CHOCOLATE AGAR

INSTRUKCJA UZYWANIA GOTOWEGO PODLOZA NA PLYTCE

1. Przeznaczenie

Chocolate Agar jest podlozem nieselektywnym uzywanym do jakosciowego wykrywania i izolacji drobnoustrojow
patogennych o wysokich wymaganiach odzywczych, w szczegblnosci bakterii z rodzajow Neisseria i Haemophilus w probkach
materialéw klinicznych pochodzacych od cztowieka lub innych prébkach.

Funkcja podloza Chocolate Agar jest wspomaganie diagnozy u pacjentow z objawami wskazujacymi na potencjalne
zakazenia wywolane przez Neisseria gonorvhoeae, Neisseria meningnitidis, Hemophilus spp. lub inne bakterie wymagajace.

Sposréd okoto 20 gatunkoéw rodzaju Nedsseria, dwa sa chorobotworeze dla czlowieka. Sa to Neisseria gonorrboeae oraz Neisseria
meningitidis. Neisseria gonorrboeae jest czynnikiem etiologicznym rzezaczki — choroby przenoszonej droga plciowa. Rzezaczka
jest chorobg ostra lub przewlekls i najezesciej dotyczy cewki moczowej u mezezyzn, oraz cewki moczowej i kanalu szyjki
macicy u kobiet. Moze takze wywolywac zakazenia w obrebie odbytu i gardla, ktore zdarzaja si¢ coraz czesciej i maja
zwigzek z roznymi praktykami seksualnymi. Gléwnym rezerwuarem Nedsseria gonorrhoeae sa bezobjawowi nosiciele.

Neisseria meningitidis, to ziarniak wywolujacy inwazyjna chorobe meningokokows, w przebiegu ktorej wstepuje  sepsa,
zapalenie opon moézgowo-rdzeniowych 1 zapalenie pluc. Neisseria meningitidis  jest wymagajaca, tlenows Gram-ujemng
dwoinka. Obok Haemophilus influenzae oraz Streptococcus prenmoniae jest najczestszym czynnikiem bakteryjnego zapalenia opon
moézgowo-rdzeniowych. Zrodlem zakazenia sa chorzy lub bezobjawowi nosiciele, poniewaz drobnoustroje te mogz
kolonizowac¢ btony §luzowe gornych drég oddechowych czlowieka.

Pateczki z gatunku Haemopbilus influenzae, szczegdlnie wytwarzajace otoczki odpowiedzialne sq za cigzkie zakazenia inwazyjne
(zapalenie opon mozgowo-rdzeniowych, zapalenie naglosni, cigzkie zapalenia pluc przebiegajace z bakteriemis, zapalenie
kosci i stawow, zapalenic tkanki tacznej). Szczepy bezotoczkowe powoduja infekeje nicinwazyjne takic jak: przewlekle
zapalenie oskrzeli, zapalenie pluc, ostre zapalenie ucha srodkowego, zapalenie zatok i spojowek, a takze zaostrzenia POChP.
Paciorkowce w tym Streptococcus pnenmoniae to najczestsze czynniki zapalenia drog oddechowych oraz zapalenia opon
mézgowo-rdzeniowych oraz posocznicy.

Nr kat.: Rodzaj podtoza: Opakowanie:

1080PD90 podloze stale na plytce, gotowe do uzycia 1x10 szt (90 mm)

2. Zasada dziatania

Enzymatyczny hydrolizat tkanek zwierzgcych oraz hydrolizat kazeinowy dostarczaja substancji odzywczych niezbednych do
wzrostu bakterii. Bufor fosforanowy zapobiega zmianom pH, ktére nastgpuja w procesie produkcji amin. Skrobia
kukurydziana absorbuje kwasy tluszczowe obecne w podlozu oraz substancje toksyczne powstajace w procesach
metabolicznych rosngcych bakterii i jednoczesnie stymuluje wzrost bakterii. Hemoglobina stanowi zrédlo heminy (czynnik
X), ktora jest niezbedna do wzrostu Haemapbilus spp. Dodatek wzrostowy w postaci Biovitex’u dostarcza czynnika V
(nicotinamide adenine dinucleotide, NAD) potrzebnego do wzrostu Haemophilus spp., a takze witamin, aminokwasow,
koenzymow, glukozy, jondw zelaza i innych czynnikéw niezbednych do wzrostu patogennych gatunkdw Nedsseria spp. otaz
innych bakterii wymagajacych.

3. Skfad podioza

w g/1 wody destylowanej: Suplementy/ w g/l wody destylowanej:

Enzymatyczny hydrolizat kazeinowy 7,5 g | Dodatek wzrostowy (Biovitex) 2,0 ml
Enzymatyczny hydrolizat tkanck zwierzecych 7,5 g | 2% r-r hemoglobiny 100,0 ml
Skrobia kukurydziana 10¢g

Agar 10,0 g

Chlorek sodu 50g

Wodorofosforan dipotasu 40¢g

Wodorofosforan potasu 1,0¢g

pH 7,2 £ 0,2 w temperaturze 25°C,

Wyglad podfoza - Podloze jednorodne, brazowe




4. Przygotowanie pozywki

Pozywka jest gotowa do uzycia. Bezposrednio przed uzyciem pozywke nalezy doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;.
5. Wyposazenie wymagane, nie dostarczone

Sprzet mikrobiologiczny ogolnolaboratoryjny niezbedny do wykonania badad, w tym cieplarka laboratoryjna lub cieplarka z
mozliwoscig kontroli atmosfery.

6. Srodki ostroznoéci

e  Produkt przeznaczony wylacznie do uzytku profesjonalnego.

e Produkt niezautomatyzowany.

e Podloze zawiera skladniki pochodzenia zwierze¢cego, co moze wigzaé si¢ z obecnoscig biologicznych czynnikéw
chorobotworczych, dlatego z podlozem nalezy postgpowaé zgodnie z zasadami pracy z matetrialem biologicznym
potencjalnie zakaznym.

e Nie nalezy uzywaé plytek, jezeli na podlozu sg widoczne oznaki skazenia mikrobiologicznego, odbarwienia,
wyschnigcia, peknigcia lub inne oznaki pogorszenia jakosci.

e Nie uzywac plytek uszkodzonych.

®  Nie uzywac plytek po terminie waznosci.

® Nie dopuszcza si¢ ponownej inkubacji wezesniej posianych plytek.

e W celu zapewnienia poprawnych wynikéw badad, nalezy postgpowaé zgodnie z niniejsza instrukcja.

e W przypadku , gdy postegpowanic z pozywka podczas wykonywania badan bedzie odbicgalo od opisanego w
niniejszej instrukeii, laboratorium jest zobowiazane do przeprowadzenia walidacji przyjetego postgpowania.

7. Przechowywanie

Plytki z podlozem nalezy przechowywaé w temperaturze 2—-12°C do uplywu terminu waznosci. Podloza przechowywac
w oryginalnym opakowaniu w pozycji odwroconej, z dala od bezposredniego zrodla $wiatla. Aby unikna¢ zamrozenia
agaru, nic nalezy przechowywaé plytek blisko scian lodéwki. Aby uniknaé pojawienia si¢ wigkszej ilosci wody na wieczku
plytki nie nalezy otwierac zbyt czesto lodowki i nie przechowywaé podlozy w przepelnionej lodowce.

8. Termin waznosci
Podloze przechowywane w temperaturze 2—12°C zachowuje swoje wlasciwosci do 3 miesigey od daty produkcii.
9. Materiat do badan

Probki materiatow klinicznych pochodzace od cztowicka lub inne probki. Probki do badan pobraé zgodnie z aktualnymi
wytycznymi dotyczacymi danego rodzaju materialu. Probki pochodzace z zabiegow inwazyjnych (np. plyn mézgowo-
rdeniowy), nalezy pobiera¢ zgodnie z procedurami obowigzujacymi w danym szpitalu. Wymazy w kierunku N. gonorrhoeae
nalezy pobiera¢ na wymazowki dakronowe lub ze sztucznego jedwabiu, ktoére moga by¢ przechowywane w temperaturze 2-
6°C maksymalnie przez 3 godziny., Materialy pochodzace z drog oddechowych, takie jak popluczyny pecherzykowo-
oskrzelowe, plwocina, aspiraty powinny by¢ przechowywane w temperaturze pokojowej. Wymazy pobrane na podloza
transportowe nalezy przechowywac w temperaturze pokojowej lub zgodnie z zaleceniami producenta podloza. Prébki plynu
mozgowo-rdzeniowego lub krwi pobierane w kierunku meningokokow nalezy zabezpieczy¢ przed ochlodzeniem podczas
transportu do laboratotium. Probki do badad do czasu dostarczenia do laboratotium przechowywaé zgodnie z zasadami
przechowywania probek okreslonymi przez laboratorium dla danego rodzaju materialu i sposobu pobrania. Materialy w
kierunku izolacji gatunkdw Nedsseria powinny by¢ posiane niezwlocznie po pobraniu.

10. Sposéb wykonania

1. Przed uzyciem podloze nalezy doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;.

2. Posia¢ probke rozprowadzajac ja na powierzchni agaru.

3. Jezeli probka zostala pobrana na wymazowke - koficowke wymazowki delikatnie obracaé na niewielkim obszarze agaru
tuz przy brzegach plytki, a nastepnie wykona¢ posiew redukcyjny przy uzyciu jalowej ezy.

4. Posiang plytke jak najszybciej umiesci¢ w cieplarce w atmosferze tlenowej wzbogaconej 5-10% COz i inkubowaé

w temperaturze 35 £ 2°C
5. Wynik wzrostu odczytaé po 18-24 godzinach inkubacji. W przypadku braku wzrostu inkubacje mozna przediuzy¢ do ok.
48 godzin.




11. Odczyt i interpretacja wynikow wzrostu

Po zakonczeniu inkubacji obserwowacé:

e obecnosé¢ wzrostu kolonii bakteryjnych,

e morfologi¢ kolonii.

Typowa morfologia kolonii bakterii wyhodowanych na podlozu Chocolate Agar:

Mikroorganizm

Typowa morfologia kolonii

Haemophilus influenzae

Kolonie mate (1 mm), wilpotne, transparentne, perfowe, o charakterystycznym ,,mysim”zapachu

Neisseria gonorrhoeae

Kolonie male (0,5-2mm), lekko wypukle, drobnoziarniste, szarawo-biale do bezbarwnych,
blyszczace

Neisseria meningitidis

Kolonie srednie do duzych, nicbiesko-szare, wypukle, blyszezace, §luzowate

Streptococcus pnenmoniae

Kolonie male, plaskie, zielonkawe z z6lto-zielong strefa woko!l kolonii

-""-_-\

Morfologia kolonii i sposob wzrostu bakterii Haemephilus influenzae
na podlozu Chocolate Agar

W celu ostatecznej identyfikacji wyhodowanych drobnoustrojow, nalezy przeprowadzi¢ dodatkowe badania i / lub testy
potwierdzajace przy uzyciu innych metod wykorzystywanych w laboratorium.

12. Kontrola jakosci

Wihasciwosci odzyweze podloza nalezy kontrolowac z uzyciem szczepow odniesienia dajacych oczekiwane reakcje dodatnie.
Badanic nalezy wvkonywac¢ uzywajac czystych, swiezych hodowli szczepow odniesienia dajacych pozadane reakcje.
Do przeprowadzenia kontroli jakosci podloza, nalezy uzy¢ nastepujacych szezepow odniesienia:

Szczep odniesienia: Intensywnoéé wzrostu: Morfologia kolonii:
male (1 mm), wilgotne, transparentne,
Haemapbilus influenzae ATCC 49766 dobry wzrost pettowe, o charakterystycznym
,,mysim” zapachu

. : i 3 male, plaskie, zielonkawe z zdlto-

Streptococeus prensmoniae ATCC 49619 dobry wzrost > P . ..
’ zielong strefa wokol kolonii
. : e srednie do duzych, niebiesko-szare
Neisseria meningitidis ATCC 13090 dobry wzrost L 4
) ’ sluzowate




mate (0,5-Zmm), lekko wypukle,

Neisseria gonorrhoeae ATCC 43069 dobry wzrost drobnoziarniste, szarawo-biate do

bezbarwnych, blyszczace

Dopuszcza si¢ stosowanie innych szczepow odniesienia zapewniajacych spojno$é pomiarowa, zgodnie z procedurami
i instrukcjami kontroli jakosci obowigzujacymi w laboratorium. Procedury kontroli jakosci powinny spetnia¢ wymagania
obowiazujacych przepiséw oraz wytycznych/rekomendacii.

13. Ograniczenia metody

e 7 powodu zmiennosci wymagan odzywczych, nicktore szczepy moga rosnac¢ slabo, albo nie rosna¢ wcale
na podiozu Chocolate Agar.

e Nie wszystkie szczepy Neisseria gonorrhoeae wymagaja do wzrostu atmosfery o zwigkszonej zawartosci COg, ale ich
wzrost jest stymulowany przez CO;

* Morfologia kolonii Neisseria gonorrboeae wyhodowanych na pozywce Chocolate Agar moze roznic¢ si¢ w zaleznosci od
fazy wzrostu

e Posiew probki podejrzewane] o obecnosé Neisseria gonorrhoeae w miejscu opieki nad pacjentem natychmiast po
pobraniu, zwigksza mozliwos¢ wykrycia N. gonorrhoeae w badanej prébee.

o W zaleznos$ci od typu badanej prébki oraz poszukiwanego patogenu zaleca si¢ posianie probki na dodatkowe,
podloze selektywne przeznaczone do izolacji danego patogenu.

e W przypadku materialow podejrzanych o obecnosé bakterii Neisseria gonorrboeae nie nalezy pobiera¢ probek przy
uzyciu wymazowek bawelnianych, ktore zawieraja kwasy tluszezowe dzialajace hamujaco na Nedsseria gonorrhoeae

14. Charakterystyka metody

Chocolate Agar jest jednym z podstawowych wzrostowych podlozy mikrobiologicznych wykorzystywanych do hodowli
Neisseria 1 Haemophilus oraz innych bakterii o wysokich wymaganiach odzywezych np., Streptococcns. Jest to podloze skladajace
si¢ z pozywki GC Agar Base (Gonococcus Agar Base) z dodatkiem hemoglobiny i czynnika wzrostowego Biovitex. W
porownaniu do innych pozywek, GC Agar Base zawiera mniejsze stezenie agaru, bowiem juz w 1945 roku wykazano
(Johnston), ze sprzyja to wzrostowi Neisseria gonorrboeae a takze skraca czas inkubacji niezbedny dla stwierdzenia obecnosci
kolonii gonokokdéw do 24 godzin. Carpenter i wspolpracownicy wykazali nastgpnie, ze dodanie do GC Agar hemoglobiny i
ckstraktu drozdzowego dodatkowo wspiera wzrost gonokokow. W nastgpnych latach (Thayer, Martin, 1967) ckstrakt
drozdzowy zostal zastgpiony specjalnym dodatkiem bedacym chemicznie zdefiniowana mieszaning skladnikow odzywezych
wspierajacych, nie tylko wzrost gonokokow, ale takze innych bakterii wymagajacych, w tym z rodzaju Haemopbilus.
Chocolate Agar jest podlozem, ktore moze byé modyfikowane poprzez dodatek srodkéw przeciwdrobnoustrojowych, co
zmienia t¢ pozywke w podloze selektywne stuzace do hodowli np. Haemophilus (Chocolate Agar z bacytracyna) lub
umozliwia wybiércza hodowle bakterii w probkach zawierajacych mieszana florg bakteryjna (np. dodatek kolistyny,
ankomycyny). Dodatek pirydoksalu wspomaga wzrost streptokokdw.
Pozywka GC Agar Base jest pozywka wyjsciowa dla innych podlozy takich jak np. Thayer-Martin (TM), Thayer-Martin
Modified (MTM), Transgrow i innych.
Chocolate Agar ma czgsto zastosowanie przy izolacji Neisseria gonorrboeae, ale w takich przypadkach najlepicj jest stosowac je
z innymi podlozami w celu zwigkszenia czulosci badania. Bonin P. i wsp. poréwnali trzy podloza do izolacji Neisseria
gonorhoeae: Chocolate Agar (CA), zmodyfikowane podloze Thayer-Martin z dodatkiem nystatyny, wankomycyny, kolistyny i
trimetoprimu (MTM-NVCT) oraz podloze MTM bez dodatku wankomycyny (MTM-VESM). Sposréd 326 zakazen
gonokokowych kanalu szyjki macicy, 92% zostalo wykrytych przy uzyciu podloza CA w porownaniu z 98,2% przy uzyciu
podloza MTM. Podobnie z 306 zakazen gonokokowych kanalu szyjki macicy, 95,8% zakazen wykryto przy wykorzystaniu
podloza MTM-VESM w poréwnaniu do 984% przy uzyciu podloza MTM-NVCT. W przypadku 1632 przypadkow
zakazeni cewki moczowej u mezezyzn wszystkie trzy podloza byly réwnorzedne i wykrywaly powyzej 98% przypadkow
infekcij.

15. Postgpowanie ze zuzytymi podfozami

Podloza po badaniach oraz niezuzyte podloza nalezy utylizowaé zgodnie z aktualnie obowiazujacymi przepisami
dotyczacymi  postgpowania z odpadami medyeznymi oraz procedurami laboratorium odnosnie utylizacji materiatow
zakaznych i potencjalnie zakaZnych.

16. Zgtaszanie zdarzefi niepozadanych

Zgodnie z obowiazujacymi przepisami, zdarzenia niepozadane i incydenty, ktore mozna bezposrednio powigzac z

opisywanym  podlozem, nalezy zglasza¢ producentowi oraz Prezesowi Urzedu Rejestracji Produktéw Leczniczych,
Wyrobow Medycznych i Produktéw Biobojczych na adres:




Historia zmian dokumentu
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Wytob do diagnostyki in vitro

Oznacza wyrob medyczny przeznaczony do diagnostyki in

. 5.5.1
vitro
Oznacza wyrob medyczny przeznaczony do jednokrotnego
® Nie uzywac powtornie uzytku lub do uzytku podczas leczenia jednego pacjenta s40
w ramach jednej procedury medyczne;j. o
Wystarczy na wykonanie <n> P .
’ ’ . Oznacza nadang przez producenta wartosc na ile testow _
testow . 5.5.5
wystarczy wyrob.
.. L. Oznacza datg, po ktorej wyréb medyczny nie powinien by¢ -
Data przydatnosci do uzycia . ’ ’ ’ ’ 5.1.4
- ‘ uzZywany.
. Wskazuje maksymalna i minimalng wartos¢ temperatury, w
Przestrzegaé zakresu .. . ’ . . . o
‘ ktérej nalezy przechowywad, transportowac lub uzytkowac -
temperatury L : ’ 5.3.7
’ przedmiot.
Oznaczenie CE na produkcie stanowi deklaracje
. . . roducenta potwierdzajaca zgodnosé produktu
Symbol bezpieczefistwa P 1ta po! Jaca 78 P .
” Iy oy | 2 zasadniczymi wymogami odpowiednich przepiséw Unii
(Zgodnosc z wymogami UE) L ’ . . . nd.
‘ / ’ Europejskiej dotyczacych zdrowia, bezpieczefistwa
i ochrony srodowiska.
ﬁ Sprawdz w instrukcji uzycia Oznacza konieczno$¢ zapoznania si¢ z instrukeja 543
uzytkowania T
Sterylizowany aseptycznymi . . . .
STERILE . L pryezny Wskazuje wyrob medyczny, ktory zostal wytworzony za )
technikami przetwarzania o C : ’ ’ 5.2.2
pomocy zaakceptowanych technik aseptycznych.
. , Oznacza wyrob medyezny, ktory nie powinien byé
Nie uzywac w przypadku . . AT ’ / .
’ ’ . uzywany, jesli opakowanie zostalo uszkodzone lub otwarte. 52.8
uszkodzonego opakowania - ’
I C . Oznacza wyrob medyczny zawierajacy material biologiczny
Zawiera material biologiczny . ey e ’ . : -
= ’ tj. tkanki, komorki lub ich pochodne pochodzenia 5.4.8

pochodzenia zwierzgcego

ZWIierzgcego.




