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PROCEDURY KONTROLI JAKOSCI

WPROWADZENIE

Podtoze Kligler Iron Agar (Agar Kliglera z zelazem) jest pomocne w réznicowaniu pateczek jelitowych na podstawie ich
zdolnosci do wywotywania fermentacji dekstrozy i laktozy oraz wytwarzania siarczkéw.

PROCEDURA TESTU

1. Zaszczepic reprezentatywne prébki podtoza hodowlami wymienionych ponizej szczepéw.

a. Uzywajac hodowli drobnoustrojéw hodowanych 18 — 24 h na podtozu skosnym Trypticase Soy Agar, zaszczepic¢
proboéwki igtg do posiewdéw poprzez przebicie stupka oraz wykonanie pasmowego posiewu tam i z powrotem
wzdtuz powierzchni skosu.

b. Inkubowa¢ probéwki z poluzowanymi nakretkami w temperaturze 35 + 2°C w atmosferze tlenowe;j.

2. Zbada¢ proboéwki po uptywie 18-24 h pod wzgledem wzrostu i wynikéw reakgji.
3. Oczekiwane wyniki

Mikroorganizmy ATCC Skos Stupek Gaz H,S
*Escherichia coli 25922 Kwasny Kwasny + -
*Salmonella enterica 14028 Zasadowy Kwasny +/- +

subsp. enterica
serotyp Typhimurium

*Shigella flexneri 12022 Zasadowy Kwasny - -
Pseudomonas aeruginosa 27853 Zasadowy Zasadowy - -

*Szczep zalecany do przeprowadzania kontroli jakosci przez uzytkownika.

DODATKOWA KONTROLA JAKOSCI

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

2. Wzrokowo oceni¢ reprezentatywne probéwki, aby upewnic sig, ze zadne istniejgce wady fizyczne nie beda
przeszkadzaty w ich uzytkowaniu.

3. Okresli¢ potencjometrycznie wartos¢ pH w temperaturze pokojowej, aby upewnic sig, ze odczyn jest zgodny ze
specyfikacjg i wynosi 7,4 £ 0,2.

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

INFORMACJA O PRODUKCIE
PRZEZNACZENIE

Podtoze Kligler Iron Agar stuzy do réznicowania przedstawicieli rodziny Enterobacteriaceae na podstawie ich zdolnosci do
wywotywania fermentacji dekstrozy i laktozy oraz wytwarzania siarczkéw.

STRESZCZENIE | OBJASNIENIE

W 1911 roku Russell opisat nowe dwucukrowe podtoze w probdwece, stuzace do izolacji pateczek duru brzusznego z
probek moczu i katu.! Szes¢ lat pézniej Kligler opracowat proste podioze z octanem otowiu, stuzace do réznicowania grupy
pateczek duru-paraduru.? Nastepnie Kligler badat podtoza hodowlane, stosowane do izolowania i réznicowania pateczek
duru brzusznego, czerwonki oraz pateczek pokrewnych i zaakceptowat podtoze Russella.? Bailey i Lacey zastgpili
czerwienig fenolowa wskaznik Andrade, uzywany dawniej jako wskaznik pH.*

Obecny sktad podtoza Kligler Iron Agar taczy cechy podtoza Kliglera z octanem otowiu oraz dwucukrowego podtoza
agarowego Russella.

ZASADY PROCEDURY

Podtoze Kligler Iron Agar, oprécz peptonéw kazeinowych i miesnych, zawiera laktoze i dekstroze, co umozliwia
réznicowanie gatunkow pateczek jelitowych na podstawie zmian zabarwienia wskaznika pH w postaci czerwieni
fenolowej w odpowiedzi na odczyn kwasny powstaty podczas fermentacji tych cukréw. Stezenie dekstrozy stanowi jedynie
10% stezenia laktozy. Potaczenie cytrynianiu amonu zelaza i tiosiarczanu sodu umozliwia wykrywanie wytwarzanego
siarkowodoru.
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Drobnoustroje niewywotujgce fermentacji laktozy (np. Salmonella i Shigella) poczatkowo wywotujg zétte zabarwienie
skosu wskutek wytwarzania kwasu w reakcji fermentacji niewielkich ilosci dekstrozy. Po wyczerpaniu sie zapasu dekstrozy
w $rodowisku tlenowym skosu reakcja zmienia odczyn podtoza na zasadowy (skos czerwony) wskutek utleniania kwaséw.
Wspomniane odwrécenie nie zachodzi w beztlenowym srodowisku stupka, w ktérym nadal utrzymuje sie odczyn kwasny
(stupek zotty). Drobnoustroje zdolne do fermentacji laktozy powoduja powstanie zéttego zabarwienia skosu i stupka,
poniewaz w obrebie skosu wytwarzana jest dostateczna ilos¢ kwasu, aby w warunkach tlenowych utrzyma¢ pH w
granicach odczynu kwasnego. Drobnoustroje niezdolne do fermentacji zadnego z obu weglowodanéw powodujg
powstanie czerwonego zabarwienia skosu i stupka.

Oznaka wytwarzania siarkowodoru jest zabarwienie czarne, widoczne albo w catym stupku, albo w postaci pierécienia w
poblizu gérnej czesci stupka. Wytwarzanie gazu (reakcja aerogeniczna) jest wykrywana na podstawie pojedynczych
pecherzykéw lub rozdzielenia badz przemieszczenia podtoza agarowego.

ODCZYNNIKI

Kligler Iron Agar
Przyblizony sktad* w przeliczeniu na 1 litr wody oczyszczonej

Trzustkowy hydrolizat kazeiny ..........c.cccceviineeee 10,09 Cytrynian amonowo-zelazowy .........c.cccc.c.... 05 g
Hydrolizat pepsynowy tkanki zwierzecej ............ 10,09 Tiosiarczan sOduU .......cocceeveerieerieinie e 05 g
LaKtoZa ....eoeeeeiieeieeeee e AQar ..o ..150 g
Dekstroza Czerwien fenolowa ........cccccceeeeeciieeccveeecnennn. 0,025 g

Chlorek SOAU ..c..eiuiiiiieee e 509

*Skorygowany lub uzupetniony zgodnie z wymaganiami kryteriéw dziatania.

Ostrzezenia i $rodki ostroznosci: Do stosowania w diagnostyce in vitro.

Probowki z ciasno dokreconymi nakretkami nalezy otwierac ostroznie, aby unikna¢ obrazen spowodowanych peknigciem szkfa.
Podczas wykonywania wszystkich procedur nalezy przestrzegac¢ zasad aseptyki i obowigzujacych srodkéw ostroznosci,
dotyczacych zagrozenia mikrobiologicznego. Po wykorzystaniu gotowe proboéwki, pojemniki na prébki oraz inne
materiaty skazone nalezy przed wyrzuceniem poddac sterylizacji w autoklawie.

Instrukcje dotyczace przechowywania: Otrzymane probéwki umiesci¢ i przechowywac w zaciemnionym miejscu, w
temperaturze 2 - 8°C. Unika¢ zamrazania i przegrzewania. Otwiera¢ dopiero bezposrednio przed uzyciem. Ogranicza¢ do
minimum ekspozycje na $wiatto. W podtozach przechowywanych do momentu uzycia w probéwkach, zgodnie z
instrukcjami podanymi na etykiecie, mozna wykonywac¢ posiewy do dnia okreslonego terminem waznosci, a nastepnie
prowadzi¢ inkubacje przez zalecany czas. Przed posiewem ogrza¢ podtoze do temperatury pokojowej.

Pogorszenie jakosci produktu: Nie uzywac probéwek, jezeli sa widoczne oznaki skazenia mikrobiologicznego, zmiana
zabarwienia, wysychanie lub inne, $wiadczace o pogorszeniu jakosci.

POBIERANIE PROBEK | POSTEPOWANIE Z NIMI

Dostepne sg rézne techniki postepowania z prébkami umozliwiajgcymi uzyskanie hodowli. Szczegétowe informacje
mozna znalez¢ w odpowiednich pozycjach pismiennictwa.>® Probki nalezy pobraé przed podaniem srodkéw
przeciwbakteryjnych. Konieczne jest zapewnienie szybkiej dostawy do laboratorium.

PROCEDURA

Dostarczane materiaty: Kligler Iron Agar Slants

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

Procedura testowa: Stosowac techniki aseptyczne.

Aby zaszczepi¢ podtoze, ostroznie dotkna¢ chtodna, jatows igtg jedynie srodka izolowanej kolonii na podtozu ptytkowym
do hodowli bakterii jelitowych, przebic¢ igtg podtoze w obrebie stupka w probéwece, a nastepnie posia¢ pasmowo probke,
rozprowadzajac jg tam i z powrotem po powierzchni skosu. Nalezy zbada¢ oddzielnie kilka kolonii z kazdej ptytki z
hodowlg po izolacji pierwotnej, poniewaz moga zdarzac sie zakazenia mieszane.

Inkubowac probéwki z poluzowanymi nakretkami przez 18 — 24 h w temperaturze 35 + 2°C, w atmosferze tlenowe;.

Aby wzmocni¢ odczyn zasadowy w obrebie skosu, nalezy umozliwi¢ swobodng wymiane powietrza poprzez luzne
zamkniecie probéwki. Jezeli probéwka zostanie szczelnie zamknieta, reakcja z wytwarzaniem kwasu (spowodowana
wytgcznie fermentacjg dekstrozy) obejmie réwniez skos.

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.
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Zaleca sie, aby uzytkownik stosowat sie do odpowiednich wytycznych CLSI (dawniej NCCLS) i przepiséw CLIA, dotyczgcych
sposoboéw kontroli jakosci.

Aby okresli¢ pH podtoza prébki metodg potencjometryczna, nalezy wykorzysta¢ pojedyncza elektrode o odpowiednio
niewielkich rozmiarach dopasowanych do probéwek. Koncéwke elektrody nalezy umiesci¢ w centralnej czesci masy agaru
w statym podtozu.

WYNIKI

Po inkubacji odnotowac¢ wyniki reakcji w obrebie skosu i stupka, zwracajgc uwage na tworzenie sie gazu i wytwarzanie
siarkowodoru.

Typowe wyniki reakcji przedstawicieli rodziny Enterobacteriaceae (wiekszosci gatunkow okre$lonego rodzaju):’

Skos Stupek Gaz H,S
Citrobacter Zasadowy Kwasny + +lub -
Edwardsiella Zasadowy Kwasny + +
Escherichia coli Kwasny Kwasny + -
Enterobacter Kwasny* Kwasny + -
Morganella Zasadowy Kwasny + -
Proteus Zasadowy lub kwasny Kwasny + +
Providencia Zasadowy Kwasny + -
Salmonella Zasadowy Kwasny + +
Shigella Zasadowy Kwasny - -

*Mozliwe odwrécenie wyniku do zasadowego mimo fermentacji laktozy (E. aerogenes).

Dodatkowe informacje znajduja sie w odpowiednich pozycjach pismiennictwa.>'°

OGRANICZENIA PROCEDURY

Drobnoustroje wytwarzajace siarkowodér moga powodowac powstawanie tak duzych ilosci czarnego osadu siarczku
zelaza, ze catkowicie maskuje to kwasny odczyn w obrebie stupka. Jednak gdyby ilos¢ H,S zostata zredukowana, odczyn
kwasny bytby obecny w stupku, nawet jesli nie mozna go zaobserwowa¢, zatem taki wynik reakcji nalezy odnotowac.®
Do identyfikacji niezbedne sg czyste kultury drobnoustrojéw. W celu ostatecznej identyfikacji nalezy przeprowadzic¢
badania morfologiczne, biochemiczne i/lub serologiczne. W celu uzyskania szczegétowych informacji oraz zalecanych
procedur nalezy zapozna¢ sie z odpowiednimi pozycjami pismiennictwa.>

CHARAKTERYSTYKA WYDAJNOSCIOWA

Przed dopuszczeniem do obrotu wszystkie partie podtoza Kligler Iron Agar sprawdza sie pod katem ich skutecznosci.
Reprezentatywne prébki z danej partii sg testowane z uzyciem hodowanych na podtozu Trypticase Soy Agar szczepow
Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Salmonella Typhimurium (ATCC 14028) i Shigella
flexneri (ATCC 12022); zaszczepia sie je poprzez posiew pasmowy skosu oraz przebicie stupka igtg do posiewdw. Probowki
z poluzowanymi nakretkami inkubuje sie w temperaturze 35 + 2°C, a po uptywie 18 — 24 h dokonuje odczytu wzrostu i
wynikow reakcji. Wszystkie drobnoustroje wykazujg wzrost umiarkowany lub silny. Skos probéwki zaszczepionej E. coli
wykazuje reakcje kwasowa, natomiast we wszystkich pozostatych zaszczepionych probdéwkach skos jest zasadowy. S.
flexneri wywotuje kwasowy wynik reakcji w stupku, P. aeruginosa — reakcje zasadowa. E. coli wytwarza odczyn kwasny
oraz gaz w obrebie stupka. Salmonella Typhimurium powoduje kwasowy wynik reakcji w stupku tacznie z czarnym
zabarwieniem podtoza; gaz moze by¢ lub nie by¢ obecny.

DOSTEPNOSC

Nr kat. Opis

220896 BD BBL Kligler Iron Agar Slants, opakowanie zawierajgce 10 probéwek w rozmiarze K
220897 BD BBL Kligler Iron Agar Slants, karton zawierajgcy 100 probéwek w rozmiarze K
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Dziat Obstugi Technicznej firmy BD Diagnostics: nalezy skontaktowac sie z lokalnym przedstawicielem BD lub odwiedzi¢ strone
www.bd.com/ds.

‘ Becton, Dickinson and Company Benex Limited
7 Loveton Circle Pottery Road, Dun Laoghaire
Sparks, MD 21152 USA Co. Dublin, Ireland

ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection.
BD, BD Logo, BBL, GasPak and Trypticase are trademarks of Becton, Dickinson and Company. ©2014 BD.
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