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OPCE UPUTE ZA UPORABU
Djelomi¢no dovrseni i gotovi mediji

U ovom se dokumentu nalaze informacije o strukturi dokumenata s Uputama za upotrebu. On
sadrzi i dodatne informacije o uporabi BD djelomi¢no dovrSenih i gotovih medija.

U tekstualnim okvirima nalaze se dodatne informacije koje nisu
navedene u pojedinim dokumentima Uputa za upotrebu.

Zaglavlje na prvoj stranici svih dokumenata sadrzi CE oznaku ako je proizvod oznacen
simbolom , sukladno Europskoj IVD direktivi. Isto tako, naveden je broj dokumenta i
verzija (npr. PA-123456.01 za plo¢aste medije i BA-123456.071 za medije u bocicama) kao i
datum revizije (mjesec i godina). Verzija i broj dokumenta nalaze se u podnozju svake stranice.

Isto tako, naveden je i naziv proizvoda. Dio dokumenata Uputa za upotrebu sadrZi opise
nekoliko medija sa sli¢nim formulacijama i slicnom primjenom.

PRIMJENA
Navedeno je podrucje primjene. Ako se koristi u druge svrhe, korisnik mora ovjeriti medij ili
postupak.

BD Sustavi za dijagnostiku ne preuzimaju odgovornost ako se proizvod koristi
u svrhe, mikroorganizme i postupke koji se ne preporuc¢uju u Uputama za
upotrebu.

NACELA | OBJASNJENJE POSTUPKA

U ovom je odjeljku navedeno nacelo metode (“MikrobioloSka metoda,). Nadalje, objasnjene su
informacije o povijesti i razvoja medija, principi postupka i funkcija sastojaka (popisani u odjeljku
REAGENSI).

REAGENSI
U ovom se odjeljku nalazi formula i pH-vrijednost proizvoda.

U tablici formula koli¢ine sastojaka [g, mg, pg, mL, 1U, U, itd] spominju se samo
jednom, a zatim u nastavku samo ako su promijenjene. Primjer se nalazi u
nastavku:

BD CHROMagar 0157
Formula* po litri proCiS¢ene vode

Kromopepton 22049

Natrijev klorid 5,0 <koli¢ina u [g]
Kalijev telurit 2,5mg

Cefiksim 0,05 <« koli¢ina u [mg]
Cefsulodin 4,0 < koli¢ina u [mg]
Posebna kromogena i selektivha mjeSavina | 1,0 g

Agar 12,0 <« koli¢ina u [g]
pH: 7,1 4+/- 0,2
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MJERE OPREZA

Ako su oznaceni , BD djelomi¢no dovrseni ili gotovi mediji sluze za in vitro
dijagnostiku, kao $to je navedeno u Europskoj direktivi za in vitro dijagnosticke
uredaje.” Oni se mogu koristiti i u ostalim poljima za mikrobiologiju, kao $to je
navedeno za pojedini proizvod.

Ovi proizvodi sluZe isklju€ivo za profesionalnu upotrebu i smije ih koristiti samo
Skolovano osoblje ili obu¢eno osoblje. Pacijenti ih ne smiju ispitivati sami na
sebi.

Ako je oznaceno “Za laboratorijsku upotrebu,,, proizvodi su namijenjeni
isklju¢ivo za uporabu u industrijskoj ili opéoj mikrobiologiji,
biotehnologiji ili opéoj higijeni i ne mogu se koristiti za obradu humanih
klini€kih uzoraka.

Ne koristite proizvod koji pokazuje znakove kontaminacije mikroorganizmima, €ija se boja gubi,
koji je osusen, ima pukotine ili druge znakove propadanja.

Uzorcima i proizvodom prije, tijekom i nakon upotrebe rukujte tako da ne dode
do zaraze.

Bioloska i kemijska sigurnost proizvoda

U ovom se odjeljku mogu nalaziti informacije o posebnim bioloSkim i/ili
kemijskim opasnostima, na koje ukazuju odgovarajuéi simboli i fraze “R,,
(rizika) i “S,(sigurnosti).?

Sto se ti¢e rizika zbog materijala Zivotinjskog porijekla, BD je predan
nabavljanju takvog materijala prvenstveno iz Australije, Novog Zelanda i
Sjedinjenih Drzava. Nijedna od ovih zemalja nije prijavila slu¢ajeve BSE-a
(govede spongiformne encefalopatije) kod domacée stoke. BD takoder nabavlja
materijale Zivotinjskog podrijetla iz drugih drzava [kao $to su Argentina, Brazil,
Kolumbija, Meksiko, JuZzna Afrika i Urugvaj]. Isto tako, nijedna od ovih zemalja
nije prijavila slu¢ajeve BSE-a kod domace stoke.

BioloSka opasnost od uzoraka i mikroorganizama uzgojenih na
mikrobioloskim medijima

Postujte uobi¢ajene mjere opreza za mikrobioloSke opasnosti. Uzorcima i
kulturama mikroorganizama obavezno je rukovati sukladno lokalnim
smjernicama i zakonima u vezi biolodkih opasnosti. Sukladno Europskoj
direktivi 2000/54/EC, vecina baterijskih i gljivicnih patogena ukljucena je u
rizi€nu grupu 2. Rizi¢na grupa 3** stvorena je kako bi obuhvatila vrste
Salmonella Typhi, enterohemoragijsku bakteriju Escherichia coli (EHEC,;
drugim imenom STEC = E. coli koja proizvodi toksin Shiga), Shigella
dysenteriae (tip 1) te nekoliko drugih bakterija i gljiva. Izmedu nekoliko drugih
bakterijskih i gljivicnih patogena, u grupu 3 uklju€eni su svi patogeni Brucella
spp., Mycobacterium tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. ulceran, i
Histoplasma capsulatum. Pojedinosti se nalaze u Dodatku Ill Direktive
2000/54/EC.2 Izravan pristup ovoj direktivi i ostalim europskim direktivama
moguc¢ je na stranici http://europa.eu.int/eur-lex
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Odlaganje proizvoda

Nakon koriStenja, a prije odlaganja, spremnici s uzorcima i cjelokupni
kontaminirani materijal, ukljuujuéi i koristene medije za kulture i kontaminirane
spremnike s kulturama, mora biti steriliziran autoklavom tijekom 20 - 30 minuta
na temperaturi najmanje 121 °C (ako se moraju sterilizirati velike koli¢ine
materijala za odlaganije) ili spaljeni prema provjerenim postupcima.

POHRANJIVANJE | ROK VALJANOSTI
BD gotovi ploCasti mediji moraju se Cuvati na temperaturi od +2 do +8 °C. Mediji u boCicama i
¢vrstim hraniliStima (dipslides) moraju biti pohranjeni na istim ili razli¢itim temperaturama.

Temperatura skladisStenja, osim u posebnom dokumentu Upute za upotrebu,
navedena je na naljepnici ili kutiji proizvoda.

Pazite da ne dode do smrzavanja ili pregrijavanja.

Smrzavanje moze u potpunosti unistiti agarozne gelove i uzrokovati talozenje
tekucih medija. Duza izlozenost temperaturama visim od preporu¢ene
temperature pohranjivanja moze dovesti do propadanja sastojaka medija. Ovo
posebice vrijedi za selektivhe agense poput tvari protiv mikroorganizama.
Nakon velikih promjena u temperaturama (npr. od 2 °C do 25 °C, a zatim
ponovno 2 °C) moguce je stvaranje prekomjerne vlage na svim ¢vrstim
medijima zbog kondenzacije vode.

Plocasti mediji s viSkom vlage prije inokulacije moraju se osusiti, primjerice
postavljanjem s malo otkrivenim poklopcima u €ist inkubator na temperaturu od
30 do 37 °C na najviSe sat vremena. Ne isusujte medije! To€no vrijeme
izlaganja ovisi o vlaznosti zraka u inkubatoru.

Naveden je i rok trajanja otvorenog paketa. Rok trajanja otvorenih zaliha ploCastih medija
odnosi se na pohranu u hladenom, Cistom prostoru.

Korisnik mora izbjegavati kontaminaciju tijekom pohrane - primjerice,
pakiranjem ploc€ica u Ciste plasti¢ne vrecice.

Za pohranjivanje medija u bo€icama iz otvorenih jedinica pakiranja vrijedi rok valjanosti naveden
na naljepnici, bo€icama ili spremnicima ako medij nije otvoren.

Svi gotovi ili djelomi¢no dovrSeni mediji moraju biti pohranjeni na mraénom mjestu.

Ako su izloZzeni umjetnom svjetlu, sun€evu svjetlu ili UV svjetlu tijekom duzeg
vremena, kvaliteta svojstava svih medija moze se smanijiti. Neki mediji, poput
kromogenih medija, Endo agara i drugih posebice su osjetljivi na jako
osvjetljenje prije i tijekom inkubacije.

Svi BD gotovi ili djelomi&no dovrSeni mediji mogu se koristiti do datuma isteka valjanosti i
inkubirati preporuceni broj puta.

Na primjer, to obuhvaca inokulaciju mikobakterijskog medija na datum isteka
valjanosti, nakon ¢ega slijedi Cetiri do Sest tjedana inkubacije. Tijekom
inkubacije ne isusujte medij.

Datum isteka valjanosti (simbol pje$€anog sata) naveden je na zasebnim
spremnicima i na naljepnici proizvoda. Na svim proizvodima koristen je
format Godina-Mjesec-Dan. Na primjer, 2004-06-09 znadi 9. lipnja 2004.
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KORISNICKA KONTROLA KVALITETE

Korisnik treba provoditi postupke kontrole kvalitete navedene u Uputama za upotrebu. Ispitni
sojevi koji se ondje spominju €esto, no ne i uvijek, odgovaraju sojevima koji se koriste u
postupcima kontrole kvalitete, koje proizvodac koristi prije pustanja proizvoda na trziste, a koji
mogu sadrzavati dodatne sojeve za ispitivanje. Koriste se sojevi iz centra American Type
Culture Collection (= ATCC www.atcc.org), ali koriste se i sojevi iz europskih centara, npr. iz
centra Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (= DSM; www.dsmz.de) ili
National Collection of Type Cultures (= NCTC; www.hpacultures.org.uk).

Na Certifikatu analize odredenog pakiranja proizvoda navedena je jedinica
soja za ispitivanje i rezultati koji su koridteni za pustanje proizvoda na trziste.

Postupci ispitivanja mikrobioloske izvedbe mogu ovisiti o vrsti medija i metodi koja je
uslijedila.

Uvijek koristite svjeZe otopine sojeva za testiranje pripremljene pomocu
kultura koje su preko no¢i odlezale u odgovarajuéim teku¢im medijima (npr.
Tryptic ili Trypticase sojin bujon za aerobe i Schaedlerov bujon s heminom i
vitaminom K za anaerobe). Isto se tako mogu Koristiti i svjeZe otopine,
pripremljene pomocu kultura koje su preko noci odleZale na plo¢astim
medijima. Vrijeme inkubacije pretkultura mora se produziti ako soj za
testiranje sporo raste.

Za testiranje nutritivhog kapaciteta plo€astog medija prema standardu
CLSI M22 razrijedite inokulumsku otopinu kako biste dobili koli¢inu 1 do 2 x
10* CFU po plogici.* Ako na ovaj nagin ne dobijete izolirane kulture, trebate
koristiti deset puta blazi inokulum. Sukladno standardu DIN EN 12322,
svojstva koja pospjesuju rast ispituju se pomoc¢u 100 do 1000 CFU ili
dovoljnom koli¢&inom CFU-a kako bi se odgovarajucom tehnikom
razmazivanja plo&astih medija dobile izolirane kolonije.’ Ako su sojevi
inokulirani tehnikom kvantitativhog koristenja plo¢astih medija, najc¢esée je
potrebno 50 do 500 CFU po plocici kako bi se stvorila brojiva koli¢ina
kolonija. Sukladno smjernicama USP-a i EP-a, potrebno je koristiti 10 do 100
CFU po plogici (ili spremniku).5’

Za testiranje inhibicijskog kapaciteta selektivhog plo¢astog medija,
sukladno CLSI M22, za inokulaciju potrebno je koristiti 1 do 2 x 10° CFU po
plogici te otprilike jo$ najmanje 10* CFU-a sukladno standardu DIN EN
12322.*° Visoka inokulacija neZeljenih sojeva moze “preopteretiti, medij, $to
dovodi do “buknuca,.

Za usporedbu uvijek navedite referentni medij rasta, a to bi trebao biti
neselektivni medij koji omogucuje optimalan rast svih sojeva za testiranje. Za
aerobne sojeve agar Columbia s 5% ovc€je krvi, za izbirljivije sojeve (poput
soja Neisseria gonorrhoeae) ¢okoladni agar, a za anaerobne sojeve agar
Schaedler s vitaminom K i 5% ov¢je krvi, a za gljive prikladan je agar
Sabouraud s glukozom. Ako vrSite kvantitativno ispitivanje, rast “Zeljenih,
sojeva na mediju treba biti najmanje 70% rasta na referentnom mediju. Na
selektivnim medijima rast “neZeljenih, sojeva mora biti djelomi¢no ili sasvim
inhibiran. Stupanj inhibicije ovisi o0 mediju i sojevima, ali rast je obi¢no
smanjen faktorom 10° do 10 (ili veéim) u usporedbi s rastom na
neselektivnom referentnom mediju rasta.

Za ispitivanje izvedbe rasta medija u spremnicima ili bo€icama koriste se
usporedive metode. Manje tube ili spremnike potrebno je inokulirati pomocu
10° CFU, sukladno standardu CLSI M22-A2.* Za postupke EP, USP i DIN
EN 12322 potrebna je inokulacija koja je prethodno objasnjena za ploCaste
medije.>’” Spremnike ili bogice sa zapremninom veéom od 10 mL najprije je
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potrebno razdijeliti u koli€ine od 5 ili 10 mL, u sterilne bodice, te testirati na
isti nacin.

Inokulirane medije inkubirajte i ispitajte prema opisu za svaki proizvod.

pH potenciometrijski odredite na sobnoj temperaturi (25 °C) kako biste
provijerili pridrzava li se vrijednosti koje su propisane za proizvod. pH raspon
naveden u dokumentu Uputa za upotrebu odreden je nakon proizvodnje
medija. Tijekom roka valjanosti pH moZe lagano varirati i ovisiti o koristenom
sustavu elektroda.

Sterilnost proizvoda korisnik moze ispitati inkubiranjem nekoliko ploc€ica (ili
spremnika, primjerice bocica) pri temperaturi prikladnoj za inkubaciju (npr. 28
do 35 °C) tijekom 5 do 7 dana ili sukladno provedenim postupcima.®’

Na teku¢im medijima koji su prirodno zamuéeni nakon inkubacije potrebno je
uzgoijiti pretkulture na prikladnom ¢vrstom mediju (npr. Trypticase plocice s
agarom od soje) kako biste odredili njihovu sterilnost. Isto tako, sojevi Gram i
mikroskopija s medija mogu biti dragocjeni u slu€aju da se vrijednosti ne mogu
pouzdano odrediti.

POSTUPAK

U odjeljku Prilozeni materijal navedeni su mediji i vrsta spremnika. Vecina BD gotovih plogastih
medija isporuCuje se u BD Stacker posudicama od 90 mm koje su namijenjene smanjivanju
rizika od proklizavanja zaliha. Dio BD gotovih plo¢astih medija isporucuje se u razli€itim vrstama
posudica, poput podijeljenih posudica (=dvostrukih plo¢a), kontaktnih posudica, posudica od 150
mm ili kvadratnih posudica, ovisno o namjeni.

BD gotovi i djelomi¢no dovrseni mediji u bo€icama ili spremnicima dostupni su u razli€itim
veliCinama, zapremninama i s razliitim zatvaranjem, ovisno o upotrebi i namjeni.

U nastavku slijede informacije o mikrobioloSkom stanju proizvoda:

Ploc¢asti mediji, ¢vrsta hranilista (dipslides) i odredeni mediji u bo€icama i
spremnicima punjeni su tako da nema opasnosti od zaraze; oni su
“mikrobioloski kontrolirani,. Za te medije standard DIN EN 12322 dopusta
stopu zaraze od < 5%.° Medutim, interni kriteriji za pustanje na trziste stroZi su.
Mediji u bocicama sterilizirani u zavrSnom spremniku oznaceni su oznakom
“sterilno, i simbolom termometra (za “sterilizaciju autoklavom,,). Na te medije
odnose se kriteriji sterilnih proizvoda sukladno EP-u.°

U odjeljku Materijali koji nisu prilozeni navedena je posebna oprema potrebna za provodenje
ispitivanja. Uobi€ajeni materijali poput usica za inokulaciju, razmazivaca, pipeta, inkubatora i sl.
ovdje nisu navedeni jer se koriste u svim laboratorijima za mikrobiologiju.

U odjeljku Vrste uzoraka navedeni su uzorci koji se koriste s odredenim medijem. Ako je
potrebno, u odjeljku Prikupljanje i transport navedeni su posebni zahtjevi za prikupljanje i
transport.

Uzorke je potrebno pravilno prikupiti i transportirati, koriste¢i odgovarajuce
medije za transport kako bi se izbjeglo isuSivanje, prekomjerna izlozenost
kisiku ili prekomjerni rast drugih organizama. Isto tako, vrijeme koje je potrebno
od prikupljanja do obrade uzoraka u laboratoriju bitno je te mora biti §to je
moguce krace. Pojedinosti o metodama prikupljanja i prijenosa odredenih
patogena potraZite u odgovarajuéim referentnim materijalima.®
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U odjeljku Postupak testiranja navedene su opce i posebne informacije za inokulaciju
odredenog medija te je opisana upotreba dodatnih medija, u slu€aju da za njima postoji potreba.

Inokulacija medija

U mikrobioloskim laboratorijima preporucljivo je izvr§avati inokulaciju medija
uzorkom razmazivanjem radi izolacije i to razmazivanjem u tri koraka na
svaku plocicu, s time da uSicu prije svakog razmazivanja ponovno sterilizirate.
Ako koristite unaprijed sterilizirane uSice, za svako razmazivanje potrebno je
koristiti zasebnu u8icu. Ako se kultura nanosi na materijal izravno Stapi¢em,
Stapi¢ provaljajte po malom dijelu povrsine, na rubu, a zatim radi izolacije iz
tog inokuliranog dijela povrsine uSicama razmazite kulturu u dva navrata.

Ova tehnika omogucuije izolaciju pojedina&ne kolonije iz vise kultura. Ciste
kulture, koje se dobivaju iz pojedinacnih kolonija, obavezne su za identifikaciju i
testiranje podloznosti izolata.

Ovdje se takoder spominju temperatura i vrijeme inkubacije.

U laboratorijima je preporucljivo redovito provjeravati temperaturu inkubatora.
Temperature koje su ispod ili iznad preporu¢enog raspona mogu dovesti do
gubitka vijabiliteta organizama u kulturama, smanjenog rasta ili nemogucnosti
reproduciranja.

Za vrijeme inkubacije gotovih plo¢astih medija omogucite odgovarajucu
vlaznost, posebice ako se inkubiraju duze vrijeme. U tom slu€aju, inkubatori s
cirkulacijom zraka ne smiju se Koristiti jer se mediji mogu znacajno isusiti,
posebice ako je vlaZznost zraka u laboratoriju niska. Kulture mikroorganizama
na plo¢astim medijima koje su prilagodene vecini okruzenja, kao $to je
Legionella, moraju biti inkubirane u ovlazivanim spremnicima ili staklenkama.
Plocice trebaju biti pri€vrséene ljepljivom trakom kako bi se smanijilo
isparavanje. Medutim, minimalna izmjena plinova ipak mora biti moguca.

Ovo vrijedi i za medije u tubama: tijekom inkubacije poklopci s navojem nikada
ne smiju biti do kraja zavinuti.

U odjeljku Rezultati nalaze se informacije o pojavi organizama na odredenom mediju. Za
izolaciju opée namjene i medije za rast nije moguce navesti odredene informacije za sve
organizme koji mogu rasti na mediju. Za to potrebno je pogledati odgovarajuce referentne
materijale.’

Odredene informacije nalaze se u odjeljku Izra€un i tumacenje rezultata. Ovaj je odjeljak
naveden ako dijagnoza ovisi o koli€ini patogena u uzorku. Primjerice, to vrijedi za medije poput
agara CLED, koji sluzi za odredivanje koli€ine bakterija u urinu.

KARAKTERISTIKE SVOJSTAVA | OGRANICENJA POSTUPKA

U ovom se odjeljku razmatraju svojstva medija i, ako je primjenjivo, vrste organizama koji mogu
biti izolirani na mediju te dokazni izvori. Ovdje mogu biti navedeni rezultati procjene svojstava
novih ili nedavno uvedenih medija.

Potrebno je naglasiti da je jedan medij tek rijetko prikladan za otkrivanje svih
organizama od moguée vaznosti u primjerku ili uzorku. Isto tako, postoje sojevi
u populaciji mikroorganizama koji ne rastu pravilno na odredenom mediju ¢ak i
ako je medij prikladan za otkrivanje vecine ostalih sojeva te vrste. Stoga se za
vecéinu primjeraka i uzoraka istodobno inokuliraju dva ili tri razli¢ita medija,
neselektivni medij kombinira se s jednim ili dvama selektivnim medijima ili se
koriste dva selektivha medija s razli¢itim stupnjem selektivnosti.

Ovdje se spominju i odredena poznata ograni€enja u primjeni medija.
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Za vecinu medija potrebna su dodatna ispitivanja za dobivanje konacne identifikacije izoliranih
organizama.

REFERENCE
Ovdje je navedena literatura citirana u dokumentu.

PAKIRANJE/DOSTUPNOST
Ovdje se spominju dostupni kataloski brojevi, veli€ine pakiranja i, ako je primjenjivo, razliciti
formati.

DODATNE INFORMACIJE
Ovdje se nalaze dodatne informacije, uklju€ujuéi i adresu proizvodaca (simbol za “tvornicu,).
Navedeni su i zastitni znakovi spomenuti u odredenim dokumentima.

REFERENCE CITIRANE U DOKUMENTU OPCIH UPUTA ZA UPOTREBU

1. Directive 98/79/EC of the European Parliament and of the Council of 27 October 1998 on in
vitro diagnostic medical devices. Official Journal L 331, 07.12.1998, p. 0001 - 0037

2. Council of Europe. European Pharmacopoeia. European Pharmacopoeia Secretariat.
Strasbourg/France. Search for latest version at www.pheur.org

3. U.S. Pharmacopeial Convention. The U.S. Pharmacopeia /The national formulary. U.S.
Pharmacopeial Convention, Inc., Rockville, Md. Search for latest version at www.uspnf.com

4. Thomson, R.B. 2007. Specimen collection, transport, and processing: bacteriology. In:
Murray, P. R., E. J. Baron, J.H. Jorgensen, M.L. Landry, and M. A. Pfaller (ed.). Manual of
clinical microbiology, 9th ed. American Society for Microbiology, ASM Press, Washington,
D.C.

5. Murray, P. R., E. J. Baron, J.H. Jorgensen, M.L. Landry, and M. A. Pfaller (ed.). 2007.
Manual of clinical microbiology, 9th ed. American Society for Microbiology, ASM Press,
Washington, D.C.

CHROMagar is a trademark of Dr. A. Rambach.
ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection.

BD, BD Logo and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company.
© 2009 BD
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