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POSTUPY KONTROLY KVALITY (Nepovinné udaje)

Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol je neselektivni kultivacni médium uréené pro kultivaci mykobakterii.

I POSTUPY TESTU UCINNOSTI
A. Postup pro pripravu inokula
Naockujte Sikmé Lowenstein-Jensenovo médium zasobnimi kulturami pfislusnych kment mykobakterii pomoci
sterilnich ockovacich tycek.
Zkumavky inkubujte s povolenymi vi€ky v aerobnim prostfedi obohaceném oxidem uhli¢itym (5 — 10 %) pfi teploté
35 + 2 °C, dokud neziskate rozsahly narust (obvykle béhem 2 — 3 tydna).
Sejméte narust sterilni ostrou aplikaéni tyckou opatrnym odstranénim bunék z povrchu média a davejte pozor, abyste
neodebrali spolu s burikami i kultivacni médium.
Pro Mycobacterium tuberculosis ATCC 25177:
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Pfeneste narlst do 5,0 mL bujonu Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol ve sterilni sklenéné zkumavce se
Sroubovacim vickem obsahujici sterilni sklenéné kulicky.

Dobfe promichejte (po nékolik minut), aby se v suspenzi nevyskytovaly velké shluky.

Porovnejte tuto suspenzi s nefelometrickym standardem ¢&. 1 dle McFarlanda. Suspenze musi byt vice
zakalena neZ standard.

VloZte zkumavku do drZzaku na 2 — 3 hodiny pfi pokojové teploté a umoznéte usazeni velkych ¢astic na dné.
Pfeneste supernatant do sterilni nadoby.

Upravte zakaleni suspenze na McFarlandiv standard €. 1 (10® KTJ/mL) pomalym pfidavanim sterilniho média
Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol. Radné protfepejte.

PFed pouzitim nafedte na koncentraci 10° KTJ/mL. Dobfe promichejte a naoCkujte testovaci médium pomoci
0,01 mL kalibrované klicky.

Pro v8echny ostatni kmeny mykobakterii:
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Preneste narostlé kolonie do sterilni 50 mL centrifugacni zkumavky se Sroubovacim vi¢kem, ktera obsahuje

8 — 12 sterilnich sklenénych kuli¢ek (prdmér 2 mm) a 5 mL diluentu pro mykobakterie pfipraveného

nasledujicim zpisobem:

. Promichejte nasleduijici slozky v lahvi o objemu 1 L a upravte pH pomoci 1N hydroxidu sodného na
hodnotu 6,7 — 7,0.

Hovézi albumin (bez obsahu mastnych kyselin).................... 10g
POIYSOMDAL 80.......viviiiiiiiiiii 0,1 mL
CiStENA VOdA.......oiiiiiiiiiiic e 500 mL

. Sterilizujte membranovou filtraci (filtr o velikosti 0,2 )
. Asepticky rozdélte na objemy po 5,5 mL do sterilnich centrifuga¢nich zkumavek se $roubovacim vickem.

Zhotovte emulzi z narostlych mykobakterialnich kolonii na bo¢ni sténé centrifugaéni zkumavky se
Sroubovacim vickem pomoci aplikaéni tyéky. Promichejte narast s diluentem.

Zavickujte zkumavku a promichavejte ve vortexu pfiblizné po dobu 10 minut, dokud nedojde k dobré suspenzi
nardstu a rozpusténi velkych shlukd.

PFidejte 15 mL sterilniho diluentu pro mykobakterie a peclivé promichejte.

Porovnejte tuto suspenzi s nefelometrickym standardem ¢&. 1 dle McFarlanda. Suspenze musi byt vice
zakalena nez standard.

VloZte zkumavku do drzéku na 2 — 3 hodiny pfi pokojové teploté a umozZnéte usazeni velkych ¢astic na dné.
Odsaijte supernatant a preneste jej do sterilni nAdoby. Suspenze musi byt vice zakalena nez McFarland(iv
standard €. 1 a nesmi obsahovat velké Castice. Pokud jsou stale pfitomny velké Castice, promichejte a nechte
odstat dalSi 1 hodinu. Pfeneste supernatant do sterilni nadoby.

Upravte zakaleni suspenze na McFarlanddv standard €. 1 (10® KTJ/mL) pomalym pfidavanim sterilniho
diluentu pro mykobakterie. Radné protrepejte.

Rozdélte stejnomérné suspenzi do mrazicich zkumavek oznacenych identifikacnim kédem mikroorganismu a
datem pfipravy.

(10) Zmrazte suspenzi vioZzenim zkumavek do nizkoteplotniho mraziciho boxu pfi teploté -60 °C. Zkumavky je

mozné skladovat az 6 mésicU.

(11) Pred pouzitim vyjméte zmrzlé zkumavky z mraziciho boxu a rychle rozmrazte obsah vloZzenim zkumavky do

vodni l4zné o teplot& 30 — 35 °C. Pfed pouzitim nafedte na koncentraci 10° KTJ/mL. Dobfe promichejte a
naoCkujte testovaci médium pomoci 0,01 mL kalibrované kli¢ky.
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B. Postup pro testovaci média
1. Naockuijte reprezentativni vzorky nize uvedenymi kulturami.
a. Pomoci sterilnich jednorazovych 0,01 mL kalibrovanych klicek naockujte zkumavky pomoci kultur pfipravenych
vy$e popsanym zplsobem.
b. Inkubujte zkumavky s povolenym vickem pfi teploté 35 + 2 °C v aerobnim prostfedi obohaceném oxidem uhli€itym.
2. Po 7,14 a, pokud je to nutné, 21 dnech zkontrolujte u zkumavek narast a zabarveni.
3. Ocekavané vysledky

Organismy CLSI ATCC Vytéznost
*Mycobacterium tuberculosis H37Ra 25177 Narust
*Mycobacterium kansasii, skupina | 12478 Narust
*Mycobacterium scrofulaceum, skupina Il 19981 Narast
*Mycobacterium intracellulare, skupina 11l 13950 Narust
*Mycobacterium fortuitum, skupina IV 6841 Narust

*Doporuceny kmen organismu pro kontrolu kvality uzivatelem.

DODATECNA KONTROLA KVALITY

1.  Zkontrolujte zkumavky, jak je popsano v €asti ,ZhorSovani kvality vyrobku*.

2. Vizualné zkontrolujte reprezentativni zkumavky, abyste zajistili, Ze zadné pfitomné fyzické defekty neinterferuji s pouzitim.

3. Aerobné inkubujte nenaockované reprezentativni zkumavky pfi teploté 20 — 25 °C a 30 — 35 °C a po 7 dnech zkontroluijte,
zda nedoslo k mikrobialni kontaminaci.

INFORMACE O PRODUKTU
UCEL PoUZITI
Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol je suplementované médium podporujici riist mykobakterii, véetné M. tuberculosis.
Pouziva se primarné pro rast istych kultur mykobakterii pouzivanych v laboratornich studiich.

SHRNUTI A VYSVETLENI

Middlebrook a kol. vyvinuli zakladni sloZeni bujénu 7H9 ve stejné dobé, kdy navrhli agarovy zaklad 7H10.** Oba typy médii
podporuji rist mykobakterii pfi suplementaci média zivinami, jako je napf. glycerol, kyselina olejova, albumin a dextréza,

s vyjimkou M. bovis, jehoz rist je glycerolem inhibovan.

Toto médium se pouziva pfi pfipravé inokula pro antimikrobialni testy, jako zakladni médium pro biochemické testy a pro
subkultivaci zasobnich kmend.

ZASADY POSTUPU

Velké mnoZstvi anorganickych soli v tomto médiu poskytuje nezbytné latky pro rast mykobakterii. Citrat sodny po pfevedeni na
kyselinu citrénovou zachycuje urcité anorganické kationty v roztoku. Chlorid sodny, hovézi albumin, dextréza a katalaza
predstavuji slozky obohaceni Middlebrook ADC. Albumin plsobi jako protektivum tim, Ze vaze volné mastné kyseliny, které
mohou byt pro druh Mycobacterium toxické. Toxické peroxidy, které mohou byt pfitomny v médiu, jsou odbouravany katalazou.
Dextréza je zdrojem energie. Nezbytné elektrolyty zajistuje chlorid sodny. Suplementace glycerolem zajistuje lepsi rust
mykobakterii.

CINIDLA
Bujén Middlebrook 7H9 Broth
Priblizné slozeni* na litr ¢isténé vody

Dihydrogenfosfore¢nan draselny.................. 20 g Citrat Zzelezito-amonny
Fosfore¢nan disodny g Siran hofe¢naty
Glutaméat sodny ........ g Siran zine¢naty

Citrat sodny ....... g Siran médnaty

Siran amonny . g Biotin.........ccceennee.
PYridOXin......cooiiiiiiiee e Chlorid vapenaty

*Upraveno a/nebo doplnéno dle potfeby tak, aby byla spinéna kritéria G¢innosti.

Kompletni médium v pfedem pfipravenych zkumavkach obsahuje, kromé vySe uvedenych latek, na kazdy litr 2 mL glycerolu a
soucasti obohaceni ACD, konkrétné:

Chlorid SOANY........ceiriuiiiiiiieeiieeeeeeeeene

Hovézi albumin (frakce V)..
Dextroza.......ccceeeiveeeannnen.
Katalaza .......cccvveveeeeeiiiieee e
Pyruvat sodny..........cccoevveeeiiieeeiiieeenieee e

Varovani a bezpeénostni opatfeni: Pro diagnostiku in vitro.
Zkumavky utésnéné vicky by meély byt otevirany opatrné, aby nedoslo ke zranéni pfi pfipadném rozbiti skla.
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P¥i laboratorni praci s klinickymi vzorky, pfi nichz nedochazi ke vzniku aerosoll, napfiklad pfi pfipravé natérd k testu
acidorezistence, jsou poZadovany postupy a vybaveni odpovidajici 2. stupni biologické bezpecnosti. V8echny ¢innosti, pfi
nichZ vznikaji aerosoly, je nutno provadét v mikrobiologickém bezpeénostnim boxu tfidy | nebo Il. Postupy a vybaveni
odpovidajici 3. stupni biologické bezpecnosti jsou pozadovany pfi laboratornich €innostech tykajicich se propagace kultur M.
tuberculosis a M. bovis a manipulace s nimi. Také studie na zvifatech vyZaduji speciaini postupy.”

Béhem celého procesu dodrzujte postupy sterilizace a zavedena opatreni proti mikrobiologickym rizikdm. Zkumavky

s preparaty, nadoby se vzorky a dal$i kontaminované materidly je nutné po jejich pouZziti sterilizovat v autoklavu a poté
zlikvidovat.

Pokyny ke skladovani: Po prevzeti skladujte zkumavky na tmavém misté pfi teploté 2 — 8 °C. Chrante pfed mrazem

a prehratim. Otevrete aZ bezprostfedné pred pouzitim. Minimalizujte vystaveni slune¢nimu zareni. Média ve zkumavkach
ulozena dle uvedenych pokynl az do doby tésné pfed pouzitim je mozné naockovat az do data exspirace a inkubovat po
doporuéenou inkubacni dobu véetné az 8 tydnt u médii pro mykobakteriologicka vySetieni. Pfed naokovanim pockejte, nez
se médium ohfeje na pokojovou teplotu.

Zhorsovani kvality vyrobku: Vyrobek nepouzivejte, pokud vykazuje mikrobialni kontaminaci, zménu barvy, vysu$eni nebo
jiné znamky zhorSeni kvality.

VIl ODBER VZORKU A MANIPULACE S NIMI

K manipulaci se vzorky vhodnymi ke kultivaci Ize vyuzit nékolik riznych metod. Detailni informace naleznete v pfislusné
literatufe.>® VVzorky by mély byt ziskany jesté predtim, nez jsou aplikovana antimikrobiaini Ginidla. Je nutné zajistit jejich
promptni pfepravu do laboratore.

IX POSTUP

Dodany material: Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol

Potrebny material, ktery neni souc¢asti dodavky: Pomocna kultivacni média, €inidla, organismy pro kontrolu kvality a dalSi
laboratorni vybaveni dle potfeby.

Provedeni testu: Dodrzujte aseptické postupy.

Po naoc¢kovani ulozte zkumavky do vhodného systému poskytujiciho aerobni prostfedi obohacené 5 — 10 % oxidu uhli¢itého.
Inkubuijte pfi teploté 35 + 2 °C po dobu az 8 tydn(. Zkumavky musi mit povolena vicka po dobu prvnich 3 tydn(, aby byla
umoznéna cirkulace oxidu uhli¢itého dllezita pro iniciaci ristu. Abyste predesli vysu$eni, utdhnéte poté vicka a kratce je
povolujte jednou tydné.

Kontrola kvality uzivatelem: Viz ,Postupy kontroly kvality*“.

Kazda Sarze médii proSla testovanim pfisluSnymi organizmy ke kontrole kvality a vysledky odpovidaji produktovym
specifikacim a normam CLSI v relevantnich pfipadech. Jako obvykle je nutné kontrolu kvality provést v souladu s platnymi
mistnimi, statnimi a federalnimi zakony nebo pozadavky pro akreditaci a se standardnimi postupy kontroly kvality vasi
laboratore.

X  VYSLEDKY
Béhem 5 — 7 dni po naockovani zkontrolujte kultury a totéz poté provadéjte jednou tydné po dobu az 8 tydn(. Narust
mykobakterii ve zkumavkach s bujénem je mozné pouzit pro dal$i laboratorni testy dle potfeby.

Xl OMEZENIi POSTUPU
Pro ucely identifikace musi byt organismy v ¢isté kultufe. Pro kone¢nou identifikaci je nutné provést morf0I07gické, biochemické
a/nebo serologické testy. Podrobné informace a doporugené postupy naleznete v prislusnych publikacich.”

XIl SPECIFICKE VLASTNOSTI UCINNOSTI

Pfed uvedenim na trh jsou vSechny Sarze bujéonu Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol testovany z hlediska uc¢innosti. Pomoci
0,01 mL kalibrované kli¢ky jsou reprezentativni vzorky SarZze naockovany kulturami Mycobacterium kansasii Group | (ATCC
12478), M. scrofulaceum Group Il (ATCC 19981), M. intracellulare Group Il (ATCC 13950), M. fortuitum Group IV (ATCC 6841)
a M. tuberculosis (ATCC 25177) nafedénymi na hodnotu 10 kolonii tvoficich jednotek (KTJ) v 0,01 mL. Po naockovani jsou
zkumavky inkubovany s povolenym vi¢kem pfi teploté 35 + 2 °C v prostfedi obohaceném oxidem uhli¢itym (5 — 10 %). NarGst
ve zkumavkach se odegita po 7, 14 a 21 dnech inkubace. VSechny mikroorganismy vykazuji stfedni az intenzivni narust

béhem 21 dni.

Xlll DOSTUPNOST
Kat. €. Popis
221832 BD BBL Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol, 5 mL
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