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BD Brucella Blood Agar with Hemin and Vitamin K1

SIHTOTSTARVE

BD Brucella Blood Agar with Hemin and Vitamin K1 (Brucella veriagar hemiini ja K1-
vitamiiniga) on k@rge toitevaartusega sd6de rangete anaeroobide isoleerimiseks ja
kultiveerimiseks Kliinilistest materjalidest.

PROTSEDUURI POHIMOTTED JA SELGITUS

Mikrobioloogiline meetod.

BD Brucella veriagar hemiini ja K1-vitamiiniga on Brucella agari modifikatsioon, mida on
taiendatud hemiini ja K1-vitamiiniga, et toetada ndudlike anaeroobide, eriti bakterite Bacteroides,
Prevotella ja Porphyromonas kasvu, kui inkubeeritakse anaeroobsetes tingimustes.® Seda
kasutatakse rangete anaeroobide isoleerimiseks kliinilistest materjalidest. Seda kasutatakse ka
anaeroobide tundlikkuse testimiseks E-testi meetodiga.*®

Soo6tmes BD Brucella veriagar hemiini ja K1-vitamiiniga annavad toitaineid peptoonid ja
parmiekstrakt koos gliikoosiga. Naatriumbisulfit alandab redokspotentsiaali rangete anaeroobide
jaoks sobivasse vahemikku. Hemiin ja K1-vitamiin on ndidanud vajalikku toimet teatud rangete
anaeroobide kasvu toetamisel.” Lambaveri pakub lisatoitaineid ja seda kasutatakse
hemoluutiliste reaktsioonide tuvastamiseks.

REAGENDID
BD Brucella Blood Agar with Hemin and Vitamin K1
Valem* liitri puhastatud vee kohta

Pankrease ensuimidega té6deldud kaseiin 10,09
Maoensiimidega té6deldud loomne kude 10.0
Parmiekstrakt 2.0
Glikoos 1.0
Naatriumkloriid 5.0
Naatriumbisulfit 0.1
Hemiin 0.005
Vitamiin K1 0.01
Agar 15.0
Lambaveri, defibrineeritud 5%
pH 7,2 +/- 0,2

*Vajaduse korral kohandatud ja/vdi tdiendatud toimingu kriteeriumidele vastamiseks.

ETTEVAATUSABINOUD

. Ainult professionaalseks kasutamiseks. @

Arge kasutage plaate, kui neil on ndha mikrobiaalse saastumise, varvimuutuse, kuivamise voi
moranemise ilminguid voi teisi riknemise tunnuseid.

Teavet aseptiliste kasitsemisprotseduuride, bioriskide ja kasutatud toote realiseerimise kohta
vaadake dokumendist ULDISED KASUTUSJUHISED.

SAILITAMINE JA KOLBLIKKUSAEG

Vastuvdtmisel sdilitage s6dtmeplaate pimedas temperatuuril 2 kuni 8 °C originaalpakendis
vahetult kasutamiseni. Valtige kilmutamist ja Glekuumenemist. S66tmeplaate v8ib inokuleerida
kuni aegumiskuupaevani (vaadake pakendi margist) ja inkubeerida soovitatavate
inkubatsiooniaegade jooksul.

Avatud 10 plaadiga virnast voib s66tmeplaate kasutada ihe nadala jooksul, kui neid hoida
puhtas kohas temperatuuril 2 kuni 8 °C.
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KASUTAJA KVALITEEDIKONTROLL

Inokuleerige tiilipproove jargmiste tiivedega (iksikasju vaadake dokumendist ULDISED
KASUTUSJUHISED). Inkubeerige 48—72 tundi anaeroobses keskkonnas (nt stisteemis BD
GasPak Anaerobic System (BD GasPak anaeroobne siisteem)) temperatuuril 35-37 °C.

Tuved Kasvu tulemused

Bacteroides fragilis ATCC 25285 Kasv hea kuni vaga hea; hallid kolooniad

Clostridium perfringens Kasv hea kuni vaga hea; suur, sagaratega,

ATCC 13124 hallikasvalged kolooniad; beetahemoltius (topelttsoon)

Fusobacterium nucleatum Kasv hea kuni vaga hea; hallikasvalged kolooniad;

ATCC 25586 Umbritsetud tumehallide tsoonidega

Peptostreptococcus anaerobius Kasv hea kuni vaga hea; valkjad kolooniad

ATCC 27337

Porphyromonas levii ATCC 29147 Kasv keskmine kuni hea; maardunudvalkjad kuni

hallikaspruunid kolooniad

Inokuleerimata Punane kuni tumepunane (verevarvi)

PROTSEDUUR

Komplekti kuuluvad materjalid
BD Brucella Blood Agar with Hemin and Vitamin K1 (90 mm Stackeri plaadid).
Mikrobioloogiliselt kontrollitud.

Komplekti mittekuuluvad materjalid
Abistav kultuursddde, ndutavad reagendid ja laborivarustus.

Proovide tuubid

BD Brucella veriagar hemiini ja K1-vitamiiniga on universaalne sddde rangete anaeroobide
isoleerimiseks ja kultiveerimiseks igat ttpi Kliinilistest proovidest (vt ka jaotist
RESULTATIIVSUSE KARAKTERISTIKUD JA PROTSEDUURI PIIRANGUD). Jéargige
anaeroobsete proovide valimisel, kogumisel ja transportimisel heakskiidetud tehnikaid.®*°
Kasutada tuleb sobivat transportséddet, nt séédet BD Port-A-Cul.

Soodet BD Brucella veriagar hemiini ja K1-vitamiiniga kasutatakse ka rangete anaeroobide
tundlikkuse testimiseks E-testi meetodiga, mille jaoks tuleb kasutada puhaskultuure.*®

Testi protseduur

Kullvake proov kohe parast materjali saabumist laborisse s66tmesse BD Brucella veriagar
hemiini ja K1-vitamiiniga, kasutades heakskiidetud viirutusprotseduuri. Kohe péarast kilvamist
pange plaadid anaeroobsetesse purkidesse, kus on anaeroobne keskkond. Soovitatav on
kasutada BD GasPaki purke ja BD GasPaki H./CO, pakikesi koos katallisaatoriga. Inkubeerige
2 kuni 3 paeva voi vajaduse korral kauem temperatuuril 35-37 °C. Olenemata kasutatavast
anaeroobsest susteemist on oluline kaasata anaerobioosi indikaator, nt BD GasPaki
uhekordselt kasutatav anaeroobne indikaator.

Kui s66tmele kiilvatakse segafloorat sisaldavat materjali, on soovitatav kasutada ka selektiivseid
s66tmeid, nagu BD Schaedler Kanamycin-Vancomycin Agar with 5% Sheep Blood
(Schaedleri agar kanamuitsiini-vankomiuitsiini ja 5% lambaverega) ja/voi BD Wilkins-Chalgren
Agar with Amikacin and 7% Sheep Blood (Wilkins-Chalgreni agar amikatsiini ja 7%
lambaverega). Samuti vivad proovis olla fakultativsed anaeroobid. Seet6ttu on soovitatav alati
kaasata aeroobne s6dde (nt BD Columbia Agar with 5% Sheep Blood (Columbia agar 5%
lambaverega)), kui primaarsed kultuurid on paigas. See plaat inkubeeritakse sisinikdioksiidiga
aeroobselt rikastatult koos anaeroobsete kultuuridega.? See véimaldab tuvastada proovis olevad
fakultatiivsed organismid.

So66tme BD Brucella veriagar hemiini ja K1-vitamiiniga kasutamiseks anaeroobse tundlikkuse
testimiseks E-testi meetodiga vaadake viitematerjale vdi tootja juhiseid.*®
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Tulemused

Inkubatsioonijargselt kontrollitakse plaate kasvu suhtes. S66tmel ilmuvad kolooniad on
eeldatavalt ranged anaeroobid, kui nad ei kasva aeroobselt inkubeeritud veriagari plaatidel.
Samuti vorreldakse kasvu BD Schaedleri agaril kanamutsiini-vankomatsiini ja 5%
lambaverega teisel sé6tmel oleva kasvuga. Rangete ja fakultatiivsete anaeroobide
segukultuuride esinemisel tuleb anaeroobsest sé6tmest teha mitteselektiivsel s66tmel
(aeroobselt ja anaeroobselt inkubeeritud) sobivad subkultuurid kinnitamaks, et isolaat on range
anaeroob.

Rangete anaeroobide perekonna ja liigi tuvastamiseks tuleb teha tdiendavad mikroskoopilised ja
biokeemilised katsed. Tapsemat teavet, sh tuvastusprotseduure vaadake asjakohastest
tekstidest.® &

So6tmel saadud E-testi tulemuste lugemiseks vaadake viitematerjale véi tootja juhiseid. *°

RESULTATIIVSUSE KARAKTERISTIKUD JA PROTSEDUURI PIIRANGUD
Sootmel BD Brucella veriagar hemiini ja K1-vitamiiniga, mis on tks mitteselektiivsetest
standardsdotmetest rangete anaeroobide isoleerimiseks, kasvavad bakterid Bacteroides,
Prevotella, Porphyromonas, Fusobacterium, Clostridium, Peptostreptococcus, rangelt
anaeroobsed eoseid mittemoodustavad kepikesed (nt varasem perekond Eubacterium),
Mobiluncus, Actinomyces jpt.> &

Peale selle kasutatakse seda ka anaeroobide tundlikkuse testimiseks E-testi meetodiga.4—6

Resultatiivsuse tulemused*?

Soo6det BD Brucella veriagar hemiini ja K1-vitamiiniga hinnati ettevottesiseselt jargnevate
rangete anaeroobsete liikide kliiniliste isolaatide ja kogutud tiivedega ning vorreldi s66tmega BD
Schaedleri agar K1-vitamiini ja 5% lambaverega (= vordluss60de): Bacteroides fragilis, B.
distasonis, Prevotella bivia, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas levii, Porphyromonas
gingivalis, Campylobacter (Bacteroides) gracilis, Peptostreptococcus anaerobius, Clostridium
perfringens, Mobiluncus mulieris, Eggerthella lenta (Eubacterium lentum). Mélemat soddet
inokuleeriti 10° kuni 10* CFU-ga plaadi kohta ja neid inkubeeriti anaeroobselt 3 paeva.
Katsesddtme kolooniate arv oli vordne vdi suurem kui katse vordlusséotmel kdigi testitud tiivede
korral.

Protseduuri piirangud

Pange tahele, et rangete anaeroobide kasvukiirus v8ib markimisvaarselt erineda: kui
Bacteroides fragilis kasvab hasti 24 tunni jarel, vajavad Mobiluncus'e vdi Porphyromonas'e
tived selleks 4-5 paeva ning Actinomyces vdib vajada 1-3 nadalat, et tekitada hastindhtavaid
kolooniaid. Kui kultuurid on 2—3-péevase inkubeerimise jarel negatiivsed, inkubeerige neid
uuesti anaeroobselt veel 2—3 paeva. Kui kahtlustate Actinomyces't, tuleb inokuleerida eraldi
kultuuriplaadid selle ja mdne muu s66tme jaoks (nt BD Columbia agar 5% lambaverega),
mida kontrollitakse 1-, 2- ja I6puks 3-nadalase inkubeerimise jarel.

See s60de pole spetsiaalselt selektiivhe rangetele anaeroobidele, kasvavad ka fakultatiivsed
organismid. Seet6ttu on oluline vdrrelda anaeroobse kultuuri tulemust aeroobselt inkubeeritud
plaadi tulemusega, kui saavutatud on segakultuurid.
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