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MASSNAHMEN ZUR QUALITÄTSKONTROLLE
I EINFÜHRUNG

BD BBL Seven H11 Agar ist ein Kulturmedium zur Isolierung und Kultivierung von Mykobakterien.

II TESTDURCHFÜHRUNG
1. Repräsentative Proben mit den nachstehend aufgeführten Kulturen inokulieren.

a) Vor der Inokulation sicherstellen, dass die Platten keinerlei Feuchtigkeit aufweisen.
b) Die Platten zur Isolierung mit einer auf 103–104 KBE verdünnten Kultur ausstreichen.
c) Die Platten bei 35 ± 2 °C in einer mit Kohlendioxid angereicherten aeroben Atmosphäre inkubieren.

2.  Die Platten nach 7 bis 21 Tagen im Hinblick auf Wachstum und Pigmentierung untersuchen.
3.  Zu erwartende Ergebnisse

Organismen ATCC -Stämme Isolierung 
*Mycobacterium tuberculosis H37Ra 25177 Mäßiges bis starkes Wachstum
*Mycobacterium kansasii Gruppe I 12478 Wachstum
*Mycobacterium scrofulaceum, Gruppe II 19981 Wachstum
*Mycobacterium intracellulare, Gruppe III 13950 Wachstum
*Mycobacterium fortuitum, Gruppe IV 6841 Wachstum
* Empfohlener Organismusstamm für die Qualitätssicherung durch den Anwender.

HINWEIS: Muss vom Anwender gemäß CLSI M22-A3 überwacht werden.

III ZUSÄTZLICHE QUALITÄTSKONTROLLE
1.  Die Platten wie unter „Haltbarkeit des Produkts“ beschrieben untersuchen.
2.  Die repräsentativen Platten im Hinblick auf Beschädigungen sichtprüfen, durch die ihre Verwendung beeinträchtigt werden könnte.
3.  Den pH-Wert potentiometrisch bei Raumtemperatur überprüfen, um festzustellen ob die Spezifikation von 6,6 ± 0,2 eingehalten wird.
4.  Die Festigkeit der Agarplatten während der Inokulation beachten.
5.  Unbeimpfte repräsentative Platten 72 h lang bei 35 ± 2 °C inkubieren und im Hinblick auf mikrobielle Kontamination untersuchen.

PRODUKTINFORMATIONEN
IV VERWENDUNGSZWECK

BD BBL Seven H11 Agar dient zur Isolierung und Kultivierung von Mykobakterien bei qualitativen Verfahren. Die Platten werden 
tiefliegend gefüllt, um bei längerer Inkubation Austrocknungseffekte zu reduzieren.

V ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLÄRUNG
Für die Kultivierung von Mykobakterien wurden bereits zahlreiche Kulturmedien entwickelt. Die frühen Medien, darunter das 
Löwenstein-Jensen- und das Petragnani-Medium, waren Formulierungen auf Eibasis. Dubos und Middlebrook waren maßgeblich an der 
Entwicklung einer Reihe von Formulierungen beteiligt, die – vornehmlich durch ihren Ölsäure- und Albumin-Gehalt – das Wachstum der 
Tuberkelbazillen förderten und diese Organismen gegen verschiedene toxische Wirkstoffe schützten.1 Später optimierten Middlebrook 
und Cohn die Formulierung des Ölsäure-Albumin-Agars und erzielten so ein rascheres, üppigeres Wachstum der Mykobakterium-
Spezies auf ihrem als 7H10 bezeichneten Medium.2,3

Cohn et al. modifizierten die 7H10 Agar-Formulierung durch den Zusatz eines Gramms pankreatisch abgebauten Caseins pro 
Liter, um das Wachstum derjenigen Mycobacterium tuberculosis-Stämme zu fördern, die auf 7H10 und anderen herkömmlichen 
Isolierungsmedien schlechtes (oder gar kein) Wachstum zeigten.4 Diese Formulierung wird als BD BBL Seven H11 Agar 
(Sieben-H11-Agar) bezeichnet. Bei einer von Cohn et al. durchgeführten Studie zeigten 13 von 96 klinischen Isolaten in den ersten drei 
Wochen kein Wachstum auf dem 7H10-Medium. Zehn der 13 Kulturen wuchsen innerhalb von drei Wochen auf Seven H11; die übrigen 
drei erforderten eine weitere dreiwöchige Inkubation, bevor Wachstum sichtbar wurde.4

VI VERFAHRENSGRUNDLAGEN
BD BBL Seven H11 Agar enthält verschiedene anorganische Salze, welche wichtige Substanzen für das Mykobakterienwachstum 
liefern. Das Natriumcitrat sorgt nach seiner Umwandlung in Zitronensäure dafür, dass bestimmte anorganische Kationen gelöst bleiben. 
Glycerin ist eine ergiebige Kohlenstoff- und Energiequelle. Das pankreatisch abgebaute Casein ist eine reichhaltige Stickstoffquelle 
für das Wachstum der Tuberkelbazillen und enthält eine Reihe weiterer Wachstumsfaktoren.1 Tuberkelbazillen können Ölsäure 
sowie andere langkettige Fettsäuren verarbeiten, so dass diese Substanzen eine wichtige Rolle für den Mykobakterienstoffwechsel 
spielen. Katalase zerstört evtl. im Medium vorhandene toxische Peroxide. Die primäre Wirkung von Albumin besteht im Schutz der 
Tuberkelbazillen gegen toxische Wirkstoffe, weshalb diese Substanz die Gewinnung von Bazillen bei der Erstisolierung erhöht. Eine 
teilweise Hemmung des Bakterienwachstums wird durch den Farbstoff Malachitgrün erzielt.

 



L007412 2 Deutsch

VII REAGENZIEN
BD BBL Seven H11 Agar
Ungefähre Zusammensetzung* pro L destilliertem Wasser
Pankreatisch abgebautes Casein  ....................................... 1,0  g
Magnesiumsulfat  ................................................................ 0,05  g
Ammoniumeisen (III)-Citrat ................................................. 0,04  g
Natriumcitrat  ....................................................................... 0,4  g
Ammoniumsulfat  ................................................................. 0,5  g
Mononatriumglutamat  ......................................................... 0,5  g
Dinatriumphosphat  ............................................................. 1,5  g
Kaliumdihydrogenphosphat  ................................................ 1,5  g
Agar  .................................................................................. 13,5  g
Natriumchlorid  .................................................................... 0,85  g
Dextrose  ............................................................................. 2,0  g

Rinderalbumin V  ................................................................. 5,0  g
Katalase .............................................................................. 3,0  mg
Pyridoxin  ............................................................................. 1,0 mg
Zinksulfat  ............................................................................ 1,0 mg
Kupfersulfat  ........................................................................ 1,0 mg
Biotin ................................................................................... 0,5 mg
Calciumchlorid  .................................................................... 0,5 mg
Malachitgrün  ....................................................................... 0,25  mg
Ölsäure  ............................................................................... 0,06  mL
Glyzerin  .............................................................................. 5,0  mL

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

Warnungen und Vorsichtsmaßnahmen
In-vitro-Diagnostikum.
Wenn übermäßige Feuchtigkeit vorhanden ist, das Unterteil umdrehen, versetzt auf einen Deckel legen und an der Luft trocknen lassen, 
um zu verhindern, dass während der Inkubation eine Abdichtung zwischen dem Deckel und dem Unterteil der Platte entsteht.
Klinische Proben können pathogene Mikroorganismen, wie z.B. Hepatitis-Viren und HIV, enthalten. Beim Umgang mit allen mit Blut 
oder anderen Körperflüssigkeiten kontaminierten Artikeln sind die „Allgemeinen Vorsichtsmaßnahmen“5–8 sowie die einschlägigen 
Institutionsrichtlinien zu beachten. Gebrauchsfertige Platten, Probenbehälter und sonstige kontaminierte Materialien nach der 
Verwendung im Autoklaven sterilisieren und erst dann entsorgen.
Beim Arbeiten mit klinischen Proben, bei denen keine Aerosole entstehen – wie bei der Herstellung von säurefesten Abstrichen – sind 
Laborpraktiken und Verfahren sowie Sicherheitsvorrichtungen der Biosicherheitsstufe 2 erforderlich. Alle Arbeiten, bei denen Aerosole 
entstehen, müssen in einer biologischen Sicherheitswerkbank der Klasse I oder II durchgeführt werden. Verfahren, Behälter und 
Einrichtungen der biologischen Sicherheitsstufe 3 sind für Laboraktivitäten mit Propagierung und Manipulation von M. tuberculosis- und 
M. bovis-Kulturen einzusetzen. Darüber hinaus erfordern Tierstudien ebenfalls besondere Verfahren.7

Aufbewahrung
Die Platten nach Erhalt im Dunkeln bei 2–8 °C lagern. Einfrieren und Überhitzen vermeiden. Erst unmittelbar vor Gebrauch öffnen. 
Vor Lichteinwirkung schützen. Gebrauchsfertige Platten, die bis zur Verwendung in der Originalverpackung bei 2–8 °C aufbewahrt 
wurden, können bis zum Verfallsdatum inokuliert und für die empfohlene Inkubationsdauer inkubiert (Mykobakteriologie-Medien: bis zu 2 
Wochen) werden. Das Medium vor der Inokulation auf Raumtemperatur erwärmen lassen.

Haltbarkeit des Produkts
Die Platten bei Anzeichen von mikrobieller Kontamination, Verfärbung, Austrocknung oder sonstigen Anzeichen von Produktverfall nicht 
verwenden.

VIII PROBENENTNAHME UND -HANDHABUNG
Für die Probenentnahme wurden verschiedene Tupfer und Behälter entwickelt. Die Proben sollten vor der Anwendung von Antibiotika 
gewonnen werden. Für einen umgehenden Transport zum Labor ist zu sorgen. Um in Fällen, bei denen zwischen der Entnahme und der 
definitiven Kultivierung voraussichtlich eine längere Zeitspanne liegen wird, die Überlebensdauer der Mikroorganismen zu verlängern, 
wurden mehrere Aufbewahrungsmedien oder Transportsysteme entwickelt, wie bspw. die BD BBL -Entnahme- und -Transportprodukte.
Einzelheiten zur Probenentnahme und -handhabung sind der einschlägigen Fachliteratur zu entnehmen.9,10

IX VERFAHREN
Mitgeliefertes Arbeitsmaterial
BD BBL Seven H11 Agar (Deep Fill)

Benötigtes, jedoch nicht mitgeliefertes Arbeitsmaterial
Zusätzliche Kulturmedien, Reagenzien, Qualitätskontrollorganismen und Laborgeräte nach Bedarf.

Testverfahren
Die Agaroberfläche sollte glatt und feucht sein, jedoch keine überschüssige Feuchtigkeit aufweisen.
Bei den Testverfahren handelt es sich um die von den CDC (Centers for Disease Control and Prevention) für die Erstisolierung von 
Mykobakterien enthaltenden Proben empfohlenen Verfahren.11 N-Acetyl-L-Cystein-Natriumhydroxid-Lösung (NALC-NaOH-Lösung) 
wird als sanftes jedoch wirksames Aufschluss- und Dekontaminationsmittel empfohlen.1 Diese Reagenzien sind im BD MycoPrep 
Mycobacterial Specimen Digestion/Decontamination Kit (Mykobakterienproben-Aufschluss-/Dekontaminationskit) enthalten. Nähere 
Informationen zur Dekontamination und Kultivierung finden Sie in der entsprechenden Literatur.9-12

Die Platten nach der Inokulation vor Licht schützen und mit der Mediumseite nach unten in ein BD GasPak EZ-System oder ein 
sonstiges geeignetes System geben, das eine mit Kohlendioxid angereicherten aerobe Atmosphäre bietet, und bei 35 ± 2 °C inkubieren.
HINWEIS Für Kulturen von Hautläsionen, bei denen es sich vermutlich um M. marinum oder M. ulcerans handelt, sollte eine 
Erstinkubation bei 25 bis 33 °C erfolgen; Kulturen, die vermutlich M. avium oder M. xenopi enthalten, zeigen bei 40 bis 42 °C optimales 
Wachstum.11 Eine Duplikatkultur bei 35 bis 37 °C inkubieren.

Qualitätssicherung durch den Anwender
Es sind die geltenden gesetzlichen und behördlichen und in den Akkreditierungsbedingungen festgelegten Vorschriften zur 
Qualitätskontrolle sowie die laborinternen Standardvorgaben zur Qualitätskontrolle zu beachten. Benutzer sollten die relevanten 
CLSI-Dokumente und CLIA-Vorschriften über geeignete Testverfahren zur Qualitätskontrolle einsehen.
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X ERGEBNISSE
Die Platten können innerhalb von 5 bis 7 Tagen nach der Inokulation abgelesen werden sowie anschließend bis zu 8 Wochen lang 
einmal wöchentlich.
Die Platten zum Ablesen umgedreht auf der Objektplatte eines Seziermikroskops platzieren. Bei einer Vergrößerung von 10–60x unter 
Transmissionslicht ablesen. Bei einer Vergrößerung von 10–20x rasch im Hinblick auf das Vorliegen von Kolonien untersuchen. Stärkere 
Vergrößerungen (30–60x) sind hilfreich für das Studium der Koloniemorphologie, d.h. von serpentinenartigen Strangkolonien.
Die Beobachtungen aufzeichnen:11

1. Anzahl der Tage bis zum makroskopischen Sichtbarwerden der Kolonien.
2. Anzahl der Kolonien:

Keine Kolonien = negativ
Weniger als 50 Kolonien = tatsächliche Anzahl
50–100 Kolonien = 1+
100–200 Kolonien = 2+
Nahezu konfluierend (200–500) = 3+
Konfluierend (mehr als 500) = 4+

3.  Pigmentbildung
Weiß, cremefarben oder lederfarben = nicht chromogen (NC)
Zitronenfarben, gelb, orange, rot = chromogen (Ch)

Gefärbte Ausstriche können säurefeste Bazillen aufweisen, welche lediglich als „säurefeste Bazillen“ auszugeben sind, sofern keine 
definitiven Tests durchgeführt werden.11

XI VERFAHRENSBESCHRÄNKUNGEN
Diese Medium ist für die Erstisolierung vorgesehen. Für biochemische Tests und serologische Verfahren wird jedoch die Verwendung 
einer Reinkultur empfohlen. Weitere Informationen sind der entsprechenden Fachliteratur zu entnehmen. 9-13

XII LEISTUNGSMERKMALE
Bei einer von Rastogi et al. am Pasteur-Institut durchgeführten Studie waren die Ergebnisse der Medikamentenempfindlichkeitsprüfung 
für 7H11 Agar denen einer mit dem BD BACTEC 460TB-System durchgeführten radiometrischen Methode vergleichbar. 
Außerdem rechtfertigte die Untersuchung die Bevorzugung von 7H11 Agar gegenüber Löwenstein-Jensen-Agar für herkömmliche 
Medikamentenempfindlichkeitsprüfungen.14

XIII LIEFERBARE PRODUKTE
Best.- Nr. Beschreibung
221870 BD BBL Seven H11 Agar (Deep Fill)
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Technischer Kundendienst: setzen Sie sich mit Ihrer zuständigen BD-Vertretung in Verbindung oder besuchen Sie www.bd.com.
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