% BD BBL™ BCYE Agar c €

L007349 « Rev. 10 » Pazdziernik 2015

Vi

PROCEDURY KONTROLI JAKOSCI

WPROWADZENIE
Podtoze BCYE (Buffered Charcoal Yeast Extract) Agar (Zbuforowany agar z wyciggiem z drozdzy, z weglem drzewnym [BCYE]) jest
stosowane do izolacji i hodowli gatunkéw bakterii z rodzaju Legionella.
PROCEDURA TESTU
1. Zaszczepi¢ reprezentatywne probki podtoza hodowlami wymienionych ponizej szczepow.
a. Doda¢ do kazdej ptytki 0,1 mL hodowli zawierajgcej 30—-300 CFU/0,1 mL i posia¢ za pomocg jatowej szpatutki szklanej.
b. Inkubowa¢ ptytki w temperaturze 35 + 2 °C w warunkach tlenowych.

c. Dotaczy¢ ptytki z uprzednio badanej partii ptytek z podtozem BCYE Agar oraz Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood jako
kontrole, odpowiednio: dodatnie i ujemne.

2. Zbadaé¢ plytki po uptywie 18—-24 i 48—72 h, oceniajac stopien wzrostu, zabarwienie i fluorescencje.
3. Oczekiwane wyniki

Mikroorganizmy CLSI ATCC Wzrost Zabarwienie kolonii/Fluorescencja
*Legionella pneumophila 33152 Wzrost po 72 h Biato-szare, szare az do niebiesko-szarego**
*Fluoribacter (Legionella) bozemanii 33217 Wzrost po 72 h Biato-szare, szare az do niebiesko-szarego; niebiesko-biata

fluorescencja pod wptywem $wiatta UV o duzej dtugosci fali
Tatlockia (Legionella) micdadei 33204 Wzrost

Dodatkowy mikroorganizm

Fluoribacter (Legionella) dumoffii 33279  Wzrost Biato-szare, szare az do niebiesko-szarego; niebiesko-biata
fluorescencja pod wptywem $Swiatta UV o duzej dtugosci fali

*

Szczep zalecany do przeprowadzania kontroli jakosci przez uzytkownika.

** Standard CLSI M22-A3 obejmuje ,z6tto-zielong fluorescencje pod wptywem $wiatta UV o duzej dtugosci fali”. W rzeczywistosci ten gatunek nie
wykazuje fluorescenciji.’2 O tej rozbieznosci poinformowano podkomisje CLSI.

UWAGA: Standard CLSI M22-A3 zdecydowanie zaleca kontrole jakosci przez uzytkownika podtozy nieobjetych tym wymogiem,
uzywanych do hodowli drobnoustrojéw o wysokich wymaganiach odzywczych, takich jak Legionella sp.

DODATKOWA KONTROLA JAKOSCI

1. Sprawdzi¢ ptytki zgodnie z punktem ,Pogorszenie jakosci produktu”.

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

3. Okresli¢ potencjometrycznie warto$¢ pH w temperaturze pokojowej, aby upewnic¢ sie, ze odczyn jest zgodny ze specyfikacjg i
wynosi 6,9 + 0,2.

4. Podczas procedury zaszczepiania zwrdci¢ uwage na twardos¢ podtoza na ptytkach.

5. Inkubowa¢ niezaszczepione, reprezentatywne ptytki w temperaturze 35 + 2 °C przez 72 h, po czym zbada¢ je pod katem
skazenia drobnoustrojami.

INFORMACJA O PRODUKCIE

PRZEZNACZENIE

Podtoze Buffered Charcoal Yeast Extract (BCYE) Agar (Zbuforowany agar z wyciggiem z drozdzy, z weglem drzewnym [BCYE]) jest
stosowane do pierwotnej izolacji i hodowli Legionella pneumophila i innych gatunkéw bakterii z rodzaju Legionella z probek pochodzenia
Srodowiskowego i klinicznego.

STRESZCZENIE | OBJASNIENIE

Podtoze BCYE Agar jest wytwarzane w oparciu o modyfikacje opisanego wczesniej podtoza, wprowadzong przez Edelsteina. W 1979
roku Feely i wsp. opisali podtoze Charcoal Yeast Extract (CYE) Agar jako modyfikacje istniejacego podtoza, F-G Agar.!:2 Zastapili
obecng w podtozu F-G Agar skrobie weglem aktywowanym, zamienili tez hydrolizat kazeinowy na wyciag z drozdzy, uzyskujac lepszy
wzrost L. pneumophila. W 1980 roku Pasculle doniost o mozliwosci ulepszenia podtoza CYE Agar poprzez zbuforowanie go za pomocg
buforu ACES Buffer.3 Rok p6zniej Edelstein zwiekszyt czuto$¢ podtoza, dodajac alfa-ketoglutaran (podtoze BCYE Agar).4

ZASADY PROCEDURY

Podtoze BCYE Agar jest wzbogaconym podiozem do izolacji i hodowli gatunkéw bakterii z rodzaju Legionella. Wyciag z drozdzy
dostarcza biatka oraz innych sktadnikéw odzywczych potrzebnych do wzrostu. L-cysteina (niezbedny aminokwas) oraz rozpuszczalny
pirofosforan zelaza (dodatek uzupetniajgcy zelazo) zostaty wigczone w sktad podtoza w celu spetnienia specyficznych wymagan
odzywczych gatunkéw bakterii z rodzaju Legionella. Dodatek alfa-ketoglutaranu stuzy do stymulacji wzrostu. Aktywowany wegiel drzewny
rozktada nadtlenek wodoru, produkt metabolizmu toksyczny dla gatunkéw bakterii z rodzaju Legionella, moze tez absorbowac¢ dwutlenek
wegla i modyfikowa¢ napiecie powierzchniowe. Bufor ACES dodano w celu utrzymania wiasciwego pH dla optymalnego wzrostu.
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BCYE Agar

Przyblizony sktad* w przeliczeniu na 1 litr wody oczyszczone;j

WYCIQ Z ArOZAZY ...oooieeiiiiiieeeie et 10,0 g Wegiel drzewny (aktywowany) ..........ccccceeieeniiiiiniieeieenen, 20g9
Chlorowodorek L-CySteiny .........cccoceeiieiiiiiiiiiieniccee s 04 g Alfa-ketoglutaran............cccoviiiiiii 1,09
Pirofosforan zelaza............ccccoooiiiiiiiiiiiie 0,25 g AGAT <. 15,09
ACES BUFEr ...t 10,0 g

* Skorygowany lub uzupetniony zgodnie z wymaganiami kryteriow dziatania.

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

W razie zaobserwowania nadmiernego zawilgocenia nalezy wysuszy¢ dolng powierzchnie ptytki na powietrzu, aby nie dopusci¢ do
powstawania warstwy wody miedzy gorng a dolng czescig ptytki w trakcie inkubacji.

W prébkach klinicznych mogg by¢ obecne mikroorganizmy chorobotwdrcze, w tym wirusy zapalenia watroby i wirus HIV. Podczas pracy
z wszelkimi materiatami zanieczyszczonymi krwig i innymi ptynami ustrojowymi nalezy stosowac¢ ,Standardowe $rodki ostroznosci”s-8
oraz przestrzega¢ wytycznych obowigzujgcych w danym laboratorium. Po uzyciu gotowe podtoza na ptytkach, pojemniki na probki oraz
inne materiaty skazone nalezy przed wyrzuceniem poddac¢ sterylizacji w autoklawie.

Instrukcje dotyczace przechowywania: Otrzymane ptytki przechowywac w zaciemnionym miejscu w temperaturze 2—-8 °C. Unika¢
zamrazania i przegrzewania. Otwiera¢ dopiero bezposrednio przed uzyciem. Ogranicza¢ do minimum ekspozycje na $wiatto. Na
gotowych podtozach przechowywanych do momentu uzycia w oryginalnych opakowaniach w formie rekawa, w temperaturze 2-8 °C,
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¢ plytek, jezeli sg na nich widoczne oznaki skazenia mikrobiologicznego, odbarwienia,
wyschnigcia lub inne objawy pogorszenia jakosci.

POBIERANIE PROBEK | POSTEPOWANIE Z NIMI

Do pobierania probek opracowano réznorodne wymazowki i pojemniki. Probki nalezy pobiera¢ przed podaniem $rodkow
przeciwbakteryjnych. Konieczne jest zapewnienie szybkiej dostawy do laboratorium. W celu przedtuzenia przezywalnosci bakterii w
sytuacji, gdy mozna sie spodziewac znacznego opdznienia pomiedzy pobraniem probek a ostatecznym posianiem drobnoustrojow,
opracowano szereg podfozy podtrzymujgcych lub systeméw transportowych, takich jak produkty BBL do pobierania prébek i ich transportu.
Szczegotowe informacje na temat pobierania prébek i postepowania z nimi znajdujg sie w odpowiednich pozycjach pi$miennictwa.®.10

PROCEDURA
Dostarczane materiaty: BCYE Agar

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

Procedura testowa: Stosowac techniki aseptyczne.

Powierzchnia podtoza agarowego powinna by¢ gtadka, twarda i wilgotna, lecz bez nadmiernej wilgoci.

Wykona¢ posiew probki mozliwie jak najszybciej po dostarczeniu materiatu do laboratorium. W celu wykonania posiewu prébki z
wymazdéwki zaszczepic podtoze, przetaczajgc wymazowke poprzez jedng trzecig powierzchni podtoza agarowego, po czym posiac
pasmowo prébke na pozostatej czesci plytki dla uzyskania izolowanych kolonii. Materiat niepochodzacy z wymazéwek mozna posia¢
pasmowo na podtoze jatowg ezg do posiewow. Technike posiewu pasmowego na ptytke stosuje sie przede wszystkim do uzyskiwania
izolowanych kolonii z probek zawierajgcych florg mieszang.

Ptytki inkubowaé w potozeniu odwréconym (strong agarowag w gére) w temperaturze 35 + 2 °C co najmniej przez 3 dni. Wzrost jest
zwykle widoczny w ciggu 3—4 dni, ale czas potrzebny do jego pojawienia sie moze tez trwac do 2 tygodni.

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

Kazda partia podtoza 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 wykonaé 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

Po odpowiednim okresie inkubacji ptytki powinny zawiera¢ pojedyncze kolonie w miejscach pasmowego posiewu oraz wzrost zlewny
w obszarach gestego zaszczepienia. Legionella pneumophila tworzy kolonie od matych do duzych, gtadkie, od bezbarwnych do
zabarwionych na blady kolor niebiesko-szary, z lekkg domieszka $luzu. Informacje na temat morfologii kolonii innych gatunkéw oraz
obecnosci i barwy ich fluorescencji znajdujg sie w odpowiednich pozycjach pi$miennictwa.!.12

W celu potwierdzenia obserwacji nalezy wykonac¢ barwienie metodg Grama, testy biochemiczne oraz badania serologiczne.

OGRANICZENIA PROCEDURY

Niektére testy diagnostyczne mozna przeprowadzac na koloniach z ptytki z hodowlg po izolacji pierwotnej. Jednakze do testow
biochemicznych oraz innych badan identyfikacyjnych zaleca sig¢ uzywanie czystych hodowli. Dodatkowe informacje oraz zalecane
procedury znajdujg sie w odpowiednich pozycjach pismiennictwa.1.13.14

CHARAKTERYSTYKA WYDAJNOSCIOWA

Przed dopuszczeniem do obrotu wszystkie partie podtoza BCYE Agar sprawdza sie pod kgtem ich skutecznosci. Reprezentatywne
probki z danej partii bada sie z uzyciem zawiesin komérek bakterii Legionella, zaszczepiajac je poprzez rozprowadzenie na

powierzchni podtoza agarowego zawiesiny komorek bakteryjnych, rozcienczonej w normalnym roztworze soli fizjologicznej do stezenia
30-300 CFU/plytke. Plytki inkubuje sie w warunkach tlenowych w temperaturze 35-37 °C przez trzy dni. Obserwuje sie nastepnie
umiarkowany lub silny wzrost drobnoustrojow z prawidlowym zabarwieniem kolonii i fluorescencja pod wptywem $wiatta ultrafioletowego
o duzej dlugosci fali.
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Nr kat. Opis
221808 BD BBL BCYE Agar
215102 BD BBL BCYE Agar
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