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PROCEDURY KONTROLI JAKOSCI (Opcjonalnie)

WPROWADZENIE

Thioglycollate Medium, Enriched with Vitamin K, and Hemin jest to podtoze o ogélnym przeznaczeniu do hodowli
drobnoustrojéw wymagajacych i niewymagajacych.

PROCEDURA KONTROLI DZIALANIA

1. Zredukowac probowki z podtozem, gotujgc* je z poluzowanymi nakretkami. Po gotowaniu natychmiast dokreci¢ nakretki i
pozostawi¢ probowki do ostygniecia w temperaturze pokojowe;j.

*UWAGA: Nie zaleca sie korzystania z kuchenki mikrofalowe;.
2. Przygotowanie materiatu do wysiania

Stosowa¢ hodowle 48-godzinne do 72-godzinnych z podtoza Enriched Thioglycollate Medium, podtoza Chopped Meat
Medium lub kolonie z ptytki CDC Anaerobe 5% Sheep Blood Agar, ktére zostaty przeniesione do uprzednio zredukowane;j
proboéwki zawierajgcej Enriched Thioglycollate Medium i dostosowac¢ stopien zmetnienia do standardu 0,5 McFarland.

3. Za pomocsg sterylnej wykalibrowanej 0,01 mL ezy, nanie$¢ do probdwek prébki wystandaryzowanego materiatu do wysiania
dla kazdego drobnoustroju.

4. Inkubowac¢ probowki w temperaturze 35 + 2°C w srodowisku zawierajgcym tlen, z dokreconymi nakretkami.
5. Oceni¢ wzrost w probdwkach po uptywie 18 do 24 godzin i 42 do 48 godzin.

6. Oczekiwane wyniki

Drobnoustroje kontrolne CLSI (szczepy ATCC)

*Peptostreptococcus anaerobius............cccevvveeeiiiiennnns Wzrost
(27337)

*Bacteroides VUIgatuS ...........cocvveeriiieiiiiiie e Wzrost
(8482)

*Clostridium perfringens..........cccceeivieeiiiiee e Wzrost
(13124)

Dodatkowe szczepy stosowane

Porphyromonas levii ..........ccccueeiiiiiiiniiieeiie e, Wzrost
(29147)

Clostridium NOVYI A ....ooiiiiiiiice e Wzrost
ATCC 7659

*Szczep zalecany do przeprowadzania kontroli jako$ci przez uzytkownika.

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. Za pomocg metody potencjometrycznej okresli¢ pH w temperaturze pokojowej, aby upewnic sie, ze odczyn jest zgodny ze
specyfikacjg i wynosi 7,0 + 0,2.

4. Inkubowa¢ reprezentatywne probdéwki bez wysianych drobnoustrojéw w temperaturze 20 do 25°C i 30 do 35°C i ocenié po
7 dniach pod wzgledem zanieczyszczenia drobnoustrojami.

INFORMACJE O PRODUKCIE

PRZEZNACZENIE

Thioglycollate Medium, Enriched with Vitamin K; and Hemin jest to podtoze o ogéinym przeznaczeniu stosowane w
procedurach jako$ciowych do hodowli drobnoustrojow wymagajacych i niewymagajgcych, miedzy innymi bakterii tlenowych i
beztlenowych, z réznego rodzaju materiatu klinicznego i nieklinicznego.

STRESZCZENIE | OBJASNIENIA

Thioglycollate Medium, Enriched with Vitamin K, and Hemin jest to BBL Thioglycollate Medium bez wskaznika-135C z
dodatkiem witaminy K; i heminy.® Wzbogacone podioze bulionowe zalecane jest do stosowania do izolacji i hodowli
drobnoustrojéw wymagajgcych lub wolno rosnacych, obligatoryjnie beztlenowych, wystepujacych w materiatach klinicznych. **
Zalecane jest réwniez do izolacji i hodowli wielu drobnoustrojéw tlenowych i fakultatywnie beztlenowych. Podtoze jest
przygotowywane z wolng fazg beztlenows i jest dostarczane w zamykanych nakretkami probéwkach, zgodnie z zaleceniami
CDC.* Wykazano, Zze witamina K; i hemina sa konieczne do wzrostu niektérych beztlenowcéw.®”

Izolacja drobnoustrojéw z materiatow klinicznych czesto wymaga zastosowania wzbogaconych podtozy bulionowych obok
selektywnych, réznicujgcych i nieselektywnych podiozy na ptytkach, ktére zwykle stosowane sa do poczatkowej izolacji.
Zastosowanie ptynnych podtozy ,zapasowych” zmniejsza mozliwos¢ catkowitego pominigcia czynnika etiologicznego
wystepujgcego w niewielkiej ilosci, wolno rosngcego na podtozach statych, wrazliwego na czynniki selektywne lub wrazliwego
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na niekorzystne warunki inkubacji; tzn., niewystarczajgce warunki beztlenowe do optymalnego wzrostu obligatoryjnych
beztlenowcow.

ZASADA PROCEDURY

Tioglikolan sodu jest czynnikiem redukujacym, utrzymuje niska preznos¢ tlenu w pozywce. Witamina K; jest niezbedna dla
wzrostu niektérych szczepéw Prevotella melaninogenica® i wykazano, ze zwieksza wzrost niektérych szczepéw Bacteroides
oraz bakterii Gram-dodatnich, ktore nie wytwarzajg przetrwalnikéw.® Hemina jest zrédtem czynnika X, ktéry stymuluje wzrost
wielu mikroorganizmaéw.

ODCZYNNIKI

Thioglycollate Medium, Enriched with Vitamin K, and Hemin

Przyblizony skfad* w przeliczeniu na jeden litr wody oczyszczone;j

Trzustkowy hydrolizat kazeiny ..........cccccccoveeeiiiiennnne.

Hydrolizat papainowy maczki sojowej
DEKSIIOZA ....coievviiiiiiiiiiiic e

L-CYSTYNA o
SIArCzan SOAU ...ccooeeeeeeeeee e
HEMING ..oiiiiiiiiiiiieiee e
Witamina K;
*Skorygowany i/lub uzupetniony zgodnie z wymaganiami kryteriéw dziatania.
Ostrzezenia i Srodki ostroznosci

Do stosowania w diagnostyce in vitro.

Podczas zgtaszania wynikéw bezposredniego barwienia metoda Grama i/lub wynikéw bezposredniego barwienia innymi
metodami mikrobiologicznymi probek tkankowych obrabianych z zastosowaniem tego podioza nalezy zachowac ostroznosc¢ ze
wzgledu na mozliwg obecno$¢ martwych drobnoustrojow w podiozu.

Proboéwki z ciasno dopasowanymi zatyczkami nalezy otwieraé ostroznie, aby unikng¢ obrazen spowodowanych peknieciem
szkta.

W prébkach klinicznych mogg by¢ obecne drobnoustroje patogenne, takie jak wirusy zapalenia watroby i wirus HIV. Przy
kontakcie z wszelkimi materiatami zanieczyszczonymi krwig lub innymi ptynami ustrojowymi nalezy przestrzega¢
,Standardowych $rodkéw bezpieczenstwa”®*? oraz zalecen obowigzujgcych w danej instytucji. Po uzyciu wykorzystane
probéwki, pojemniki na probki i inne skazone materiaty nalezy przed wyrzuceniem wyjatowi¢ w autoklawie.

Zalecenia dotyczace przechowywania:

Po otrzymaniu przechowywa¢ probéwki w ciemnym pomieszczeniu, w temperaturze 2 — 8°C. Unika¢ zamrazania i przegrzania.
Nie otwiera¢ do chwili uzycia. Ogranicza¢ kontakt ze $wiattem. W pozywkach przechowywanych do momentu uzycia w
probéwkach, zgodnie z instrukcjami podanymi na etykiecie, mozna wykonywa¢ posiewy do dnia okreslonego terminem
waznosci, a nastepnie prowadzi¢ inkubacje przez zalecany czas. Przed posiewem ogrzac podtoze do temperatury pokojowe;.
Pogorszenie jakosci produktu

Nie uzywac¢ probdéwek, jezeli sg widoczne oznaki skazenia mikrobiologicznego, odbarwienia, wyschniecia lub inne, Swiadczace
0 pogorszeniu jakosci.

POBIERANIE | PRZYGOTOWYWANIE PROBEK

Probki przeznaczone do hodowli mozna przygotowywacé réznymi technikami. Szczegétowe informacje znalezé mozna w
odpowiednim pi$miennictwie.>'* Probki nalezy pobieraé przed podaniem czynnika przeciw drobnoustrojom. Nalezy jak
najszybciej dostarczy¢ probki do laboratorium.

PROCEDURA

Dostarczane materiaty

Thioglycollate Medium, Enriched with Vitamin K; and Hemin

Materiaty wymagane, ale niedostarczane

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

Stosowac¢ techniki aseptyczne.

Podtoza ptynne do inkubacji beztlenowej nalezy zredukowa¢ przed inokulacjg, poprzez umieszczenie probowek z
poluzowanymi nakretkami w warunkach beztlenowych na 18 do 24 przed uzyciem. Skuteczng i tatwg metodg uzyskania
warunkéw beztlenowych jest zastosowanie systemu beztlenowego BBL GasPak EZ. Alternatywnie, podtoza ptynne mozna
zredukowaé bezposrednio przed uzyciem poprzez gotowanie* z poluzowanymi nakretkami i ostudzenie do temperatury
pokojowej z nakretkami dokreconymi.

Naniesc¢ probke na wybrane podtoze natychmiast po jej uzyskaniu z laboratorium. W przypadku prébek ptynnych, na podtoze w
probéwce nalezy nanies¢ jedng lub dwie krople probki. Probki tkankowe w celu hodowli drobnoustrojéw nalezy rozdrobnic,
zmieli¢ i zawiesi¢ w jatowym, zredukowanym bulionie, takim jak Enriched Thioglycollate Medium. Nastepnie nanosi sie probke
tak samo, jak w przypadku probek ptynnych. Prébki pobrane jako wymaz na tamponie mozna wprowadzi¢ do bulionu po
naniesieniu ich na podtoza na ptytkach. Alternatywnie, tampon mozna ,oczy$ci¢” w matej objetosci jatowego, zredukowanego
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buliony, takiego jak wzbogacone podtoze tioglikolanowe, a nastepnie nanies¢ bulion do probéwki, jak w przypadku probek
ptynnych.

Probki, o ktérych wiadomo lub podejrzewa sie, ze zawierajg beztlenowce obligatoryjne, nalezy nanosi¢ w poblizu dna
probowki. Inkubowa¢ probéwki z dokreconymi nakretkami w warunkach tlenowych w temperaturze 35 + 2°C lub w innej
odpowiedniej temperaturze.

Hodowle bulionowe nalezy trzyma¢ przez co najmniej 1 tydzien przed wyrzuceniem ich jako ujemne.™

*UWAGA: Nie zaleca si¢ korzystania z kuchenki mikrofalowe;.

Kontrola jakosci przez uzytkownika

Zobacz ,Procedury kontroli jakosci”.

Kazda partia podtoza zostata przetestowana przy uzyciu odpowiednich drobnoustrojéw do kontroli jako$ci. 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, wynikajacymi z przepiséw miejscowych, stanowych,
federalnych lub krajowych, wymogami akredytaciji i/lub rutynowymi procedurami kontroli jakosci w danym laboratorium.
Aby okresli¢ pH podtoza prébki metodg potencjometryczng, nalezy wykorzysta¢ pojedyncza elektrode o odpowiednio
niewielkich rozmiarach dopasowanych do probéwek. Koncéwka elektrody powinna sie znajdowac ponizej powierzchni bulionu.

WYNIKI

Wzrost w probéwkach bulionowych zawierajgcych na przyktad Enriched Thioglycollate Medium manifestuje sie jako zmetnienie
w poréwnaniu do niezakazonej kontroli.

W razie wykrycia wzrostu, hodowle nalezy oceni¢ za pomoca barwienia metodg Grama, a nastepnie przesia¢ na podtoza
selektywne i nieselektywnie na ptytkach. Jezeli podejrzewa sig wzrost bakterii beztlenowych, nalezy réwniez wykonac¢
przesianie na odpowiednie beztlenowe podtoza na ptytkach.

OGRANICZENIA PROCEDURY

Beztlenowce moga zosta¢ przeros$niete przez szybciej rosngce drobnoustroje fakultatywne. Jezeli na podtozu na plytkach nie
obserwuje sie wzrostu, nalezy oceni¢ bulion i dokona¢ jego barwienia metoda Grama. Przy izolacji beztlenowcéw nie nalezy
nigdy polega¢ wytacznie na hodowlach bulionowych. Wzrost niektérych beztlenowcédw moze zosta¢ zahamowany przez
produkty metabolizmu lub kwasy produkowane przez szybciej rosngce beztlenowce fakultatywne.*

Do identyfikacji niezbedne sg czyste kultury drobnoustrojow. W celu ostatecznej identyfikacji nalezy przeprowadzi¢ badania
morfologiczne, biochemiczne i/lub serologiczne. Dodatkowe informacje oraz zalecane procedury znalez¢ mozna w
odpowiednich materiatach referencyjnych.*>***®

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

CHARAKTERYSTYKA WYDAJNOSCIOWA

Przed wydaniem oceniana jest charakterystyka wydajno$ciowa wszystkich serii Thioglycollate Medium, Enriched with Vitamin
K1 and Hemin. Przed inokulacjg reprezentatywne probki serii sg redukowane poprzez gotowanie w fazni wodnej przez co
najmniej 10 minut i chtodzenie. Za pomoca wykalibrowanej ezy 0,01 mL wprowadza sie do probéwek hodowle dostosowane
pod wzgledem stopnia zmetnienia do standardu 0,5 McFarland. Materiaty zawierajace Porphyromonas levii (ATCC 29147),
Clostridium perfringens (ATCC 13124) i Peptostreptococcus anaerobius (ATCC 27337) przygotowywane sg z kolonii
rosngcych na ptytkach z podtozem CDC Anaerobe 5% Sheep Blood Agar i dostosowywane sa do wlasciwego stezenia w
uprzednio zredukowanym Thioglycollate Medium, Enriched. Materiat zawierajgcy Bacteroides vulgatus (ATCC 8482) pobiera
sie z Thioglycollate Medium, Enriched, a materiat zawierajacy C. novyi A (ATCC 7659) pobiera sie z Chopped Meat Glucose
Broth, PR Il. Materiat wprowadza sig do probéwek ponizej powierzchni bulionu, tak gteboko, jak jest to mozliwe. Natychmiast
po wprowadzeniu probki dokreca sie nakretki i inkubuje sie probowki w warunkach tlenowych w temperaturze 35 + 2 °C.
Wzrost w probéwkach odczytuje sie po uptywie 18 do 24 godzin i 42 do 48 h. Wszystkie drobnoustroje wykazujag po

48 godzinach wzrost od sladowego do silnego.

DOSTEPNOSC

Numer kat. Opis

221742 BD BBL Thioglycollate Medium, Enriched with Vitamin K, and Hemin, 5 mL
221787 BD BBL Thioglycollate Medium, Enriched with Vitamin K, and Hemin, 8 mL
221788 BD BBL Thioglycollate Medium, Enriched with Vitamin K; and Hemin, 8 mL
297292 BD BBL Thioglycollate Medium, Enriched with Vitamin K, and Hemin, 10 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
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