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MASSNAHMEN ZUR QUALITATSKONTROLLE (OPTIONAL)

EINFUHRUNG
BD BBL Trypticase-Soja-Agar mit 5 % Schafblut wird zur Kultivierung hochselektiver Organismen und zur Visualisierung von
Hamolyseraktionen verwendet. BD BBL MacConkey-II-Agar ist ein selektives und differenziertes Medium zum Nachweis koliformer
Organismen und enterischer Pathogene.
LEISTUNGSPRUFUNG
A. BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood

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

a. Mit einem volumetrischen Pipettor oder einer vergleichbaren Methode 0,1 mL einer Verdinnung, 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 Atmosphére bei 35 + 2 °C inkubieren.

2. Platten nach 18 bis 24 h auf Wachstum, KoloniegroRe und Hamolysereaktionen tberprifen.
3. Zu erwartende Ergebnisse
CLSI-Kontrollorganismen (ATCC-Stamme)

CLSI-Kontrollorganismen ATCC Isolierung

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

*Escherichia coli 25922 R Veekst Ust

* 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 18 bis 24 h alten und im Verhéltnis 10-! verdiinnten
Bouillonkulturen ausstreichen. Fiir Proteus mirabilis vor dem Ausstreichen zwei zusatzliche 10fache Verdunnungen anfertigen.
b. Platten bei 35 £ 2 °C in einer aeroben Atmosphare inkubieren.
c. Fdur alle Organismen BD BBL Trypticase-Soja-Agarplatten mit 5 % Schafblut (TSA Il) als nichtselektive Kontrollen mittesten.
2. Platten nach 18 bis 24 h auf Wachstum, KoloniegroRe, Pigmentierung und Selektivitat tUberprifen.
3. Zu erwartende Ergebnisse

CLSI-Kontrollorganismen ATCC Isolierung Koloniefarbe

*Escherichia coli 25922 Wachstum Rosafarbene Kolonien

*Proteus mirabilis 12453 Wachstum, Ausschwarmen verhindert (partiell) Farblose Kolonien

*Salmonella enterica Subsp. 14028 Wachstum Farblose Kolonien

enterica serotype Typhimurium

*Enterococcus faecalis 29212 Gehemmtes Wachstum (teilweise)

Weitere verwendete Stamme

Pseudomonas aeruginosa 10145 Wachstum Rosafarbene bis griine Kolonien
Shigella dysenteriae 9361 Wachstum Farblose bis rosafarbene Kolonien

* Empfohlener Stamm des Mikroorganismus fiir Qualitatssicherung durch den Anwender.

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 koénnte.

3. Den pH-Wert photometrisch bei Raumtemperatur bestimmen. Er sollte bei 7,3 £ 0,2 (TSAIl) 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

VERWENDUNGSZWECK

BD BBL Trypticase-Soja-Agar mit 5 % Schafblut wird zur Kultivierung hochselektiver Mikroorganismen und zur Visualisierung
hamolytischer Reaktionen verwendet, die von vielen Bakterienspezies gezeigt werden.

BD BBL MacConkey-lI-Agar ist ein selektives und differenziertes Medium zum Nachweis koliformer Organismen und
enterischer Pathogene.
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ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG
A. BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood

BD BBL Trypticase-Soja-Agar ist aufgrund seiner Nahrstoffzusammensetzung ein haufig verwendetes Medium, sowohl ohne
Zusatz als auch als Basis fiir Medien, die Blut enthalten. BD BBL Trypticase-Soja-Agar mit 5 % Schafblut wird haufig zur
Gewinnung und Kultivierung hochselektiver Antibiotika sowie zum Nachweis hamolytischer Reaktionen verwendet, die ein wichtige
Differenzierungsmerkmal fur Bakterien, besonders flr Streptococcus-Spezies darstellen.

B. BD BBL MacConkey Il Agar

Zum heutigen Zeitpunkt stehen dem Laboranten zahlreiche Kulturmedien zur Isolierung, Kultivierung und Identifizierung von
enterischen Bakterien zur Verfuigung. Eines der ersten wurde von MacConkey entwickelt und in einer kurzen veréffentlichten

Notiz beschrieben.! Die richtungsweisende Abhandlung zu MacConkey-Agar wurde 1905 veréffentlicht und enthielt umfassende
Beschreibungen des Mediums und der erhaltenen bakteriellen Muster.2 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 Veroffentlichung der frihen Abhandlungen, wurde die Formel fir BD BBL MacConkey-Agar viele Male modifiziert. Eine 1930
verdffentlichte Zusammenstellung von Kulturmedien fiihrt zehn bis zu diesem Zeitpunkt veréffentlichte Modifikationen auf.3 Neuere
Modifikationen verwenden u. a. Zuséatze wie Kanamycin und verzichten auf bestimmte Bestandteile wie Kristallviolett und Neutralrot.*
BD BBL MacConkey-Agar wird zur Verwendung fir klinische Proben empfohlen, welche voraussichtlich eine gemischte mikrobielle
Flora enthalten, wie z. B. Urin, Respirations- und Wundproben, da der Agar eine Vorgruppierung von enterischen und anderen
gramnegativen Bakterien erlaubt.>:8 MacConkey-Agar wird auch zur mikrobiologischen Untersuchung von Lebensmitteln verwendet.”
Die BD BBL MacConkey-ll-Agar-Rezeptur wurde 1983 veréffentlicht. Sie wurde speziell entwickelt, um die Hemmwirkung gegen

das Ausschwarmen 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 Trypticase-Soja-Agar mit 5 % Schafblut (TSA II).
Die Kombination von Casein und Sojapeptonen in der BD Trypticase-Soja-Agar-Basis verleiht dem Medium einen hohen
Nahrstoffgehalt, 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.8 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-Soja-Agar mit 5 % Schafblut (TSA Il) sorgt fur ein hervorragendes Wachstum und eine beta-Hamolyse
durch Streptococcus pyogenes (Lancefield-Gruppe A); darlber hinaus liefert es hervorragendes Wachstum und entsprechende
Hamolysereaktionen mit anderen hochselektiven Organismen. Es ist geeignet zur Verwendung mit Bacitracin-Blattchen (BD Taxo A)
von niedriger Konzentration (0,04 Einheiten) zur prdsumtiven Identifizierung von Streptokokken der Gruppe A (S. pyogenes).

B. BD BBL MacConkey-lI-Agar
BD BBL MacConkey-ll-Agar ist ein selektives Differenzierungsmedium. Es ist nur geringfligig 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 Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood (TSA II)

Ungefahre Zusammensetzung* pro L destilliertem Wasser
Pankreatisch abgebautes Casein....................c..ccoco g

Papainisch abgebautes Sojamehl.... . g
NatriumChlorid ........oeeiiieee e

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

BD BBL MacConkey Il Agar

Ungefahre Zusammensetzung* pro L destilliertem Wasser

Pankreatisch abgebaute Gelatine ..............cccoociiiiiiins 17,0 g Natriumchlorid ..........cooooiiiiiiii e 50 g
Pankreatisch abgebautes Casein..........c.ccccoiiiiiiiiiieenns 1,5 g Neutralrot.. ..o 0,03 g
Peptisch abgebautes Tiergewebe ...........c.cccoovviiiiiiiiiiennen. 1,5 g Kristallviolett........c.ooiiiii 0,001 g
LACIOSE ... 10,0 G AGa5 i 135 g
GalleNSAIZE.......ccueiiiiieie e 15 g

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

Warnungen und VorsichtsmaBnahmen

In-vitro-Diagnostikum.

Wenn ibermafige 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 Korperfliissigkeiten kontaminierten Artikeln sind die ,Allgemeinen VorsichtsmaRnahmen“®-12 sowie die einschlagigen
Institutionsrichtlinien zu beachten. Gebrauchsfertige Agarplatten, Probenbehalter und sonstige kontaminierte Materialien nach der
Verwendung im Autoklaven sterilisieren und erst dann entsorgen.
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Aufbewahrung

Platten nach Erhalt im Dunkeln bei 2—8 °C lagern. Einfrieren und Uberhitzen vermeiden. Erst unmittelbar vor Gebrauch éffnen. Vor
Lichteinwirkung schiitzen. Gebrauchsfertige Agarplatten, die bis zur Verwendung in der Originalverpackung bei 2—8 °C aufbewahrt
wurden, kénnen bis zum Verfallsdatum inokuliert und fiir 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.

VIl 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 BBL, werden fur die Verlangerung der
Lebensdauer von Mikroorganismen empfohlen, wenn eine signifikante Verzégerung zwischen Entnahme und endgultiger Kultivierung zu
erwarten ist.

Einzelheiten zur Probenentnahme und -handhabung sind der einschlagigen Fachliteratur zu entnehmen.13.14

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

VERFAHREN

Mitgeliefertes Arbeitsmaterial

BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood (TSA Il) und BD BBL MacConkey Il Agar (BD | Plate)
Bendétigtes, jedoch nicht mitgeliefertes Arbeitsmaterial

Zusatzliche Kulturmedien, Reagenzien, Qualitatskontrollorganismen und Laborgerate nach Bedarf.

Testverfahren
Antiseptische Vorsichtmaflnahmen beachten.
Die Agarflache sollte glatt und feucht sein, jedoch ohne liberschissige 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 Uber 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 konfluentem Wachstum auf. Da es sich bei dem Ausstrichverfahren

eigentlich um eine ,Verdiinnungsmethode® 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. AuRerdem kann das Wachstum jedes Organismus auf der Basis des Wachstums in jedem der ausgestrichenen Bereiche

semiquantitativ bestimmt werden.

Typische Ergebnisse auf BD BBL Trypticase-Soja-Agar mit 5 % Schafblut sind folgende:

1. Hamolytische Streptokokken kénnen als durchscheinende oder blickdichte, als graue, kleine
(1 mm) oder groRe, matte und mukoide (2—4 mm) Kolonien erscheinen, umringt von einer Hamolysezone. Es sollten
Gramfarbungen durchgefliihrt und untersucht werden, um die makroskopischen Ergebnisse zu kontrollieren (andere Organismen,
die Hamolyse verursachen kénnen, sind u. a. Listeria, verschiedene Corynebakaterien, hamolytische Staphylokokken,
Escherichia coli und Pseudomonas).
Bei der Dokumentation kann sich die ungeféhre quantitative Bestimmung der Anzahl von Kolonien hamolytischer Streptokokken als
hilfreich fur den Kliniker erweisen.

2. Pneumokokken erscheinen ublicherweise als sehr flache, glatte, durchscheinende, grauliche und manchmal mukoide Kolonien, die
umgeben sind von einer schmalen Zone ,griiner* (alpha-) Hamolyse.

3. Staphylokokken erscheinen als blickdichte, weil3e bis goldgelbe Kolonien mit oder ohne eine beta-Hamolysezone.

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

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

Typische Koloniemorphologie auf BD BBL MacConkey-II-Agar:

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

PrOtOUS .....coiiieeeeeeeee et Farblos, Ausschwéarmung in Bereichen isolierter Kolonien gehemmt
Salmonella............cccocoveioiiciiiiiiiiiiie Farblos

Shigella..........ccccoiiiiiiiiiiiiiii Farblos

PSeudomonas ...........cccceeeveieiiiiiiiiie e UnregelmaRig, farblos bis rosafarben

Grampositive Bakterien ...........cccccoccvveeeiiieeenns Kein bis leichtes Wachstum
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VERFAHRENSBESCHRANKUNGEN

Berichten zufolge wird das Wachstum einiger Enterobacteriaceae und Pseudomonas aeruginosa auf BD BBL MacConkey-Agar
gehemmt, wenn in einer CO,-angereicherten Atmosphare inkubiert wird.15

Nicht alle E. coli-Stamme fermentieren Lactose.

Mit der primaren Platte konnen einige Diagnosetests durchgefiihrt werden. Fur biochemische Tests und andere Nachweisverfahren
wird jedoch die Verwendung einer Reinkultur empfohlen. Detaillierte Informationen und empfohlene Verfahren sind der entsprechenden
Fachliteratur zu entnehmen.5.16-19

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 Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood

BD BBL Trypticase-Soja-Agar mit 5 % Schafblut wurde als Kontrolle in einer Untersuchung unter Verwendung einer mit

Bouillon angereicherten Kultur (Todd Hewitt) und der optischen Immunoassay-Methode zur Diagnose von -hamolytischer
Streptokokkeninfektion verwendet. Es wurden 502 Proben getestet. TSA mit 5 % Schafblut hat eine Empfindlichkeit und Spezifizitat von
jeweils 92,5 % und 99,4 %.20 Nguyen et al. verwendeten BD BBL Trypticase-Soja-Agar mit 5 % Schafblut als ,Goldstandard” fir den
Nachweis von Streptokokken Gruppe B im unteren Genitalbereich schwangerer Frauen.2! In einer anderen Studie konnten Rossmann
et al. Lautropia mirabilis auf BD BBL Trypticase-Soja-Agar mit 5 % Schafblut aus den Oral6ffnungen von HiV-infizierten Kindern
erfolgreich neu isolieren.22 Von den 85 Kindern, die in dieser Studie untersucht wurden, waren 35 (41,4 %) L. mirabilis-positiv. Isenberg
et al. verwendeten BD BBL Trypticase-Soja-Agar mit 5 % Schafblut als Kontrolle zur Evaluierung der Gewinnung von Enterococcus
aus dem untersuchten, selektiven Medium.23 Es wurden 250 aus klinischem Material isolierte Streptokokkenstdmme Gruppe D und 8
Stamme des National Communicable Disease Center (Atlanta, USA) verwendet.

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 fiir E. faecalis wird so weit verdiinnt, dass es 10%-10% koloniebildende Einheiten
(KBE) pro Platte ergibt, die Inokula fiir alle anderen Organismen werden so weit verdiinnt, dass sie 103-10% KBE/Platte ergeben. Nach
der Inokulation werden die Platten bei 35 + 2 °C in einer aeroben Atmosphéare inkubiert. Nach einer Inkubation von 18 bis 24 h sind die
Kolonien von E. coli rosarot und kénnen 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
mafiges bis starkes Wachstum farbloser Kolonien. S. dysenteriae zeigt ein Wachstum farbloser bis rosafarbener Kolonien. E. faecalis
ist vollstéandig bis partiell gehemmt (maRiges Wachstum) und die Kolonien kénnen eine Rosafarbung aufweisen.

LIEFERBARE PRODUKTE

Best.- Nr. Beschreibung

221290 BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood (TSA Il) und BD BBL MacConkey Il Agar BD I Plate,
Packung mit 20 Platten

221291 BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood (TSA Il) und BD BBL MacConkey Il Agar BD | Plate,
Karton mit 100 Platten
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