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| EINFUHRUNG

MASSNAHMEN ZUR QUALITATSKONTROLLE

Middlebrook- und Cohn-7H10-Agar ist ein Kulturmedium zur Kultivierung von Mykobakterien.

Il LEISTUNGSPRUFUNG
A. Verfahren Zur Vorbereitung Der Inokula

1. Lowenstein-Jensen-Schragmedium mit Hilfe steriler Inokulationsstdbchen mit Stammkulturen der relevanten
Mykobakterienstamme inokulieren.

2. Die Rdhrchen mit geldsten Verschlussen in einer mit Kohlendioxid angereicherten, aeroben Atmosphére bei
35 + 2 °C inkubieren, bis starkes Wachstum auftritt (normalerweise nach 2 bis 3 Wochen).

3. Das Wachstum mit einem sterilen, angespitzten Applikatorstdbchen abnehmen; dazu vorsichtig die Zellen von der
Mediumoberflache ablésen und darauf achten, dass kein Kulturmedium mit den Zellen abgenommen wird.
a. Fir Mycobacterium tuberculosis ATCC 25177:
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Wachstum in 5,0 mL Middlebrook-7H9-Bouillon mit Glycerin in einem sterilen Glasréhrchen mit
Schraubverschluss und sterilen Glasperlen tbertragen.

Mit dem Vortexmischer grundlich mischen (mehrere Minuten lang), bis die Suspension keine gréReren
Klimpchen mehr aufweist.

Diese Suspension mit einem McFarland-Nephelometerstandard

1 vergleichen. Die Suspension sollte triiber sein als der Standard.

Das Rohrchen in einen Réhrchenstander einsetzen und 2 bis 3 h lang bei Raumtemperatur stehen
lassen, bis sich gréRere Partikel am Boden absetzen.

Den Uberstand in einen sterilen Behélter tbertragen.

Die Tribung der Suspension durch langsames Hinzufligen von steriler Middlebrook-7H9-Bouillon mit
Glycerin auf einen McFarland-Standard von 1 einstellen. Gut schitteln.

Vor der Verwendung auf 10° KBE/mL verdiinnen. Gut mischen und das Testmedium mit Hilfe einer
kalibrierten 0,01-mL-Impfdse durch Ausstreichen inokulieren.

b.  Fur alle anderen mykobakteriellen Stamme:
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Wachstum in ein steriles 50-mL-Zentrifugenréhrchen mit Schraubverschluss ubertragen, dem zuvor 8 bis
12 sterile Glasperlen
(2 mm Durchmesser) und 5 mL folgendermafen hergestelltes Mykobakterien-Verdunnungsmittel
zugegeben wurden:
. Folgende Bestandteile in einen 1-L-Behélter geben und den pH-Wert mit Hilfe von 1N
Natriumhydroxid auf 6,7 bis 7,0 einstellen.
Rinderalbumin (fettsdurefrei)
Polysorbat 80  ......ooiii e
Dest. WaSSEr .......cocveeiiiiieeiiee e
. Durch Membranfiltrierung sterilisieren (0,2-p-Filter)
. Unter aseptischen Bedingungen in Mengen zu 5,5 mL in sterile Réhrchen mit
Schraubverschliissen geben.
Mykobakterielles Wachstum an der Seitenwand eines Zentrifugenréhrchens mit Schraubverschluss mit
Hilfe eines Applikatorstdbchens emulgieren. Den Wachstumsklumpen mit dem Verdinnungsmittel
mischen.
Das Rdéhrchen verschlieRen und ca. 10 Min lang im Vortexmischer mischen, bis das Wachstum gut
suspendiert ist und keine gréReren Klimpchen mehr aufweist.
15 mL steriles Mykobakterium-Verdinnungsmittel hinzufiigen und griindlich mischen.
Diese Suspension mit einem McFarland-Nephelometerstandard
1 vergleichen. Die Suspension sollte triiber sein als der Standard.
Das Rohrchen in einen Réhrchenstander einsetzen und 2 bis 3 h lang bei Raumtemperatur stehen
lassen, bis sich grof3ere Partikel am Boden absetzen.
Den Uberstand aspirieren und in einen sterilen Behalter transferieren. Die Suspension sollte eine
Tribung von mehr als McFarland 1 aufweisen und keine grof3eren Partikel enthalten. Enthalt die
Suspension immer noch gréRere Partikel, erneut mischen und 1 h lang stehen lassen. Den Uberstand in
einen sterilen Behalter transferieren.
Die Trubung der Suspension durch langsames Hinzufligen von sterilem Mykobakterien-
Verdinnungsmittel auf einen McFarland-Standard 1 einstellen. Gut schutteln.
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(9) Aliquote der Suspension in Gefrierflaschchen geben, die ein Etikett zur Organismus-Identifizierung und
dem Vorbereitungsdatum aufweisen .

(10) Die Suspensionen in einen Tieftemperaturgefrierschrank stellen und bei -60 °C einfrieren. Die
Flaschchen kénnen bis zu 6 Monate lang gelagert werden.

(11) Zum Gebrauch das gefrorene Flaschchen aus dem Gefrierschrank entnehmen und den Inhalt schnell
auftauen, indem das Flaschchen in ein Wasserbad mit 30-35 °C gegeben wird. Vor Gebrauch auf 10°
KBE/mL verdinnen. Gut durchmischen und das Testmedium mit einer kalibrierten 0,01-mL-Impfose zur
Inokulation ausstreichen.

B. Verfahren Fiir Testmedium
1. Repréasentative Proben mit den nachstehend aufgefuhrten Kulturen inokulieren.
a. Die Agar-Oberflachen missen vor der Inokulation frei von Feuchtigkeit sein.
b. Die Testbehalter mit Hilfe von sterilen, kalibrierten 0,01-mL-Einweg-Impfésen mit den wie oben beschrieben
vorbereiteten Mykobakterienkulturen inokulieren.
c. Alle Behalter mit geldsten Verschlissen in einer mit Kohlendioxid angereicherten, aeroben Atmosphére bei
35 £ 2 °C inkubieren.
d. Ro&hrchen mit bereits vorher getestetem Middlebrook-7H10-Agar als Kontrollen mitfiihren.
2. Behdlter nach 7, 14 und ggf. nach 21 Tagen auf Wachstum, Selektivitat und Pigmentierung tberprufen.
3. Zu erwartende Ergebnisse

Organismen ATCC Isolierung
*Mcobacterium tuberculosis H37Ra 25177 Wachstum
*Mycobacterium kansasii, Gruppe | 12478 Wachstum
*Mycobacterium scrofulaceum, Gruppe Il 19981 Wachstum
*Mycobacterium intracellulare, Gruppe IlI 13950 Wachstum
*Mycobacterium fortuitum, Gruppe IV 6841 Wachstum

* Empfohlener Organismusstamm fir die Qualitétssicherung durch den Anwender.
HINWEIS: Muss vom Anwender gemafl CLSI M22-A3 Uberwacht werden.

ZUSATZLICHE QUALITATSKONTROLLE

1. Rohrchen oder Flaschen wie unter ,Haltbarkeit des Produkts® beschrieben begutachten.

2. Die reprasentativen Réhrchen oder Flaschen auf sichtbare Beschadigungen prifen, durch die ihre Verwendung
beeintrachtigt werden kénnte.

3. Nicht inokulierte repréasentative Réhrchen oder Flaschen bei 20 bis 25 °C und 30 bis 35 °C inkubieren und nach 7 Tagen
auf mikrobielle Kontamination untersuchen.

PRODUKTINFORMATIONEN

VERWENDUNGSZWECK
Middlebrook- und Cohn-7H10-Agar wird in qualitativen Verfahren zur Isolierung und Kultivierung von Mykobakterien
verwendet.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Im Verlauf der Zeit wurden viele verschiedene Kulturmedien zur Kultivierung von Mykobakterien verwendet. Die friheren
Medien waren Zusammensetzungen auf Eibasis wie z.B. das Léwenstein-Jensen-Medium und das Petragnani-Medium.
Dubos und Middlebrook trugen zur Entwicklung mehrerer Zusammensetzungen bei, die als Schliisselbestandteile Olsaure
und Albumin enthielten, um das Wachstum der Tuberkelbazillen zu férdern und die Organismen gegen eine Reihe toxischer
Stoffe zu schiitzen.! Middlebrook und Cohn verbesserten spater die Zusammensetzung von Olsaure-Albumin-Agar und
konnten auf diesem Medium, 7H10, ein schnelleres und vermehrtes Wachstum der Mykobakterien-Spezies erzielen.?®
Berichten zufolge wachsen auf dem 7H10-Medium weniger Kontaminanten als auf allgemein fur die Kultivierung von
Mykobakterien eingesetzten Medien auf Eibasis.*

VERFAHRENSGRUNDLAGEN

Middlebrook- und Cohn-7H10-Agar enthélt eine Reihe von anorganischen Salzen, die fiir das Wachstum von Mykobakterien
essentielle Substanzen liefern. Bei Umwandlung in Zitronensaure dient Natriumcitrat dazu, bestimmte anorganische Kationen
in der Losung zu halten. Glycerin ist eine reichhaltige Kohlenstoff- und Energiequelle. Olséure und andere langkettige
Fettséauren kdnnen von den Tuberkelbazillen aufgenommen werden und spielen eine wichtige Rolle im
Mykobakterienstoffwechsel. Der priméare Effekt von Albumin besteht darin, dass es die Tuberkelbazillen gegen toxische Stoffe
schitzt und daher ihre Gewinnung bei der Erstisolierung erhoht. Katalase zerstort evtl. im Medium vorhandene toxische
Peroxide. Teilweise Hemmung des Bakterienwachstums wird durch Malachitgriin erzielt.
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REAGENZIEN
Middlebrook and Cohn 7H10 Agar
Ungefahre Zusammensetzung* pro L destilliertem Wasser

Magnesiumsulfat ...........cooocveeiiiieer e g
Ammoniumeisen (I1)-Citrat .........ccccoveveiiveeviiie e g
NAHUMCITIAL .....ooiiiiiiiie e g
AmMMONIUMSUIFAL .....oooiiiiiiee e g
Mononatriumglutamat .........c.cceeveerieeeiennee e g
Dinatriumphosphat ................. g
Kaliumdihydrogenphosphat ... g
AGAr oo g
NatriumChlorid .........oooiiiiiiiiie e g
DEXIIOSE ...t g
Rinderalbumin (Fraktion V) .......ccccooeiiiiniiienicncee g
KatalasSe .....ccocveeiiiiieiiie e mg
PYFOOXIN eeiiiiiiie et mg
ZINKSUIAL ..o mg
Kupfersulfat mg
Biotin ....... mg
Calciumchlorid .... . mg
MalaChitgriin .......cc.eeeiiiiiiiiee e 0,25 mg
OISAUMNE ..vvevieiiieieeeieieeeee et s 0,06 mL
GIYZEIN i 5,0 mL

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

Warnungen und VorsichtsmaBnahmen: In-vitro-Diagnostikum.
Fest verschlossene Rohrchen und Flaschen sollten vorsichtig gedffnet werden, um Verletzungen durch Glasbruch zu
vermeiden.

Klinische Proben kénnen pathogene Mikroorganismen, wie z.B. Hepatitis-Viren und HIV, enthalten. Beim Umgang mit allen
mit Blut oder anderen Kérperfliissigkeiten kontaminierten Artikeln sind die ,Allgemeinen VorsichtsmaRnahmen“>® sowie die
einschlagigen Institutionsrichtlinien zu beachten. Vorbereitete Réhrchen, Probenbehélter und andere kontaminierte
Materialien im Autoklav sterilisieren und erst dann entsorgen.

Beim Arbeiten mit klinischen Proben, bei denen kein Aerosol entsteht — wie bei der Herstellung von sdurefesten Abstrichen —
sind Laborpraktiken und Verfahren sowie Sicherheitsvorrichtungen der Biosicherheitsstufe 2 erforderlich. Alle Arbeiten, bei
denen Aerosole entstehen, missen in einer biologischen Sicherheitswerkbank der Klasse | oder Il durchgefiihrt werden. Bei
der Vermehrung und der Arbeit mit Kulturen von M. tuberculosis und M. bovis sind Laborpraktiken und Verfahren sowie
Sicherheitsvorrichtungen der Biosicherheitsstufe 3 erforderlich. Tierstudien erfordern ebenfalls besondere Manahmen.’

Aufbewahrung: Nach Erhalt Réhrchen und Flaschen im Dunkeln bei 2 — 8 °C lagern. Einfrieren und Uberhitzen vermeiden.
Erst unmittelbar vor Gebrauch 6ffnen. Vor Lichteinwirkung schiitzen. Medien, die vor Gebrauch gemaf der Anleitung auf dem
Etikett gelagert werden, kdnnen bis zum Verfallsdatum inokuliert und entsprechend den empfohlenen Inkubationszeiten
inkubiert werden. Das Medium vor der Inokulation auf Raumtemperatur erwarmen lassen.

Haltbarkeit des Produkts: Réhrchen oder Flaschen bei Anzeichen von mikrobieller Kontamination, Verfarbung, Austrocknen
oder sonstigen Anzeichen von Produktverfall nicht verwenden.

VIl PROBENENTNAHME UND -HANDHABUNG

Die Handhabung der fir die Kultivierung geeigneten Proben kann auf verschiedene Arten geschehen. Detaillierte
Informationen enthalt die entsprechende Fachliteratur.”*" Die Proben sollten vor der Verabreichung von Antibiotika
entnommen werden. Fir einen umgehenden Transport zum Labor ist zu sorgen.

VERFAHREN

Mitgeliefertes Arbeitsmaterial: Middlebrook and Cohn 7H10 Agar

Bendétigtes, jedoch nicht mitgeliefertes Arbeitsmaterial: Zusétzliche Kulturmedien, Reagenzien,
Qualitatskontrollorganismen und Laborgeréte nach Bedarf.

Testverfahren: Aseptische Kautelen beachten.

Das beschriebene Testverfahren entspricht den Richtlinien der Centers for Disease Control and Prevention (CDC) fur die
Erstisolierung von Mykobakterien enthaltenden Proben.’

N-Acetyl-L-Cystein-Natriumhydroxid (NALC-NaOH)-L6sung wird als sanftes jedoch wirksames Aufschluss- und
Dekontaminierungsmittel empfohlen. Diese Reagenzien sind im Lieferumfang des BBL MycoPrep Mycobacterial Specimen
Digestion/Decontamination Kit enthalten. Detaillierte Anweisungen zur Dekontaminierung und Kultivierung sind der
entsprechenden Fachliteratur zu entnehmen.®*
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Die Behalter nach der Inokulation vor Licht schitzen und in ein geeignetes System mit einer mit Kohlendioxid angereicherten
aeroben Atmosphare einsetzen. Bei 35 + 2 °C inkubieren.

Schragmedien und Medien in Flaschen sollten auf horizontaler Ebene inokuliert werden, bis das Inokulum absorbiert ist.
Damit die fur den Wachstumsbeginn erforderliche Kohlendioxidzirkulation gewéhrleistet wird, sollten die Verschlisse der
Rohrchen und Flaschen in den ersten drei Wochen gelost bleiben. Danach die Verschlusskappen schliel3en, um ein
Austrocknen zu vermeiden und nur einmal pro Woche kurz 6ffnen. Um Platz zu sparen, kénnen die Rohrchen aufrecht
stehend gelagert werden.

HINWEIS: Kulturen aus Hautlasionen mit Verdacht auf Anwesenheit von M. marinum oder M. ulcerans sollten fir die
Erstisolierung bei 25 bis 33 °C inkubiert werden; Kulturen mit Verdacht auf Anwesenheit von M. avium oder M. xenopi
entwickeln bei 40 bis 42 °C ihr optimales Wachstum.® Eine Duplikatkultur bei 35 bis 37 °C inkubieren.

Qualitdtskontrolle durch den Anwender: Siehe ,Massnahmen zur Qualitatskontrolle®.

Die Qualitatskontrollen miissen unter Einhaltung der értlich, landesweit und/oder bundesweit geltenden Bestimmungen oder
der Auflagen der Akkreditierungsorganisationen sowie den Standard-Qualitéatskontrollverfahren Ihres Labors erfolgen. Es wird
empfohlen, die korrekten Qualitéatskontrollverfahren den geltenden CLSI-Richtlinien und CLIA-Bestimmungen zu entnehmen.

ERGEBNISSE
Die Kulturen sollten innerhalb von 5 bis 7 Tagen nach der Inokulation und anschlieend bis zu 8 Wochen lang einmal
wochentlich abgelesen werden.

Beobachtungen aufzeichnen:®
1. Anzahl der Tage bis zum makroskopischen Sichtbarwerden der Kolonien. Schnell wachsende Mykobakterien
produzieren innerhalb von 7 Tagen reife Kolonien; langsam wachsende Mykobakterien benétigen fiir die Bildung reife
Kolonien mehr als 7 Tage.
2. Anzahl der Kolonien (Flaschen):
Keine Kolonien = Negativ
Weniger als 50 Kolonien = Tatséchliche Anzahl
50 bis 100 Kolonien = 1+
100 bis 200 Kolonien = 2+
Fast konfluierend (200 bis 500) = 3+
Konfluierend (mehr als 500) = 4+
3. Pigmentbildung:
Weil3, creme- oder lederfarben = nicht chromogen (NC)
Zitronengelb, gelb, orange, rot = chromogen (Ch)

Gefarbte Ausstriche kdnnen saurefeste Bazillen aufweisen, die nur als ,saurefeste Bazillen“ aufgezeichnet werden, es
sei denn, es werden genauere Bestimmungstests durchgefuhrt.

Flaschen kénnen durch Umdrehen in einem Prapariermikroskop untersucht werden. Bei 10 bis 60x mit
Transmissionslicht ablesen. Bei 10 bis 20x einen Schnellscan zur Feststellung von Kolonien durchfiihren. Eine héhere
VergroRerung (30 bis 60x) ist zum Beobachten der Koloniemorphologie hilfreich, z.B. bei serpentinenférmigen
Strichkolonien.

VERFAHRENSBESCHRANKUNGEN

Zur ldentifizierung mussen die Mikroorganismen in Reinkultur vorliegen. Fir die endgliltige Identifizierung sollten
morphologische, biochemische und/oder serologische Tests durchgefiihrt werden. Detaillierte Informationen und empfohlene
Verfahren sind der einschlagigen Fachliteratur zu entnehmen.**?

LEISTUNGSMERKMALE

Vor der Freigabe werden alle Chargen von Middlebrook- und Cohn-7H10-Agar auf ihre Leistungsmerkmale getestet. Mit
einer kalibrierten 0,01-mL-Impfose werden reprasentative Proben der Charge mit auf 10° KBE/mL verdiinnten Kulturen von
Mycobacterium kansasii Gruppe | (ATCC 21478), M. scrofulaceum Gruppe |l (ATCC 19981), M. intracellulare Gruppe IlI
(ATCC 13950), M. fortuitum Gruppe IV (ATCC 6841) und M. tuberculosis (ATCC 25177) durch Ausstreichen inokuliert. Die
Behalter werden nach der Inokulation mit geldsten Verschlissen in einer mit 5 bis 10 % Kohlendioxid angereicherten
Atmosphére bei 35 + 2 °C inkubiert. Die Behéalter werden nach 7, 14 und 21 Tagen auf Wachstum und Pigmentierung
Uberprift. Innerhalb von 21 Tagen weisen alle Organismen mittleres bis starkes Wachstum auf. Pigmentierung der Kolonien:
M. kansasii - weil3 bis cremefarben-gelb; M. scrofulaceum — mittleres gelb bis orange; M. tuberculosis, M. intracellulare und
M. fortuitum - cremefarben.
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XllI  LIEFERBARE PRODUKTE
Best.- Nr. Beschreibung

220958 BD BBL Middlebrook and Cohn 7H10 Agar Slants, Packung mit 10 Réhrchen der GréRe A

220959 BD BBL Middlebrook and Cohn 7H10 Agar Slants, Karton mit 100 Réhrchen der GréRe A

297448 BD BBL Middlebrook and Cohn 7H10 Agar Slants, Packung mit 10 Réhrchen der GréRe C

297396 BD BBL Middlebrook and Cohn 7H10 Agar Slants, Karton mit 100 Réhrchen der GréRe C

297274 BD BBL Middlebrook and Cohn 7H10 Agar Slants, Karton mit 100 1-o0z.-Flaschen (30 mL)
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BD Diagnostics Technischer Kundendienst: setzen Sie sich mit lhrer zustédndigen BD-Vertretung oder www.bd.com/ds.

‘ 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.
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