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PROCEDURY KONTROLI JAKOSCI (Opcjonalnie)

I  WPROWADZENIE
Bulion z glicerolem Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol jest nieselektywng pozywka do hodowli pratkéw.

I PROCEDURA TESTU

A. Procedura przygotowania inokulum

1. Na sko$nych podtozach Lowenstein-Jensen zaszczepi¢ hodowle macierzyste odpowiednich szczepow pratkow,
uzywajac sterylnych pateczek do inokulacji.

2. Inkubowac probéwki z poluzowanymi nakretkami w srodowisku tlenowym wzbogaconym dwutlenkiem wegla
(5-10%), w temperaturze 35 * 2°C, az do uzyskania intensywnego wzrostu (zwykle po 2-3 tygodniach).

3. Zebra¢ wyhodowane kultury za pomoca sterylnego, zaostrzonego aplikatora. Delikatnie zbiera¢ komorki z
powierzchni podtoza, uwazajac, by nie zagarnaé¢ podtoza razem z zebranym materiatem komérkowym.

a.

W przypadku szczepu Mycobacterium tuberculosis ATCC 25177:

(1) Przenie$¢ hodowle do 5,0 mL bulionu z glicerolem Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol w sterylnej
szklanej probéwce z zakretka, zawierajacej sterylne paciorki szklane.

(2) Doktadnie odwirowac (przez kilka minut), tak aby zawiesina nie zawierata duzych zgrupowan.

(3) Porownac zawiesine ze wzorcem nefelometrycznym McFarland nr 1. Zawiesina powinna by¢ bardziej
metna niz wzorzec.

(4) Umiesci¢ probéwke w statywie i pozostawi¢ na 2-3 godziny w temperaturze pokojowej, aby wieksze
czastki osiadty na dnie.

(5) Przenies¢ supernatant do sterylnego pojemnika.

(6) Skorygowaé zmetnienie zawiesiny do wzorca McFarland nr 1 (108 CFU/mL ), powoli dodajac sterylny bulion
z gliceryng Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol. Energicznie wstrzasnac¢.

(7) Przed uzyciem rozciefczyé do 10° CFU/mL. Dokfadnie wymieszaé i wykonaé posiew pozywki testowej za
pomoca ezy kalibrowanej (0,01 mL).

b. W przypadku wszystkich innych szczepéw pratkéw:
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(1) Przenies¢ hodowle do sterylnej 50 mL zakrecanej probowki do wiréwek, zawierajacej 8-12 sterylnych
paciorkéw szklanych (o $rednicy 2 mm) i 5 mL rozciehnczalnika do hodowli pratkéw przygotowanego w
nastepujacy sposob:

e Wymieszac¢ nastepujace sktadniki w butelce o pojemnosci 1 L i skorygowa¢ odczyn pH do 6,7-7,0, 1N
wodorotlenkiem sodu:

albumina surowicy wotowej (bez kwaséw ttuszczowych) 109
polysorbate 80 0,1 mL
woda oczyszczona 500 mL

e Poddac sterylizacji, przesaczajac przez btone filtracyjng (filtr 0,2 p).
e W sposéb jatowy, rozla¢ po 5,5 mL do sterylnych zakrecanych probéwek do wiréwek.

(2) Za pomoca aplikatora wytworzy¢ emulsje hodowli pratkéw na $ciankach bocznych zakrecanej probéwki do
wiréwek. Wymiesza¢ hodowle z rozciefAczalnikiem.

(3) Zakreci¢ probéwke i wirowa¢ przez okoto 10 minut, az do wytworzenia zawiesiny bakterii, ktéra nie
zawiera duzych zgrupowan.

(4) Dodac 15 mL sterylnego rozcienczalnika do hodowli pratkéw i doktadnie wymieszac.

(5) Poréwnac zawiesine ze wzorcem nefelometrycznym McFarland nr 1. Zawiesina powinna by¢ bardziej
metna niz wzorzec.
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(6) Umiesci¢ probowke w statywie i pozostawic¢ na 2-3 godziny w temperaturze pokojowej, aby wieksze
czastki osiadty na dnie.

(7) Pobrac¢ supernatanti przenies¢ do sterylnego pojemnika. Zawiesina musi by¢ bardziej metna od wzorca
McFarland nr 1 i nie moze zawiera¢ duzych czgstek. Jesli nadal obecne sg duze czastki, wymiesza¢ zawiesine
i pozostawi¢ bez ruchu na 1 godzine. Przenie$¢ supernatant do sterylnego pojemnika.

(8) Skorygowac zmetnienie zawiesiny do wzorca McFarland nr 1 (108 CFU/mL), powoli dodajac sterylny
rozcienczalnik do pratkow. Energicznie wstrzgsnac.

(9) Rozla¢ porcje zawiesiny do fiolek przystosowanych do zamrazania, opatrzonych etykietami z nazwa
drobnoustrojéw i datg sporzadzenia.

(10) Zamrozi¢ zawiesiny, umieszczajac fiolki w chtodziarce niskotemperaturowej, w temperaturze —60°C. Fiolki
mozna przechowaé maks. 6 miesiecy.

(11) Gdy zajdzie potrzebna, wyja¢ zamrozong fiolke z chtodziarki i szybko rozmrozi¢ zawartos¢, umieszczajac
probéwke w tazni wodnej o temperaturze 30-35°C. Przed uzyciem rozciefczyé do 10°> CFU/mL. Dobrze
wymieszac i wykonac posiew pozywki testowej za pomocg ezy kalibrowanej (0,01 mL).

@

. Procedura badania pozywki

1. Zaszczepi¢ podtoza reprezentatywnymi probkami wymienionych szczepéw.

a. Zapomocg jednorazowych ez kalibrowanych (0,01 mL) wykonac¢ posiew hodowli pratkéw przygotowanych
zgodnie z powyzszg procedurg w probéwkach.

b. Inkubowa¢ probéwki z poluzowanymi zakretkami, w temperaturze 35 + 2°C, w Srodowisku tlenowym
wzbogaconym dwutlenkiem wegla.

2. Po7,14iw razie potrzeby po 21 dniach skontrolowa¢ probéwki, oceniajac stopieh wzrostu i zabarwienie.
3. Oczekiwane wyniki

Drobnoustroje kontrolne CLSI ATCC Odzyskanie
*Mycobacterium tuberculosis H37Ra 25177 Wzrost
*Mycobacterium kansasii, grupa | 12478 Wzrost
*Mycobacterium scrofulaceum, grupa 19981 Wzrost
*Mycobacterium intracellulare, grupa I 13950 Wzrost
*Mycobacterium fortuitum, grupa IV 6841 Wzrost

*Szczep zalecany do przeprowadzania kontroli jakosci przez uzytkownika.

DODATKOWA KONTROLA JAKOSCI
1. Oceni¢ probéwki wedtug opisu w rozdz. ,Pogorszenie jakosci produktu”.

2. Wzrokowo ocenic reprezentatywne probéwki, aby upewnic sie, ze zadne istniejgce wady fizyczne nie beda
przeszkadzaty w ich uzytkowaniu.

3. 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

Bulion glicerynowy Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol jest wzbogacona pozywka umozliwiajacg rozwéj pratkéw,
w tym M. tuberculosis. Stosowany jest przede wszystkim do czystych hodowli pratkéw w badaniach laboratoryjnych.

STRESZCZENIE | WYJASNIENIA

Middlebrook i wspotpracownicy wynalezli sktad bulionu 7H9 w tym samym czasie, kiedy opracowali podtoze
agarowe 7H10."® Oba rodzaje podtozy pozwalajg na wzrost gatunkéw pratkéw, jezeli wzbogacone s3 o takie
sktadniki odzywcze, jak glicerol, kwas olienowy, albumina i dekstroza, z wyjgtkiem M. bovis, ktérego rozwdj jest
hamowany przez glicerol.

To podtoze jest stosowane do przygotowania inokulum do badan przeciwbakteryjnych, jako podtoze podstawowe
do testéw biochemicznych oraz do hodowli szczepéw macierzystych.
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ZASADY PROCEDURY

Duza ilos¢ soli nieorganicznych, zawarta w tym podtozu, dostarcza substancji niezbednych do rozwoju pratkéw.
Cytrynian sodu, po przeksztatceniu w kwas cytrynowy, stuzy do utrzymywania pewnych kationéw nieorganicznych
w roztworze. Chlorek sodu, albumina wotowa, dekstroza i katalaza sg sktadnikami wzbogacajgcymi Middlebrook
ADC Enrichment. Albumina petni role ochronng, wigzgc wolne kwasy ttuszczowe, ktére moga by¢ toksyczne dla
gatunkéw Mycobacterium. Katalaza niszczy toksyczne nadtlenki, ktére moga by¢ obecne w pozywece. Zrédto energii
stanowi dekstroza. Chlorek sodu dostarcza niezbednych elektrolitéw. Suplementacja za pomocg glicerolu wptywa
na rozwoj pratkow.

ODCZYNNIKI
Pozywka bulionowa Middlebrook 7H9 Broth

Przyblizony sktad* w przeliczeniu na 1 litr wody oczyszczonej

Fosforan jednopotasowy ..........cccceereeiieeienieenccencenne. 20 g Cytrynian amonowo-zelazowy.................. 0,04 g
Fosforan dwusodowy..........cceeeviiieineiinieenneesseeeen. 1.5 g Siarczan MagNezuU.......coeceevcieeeieeesiiensieeennne 0,05 g
Glutaminian jednosodowy..........ccocceeriieerieeniieeeieenne 05 g Siarczan cynku.......ccooceieiiiiiiieeeee 0,001 g
Cytrynian SOAU....cocveviiieiiee e 01 g Siarczan Miedzi ....cccovcveveveeniiineiee e 0,001g
SIArcZan @amMONU ........ccociiiiiiiee e 05 g Biotyna ....ooviiii e 05 mg
PirydOoKSYNa .....cooiiiiiiiiiee e 0,001 g Chlorek wapnia ......ccccocceeieieiniiiiee e 05 mg

*Skorygowany lub uzupetniony zgodnie z wymaganiami kryteriéw dziatania.

Petna pozywka w przygotowanych probéwkach, oprécz wymienionych wyzej sktadnikéw, zawiera na litr 2 mL
glicerolu oraz sktadniki wzbogacajgce ADC, czyli:

Chlorek SOAU ......oorieiiiiiriee e 0,859
Albumina wotowa (frakcja V) ....cccceveeviveeiiiviiieeen, 50 g
DeKStroza ....ooccveeiiieieee e 20 g
Katalaza ...coooeeeeiiiieeeeeeee e 40 mg
Pirogronian sodu ... 1,0 g

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

Probéwki z ciasno dokreconymi zatyczkami nalezy otwierac¢ ostroznie, aby unikng¢ obrazen spowodowanych
peknieciem szkta.

Podczas pracy z préobkami klinicznymi, jezeli nie sg wytwarzane aerozole, np. przy przygotowywaniu rozmazéw
kwasoopornych, nalezy przestrzega¢ zasad postepowania i procedur oraz stosowaé wyposazenie ochronne i
pomieszczenia wtasciwe dla Il klasy poziomu bezpieczenstwa biologicznego. Wszystkie czynnosci, w ktérych wyniku
powstajg aerozole, nalezy przeprowadza¢ w komorze o | lub Il klasie bezpieczeiAstwa biologicznego. Podczas
procedur laboratoryjnych obejmujacych namnazanie i badanie hodowli M. tuberculosis oraz M. bovis wymagane
jest stosowanie zasad, sprzetu i pomieszczen spetniajgcych normy bezpieczenstwa biologicznego Il poziomu.
Badania na zwierzetach réwniez wymagaja specjalnych procedur.*

Podczas wykonywania wszystkich procedur nalezy przestrzega¢ aseptycznej techniki pracy i obowigzujacych
srodkéw ostroznosci dotyczacych zagrozenia mikrobiologicznego. Po wykorzystaniu gotowe probéwki, pojemniki
na probki oraz inne materiaty skazone nalezy przed wyrzuceniem poddac sterylizacji w autoklawie.

Instrukcje dotyczgce przechowywania: Otrzymane probéwki umiesci¢ i przechowywac¢ w ciemnym miejscu, w
temperaturze 2-8°C. Unika¢ zamrazania i przegrzewania. Otwiera¢ dopiero bezposrednio przed uzyciem.
Ogranicza¢ do minimum 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 okres, réwniez przez 8 tygodni w przypadku pozywek
mykobakteriologicznych.

Pogorszenie jakosci produktu: Nie uzywaé proboéwek, jezeli sg widoczne oznaki skazenia mikrobiologicznego,
zmiana zabarwienia, wysychanie lub inne, $wiadczgce o pogorszeniu jakosci.
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POBIERANIE PROBEK | POSTEPOWANIE Z NIMI

Dostepne sg rézne techniki postepowania z prébkami umozliwiajgcymi uzyskanie hodowli. Szczegétowe informacje
znajduja sie w fachowym pismiennictwie.>® Probki nalezy pobraé¢ przed podaniem srodkéw przeciwbakteryjnych.
Prébki powinny zosta¢ niezwtocznie dostarczone do laboratorium.

PROCEDURA
Dostarczane materiaty: Bulion glicerynowy Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol

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

Procedura testowa: Stosowac¢ techniki aseptyczne.

Po inokulacji umiesci¢ probéwki w odpowiednim systemie zapewniajgcym srodowisko tlenowe wzbogacone 5-10-
procentowym dwutlenkiem wegla. Inkubowa¢ w temperaturze 35 = 2°C do 8 tygodni. Przez pierwsze 3 tygodnie
utrzymywac poluzowane zakretki probéwek, aby umozliwi¢ obieg dwutlenku wegla i rozwéj. Pézniej probéwki
nalezy zakreci¢, aby zapobiec odwodnieniu; raz w tygodniu na krétko rozszczelniaé.

Kontrola jakosci przez uzytkownika: Zobacz rozdz. ,Procedury kontroli jakosci”.

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

WYNIKI

Hodowle nalezy obserwowac przez 5-7 dni od posiewu, a potem raz w tygodniu, maksymalnie przez 8 tygodni.
Wzrost pratkéw z probéwek z bulionem mozna wykorzysta¢ w miare potrzeby do dodatkowych laboratoryjnych
procedur testowych.

OGRANICZENIA PROCEDURY

Do identyfikacji niezbedne sg czyste kultury drobnoustrojow. W celu ostatecznej identyfikacji nalezy przeprowadzic
badania morfologiczne, biochemiczne lub serologiczne. W celu uzyskania szczegétowych informacji oraz zalecanych
procedur nalezy zapozna¢ sie z odpowiednig literatura.>”’

CHARAKTERYSTYKA WYDAJNOSCIOWA

Przed dopuszczeniem do obrotu wszystkie serie bulionu glicerynowego Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol sg
sprawdzane pod wzgledem ich skutecznosci. Za pomocag kalibrowanej ezy 0,01 mL reprezentatywne proébki serii sg
zaszczepiane hodowlami rozcienczonymi tak, aby zawieraty 10° jednostek tworzacych kolonie (colony-forming
units, CFU) na 0,01 mL Mycobacterium kansasii Grupa | (ATCC 12478), M. scrofulaceum Grupa Il (ATCC 19981),
M. intracellulare Grupa Il (ATCC 13950), M. fortuitum Grupa IV (ATCC 6841) oraz M. tuberculosis (ATCC 25177). Po
wykonaniu posiewu probowki z poluzowanymi zakretkami sg inkubowane w temperaturze 35 + 2°C, w $Srodowisku
wzbogaconym dwutlenkiem wegla (5-10%). Po 7, 14 i 21 dniach probéwki sg kontrolowane pod wzgledem stopnia
rozwoju. Wszystkie drobnoustroje wykazujg umiarkowany lub intensywny rozwéj przed uptywem 21 dni.

DOSTEPNOSC

Nrkat. Opis
221832 BD BBL Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol, 5 mL
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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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