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MASSNAHMEN ZUR QUALITATSKONTROLLE (Optional)

| EINFUHRUNG

BD BBL Columbia-CNA-Agar mit 5 % Schafblut ist ein selektives und differenziertes Medium zur Isolierung und Differenzierung
von grampositiven Mikroorganismen aus klinischen und nichtklinischen Proben. BD BBL MacConkey-ll-Agar ist ein selektives und
differenziertes Medium zum Nachweis koliformer Organismen und enterischer Pathogene.

I LEISTUNGSPRUFUNG

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

1. Reprasentative Proben mit den nachstehend aufgeflihrten Kulturen inokulieren.

a) Jeder Platte 0,1 mL einer 18 bis 24 h alten Bouillonkultur hinzufiigen, die so weit verdiinnt wurde, dass sie
103 bis 104 KBE/0,1 mL fiir die Streptococcus- und Staphylococcus-Stamme und 104 bis 105 KBE/0,1 mL fiir den
Proteus-Stamm enthalt. Zum Inokulieren mit einem sterilen glasernen Spatel ausstreichen.

b) Die Platten bei 35 + 2 °C in einer mit CO, angereicherten aeroben Atmosphare inkubieren.
c) Fur alle Organismen BD Trypticase-Soja-Agar mit 5 % Schafblut (TSA Il) als nichtselektive Kontrollen mittesten.
2. Platten nach 18-24 h auf Wachstum, KoloniegréRe, Hamolysereaktion, Pigmentierung und Selektivitat iberprifen.

3. Zu erwartende Ergebnisse

CLSI-Kontrollorganismen ATCC
*Streptococcus pyogenes 19615
*Streptococcus pneumoniae 6305
*Staphylococcus aureus 25923
*Proteus mirabilis 12453

Ergebnis

Wachstum, Beta-Hamolyse
Wachstum, Alpha-Hamolyse
Wachstum

Hemmung (teilweise bis vollstandig)

* Empfohlener Stamm des Mikroorganismus fiir Qualitatssicherung durch den Anwender.

B. BD BBL MacConkey Il Agar

1. Reprasentative Proben mit Verdiinnungen der nachstehend aufgefiihrten Kulturen inokulieren.

a) Die Platten zur Isolierung mit einer 18 bis 24 h alten und auf 104 bis 105 KBE/Platte verdiinnten Bouillonkultur von
Enterococcus faecalis ausstreichen. Fur den restlichen Organismus eine 18 bis 24 h alte und auf 103 bis 104 KBE/Platte

verdlinnte Bouillonkultur verwenden.

b) Platten bei 35 + 2 °C in einer aeroben Atmosphare inkubieren.
c) Als nichtselektive Kontrollen fiir alle Organismen TSA-II-Platten mittesten.
2. Platten nach 18 bis 24 h auf Wachstum, KoloniegréRe, Pigmentierung und Selektivitat untersuchen.

3. Zu erwartende Ergebnisse

CLSI-Kontrollorganismen ATCC
*Escherichia coli 25922
*Proteus mirabilis 12453
*Salmonella enterica 14028
Subsp. enterica

Serotyp Typhimurium

*Enterococcus faecalis 29212

Weitere verwendete Stamme
Pseudomonas aeruginosa 10145
Shigella dysenteriae 9361

Ergebnis
Wachstum
Wachstum, Ausschwarmen verhindert (partiell)
Wachstum

(teilweise) gehemmtes Wachstum

Wachstum
Wachstum

Koloniefarbe
Rosafarben
Farblos
Farblos

Rosafarben bis griin
Farblos bis rosafarben

* Empfohlener Stamm des Mikroorganismus fiir Qualitatssicherung durch den Anwender.

Il ZUSATZLICHE QUALITATSKONTROLLE

1. Die Agarplatten, wie unter ,Haltbarkeit des Produkts” beschrieben, begutachten.
2. Die reprasentativen Agarplatten auf sichtbare Beschadigungen prifen, durch die ihre Verwendung beeintrachtigt werden konnte.

3. Den pH-Wert photometrisch bei Raumtemperatur bestimmen. Er sollte bei 7,3 + 0,2 (BD BBL Columbia-CNA-Agar mit 5 %
Schafblut) und bei 7,1 + 0,2 (BD BBL MacConkey-ll-Agar) liegen.

4. Die Festigkeit der Agarplatten wahrend der Inokulation beachten.
5. Unbeimpfte reprasentative Agarplatten 72 h bei 35 + 2 °C inkubieren und auf mikrobielle Kontamination untersuchen.

PRODUKTINFORMATIONEN

IV VERWENDUNGSZWECK

BD BBL Columbia-CNA-Agar mit 5 % Schafblut ist ein selektives Medium zur Isolierung von grampositiven Mikroorganismen aus einer

Vielzahl klinischer und nichtklinischer Proben.

BD BBL MacConkey-lI-Agar ist ein leicht selektives und differenziertes Medium zum Nachweis koliformer Organismen und

enterischer Pathogene.
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Pankreatisch abgebautes Casein g
Peptisch abgebautes Tiergewebe g
Hefeextrakt..........cooooooiiiiniinn . g
Rindfleischextrakt ...........cccocoviiiiiiiii g
MaiISSEArKE ......oeoiiiiiieee g

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

Eliner et al. berichteten 1966 Uber die Entwicklung einer neuen Blutagar-Zusammensetzung, die als Columbia Agar bezeichnet
wurde.! Die Columbia-Agar-Basis, mit der ein schnelleres und ausgepragteres Wachstum sowie klar definierte Hamolysereaktionen
erzielt werden konnen, wird als Basis fur Blutkulturmedien und flr selektive Zusammensetzungen verwendet, bei denen eine Vielzahl
von Antibiotika-Kombinationen als Zusatze enthalten sind.

Ellner et al. entdeckten, dass ein Medium mit 10 mg Colistin und 15 mg Nalidixinsaure je Liter in einer Columbia-Agar-Basis,
angereichert mit 5 % Schafblut, das Wachstum von Staphylokokken, hamolytischen Streptokokken und Enterokokken unterstiitzt und
gleichzeitig das Wachstum von Proteus-, Klebsiella- und Pseudomonas-Spezies hemmt. Die Konzentration der Nalidixinsaure in

BD BBL Columbia-CNA-Agar mit 5 % Schafblut wurde auf 10 mg/L reduziert, um die Isolierung von grampositiven Kokken aus
klinischen Proben zu verbessern.

. BD BBL MacConkey Il Agar

Zum heutigen Zeitpunkt stehen dem Laboranten zahlreiche Kulturmedien zur Isolierung, Kultivierung und Identifizierung von
enterischen Bakterien zur Verfligung. Eines der ersten wurde von MacConkey entwickelt und in einer kurzen veréffentlichten
Notiz beschrieben.2 Die richtungsweisende Abhandlung tiber MacConkey-Agar wurde 1905 verdffentlicht und enthielt umfassende
Beschreibungen des Mediums und der erhaltenen bakteriellen Muster.3 Diese Rezeptur wurde mit dem Wissen entwickelt, dass
Gallensalze von Sauren abgeschieden werden und dass bestimmte enterische Mikroorganismen Lactose fermentieren, wahrend
andere diese Fahigkeit nicht besitzen.

Seit der Verdffentlichung der frihen Abhandlungen wurde die Formel fir MacConkey-Agar viele Male modifiziert. Eine 1930
veroffentlichte Zusammenstellung von Kulturmedien fiihrt zehn bis zu diesem Zeitpunkt veroffentlichte Modifikationen auf.4 Neuere
Modifikationen verwenden u. a. Zusatze wie z. B. Kanamycin®) und verzichten auf bestimmte Bestandteile wie z. B. Kristallvioletté
und Neutralrot.”

Ein modifizierter BD BBL MacConkey-Agar (MCIC-Agar) ist eines der von der APHA (American Public Health Association)
empfohlenen Kulturmedien zur Verwendung bei Untersuchungen von Meereswasser und Muscheln.8 MacConkey-Agar wird zudem
bei der mikrobiologischen Untersuchung von Nahrungsmitteln eingesetzt.® Der Agar wird zur Verwendung mit klinischen Proben
empfohlen, bei denen die Wahrscheinlichkeit groR ist, dass sie mikrobielle Mischflora enthalten, wie beispielsweise Urin, Atemwegs-
und Wundproben, da der Agar eine Vorgruppierung enterischer und anderer gramnegativer Bakterien ermdglicht. 0

Die BD BBL MacConkey-lI-Agar-Rezeptur wurde 1983 verdffentlicht. Sie wurde speziell entwickelt, um die Hemmwirkung gegen
das Ausschwéarmen der Proteus-Spezies zu verbessern, eine klare und eindeutige Differenzierung von Lactose fermentierenden und
nicht fermentierenden Mikroorganismen zu ermdglichen sowie ein starkes Wachstum enterischer Pathogene zu férdern.

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

Die hervorragenden, das Wachstum unterstitzenden Eigenschaften von BD BBL Columbia-CNA-Agar mit 5 % Schafblut leiten

sich aus der Kombination von Peptonen, gewonnen durch pankreatisch abgebautes Casein, peptisch abgebauten Tiergewebe und
Rindfleischextrakt ab. Hefeextrakt und Maisstarke sind ebenfalls in der Rezeptur enthalten und dienen als Energiequellen, wobei der
Hefeextrakt Vitamine des B-Komplexes liefert.

Schafblut ermoéglicht den Nachweis von Hamolysereaktionen und liefert den fiir das Wachstum vieler Bakterien erfoderlichen
X-Faktor (Ham). Es weist jedoch keinen V-Faktor (Nikotinamidadenindinukleotid, NAD) auf, da es NADase enthalt, die NAD zerstort.
Es ist zu beachten, dass dieses Medium einen relativ hohen Kohlenhydratanteil aufweist, wodurch

beta-hamolytische Streptokokken eine griinliche hamolytische Reaktion hervorrufen kénnen, die falschlicherweise als alpha-
Hamolyse interpretiert werden kann.

Durch den Zusatz der Antibiotika Colistin und Nalidixinsaure wird das Medium selektiv fiir grampositive Mikroorganismen. Das
Colistin zerstort die Zellmembran gramnegativer Organismen, wohingegen die Nalidixinsdure die DNA-Replizierung empfindlicher
gramnegativer Bakterien blockiert.!!

. BD BBL MacConkey Il Agar

BD BBL MacConkey-lI-Agar ist ein selektives Differenzierungsmedium. Es ist nur geringfiigig selektiv, da die Konzentration
an Gallensalzen, die grampositive Mikroorganismen hemmen, im Vergleich mit anderen enterischen Agarmedien niedrig ist.
Kristallviolett ist ebenfalls im Medium enthalten, um das Wachstum grampositiver Bakterien, besonders Enterokokken und
Staphylokokken, zu hemmen.

Die Differenzierung enterischer Mikroorganismen wird durch die Kombination von Lactose und dem neutralen roten Indikator erreicht.
Farblose oder rosa bis rote Kolonien werden je nach Fahigkeit des Isolats, Kohlenhydrat zu fermentieren, gebildet.

REAGENZIEN

BD BBL Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood
Ungeféhre Zusammensetzung* pro L destilliertem Wasser

*Nach Bedarf abgestimmt und/oder erganzt auf die geforderten Testkriterien.
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BD BBL MacConkey Il Agar
Ungeféhre Zusammensetzung* pro L destilliertem Wasser

Pankreatisch abgebaute Gelatine ..............cccccceeieenne. 17,0 g NatriumChlorid .........oooiiii e 50 g
Pankreatisch abgebautes Casein...........c.cccceeieeenneenn. 15 g NEULFAIrOL . ... e 0,03 g
Peptisch abgebautes Tiergewebe .............ccccociiiiennnne 1,5 g KristallVIolett ..........oooiiiiiii e 0,001g
LaCIOSE ... 10,0 g AGAT s 135 g
GallenSalZe.......ccveviiiiiiiie e 15 g

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

Warnungen und VorsichtsmaBnahmen: /n-vitro-Diagnostikum.

Wenn UbermaRige Feuchtigkeit vorhanden ist, das Unterteil umdrehen, versetzt auf den Deckel legen und in der Luft trocknen lassen,
um zu verhindern, dass wahrend der Inkubation eine Abdichtung zwischen dem Deckel und dem Unterteil entsteht.

Klinische Proben kénnen pathogene Mikroorganismen, wie z.B. Hepatitis-Viren und HIV, enthalten. Beim Umgang mit allen mit Blut
oder anderen Korperflissigkeiten kontaminierten Artikeln sind die ,,Allgemeinen VorsichtsmafRnahmen“12-15 sowie die einschlagigen
Institutionsrichtlinien zu beachten. Gebrauchsfertige Agarplatten, Probenbehalter und sonstige kontaminierte Materialien nach der
Verwendung im Autoklaven sterilisieren und erst dann entsorgen.

Aufbewahrung: Agarplatten nach Erhalt bei 2-8 °C im Dunkeln aufbewahren. Nicht einfrieren oder Uberhitzen. Erst unmittelbar vor
Gebrauch 6ffnen. Vor Lichteinwirkung schiitzen. Gebrauchsfertige Agarplatten, die bis zur Verwendung in der Originalverpackung bei
2-8 °C aufbewahrt wurden, kdnnen bis zum Verfallsdatum inokuliert und fir die empfohlene Inkubationsdauer inkubiert werden. Medium
vor der Inokulation Raumtemperatur annehmen lassen.

Haltbarkeit des Produkts: Agarplatten bei Anzeichen von mikrobieller Kontamination, Verfarbung, Austrocknung oder sonstigen
Anzeichen von Produktverfall nicht verwenden.

PROBENENTNAHME UND -HANDHABUNG

Zur Probenentnahme wurden eine Vielzahl von Abstrichtupfern und Behaltern entwickelt. Die Probenentnahme sollte vor der
Behandlung mit Antibiotika erfolgen. Fur einen umgehenden Transport zum Labor ist zu sorgen. Mehrere Aufbewahrungsmedien oder
Transportsysteme, wie beispielsweise die Probenentnahme- und Transportprodukte von BD BBL, werden fiir die Verlangerung der
Lebensdauer von Mikroorganismen empfohlen, wenn eine signifikante Verzégerung zwischen Entnahme und endgtiltiger Kultivierung zu
erwarten ist.

Einzelheiten zur Probenentnahme und -handhabung sind der einschlagigen Fachliteratur zu entnehmen.16.17

Dem Labor missen ausreichend klinische Daten zur Verfugung stehen, sodass der Mikrobiologe die am besten geeigneten Medien und
Verfahren auswéhlen kann.

VERFAHREN

Mitgeliefertes Arbeitsmaterial: BD BBL Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood und BD BBL MacConkey Il Agar (BD | Plate)
Bendétigtes, jedoch nicht mitgeliefertes Arbeitsmaterial: Zusatzliche Kulturmedien, Reagenzien, Qualitatskontrollorganismen und
Laborgerate nach Bedarf.

Testverfahren: Antiseptische VorsichtmaRnahmen beachten.

Die Agarflache sollte glatt und feucht sein, jedoch ohne liberschiissige Feuchtigkeit.

Die Probe nach dem Eintreffen im Labor schnellstmdglich ausstreichen. Die Ausstrichplatte dient primar zur Isolierung von Reinkulturen
aus Proben mit Mischflora. Wenn das Material direkt von einem Abstrich kultiviert wird, alternativ den Abstrichtupfer Gber einen kleinen
Oberflachenbereich am Rand rollen; dann von diesem inokulierten Bereich aus ausstreichen.

Platten vor Licht geschiitzt 18-24 h bei 35 + 2 °C inkubieren. Mit Atemwegsproben in einer aeroben Atmosphare unter Zusatz von
Kohlendioxid inkubieren. Andere Proben aerob ohne Zusatz von CO, inkubieren.

Qualitatssicherung durch den Anwender:

Jede Mediencharge wurde gemaf entsprechenden Qualitatskontrollorganismen getestet und dieser Test erflllt die
Produktspezifikationen und die zutreffenden CLSI-Standards. Wie immer sollten Qualitatskontrolltests unter Einhaltung der
kommunal, landesweit und/oder bundesweit geltenden Vorschriften, der Zulassungsbestimmungen und/oder der Standard-
Qualitatskontrollverfahren lhres Labors erfolgen.

ERGEBNISSE

Nach der Inkubation weisen die meisten Platten einen Bereich mit konfluenten Wachstum auf. Da es sich bei dem Ausstrichverfahren
eigentlich um eine ,Verdinnungsmethode" handelt, wird sich eine geringere Anzahl von Mikroorganismen auf den ausgestrichenen
Bereichen ablagern. Folglich sollten einer oder mehrere dieser Bereiche isolierte Kolonien der in der Probe enthaltenen Organismen
aufweisen. Eine bessere Isolierung wird aufgrund der hemmenden Natur der Medien erreicht.

BD BBL Columbia-CNA-Agar mit 5 % Schafblut weist typischerweise die folgende Koloniemorphologie auf:

Streptokokken (auBer Gruppe D)................. Klein, weil® bis graulich, Beta- oder alpha-Hamolyse

Enterokokken (Gruppe D) .......ccoeiieiiiiiieennnne Klein, jedoch gréRer als Streptokokken der Gruppe A, blaugrau, Beta- oder alpha-Hamolyse
Staphylokokken ..........ccccoociiiiiiiiiiien Grof, weil} bis grau oder cremefarben bis gelb, mit oder ohne Hamolyse

Mikrokokken ... Grof3, weil bis grau oder gelb bis orange, mit oder ohne Hamolyse

Corynebakterien ...........ccocceeviiieiiiieeiee Klein bis groB3, weil} bis grau oder gelb, mit oder ohne Hamolyse
Candida...........cccoevueeeieeiieiiiiee e Klein, weif}

Listeria monocytogenes .............cccceeeaeunenn. Klein bis grof3, blaugrau, mit Beta-Hamolyse

Gramnegative Bakterien.............ccccceeiene Kein Wachstum bis Spuren eines Wachstums
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Typische Koloniemorphologie auf BD BBL MacConkey |II:

E. COlciiiiiiiiiiieeeee e Rosa bis rosarot (kann umgeben sein von einer Zone aus Galle-Prazipitat)
Enterobacter/Klebsiella ... ....Mukoid, rosafarben

Proteus ........cccvivuiiiiiiiiiec e Farblos, Ausschwarmung in Bereichen isolierter Kolonien gehemmt
Salmonella..............cccoooecciiiiciniiiiiene Farblos

Shigella...........coooieiiiiiiiiiiiiiee e Farblos

Pseudomonas .........cccccceuviicieiiciiieien UnregelmaRige, farblos bis rosafarben

Grampositive Bakterien Kein bis leichtes Wachstum

VERFAHRENSBESCHRANKUNGEN

Berichten zufolge wird das Wachstum von einigen Enterobacteriaceae und Pseudomonas aeruginosa auf MacConkey-Agar gehemmt,
wenn in einer CO,-Atmosphére inkubiert wird.18

Nicht alle E. coli-Stamme fermentieren Lactose.

Mit der primaren Platte kénnen einige Diagnosetests durchgeflihrt werden. Fur biochemische Tests und andere Nachweisverfahren

wird jedoch die Verwendung einer Reinkultur empfohlen. Detaillierte Informationen und empfohlene Verfahren sind der einschlagigen
Fachliteratur zu entnehmen.19-23

Ein einzelnes Medium reicht selten zum Nachweis aller potenziell signifikanten Organismen in einer Probe aus. Es ist zu beachten, dass
das Wachstum von Organismen, die auf das im selektiven Medium verwendete Antibiotikum generell empfindlich reagieren, je nach
Konzentration des Antibiotikums, den Charakteristika des mikrobiellen Stamms und der Anzahl der Organismen im Inokulum ganz oder
teilweise gehemmt werden kann. Das Wachstum von generell gegen das Antibiotikum resistenten Organismen wird in der Regel nicht
gehemmt. Daher sollten auf selektiven Medien kultivierte Proben mit auf nichtselektiven Medien kultivierten Proben verglichen werden,
um zusatzliche Informationen zu erhalten und die Gewinnung potenzieller Pathogene sicherzustellen.

LEISTUNGSMERKMALE

BD BBL Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood

Vor der Freigabe werden alle Chargen von BD BBL Columbia-CNA-Agar mit 5 % Schafblut auf ihre Leistungsmerkmale getestet.
Reprasentative Proben der Charge werden mit 0,1 mL der folgenden ausgestrichenen Kulturen inokuliert: Proteus mirabilis (ATCC
12453), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Streptococcus pneumoniae (ATCC 6305) und S. pyogenes (ATCC 19615). Die Inokula
fur S. aureus, S. pneumoniae und S. pyogenes werden so weit verdiinnt, dass sie 103 bis 104 KBE/0,1 mL ergeben; das Inokulum

fur P. mirabilis wird so weit verdlinnt, dass es 104 bis 105 KBE/O,1 mL ergibt. Nach der Inokulation werden die Platten bei 35 + 2 °C in
einer mit CO, angereicherten aeroben Atmosphare inkubiert. Nach einer Inkubation von 18 bis 24 h zeigen S. aureus, S. pneumoniae
und S. pyogenes maliges bis starkes Wachstum mit der typischen Koloniemorphologie, Pigmentierung und Hamolysereaktionen,
wohingegen P. mirabilis kein bis maRiges Wachstum ohne Ausschwarmung der Kolonien zeigt.

BD BBL MacConkey Il Agar

Vor der Freigabe werden alle Chargen von BD BBL MacConkey-lI-Agar auf ihre Leistungsmerkmale getestet. Reprasentative Proben
der Charge werden mit den folgenden ausgestrichenen Kulturen inokuliert: Escherichia coli (ATCC 25922), Proteus mirabilis (ATCC
12453), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145), Salmonella Typhimurium (ATCC 14028), Shigella dysenteriae (ATCC 9361) und
Enterococcus faecalis (ATCC 29212). Das Inokulum fir E. faecalis wird so weit verdlinnt, dass es 104 bis 105 KBE/Platte ergibt; die
Inokula fiir alle anderen Organismen werden so weit verdiinnt, dass sie 103 bis 104 KBE/Platte ergeben. Nach der Inokulation werden
die Platten bei 35 + 2 °C in einer aeroben Atmosphare inkubiert. Nach einer Inkubation von 18 bis 24 h sind die Kolonien von E. coli
rosarot und kdénnen von Galle-Prazipitat umgeben sein. P. mirabilis zeigt maRiges bis starkes Wachstum farbloser Kolonien, deren
Schwarmen gehemmt ist. P. aeruginosa zeigt Bereiche mit konfluentem Wachstum, welches eine griine bis gelbgriine Pigmentierung
zeigen kann, wahrend einzelne Kolonien eine rosa bis griine Pigmentierung aufweisen. Salmonella Typhimurium liefert maRiges bis
starkes Wachstum farbloser Kolonien. S. dysenteriae zeigt ein Wachstum farbloser bis rosafarbener Kolonien. E. faecalis ist vollstandig
bis partiell gehemmt (maRiges Wachstum), und die Kolonien kdnnen eine Rosafarbung aufweisen.

LIEFERBARE PRODUKTE

Best.- Nr. Beschreibung

221600 BD BBL Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood und BD BBL MacConkey |l Agar BD | Plate, Packung mit 20 Platten C€
221601 BD BBL Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood und BD BBL MacConkey Il Agar BD | Plate, Karton mit 100 Platten
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