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BD Middlebrook 7H10 Agar

VERWENDUNGSZWECK
BD Middlebrook 7H10 Agar (BD Middlebrook-7H10-Agar) wird zur Isolierung und Kultivierung
von Mykobakterien verwendet.

GRUNDLAGEN UND ERLAUTERUNG DES VERFAHRENS

Mikrobiologische Methode.

In diesem Jahrhundert wurden viele Kulturmedien zur Kultivierung von Mykobakterien
konzipiert. Die frihen Rezepturen hatten eine Eibasis und umfassten das Léwenstein-Jensen-
Medium und das Petragnani-Medium. Dubos und Middlebrook waren federfiihrend bei der
Entwicklung einer Reihe von Rezepturen, welche Olsaure und Albumin als Hauptbestandteile
enthielten, um das Wachstum von Tuberkelbazillen zu unterstiitzen und die Organismen vor
einer Vielzahl toxischer Agenzien zu schiitzen.® Anschliessend verbesserten Middlebrook und
Crohn die Rezeptur von Olsaure-Albumin-Agar und erhielten ein schnelleres, Uppigeres
Wachstum von Mycobacterium-Spezies auf ihrem als 7H10 bezeichneten Medium.?? Berichten
zufolge wachsen auf dem 7H10-Medium tendenziell weniger Kontaminanten als auf den
ublicherweise zur Kultivierung von Mycobakterien verwendeten Medien auf Eibasis.”

In BD Middlebrook 7H10 Agar liefern eine Vielzahl von anorganischen Salzen die fir das
Wachstum von Mykobakterien unerlasslichen Substanzen. In Zitronensaure umgewandelt,
dient das Natriumcitrat dazu, bestimmte anorganischen Kationen geldst zu halten. Glyzerin ist
eine reichhaltige Kohlenstoff- und Energiequelle. Olsaure, wie auch andere langkettige
Fettsduren, kann von Tuberkelbazillen benétigt werden und spielt eine wichtige Rolle im
Metabolismus von Mykobakterien. Katalase zerstort die moglicherweise im Medium
vorhandenen toxischen Peroxide. Die Primarwirkung von Albumin ist der Schutz der
Tuberkelbazillen vor toxischen Agenzien. Deshalb verbessert es deren Isolierung bei der
Erstisolierung. Die teilweise Hemmung von kontaminierenden Bakterien wird durch das
Vorhandensein des malachitgriinen Farbstoffes erzielt.

REAGENZIEN
BD Middlebrook 7H10 Agar
Zusammensetzung* pro 1 Liter destilliertem Wasser

Magnesiumsulfat 0,025 g Rinderalbumin V 509
Ammoniumeisen (lI1)-Citrat 0,04 Katalase 0,004
Natriumcitrat 0,4 Pyridoxin 0,001
Ammoniumsulfat 0,5 Zinksulfat 0,001
Mononatriumglutamat 0,5 Kupfersulfat 0,001
Dinatriumphosphat 15 Biotin 0.0005
Monokaliumphosphat 1,5 Calciumchlorid 0,0005
Agar 17,0 Malachitgriin 0,00025
Natriumchlorid 0,85 Glyzerin 5,0
Glucose 2,0 Olsaure 0,05 mL
pH 6,6 +0,2

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

VORSICHTSMASSNAHMEN

. Nur fir den professionellen Gebrauch. ®

Agarplatten bei Anzeichen von mikrobieller Kontamination, Verfarbung, Austrocknung, Rissen
oder sonstigen Anzeichen von Produktverfall nicht verwenden.

Hinweise zur aseptischen Arbeitsweise, Biogefahrdung und Entsorgung des Produkts sind der
ALLGEMEINEN GEBRAUCHSANLEITUNG zu entnehmen.
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Laborverfahren im Zusammenhang mit Mykobakterien benétigen spezielle Gerate und
Methoden, um die Biogefahrdung zu minimieren.>” Bei der Handhabung von Proben und
Kulturen ist der Biosafety Level 3 einzuhalten.

AUFBEWAHRUNG UND HALTBARKEIT

Nach Erhalt Platten bis unmittelbar vor dem Gebrauch im Dunkeln bei 2 — 8 °C in der
Originalverpackung lagern. Einfrieren und Uberhitzen vermeiden. Die Platten kénnen bis zum
Verfallsdatum (s. Kennzeichnung auf der Verpackung) inokuliert und entsprechend den
empfohlenen Inkubationszeiten inkubiert werden.

Platten aus bereits gedffneten Stapeln mit jeweils 10 Platten kénnen bei Lagerung in einem
sauberen Bereich bei 2 — 8 °C bis zu einer Woche verwendet werden.

QUALITATSSICHERUNG DURCH DEN ANWENDER

Reprasentative Proben mit den nachfolgend aufgefiihrten Stammen inokulieren (detaillierte
Informationen sieche ALLGEMEINE GEBRAUCHSANLEITUNG). Platten bei 35 + 2 °C aerob
oder in einer mit Kohlendioxid angereicherten aeroben Atmosphére inkubieren.

Stamm Inkubieren Ergebnis

Mycobacterium tuberculosis H37Ra 2 bis 3 Gutes bis sehr gutes Wachstum

ATCC 25177 Wochen

Mycobacterium fortuitum DSM 46621 2 bis 3 Gutes bis sehr gutes Wachstum
Wochen

Mycobacterium smegmatis DSM 43061 2 bis 5 Tage Gutes bis sehr gutes Wachstum

Mycobacterium terrae ATCC 15755 2 bis 3 Mittleres bis sehr gutes
Wochen Wachstum

Staphylococcus aureus ATCC 25923 2 bis 5 Tage Gehemmtes Wachstum

Escherichia coli ATCC 25922 2 bis 5 Tage Gehemmtes Wachstum

Nicht inokuliert Bernsteinfarben, sehr leichte griinliche
Schattierung

VERFAHREN

Mitgeliefertes Arbeitsmaterial
BD Middlebrook 7H10 Agar (90 mm Stacker-Platten). Mikrobiologisch kontrolliert.

Nicht mitgeliefertes Arbeitsmaterial
Zusatzliche Kulturmedien, Reagenzien und Laborgerate nach Bedarf.

Probenarten

Dieses Medium wird zur Isolierung und Kultivierung von Mykobakterien aus klinischen Proben
verwendet und kann ebenfalls fir die Kultivierung von Mykobakterien in Spezialtests
angewendet werden (z.B. zur Uberprifung von Desinfektionsmitteln gegen Mykobakterien).
Siehe Literaturhinweise fiir weitere Details zu den geeigneten Proben.®*°

Testverfahren

Die Testverfahren sind die von CDC empfohlenen Methoden zur Erstisolierung aus Proben mit
Mykobakterien. N-Acetyl-L-Cystein-Natriumhydroxid (NALC-NaOH)-Ldsung wird als sanftes,
jedoch wirksames Aufschluss- und Dekontaminierungsmittel empfohlen. Detaillierte
Anweisungen zur Dekontaminierung und zu den Kultivierungsverfahren sind der
entsprechenden Literatur zu entnehmen.**°

Nach der Inokulierung Platten vor Licht schiitzen und sie mit dem Medium nach unten in ein
mit einer GasPak-Einmal-CO2-Generator-Hllle angetriebenes BD GasPak-Glas geben, oder
in ein anderes geeignetes System zur Schaffung einer mit Kohlendioxid angereicherten
Atmosphare. Bei 35 * 2 °C inkubieren. Ein Austrocknen des Mediums wéahrend der Inkubation
ist zu vermeiden.

Hinweis: Kulturen aus Haut- und Weichgewebewunden mit Verdacht auf M. marinum,

M. ulcerans, M. haemophilum, M. chelonae oder anderen Spezies mit einem niedrigeren
Temperaturoptimum missen bei 25 — 33 °C inkubiert werden. Eine Duplikatkultur bei 35 —

37 °C inkubieren.>®
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Ergebnisse
Die Platten kénnen innerhalb von 5 — 7 Tagen nach der Inokulierung und danach einmal pro
Woche bis zur 8. Woche abgelesen werden. Detaillierte Informationen zur Koloniemorphologie
und Pigmentierung sind der entsprechenden Literatur zu entnehmen.®*°
Zum Ablesen Platten auf dem Objekttisch eines Prapariermikroskops umdrehen. Bei 10 — 60-
facher VergréRerung im Durchlicht ablesen. Platten bei 10 bis 20-facher Vergréf3erung rasch
auf das Vorhandensein von Kolonien Uberpriifen. Starkere VergroRerungsfaktoren (30 — 60x)
sind zur Beobachtung der Koloniemorphologie hilfreich, d.h. rankenartige, schnurahnliche
Kolonien.
Die folgenden Beobachtungen sind zu notieren:*®
1. Anzahl der bendtigten Tage bis die Kolonien makroskopisch sichtbar werden.
2. Anzahl der Kolonien

Keine Kolonien = Negativ

Weniger als 50 Kolonien = Tatséchliche Anzahl notieren

50 — 100 Kolonien = 1+

100 — 200 Kolonien = 2+

Beinahe konfluierend (200 — 500) = 3+

Konfluierend (mehr als 500) = 4+
3. Pigmentbildung

Weil3, cremefarben oder gelbbraun = Nicht-chromogen (NC)

Zitronenfarben, gelb, orange, rot = Chromogen (Ch)
Gefarbte Ausstriche zeigen saurefeste Bazillen an, welche nur als "saurefeste Bazillen" notiert
werden, es sei denn, dass definitive Tests durchgefiihrt werden. Informationen zu weiteren
Differenzierungstests und Verfahren zur vollstandigen Identifizierung der isolierten Organismen
sind der entsprechenden Literatur zu entnehmen.**°

LEISTUNGSMERKMALE UND VERFAHRENSBESCHRANKUNGEN

BD Middlebrook 7H10 Agar ist eines der Standard-Agar-Medien zur Isolierung und

Kultivierung von Mykobakterien aus klinischen Proben.*®"!

Da dieses Medium nur teilweise selektiv ist, konnen auRer Mykobakterien auch andere Bakterien
wachsen, wenn die Proben nicht ordnungsgeman zur Dekontaminierung vorbehandelt wurden.®"°

Negative Kulturen schliel3en eine aktive Infektion mit Mykobakterien nicht aus. Zur guten Praxis
sollten mehrere verschiedene Medienzusammensetzungen (fest und fliissig) inokuliert werden.®*°
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VERPACKUNG/LIEFERBARE PRODUKTE

BD Middlebrook 7H10 Agar

Best.-Nr. 254520 Gebrauchsfertige Plattenmedien, 20 Platten
Best.-Nr. 254521 Gebrauchsfertige Plattenmedien, 120 Platten

WEITERE INFORMATIONEN
Weitere Informationen erhalten Sie bei Ihrer 6rtlichen BD-Vertretung.

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 the property of Becton, Dickinson and Company. © 2012 BD
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