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KVALITETSKONTROLPROCEDURER (VALGFRIT)

| INDLEDNING

BD BBL Columbia CNA agar med 5 % fareblod er et selektivt og differentierende medium til isolering og differentiering af Gram-positive
mikroorganismer fra kliniske og nonkliniske prgver. BD BBL MacConkey Il agar er et selektivt og differentierende medium til pavisning af
coliforme organismer og enteriske patogener.

I FUNKTIONSTESTPROCEDURE
A. BD BBL Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood

1.

Inokulér repraesentative prover med de kulturer, der er anfgrt herunder.

a. Tilseet 0,1 mL af en fortynding af en 18- til 24-h bouillonkultur til hver plade udregnet til at indeholde 103 til 104 CFU/0,1 mL
for Streptococcus og Staphylococcus stammer og 104 til 105 CFU/0,1 mL for Proteus stammen. Udstryg-inokulér ved hjeelp af en
steril glasspreder.

b. Inkubér pladerne ved 35 + 2 °C i en aerob atmosfeere suppleret med kuldioxid.

c. Inkludér BD Trypticase soja-agar med 5 % fareblodsplader (TSA Il) som nonselektive kontroller for alle organismer.
Undersgg pladerne efter 18 til 24 for veekst, kolonistgrrelse, haemolytisk reaktion, pigmentering og selektivitet.
Forventede resultater

CLSI kontrolorganismer ATCC Resultat

*Streptococcus pyogenes 19615 Veekst, betahaemolyse
*Streptococcus pneumoniae 6305 Veekst, alphaheemolyse
*Staphylococcus aureus 25923 Veekst

*Proteus mirabilis 12453 Haemning (delvis til fuldsteendig)

*Anbefalet organismestamme til brugerkvalitetskontrol.

B. BD BBL MacConkey Il Agar

1.

Inokulér repraesentative prever med fortyndinger af de kulturer, der er anfert herunder.

a. Udstryg pladerne til isolering med en 18- til 24-h bouillonkultur af Enterococcus faecalis fortyndet til at give 104 til
105 CFU/plade. For de resterende organismer anvendes en 18- til 24-h bouillonkultur fortyndet til at give 103 til 104 CFU/plade.

b. Inkubér pladerne ved 35 + 2 °C i en aerob atmosfeere.

c. Inkludér TSA Il pladerne som nonselektive kontroller for alle organismer.

Undersgg pladerne efter 18 til 24 h for veekst, kolonisterrelse, pigmentering og selektivitet.
Forventede resultater

CLSI kontrolorganismer ATCC Resultat Kolonifarve
*Escherichia coli 25922 Veekst Lyserad
*Proteus mirabilis 12453 Veekst, heemning af sveermning (delvis) Farvelgs
*Salmonella enterica 14028 Veekst Farvelgs

subsp. enterica
serotype Typhimurium

*Enterococcus faecalis 29212 Haemning (delvis til

Ekstra stammer anvendt fuldsteendig)

Pseudomonas aeruginosa 10145 Veekst Lyserad til grgn
Shigella dysenteriae 9361 Veekst Farvelgs til lysergd

*Anbefalet organismestamme til brugerkvalitetskontrol.

Il YDERLIGERE KVALITETSKONTROL

1.
2.
3.

4.
5.

Undersgg pladerne som beskrevet under “Produktnedbrydning.”
Undersag visuelt repraesentative plader for at sikre, at eventuelle eksisterende fysiske defekter ikke vil pavirke anvendelsen.

pH bestemmes potentiometrisk ved stuetemperatur for at overholde specifikationen om 7,3 + 0,2 (BD BBL Columbia CNA med
5 % fareblod) og 7,1 + 0,2 (BD BBL MacConkey Il Agar).

Bemeerk pladernes fasthed under inokuleringsprocedurerne.
Inkubér ikke-inokulerede repraesentative plader ved 35 + 2 °C i 72 h, og unders@g dem for mikrobiel kontaminering.

PRODUKTINFORMATION

IV TILSIGTET BRUG

BD BBL Columbia CNA agar med 5 % fareblod er et selektivt og differentierende medium til isolering og differentiering af Gram-positive
mikroorganismer fra kliniske og nonkliniske materialer.

BD BBL MacConkey Il agar er et let selektivt og differentierende medium til pavisning af coliforme organismer og enteriske patogener.
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RESUME OG FORKLARING

A. BD BBL Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood

Ellner et al. rapporterede i 1966 udviklingen af en blodagarformel, som blev betegnet som Columbia agar.! Columbia agarbasen, som
udviser hurtig og frodig veekst og skarpt definerede haemolytiske reaktioner, anvendes som base for medier, der indeholder blod, og til
selektive formler, hvori forskellige kombinationer af antimikrobielle midler bruges som tilsaetningsstoffer.

Ellner og hans kolleger fandt, at et medium, der bestar af 10 mg colistin og 15 mg nalidixinsyre per liter i en Columbia agarbase beriget
med 5 % fareblod, stetter vaekst af staphylococci, haemolytiske streptococci og enterococci og haeemmer veekst af Proteus, Klebsiella og
Pseudomonas arter. | BD BBL Columbia CNA agar med 5 % fareblod er koncentrationen af nalidixinsyre blevet reduceret til 10 mg/L for
at forege opsamlingen af Gram-positive cocci fra kliniske pragver.

B. BD BBL MacConkey Il Agar

Der er aktuelt mange kulturmedier til radighed for laboranter til isolering, dyrkning og identifikation af enteriske bakterier. Et af de forste
af disse blev udviklet af MacConkey og ferst beskrevet i et kort offentliggjort notat.2 Den egentlige rapport om MacConkey agar, som var
en milepael, blev offentliggjort i 1905, og indeholder detaljerede beskrivelser af mediet og de opnaede bakterievaekstmenstre.3 Denne
formel blev udteenkt vel vidende, at galdesalte udfaeldes af syrer, og visse enteriske mikroorganismer fermenterer lactose, hvor andre
ikke er i stand til det.

MacConkey agar formlen er blevet modificeret mange gange siden offentligggrelsen af de tidligere rapporter. En samling af kulturmedier,
der blev offentliggjort i 1930, beskriver ti modifikationer, som var blevet offentliggjort op til det tidspunkt.# Nyere modifikationer omfatter
brug af tilsaetningsstoffer (dvs. kanamycin®), og fiernelse af visse ingredienser (dvs. krystalvioleté, og neutralt rad?).

En modificeret MacConkey agar (MCIC agar) er ét af de kulturmedier, der anbefales af The American Public Health Association, til brug
ved undersggelse af havvand og skaldyr.8 MacConkey agar bruges ogsa til mikrobiologisk undersggelse af madvarer.® Det anbefales

til brug med kliniske praver, der sandsynligvis indeholder blandet mikrobiel flora, sdsom urin, luftvejene og sar, fordi det tillader en
indledende gruppering af enteriske og andre Gram-negative bakterier.10

BD BBL MacConkey Il agar formlen blev stillet til radighed i 1983. Den blev specielt fremstillet til at forbedre haemningen af svaermende
Proteus arter, for at opna mere definitiv differentiering af lactosefermenterere og nonfermenterere, og til at fremme bedre vaekst af
enteriske patogener.

PROCEDURENS PRINCIPPER

A. BD BBL Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood

BD BBL Columbia CNA agar med 5 % fareblod far sine overlegne veekst-stattende egenskaber fra en blanding af peptoner, der er
praepareret af pancreasfordgjet casein, peptisk fordgjet dyreveev og okseekstrakt. Geerekstrakt og majsstivelse er ogsa inkluderet i
formlen og tjener som energikilder, hvor geerekstrakt leverer B-kompleks vitaminer.

Fareblod tillader pavisning af haemolytiske reaktioner og leverer X faktor (heme), som er ngdvendigt for veeksten af mange bakteriearter,
men mangler V faktor (niktotinamidadenindinukleotid, NAD), siden det indeholder NADase, som gdeleegger NAD. Det skal bemaerkes,
at dette medium har et relativt hgjt kulhydratindhold, og betahaemolytiske streptococci kan derfor producere en grgnlig haemolytisk
reaktion, der fejlagtigt kan tages for alphahaemolyse.

Tilsaetning af de antimikrobielle midler colistin og nalidixinsyre gar mediet selektivt for Gram-positive mikroorganismer. Colistin gdeleegger
cellemembranerne pa Gram-negative organismer, og nalidixinsyre blokerer DNA-replikation i fgelsomme Gram-negative bakterier.!

B. BD BBL MacConkey Il Agar

BD BBL MacConkey Il agar er et selektivt og differentierende medium. Det er kun let selektivt, da koncentrationen af galdesalte, som
haammer Gram-positive mikroorganismer, er lav i sammenligning med andre enteriske plademedier. Krystalviolet er ogsa inkluderet i
mediet for at heemme vaeksten af Gram-positive bakterier, isaer enterococci og staphylococci.

Differentiering af enteriske mikroorganismer opnas ved kombinationen af lactose og den neutralt rede indikator. Farvelgse eller lyserade
til rade kolonier produceres afhaengigt af isolatets evne til at fermentere kulhydratet.

REAGENSER

BD BBL Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood
Ca. formel* pr. liter renset vand

Pancreasfordgjet casein............ccccooiiiiiiiiiici 120 g NatriumKIOrid .......oooe 50 g
Peptisk fordgjet dyrevaev..........cccoooiviiiiiiiiiiee 509 AAGAT s 135 g
Gaerekstrakt..........cooiiiiiiiieiieee e 30¢9 COlISHIN . 10,0 mg
OKSEEKSIrakt ........coviiiiiiiiciiie e 30¢g NalIdIXINSYIe. ... 10,0 mg
MajJSSHIVEISE ...t 1049 Defibrineret fareblod, ..o 5%

* Justeret og/eller suppleret som pakraevet for at opfylde ydelseskriterier.

BD BBL MacConkey Il Agar
Ca. formel* pr. liter renset vand

Pancreasfordgjet gelatine ..............coccoeiiiiiiis 17,09 NatriumKIONd .......oooiiiie e 50 g
Pancreasfordgjet casein...........cccooveiiiiniiiiiiceee 1,59 Neutral radt..........ooviii e 0,03 g
Peptisk fordgjet dyrevaev..........cccoooeviiiiiiiiiiiiiieeee 1,59 KrystalViolet..........ooiiiiii e 0,001 g
LaCtOSE ...t 10,0 g AAGAE e 135 g
GaldeSalte .......coiiiiiieiie e 1,59

* Justeret og/eller suppleret som pakreevet for at opfylde ydelseskriterier.
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Advarsler og forholdsregler: Til in vitro diagnostik.

Hvis der ses for kraftig fugtighed, inverteres bunden over et forskudt Iag, hvilket giver mulighed for Iufttgrring for at forhindre dannelse af
en forsegling mellem toppen og bunden af pladen under inkubation.

Patogene mikroorganismer, deriblandt hepatitisviruser og human immundefekt virus, kan forekomme i kliniske prgver. “Standard
forholdsregler”12-15 og institutionelle retningslinier ber felges ved handteringen af alle materialer, der er kontamineret med blod og andre
legemsveesker. Efter brug skal preeparerede plader, prgvebeholdere og andre kontaminerede materialer steriliseres ved autoklavering,
inden de kasseres.

Opbevaring: Opbevares efter modtagelse i merke ved 2—8 °C. Undga nedfrysning og overopvarmning. Ma ikke abnes fgr brug. Minimér
udseettelse overfor lys. Klargjorte plader skal opbevares i deres originale omslag ved 2 til 8 °C indtil lige inden anvendelse. Kan inokuleres
op til udigbsdatoen, og inkuberes i den anbefalede inkubationstid. Lad mediet blive opvarmet til stuetemperatur inden inokulation.

Produktnedbrydning: Pladerne ma ikke anvendes, hvis de viser tegn pa mikrobiel kontaminering, misfarvning, udterring eller andre
tegn pa nedbrydning.
PRGVEINDSAMLING OG -HANDTERING

Der er blevet foreslaet mange forskellige slags podepinde og beholdere til indsamling af pragver. Prgverne skal tages, inden der
begyndes pa antimikrobiel behandling. Der skal sgrges for hurtig aflevering til laboratoriet. Forskellige opbevaringsmedier eller
transportsystemer, sasom BD BBL prgvetagning og transportprodukter, kan komme pa tale for at forle&enge mikroorganismernes chancer
for overlevelse, nar der forventes en signifikant forsinkelse mellem prgvetagning og dyrkning.

Der henvises til passende litteratur for detaljer om praveindsamling og -handteringsmetoder.16.17
Laboratoriet skal vaere udstyret med tilstraekkelig klinisk information til at lade mikrobiologen vaelge det bedst egnede medium og metoder.

PROCEDURE
Vedlagt materiale: BD BBL Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood og BD BBL MacConkey Il Agar (BD I Plate)

Nodvendige materialer der ikke er vedlagt: Hjeelpekulturmedier, reagenser, kvalitetskontrolorganismer og laboratorieudstyr, som
pakraevet til proceduren.

Testprocedure: Anvend aseptiske teknikker.
Agaroverfladen bgr veere glat og fugtig, men ikke for vad.

Udstryg preven sa hurtigt som muligt, efter at den er modtaget i laboratoriet. Udstrygningspladen anvendes primeert til at isolere rene
kulturer fra prgver, der indeholder blandet flora. Alternativt, hvis materialet skal dyrkes direkte fra en podepind, rulles podepinden over et
lille omrade pa overfladen af kanten. Herefter kan der udstryges fra dette inokulerede omrade.

Inkubér plader, beskyttet mod lys, ved 35 + 2 °C i 18 til 24 h. Luftvejspraver skal inkuberes i en aerob atmosfaere suppleret med
kuldioxid. Andre praver skal inkuberes anaerobt uden tilsat CO,.

Brugerkvalitetskontrol:

Hvert medieparti er blevet testet ved hjeelp af passende kvalitetskontrolorganismer, og denne testning opfylder produktspecifikationerne
og CLSI-standarderne, hvor det er relevant. Kvalitetskontroltestning skal som altid udfgres i overensstemmelse med geeldende lokale
eller nationale regulativer, akkrediteringskrav og/eller laboratoriets standardkvalitetskontrolprocedurer.

RESULTATER

Efter inkubation vil de fleste plader vise et omrade med sammenhangende vaekst. Fordi udstrygningsmetoden i virkeligheden er en
“fortyndings” teknik, deponeres der et formindsket antal mikroorganismer pa de udstragne omrader. Derfor ber ét eller flere af disse
omrade udvise isolerede kolonier af de organismer, der er indeholdt i praven. Der opnas bedre isolation pga. mediets haemmende natur.

Typisk kolonimorfologi pa BD BBL Columbia CNA agar med 5 % fareblod er som fglger:
Streptococci (non-gruppe D) ... Sma, hvide til gralige. Beta-eller alphahaemolyse.

Enterococci (gruppe D) .......cccccvenee Sma, men starre end gruppe A streptococci, bla-gra. Beta- eller alphahzemolyse.
StaphylococCi .......covvveiiiiiiiiiiciee Store, hvide til gra eller fledefarvet til gul, med eller uden haemolyse
MICrOCOCCI ....eveviieeiiiiieiiieeeecee Store, hvide til gra eller gul til orange, med eller uden hazemolyse
Corynebacteria........ccccceecienienneene Sma til store, hvide til gra eller gule, med eller uden haemolyse
Candida...........cccoveeeeieeiiiiiiiieeee, Sma, hvide

Listeria monocytogenes .................. Sma til store, bla-gra, med beta haemolyse

Gram-negative bakterier.................. Ingen veekst til en smule veekst

Typisk kolonimorfologi pa BD BBL MacConkey Il er som fglger:

E. COlliccvnnaaaiiiiieee e Lysergde til rosa-redt (kan vaere omgivet af en zone med udfaeldet galde)
Enterobacter/Klebsiella ................... Mucoide, lysergde

Proteus.........ccccocoiiiiiiiiiiiiic Farvelgs, svaermning i omrader med isolerede kolonier er hazmmet
Salmonella............cccccoveveiiinnicnns Farvelgs

Shigella..........ccccccooviiiiiiiiiiiiien Farvelgs

Pseudomonas Uregelmaessig, farvelgs til lysergde

Gram-positive bakterier Ingen til let vaekst
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PROCEDURENS BEGRANSNINGER

Det er blevet rapporteret, at visse Enterobacteriaceae og Pseudomonas aeruginosa er haemmet pa MacConkey agar ved inkubering i en
CO,-beriget atmosfzere.18

Ikke alle E. coli stammer fermenterer lactose.

Visse diagnostiske tests kan udfgres med den primeere plade. Men det anbefales at bruge en ren kultur til biokemiske tests og andre
identifikationsprocedurer. Der henvises til passende litteratur for detaljeret information og anbefalede procedurer.19-23

Et enkelt medium er sjeeldent tilstreekkeligt til at pavise alle potentielt signifikante organismer i en prgve. Det skal huskes, at
organismer, der generelt er faslsomme overfor det antimikrobielle middel i et selektivt medium, kan blive helt eller delvist haammet
afhaengigt af midlets koncentration, egenskaberne ved den mikrobielle stamme og antallet af organismer i inokulum. Organismer, der
generelt er resistente overfor det antimikrobielle middel, bgr ikke blive hsemmet. Dyrkning af praver, der vokser pa selektive medier ber
derfor blive sammenlignet med prgver, der dyrkes pa nonselektive medier for at opna yderligere information og for at sikre restitution af
potentielle patogener.

FUNKTIONSDATA

BD BBL Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood

Inden frigivning testes alle lots med BD BBL Columbia CNA agar med 5 % fareblod for funktionsegenskaber. Repraesentative

prever af lot’et udstryges-inokuleres med 0,1 mL af fglgende kulturer: Proteus mirabilis (ATCC 12453), Staphylococcus aureus

(ATCC 25923), Streptococcus pneumoniae (ATCC 6305) og S. pyogenes (ATCC 19615). Inokulum for S. aureus, S. pneumoniae og
S. pyogenes er fortyndet til at give 103til 104 kolonidannende enheder (CFU) per 0,1 mL. Inokulum for P. mirabilis er fortyndet til at give
104til 105 CFU/0,1 mL. Efter inokulering inkuberes pladerne ved 35 + 2 °C i en aerob atmosfeere suppleret med kuldioxid. Efter 18 til
24 h inkubation viser S. aureus, S. pneumoniae og S. pyogenes middel til kraftig vaekst med typisk kolonimorfologi, pigmentering og
haemolytiske reaktioner, mens P. mirabilis viser ingen til middel veekst uden svaermning af kolonierne.

BD BBL MacConkey Il Agar

Inden frigivning testes alle BD BBL MacConkey |l agar lots for funktionsegenskaber. Repraesentative prgver af lot’et udstryges-
inokuleres med felgende kulturer: Escherichia coli (ATCC 25922), Proteus mirabilis (ATCC 12453), Pseudomonas aeruginosa

(ATCC 10145), Salmonella Typhimurium (ATCC 14028), Shigella dysenteriae (ATCC 9361) og Enterococcus faecalis (ATCC 29212).
Inokulum for E. faecalis er fortyndet til at give 104til 105 kolonidannende enheder (CFU) per plade. Inokulum for alle andre organismer
fortyndes til at give 103 til 104 CFU/plade. Efter inokulering inkuberes pladerne ved 35 + 2 °C i en aerob atmosfeere. Efter 18 til 24 h
inkubation er kolonier af E. coli rosa-rade og kan vaere omgivet af udfeeldet galdesalt. P. mirabilis udviser middel til kraftig veekst af
farvelgse kolonier, og sveermning af kolonier er haemmet. P. aeruginosa har omrader med sammenflydende vaekst, som kan udvise gren
til gul-gran pigmentering, mens individuelle kolonier viser pink til gran pigmentering. Salmonella Typhimurium udviser middel til kraftig
veekst af farvelgse kolonier. S. dysenteriae udviser veekst af farvelgse til pinke kolonier. E. faecalis er helt til delvist haemmet (middel
veekst), og kolonierne kan veere lysergdt farvede.

BESTILLING

Kat. nr. Beskrivelse

221600 BD BBL Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood og BD BBL MacConkey Il Agar BD | Plate, pakn. med 20 plader C €
221601 BD BBL Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood og BD BBL MacConkey |l Agar BD | Plate, karton med 100 plader
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