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PROCEDURY KONTROLI| JAKOSCI

WPROWADZENIE
Dermatophyte Test Medium (DTM), Modified with Chloramphenicol (podioze testowe dermatofitow, modyfikowane
chloramfenikolem) jest selektywnym podtozem réznicujgcym, stosowanym do wykrywania i wstepnej identyfikacji dermatofitow
w prébkach klinicznych i weterynaryjnych.
PROCEDURA TESTU WYDAJNOSCI
1. Wykona¢ posiew reprezentacyjnej préby podtozy hodowlami wymienionych ponizej szczepéw.
a. W przypadku E. coli i P. aeruginosa zaszczepi¢ pasmowo 1 pL (0,001 mL) z 4 — 5 h hodowli na podtozu Trypticase Soy
Broth rozcienczonym w celu uzyskania 10° — 10’ CFU/mL.
b. W przypadku grzybdw zaszczepia¢ bezposrednio z ptytek macierzystych przy uzyciu $wiezych hodowli grzybéw (do
jednego miesigca).
c. Inkubowa¢ w temperaturze 25 + 2°C w warunkach tlenowych.

d. Dotgczyc ptytki z weczedniej badang serig TSA z 5% krwig baranig jako kontrolami E. coli i P. aeruginosa; uzy¢ ptytek z
wczesniej badang serig podtoza Sabouraud Dextrose Agar jako kontrolami pozostatych szczepow.

2. Zbadac¢ ptytki w odstepach maksymalnie do 7 dni pod katem wzrostu i selektywnosci.
3. Oczekiwane wyniki

Drobnoustroje ATCC Odzysk Zabarwienie podioza

*Aspergillus brasiliensis 16404 Zahamowanie (czesciowe do catkowitego) Nd.

Escherichia coli 25922 Zahamowanie (czesciowe do catkowitego) Nd.

*Microsporum audouinii 9079 Wozrost od umiarkowanego do intensywnego Zabarwienie od r6zowego do
czerwonego

*Pseudomonas aeruginosa 10145 Zahamowanie (czesciowe do catkowitego) Nd.

*Trichophyton mentagrophytes 9533  Wzrost od umiarkowanego do intensywnego Zabarwienie od rézowego do
czerwonego

*Szczep zalecany do przeprowadzania kontroli jako$ci przez uzytkownika.

DODATKOWA KONTROLA JAKOSCI

1. Sprawdzi¢ ptytki zgodnie z opisem w czesci ,Pogorszenie jakosci produktu”.

2. Wzrokowo ocenic¢ reprezentatywne ptytki, aby upewni¢ sie, ze zadne wady fizyczne nie bedg przeszkadzaty w ich
uzytkowaniu.

3. Okresli¢ potencjometrycznie wartos¢ pH w temperaturze pokojowej, aby upewni¢ sie, ze odczyn jest zgodny ze
specyfikacjg i wynosi 5,5 + 0,2.

4. W czasie procedury zaszczepiania zwroci¢ uwage na twardo$¢ podifoza agarowego.

5. Inkubowac niezaszczepione, reprezentatywne plytki w temperaturze 33 — 37°C oraz 20 — 25°C przez 72 godziny, po czym
zbadac¢ je pod katem skazenia mikrobiologicznego.

INFORMACJA O PRODUKCIE

PRZEZNACZENIE

Dermatophyte Test Medium (podioze testowe dermatofitow, DTM) jest selektywnym podtozem réznicujgcym, stosowanym do
wykrywania i wstepnej identyfikacji dermatofitdéw w prébkach klinicznych. Ze wzgledu na niedostepnos¢ jednego ze $rodkow
hamujgcych wzrost - chlorotetracykliny, Dermatophyte Test Medium, Modified with Chloramphenicol (podtoze testowe
dermatofitow, DTM, modyfikowane chloramfenikolem) jest zalecane jako substytut oryginalnego sktadu DTM.

STRESZCZENIE | OBJASNIENIE

Dermatofity powoduja skérne infekcje grzybicze wioséw, skory i paznokci, ogélnie okreslane mianem grzybicy skory i jej
przydatkéw lub grzybicy wywotanej przez dermatofity.>® Do najczestszych czynnikéw etiologicznych tych infekcji nalezg
cztonkowie rodzajéw Trichophyton, Microsporum i Epidermophyton.

Taplin i wsp. opracowali DTM jako podtoze przesiewowe do selektywnej izolacji i wykrywania dermatofitéw z prébek
klinicznych.* Potgczenie trzech $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych (cykloheksymidu, chlorotetracykliny i gentamycyny)
hamowato wzrost bakterii oraz saprofitycznych drozdzy i plesni. Niedostepnos¢ chlorotetracykliny pod koniec 1992 r.
spowodowata, ze zastgpiono jg chloramfenikolem.

Dermatofity wstepnie oznacza sig na podstawie morfologii makroskopowej i wytwarzania metabolitéw zasadowych, ktére
podwyzszajg pH i powodujg zmiane barwy wskaznika - czerwieni fenolowej, w podtozu z Zéttej na rézowg do czerwonej.>*
Taplin i wsp. donosili, ze podfoze (z chlorotetracykling) identyfikuje dermatofity z 97 — 100% precyzja.*

ZASADY PROCEDURY

Papainowy wyciag maczki sojowej dostarcza aminokwasy i inne substancje azotowe, konieczne do wzrostu grzyb6w. Zrédtem
energii jest dekstroza. Czerwien fenolowa (wskaznik kolorymetryczny) dodaje sige w celu wizualizacji wzrostu pH podtoza.
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Srodki przeciwdrobnoustrojowe poprawiajg odzysk dermatofitéw, hamujgc wzrost bakterii i grzybéw saprofitycznych.
Cykloheksymid to srodek przeciwgrzybiczy, ktéry jest czynny przede wszystkim wobec saprofitycznych drozdzy i plesni, ale nie
jest aktywny wobec dermatofitéw. Chloramfenikol jest antybiotykiem o szerokim spektrum dziatania, ktéry hamuje wzrost wielu
réznych bakterii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich. Gentamycyna to antybiotyk aminoglikozydowy, ktory hamuje wzrost
bakterii Gram-ujemnych oraz Gram-dodatnich, w tym gronkowcoéw.

ODCZYNNIKI

Dermatophyte Test Medium, Modified with Chloramphenicol

Przyblizony sktad* w przeliczeniu na litr wody oczyszczonej

Papainowy wyciag maczki SOjowej.............ceeeeeennnee 10,09 CyKIoheksymid............oooiiiiiiiiiiie e 0,59
DeKSLrOzZa ........uvvieieiiiiiiieieee e 10,0 g GENLAMYCYNA....cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeiee ettt 0,19
Y - SRR RSSR 24,09 Chloramfenikol..........cccceveeiiiiiiiee e 0,1lg
Czerwien fenolowa ............eeeveeeiiiiiiiiie e 0,2¢g

*Skorygowany i/lub uzupetniony zgodnie z wymaganiami, ktérych celem jest spetnienie kryteriéw wydajnosci.
Ostrzezenia i Srodki ostroznosci: Do stosowania w diagnostyce in vitro.

Probowki i butelki z ciasno dopasowanymi zatyczkami nalezy otwieraé¢ ostroznie, zeby unikng¢ obrazen spowodowanych
peknieciem szkia.

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. Gotowe podtoza na ptytkach, butelki,
pojemniki na prébki oraz inne skazone wyposazenie i materiaty przed wyrzuceniem nalezy poddac¢ sterylizacji w autoklawie.
Przechowywanie: Otrzymane probdwki umiesci¢ i przechowywaé w ciemnym miejscu, w temperaturze 2 — 8°C. Unikac
zamrazania i przegrzewania. Otwiera¢ bezposrednio przed uzyciem. Ogranicza¢ do minimum ekspozycje na $wiatto. W
podiozach, ktére do momentu uzycia przechowuje si¢ w probdwkach zgodnie z instrukcjami podanymi na etykiecie, mozna
wykonywac posiewy do dnia okreslonego terminem waznosci, a nastepnie prowadzi¢ inkubacje przez zalecany czas. Przed
posiewem ogrzac podtoze do temperatury pokojowej.

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

POBIERANIE PROBEK | POSTEPOWANIE Z NIMI

Szczegdtowe informacije dotyczace pobierania probek i postepowania z nimi sg dostepne w literaturze fachowe;j™>°.
PROCEDURA

Dostarczane materialy: Dermatophyte Test Medium (DTM), Modified with Chloramphenicol

Materiaty wymagane, ale niedostarczane: Pomocnicze podtoza hodowlane, odczynniki, drobnoustroje do kontroli jakosci
i wyposazenie laboratoryjne zgodne z wymaganiami.

Procedura testowa: Stosowac techniki aseptyczne.

Zaszczepi¢ pozywke bezposrednio po dostarczeniu probki do laboratorium. Umiesci¢ prébke na srodku powierzchni agaru i
lekko wcisng¢ w agar, tak aby zapewni¢ dobry kontakt z podtozem.

Zatozy¢ luzno nakretke w celu zapewnienia obiegu powietrza i inkubowaé¢ w temperaturze 22 — 25°C do 14 dni.
Kontrola jakosci przez uzytkownika: Patrz ,Procedury kontroli jakosci”.

Nalezy spetnia¢ wymagania kontroli jakosci zgodnie z odpowiednimi przepisami prawa lokalnego, stanowego i/lub federalnego,
z wymaganiami akredytacji i standardowymi procedurami kontroli jakos$ci danego laboratorium. Zaleca sie skorzystanie
z odpowiednich wytycznych CLSI lub przepiséw CLIA w celu ustalenia wiasciwych zasad kontroli jakosci.

WYNIKI

Dermatofity powodujg charakterystyczng morfologie oraz rézowe do czerwonego zabarwienie podfoza wokét kolonii w ciggu 10
do 14 dni inkubacji. Po czternastym dniu inkubacji nalezy ignorowaé zmiany barwy, poniewaz mogg by¢ one spowodowane
przez zanieczyszczenie grzybami.*

OGRANICZENIA PROCEDURY

Do wykrycia wszystkich potencjalnie istotnych drobnoustrojéw w prébce rzadko wystarcza jedno podioze. Sktadniki podtoza
selektywnego mogg hamowac¢ wzrost niektorych pozadanych gatunkéw lub umozliwia¢ wzrost gatunkow, ktore powinny
hamowac, zwtaszcza jesli ich liczba w prébce jest duza. Zatem oprdécz hodowli posiewdw z danej probki na podtozach
selektywnych nalezy rowniez wykonaé¢ posiew na podfozach nieselektywnych, co pozwala uzyska¢ dodatkowe informacije i
zapewnia wzrost wszystkich potencjalnych patogenéw.

Do identyfikacji niezbedne s czyste kultury drobnoustrojow. W celu ostatecznej identyfikacji nalezy przeprowadzi¢ badania
morfologiczne, biochemiczne lub serologiczne. Dodatkowe informacje mozna znalezé w odpowiednich publikacjach.*®9*

CHARAKTERYSTYKA WYDAJNOSCIOWA

Przed dopuszczeniem do obrotu wszystkie partie podtoza Dermatophyte Test Medium (DTM) Modified with Chloramphenicol
sprawdza sie pod katem ich skutecznosci. Reprezentatywne probki partii sg bezposrednio zaszczepiane $wiezymi hodowlami
Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533, Microsporum audouinii ATCC 9079 oraz Aspergillus brasiliensis ATCC 16404,
hodowanymi na ptytkach agaru dekstrozowego BBL Sabouraud Dextrose Agar. Pojemniki probowki inkubuje sie w ciggu
siedmiu dni w temperaturze 20 — 27°C w warunkach tlenowych. W przypadku T. mentagrophytes i M. audouinii obserwuje sie
umiarkowany lub bardzo dobry wzrost, potaczony z wystepowaniem rézowego/czerwonego zabarwienia podioza. Wzrost
A. brasiliensis ulega czesciowemu lub catkowitemu zahamowaniu.
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Xl DOSTEPNOSC
Nr kat. Opis
299701 BD BBL Dermatophyte Test Medium, Modified with Chloramphenicol Slants, opakowanie 10 probéwek o rozmiarze C

XIV PISMIENNICTWO

1. Forbes, B.A,, D.F. Sahm, and A.S. Weissfeld. 2002. Bailey & Scott’s diagnostic microbiology, 11th ed. Mosby, Inc.,
St. Louis.

2. Summerbell, R.C. 2003. Trichophyton, Microsporum, Epidermophyton and agents of superficial mycoses, p. 1798-1819.
In P.R. Murray, E.J. Baron, J.H. Jorgensen, M.A. Pfaller, and R.H. Yolken (ed)., Manual of clinical microbiology, 8th ed.
American Society for Microbiology, Washington, D.C.

3. Kwon-Chung, and J.E. Bennett. 1992. Medical mycology. Lea & Febiger, Philadelphia.

4. Taplin, D., N. Zaias, G. Rebell, and H. Blank. 1969. Isolation and recognition of dermatophytes on a new medium (DTM).
Arch. Dermatol. 99:203-209.

5. Clinical and Laboratory Standards Institute. 2005. Approved Guideline M29-A3. Protection of laboratory workers from
occupationally acquired infections, 3rd ed. CLSI, Wayne, Pa.

6. Garner, J.S. 1996. Hospital Infection Control Practices Advisory Committee, U.S. Department of Health and Human
Services, Centers for Disease Control and Prevention. Guideline for isolation precautions in hospitals. Infect. Control
Hospital Epidemiol 17:53-80.

7. U.S. Department of Health and Human Services. 2007. Biosafety in microbiological and biomedical laboratories, HHS
Publication (CDC), 5th ed. U.S. Government Printing Office, Washington, D.C.

8. Directive 2000/54/EC of the European Parliament and of the Council of 18 September 2000 on the protection of workers
from risks related to exposure to biological agents at work (seventh individual directive within the meaning of Article 16(1)
of Directive 89/391/EEC). Official Journal L262, 17/10/2000, p. 0021-0045.

9. Haley, L.D., J. Trandel, and M.B. Coyle. 1980. Cumitech 11, Practical methods for culture and identification of fungi in the
clinical mycology laboratory. Coordinating ed., J.C. Sherris. American Society for Microbiology, Washington, D.C.

10. Koneman, EW., S.D. Allen, W.M. Janda, P.C. Schreckenberger, and W.C. Winn, Jr. 1997. Mycology, p. 983-1069. Color
atlas and textbook of diagnostic microbiology, 5th ed. Lippincott-Raven Publishers, Philadelphia.

11. Larone, D.H. 1995. Medically important fungi: a guide to identification, 3rd ed. American Society for Microbiology,
Washington, D.C.

Dziat Obstugi Technicznej firmy BD Diagnostics: nalezy skontaktowa¢ sie z lokalnym przedstawicielem BD lub odwiedzi¢ strone
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