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MINOSEGELLENORZESI ELJARAS (Opcionalis)

A Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol (glicerines tapleves) nem szelektiv tdpkézeg a mycobacteriumok
tenyésztésére.

Il ATELJESITMENY ELLENORZESE
A. Eljaras az inokulatum el6készitésére

1. Steril inokulalé palcikdk hasznalataval oltson be Lowenstein-Jensen ferde siku taptalajokat a megfelel
mycobacterium térzsek torzstenyészetével.

2.Széndioxiddal (5-10%) dusitott aerob légtérben 35 + 2°C-on inkubalja a fellazitott dugdju kémcsoveket,
mig sird telepeket nem kap (altaldban 2-3 héten belul).

3. Egy steril, kiélezett kendlap segitségével, a sejteknek a taptalaj felszinérél valo évatos levalasztasaval
gy(jtse be a telepeket, Ugyelve arra, hogy a begy(ijtott sejtek ne tartalmazzanak taptalajt.

a. Mycobacterium tuberculosis ATCC 25177 esetében:
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Vigye at a telepet egy steril, csavaros kupakkal ellatott, steril tveggydngydket tartalmazé, Gveg
kémcsében levé 5,0 mL Middlebrook 7H9 glicerines taplevesbe.

Alaposan kevertesse meg (tobb percig), mig a szuszpenziéban mar nincsenek nagy darabok.

Hasonlitsa 8ssze ezt a szuszpenziét egy McFarland #1 zavarossagméré standarddal. A
szuszpenzionak a standardnal zavarosabbnak kell lennie.

Helyezze a kémcsovet szobahémérsékleten 2-3 6rara egy allvanyba, hogy a nagyobb méret(
részecskék letilepedhessenek.

A fellUluszét vigye at egy steril taroléedénybe.
Steril Middlebrook 7H9 glicerines tapleves lassu hozzaadasaval allitsa be a szuszpenzié
zavarossagat a McFarland #1 standardhoz (108 CFU/mL). Az oldatot alaposan razza dssze.

Hasznalat el6tt higitsa fel 10° CFU/mL-re. Alaposan keverje ssze, és egy 0,01 mL-es kalibralt kacs
segitségével inokuldlja a tesztelési taptalajt.

b. Minden mas mycobacteriumtorzs esetében:
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Vigye at a telepet egy steril, csavaros kupakkal ellatott, 50 mL-es, 8-12 steril (2 mm atmérgja)

Uveggyongyodt, valamint 5 mL, az aldbbiak szerint elkészitett mycobacterium-higitészert

tartalmazé centrifugacsébe:

e Egy 1L-eslombikban keverje 6ssze a kovetkez6 anyagokat, és TN natrium-hidroxiddal allitsa
a pH-t6,7-7,0 kozotti értékre:

Szarvasmarha-albumin (zsirsavmentes)............ 1,09
POliSZOrDAt 80 ....uvvveverererererererrrerererererererereenrenees 0,1TmL
DesztillAlt Viz..ooeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 500 mL

. Membransz(iréssel sterilizalja (0,2 p-os sz(ird)
e Aszeptikusan ossza szét csavaros zarokupakkal ellatott, steril, 5,5 mL-es centrifugacsévekbe.

Egy kendlap alkalmazasaval, egy csavaros tetével ellatott centrifugacsé oldalfalan emulgealja a
mycobacterium-telepet. Keverje 8ssze a telepet a higitoszerrel.

Zarja le a kémcsovet, és kb. 10 percig ,kevertesse”, hogy a telep megfeleléen szuszpendalédjon,
és ne tartalmazzon nagy darabokat.

Adjon hozza 15 mL steril mycobacterium-higitészert, és alaposan keverje dssze.
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Hasonlitsa 6ssze ezt a szuszpenziét egy McFarland #1 zavarossagméré standarddal. A
szuszpenzionak a standardnal zavarosabbnak kell lennie.

Helyezze a kémcsdvet szobahémérsékleten 2-3 6rara egy allvanyba, hogy a nagyobb méreti
részecskék letilepedhessenek.

Szivassa le a feltlUszot, és vigye at egy steril taroléedénybe. A szuszpenziénak zavarosabbnak kell
lennie, mint egy McFarland #1 standard, és nem tartalmazhat nagyméret( darabokat.
Amennyiben még mindig vannak nagyméreti darabok, keverje 6ssze, és hagyja allni tovabbi

1 6rén keresztul. A felllUszot vigye at egy steril taroléedénybe.

Steril mycobacterium-higitdszer lassu hozzaadasaval allitsa be a szuszpenzié zavarossagat a
McFarland #1 standardhoz (108 CFU/mL). Az oldatot alaposan razza 6ssze.

A szuszpenziébdl mintdkat osszon szét az organizmus azonositasat és a preparatum készitésének
datumat tartalmazé cimkével ellatott fagyaszté fiolakba.

A fiolakat mélyh(itébe helyezve —-60°C-on fagyassza le a szuszpenzidkat. A fiolak maximum

6 honapig tarolhatok.

Hasznalat el6tt vegye ki a fagyott fiolat a fagyasztobdl, és annak tartalmat 30-35°C-os vizfirdébe
helyezve gyorsan olvassza ki. Hasznalat el6tt higitsa fel 10° CFU/mL-re. Alaposan keverje dssze, és
egy 0,01 mL-es kalibralt kacs segitségével inokuldlja a tesztelési taptalajt.

. Eljaras a tapkozeg tesztelésére
. Oltson be reprezentativ mintakat a lent felsorolt térzsekkel.

a. Steril, egyszer haszndlatos 0,01 mL-es kalibralt kacsok segitségével inokulélja a cséveket a fent leirt
modon elkészitett tenyészetekkel.

b. Inkubalja az inokulalt, meglazitott zarékupaku kémcséveket 35 + 2°C-on, széndioxiddal dusitott,
aerob légtérben.

2. 7,14, illetve ha szukséges, 21 nap utan vizsgalja meg a kémcsdévekben a névekedést és a pigmentaciot.

3. Vart eredmények

CLSI organizmusok ATCC Kimutatas

*Mycobacterium tuberculosis H37Ra 25177 Szaporodas
*Mycobacterium kansasii, |. csoport 12478 Szaporodas
*Mycobacterium scrofulaceum, |l. csoport 19981 Szaporodas
*Mycobacterium intracellulare, 111. csoport 13950 Szaporodas
*Mycobacterium fortuitum, V. csoport 6841 Szaporodas

*A felhasznaloi mindség-ellendrzéshez ajanlott torzs.

Il KIEGESZITO MINOSEGELLENORZES
1. Ellendrizze a csbveket a , Termék szavatossaga” fejezetben leirtak szerint.

2. Szemrevételezze a csoveket, hogy talal-e rajtuk olyan fizikai sérilést, amely 6sszeférhetetlen a
hasznalattal.

3. Inkubaljon reprezentativ, nem inokulalt csdveket 20-25°C-on és 30-35°C-on, és 7 nap utan ellenérizze az
esetleges mikrobioldgiai szennyezédéseket.

HASZNALATI UTMUTATO

IV HASZNALATI JAVASLAT

A Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol kiegészitett tdpkdzeg, amely lehetdvé teszi a mycobacteriumok, igy
az M. tuberculosis tenyésztését is. Elsé sorban mycobacteriumok tiszta tenyészeteinek tenyésztésére szolgal
laboratériumi vizsgalatokhoz.
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V  OSSZEFOGLALAS ES MAGYARAZAT
Middlebrook és munkatarsai a 7H9 tapleves recepturajat ugyanabban az idében fejlesztették ki, amikor
elkészitették a 7H10 agar alapot.' Mindkét tapkdzeg lehetdvé teszi a mycobacterium fajok névekedését, ha
kiegészitik tdpanyagokkal, igy glicerinnel, olajsavval, albuminnal és dextrézzal; kivételt képez az M. bovis,
amelyet a glicerin gatol.
Ez a tdptalaj hasznalatos antimikrobialis vizsgalatokhoz inokulumok készitéséhez, alaptapkdzegként
biokémiai tesztekhez, valamint a torzstenyészetek tovabbtenyésztéséhez.

VI AZ ELJARAS MUKODESI ELVE

A tapkozegben talalhaté szamos szervetlen sé a mycobacteriumok névekedéséhez nélkulozhetetlen
anyagokat szolgaltatja. A natrium-citrat citromsavva alakul, és arra szolgal, hogy bizonyos szervetlen
kationokat oldatban tartson. A natrium-klorid, a szarvasmarha-albumin, a dextr6z és a katalaz a
Middlebrook ADC dusité tapkodzeg része. Az albuminnak védé szerepe van, megkéti a szabad zsirsavakat,
amelyek toxikusak lehetnek a Mycobacterium fajokra nézve. A katalaz lebontja a tapkézegben esetlegesen
talalhato toxikus peroxidazokat. A dextréz energiaforrasul szolgal. A natrium-klorid a szlikséges
elektrolitokat biztositja. A tdpkodzeg glicerinnel torténé kiegészitése serkenti a mycobacteriumok
névekedését.

VIl REAGANSEK
Middlebrook 7H9 Broth
Hozzavetdlegesen 1 liter szlrt vizre vonatkoztatva*

Monokalium-foszfat ......ccoeveveveveieeeeeeeeeeeeeenn 2,0 g Vas-ammonium-citrat ......cccoceerceeiciennnnnnn 0,04 g
Dinatrium-foszfat (Na,HPO,) ...cocccvvvviveciennnns 1,5 g Magnézium-szulfat .......cccoeevnvieencneiennnnen. 0,05 g
Mononatrium-glutamat . g Cink-szulfat ....

NALAUM-CItrAt ..oooveeeeecee e g REZ-SZUIfat ..occeeeiiieee e
AmmONIUM-szUlfat .....cccooveveiiiiiieeee e, g Biotin e
Pyridoxin ..0,001 g Kalcium-klorid .. mg

*Ugy beallitva és/vagy 6sszekeverve, hogy megfeleljen a miikédési kévetelményeknek.

A teljes tdpkozeg az el6készitett kémcesdvekben a fent felsorolt 6sszetevékon kivil tartalmaz még
literenként 2 mL glicerint és az ADC dUsito tapleves dsszetevdit, amelyek a kévetkez6k:

Natrium-Klorid ........oooveeiiiiiieeeeeeees 0,859
Szarvasmarha-albumin (V. frakcid) .... .50 g
DEXIIOZ oo 20 g
KatalAz ..o 40 mg
NAtrium-piruvat .......cccceeveinieeee e, 1,0 g

Figyelmeztetés: In vitro diagnosztizalashoz.

A nagyon szorosan zarédé kupaku cséveket dvatosan kell felnyitni, nehogy eltérjon az tveg.

A klinikai mintak aeroszolt nem képzé manipulaciéinal, pl. savallé kenetek elkészitésénél Level 2 (2-es szint(i)
bioldgiai biztonsagtechnikai médszerek és eljarasok, valamint zart berendezések és Iétesitmények
szUkségesek. Minden aeroszolképzédéssel jaré miveletet 1. vagy 2. osztalyu biztonsagi elszivofilke alatt
kell elvégezni. Biosafety Level 3 szintl gyakorlat, elszigetelt felszerelés és berendezés sziikséges az M.
tuberculosis és az M. bovis tenyészetekkel val6 munkahoz. Az allatokkal végzett vizsgalatokhoz is specialis
eljaras szukséges.*

Dolgozzon aszeptikusan, és az 8sszes munkafolyamat soran legyen elévigyazatos a mikrobiolégiai veszélyek
elkerulése végett. Hasznalat utan autoklavban kell sterilizalni a felhasznalt kémcsdveket, tartalyokat és
minden egyéb szennyezett anyagot még a kidobas elétt.

Tarolasi utmutato: Atvétel utan a csdveket 2-8°C-on, sététben kell tarolni. Ovja a cséveket a megfagyastol és
a tulmelegedéstdl. Csak hasznalat el6tt bontsa fel. A taplevest lehetéleg ne érje fény. A kdzvetlenil a
felhasznalasig a cimkén szerepl utasitas szerint kémcsébe t6ltott tdptalaj a szavatossagi idéig inokulalhato,
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és az ajanlott inkubaciés id6pontokig inkubalhatd, a mycobacterium-taptalajok esetén akar 8 hétig is.
Inokulalas el6tt hagyja a tapkdzeget szobahSmérsékletre felmelegedni.

A termék karosodasa: Ne hasznalja a csoveket, ha azon mikrobialis szennyez6dést, elszinezédést,
kiszaradast, illetve a karosodas barmilyen mas jelét észleli.

MINTAGYUJTES ES A MINTAKKAL VALO BANASMOD

A tenyésztésre alkalmas mintakkal a kilénb6z6 technikaknak megfeleléen kell banni. A tovabbi eljarasokrol
bévebb informéaciot olvashat az idevonatkoz6 szakirodalomban.>® A mintakat lehetdleg az antimikrobialis
kezelés megkezdése elStt kell levenni. Gondoskodni kell a haladéktalan laboratériumba szallitasrol.

EUJARAS
Szallitott anyagok: Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol

Szlikséges, de nem szallitott anyagok: Kiegészits taptalajok, reagensek, a minéségellendrzéshez sztikséges
mikroorganizmusok, laboratériumi eszk6zok, az eléirasoknak megfeleléen.

A teszt kivitelezése: Alkalmazzon steril médszereket.

Az inokulalas utan helyezze a csdveket egy megfelel6 rendszerbe, amely 5-10% széndioxiddal dusitott
aerob légteret biztosit. Inkubalja a csoveket 35 + 2°C-on legfeljebb 8 hétig. Az elsé 3 hétben a kémcsévek
zarédugoit ki kell lazitani annak érdekében, hogy a széndioxid szabadon cirkulalhasson a névekedés
elinditdsahoz. Ezutan a kiszaradas megakadalyozasa érdekében szoritsa meg a zarédugodkat; hetente
egyszer rovid id6re lazitsa fel azokat.

Felhasznal6i mingség-ellendrzés: Lasd ,, A minéségellenbrzés modszere” cimi fejezetben.

A tapkozegeket a megfelelé minéségellenérzé organizmusokkal teszteltik, amely tesztelés megfelel a
vonatkozé termékkovetelményeknek, illetve a CLSI szabvanyoknak. A minéségellenérzési tesztelést a
vonatkozé helyi, llami, szévetségi vagy orszagos el6irdsoknak, illetve jovahagyasi kévetelményeknek
megfeleléen, és/vagy az adott laboratérium sajat szokvanyos minéségellendrzési eljarasai szerint kell
elvégezni.

EREDMENYEK

A tenyészeteket az inokulaciot kévetéen 5-7 nap mulva, azt kévetéen pedig hetente egyszer, legfeljebb 8
héten at kell ellenérizni. A taplevest tartalmazé csévekben kinétt mycobacteriumok felhasznalhatok sziikség
esetén tovabbi laboratériumi tesztelési eljarasokhoz.

AZ ELJARAS KORLATAI

Az azonositashoz a mikroorganizmusok tiszta tenyészetére van sziikség. A végsé azonositashoz morfoldgiai,
biokémiai és/vagy szeroldgiai tesztek elvégzése is sziikséges. A tovabbi eljarasokrol bévebb informaciét talal
az idevonatkozo szakirodalomban.>”

TELJESITMENYJELLEMZOK

Kiadas el6tt a Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol minden gyartasi sorozata teljesitményjellemzéit
ellenérzik. 0,01 mL-es kalibralt kaccsal a tétel reprezentativ mintajat inokulaljak milliliterenként 103
telepképz6 egységre higitott (CFU) Mycobacterium kansasii, 1. csoport (ATCC 12478), M. scrofulaceum, 1.
csoport (ATCC 19981), M. intracellulare, lll. csoport (ATCC 13950), M. fortuitum, IV. csoport (ATCC 6841) és M.
tuberculosis (ATCC 25177) tenyészettel. Az inokulacié utan a meglazitott zarokupaku kémcséveket 35 + 2°C-
on, 5-10% széndioxiddal dusitott Iégtérben inkubaljak. A kémcsdvekben 7, 14 és 21 nap utan megvizsgaljak
a ndvekedést. Mindegyik mikroorganizmus kdzepes vagy erés névekedést mutat 21 napon beliil.

KISZERELES
Kat. sz. Leiras
221832 BD BBL Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol, 5 mL
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M(iszaki szerviz BD Diagnostics: Az Amerikai Egyeslt Allamokon kivill vegye fel a kapcsolatot a BD képviseletével,
vagy munkatarsainkkal a www.bd.com/ds cimen.

‘ Becton, Dickinson and Company Benex Limited
7 Loveton Circle Pottery Road, Dun Laoghaire
Sparks, MD 21152 USA Co. Dublin, Ireland

ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection.
BD, BD Logo, and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company. © 2015 BD
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