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POSTUPCI KONTROLE KVALITETE (Neobavezno)
| uvoD

Fluid Thioglycollate Medium (Teku¢a tioglikolatna podloga) podloga je za opcenitu namjenu za uzgoj anaerobnih,
mikroaerofilnih i aerobnih organizama i preporucuje se kao jedna od podloga za ispitivanje sterilnosti bioloskih
proizvoda.

Il POSTUPAK ISPITIVANJA UCINKOVITOSTI
1. Inokulirajte reprezentativne uzorke s dolje navedenim kulturama.

a. Prije upotrebe popustite ¢epove i stavite epruvete u kipu¢u vodu* na otprilike 5 min dok se podloga ne reducira
(bezbojna). Zategnite ¢epove odmah nakon $to ih maknete s izvora topline. Pri¢ekajte da se podloga ohladi na
sobnu temperaturu.

*NAPOMENA: Upotreba mikrovalne pecnice ne preporucuje se.

b. 1z kultura sojinog bujona Trypticase starih 24 — 48 h ili kultura obogacenih tioglikolatnim podlogama za sojeve
Bacteroides i Clostridium, pripremite otopinu koja sadrzi 100 ili manje CFU/mL.

c.  Sterilnim pipetama od 1,0 mL inokulirajte epruvete s 0,75 mL otopina.

d. Inkubirajte epruvete s odvijenim ¢epovima na 30 — 35 °C u aerobnoj atmosferi osim za sojeve CLSI (Bacteroides
fragilis ATCC 25285 i Staphylococcus aureus ATCC 25923) koji se moraju inkubirati sa zategnutim ¢epovima.

2. Potrazite rast u epruvetama sa sojevima CLSI-preporucenim kontrolnim sojevima (zategnuti ¢epovi) u vremenu od 18 - 24
48 h. Potrazite rast drugih kontrolnih sojeva u epruvetama(USP-preporuceni) u vremenu do 3 dana.

3. Ocekivani rezultati

CLSI organizmi ATCC Izolacija
*Bacteroides fragilis 25285 Rast
*Staphylococcus aureus 25923 Rast

Dodatni organizmi
(USPispitivanje svojstava koja pospjesuju rast)

**Staphylococcus aureus 6538 Rast
**Pseudomonas aeruginosa 9027 Rast
**Clostridium sporogenes 11437 Rast
**Clostridium sporogenes 19404 Rast
**Bacillus subtilis 6633 Rast
**Kocuria rhizophila 9341 Rast
**Bacteroides vulgatus 8482 Rast

* Preporuceni soj organizama za korisnicku kontrolu kvalitete.
**Za provjeru uspjesnosti rasta za upotrebu s ispitivanjima sterilnosti USP.

Il DODATNA KONTROLE KVALITETE
1. Pregledajte epruvete prema objasnjenju iz poglavlja ,Pogorsanje kvalitete proizvoda”.

2. Vizualno pregledajte reprezentativne epruvete kako biste utvrdili da nemaju fizickih ostecenja koja mogu utjecati na
upotrebu.

3. Odredite potenciometrom pH vrijednost na sobnoj temperaturi kako biste provjerili odgovara li propisanim
vrijednostima 7,1 £ 0.2.

4. Inkubirajte neinokulirane reprezentativne epruvete na 20 — 25 °Ci 30 — 35 °C te nakon 7 dana potrazite kontaminaciju
mikrobima.

INFORMACIJE O PROIZVODU

IV NAMIJENA
Tekuca tioglikolatna podloga u skladu je sa specifikacijama The United States Pharmacopeia (USP).

Tekuca tioglikolatna podloga koristi se za ispitivanje sterilnosti bioloskih proizvoda i za uzgoj anaerobnih, aerobnih i
mikroaerofilnih organizama.
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SAZETAK | OBJASNJENJE

Brewer je napravio teku¢u tioglikolatnu podlogu za brzi uzgoj anaerobnih i aerobnih organizama.’ Prvo je napravljena u
dehidriranom obliku u Baltimore Biological Laboratory (BBL) (Baltimorski bioloski laboratorij) 1940. godine. Inkorporaciju
kazein peptona uveo je Vera 1944. godine.?

Ova podloga podrzava dobar rast niza razlicitih zahtjevnih organizama patogenih i nepatogenih vrsta. Karakteristika
natrijevog tioglikolata, uz smanjivanje oksidacijsko-redukcijskog potencijala, njegova je sposobnost da neutralizira
antibakterijsku aktivnost sastojaka Zive. Te karakteristike cine tekucu tioglikolatnu podlogu osobito korisnom za
odredivanje prisutnosti kontaminacije bioloskih i drugih materijala. Formula BBL udovoljava zahtjevima ispitivanja
uspjesnosti rasta USP.3

Tekuca tioglikolatna podloga moze se nakon $to se pripremi do oksidacije od otprilike 30% podloge, $to je vidljivo
ruzicastom bojom resazurina na povrsini. Ako je oksidacija vise uznapredovala, bujon se moze ponovno jednom zagrijati
u pari ili kipucoj vodi, ohladiti i koristiti.

NACELA POSTUPKA

Dekstroza, pepton, L-cistin i ekstrakt kvasca pruzaju potrebne faktore rasta za bakterijsku replikaciju. Natrijev klorid
osigurava neophodne ione. Natrijev tioglikolat reduciraju¢i je agens koji sprecava talozenje peroksida koji su smrtonosni
za neke mikroorganizme. L-cistin je takoder reducirajuci agens bududi da sadrzi grupe sulfidrila koje inaktiviraju sastojke
teskih metala i zadrzavaju niski potencijal redoks reakcija, te podrzavaju anaerobiozu. Resazurin je pokazivac¢ oksidacije —
redukcije, bududi da je ruzicast kad oksidira i bezbojan kad reducira. Mala koli¢ina agara pomaze u odrzavanju niskog
potencijala redoks reakcija stabiliziranjem podloge od konvekcijskih strujanja, zbog ¢ega odrzava anaerobiozu u nizim
dubinama podloge.* USP navodi 5,5 g/L dekstroze u formuli tekuée tioglikolatne podloge. Formula BBL sadrzi anhidridan
oblik dekstroze (5,0 g/L).

REAGENSI

Fluid Thioglycollate Medium
Priblizna formula* po litri procis¢ene vode

Pankreati¢na digestija kazeina...........cccoeeeine 15,09 Natrijev klorid ..o 25 g
L=GiStiN e 059 Natrijev tioglikolat .........cooooieiiiiiiiiiiiieee 05 g
Dektroza (anhidridna) .......cccceeeeecieeeeeeecciineeee. 509 RESAZUIN....uuuiiiieie e 0,001 g
Ekstrakt kvasca ........cccovviieiiiiiinineeeeeeee s 50g9 AGAT i 0,75 g

*Prilagodeno i/ili dodano prema potrebi kako bi se udovoljilo kriterijima u¢inkovitosti.

Upozorenja i mjere opreza: Za in vitro dijagnostiku.

Treba biti oprezan prilikom prijavljivanja rezultata direktnog bojenja po Gramu i/ili drugog direktnog mikrobioloskog
bojenja s ovom podlogom zbog moguce prisutnosti nevijabilnih organizama u hranjivoj podlozi.

Epruvete sa zategnutim ¢epovima treba oprezno otvarati kako ne bi doslo do ozljeda pri pucanju stakla.

U klinickim uzorcima mogu biti prisutni patogeni mikroorganizmi, ukljucujuci viruse hepatitisa i virus humane
imunodeficijencije. Pri rukovanju svim predmetima kontaminiranima krvlju i drugim tjelesnim teku¢inama treba se
pridrzavati ,Standardnih mjera opreza”>2 i institucionalnih smjernica. Nakon upotrebe, pripremljene epruvete, spremnici
za uzorke i ostali kontaminirani materijali moraju se sterilizirati u autoklavu prije odlaganja.

Upute za ¢uvanje: Epruvete po primitku ¢uvajte na tamnom mjestu u skladu s uputama na naljepnici. Pazite da ne dode
do smrzavanja i pregrijavanja. Otvorite neposredno prije upotrebe. Smanjite izlaganje svjetlosti na najmanju mogucu
mjeru. Podloge u epruvetama koje se ¢uvaju prema uputama na naljepnici prije same upotrebe mogu se inokulirati sve do
isteka roka valjanosti i inkubirati tijekom preporucenih rokova inkubacije. Prije inokulacije pri¢ekajte da se podloga
zagrije do sobne temperature.

Pogorsanje kvalitete proizvoda: Ne upotrebljavajte epruvete ako imaju vidljive znakove kontaminacije mikrobima,
promjena boje, susenje ili ostale znakove pogorsanja kvalitete.

PRIKUPLJANJE UZORAKA | RUKOVANIJE

Uzordi pogodni za podlogu mogu se obraditi raznim tehnikama. Detaljne informacije potrazite u odgovarajuéim tekstovima.®'
Uzorke treba uzeti prije dodavanja protumikrobnih agensa. Potrebno je izraditi propise za brzu dostavu u laboratorij.
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POSTUPAK
PriloZeni materijal: Fluid Thioglycollate Medium

Potreban materijal koji se nabavlja zasebno: Dodatne hranjive podloge, reagensi, organizmi za kontrolu kvalitete i
laboratorijska oprema prema potrebi.

Postupak ispitivanja: Primjenjujte asepti¢ne tehnike.

Prije upotrebe popustite cepove i stavite epruvete u kipu¢u vodu* na otprilike 5 min dok se podloga ne reducira (bezbojna).
Zategnite ¢epove odmah nakon $to ih maknete s izvora topline. Pricekajte da se podloga ohladi na sobnu temperaturu.
Za opcenitu upotrebu inokulirajte uzorke direktno u podlogu i inkubirajte epruvete do 7 dana na 35 + 2 °C.

Za ispitivanje sterilnosti treba slijediti preporuke USP-a* i drugih kontrolnih agencija."" Ti referentni izvori navode omjer
podloge na proizvodu koji treba koristiti u ispitivanjima sterilnosti kao i pojedinosti o prikupljanju uzoraka i interpretaciji
ispitnih rezultata. Za ispitivanje sterilnosti vrlo je vazno da se podloga u ispitnim posudama reducira na dovoljan stupan;j
kako bi se osigurala replikacija obaveznih anaeroba i mikroaerofilnih organizama. Ako ispitni uzorak napravi podlogu
tako mutnom da se mikrobni rast ne moze lako vidjeti, treba ga prebaciti u novu podlogu.

*NAPOMENA: Upotreba mikrovalne pecnice ne preporucuje se.

Korisni¢ka kontrola kvalitete: Pogledajte poglavlje , Postupci kontrole kvalitete”

Svaka serija podloga ispitana je pomocu odgovarajucih organizama za kontrolu kvalitete, a ta su ispitivanja, kada je to
bitno, uskladena sa specifikacijama i standardima instituta CLSI. Kao i uvijek, ispitivanja za kontrolu kvalitete moraju se
provoditi u skladu s vaze¢im lokalnim, drzavnim, saveznim ili nacionalnim propisima, uvjetima akreditiranja i/ili
standardnim postupcima kontrole kvalitete vaseg laboratorija.

Za odredivanje pH vrijednosti podloge u epruveti potenciometrom treba koristiti jednu elektrodu dovoljno male veli¢ine
da stane u epruvete. Vrh elektrode treba postaviti ispod povriine podloge bujona.

REZULTATI

Nakon inkubacije rast se ocituje prisutno$¢u zamuéenosti u usporedbi s neinokuliranom kontrolom. Striktni aerobi rastu u
tankom sloju na povrsini bujona, obligatni anaerobi rastu samo u dijelu bujona ispod gornjeg oksidiranog (ruzicastog) sloja.
Pazljivo uklonite tekucinu s razli¢itih razina, moze se poboljsati sposobnost razdvajanja razli¢itih vrsta mijesanih kultura.

OGRANICENJA POSTUPKA

Anaerobi mogu previse narasti zbog brzo rastucih fakultativnih organizama. Pregledajte i obojite bujon po Gramu ako na
plocastoj podlozi ne bude rasta. Za izolaciju anaeroba nemojte se nikada oslanjati iskljucivo na kulture bujona. Neki
anaerobi mogu se inhibirati metaboli¢kim proizvodima ili kiselinama za brzo rastuce fakultativne anaerobe. '

Hranjiva podloga ponekad sadrzi mrtve organizme iz sastojaka podloge koji mogu biti vidljivi u razmazima hranjive
podloge. Drugi izvori mrtvih mikroorganizama nakon bojenja po Gramu ukljucuju reagense bojenja, imerzijsko ulje,
staklene plocice i uzorke koji se koriste za inokulaciju. U slu¢aju nesigurnosti u valjanost bojenja po Gramu, kultura se
mora ponovno inkubirati jo$ jedan do dva sata i ponovno ispitati prije davanja izvjesca.

Za identifikaciju organizmi moraju biti u ¢istoj kulturi. Za kona¢nu identifikaciju potrebno je provesti morfoloska,
biokemijska i/ili seroloska ispitivanja. U odgovarajuc¢im poglavljima potrazite detaljne informacije i preporucene
postupke.® 1013

RADNA SVOJSTVA

Prije izdavanja ispitana su radna svojstva svih pakiranja tekuce tioglikolatne podloge. Prije inokulacije, reprezentativni
uzorci pakiranja se reduciraju u kipu¢oj vodenoj kupelji tijekom otprilike 5 min. Nakon hladenja treba inokulirati epruvete
s 0,75 mL kultura vrsta Bacillus subtilis (ATCC 6633), Bacteroides fragilis (ATCC 25285), B. vulgatus (ATCC 8482),
Clostridium sporogenes (ATCC 11437 i 19404), Kocuria rhizophila (ATCC 9341), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) i
Staphylococcus aureus (ATCC 6538 i ATCC 25923). Inokulati vrsta B. subtilis, B. fragilis, C. sporogenes, K. rhizophila, P.
aeruginosai S. aureus razrjeduju se tako da sadrzavaju 100 ili manje jedinica koje stvaraju kolonije (CFU) po mL. Inokulum
vrste B. vulgatus priprema se iz kolonija uzgojenih na plo¢icama anaerobnog krvnog agara CDC s 5% ov¢je krvi i
prilagodavaju se u tioglikolatnoj podlozi bez dekstroze i indikatora kako bi se dobilo 10 — 100 CFU/mL. Cepove treba
zategnuti odmah nakon inokulacije za epruvete koje sadrze B. fragilisi S. aureus; ¢epovi ostalih epruveta ostaju
djelomic¢no odvijeni. Inkubirajte epruvete na 35 + 2 °C. Epruvete koje sadrze B. fragilisi S. aureus (ATCC 25923) pokazuju
tragove jakog rasta unutar 48 h inkubacije. Preostali organizmi pokazuju umjeren do jak rast u roku 3 dana inkubacije.
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DOSTUPNOST

Kat. br. Opis

221195 BD BBL Fluid Thioglycollate Medium, 8 mL, pakiranje od 10 epruveta veli¢ine K
221196 BD BBL Fluid Thioglycollate Medium, 8 mL, pakiranje 100 epruveta veli¢ine K
299802 BD BBL Fluid Thioglycollate Medium, 8 mL, pakiranje 100 epruveta veli¢ine K

(naljepnica ispisana na tintnom pisacu)
220888 BD BBL Fluid Thioglycollate Medium, 20 mL, pakiranje od 10 epruveta veli¢ine A
220889 BD BBL Fluid Thioglycollate Medium, 20 mL, pakiranje 100 epruveta veli¢cine A
299803 BD BBL Fluid Thioglycollate Medium, 20 mL, pakiranje 100 epruveta veli¢cine A
(naljepnica ispisana na tintnom pisacu)
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Tehnicki servis i podrska na BD Diagnostics: obratite se lokalnom predstavniku tvrtke BD ili posjetite www.bd.com/ds.
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