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KVALITETSKONTROLPROCEDURER

INDLEDNING

BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood (BD BBL Trypticase sojaagar med 5 % fareblod) bruges til vaekst af kraesne
organismer og til visualisering af haemolytiske reaktioner. BD BBL MacConkey Il Agar with MUG (BD BBL MacConkey Il agar
med MUG) anvendes til den forelgbige identifikation af Escherichia coli.

FUNKTIONSTESTPROCEDURE

A. BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood
1. Inokulér repraesentative prgver med fortyndinger af de kulturer, der er anfert herunder.

a. Tilfer med en volumetrisk pipettor eller tilsvarende metode 0,1 mL af en fortynding, hvilket giver 30 til 300 CFU til hver plade, og
inokulér ved hjeelp af spredning med en steril glasspreder.

b. Inkubér Staphylococcus og Escherichia stammer ved 35 + 2 °C i en aerob atmosfaere og Streptococcus stammer ved 35+ 2 °Ci
en aerob atmosfeere beriget med kuldioxid.

2. Undersgg pladerne efter 18 til 24 h for vaekst, kolonistgrrelse og hamolytiske reaktioner.
3. Forventede resultater

CLSl-kontrolorganismer ATCC Stammer Isolering
*Streptococcus pyogenes 19615 Veekst, beta-haemolyse
*Streptococcus pneumoniae 6305 Veekst, alfa-haemolyse
*Staphylococcus aureus 25923 Veekst

*Escherichia coli 25922 Veekst

*Anbefalet organismestamme til brugerkvalitetskontrol.

B. BD BBL MacConkey Il Agar with MUG
1. Inokulér repraesentative praver med fortyndinger af de kulturer, der er anfert herunder.

a. Stryg pladerne til isolering med 18 til 24 h boillonkulturer fortyndet 10-1. For Proteus mirabilis laves to ekstra tifold-fortyndinger
inden udstrygning.

b. Inkubér pladerne ved 35-37 °C i en aerob atmosfeere.

c. Inkludér BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood plader som non-selektive kontroller for alle organismer.
2. Undersgg pladerne efter 18 til 48 h for veekst, fluorescens, pigmentering og selektivitet.
3. Forventede resultater

Organismer ATCC Isolering Kolonifarve Fluorescens

*Escherichia coli 25922 Vaekst Rosenrade kolonier +

Proteus mirabilis 12453 Vaekst Farvelgse kolonier, -
haemning af svaermning

*Salmonella enterica 14028 Vaekst Farvelgse kolonier -

enterica underart

Typhimurium serotype

*Enterococcus faecalis 29212 Haemning N/A -
(delvis eller fuldsteendig)

*Anbefalet organismestamme til brugerkvalitetskontrol.

YDERLIGERE KVALITETSKONTROL
1. Undersgg pladerne som beskrevet under “Produktforringelse.”
2. Undersgg visuelt repraesentative plader for at sikre, at eventuelle eksisterende fysiske defekter ikke vil pavirke anvendelsen.

3. Bestem pH potentiometrisk ved stuetemperatur for at overholde specifikationen pa 7,4 + 0,2 (TSAIl)og 7,1 £ 0,2
(BD BBL MacConkey Il Agar with MUG).

4. Bemeerk pladernes fasthed under inokuleringsproceduren.
5. Inkubér ikke-inokulerede repraesentative plader ved 35 + 2 °C i 72 h, og undersgg dem for mikrobiel kontaminering.

PRODUKTINFORMATION

TILSIGTET BRUG

BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood bruges til dyrkning af kreesne organismer og til visualisering af haemolytiske
reaktioner, som frembringes af mange bakteriearter.

BD BBL MacConkey Il Agar with MUG anvendes til den forelgbige identifikation af Escherichia coli.

RESUME OG FORKLARING

A. BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood

Den erneeringsmeessige sammensaetning af BD Trypticase sojaagar har gjort det til et populzert medium, bade usuppleret og som

en base for medier indeholdende blod. BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood bruges i stor udstraekning til isolering og
dyrkning af kraesne mikrobearter og til bestemmelse af heemolytiske reaktioner, som er vigtige differentieringskarakteristika for bakterier,
iseer Streptococcus arter.
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B. BD BBL MacConkey Il Agar with MUG

BD BBL MacConkey Il Agar formuleringen blev stillet til radighed i 1983. Den blev specielt designet til at forbedre haemningen af
sveermende Proteus arter for at opna en mere definitiv differentiering af laktosefermentorer og ikke-fermentorer samt til vaekstfremme af
enteriske patogener.

Trepeta og Edberg! modificerede MacConkey Agar ved at inkorporere MUG (4-methylumbelliferyl-B-D-glukuronid). Resultatet var et
medium, der gjorde det muligt for forfatterne at lave en forelgbig identifikation af E. coli fra det primaere plademedium inden for 5 min.

PROCEDURENS PRINCIPPER

A. BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood

Kombinationen af kasein og sojapeptoner i BD Trypticase sojaagarbasen ger mediet seerdeles naerende ved at give organisk nitrogen,
iseer aminosyrer og storkaedede peptider. Natriumchloriden opretholder osmotisk ligevaegt.

Defibrineret fareblod er det mest almindeligt anvendte blod til at berige agarbasemedier.2 Streptokokkers haemolytiske reaktioner

er typiske, og veekst af Haemophilus haemolyticus, et non-patogen, hvis haemolytiske kolonier ikke kan skelnes fra kolonier af beta-
haemolytiske streptokokker, h&zammes.

BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood (TSA Il) giver udmaerket veekst og betahaemolyse ved Streptococcus pyogenes
(Lancefield gruppe A) og giver ogsa udmeerket vaekst og passende haemolytiske reaktioner med andre kraesne organismer. Det er egnet il
brug med lavkoncentrations (0,04 enheder) bacitracin skiver (BD Taxo A) til forelgbig identifikation af gruppe A streptokokker (S. pyogenes).

B. BD BBL MacConkey Il Agar with MUG

BD BBL MacConkey Il Agar er et selektivt og differentielt medium. Det er kun let selektivt, da koncentrationen af galdesalte, som
hammer grampositive mikroorganismer, er lav i sammenligning med andre enteriske plademedier. Krystalviolet inkluderes ogsa i mediet
for at heemme vaekst af grampositive bakterier, specielt enterokokker og stafylokokker.

Differentiering af enteriske mikroorganismer opnas ved kombinationen af laktose og den neutralt rede indikator. Farvelgse eller lyserade
til rede kolonier produceres, afhaengigt af isolatets evne til at fermentere kulhydratet.

De fleste stammer (96-97 %) af E. coli producerer et enzym, 3-D-glukuronidase.3 Enzymet hydrolyserer MUG til at afgive
4-methylumbelliferon, en forbindelse, der fluorescerer under ultraviolet lys med langbglgelaengde (366 nm). Tilsaetningen af MUG til
formuleringen tillader 3-D-glukuronidase-positive stammer af E. coli at fluorescere bla-grent, nar de undersgges under ultraviolet lys.

REAGENSER

BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood (TSA )
Omtrentlig formel* pr. liter oprenset vand

Pankreatisk fordgjelse af kasein..........c.cccccvievinienns 145 g AT s 14,0 g
Papain-fordgjelse af sojabgnnemaltid................cccccceeeee 50 g VaekstfaKtorer ... .o 1,5 g
Natriumchlorid ... 50 g Defibrineret fareblod...........ccoccooviiiiiiiii, 5%

*Justeret og/eller suppleret som pakraevet for at opfylde funktionskriterier.

BD BBL MacConkey Il Agar with MUG
Omtrentlig formel* pr. liter oprenset vand

Pankreatisk fordgjelse af gelatine ..............c..cccoci 17,0 g Natriumchlorid ... 50 g
Pankreatisk fordgjelse af kasein...........cccoecveeviiniiiinens 1,5 g Neutral rad.........oooiiii 0,03 g
Peptisk fordgjelse af animalsk vav............ccccocveeieins 1.5 ¢ Krystalviolet ... 0,001 g
LaKEOSE ...ttt 10,0 g MUG (4-methylumbelliferyl-B-D-glukuronid)............... 0,1 g
Galdesalte ........ooviiiiiiiii 1,5 g AGAT . 135 g

*Justeret og/eller suppleret som pakraevet for at opfylde funktionskriterier.

Advarsler og forholdsregler
Til in vitro diagnostik.

Hvis der ses for kraftig fugtighed, inverteres bunden over et forskudt lag, hvilket giver mulighed for lufttgrring for at forhindre dannelse af
en forsegling mellem toppen og bunden af pladen under inkubation.

Patogene mikroorganismer, herunder hepatitisvira og humant immundefekt virus, kan forekomme i kliniske praver.
"Standardforholdsregler”4-7 og institutionelle retningslinier skal overholdes ved handtering af alle emner, der er kontamineret med blod
og andre legemsvaesker. Efter brug skal praeparerede plader, pravebeholdere og andre kontaminerede materialer steriliseres ved
autoklavering, inden de kasseres.

Opbevaringsinstruktioner

Opbevares efter modtagelse i marke ved 2—8 °C. Undga nedfrysning eller overopvarmning. Ma ikke abnes, far de skal bruges. Minimér
eksponering for lys. Klargjorte plader skal opbevares i deres originale omslag ved 2 til 8 °C indtil lige inden anvendelse. Kan inokuleres
op til udlgbsdatoen, og inkuberes i den anbefalede inkubationstid. Lad mediet opna stuetemperatur inden inokulering.

Produktforringelse
Pladerne ma ikke anvendes, hvis de viser tegn pa mikrobiel kontaminering, misfarvning, udtarring eller andre tegn pa forringelse.

PRQVEINDSAMLING OG -HANDTERING

Praeparater, der er egnet til dyrkning, kan handteres med forskellige teknikker. Laes relevante tekster for at fa detaljerede oplysninger.8.2
Praeparaterne skal vaere opsamlet, inden der indgives antimikrobielle stoffer. Sgrg for prompte levering til laboratoriet.

PROCEDURE

Vedlagte materialer

BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood (TSA Il) og BD BBL MacConkey Il Agar with MUG (BD | Plate)
Nodvendige materialer, der ikke er vedlagt

Hjeelpedyrkningsmedier, reagenser, kvalitetskontrolorganismer og laboratorieudstyr som pakraevet.
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Testprocedure

Anvend aseptiske teknikker.

Agaroverfladen skal veere glat og fugtig, men uden overdreven fugt.

Udstryg preven sa hurtigt som muligt efter modtagelse i laboratoriet. Udstrygningspladen anvendes primeert til at isolere rene kulturer fra
praver, der indeholder blandet flora. Alternativt, hvis materialet dyrkes direkte fra en podepind, kan podepinden rulles over et lille omrade
pa overfladen ved kanten. Derefter stryges ud fra dette inokulerede omrade.

Inkubér pladerne, der er beskyttet mod lys, ved 35 + 2 °C i 18 til 24 h. Ved praeparater fra luftvejene inkuberes i en aerob atmosfaere
suppleret med kuldioxid. Ved andre praeparater inkuberes aerobt uden tilsat CO,.

Brugerkvalitetskontrol

Krav til kvalitetskontrol skal udferes i overensstemmelse med gaeldende lokale og/eller nationale regulativer eller akkrediteringskrav
samt laboratoriets standardkvalitetskontrolprocedurer. Det anbefales at laese de relevante CLSI-retningslinjer og CLIA-regulativer mht.
passende kvalitetskontrolprocedurer.

RESULTATER

Efter inkubation vil de fleste plader vise et omrade med sammenflydende vaekst. Da udstrygningsproceduren i realiteten er en

“fortyndings” teknik, deponeres et aftagende antal mikroorganismer pa de omrader, hvor udstrygningen er sket. Som felge heraf bar et

eller flere af disse omrader udvise isolerede kolonier af organismerne indeholdt i preeparatet. Yderligere kan vaekst af hver organisme

scores semikvantitativt pa basis af vaekst i hvert af de udstregne omrader.

Typiske resultater pa BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood er som falger:

1. Haemolytiske streptokokker kan forekomme som gennemsigtige eller uigennemsigtige, gralige, sma (1 mm), eller store matte og
slimagtige (2 til 4 mm) kolonier, omgivet af en haemolysezone. Gramfarvninger skal laves og undersgges for at kontrollere de
makroskopiske fund. (Andre organismer, som kan give haemolyse, omfatter Listeria, forskellige korynebakterier, haemolytiske
stafylokokker, Escherichia coli og Pseudomonas.) Ved rapportering kan omtrentlig kvantitetsbestemmelse af antallet af kolonier af
haemolytiske streptokokker vaere nyttigt for klinikeren.

2. Pneumokkker forekommer normalt som meget flade, glatte, gennemsigtige, gralige og sommetider slimagtige kolonier, omgivet af en
snaever zone af “grgn” (alpha) haemolyse.

3. Stafylokokker forekommer som uigennemsigtige hvide til guldgule kolonier med eller uden zoner af betahaemolyse.

4. Listeria. Der produceres sma zoner af betahaemolyse. De kan kendes pa deres stavform i farvninger og pa beveegelighed
ved stuetemperatur.

5. Andre organismer, der repraesenterer minimal flora og klinisk signifikante isolater, kan ogsa forventes at vokse pa denne
nonselektive formulering.

Typisk kolonimorfologi pa BD BBL MacConkey Il Agar with MUG er som felger:

Kolonier af laktosefermenterende bakterier forekommer lysergde til rosenrgde og kan vaere omgivet af en zone af galdeudfeeldning,

hvorimod kolonier, der ikke fermenterer laktose, er farvelgse. Undersgg mediet under ultraviolet langbglgelys (366 nm). B-D-

glukuronidase-positive kolonier har blagrgn fluorescens; B-D-glukuronidase-negative kolonier fluorescerer ikke.

PROCEDURENS BEGRANSNINGER

Det er rapporteret, at nogle Enterobacteriaceae og Pseudomonas aeruginosa haammes pa BD BBL MacConkey Agar, nar de inkuberes
i en CO,-beriget atmosfaere.0

Ikke alle E. coli stammer fermenterer laktose eller producerer B-D-glukuronidase. Visse Salmonella og Shigella stammer producerer f-D-
glukuronidase og vil fluorescere.! En lille procentdel af Yersinia og streptokokker er blevet rapporteret at have fluoresceret.!2

For at organismerne skal kunne identificeres, skal de vaere i ren kultur. Der bgr udfgres morfologiske, biokemiske og/eller serologiske
tests for at fa en endelig identifikation. Lees de relevante tekster for detaljerede oplysninger og anbefalede procedurer.8.9.13

FUNKTIONSDATA

BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood

BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood blev brugt som en kontrol i en undersggelse, der anvendte bouillon-forbedret kultur
(Todd og Hewitt) og optisk immunanalysemetode til diagnosticering af beta-haemolytisk streptokokinfektion. Femhundrede og to (502)
praeparater blev testet. TSA with 5% Sheep Blood havde en falsomhed og specificitet pa henholdsvis 92,5 % og 99,4 %."4 Nguyen et

al. anvendte BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood som ‘den gyldne standard’ til pavisningen af gruppe B Streptococcus
fra de nedre kensdele hos gravide kvinder.'s | en anden undersggelse genisolerede Rossmann et al. med succes Lautropia mirabilis

pa BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood fra mundhulen pa bgrn, der er inficeret med HIV virus.'6 Af de 85 barn, der blev
evalueret i denne undersggelse, var 35 (41,4 %) positive for L. mirabilis. Isenberg et al. anvendte BD BBL Trypticase Soy Agar with 5%
Sheep Blood som en kontrol for at evaluere isoleringen af Enterococcus fra et selektivt medium under undersggelse.'” Der blev anvendt
tohundrede og halvtres (250) gruppe D streptokokstammer isoleret fra klinisk materiale og 8 strammer taget fra National Communicable
Disease Center (Atlanta, Ga.).

BD BBL MacConkey Il Agar with MUG

| en klinisk undersggelse, der blev foretaget pa et universitetshospital, blev MUG inkorporeret i BD BBL MacConkey Il Agar for at pavise
tilstedeveerelsen af B-glukuronidase. Det blev fundet, at den tid, der skulle til for at identificere E.coli stammer, blev reduceret fra en time
til fem minutter, og evnen til at identificere denne organisme i blandede prgver blev forbedret.!

BESTILLING

Kat. nr.  Beskrivelse
221949 BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood (TSA Il) og BD BBL MacConkey Il Agar with MUG-BD | Plate
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