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PROCEDURY KONTROLI JAKOSCI

WPROWADZENIE

Lim Broth (Bulion Lim) stosuje sie w celu selektywnego wzbogacenia populacji paciorkowcéw grupy B

(Streptococcus agalactiae).

PROCEDURA TESTU WYDAJNOSCI

1. Inokulowaé reprezentatywne probki podtoza hodowlami wymienionych ponizej szczepow.

a. Stosujac jatowe pipety o objetosci 1,0 mL, nalezy wykona¢ posiew w probéwkach uzywajgc 1,0 mL rozcienczen z

trwajgcej 18 — 24 godziny hodowli Trypticase Soy Broth. Rozcienczenie powinno zawiera¢ 1000 lub mniej jednostek
tworzacych kolonie — CFU/mL dla S. agalactiae oraz 1,0 x 10° CFU/mL dla E. coli.

b. Inkubowa¢ proboéwki z poluzowanymi zatyczkami w temperaturze 35 + 2 °C w atmosferze tlenowe;.
2. Po 3 dniach nalezy sprawdzi¢ probdwki pod katem wzrostu kolonii.
3. Oczekiwane wyniki

Mikroorganizmy ATCC Odzysk
*Streptococcus agalactiae 12386 Wzrost (umiarkowanego do intensywnego)
*Escherichia coli 25922 Zahamowanie (czesciowe do catkowitego)

*Szczep zalecany do przeprowadzania kontroli jakos$ci przez uzytkownika.
UWAGA: To podtoze jest zwolnione z testéw kontroli jakosci uzytkownika zgodnie ze standardem CLSI M22-A3.

DODATKOWA KONTROLA JAKOSCI

1. Oceni¢ probowki wedtug opisu w czesci ,Pogorszenie jakosci produktu”.

2. Wzrokowo oceni¢ reprezentatywne probéwki, zeby upewni¢ sig, ze w ich uzytkowaniu nie bedg przeszkadzaty zadne wady
fizyczne.

3. Okresli¢ potencjometrycznie warto$¢ pH w temperaturze pokojowej, aby upewni¢ sie, ze odczyn jest zgodny ze
specyfikacjg i wynosi 7,8 + 0,2.

4. Inkubowac¢ reprezentatywne probéwki bez wysianych drobnoustrojéw w temperaturze 20 — 25 °C i 30 — 35 °C oraz po 7
dniach oceni¢ pod wzgledem zanieczyszczenia drobnoustrojami.

INFORMACJA O PRODUKCIE

PRZEZNACZENIE

Lim Broth stosuje sie w celu selektywnego wzbogacenia populacji paciorkowcéw grupy B (Streptococcus agalactiae),
zwilaszcza z probek pochodzacych z narzgddw ptciowych.

STRESZCZENIE | OBJASNIENIE

Od odkrycia w latach 70. XX w. zakazenia noworodkéw wywotywanego przez paciorkowce grupy B, choroba ta stata sie
gtéwng zakazng przyczyng chorobowosci i zgondéw noworodkow. Przed 1994 r. szacowano, ze kazdego roku w Stanach
Zjednoczonych stwierdza sie 7600 przypadkéw inwazyjnej choroby paciorkowcowej wywotywanej przez paciorkowce grupy B
u noworodkow. Przede wszystkim sg to przypadki posocznicy i zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych. W ok. 80% tych
przypadkow choroba ma wczesny poczatek i wystepuje w ciggu pierwszego tygodnia zycia." Choroba jest przenoszona przez
zakazenie wertykalne z matki na noworodka. U matki paciorkowce grupy B sg zlokalizowane w okolicy odbytniczej lub okolicy
narzaddw piciowych. Lim i wspdtpracownicy potgczyli stosowanie wzbogaconego, selektywnego podtoza bulionowego ze
szkietkowym testem aglutynacji w celu szybkiej diagnostyki takich matek.?®

Centers for Disease Control and Prevention (CDC) zaproponowaty wytyczne dotyczgce badan przesiewowych oraz
stosowania $rédporodowej chemioprofilaktyki wcelu zapobiegania noworodkowej chorobie paciorkowcowej wywotywanej przez
paciorkowce z grupy B.° Zaleca sie stosowanie Todd Hewitt Broth z kolistyng i kwasem nalidyksowym jako podioza
zwiekszajgcego prawdopodobienstwo wykrycia wzrostu paciorkowcoéw grupy B na ptytkach z agarem z krwig owcza.1 Lim
Broth jest przygotowany z bulionu Todd Hewitt Broth, do ktérego dodaje sie zalecane stezenia kolistyny i kwasu
nalidyksowego oraz wyciagu z drozdzy w celu poprawy wzrostu paciorkowcéw z grupy B.”

Paciorkowce grupy B wyizolowano takze w przypadkach posocznicy u kobiet, ktére nie rodzity, oraz u mezczyzn, a takze w
przypadkach zakazen stawow, zapalen szpiku kostnego, zakazen uktadu moczowego oraz zakazen ran. Bakterie te wywotujg
zapalenie wsierdzia, zapalenie ptuc oraz zakazenia skory i tkanek miekkich u chorych z uposledzona czynnoscig ukfadu
odpornosciowego.’

ZASADY PROCEDURY

Todd Hewitt Broth jest uniwersalnym podtozem stosowanym przede wszystkim do hodowli beta-hemolizujgcych paciorkowcow,
zwlaszcza w badaniach serologicznych.8

Peptony, dekstroza i sole zapewniajg doskonatg podstawe zywieniowg do wzrostu paciorkowcéw. Dodany wyciag z drozdzy
jest bogatym zrédtem witamin z grupy B. Dekstroza pobudza wytwarzanie hemolizyny. Fosforan dwusodowy i weglan sodu
zapewniajg dziatanie buforujgce, przeciwdziatajgc zakwaszaniu srodowiska, do ktérego dochodzi podczas fermentac;ji
weglowodandéw. W ten sposoéb chronig hemolizyne przed inaktywacjg powodowang przez kwas. Kwas nalidyksowy i kolistyna
hamujg wzrost bakterii Gram-ujemnych.
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ODCZYNNIKI

Lim Broth

Przyblizony sktad* w przeliczeniu na litr wody oczyszczonej
Woycigg sercowy (staty) ......cccccevveeiiiiinnnnnne. 31 g
Peptony........ovvieiiii 20,0 g
DEKSIrOZa....ccvveieiee e 2,0 g
Chlorek SOdU........cccueveiiiiieiiieeeiee e 2,0 g
Fosforan dwusodowy ............ccccueeeiiiieiiinennns 0,4 g
Weglan SOAU ........cvevieeiiiieeec e 25 g
Wycigg z drozdzy .. ...10,0 g
KOHNISEYN@ ..ot 0,01 g
Kwas NalidyKSOWY ..........cocvuvieriiieeniiieeniieeenns 0,015 g

*Skorygowany lub uzupetniony zgodnie z wymaganiami, ktérych celem jest spetnienie kryteriow wydajnosci.

Ostrzezenia i Srodki ostroznosci: Do stosowania w diagnostyce in vitro.

Probowki z ciasno dokrgconymi nakretkami nalezy otwiera¢ ostroznie, aby unikngé obrazen spowodowanych peknigeciem szkfa.
W prébkach klinicznych mogg by¢ obecne drobnoustroje patogenne, takie jak wirusy zapalenia watroby i HIV. Podczas pracy z
wszelkimi materiatami zanieczyszczonymi krwig i innymi ptynami ustrojowymi nalezy stosowac ,Standardowe $rodki
ostroznosci”**? oraz przestrzegaé wytycznych obowigzujgcych w danym laboratorium. Po uzyciu gotowe probéwki, pojemniki
zawierajgce prébki oraz inne skazone materiaty nalezy przed usunigciem wysterylizowa¢ w autoklawie.

Przechowywanie: Po otrzymaniu przechowywac probéwki w ciemnos$ci w temperaturze 2 — 8 °C. Nie zamrazaé i nie
przegrzewac. Otwiera¢ bezposrednio przed uzyciem. Ogranicza¢ do minimum ekspozycje na $wiatto. W podtozach, ktére do
momentu uzycia przechowuje sie w probéwkach, zgodnie z instrukcjami podanymi na etykiecie, mozna wykonywac posiewy
do dnia okreslonego terminem wazno$ci, a nastepnie prowadzi¢ inkubacje przez zalecany czas. Przed posiewem ogrza¢
podtoze do temperatury pokojowe;.

Pogorszenie jakosci produktu: Nie uzywaé podioza w przypadku widocznych oznak skazenia mikrobiologicznego, zmian
zabarwienia, wysychania lub innych objawéw $wiadczacych o pogorszeniu jakosci.

POBIERANIE PROBEK | POSTEPOWANIE Z NIMI

Dostepne sg rozne techniki postepowania z prébkami umozliwiajgcymi uzyskanie hodowli. Szczegétowe informacje znajdujg
sie w odpowiednich pozycjach pismiennictwa.”® Prébki nalezy uzyskaé przed zastosowaniem srodkow przeciwbakteryjnych.
Probki powinny zostaé niezwlocznie dostarczone do laboratorium.

PROCEDURA
Dostarczane materiaty: Lim Broth

Materiaty wymagane, ale niedostarczane: Pomocnicze pozywki hodowlane, odczynniki, drobnoustroje do kontroli jakos$ci i
wyposazenie laboratoryjne zgodne z wymaganiami.

Procedura testowa: Stosowac techniki aseptyczne.

Nalezy wykona¢ posiew w probowkach i inkubowac je z poluzowanymi zakrgtkami w temperaturze 35 + 2°C, w warunkach
tlenowych, z dodatkiem dwutlenku wegla lub bez. W razie potrzeby po 5 godzinach inkubacji przeprowadzi¢ test aglutynacii
szkietkowej dla paciorkowcéw grupy B.*

Jesli po 18-24 godzinach doszto do zmetnienia, z hodowli na pozywce bulionowej nalezy zatozy¢ osobng hodowle na ptytce
pokrytej agarem wzbogaconym krwig owcza. W przeciwnym wypadku posiew trzeba inkubowa¢ przez dodatkowe 24 godziny
przed zniszczeniem."

Kontrola jakosci przez uzytkownika: Patrz ,Procedury kontroli jakosci”.

Nalezy postepowac zgodnie z obowigzujgcymi wymogami kontroli jakosci, wynikajacymi z przepiséw miejscowych, krajowych
lub federalnych, wymogami akredytacji i rutynowymi procedurami kontroli jakosci w danym laboratorium. Zaleca sie, aby
uzytkownik stosowat sie do odpowiednich wytycznych CLSI i przepiséw CLIA dotyczacych metod kontroli jakosci.

Aby okresli¢ pH podfoza prébki metoda potencjometryczng, nalezy wykorzysta¢ pojedynczg elektrode o odpowiednio
niewielkich rozmiarach dopasowanych do probéwek. Koncowke elektrody nalezy umiesci¢ ponizej powierzchni pozywki
bulionowe;.

WYNIKI
W pozywce bulionowej wzrost jest widoczny jako zmetnienie w poréwnaniu z kontrolg nieinokulowang.

Nalezy zatozy¢ osobng hodowle na ptytkach z agarowym podtozem z sojg Trypticase Soy Agar, wzbogaconym 5% krwig
owczg (TSA 1) oraz inkubowac probki przez 18 — 24 godziny, a w razie koniecznosci do 48 godzin. Nalezy zidentyfikowac
drobnoustroje przypominajgce paciorkowce grupy B (beta- lub niehemolizujgce, ziarniaki Gram-dodatnie i katalazo-ujemne).
Mozna wykona¢ swoistg identyfikacje; np. stosujgc surowice do oznaczania grup paciorkowcow, test CAMP lub inne metody.
Jones i wsp. donosili o wykrywaniu paciorkowcow grup7y B za pomocg metody aglutynacji szkietkowej po 5 godzinach inkubacji,
gdy stezenie mikroorganizméw w hodowli wynosito 107 na mL lub wiecej.*

OGRANICZENIA PROCEDURY

Do identyfikacji niezbedne sg czyste kultury drobnoustrojéw. W celu ostatecznej identyfikacji nalezy przeprowadzi¢ badania
morfologiczne, biochemiczne lub serologiczne. W celu uzyskania szczegétowych informacji oraz wiadomosci na temat
zalecanych procedur nalezy zapoznaé sie z odpowiednimi pozycjami pismiennictwa.”*>*
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Xl CHARAKTERYSTYKA WYDAJNOSCIOWA

Nguyen i wsp. stosowali bulion Lim w potaczeniu z agarem sojowym Trypticase Soy Agar z dodatkiem 5% krwi owczej (TSA)
jako ztoty standard w wykrywaniu paciorkowcéw grupy B w probkach uzyskanych z dolnych drog rodnych cigzarnych kobiet. Z
524 kobiet u 90 uzyskano dodatnie hodowle w podtozach Lim Broth lub TSA. Czuto$¢, swoistos$¢, dodatnia i ujemna wartos$é
predykcyjna bulionu Lim wynosity odpowiednio 97% (87/90), 100% (434/434), 100% (87/87) oraz 97% (434/437).°

Xl DOSTEPNOSC

Nr kat. Opis
292209 BD BBL Lim Broth, 5 mL, opakowanie zawierajgce 10 probowek o rozmiarze K
296266 BD BBL Lim Broth, 5 mL, pudetko zawierajgce 100 probéwek o rozmiarze K
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Dziat Obstugi Technicznej firmy BD Diagnostics: nalezy skontaktowa¢ sie z lokalnym przedstawicielem BD lub odwiedzi¢ strone
www.bd.com/ds.
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7 Loveton Circle Pottery Road, Dun Laoghaire
Sparks, MD 21152 USA Co. Dublin, Ireland

ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection.
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