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PROCEDURY KONTROLI JAKOSCI (Opcjonalnie)

I  WPROWADZENIE

Selenite-F Broth jest wzbogaconym podiozem przeznaczonym do izolacji Salmonella i pewnych
gatunkow z rodzaju Shigella.

I PROCEDURA KONTROLI DZIALANIA

1. Zaszczepi¢ podtoza reprezentatywnymi prébkami wymienionych szczepéw.

a Korzystajac ze sterylnych pipet o objetosci 1,0 mL, wykona¢ posiewy 1,0 mL rozcieficzeniami
10%-10° CFU/mL 18- do 24-h hodowli Salmonella Typhimurium oraz Shigella sonnei z uzyciem
bulionu Trypticase Soy Broth.

b. W kazdej z probowek wykonac¢ posiewy zgodnie z powyzszym opisem, dodajgc 1,0 mL
18- do 24-h hodowli Escherichia colina podtozu TSB w rozcieficzeniu 10>-10> CFU/mL.
Probéwka z bulionem Selenite-F Broth bez posiewu stuzy do wykonywania hodowli
pochodnej i inkubacji jako kontrola wzrostu.

c¢. Wywirowa¢ doktadnie wszystkie probowki.

2. Inkubowac proboéwki z poluzowanymi nakretkami w srodowisku tlenowym, w temperaturze
35 + 2°C. Po zakonczeniu inkubacji wywirowaé probéwki i wykonaé posiewy ze wszystkich
probéwek na ptytkach do izolacji zagarem MacConkey Il Agar za pomoca ezy.

3. Inkubowac ptytki z podtozem MacConkey Il Agar w temperaturze 35°C + 2°C przez 18 do 24 hw
warunkach tlenowych. Sprawdzi¢ wzrost organizméw laktozo-dodatnich (rézowych kolonii) oraz
laktozo-ujemnych (bezbarwnych kolonii) na ptytkach MacConkey IlI.

4. Oczekiwane wyniki
Drobnoustroje kontrolne CLSI (szczepy ATCC)

Uzyskiwanie na MacConkey Il Agar

*Salmonella enterica Dobry lub bardzo dobry wzrost bezbarwnych kolonii
podg. enterica serotyp
Typhimurium (14028)

*Shigella sonnei (9290) Dobry lub bardzo dobry wzrost bezbarwnych kolonii
*Escherichia coli (25922) Wzrost zahamowany czesciowo lub catkowicie (rézowych kolonii)

UWAGA: kontrola wzrostu wskazuje brak wzrostu na podtozu MacConkey Il Agar.
*Szczep zalecany do przeprowadzania kontroli jakosci przez uzytkownika.

I DODATKOWA KONTROLA JAKOSCI

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

2. Wzrokowo oceni¢ reprezentatywne probéwki, aby upewnic¢ sie, ze zadne istniejace wady fizyczne nie
bedq przeszkadzaty w ich uzytkowaniu.

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

4. Inkubowac reprezentatywne probéwki bez wysianych drobnoustrojéow w temperaturze od 20 do 25°C
i od 30 do 35°C; oceni¢ po 7 dniach pod wzgledem zanieczyszczenia drobnoustrojami.

INFORMACJE O PRODUKCIE

IV PRZEZNACZENIE
Bulion Selenite-F Broth jest podiozem wzbogaconym, stuzacym do izolacji bakterii Salmonella z katu,
moczu, wody, zywnosci i innych materiatéw istotnych ze wzgledow higienicznych.

V STRESZCZENIE | WYJASNIENIA
Bulion Selenite-F Broth zostat opracowany przez Leifsona,’ ktory wykazat, ze selen jest czynnikiem
hamujgacym wzrost pateczek jelitowych oraz pewnych innych drobnoustrojéw obecnych w prébkach katu,
takich jak paciorkowce katowe, i w zwigzku z tym jest przydatny w wykrywaniu bakterii gatunku
Salmonella. Wykryt, ze hamowane szczepy ostatecznie i tak wzrastaty, ale w przypadku gdy hodowle
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pochodne wykonywane byty na wzbogaconym bulionie po 8 do 12 h inkubaciji, istniata mozliwosé
izolacji samych Salmonella bez towarzyszgcemu im wzrostu wielu innych skfadnikow flory jelitowe;.

Podtoza wzbogacone sg rutynowo wykorzystywane w celu wykrywania patogenéw w probkach katu,
poniewaz patogeny te stanowig zwykle jedynie maty odsetek flory jelitowej. Bulion Selenite-F Broth i
pokrewne podioze Selenite Cystine Broth zalecane sg do stosowania w wykrywaniu rodzaju Salmonella
z hodowlami pochodnymi wykonywanymi po inkubacji trwajacej 12 do18 h. Bulion GN Broth jest
odpowiednim podtozem wzbogacajacym do wykrywania gatunku Shige/la.2 Podtoze Campylobacter
Thioglycollate Medium with 5 Antimicrobics zalecane jest do stosowania dla prébek podejrzanych o
obecnos$¢ gatunku Campylobacter jejuni w przypadku, gdy oczekuje sie niewielkich ilo$é
drobnousétrojéw wskutek przedtuzonego transportu do laboratorium lub po ustgpieniu ostrego okresu
choroby.

ZASADY PROCEDURY

Pepton kazeinowy dostarcza istotnych sktadnikow azotowych oraz weglowych. Laktoza w podtozu ma
za zadanie utrzymanie stabilnego pH. W wyniku redukcji selenu przez bakterie powstajg zasady, a
wskutek wzrostu pH moze doj$¢ do zmniejszenia toksycznosci selenu i ostatecznie spowodowaé
nadmierny wzrost bakterii zanieczyszczajacych. Kwas produkowany w wyniku fermentacji laktozy stuzy
do utrzymania neutralnego lub nieznacznie obnizonego pH. Dziatanie fosforanu jest dwukierunkowe.
Fosforan pozwala na stabilizacje pH i zmniejsza tez toksycznos$¢ selenu, zwiekszajac w ten sposob
zdolnos$¢ hamujaca podtoza. Selenit sodu hamuje wiele gatunkéw Gram-dodatnich oraz Gram-
ujemnych, w tym paciorkowcow katowych oraz pateczek jelitowych.

ODCZYNNIKI

Selenite-F Broth

Przyblizony sktad* w przeliczeniu na 1 litr wody oczyszczonej
Trzustkowy hydrolizat kazeiny g
Laktoza ......cccoceviiiiiiieiee g
Selenit sodu ......... g
Fosforan sodu

*Skorygowano i (lub) uzupetniono zgodnie z wymaganiami majacymi na celu spetnienie kryteriéw dziatania.

Ostrzezenia i srodki ostroznosci
Do uzytku diagnostycznego in vitro.

Probowki z ciasno dopasowanymi zatyczkami nalezy otwiera¢ ostroznie, aby unikng¢ obrazen
spowodowanych peknieciem szkfa.

W prébkach pochodzenia klinicznego moga by¢ obecne drobnoustroje chorobotwércze, w tym wirusy
zapalenia watroby i wirus ludzkiego niedoboru odpornosci (HIV). Podczas pracy z materiatami
skazonymi krwig i innymi ptynami ustrojowym nalezy przestrzegac¢ ,Standardowych srodkéw
ostroznosci™”’ oraz wytycznych obowigzujgcych w danej placowce. Uzywane gotowe probowki,
pojemniki na probki oraz inne materiaty skazone nalezy przed wyrzuceniem poddac¢ sterylizacji w
autoklawie.

Instrukcja przechowywania

Otrzymane probdéwki umiescic¢ i przechowywaé w ciemnym miejscu, w temperaturze 2—-8°C. Unikaé
zamrazania i przegrzewania. Otwiera¢ dopiero bezposrednio przed uzyciem. Do minimum ogranicza¢
kontakt ze swiattem. W pozywkach 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 pokojowe;.

Pogorszenie jakosci produktu

Nie uzywac probowek, jezeli sg widoczne oznaki skazenia mikrobiologicznego, zmiana zabarwienia,
wysychanie lub inne, Swiadczgce o pogorszeniu jakosci.

VIl POBIERANIE PROBEK | POSTEPOWANIE Z NIMI

Dostepne sg rézne techniki postepowania z probkami umozliwiajagcymi uzyskanie hodowli. Bardziej
szczegotowych informacji dostarcza odpowiednia literatura.®® Probki nalezy uzyska¢ przed
zastosowaniem antybiotyku. Nalezy jak najszybciej dostarczy¢ probki do laboratorium.
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PROCEDURA

Dostarczane materiaty
Selenite-F Broth

Materialy wymagane, ale niedostarczane

Pomocnicze pozywki hodowlane, odczynniki, szczepy do kontroli jakosci i wyposazenie laboratoryjne
zgodnie z wymaganiami.

Procedura testowa

Stosowac techniki aseptyczne.

W przypadku materiatu katowego i innych materiatow statych nalezy zawiesic¢ 1 lub 2 gramy probki
w bulionie (ok. 10 do 15% objetosci) i w razie potrzeby zemulgowac za pomocg igly do posiewow.

Probowki nalezy inkubowac z poluzowanymi zatyczkami w temperaturze 35 + 2°C do 24 h. Hodowle
pochodne nalezy wykona¢ w miare mozliwosci po 12 do 18 h od inkubaciji. Przy inkubacji trwajacej
diuzej niz 24h wzrost pateczek jelitowych zwykle jest intensywniejszy niz patogendw.

Kontrola jakosci przez uzytkownika

Zobacz ,Procedury kontroli jakosci”.

Kazda partia podioza zostata przetestowana przy uzyciu odpowiednich drobnoustrojow do kontroli
jakosci. Ten rodzaj testowania jest zgodny ze specyfikacjg produktu i standardami CLSI, jesli majg
zastosowanie. Jak zwykle, testy nalezy wykona¢ zgodnie z obowigzujgcymi wymogami kontroli
jakosci, wynikajgcymi z przepisdw miejscowych, stanowych, federalnych lub krajowych, wymogami
akredytacji i/lub rutynowymi procedurami kontroli jakosci w danym laboratorium.

Aby okresli¢ pH podtoza prébki metodg potencjometryczng, nalezy wykorzystac pojedyncza
elektrode o odpowiednio niewielkich rozmiarach dopasowanych do probéwek. Koncéwka
elektrody powinna sie znajdowac ponizej powierzchni bulionu.

WYNIKI

Po inkubacji powinno sie obserwowac¢ wzrost liczby patogendw, ktére rosng wybiérczo i sg wzbogacane
przez podioze. Nalezy wykona¢ hodowle pochodne na stosowne podtoza wybidrcze i réznicujace

(np. MacConkey Agar, Hektoen Enteric Agar, XLD Agar, XLT4 Agar i CHROMagar Salmonella), aby
dokona¢ izolacji patogenéw w celu ich identyfikaciji.

OGRANICZENIA PROCEDURY

Nie nalezy uzywa¢ buliondéw wzbogacajacych jako jedynych podiozy do izolacji. Podtozy tych nalezy
uzywacé w pofaczeniu z podiozami wybidrczymi i niewybiorczymi, tak aby zwiekszy¢
prawdopodobienstwo izolacji patogenow, szczegdlnie wtedy, gdy sg one obecne w matych ilosciach.
Do identyfikacji niezbedne sg czyste kultury drobnoustrojow. W celu ostatecznej identyfikacji nalezy
przeprowadzi¢ badania morfologiczne, biochemiczne i/lub serologiczne. W celu uzyskania
szczegotowych informaciji oraz zalecanych procedur nalezy zapoznaé sie z odpowiednig, Iitera’[uraf'10

CHARAKTERYSTYKA WYDAJNOSCIOWA

W badaniu przeprowadzonych przez Kelly’ego i wsp. laboratorium otrzymato 8 717 probek katu do
wykonania posiewu. Prébki byly wysiewane bezposrednio na podtoza XLD Agar oraz bulion
wzbogacony w selen (Selenite). Po 12—-18 h wykonywano hodowle pochodng z bulionu Selenite na
podtozu XLD Agar. Gatunek Salmonella enterica zidentyfikowano w 312 (3,6%) prébkach katu, z czego
197 (63%) pochodzito od przypadkéw uprzednio rozpoznanych, natomiast 115 (37%) od przypadkéw
nowo zidentyfikowanych. Sposréd 115 nowych izolatdéw S. enterica 68 uzyskano zaréwno z
pierwotnego posiewu na agarze XLD oraz z posiewu na bulionie Selenite. Jednakze tylko 47 z nich
(41%) rosto na podtozu wzbogacajgcym Selenite.

Xl ASORTYMENT

Nr kat. Opis
221020 BD BBL Selenite-F Broth, 8 mL — opakowanie zaw. 10 probéwek rozmiaru K
221021 BD BBL Selenite-F Broth, 8 mL — opakowanie zaw. 100 probéwek rozmiaru 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, and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company. © 2015 BD
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