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MASSNAHMEN ZUR QUALITATSKONTROLLE

EINFUHRUNG

BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood (BD BBL Trypticase-Soja-Agar mit 5 % Schafblut) wird zur Kultivierung
anspruchsvoller Organismen sowie zur Visualisierung von Hamolyseraktionen verwendet. BD BBL MacConkey Il Agar with MUG
(MacConkey-II-Agar mit MUG) dient zum prasumtiven Nachweis von Escherichia coli.

TESTDURCHFUHRUNG

A. BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood
1. Reprasentative Proben mit Verdiinnungen der nachstehend aufgefiihrten Kulturen inokulieren.

a. Mit einer volumetrischen Pipette oder einer vergleichbaren Methode 0,1 mL einer Verdliinnung, die 30-300 KBE ergibt, auf jede
Platte geben und zur Inokulation mit einem sterilen glasernen Spatel ausstreichen.

b. Die Staphylococcus- und Escherichia-Stamme in einer aeroben Atmosphare bei 35 + 2 °C inkubieren. Die Streptococcus-Stamme
in einer aeroben, mit Kohlendioxid angereicherten Atmosphare bei 35 + 2 °C inkubieren.

2. Die Platten nach 18 bis 24 h auf Wachstum, Koloniegréf3e und Hamolysereaktionen untersuchen.
3. Zu erwartende Ergebnisse

CLSI-Kontrollorganismen ATCC-Stamme  Isolierung

*Streptococcus pyogenes 19615 Wachstum, Beta-Hamolyse
*Streptococcus pneumoniae 6305 Wachstum, Alpha-Hamolyse
*Staphylococcus aureus 25923 Wachstum

*Escherichia coli 25922 Wachstum

* Empfohlener Organismusstamm fiir die Qualitatssicherung durch den Anwender.

B. BD BBL MacConkey Il Agar with MUG
1. Reprasentative Proben mit Verdiinnungen der nachstehend aufgefiihrten Kulturen inokulieren.

a. Die Platten zur Isolierung mit 18 bis 24 h alten und im Verhaltnis 1:10-1 verdiinnten Bouillonkulturen ausstreichen. Fir Proteus
mirabilis vor dem Ausstreichen zwei zusatzliche 10fache Verdiinnungen anfertigen.

b. Die Platten bei 35 £ 2 °C in einer aeroben Atmosphare inkubieren.

c. Fur alle Organismen BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood (Agarplatten) als nichtselektive Kontrollen mittesten.
2. Die Platten nach 18 bis 48 h auf Wachstum, Fluoreszenz, Pigmentierung und Selektivitat untersuchen.
3. Zu erwartende Ergebnisse

Organismen ATCC Isolierung Koloniefarbe Fluoreszenz

*Escherichia coli 25922 Wachstum Rosarote Kolonien +

Proteus mirabilis 12453 Wachstum Farblose Kolonien, -
Schwarmen gehemmt

*Salmonella enterica 14028 Wachstum Farblose Kolonien -

Subsp. enterica

Serotyp Typhimurium

*Enterococcus faecalis 29212 Hemmung N/A -
(teilweise bis vollstandig)

* Empfohlener Organismusstamm fiir die Qualitatssicherung durch den Anwender.

ZUSATZLICHE QUALITATSKONTROLLE
1. Die Platten wie unter ,Haltbarkeit des Produkts“ beschrieben untersuchen.
2. Die reprasentativen Platten im Hinblick auf Beschadigungen sichtpriifen, durch die ihre Verwendung beeintrachtigt werden konnte.

3. Den pH-Wert potentiometrisch bei Raumtemperatur bestimmen. Er sollte innerhalb der Spezifikation liegen: 7,4 + 0,2 (TSA ) bzw.
7,1+ 0,2 (BD BBL MacConkey Il Agar with MUG).

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

PRODUKTINFORMATIONEN

VERWENDUNGSZWECK

BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood wird zur Kultivierung anspruchsvoller Mikroorganismen und zur Visualisierung
hamolytischer Reaktionen verwendet, welche viele Bakterienspezies zeigen.

BD BBL MacConkey Il Agar with MUG dient zum prasumtiven Nachweis von Escherichia coli.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

A. BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood

BD BBL Trypticase Soy Agar ist auf Grund seiner Nahrstoffzusammensetzung ein haufig verwendetes Medium, sowohl ohne
Zusatz als auch als Basis fur bluthaltige Medien. BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood wird haufig zur Gewinnung
und Kultivierung anspruchsvoller Mikrobenspezies sowie zum Nachweis hamolytischer Reaktionen verwendet, die ein wichtiges
Differenzierungsmerkmal fur Bakterien, besonders flr Streptococcus-Spezies, darstellen.
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B. MacConkey Il Agar with MUG

Die BD BBL MacConkey Il Agar-Formulierung wurde 1983 veroffentlicht. Sie wurde speziell entwickelt, um die Hemmwirkung gegen
das Schwarmen der Proteus-Spezies zu verbessern, um eine eindeutigere Differenzierung zwischen Lactose fermentierenden
Mikroorganismen und Lactose-Non-Fermentern zu ermdglichen sowie um hervorragendes Wachstum enterischer Pathogene zu férdern.

Trepeta und Edberg! modifizierten den MacConkey-Agar durch die Hinzufligung von MUG (4-Methylumbelliferyl-3-D-Glucuronid).
Das resultierende Medium ermdglichte den Autoren innerhalb von 5 min den prasumtiven Nachweis von E. coli aus dem
primaren Plattenmedium.

VERFAHRENSGRUNDLAGEN

A. BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood

Die Kombination von Casein und Sojapeptonen in der BD Trypticase Soy Agar-Basis verleiht dem Medium einen hohen Nahrwert, da
es organischen Stickstoff, insbesondere Aminosauren und langkettige Peptide, liefert. Durch das Natriumchlorid wird das osmotische
Gleichgewicht gewahrt.

Defibriniertes Schafblut ist das fiir die Anreicherung von Medien auf Agar-Basis am haufigsten verwendete Blut.2 Die
Hamolysereaktionen der Streptokokken sind klar definiert, und das Wachstum von Haemophilus haemolyticus, einem Apathogen,
dessen hamolytische Kolonien von denen der beta-hamolytischen Streptokokken nicht zu unterscheiden sind, wird gehemmt.

BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood (TSA II) ergibt ein hervorragendes Wachstum sowie Beta-Hamolyse bei
Streptococcus pyogenes (Lancefield-Gruppe A); dariiber hinaus ergibt es hervorragendes Wachstum und entsprechende
Hamolysereaktionen bei anderen anspruchsvollen Organismen. Das Medium eignet sich zur Verwendung mit Bacitracin-Blattchen

(BD Taxo A) von niedriger Konzentration (0,04 Einheiten) zur prasumtiven Identifizierung von Streptokokken der Gruppe A (S. pyogenes).

B. BD BBL MacConkey Il Agar with MUG

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

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

Die meisten E. coli-Stamme (96-97 %) produzieren das Enzym B-D-Glucuronidase.? Dieses Enzym hydrolysiert MUG unter Bildung
von 4-Methylumbelliferon, einer Verbindung, die unter langwelligem UV-Licht (366 nm) fluoresziert. Die Aufnahme von MUG in die
Formulierung lasst 3-D-glucuronidase-positive E. coli-Stamme bei der Betrachtung unter UV-Licht blaugriin fluoreszieren.

REAGENZIEN

BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood (TSA Il)
Ungefahre Zusammensetzung* pro L destilliertem Wasser

Pankreatisch abgebautes Casein...........ccccccoviriinenen. 145 g AAGAT s 14,0 g
Papainisch abgebautes Sojamehl ............c.ccccceiiiiiinn. 50 g Wachstumsfaktoren...........cccccoiiiiiiiiiiieicee 1,5 g
NatriumChlorid ..........ooevviiiiiiiiiii e 50 g Defibriniertes Schafblut .............cc.ooooiii 5%
*Nach Bedarf abgestimmt und/oder erganzt auf die geforderten Testkriterien.

BD BBL MacConkey Il Agar with MUG

Ungefahre Zusammensetzung* pro L destilliertem Wasser

Pankreatisch abgebaute Gelatine g
Pankreatisch abgebautes Casein g
Peptisch abgebautes Tiergewebe g
LaCtOSE ... g
GalleNSAIZE ..o g

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

Warnungen und VorsichtsmaBnahmen

In-vitro-Diagnostikum.

Bei UbermaRiger Feuchtigkeit das Unterteil der Platte nach oben drehen, versetzt auf den Deckel legen und an der Luft trocknen lassen,
um zu verhindern, dass sich wahrend der Inkubation Deckel und Unterteil aneinander festsaugen.

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 Vorsichtsmanahmen“4-7 sowie die einschlagigen
Institutionsrichtlinien zu beachten. Gebrauchsfertige Platten, Probenbehalter und sonstige kontaminierte Materialien nach der
Verwendung im Autoklaven sterilisieren und erst dann entsorgen.

Aufbewahrung

Die Agarplatten nach Erhalt bei 2-8 °C im Dunkeln aufbewahren. Einfrieren oder Uberhitzen vermeiden. Erst unmittelbar vor
Gebrauch 6ffnen. Vor Lichteinwirkung schitzen. Gebrauchsfertige Platten, die bis unmittelbar vor der Verwendung bei 2—8 °C in der
Originalverpackung aufbewahrt wurden, kénnen bis zum Verfallsdatum inokuliert und fiir die empfohlene Inkubationsdauer inkubiert
werden. Das Medium vor der Inokulation auf Raumtemperatur erwarmen lassen.

Haltbarkeit des Produkts

Die Platten bei Anzeichen von mikrobieller Kontamination, Verfarbung, Austrocknung oder sonstigen Anzeichen von Produktverfall
nicht verwenden.
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VIl PROBENENTNAHME UND -HANDHABUNG
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Zur Kultivierung geeignete Proben kdnnen auf unterschiedliche Weise gehandhabt werden. Nahere Informationen entnehmen Sie bitte
der entsprechenden Fachliteratur.8.9 Die Probenentnahme sollte vor der Verabreichung anderer antimikrobieller Mittel erfolgen. Fir
einen umgehenden Transport zum Labor ist zu sorgen.

VERFAHREN

Mitgeliefertes Arbeitsmaterial
BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood (TSA Il) und BD BBL MacConkey Il Agar with MUG (BD | Plate)

Bendtigtes, jedoch nicht mitgeliefertes Arbeitsmaterial
Zusatzliche Kulturmedien, Reagenzien, Qualitatskontrollorganismen und Laborgerate nach Bedarf.

Testverfahren
Aseptisch vorgehen.
Die Agaroberflache sollte glatt und feucht sein, jedoch keine lberschiissige Feuchtigkeit aufweisen.

Die Probe nach dem Eintreffen im Labor so bald wie méglich 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 tiber
einen kleinen Oberflachenbereich am Rand rollen; dann von diesem inokulierten Bereich aus ausstreichen.

Die Platten vor Licht geschutzt 18-24 h lang bei 35 + 2 °C inkubieren. Atemwegsproben in einer aeroben Atmosphare mit Kohlendioxid-
Anreicherung inkubieren. Andere Proben aerob ohne Zusatz von CO, inkubieren.

Qualitatssicherung durch den Anwender

Es sind die geltenden gesetzlichen und behdrdlichen 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.

ERGEBNISSE

Nach der Inkubation weisen die meisten Platten einen Bereich mit konfluierendem Wachstum auf. Da es sich bei dem
Ausstrichverfahren eigentlich um eine ,Verdliinnungstechnik® handelt, wird in den Ausstrichbereichen eine stets abnehmende Anzahl
von Mikroorganismen deponiert. Folglich sollte(n) einer oder mehrere dieser Bereiche isolierte Kolonien der in der Probe enthaltenen
Organismen aufweisen. Aulterdem kann das Wachstum jedes Organismus auf der Basis des Wachstums in jedem der ausgestrichenen
Bereiche semiquantitativ bestimmt werden.

Typische Ergebnisse auf BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood sind die Folgenden:

1. Hamolytische Streptokokken kénnen als durchsichtige oder undurchsichtige, als grauliche, kleine (1 mm) oder gro3e, matte und
schleimhaltige (2—4 mm) Kolonien erscheinen, umringt von einer Hdmolysezone. Es sollten Gramfarbungen angefertigt und
untersucht werden, um die makroskopischen Ergebnisse zu Uberpriifen (andere Organismen, die Hamolyse verursachen kénnen,
sind u.a. Listeria, verschiedene Corynebakaterien, hamolytische Staphylokokken, Escherichia coli und Pseudomonas).

Bei der Berichtausgabe kann sich die ungefahre quantitative Bestimmung der Anzahl von Kolonien hamolytischer Streptokokken als
hilfreich fur den Kliniker erweisen.

2. Pneumokokken erscheinen Ublicherweise als sehr flache, glatte, durchsichtige, grauliche und mitunter schleimhaltige Kolonien, die
von einer schmalen Zone ,griiner* (Alpha-)Hamolyse umgeben sind.

3. Staphylokokken erscheinen als undurchsichtige, weille bis goldgelbe Kolonien mit oder ohne Beta-Hamolysezonen.

4. Listeria. Es werden kleine Beta-Hamolysezonen gebildet. Diese lassen sich anhand ihrer Stabchenform in den Farbungen
unterscheiden sowie anhand ihrer Motilitat bei Raumtemperatur.

5. Andere Organismen zeigen minimale Flora, und es ist zu erwarten, dass klinisch signifikante Isolate auch auf dieser nichtselektiven
Formulierung wachsen.

Typische Koloniemorphologie auf BD BBL MacConkey Il Agar with MUG:

Kolonien von Lactose fermentierenden Bakterien erscheinen rosa bis rosarot und kdnnen von einer Galle-Niederschlagszone umgeben
sein, wahrend Lactose-Non-Fermenter-Kolonien farblos sind. Das Medium unter langwelligem UV-Licht (366 nm) untersuchen. Fir 3-D-
Glucuronidase positive Kolonien zeigen blaugriine Fluoreszenz; fiir 3-D-Glucuronidase negative Kolonien zeigen keine Fluoreszenz.

VERFAHRENSBESCHRANKUNGEN

Berichten zufolge ist das Wachstum von einigen Enterobacteriaceae und Pseudomonas aeruginosa auf BD BBL MacConkey Agar
gehemmt, wenn die Inkubation in einer mit CO, angereicherten Atmosphare erfolgt.0

Nicht alle E. coli-Stamme fermentieren Lactose oder produzieren 3-D-Glucuronidase. Einige Salmonellen- und Shigella-Stdmme produzieren
B-D-Glucuronidase und fluoreszieren.!! Berichten zufolge fluoresziert ein geringer Prozentsatz an Yersinia und Streptokokken. 2

Zur Identifizierung missen die Organismen in Reinkultur vorliegen. Fur die endglltige Identifizierung sollten morphologische,
biochemische und/oder serologische Tests durchgefiihrt werden. Detaillierte Informationen und empfohlene Verfahren sind der
einschlagigen Fachliteratur zu entnehmen.8.9.13

LEISTUNGSMERKMALE

BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood

BD BBL Trypticase Soy Agar (TSA) with 5% Sheep Blood wurde bei einer Studie unter Einsatz einer mit Bouillon angereicherten Kultur
(Todd Hewitt) und der optischen Immunoassay-Methode zur Diagnose von Infektionen mit 3-hdmolytischen Streptokokken als Kontrolle
verwendet. Es wurden finfhundertundzwei (502) Proben getestet. TSA with 5% Sheep Blood zeigte eine Empfindlichkeit und Spezifitat
von 92,5 % bzw. 99,4 %.'4 Nguyen et al. verwendeten BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood als ,Goldstandard* fir

den Nachweis von Streptokokken der Gruppe B im unteren Genitalbereich schwangerer Frauen.'5 Bei einer anderen Studie konnten
Rossmann et al. auf BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood erfolgreich Lautropia mirabilis aus den Mundhéhlen HIV-
infizierter Kindern neu isolieren.'® Von den 85 Kindern, die in dieser Studie untersucht wurden, waren 35 (41,4 %) L. mirabilis-positiv.
Isenberg et al. verwendeten BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood als Kontrolle zur Beurteilung der Isolierung von
Enterococcus aus einem untersuchten selektiven Medium.1” Es wurden zweihundertundfiinfzig (250) Streptokokkenstdmme der Gruppe
D aus klinischem Material und 8 Stamme des National Communicable Disease Center (Atlanta, USA) verwendet.
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BD BBL MacConkey Il Agar with MUG

Bei einer in einem Krankenhaus und in einem Universitatsklinikum durchgefihrten klinischen Studie wurde MUG zu
BD BBL MacConkey Il Agar hinzugefiigt, um B-Glucuronidase nachzuweisen. Es zeigte sich, dass die Dauer des Nachweises von

E. coli-Stammen von einer Stunde auf funf Minuten reduziert werden konnte und dass die Fahigkeit, diese Organismen in Mischspezies
nachzuweisen, verbessert war.’

Xl LIEFERBARE PRODUKTE
Best.- Nr. Beschreibung
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Technischer Kundendienst: setzen Sie sich mit Ihrer zustandigen BD-Vertretung in Verbindung oder besuchen Sie www.bd.com.

u 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.
© 2017 BD. BD, the BD Logo and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company.

BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood (TSA II) und BD BBL MacConkey Il Agar with MUG-BD | Plate

L009211

Deutsch



