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PROCEDURY KONTROLI JAKOSCI (Opcjonalnie)

I  WPROWADZENIE
Fluid Thioglycollate Medium jest uniwersalnym podtozem do hodowli bakterii beztlenowych,
mikroaerofilnych i tlenowych. Jest zalecany jako jedno z podtozy do badan sterylnosci
materiatow biologicznych.

I PROCEDURA KONTROLI DZIALANIA

1. Podtoza zaszczepia sie reprezentatywnymi prébkami wymienionych szczepéw.

a. Przed uzyciem nalezy poluzowac¢ nakretki i umiesci¢ probowki we wrzacej wodzie* na
okoto 5 min tak, by doszto do redukcji podtoza (probowki powinny byé bezbarwne).

Po wyjeciu na podgrzane probowki natychmiast natozyé nakretki.
Pozostawic¢ podtoze do ostygniecia w temperaturze pokojowe;j.
*UWAGA: Nie zaleca sie korzystania z kuchenki mikrofalowe;.

b. Przygotowaé rozcienczenia zawierajgce 100 lub mniej CFU/mL z 24- do 48-godzinnych
hodowli szczepdw Bacteroides i Clostridium na pozywce Trypticase Soy Broth lub
Enriched Thioglycollate Medium.

c. Korzystajac ze sterylnych pipet o objetosci 1,0 mL, dokona¢ w probéwkach posiewu
rozcienczenie 0,75 mL.

d. Inkubowaé probdéwki z poluzowanymi nakretkami w temperaturze od 30 do 35°C
w srodowisku tlenowym, oprécz szczepdw CLSI (Bacteroides fragilis ATCC 25285 i
Staphylococcus aureus ATCC 25923), ktore nalezy inkubowac przy zakreconych
nakretkach.

2. Po uptywie 18-24 h i po 48 h sprawdzi¢, czy w zalecanych kontrolnych probéwkach
szczepow CLSI (z zakreconymi nakretkami) nastapit wzrost. W ciagu 3 dni sprawdzi¢, czy
nastapit wzrost w probowkach innych szczepdw kontrolnych (zalecane szczepy wzorcowe
wg USP).

3. Oczekiwane wyniki
Gatunki kontrolne CLSI (szczepy wzorcowe ATCC)

*Bacteroides fragilis .................... Wzrost
(25285)

*Staphylococcus aureus.............. Wzrost
(25923)

Dodatkowe stosowane szczepy (Test pobudzenia wzrostu wg USP)
**Staphylococcus aureus ........... Wzrost
ATCC 6538

**Pseudomonas aeruginosa........ Wzrost
ATCC 9027

**Clostridium sporogenes............ Wzrost
ATCC 11437

**Clostridium sporogenes............ Wzrost
ATCC 19404

**Bacillus subltilis .............c........... Wzrost
ATCC 6633

**Kocuria rhizophila..................... Wzrost
ATCC 9341

**Bacteroides vulgatus................ Wzrost
ATCC 8482

* Szczep zalecany do przeprowadzania kontroli jakosci przez uzytkownika.
**Do sprawdzenia pobudzenia wzrostu do stosowania w badaniach sterylno$ci wg USP.
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DODATKOWA KONTROLA JAKOSCI

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

2. Wzrokowo oceni¢ reprezentatywne probowki, aby upewnic sie, ze zadne istniejgce wady
fizyczne nie bedg przeszkadzaty w ich uzytkowaniu.

3. Okresli¢ potencjometrycznie warto$¢ pH w temperaturze pokojowej, aby upewnic¢ sie, ze
odczyn jest zgodny ze specyfikacja i wynosi 7,1 £ 0,2.

4. Inkubowac reprezentatywne probowki bez wysianych drobnoustrojéw w temperaturze od
20 do 25°C i od 30 do 35°C. Oceni¢ po 7 dniach pod wzgledem zanieczyszczenia
drobnoustrojami.

INFORMACJE O PRODUKCIE

PRZEZNACZENIE
Podtoze Fluid Thioglycollate Medium jest zgodne ze specyfikacjg okreslong w Farmakopei
Stanéw Zjednoczonych (United States Pharmacopeia, USP).

Podtoze Fluid Thioglycollate Medium (FTM) jest uzywane do testéw sterylnosci materiatow
biologicznych oraz hodowli bakterii beztlenowych, tlenowych i mikroaerofilnych.

STRESZCZENIE | OBJASNIENIE

Podtoze Fluid Thioglycollate Medium zostato opracowane przez firme Brewer na potrzeby
szybkiej hodowli bakterii beztlenowych i tlenowych.1 Po raz pierwszy wykorzystano je

w postaci odwodnionej w laboratorium Baltimore Biological Laboratory (BBL) w 1940 roku.
W 1944 roku Vera wprowadzita do sktadu pepton kazeinowy.

Podtoze to umozliwia wzrost r6znorodnych drobnoustrojow o wysokich wymaganiach
odzywczych, zaréwno gatunkéw patogennych, jak i niepatogennych. Tioglikolan sodu ma nie
tylko zdolnos¢ zmniejszania potencjatu oksydoredukcyjnego, ale takze neutralizuje
aktywnos¢ antybakteryjng zwigzkow rteci. Te cechy podtoza FTM sg szczegdlnie przydatne
przy okreslaniu skazenia materiatéw biologicznych i innych. Sktad BBL spetnia wymagania
testu pobudzenia wzrostu wg USP.?

Podtoze Fluid Thioglycollate Medium mozna wykorzystywaé po uprzednim przygotowaniu
w postaci utlenionej w okoto 30%. Wskazuje to r6zowy kolor resazurynu na powierzchni
podtoza. Jezeli doszto do silniejszego utlenienia, bulion mozna ponownie podgrzac¢ w parze
lub wrzacej wodzie, schtodzié i stosowac.

ZASADA PROCEDURY

Zrédtem czynnikéw wzrostu niezbednych do replikacji bakterii sg dekstroza, peptony, L-
cysteina oraz wyciag drozdzowy. Chlorek sodu dostarcza niezbednych jonéw. Tioglikolan
sodu jest czynnikiem redukujgcym, ktéry zapobiega gromadzeniu nadtlenkéw $miertelnych
dla niektorych drobnoustrojow. Czynnikiem redukujgcym jest rowniez L-cystyna, poniewaz
zawiera grupy sulfhydrylowe, ktére dezaktywujg zwigzki metali ciezkich oraz utrzymujg niski
potencjat redukujacy, wspomagajac reakcje w warunkach beztlenowych. Resazuryn jest
wskaznikiem utleniania—redukcji. Ma barwe rézowg w stanie utlenionym i jest bezbarwny

w stanie zredukowanym. W utrzymaniu niskiego potencjatu redukcyjnego uczestniczy
niewielka ilos¢ agaru, ktéry stabilizuje podtoze przed pradami konwekcyjnymi i utrzymuje
warunki beztlenowe w gtebszych partiach podtoza.* W skiad podioza Fluid Thioglycollate
Medium zgodnie z Farmakopeg Standéw Zjednoczonych wchodzi 5,5 g/L dekstrozy. Sktad wg
BBL zawiera dekstroze bezwodna (5,0 g/L).
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VIl ODCZYNNIKI

Fluid Thioglycollate Medium
Przyblizony sktad* w przeliczeniu na 1 litr wody oczyszczonej

Trzustkowy hydrolizat kazeiny ..................... 150 g
L-CYStyNa ..o 05 g
Dekstroza (bezwodna) .........cccceeviveeeiiieeennns 50 ¢
Wyciag droZdZOWY .........cccceeeeiiiieeeiniieneeee, 50 ¢
Chlorek sodu ........cceeeeeieiiiieee e 25 g
Tioglikolan sodu ............eeeiiiiiiiiiiiee 05 g
RESAZUIYN ... 0,001 g
AGA e 0,75 g

*Skorygowany i/lub uzupetniony zgodnie z wymaganiami kryteriéw dziatania.

Ostrzezenia i srodki ostroznosci
Do stosowania w diagnostyce in vitro.

Podczas zgtaszania wynikéw bezposredniego barwienia metodg Grama i/lub wynikow
bezposredniego barwienia innymi metodami mikrobiologicznymi prébek tkankowych
obrabianych z zastosowaniem tego podtoza nalezy zachowac¢ ostroznos¢ ze wzgledu na
mozliwg obecnosé martwych drobnoustrojéw w podtozu.

Probowki z ciasno dopasowanymi zatyczkami nalezy otwierac ostroznie, aby uniknaé
obrazen spowodowanych peknieciem szkia.

W prébkach klinicznych moga by¢ obecne drobnoustroje chorobotwércze, takie jak wirusy
zapalenia watroby i wirus HIV. Podczas pracy z materialami skazonymi krwig i innymi
ptynami ustrojowymi nalezy przestrzegac¢ zalecen zawartych w ,Standardowych $rodkach
ostroznosci”>® oraz wytycznych obowigzujacych w danym laboratorium. Po wykorzystaniu
gotowe probowki, pojemniki na probki oraz inne materiaty skazone nalezy przed
wyrzuceniem poddac sterylizacji w autoklawie.

Instrukcja przechowywania

Po otrzymaniu nalezy przechowywac probéwki w ciemnosci zgodnie z wytycznymi na
etykiecie. Nie zamrazac i nie przegrzewac. Otwiera¢ dopiero bezposrednio przed uzyciem.
Ogranicza¢ do minimum kontakt ze Swiattem. W podtozach przechowywanych do momentu
uzycia w probowkach, zgodnie z instrukcjami podanymi na etykiecie, mozna wykonywaé
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 probéwek, jezeli sg widoczne oznaki skazenia mikrobiologicznego, odbarwienia,
wyschniecia lub inne, $wiadczace o pogorszeniu jakosci.

VIl POBIERANIE | PRZYGOTOWYWANIE PROBEK

Prébki przeznaczone do hodowli mozna przygotowywac réznymi technikami. Szczegotowe
informacje mozna znalezé w stosownej literaturze.®'® Prébki nalezy pobraé przed podaniem
srodkéw przeciwbakteryjnych. Konieczne jest zapewnienie szybkiej dostawy do laboratorium.

PROCEDURA

Dostarczane materiaty

Podtoze Fluid Thioglycollate Medium

Materiaty wymagane, ale niedostarczane

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

Procedura testowa
Stosowac techniki aseptyczne.

Przed uzyciem poluzowaé nakretki i umiesci¢ probowki we wrzacej wodzie* na okoto 5 min,
tak aby doszto do redukcji podtoza (probdwki powinny byé bezbarwne). Po wyjeciu na
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podgrzane probdéwki natychmiast natozy¢ nakretki. Pozostawi¢ podtoze do ostygniecia
w temperaturze pokojowej.

Przy zastosowaniu do celéw podstawowych wykona¢ posiewy bezposrednio na podtoze
| inkubowacé probowki do 7 dni w temperaturze 35 + 2°C.

Przy zastosowaniu do celow testowania sterylnosci nalezy przestrzega¢ zalecen Farmakopei
Stanéw Zjednoczonych3 i odpowiednich urzedéw kontrolnych.11 Te Zrédta referencyjne
okreslaja ilos¢ podioza, jakg nalezy wykorzysta¢ w testach sterylnosci, oraz podajg szczegoty
pobierania prébek i interpretacji wynikow. Podtoze w naczyniach testowych stosowanych

w celu badania sterylnosci powinno byé odpowiednio zredukowane, zapewniajac replikacje
bezwzglednych beztlenowcoéw i drobnoustrojéw mikroaerofilnych. Jesli w prébce testowej
podtoze staje sie metne i nie mozna obserwowaé wzrostu drobnoustrojéw, nalezy przeniesc
szczepy na swieze podtoze.

*UWAGA: Nie zaleca sie korzystania z kuchenki mikrofalowe;j.

Kontrola jakosci przez uzytkownika
Zobacz ,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 wykona¢ zgodnie z obowigzujacymi
wymogami kontroli jakosci, wynikajacymi z przepiséw miejscowych, stanowych, federalnych
lub krajowych, wymogami akredytac;ji i/lub rutynowymi procedurami kontroli jakosci w danym
laboratorium.

Aby okresli¢ pH podtoza probki metodg potencjometryczng, nalezy wykorzystaé pojedynczg
elektrode o odpowiednio niewielkich rozmiarach dopasowanych do probéwek. Kohcowka
elektrody powinna sie znajdowac ponizej powierzchni bulionu.

WYNIKI

Po przeprowadzeniu inkubacji wzrost jest widoczny jako zmetnienie w poréwnaniu

Z niezaszczepiong kontrolg. Tlenowce bezwzgledne zazwyczaj rosng w postaci cienkiej
warstwy na powierzchni bulionu; beztlenowce obligatoryjne rosng jedynie w tej czesci
pozywki bulionowej, ktéra znajduje sie ponizej gérnej, utlenionej (rézowej) warstwy. Ostroznie
usuwajgc ciecz z réznych warstw, mozna zwiekszy¢ zdolnosé odseparowania
poszczegodlnych gatunkéw w mieszaninie hodowli.

OGRANICZENIA PROCEDURY

Wzrost bakterii beztlenowych moze by¢ sttumiony przez szybciej rosngce drobnoustroje
fakultatywne. Jezeli na podtozu na ptytkach nie obserwuje sie wzrostu, nalezy oceni¢ bulion

| dokona¢ jego barwienia metodg Grama. Przy izolacji beztlenowcéw nie nalezy nigdy
polegac wytacznie na hodowlach bulionowych. Wzrost niektérych beztlenowcéw moze zostac
zahamowany przez produkty metabolizmu lub kwasy produkowane przez szybciej rosnace
beztlenowce fakultatywne.'

Podtoza hodowlane zawierajg czasami martwe organizmy pochodzgce ze sktadnikow
podtoza, ktére mogg by¢ widoczne w rozmazach z podtozy hodowlanych. Do innych zrédet
martwych organizmow widocznych po zabarwieniu metodga Grama nalezg barwniki, olejek
imersyjny, fragmenty szkta oraz prébki stosowane do posiewu. W przypadku niepewnosci
zwigzanej z prawidtowoscig barwienia metodg Grama nalezy przeprowadzi¢ ponowng
inkubacje hodowli przez kolejng godzine lub dwie, a nastepnie powtorzyc¢ test przed
wydaniem wyniku.

Do identyfikacji niezbedne sa czyste kultury drobnoustrojéw. W celu ostatecznej identyfikaciji

nalezy przeprowadzi¢ badania morfologiczne, biochemiczne i/lub serologiczne. Szczegoétowe
informacije i opisy zalecanych procedur mozna znalezé w stosownej literaturze.®'*'

CHARAKTERYSTYKA WYNIKOW
Przed dopuszczeniem do obrotu wszystkie serie podtoza Fluid Thioglycollate Medium
sprawdza sie pod wzgledem ich skutecznosci. Przed posiewem reprezentatywne probki serii
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sg redukowane poprzez gotowanie w tazni wodnej przez ok. 5 min. Po schtodzeniu probowki
sg szczepione 0,75 mL hodowli Bacillus subtilis (ATCC 6633), Bacteroides fragilis (ATCC
25285), B. vulgatus (ATCC 8482), Clostridium sporogenes (ATCC 11437 i ATCC 19404),
Kocuria rhizophila (ATCC 9341), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) i Staphylococcus
aureus (ATCC 6538 i ATCC 25923). Posiewy B. subtilis, B. fragilis, C. sporogenes,

K. rhizophila, P. aeruginosa i S. aureus sg rozciehczane tak, by zawieraty 100 lub mniej
jednostek tworzacych kolonie (Colony Forming Units, CFU) w 1 mL. Posiew B. vulgatus jest
przygotowywany z kolonii rosngcych na ptytce CDC Anaerobe 5% Sheep Blood Agar i
dostosowany za pomoca podtoza Thioglycollate Medium bez dekstrozy i wskaznika w celu
uzyskania 10 do 100 CFU/mL. Na probowki zawierajace bakterie B. fragilis i S. aureus
natychmiast po wykonaniu posiewu nalezy natozy¢ nakretki. Nakretki pozostatych probéwek
pozostajg poluzowane. Probéwki sg inkubowane w temperaturze 35 + 2 °C. Probdwki
zawierajgce bakterie B. fragilis i S. aureus (ATCC 25923) w ciggu 48 godz. wykazujg wzrost
Sladowy, przechodzacy do intensywnego. Pozostate drobnoustroje wykazujg wzrost
umiarkowany do intensywnego przed uptywem 3 dni inkubacji.

XIll DOSTEPNOSC

Nr kat. Opis

221195 BD BBL Fluid Thioglycollate Medium, 8 mL, opakowanie zawierajgce 10 probéwek
typu K

221196 BD BBL Fluid Thioglycollate Medium, 8 mL, pudetko zawierajgce 100 probéwek
typu K

299802 BD BBL Fluid Thioglycollate Medium, 8 mL, pudetko zawierajgce 100 probéwek
typu K (etykieta z nadrukiem natryskowym)

220888 BD BBL Fluid Thioglycollate Medium, 20 mL, opakowanie zawierajace 10
probowek typu A

220889 BD BBL Fluid Thioglycollate Medium, 20 mL, pudetko zawierajgce 100 probowek
typu A

299803 BD BBL Fluid Thioglycollate Medium, 20 mL, pudetko zawierajgce 100 probéwek
typu A (etykieta z nadrukiem natryskowym)
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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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