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PROCEDURY KONTROLI JAKOSCI

WPROWADZENIE

Todd Hewitt Broth with Gentamicin and Nalidixic Acid (z gentamycyng i kwasem nalidyksowym) stosuje sie w
celu selektywnego wzbogacenia populacji paciorkowcéw grupy B (Streptococcus agalactiae).

PROCEDURA TESTU
1. Podtoza zaszczepia sie reprezentatywnymi probkami wymienionych szczepow.

a. Stosujgc jatowe pipety o objetosci 1 mL nalezy wykona¢ posiew w probéwkach uzywajac 1 mL
rozcienczenia z trwajacej 18 — 24 godz. hodowli Trypticase Soy Broth. Stosowane rozmenczeme powinno
zawieraé 1 000 lub mniej CFU (jednostek tworzacych kolonie)/ml S. agalactiae oraz 1,0 x 10° CFU/mL
E. coli.

b. Inkubowac¢ probéwki z poluzowanymi zatyczkami w temperaturze 35 + 2°C w atmosferze tlenowej.

2. Po maksymalnie 3 dniach nalezy sprawdzi¢ probéwki pod katem wzrostu kolonii.
3. Oczekiwane wyniki

*Streptococcus agalactiae......................... W2zrost
12386

*Escherichia COli ............ccccoeouuuuuninnnnnnnnnns Brak wzrostu
25922

*Zalecane szczepy drobnoustrojow do przeprowadzenia kontroli jakosci dokonywanej przez uzytkownika.

DODATKOWA KONTROLA JAKOSCI
1. Ocenic¢ proboéwki wedtug opisu w czesci ,Pogorszenie jakosci produktu”.

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

3. Okresli¢ potencjometrycznie wartosé pH w temperaturze pokojowej, aby upewnic sig, ze odczyn jest zgodny
ze specyfikacjg i wynosi 7,8 £ 0,3.

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

INFORMACJE O PRODUKCIE

PRZEZNACZENIE

Todd Hewitt Broth z gentamycyna i kwasem nalidyksowym stosuje sie w celu selektywnego wzbogacenia
populacji paciorkowcéw grupy B (Streptococcus agalactiae), zwtaszcza pochodzacych z materiatéw z okolic
narzadow piciowych.

STRESZCZENIE | OBJASNIENIE

Od odkrycia w latach siedemdziesiagtych XX wieku zakazenia noworodkéw wywotywanego przez paciorkowce
grupy B choroba ta stata sie gtébwna, zakazng przyczyng chorobowosci i zgonéw wsréd noworodkow. Przed
rokiem 1994 szacowano, ze kazdego roku w Stanach Zjednoczonych u noworodkéw wystepuje 7 600
przypadkow inwazyjnej choroby paciorkowcowej wywotywanej przez paciorkowce grupy B, przede wszystkim
przypadki posocznic i zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych. Okoto 80% wymienionych przypadkow to choroba
0 wczesnym poczatku, wystepujaca w ciagu pierwszego tygodnia zycia.! Choroba jest przenoszona na
noworodki poprzez zakazenie wertykalne od matki, ktéra jest nosicielkg paciorkowcéw grupy B w okolicy
odbytniczej lub okolicy narzadéw piciowych.

Centers for Disease Control and Prevention (CDC) zaproponowaty wytyczne dotyczace badan przesiewowych
oraz stosowania srédporodowe;j chemloprofllaktykl w celu zapobiegania noworodkowej chorobie paciorkowcowej
wywotywanej przez paciorkowce z grupy B. ? Zaleca sie stosowanie Todd Hewitt Broth z gentamycyng i kwasem
nalidyksowym (lub Lim Broth), aby zwiekszy¢ prawdopodobienstwo wykrycia wzrostu paciorkowcéw grupy B na
plytkach z agarowym podfozem wzbogaconym krwig owcza.”

Paciorkowce grupy B wyizolowano takze w przypadkach posocznicy u kobiet, ktére nie rodzity, oraz u mezczyzn,
a takze zakazen stawéw, zapaleh szpiku kostnego, zakazen uktadu moczowego oraz zakazen ran. Wymienione
bakterie wigzg sie z wystepowaniem zapalenia wsierdzia, zapalenia ptuc oraz zakazen skory i tkanek miekkich u
chorych z uposledzong czynnoscig uktadu odpornosciowego.
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ZASADY PROCEDURY

Todd Hewitt Broth jest uniwersalnym podtozem stosowanym przede wszystkim do hodowli beta-hemolizujgcych
paciorkowcéw, zwtaszcza w badaniach serologicznych.s’6 Podtoze cechuje sie duzymi wartosciami odzywczymi
ze wzgledu na zawartos¢ peptonow, dekstrozy i soli. Dekstroza pobudza wytwarzanie hemolizyny. Fosforan
sodu i weglan sodu zapewniajg dziatanie buforujgce, przeciwdzialajac zakwaszaniu srodowiska, ktére ma
miejsc%e podczas fermentacji dekstrozy. W ten sposéb chronig hemolizyne przed inaktywacjg powodowang przez
kwas.

Selektywnos$¢ w odniesieniu do paciorkowcéw grupy B osigga sie poprzez dodanie do podtoza gentamycyny i
kwasu nalidyksowego. Selektywnie wzbogacajaca pozywka bulionowa cechuje sie zaletami zaréwno
wzbogacania, jak i selekcji poprzez zapewnienie warunkéw sprzyjajgcych wzrostowi paciorkowcdw grupy B, a
hamowanie wzrostu czynnikéw zanieczyszczajgcych probki.

ODCZYNNIKI

Todd Hewitt Broth z gentamycyng i kwasem nalidyksowym
Przyblizony sktad* w przeliczeniu na litr wody oczyszczonej

Wyciag sercowy (staty).........cccovvviiiiiiniinnnnnn. 319 Fosforan sodu.............ccoooeeeiii 0449
Peptony ... 20.0g Weglan sodu...........ooiiiiiiiiiiiii 25¢g
Dekstroza ........coovvuiiiiiiiii 20g GentamyCyna.......coeeeeeeeeeeiiiiiiiiiiiieeeeeeeeieeees 8.0 mg
Chlorek sodu .....ccoeeeiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 20g Kwas nalidyksowy ...........ccoooviiiiiiiiiiiennennn. 15.0 mg

*Dostosowany i (lub) uzupetniony zgodnie z wymaganiami w celu spetnienia kryteriow wydajnosci.
Ostrzezenia i sSrodki ostroznosci: Do stosowania w diagnostyce in vitro.

Probowki z mocno dopasowanymi zakretkami nalezy otwiera¢ ostroznie, aby unikngé¢ urazu zwigzanego z
rozbiciem szkia.

W prébkach klinicznych moga by¢ obecne drobnoustroje patogenne, w tym wirusy zapalenia watroby oraz ludzki
wirus uposledzenia odpornosci. Podczas postepowania ze wszystkimi przedmiotami skazonymi krwig i innymi
ptynami ustrojowymi nalezy przestrzega¢ ,Standardowych srodkow ostroznosci”®"" oraz wytycznych
stosowanych w danej instytucji. Gotowe probdéwki, pojemniki zawierajgce prébki oraz inne skazone materiaty po
uzyciu i przed usunieciem nalezy wysterylizowa¢ w autoklawie.

Wskazowki dotyczace przechowywania: Po odbiorze probéwki nalezy przechowywac¢ w ciemnym miejscu, w
temperaturze 2 — 8°C. Unika¢ zamrazania i przegrzewania. Nie otwiera¢ do chwili uzycia. Do minimum
ograniczac¢ kontakt ze Swiattem. W pozywkach przechowywanych do momentu uzycia w probéwkach, zgodnie z
instrukcjami podanymi na etykiecie, mozna wykonywaé posiewy do dnia okreslonego terminem waznosci, a
nastepnie prowadzi¢ inkubacje przez zalecany czas. Przed posiewem ogrzaé podtoze do temperatury pokojowe;j.

Pogorszenie jakosci produktu: Nie uzywac probowek, jezeli widoczne sg oznaki skazenia mikrobiologicznego,
zmiana zabarwienia, wysychanie lub inne Swiadczace o pogorszeniu jakosci.

POBIERANIE PROBEK | POSTEPOWANIE Z NIMI

Podczas postepowania z probkami materiatu odpowiednimi do hodowli mozna stosowac rézne techniki.
Szczegdtowe informacje znajdujg sie w odpowiednich pozycjach piémiennictwa.“’12 Probki nalezy uzyskac¢ przed
zastosowaniem srodkow przeciwbakteryjnych. Probki powinny zostaé niezwitocznie dostarczone do laboratorium.

PROCEDURA

Dostarczonane materiaty: Todd Hewitt Broth z gentamycyng i kwasem nalidyksowym

Materialy wymagane, ale niedostarczone: Pomocnicze pozywki hodowlane, odczynniki, drobnoustroje do
kontroli jakosci i wyposazenie laboratoryjne zgodnie z wymaganiami.

Procedura testowa: Stosowac techniki aseptyczne

Nalezy wykona¢ posiew w probowkach i inkubowa¢ je z poluzowanymi zakretkami w temperaturze 35 + 2°C
przez 18 — 24 godz. w warunkach tlenowych z dodatkiem lub bez dodatku dwutlenku wegla.

Jesli doszto do zmetnienia, z hodowli na pozywce bulionowej nalezy zatozy¢ osobng hodowle na plytce pokrytej
agarem wzbogaconym krwig owczaé w przeciwnym wypadku posiew nalezy inkubowac¢ przez dodatkowe
24 godziny przed zniszczeniem.>*”

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

Nalezy postepowaé zgodnie z obowigzujacymi wymogami kontroli jako$ci, wynikajacymi z przepisow
miejscowych, krajowych i (lub) federalnych, wymogami akredytaciji i rutynowymi procedurami kontroli jakosci w
danym laboratorium. Zaleca sie, aby uzytkownik stosowat si¢ do odpowiednich wytycznych CLSI (dawniej
NCCLS) oraz przepiséw CLIA dotyczacych sposobow kontroli jakosci.

Aby okresli¢ pH podioza prébki metodg potencjometryczng, nalezy wykorzystac¢ pojedyncza elektrode

o odpowiednio niewielkich rozmiarach dopasowanych do probdéwek. Koncéwke elektrody nalezy umiescié
ponizej powierzchni pozywki bulionowej.
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X  WYNIKI
Wzrost w pozywce bulionowej jest widoczny jako zmetnienie w poréwnaniu z niezaszczepiong kontrola.

Nalezy zatozy¢ osobng hodowle na ptytkach z agarowym podiozem z sojg Trypticase Soy Agar wzbogaconym
5% krwig owcza (TSA Il) oraz inkubowac probki przez 18 — 24 godzin lub do 48 godzin w razie koniecznosci.
Nalezy zidentyfikowaé drobnoustroje przypominajace paciorkowce grupy B (beta- lub niehemolizujace, Gram-
dodatnie i katalazo-ujemne). Mozna wykonac¢ swoistg identyfikacje; np. stosujac surowice do oznaczania grup
paciorkowcow, test CAMP lub inne metody.

XI OGRANICZENIA PROCEDURY

Do identyfikacji niezbedne sa czyste kultury drobnoustrojow. W celu ostatecznej identyfikacji nalezy wykonac
badania morfologiczne, biochemiczne i/lub ser?gqgiczne. Szczegdtowe informacje i opisy zalecanych procedur

mozna znalezé w stosownym piémiennictwie.4’

Xl CHARAKTERYSTYKA WYDAJNOSCIOWA

Przed dopuszczeniem na rynek wszystkie serie podtéz Todd Hewitt Broth z gentamycyng i kwasem
nalidyksowym sg sprawdzane pod wzgledem charakterystyki wydajno$ciowej. Wykonuje sie posiew na
reprezentatywnych prébkach serii za pomocg 1 mL roztworu Streptococcus agalactiae (ATCC 12386),
rozcienczonego tak, aby zawierat 1 000 lub mniej jednostek tworzacych kolonie (CFU) na ml oraz 1 mL roztworu
Escherichia coli (ATCC 25922), rozcienczonego tak, aby zawierat 10° CFU/mL. Probowki z poluzowanym
zakretkami inkubuje sie w temperaturze 35 + 2°C. S. agalactiae wykazuje umiarkowany do nasilonego wzrost w
ciggu 3 dni, podczas gdy wzrost E. coli zostaje zahamowany po 3 dniach inkubaciji.

Xlll DOSTEPNOSC

Kat. Nr Opis

299486 BBL Todd Hewitt Broth z gentamycyng i kwasem nalidyksowym, zawiera 100 probéwek w
rozmiarze K
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