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BD Middlebrook 7H10 Agar

BRUKSOMRADE
BD Middlebrook 7H10 Agar brukes til isolering og dyrking av mykobakterier.

PRINSIPPER FOR OG FORKLARING AV PROSEDYREN

Mikrobiologisk metode.

| lzpet av dette &rhundret er det mange dyrkingsmedier som er utviklet for dyrking av
mykobakterier. De tidligste var eggbaserte og omfattet Léwenstein-Jensen-mediet og
Petragnani-mediet. Dubos og Middlebrook medvirket til utviklingen av en rekke formuleringer
som inneholdt oleinsyre og albumin som ngkkelingredienser for a hjelpe til med vekst av
tuberkelbasillen og beskytte organismene mot flere toksiske midler.! Falgelig forbedret Dubos
og Middlebrook formuleringen av oleinsyre-albumin-agar og oppnadde hurtigere og frodigere
vekst av Mycobacterium-artene p& mediet deres om ble kalt 7H10.>* Det er rapportert at det
tyder pa at 7H10-mediet dyrker faerre kontaminanter enn det eggbaserte mediet som var i
vanlig bruk til dyrking av mykobakterier.*

| BD Middlebrook 7H10 Agar gir en rekke uorganiske salter stoffer som er essensielle i
dyrkingen av mykobakterier. Natriumsitratet, nar det omdannes til sitronsyre, fungerer til &
beholde visse uorganiske kationer i opplgsningen. Glyserol er en rikholdig kilde av karbon og
energi. Oleinsyre samt andre langkjedete fettsyrer kan utnyttes av tuberkelbasillen og spiller en
viktig rolle i metaboliseringen av mykobakterier. Katalase gdelegger toksiske peroksider som
kan finnes i mediet. Den primeere effekten av albumin er & beskytte tuberkelbasillen mot
toksiske midler og forsterker derfor pavisningen ved primeerisolering. Delvis hemming av
kontaminerende bakterier oppnas ved tilfgring av malakitt grennfarge.

REAGENSER
BD Middlebrook 7H10 Agar
Sammensetning* per liter renset vann

Magnesiumsulfat 0,025 ¢ Bovint Albumin V 504¢g
Jernammoniumsitrat 0.04 Katalase 0.004
Natriumsitrat 0.4 Pyridoksin 0.001
Ammoniumsulfat 0.5 Sinksulfat 0.001
Natriumglutamat 0.5 Koppersulfat 0.001
Dinatriumfosfat 1.5 Biotin 0.0005
Monokaliumfosfat 1.5 Kalsiumklorid 0.0005
Agar 17.0 Malakittgrann 0.00025
Natriumklorid 0.85 Glyserol 5.0
Glukose 2.0 Oleinsyre 0,05 ml
pH 6,6 +/- 0,2

*Justert og/eller supplert etter behov for & oppfylle visse funksjonskriterier.

FORSIKTIGHETSREGLER
[vD] Kkun til profesjonelt bruk. @

Skalene ma ikke anvendes dersom de viser tegn p& mikrobiell kontaminering, misfarging,
uttgrking, sprekkdannelse eller har andre tegn til forringelse.

Se dokumentet GENERELL BRUKSANVISNING for informasjon om aseptiske
handteringsprosedyrer, biologiske farer og avhending av brukte produkter.
Laboratorieprosedyrer om omfatter mykobakterier krever spesialutstyr og teknikker for &
minimere biologiske farer.>’ Biosikkerhetsniva 3 kreves for handtering av praver og kulturer.
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OPPBEVARING OG HOLDBARHET

Agarskalene oppbevares etter mottak i originalinnpakningen pé et mgrkt sted med temperatur
fra 2 til 8 °C, inntil de skal brukes. Unnga frost og overoppheting. Agarskalene kan inokuleres
frem til utlepsdatoen (se etiketten pa pakken) og inkuberes i de anbefalte inkubasjonsperiodene.
Agarskaler fra dpnede stabler pa 10 skaler kan brukes i én uke nar de oppbevares pa et rent
sted med temperatur pa 2 til 8 °C.

KVALITETSKONTROLL FOR BRUKERE

Inokuler representative pragver med falgende stammer (se dokumentet GENERELL
BRUKSANVISNING for detaljer). Inkuber ved 35 + 2 °C aerobt eller i en aerob atmosfaere med
tilfgrt karbondioksid.

Stamme Inkubering Resultat

Mykobakteriumtuberkulose H37Ra 2 til 3 uker God til fremragende vekst

ATCC 25177

Mycobacterium fortuitum DSM 46621 2 til 3 uker God til fremragende vekst

Mycobacterium smegmatis DSM 43061 2 til 5 dager God til fremragende vekst

Mycobacterium terrae ATCC 15755 2 til 3 uker Ganske god til fremragende
vekst

Staphylococcus aureus ATCC 25923 2 til 5 dager Hemmet

Escherichia coli ATCC 25922 2 til 5 dager Hemmet

Ikke-inokulert Ravgul, litt grgnnaktig farge

PROSEDYRE

Materialer som fglger med
BD Middlebrook 7H10 Agar (90 mm Stacker-skaler). Mikrobiologisk kontrollert.

Materialer som ikke fglger med
Supplerende vekstmedier, reagenser og laboratorieutstyr etter behov.

Prgvetyper

Dette mediet skal brukes til isolering og dyrking av mykobakterier fra kliniske praver og kan ogsa
brukes til dyrking av mykobakterier i spesielle tester (for eksempel i testing av desinfeksjonsmidler
mot mykobakterier).

For detaljer om passende praver, se i referansene.®*°

Testprosedyre

Testprosedyrene er de anbefalte fra Centers for Disease Control and Prevention (CDC) for
primeer isolering fra praver som inneholder mykobakterier. N-acetyl-L-cysteine-natriumhydroksid
(NALC-NaOH)-opplgsning anbefales som et skansomt, men effektivt preparerings- og
dekontaminiseringsmiddel. For detaljerte instruksjoner om fremgangsmater ved
dekontaminasjons og dyrking, se i referansene.**°

Etter inokulering skal skalene beskyttes mot lys og plasseres med mediumsiden ned i et
BD GasPak-glass som drives av GasPak karbondioksidgeneratorkonvolutt til engangsbruk
eller et annet egnet system som gir en aerob atmosfeere beriket med karbondioksid.
Inkuber ved 35 + 2 °C. Unngé uttarking av mediet under inkubering.

Merk! Kulturer fra lesjoner i hud og blatvev som mistenkes & inneholde M. marinum, M. ulcerans,
M. haemophilum, M. chelonae, eller andre arter med lavere optimale veksttemperaturer ma
inkuberes ved 25 til 33 °C. Inkuber en duplikatkultur ved 35 til 37 °C.>°

Resultater

Skalene kan avleses innen 5 til 7 dager etter inokulering og deretter en gang i uken i opp til 8
uker. Se referansene®*° for detaljer om koloni-morfologi og pigmentering og inkubering.

For avlesing av skaler, vend skalene pa platen pa et disseksjonsmikroskop. Avles ved 10-60x
forstarrelse med transmittert lys. Ta et raskt overblikk ved 10-20x for & se om det finnes
kolonier. Starre forstarrelse (30-60x) gjgr det lettere & observere kolonimorfologi, for eksempel
slangelignende og strengeformete kolonier.
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Registrer falgende observasjoner:*®

1. Antall dager som var ngdvendige for at koloniene skulle bli makroskopisk synlige.
2. Antall kolonier:

Ingen kolonier = negativ

Mindre enn 50 kolonier = registrer faktisk antall

50-100 kolonier = 1+

100-200 kolonier = 2+

Nesten konfluerende (200-500) = 3+

Konfluerende (mer enn 500) = 4+
3. Pigmentproduksjon

Hvit, kremfarget eller brungul = ikke-kromogen (NC)

Sitronfarget, gul, oransje, rad = kromogen (Ch)
Fargede utstryk vil vise syrefaste basiller som rapporteres bare som "syrefaste baciller” med
mindre definitive tester utfgres. Se i de aktuelle referanser etter informasjon om videre
differensialtester og om prosedyrer for fullstendig identifikasjon av de isolerte organismene.**°

FUNKSJONSDATA OG PROSEDYREBEGRENSNINGER

BD Middlebrook 7H10 Agar er et av standardmediene for isolering og dyrking av
mykobakterier fra kliniske prgver.*®"*

Siden dette mediet bare er delvis selektivt kan andre bakterier enn mykobakterier vokse hvis
pravene ikke er ordentlig forh&ndsbehandlet mot dekontaminering.®"°

Negative kulturer utelukker ikke aktiv mykobakteriell infeksjon. Av hensyn til god praksis bar flere
forskjellige mediumsformler (faste og flytende) inokuleres.®*°
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FORPAKNING/TILGJENGELIGHET
BD Middlebrook 7H10 Agar

Kat.nr. 254520 Ferdiglagde agarskaler, 20 stk.
Kat.nr. 254521 Ferdiglagde agarskaler, 120 stk.

FLERE OPPLYSNINGER
Ta kontakt med din lokale BD-representant for mer informasjon.

sl

Becton Dickinson GmbH

Tullastrasse 8 — 12

D-69126 Heidelberg/Germany

Phone: +49-62 21-30 50 Fax: +49-62 21-30 52 16
Reception_Germany@europe.bd.com

http://www.bd.com
http://www.bd.com/europe/regulatory/

ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection
BD, BD Logo and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company. © 2012 BD

PA-254520.07 -4 -



