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BD Middlebrook 7H10 Agar

UCEL POUZITI
BD Middlebrook 7H10 Agar se pouziva pro izolaci a kultivaci mykobakterii.

ZASADY A VYSVETLENi POSTUPU

Mikrobiologicka metoda

V prubéhu tohoto stoleti bylo vytvofeno znaéné mnozstvi médii uréenych ke kultivaci
mykobakterii. Slozeni prvnich médii bylo zaloZzeno na vejcich. Patfila k nim média Léowenstein-
Jensen a Petragnani. Dubos a Middlebrook se podileli na vyvoji znaéného poctu slozeni

s kyselinou olejovou a albuminem jako kli€¢ovymi slozkami napomahajicimi ristu
tuberkuléznich bacilt a k ochrané organismu proti Sirokému spektru toxickych &inidel.”
Nasledné se MiddleBrookovi a Cohnovi povedlo slozeni agaru na zakladé kyseliny olejové a
specifickém médiu oznageném jako 7H10.%* Oznamili, Ze na médiu 7H10 roste méné
kontaminant nez na médiich zaloZzenych na vejcich bézné pouzivanych ke kultivaci
mykobakterii.*

Spektrum anorganickych soli v BD Middlebrook 7H10 Agar poskytuje nezbytné latky pro rist
mykobakterii. Citrat sodny po pfevedeni na kyselinu citronovou zachycuje urcité anorganické
kationty v roztoku. Glycerol je zdroj uhliku a energie vyskytujici se v médiu v nadbytku.
Tuberkuldzni bakterie vyuZzivaji pfitomnou kyselinu olejovou spolu s jinymi mastnymi
kyselinami s dlouhymi fetézci, ktera hraje v metabolismu mykobakterii diilezitou roli. Toxické
peroxidy, jeZz mohou byt pfitomny v médiu, jsou odbouravany katalazou. Primarnim uéinkem
albuminu je ochrana tuberkuléznich bacilt proti toxickym ¢inidliim, a tudiz zlepSuje vytéznost
z primarni izolace. Céaste¢né inhibice kontaminujicich bakterii se dosahuje pouzitim
malachitové zelené.

CINIDLA
BD Middlebrook 7H10 Agar
SloZeni* na jeden litr Cisténé vody

Sulfat hof€iku 0,025 g Bovinni albumin V 50¢9
Citronan zeleznato-amonny 0,04 Katalaza 0,004
Citrat sodny 0,4 Pyridoxin 0,001
Sulfat amonny 0,5 Siran zine€naty 0,001
Glutamat sodny 0,5 Siran médnaty 0,001
Fosfat disodny 1,5 Biotin 0,0005
Dihydrogenfosfore¢nan draselny | 1,5 Chlorid vapenaty 0,0005
Agar 17,0 Malachitova zelen 0,00025
Chlorid sodny 0,85 Glycerol 5,0
Glukéza 2,0 Kyselina olejova 0,05 ml
pH 6,6 £0,2

*Upraveno a/nebo doplnéno dle potfeby tak, aby byla spinéna kritéria ucinnosti.

BEZPECNOSTNi OPATRENI

. Pouze k odbornému pouziti. @

Pokud misky vykazuji znamky mikrobialni kontaminace, zmény zabarveni, vysuseni, popraskani
nebo jiné znamky podkozeni, nepouZivejte je.

Pokyny pro aseptickou manipulaci, informace tykajici se biologického nebezpeci a pokyny pro
likvidaci pouzitého produktu naleznete v dokumentu VSEOBECNE POKYNY K POUZITI.
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Laboratorni postupy, pfi nichZ se pracuje s mykobakteriemi, vyZaduji specialni vybaveni
a techniky, které minimalizuji biologické nebezpeéi.>” K manipulaci se vzorky a kulturami je
vyZzadovana biologicka bezpecénostni uroven 3.

SKLADOVANI A ZIVOTNOST

Po pfevzeti az do doby tésné pfed pouzitim skladujte misky v originalnim pouzdru, v temnu a pfi
teploté 2 az 8 °C. Chrante pfed mrazem a pfehratim. Misky Ize inokulovat az do data expirace
(viz Stitek na obalu) a inkubovat po doporu¢enou dobu inkubace.

Misky z otevienych sad po 10 kusech Ize pouzivat po dobu jednoho tydne, pokud jsou ulozeny
v Cistém prostfedi pfi teploté 2 az 8 °C.

KONTROLA KVALITY UZIVATELEM

Inokulujte reprezentativni vzorky nasledujicimi kmeny (podrobné informace naleznete

v dokumentu VSEOBECNE POKYNY K POUZITI). Inkubujte misky pfi 35 + 2°C aerobné nebo
v aerobnim prostfedi obohaceném oxidem uhli€itym.

Kmen Inkubace Vysledek

Mycobacterium tuberculosis H37Ra 2 az 3 tydny Rust dobry az vynikajici
ATCC 25177

Mycobacterium fortuitum DSM 46621 2 az 3 tydny Rulst dobry az vynikajici
Mycobacterium smegmatis DSM 43061 2az5dnd RuUst dobry az vynikajici
Mycobacterium terrae ATCC 15755 2 az 3 tydny Uspokojivy az vynikaijici rist
Staphylococcus aureus ATCC 25923 2az5dnd Inhibovan

Escherichia coli ATCC 25922 2 az5dnud Inhibovan

Slepy vzorek Jantarova, velice jemné& nazelenaly odstin
POSTUP

Dodany material
BD Middlebrook 7H10 Agar (misky Stacker o velikosti 90 mm). Mikrobiologicky kontrolovano.

Material, ktery neni soucéasti dodavky
Pomocna kultivacni média, Cinidla a laboratorni vybaveni dle potieby.

Typy vzorkt

Médium se pouziva k izolaci a kultivaci mykobakterii z klinickych vzorku a Ize jej také pouzit ke
kultivaci mykobakterii ve specialnich testech (napf. pfi testovani dezinfekénich prostfedku proti
mykobakteriim).

Detaily o vhodnych vzorcich naleznete v referencich.®°

Provedeni testu

Testové postupy odpovidaji postuptim doporu¢ovanym centry kontroly onemocnéni a prevence
(CDC) k primarni izolaci vzork(l obsahujicich mykobakterie. Jako mirny, ale uc¢inny prostfedek
k digesci a dekontaminaci se doporucuje roztok N-acetyl-L-cystein-hydroxidu sodného (NALC-
NaOH). Podrobné pokyny pro dekontaminaci a kultivaci naleznete v referencich.*="°

Po inokulaci ponechte misky kryté pred svétlem a umistéte je médiem oto€ené smérem dol(
do nadoby systému BD GasPak pracujici v kombinaci s jednorazovou obalkou GasPak
generatoru oxidu uhli¢itého nebo jinym systémem poskytujicim aerobnim prostfedi obohacené
oxidem uhli¢itym. Inkubujte pfi teploté 35 £ 2 °C. Zabrarite vyschnuti média pfi inkubaci.
Poznamka: Kultury z kozZnich |ézi a 1ézi mékké tkané podezielé, Ze obsahuji M. marinum, M.
ulcerans, M. haemophilum, M. chelonae nebo jiné druhy s nizkou optimalni teplotou, je nutné
inkubovat pfi 25 az 33 °C. Inkubuijte duplikatni kulturu pfi 35 az 37 °C.>°

Vysledky

Bé&hem 5 az 7 dni po inokulaci zkontrolujte misky a totéz poté provadéijte jednou tydné po dobu
az 8 tydn(. Dal$i podrobnosti o morfologii kolonii a pigmentaci naleznete v referencich.®°

PFi ¢teni misek obratte misky na stojanu mikroskopu. Odeditejte pfi zvétSeni 10 — 60x

s pfenasenym svétlem. Rychle prohlédnéte pfi zvétSeni 10 — 20x na pfitomnost kolonii. Vétsi
zvétSeni (30 — 60x) je uzite¢né pfi sledovani morfologie kolonii, tj. vinité provazcovité kolonie.
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Zaznamenejte nasledujici udaje: >°

1. Pocet dni nutnych k tomu, aby se kolonie staly makroskopicky viditelné.
2. Pocet kolonii:

Bez kolonii = negativni

Méné nez 50 kolonii = zaznamenejte skuteény pocet

50 — 100 kolonii = 1+

100 — 200 kolonii = 2+

Témér slévajici se vrstva (200 — 500) = 3+

Slévajici se vrstva (vice nez 500) = 4+
3. Produkce pigmentu

Bilé, krémové nebo zlutohnédé = nechromogenni (NC)

Citronové, Zluté, oranzové, Cervené = chromogenni (Ch)
Obarvené kmeny mohou ukazovat acidorezistentni bacily, které jsou hlaSeny pouze jako
»acidorezistentni bacily“, dokud nejsou provedeny definitivni testy. Informace o dalSich
diferen¢nich testech a postupech upIné identifikace izolovanych organismu naleznete
v pfislusnych odkazech.*"°

SPECIFICKE VLASTNOSTI UCINNOSTI A OMEZENi POSTUPU

BD Middlebrook 7H10 Agar je jednim ze standardnich agarovych médii pouzivanych k izolaci

a kultivaci mykobakterii z klinickych vzorka. """

Jelikoz je médium pouze Caste€né selektivni, mohou na ném rlst jiné bakterie nez mykobakterie,
pokud se vzorky pfedem pfislusnym zp(isobem neosetfi a nedekontaminuiji.®”*'°

Negativni kultivace nevylu€uje aktivni infekci mykobakterii. Doporucuje se naoCkovat nékolik médii
s riznym sloZenim (pevna a tekuta).®"°
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BALENi/DOSTUPNOST

BD Middlebrook 7H10 Agar

Kat. ¢. 254520 Médium na miskach k okamzitému pouziti, 20 kust v baleni
Kat. ¢. 254521 Médium na miskach k okamzitému pouziti, 120 kust v baleni

DALSI INFORMACE
Dalsi informace vam poskytne mistni zastupce spole¢nosti BD.

adl

Becton Dickinson GmbH

Tullastrasse 8 — 12

D-69126 Heidelberg/Germany

Phone: +49-62 21-30 50 Fax: +49-62 21-30 52 16
Reception_Germany@europe.bd.com

http://www.bd.com
http://www.bd.com/europe/regulatory/

ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection
BD, BD Logo and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company. © 2012 BD
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