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POSTUPCI KONTROLE KVALITETE

Agar Middlebrook i Cohn 7H10 je podloga stani¢ne kulture za uzgoj mikobakterija.
I POSTUPAK ISPITIVANJA UCINKOVITOSTI
A. Postupak za pripremanje inokulata

1. Inokulirajte kosu podlogu Lowenstein-Jensen s koncentriranim kulturama odgovarajucih mikobakterijskih sojeva
pomocu sterilnih Stapi¢a za inokulaciju.

2. Epruvete inkubirajte s djelomi¢no otvorenim poklopcima na 35 + 2 °C u aerobnoj atmosferi kojoj je dodan uglji¢ni
dioksid sve dok se ne dobije jak rast (obi¢ni u roku od 2 do 3 tjedna).

3. Uklonite naraslu kulturu sa sterilnim naostrenim Stapi¢em za aplikaciju laganim uklanjanjem stanica s povrsine
podloge i pazite da stani¢nim prinosom ne onecistite podlogu.

a. Za Mycobacterium tuberculosis ATCC 25177:
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Prebacite rast u 5,0 mL bujona Middlebrook 7H9 s glicerolom u sterilnu staklenu epruvetu s navojnim
¢epom koja sadrzi sterilne staklene kuglice.

Dobro promijesajte mikserom (nekoliko minuta) sve dok iz otopine ne uklonite velike grude.

Usporedite otopinu sa standardom nefelometra McFarland br. 1. Otopina treba biti mutnija od standarda.
Epruvetu postavite u okvir na 2 — 3 h pri sobnoj temperaturi da biste omogucili da se veliki dijelovi slegnu
na dno.

Prebacite supernatant u sterilni spremnik.

Prilagodite zamucenost otopine standardu McFarland br. 1 laganim dodavanjem sterilnog bujona
Middlebrook 7H9 s glicerolom. Dobro protresite.

Razrijedite na 10° CFU/mL prije koristenja. Dobro izmije3ajte i razmazite inokulat na podlogu za ispitivanje
pomocu kalibrirane usice od 0,01 mL.

b. Za sve ostale sojeve mikobakterija:
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Prebacite dobiveno u sterilnu epruvetu od 50 mL za centrifugiranje s navojnim ¢epom koja sadrzi 8- 12
sterilnih staklenih kuglica (promjera 2 mm) i 5 mL mikobakterijske otopine koja je pripremljena na sljedeci
nacin:

* Izmijesajte sljedece sastojke u boci od 1 Li prilagodite pH pomocu natrijevog hidroksida 1N, na 6,7 —7,0:

Govedi albumin (bez masnih kiselina)........ 10 g
Polisorbat 80........ccccceeeeeievcieieeee e, 0,1 mL
Procis¢ena voda......ccccceeeeecuireieeeeeecnnneens 500 mL

e Sterilizirajte membranskom filtracijom (filtar od 0,2 p).

e Asepticki prenesite po 5,5 mL u sterilne epruvete s navojnim ¢epom.

Emulgirajte mikobakterijski rast na bo¢noj strani epruvete za centrifugiranje s navojnim ¢epom pomocu
Stapica za aplikaciju. Promijesajte soj i razrjedivac.

Zatvorite epruvetu i ,promijesajte mikserom” priblizno 10 min sve dok se ne dobije dobro izmijesana
otopina bez grudica.

Dodajte 15 mL sterilne mikobakterijske otopine i dobro izmijesajte.

Usporedite otopinu sa standardom nefelometra McFarland br. 1. Otopina treba biti mutnija od standarda.
Epruvetu postavite u okvir na 2 — 3 h pri sobnoj temperaturi da biste omogucili da se veliki dijelovi slegnu
na dno.

Aspirirajte supernatant i prebacite ga u sterilni spremnik. Otopina treba biti mutnija od standarda
McFarland br. 1 i bez velikih neotopljenih dijelova. Ako su jos$ prisutni veliki dijelovi, promijesajte i
pricekajte da se slegne dodatnih 1 h. Prebacite supernatant u sterilni spremnik.

Prilagodite zamucenost otopine standardu McFarland br. 1 laganim dodavanjem sterilne mikobakterijske
otopine. Dobro protresite.

Alikvote otopine stavite u epruvete za zamrzivac i oznacite ih vrstom organizama koje sadrze i datumom
pripreme.

(10) Zamrznite otopine na niskoj temperaturi u zamrzivacu na -60 °C. Epruvete mozete ¢uvati do 6 mjeseci.
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(11) Za upotrebu izvadite zamrznute epruvete iz zamrzivaca i brzo otopite sadrzaj postavljanjem bocica u
vodenu kupelj na 30 — 35 °C. Razrijedite na 10° CFU/mL prije koristenja. Dobro izmije3ajte i razmazite
inokulat na podlogu za ispitivanje pomocu kalibrirane usice od 0,01 mL.

B. Postupci za ispitivanje podloga
1. Inokulirajte reprezentativne uzorke dolje navedenim kulturama.
a. Povrsine agara moraju biti bez vlage prije inokulacije.

b. Inokulirajte ispitne spremnike sa sterilnom jednokratnom kalibriranom petljom od 0,01 mL pomo¢u
mikobakterijskih kultura pripremljenih prema prethodno opisanom postupku.

c. Inkubirajte sve spremnike s djelomi¢no otvorenim poklopcima na 35 + 2 °C u aerobnoj atmosferi kojoj je
dodan uglji¢ni dioksid.
d.  Ukljucite epruvete prethodno ispitanog agara Middlebrook 7H10 za kontrolu.
2. Pregledajte spremnike 7, 14 i, prema potrebi, 21 dan i provjerite rast, selektivnost i pigmentaciju.
3. Ocekivani rezultati

Organizam ATCC Izolacija
*Mcobacterium tuberculosis H37Ra 25177 Rast
*Mycobacterium kansasii, grupa | 12478 Rast
*Mycobacterium scrofulaceum, grupa Il 19981 Rast
*Mycobacterium intracellulare, grupa lll 13950 Rast
*Mycobacterium fortuitum, grupa IV 6841 Rast

*Preporuceni soj organizama za korisni¢ku kontrolu kvalitete.
NAPOMENA: Potrebna je korisnic¢ka kontrola, prema pravilu CLSI M22-A3.
DODATNA KONTROLE KVALITETE
1. Provjerite epruvete ili boce prema objasnjenju iz poglavlja ,Pogorsanje kvalitete proizvoda”.
2. Vizualno pregledajte reprezentativne epruvete ili boce da biste utvrdili kako nemaju fizi¢kih ostecenja koja ¢e utjecati
na upotrebu.

3. Inkubirajte neinokulirane reprezentativne epruvete ili boce na 20 — 25 °Ci 30 - 35 °C pa pregledajte nakon 7 dana jesu
li onecis¢ene mikrobima.

INFORMACIJE O PROIZVODU
NAMIJENA
Agar Middlebrook i Cohn 7H10 koristi se za kvalitativne postupke u izolaciji i uzgoju mikobakterija.
SAZETAK | OBJASNJENJE

Tijekom godina mnoge su podloge kultura stvorene za uzgoj mikobakterija. Prve su podloge imale jaje kao temeljni
sastojak, a ukljucivale su podloge Lowenstein-Jensen i Petragnani. Dubos i Middlebrook bili su inovativni u razvoju brojnih
formulacija koje su sadrzavale oleinsku kiselinu i albumin kao klju¢ne sastojke za bolji rast bacila tuberkuloze i za zastitu
organizama od raznih toksi¢nih agensa.! Prema tome, Middlebrook i Cohn pobolj3ali su formulaciju agara s oleinskom
kiselinom i albuminom te su dobili brzi, bogatiji rast vrsta Mycobacterium na podlozi odredenoj kao 7H10.%3 Zabiljezeno je
da na podlozi 7H10 raste manje zagadivala nego na podlozi koja se temelji na jajetu i ¢esto se koristi za uzgoj
mikobakterija.*

NACELA POSTUPKA

Agar Middlebrook i Cohn 7H10 sadrze razne anorganske soli koje daju osnovne tvari za rast mikobakterija. Natrijev citrat,
nakon pretvaranja u limunsku kiselinu, sluzi za odrzavanje odredenih anorganskih kationa u otopini. Glicerol je izdasan
izvor ugljika i energije. Bacili tuberkuloze koriste oleinsku kiselinu i ostale dugolan¢ane masne kiseline koje imaju vaznu
ulogu u metabolizmu mikobakterija. Primarni efekt albumina je zastita bacila tuberkuloze od toksi¢nih agensa pa stoga
poboljsava njihov oporavak u primarnoj izolaciji. Katalaza unistava otrovne perokside koji mogu biti prisutni u podlozi.
Djelomic¢na inhibicija bakterija postize se prisutno$¢u malahitnog zelenila.
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REAGENSI
Agar Middlebrook i Cohn 7H10
Priblizna formula* po litri procis¢ene vode

Magnezijev sulfat .......ccccceeiverienniiiieens

Govedi albumin (frakcija V) ....cccoevvierneene 509

Zeljezo amonijev citrat Katalaza ...

Natrijev citrat .....occeeeeeereereereecee e Piridoksin

Amonijev sulfat ........cooceeiiiiiiiee Cinkov sulfat .......ccoeveiieneee 1,0 mg
Mononatrijev glutamat ..........cccovveieenes 05 g Bakar sulfat .......cccoooeeriieiie 1,0 mg
Dinatrijev fosfat .......cccevveiiiniiniiieens 1.5 g 51107 0,5mg
Monokalijev fosfat .......cceevevvienriniienns 15 g Kalcijev KIorid .....coooevrieeereeereeeeeee 0,5mg
AGAC e 135 g Malahitno zelenilo .........cccccovveeiiieieeninen. 0,25 mg
Natrijev Klorid .......ccoveeeieeieeeeeeeeee 0,859 Oleinska kiselina ........cccccveeveencerieeneenee 0,06 mL
DeKStroza ....evecveeeeeeeieeeecee e 20 g GlICErOl . 5,0 mL

*Prilagodeno i/ili dodano prema potrebi kako bi se udovoljilo kriterijima ucinkovitosti.
Upozorenja i mjere opreza: Za in vitro dijagnostiku.
Epruvete i bocice s pri¢vrs¢enim poklopcima trebaju se oprezno otvarati kako ne bi doslo do ozljeda pri pucanju stakla.

U klini¢kim uzorcima mogu biti prisutni patogeni mikroorganizmi, ukljucujuci viruse hepatitisa i virus humane
imunodeficijencije. Pri rukovanju svim predmetima kontaminiranima krvlju i drugim tjelesnim tekuc¢inama treba se
pridrzavati ,Standardnih mjera opreza”>® i institucionalnih smjernica. Pripremljene epruvete, spremnike uzoraka i druge
kontaminirane materijale sterilizirajte u autoklavu prije odlaganja u otpad.

Nacini rada i postupci, oprema i sredstva bioloske sigurnosti razine 2 potrebni su za rukovanje klini¢ckim uzorcima koji ne
stvaraju aerosol kao $to je priprema razmaza otpornih na kiselinu. Sve radnje kojima se stvara aerosol moraju se raditi u
mikrobioloskom zastitnom kabinetu klase I ili Il. Postupci, oprema i sredstva bioloske sigurnosti razine 3 potrebni su za
laboratorijske radnje vezane za mnozZenje i rukovanje kulturama M. tuberculosis i M. bovis. Za istrazivanja na Zivotinjama
takoder su potrebni posebni postupci.’

Upute za ¢uvanje: Epruvete i bocice po primitku pohranite na tamnom mjestu na temperaturi od 2 °C do 8 °C. Pazite da ne
dode do smrzavanja i pregrijavanja. Otvorite neposredno prije upotrebe. Smanjite izlaganje svjetlosti na najmanju mogucu
mjeru. Podloge pohranjene prema uputama prije same upotrebe mogu se inokulirati sve do isteka roka valjanosti i
inkubirati tijekom preporucenih rokova inkubacije. Prije inokulacije pricekajte da se podloga zagrije do sobne
temperature.

Pogorsanje kvalitete proizvoda: Ne upotrebljavajte epruvete niti bocice ako imaju vidljive znakove kontaminacije
mikrobima, promjene boje, susenja ili ostale znakove pogorsanja kvalitete.

PRIKUPLJANJE UZORAKA | RUKOVANIJE

Uzorci pogodni za podlogu mogu se obraditi raznim tehnikama. Detaljne informacije potrazite u odgovaraju¢im
tekstovima.>"" Uzorke treba uzeti prije obrade protumikrobnih agensa. Potrebno je izraditi propise za brzu dostavu u
laboratorij.

POSTUPAK
Prilozeni materijal: Agar Middlebrook i Cohn 7H10

Potreban materijal koji se nabavlja zasebno: podloga za dodatne kulture, reagensi, organizmi za kontrolu kvalitete i
laboratorijska oprema prema potrebi.

Postupak ispitivanja: Primjenjujte asepti¢ne tehnike.

Koriste se postupci ispitivanja koje preporucuje Centar za kontrolu i prevenciju (CDC) za primarnu izolaciju iz uzoraka koji
sadrze mikobakterije.® Preporu¢uje se otopina N-acetil-L-cistein-natrijevog hidroksida (NALC-NaOH) kao blagi, ali
ucinkoviti agens za digestiju i dekontaminaciju. Ti reagensi dio su mikobakterijskog kompleta za digestiju/dekontaminaciju
mikobakterija BBL MycoPrep. Za detaljne upute o dekontaminaciji i uzgoju provjerite odgovarajuce reference.®?

Nakon inokulacije zastitite spremnike od svjetlosti i postavite u odgovarajuci sustav uz aerobnu atmosferu obogacenu
uglji¢nim dioksidom. Inkubirajte na 35 + 2 °C.

Kose podloge i podloge u boci trebate inokulirati u vodoravnom polozaju sve dok se inokulum ne apsorbira. Epruvete i
boce trebaju imati odvijene navojne ¢epove u prva 3 tjedna kako bi se omogucila cirkulacija uglji¢cnog dioksida za
pokretanje rasta. Nakon toga zatvorite ¢epove da biste sprijecili dehidraciju; jednom tjedno na kratko ih odvijte. Postavite
epruvete u uspravan poloZaj ako nemate dovoljno prostora.

NAPOMENA: Kulture koZznih lezija za koje se sumnja na M. marinumiili M. ulcerans treba inkubirati na 25 -33 °C za
primarnu izolaciju; kod kultura za koje se sumnja na M. aviumili M. xenopi provjerite optimalni rast na 40 — 42 °C.°
Inkubirajte dvostruku kulturu na 35 — 37 °C.
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Korisnicka kontrola kvalitete: Pogledajte poglavlje ,,Postupci kontrole kvalitete”.

Zahtjevi kontrole kvalitete moraju biti ispunjeni u skladu s vaze¢im lokalnim, drzavnim i/ili saveznim propisima ili uvjetima
akreditiranja i postupcima standardne kontrole kvalitete vaseg laboratorija. Preporucuje se da korisnik konzultira
relevantne smjernice CLSI-ja i propise CLIA kako bi se upoznao s odgovarajuc¢im postupcima kontrole kvalitete.

REZULTATI
Kulture treba ocitati u roku 5 - 7 dana nakon inokulacije i jednom tjedno nakon toga u trajanju od maksimalno 8 tjedana.
Zabiljezite zapazanja:®
1. Broj dana potreban da bi kolonije postale makroskopski vidljive. Brzorastuci organizmi imaju zrele kulture u roku 7 dana;

spororastuc¢ima treba vise od 7 dana za formiranje zrelih kolonija.
2. Broj kolonija (boce):

Nema kolonija = Negativno

Manje od 50 kolonija = Stvarni broj

50 - 100 kolonija = 1+

100 — 200 kolonija = 2+

Gotovo tekuce (200 - 500) = 3+

Tekuce (vise od 500) = 4+
3. Stvaranje pigmenta:

Bijeli, beZ ili prljav = Nekromogenski (NC)

Limunasto, Zuto, narancasto, crveno = Kromogenski (Ch)
Razmazi bojenja mogu pokazati bacile otporne na kiseline koje biljeze samo kao , bacili otporni na kiseline” osim u slu¢aju
izvodenja kona¢nih ispitivanja.
Boce mozete pregledati invertiranjem boca u stanju mikroskopskog seciranja. Ocitajte pri povecanju 10 - 60x s
transmisijskom svjetlos¢u. Brzo skenirajte na 10 — 20x i provjerite prisutnost kolonija. Vece povecanje (30 - 60x) korisno je
za provjeru morfologije kolonije, odnosno u slucaju krivudavih kolonija nalik na uzad.
OGRANICENJA POSTUPKA
Za identifikaciju organizmi moraju biti u ¢istoj kulturi. Za konaé¢nu identifikaciju potrebno je provesti morfoloska,
biokemijska i/ili seroloska ispitivanja. U odgovaraju¢im poglavljima potrazite dodatne informacije i preporucene
postupke.®?
RADNA SVOIJSTVA
Prije izdavanija ispituju se ocekivana radna svojstva svih pakiranja agara Middlebrook and Cohn 7H10. Pomocu kalibrirane
usice od 0,01 mL reprezentativni uzorci serije inokulirani su razmazivanjem s kulturama otopljenima kako bi sadrzavale 10°
kolonija koje stvaraju jedinice (CFU) u svakom mL Mycobacterium kansasii grupe | (ATCC 21478), M. scrofulaceum grupe
(ATCC 19981), M. intracellulare grupe Il (ATCC 13950), M. fortuitum grupe IV (ATCC 6841) i M. tuberculosis (ATCC 25177).
Nakon inokulacije, spremnici se inkubiraju s djelomi¢no otvorenim poklopcima na 35 + 2 °C u aerobnoj atmosferi kojoj je
dodano 5 do 10% ugljicnog dioksida. Rast i pigmentacija u spremnicima ocitavaju se nakon 7, 14 i 21-og dana inkubacije.
Svi organizmi pokazuju umjeren do jak rast u roku 21 dana. Pigmentacija kolonija je sljede¢a: M. kansasiiima bijelu do
bez-zutu boju; M. scrofulaceum srednje je Zute do narancaste boje; M. tuberculosis, M. intracellulare i M. fortuitum imaju
bez boju.

DOSTUPNOST

Kat. br. Opis

220958 BD BBL Middlebrook and Cohn 7H10 Agar Slants (kosi agar), pakiranje od 10 epruveta veli¢ine A
220959 BD BBL Middlebrook and Cohn 7H10 Agar Slants (kosi agar), pakiranje od 100 epruveta veli¢ine A
2974438 BD BBL Middlebrook and Cohn 7H10 Agar Slants (kosi agar), pakiranje od 10 epruveta veli¢ine C
297396 BD BBL Middlebrook and Cohn 7H10 Agar Slants (kosi agar), pakiranje od 100 epruveta veli¢ine C
297274 BD BBL Middlebrook and Cohn 7H10 Agar Slants (kosi agar), pakiranje od 100 boca od 0,029 L
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Tehnicki servis i podrska na BD Diagnostics: obratite se lokalnom predstavniku tvrtke BD ili posjetite www.bd.com/ds.

‘ 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.
BD, BD Logo and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company. © 2015 BD
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