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MASSNAHMEN ZUR QUALITATSKONTROLLE

EINFUHRUNG
Schokoladen-lI-Agar ist ein angereichertes Medium zur Kultivierung der Neisseria- und Haemophilus-
Spezies.

LEISTUNGSTESTVERFAHREN

1. Reprasentative Proben mit den nachstehend aufgeftihrten Kulturen inokulieren.

a. Mit einer far 0,01 mL kalibrierten Impfése die Oberflache des Schragagars mit einer
1:10-Verdlinnung von 18 bis 24 h alten Kulturen auf Trypticase-Soja-Bouillon inokulieren.

b. Die Rohrchen mit locker aufgesetzten Kappen in einer aeroben Atmosphére unter Zusatz von
Kohlendioxid bei 35 + 2 °C inkubieren.

Rohrchen nach 18 — 24 und nach 48 h auf Wachstum Uberprufen.

3. Zu erwartende Ergebnisse

Kontrollorganismen (ATCC-Stamme)

N

*Neisseria gonorrhoeae (43069) .........ccccovcereereenereenne Wachstum
*Haemophilus influenzae (10211) ....coooeeieenciicenieee Wachstum
Neisseria meningitidis (13090) ........cccccerreerieeencerieeenn. Wachstum
Streptococcus pneumoniae (6305)......ccccceeveerceeeieeannnn. Wachstum

*Empfohlener Stamm des Mikroorganismus zur Qualitatssicherung durch den Anwender.

HINWEIS: Muss vom Anwender gemaB CLSI M22-A3 tGberwacht werden.

ZUSATZLICHE QUALITATSKONTROLLE
ROhrchen wie unter ,Haltbarkeit des Produkts” beschrieben begutachten.

2. Rohrchen stichprobenweise visuell auf Beschadigungen und UnregelmaBigkeiten tberprifen, um
sicherzustellen, dass diese die spatere Nutzung nicht beeintrachtigen kénnen.

3. Nicht inokulierte Réhrchen stichprobenweise bei 20 — 25 °C und bei 30 — 35 °C inkubieren und nach 7
Tagen auf Kontamination durch Mikroorganismen Gberprufen.

PRODUKTINFORMATIONEN

VERWENDUNGSZWECK

Der Schokoladen-II-Schragagar ist ein verbessertes Medium fur qualitative Verfahren zur Kultivierung
hochselektiver Mikroorganismen, besonders Neisseria und Haemophilus-Spezies, von einer Vielzahl
klinischer Proben.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Carpenter and Morton beschrieben ein verbessertes Medium zur Isolierung von Gonokokken in

24 h." Die Effizienz dieses Mediums (GC-Agar, ergénzt durch Himoglobin und Hefekonzentrat) wurde
anhand einer Untersuchung von zwélf, zur Isolierung von Gonokokken verwendeten Medien
demonstriert.? BBL verbesserte das Medium durch Austausch des Hefekonzentrats gegen die IsoVitaleX-
Anreicherung — einen chemisch definierten, speziell entwickelten Zusatz zur Wachstumsférderung von
Gonokokken, der durchaus ein breiteres Anwendungsspektrum aufweist und zur Isolierung anderer
Mikroorganismen, wie beispielsweise Haemophilus, eingesetzt werden kann.>® Eine sorgfaltige Auswabhl
und Vortests mit den Ausgangsmaterialien haben dazu beigetragen, dass das gebrauchsfertige
Schokoladen-lI-Medium in Réhrchen sowohl das Wachstum von Gonokokken als auch von Haemophilus-
Spezies fordert.

VERFAHRENSGRUNDLAGEN

Schokoladen-lI-Agar enthalt eine verbesserte GC-1I-Agar-Basis, Rinderhamoglobin und
IsoVitaleX-Anreicherung. Die GC-Basis enthalt stickstoffhaltige Nahrstoffe in Form von Casein

und Rindfleischpeptonen, einen Phosphatpuffer zum Erhalt des pH-Werts und Maisstarke zur
Neutralisierung der toxischen Fettsauren, die im Agar vorkommen kénnen. Hdmoglobin liefert

den X-Faktor (Hamin) fir die Haemophilus-Spezies. IsoVitaleX-Anreicherung ist eine definierte Erganzung,
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die V-Faktor (Nikotinamidadenindinukleotid, NAD) fur die Haemophilus-Spezies
und Vitamine, Aminosauren, Koenzyme, Dextrose, Eisenionen und andere Faktoren zur
Wachstumsférderung pathogener Neisseria liefert.

VII REAGENZIEN
Chocolate Il Agar (GC Il Agar with Hemoglobin and IsoVitaleX Enrichment)
Ungefdhre Zusammensetzung* pro L destilliertem Wasser
Pankreatisch abgebautes Casein .........ccccceeveeiierieennen. 7.5
Hochwertiges Fleischpepton .......... ....7,5
Maisstarke ......cccovviiiiininnns
Dikaliumphosphat ...........c.c.....
Kaliumdihydrogenphosphat ...

-
o
rcQuuuuuuu

Natriumchlorid ......cccoeeeveevnnnnee. ....5,0
Agar ...coceeeeen ..12,0
HEMOgIobin ..o 10,0
IsoVitaleX-Anreicherung .......ccccceceieenieeeieenceneeee, 10,0 m

*Nach Bedarf abgestimmt und/oder erganzt auf die geforderten Testkriterien.

IsoVitaleX Enrichment

Ungefahre Zusammensetzung* pro L destilliertem Wasser
Vitamin B,, .....
L-Glutamin ..
Adenin ..o
Guaninhydrochlorid ..o
P-AMINODENZOESAUIE ...ooeeiiiiiiieieeee e
Nikotinamidadenindinukleotid ..
Thiaminpyrophosphat ................
Eisen (HH)-Nitrat ......ccoeoveeeiiie e
Thiaminhydrochlorid ..o
L-Cystein-Hydrochlorid .. .
L-Cystin .ocoeeiiiierieeeee
DeXIrose ......occiiiieiiie

uuouuuuouuouuouuuouuuuu

*Nach Bedarf abgestimmt und/oder ergéanzt auf die geforderten Testkriterien.

Warnungen und VorsichtsmaBnahmen
In-vitro-Diagnostikum.

ROhrchen mit fest sitzenden Verschlusskappen sind vorsichtig zu 6ffnen, um Verletzungen aufgrund von
Glasbruch zu vermeiden.

Der Umgang mit mikrobiologischem Material sollte bei allen Verfahren unter Einhaltung der allgemein
Ublichen VorsichtsmaBnahmen und Anwendung aseptischer Techniken erfolgen. Praparierte Rohrchen,
Probenbehaélter und sonstige kontaminierte Materialien nach Verwendung im Autoklaven sterilisieren und
erst dann entsorgen.

Aufbewahrung

Roéhrchen nach Erhalt bei 2 — 8 °C im Dunkeln aufbewahren. Nicht einfrieren oder Uberhitzen. Erst
unmittelbar vor Gebrauch 6ffnen. Vor Lichteinwirkung schiitzen. In R6hrchen geméaB Kennzeichnung
aufbewahrte Ndhrmedien kénnen bis zum Verfallsdatum inokuliert und Uber die empfohlene Zeit
inkubiert werden. Das Medium vor der Inokulation auf Raumtemperatur erwarmen lassen.

Haltbarkeit des Produkts
Réhrchen bei Anzeichen von Kontamination durch andere Mikroorganismen, Verfarbung, Eintrocknen
oder sonstigen Anzeichen von Produktverfall nicht verwenden.

VI PROBENENTNAHME UND -HANDHABUNG
Kultivierbare Proben kénnen auf unterschiedliche Weise gehandhabt werden. Detaillierte Informationen
sind der entsprechenden Fachliteratur zu entnehmen.®” Die Probenentnahme sollte vor der Verabreichung
von Antibiotika erfolgen. Fir einen umgehenden Transport zum Labor ist zu sorgen.

IX VERFAHREN

Mitgeliefertes Arbeitsmaterial
Chocolate Il Agar Slants
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Bendtigtes, jedoch nicht mitgeliefertes Arbeitsmaterial
Zusatzliche Kulturmedien, Reagenzien, Qualitatskontrollorganismen und Laborgerate nach Bedarf.

Testverfahren

Antiseptische VorsichtmaBnahmen beachten.

1. Schokoladen-II-Schragagars dienen primar zur Kultivierung und dem Erhalt von Reinkulturen. Der
Schragagar sollte mit einer Impfose voll Kultur inokuliert werden.

2. Die Kultur schnellstmdglich in eine aerobe, mit Kohlendioxid angereicherte Umgebung bringen.

3. Bei 35 x 2 °Cinkubieren und nach der Uber Nacht erfolgten Inkubation und erneut nach ca.
48 h Uberprufen.

HINWEIS: Zur Identifikation von N. gonorrhoeae sollten innerhalb von 18 bis 24 h Subkulturen angelegt

werden.

Qualitatssicherung durch den Anwender
Siehe , Qualitatskontrollverfahren®.

Es sind die geltenden gesetzlichen und behérdlichen und in den Akkreditierungsbedingungen
festgelegten Vorschriften zur Qualitatskontrolle sowie die laborinternen Standardvorgaben zur
Qualitatskontrolle zu beachten. Benutzer sollten die relevanten CLSI-Dokumente und CLIA-Vorschriften
Uber geeignete Testverfahren zur Qualitatskontrolle einsehen.

X  ERGEBNISSE
Typische Koloniemorphologie auf Schokoladen-lI-Agar:

Haemophilus influenzae Klein (1 mm), feucht, perlenférmig mit charakteristischem ,,Mausgeruch”
Neisseria gonorrhoeae Klein, graulich-weiB bis farblos, mukoid
Neisseria meningitidis Mittel bis groB, blaugrau, mukoid

Streptococcus pneumoniae Kleine, glanzende, flache Kolonien, die eine grine Verfarbung des
Mediums zeigen

XI  VERFAHRENSBESCHRANKUNGEN
Schokoladen-lI-Agar ist ein angereichertes Medium, auf dem pathogene Bakterien von unerwinschten
oder nicht pathogenen Bakterien Uberwachsen werden kénnen.

Zum Nachweis mussen die Organismen in Reinkultur vorhanden sein. Fur die endgultige Identifizierung
sollten morphologische, biochemische oder serologische Tests durchgefuhrt werden. Detaillierte
Informationen und empfohlene Verfahren sind der einschldgigen Fachliteratur zu entnehmen.®®

Xl LEISTUNGSMERKMALE
Vor der Freigabe werden alle Chargen von Schokoladen-lI-Schréagagar (GC-1l-Agar mit
Hamoglobin und IsoVitaleX) auf ihre Leistungsmerkmale getestet. Reprasentative Proben der Charge
werden mit 0,01 mL einer 1 : 10-Verdlinnung von 24 h alten Kulturen von Neisseria gonorrhoeae (ATCC
43069), Neisseria meningitidis (ATCC 13090) und Haemophilus influenzae
(ATCC 10211 auf Trypticase-Soja-Bouillon inokuliert. Die Rohrchen werden mit locker
aufgesetzten Kappen bei 35 = 2 °C in einer aeroben Atmosphare unter Zusatz von Kohlendioxid inkubiert.
Nach einer Inkubation von 18 bis 24 h wird fur alle getesteten Organismen ein
maBiges bis starkes Wachstum beobachtet.

XIll  LIEFERBARE PRODUKTE
Best.- Nr. Beschreibung
295872 BD BBL Chocolate Il Agar Slants (GC Il Agar with Hemoglobin and IsoVitaleX),
Karton mit 10 Rohrchen der GréBe K
299452 BD BBL Chocolate Il Agar Slants (GC Il Agar with Hemoglobin and IsoVitaleX),
Karton mit 100 Rohrchen der GréBe K
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