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BD Middlebrook 7H10 Agar

AVSEDD ANVANDNING
BD Middlebrook 7H10 Agar (BD Middlebrook 7H10-agar) anvands for isoleringen och
kultiveringen av mykobakterier.

PRINCIPER FOR OCH FORKLARING AV METODEN

Mikrobiologisk metod.

Under detta sekel har manga odlingsmedia uttankts for kultiveringen av mykobakterier. De
tidigaste var dggbaserade formuleringar och inkluderade Lowenstein-Jensens medium och
Petragnanis medium. Dubos och Middlebrook var instrumentella i utvecklingen av ett antal
formuleringar, vilka inneholl oljesyra och albumin som nyckelbestandsdelar for att stimulera
tillvaxten av tuberkelbakterien och for att skydda organismerna mot olika slags toxiska agens.*
Senare forbattrade Middlebrook och Cohn formuleringen av oljesyra-albumin-agar och erhéll
en snabbare, kraftigare vaxt av Mycobacterium species pa deras eget medium, som
betecknades 7H10.%® Det har rapporterats att 7H10 tillater farre kontaminanter att vdxa &n den
aggbaserade media, som vanligtvis anvéands for kultiveringen av mykobakterier.*

| BD Middlebrook 7H10-agar tillhandahaller en mangfald av inorganiska salter substanser
som ar essentiella for tillvéxten av mykobakterier. Natriumcitrat, nar konverterat till citronsyra,
ar agnad till att bevara inorgansika katjoner i l6sning. Glycerol ar en rik kalla fér kol och energi.
Oljesyra, liksom aven langkedjade fettsyror, kan utnyttjas av tuberkelbakterien och spelar en
viktig roll i metabolismen av mykobakterier. Katalas bryter ned toxiska peroxider som kan
finnas i mediet. Albuminet priméara effekt ar att skydda tuberkelbakterien fran toxiska agens och
foljaktligen forstarket det bakteriernas atervinning vid primar isolering. Partiell hamning av
kontaminerande bakterier erhalls genom narvaron av malakitgront fargmedel.

REAGENSER
BD Middlebrook 7H10-agar
Sammanséttning* per liter aqua purif

Magnesiumsulfat 0,025¢g Bovint albumin V 5049
Jarnammoniumcitrat 0,04 Katalas 0,004
Natriumcitrat 0,4 Pyridoxin 0,001
Ammoniumsulfat 0,5 Zincksulfat 0,001
Mononatriumglutamat 0,5 Kopparsulfat 0,001
Dinatriumfosfat 1,5 Biotin 0,0005
Monokaliumfosfat 1,5 Kalciumklorid 0,0005
Agar 17,0 Malakitgrént 0,00025
Natriumklorid 0,85 Glycerol 5,0
Glukos 2,0 Oleinsyra 0,05 mL
pH 6,6 +/-0,2

*Justerad och/eller kompletterad efter behov for att uppfylla prestandakriterierna.

FORSIKTIGHETSATGARDER

. Endast for professionellt bruk. ®

Plattorna far inte anvandas om de visar tecken pa mikrobiell kontamination, missfargning,
uttorkning, sprickbildning eller annan férsamring.

Se skriften ALLMAN BRUKSANVISNING for information om aseptiska férfaranden vid
hantering, biorisker och bortskaffning av anvand produkt.

Laboratorieprocedurer som involverar mykobakterier kraver speciell utrustning och teknik for att
minimera bioriskerna.>” Biosédkerhetsniva 3 kravs for hantering av prover och odlingar.
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FORVARING OCH HALLBARHET

Forvara plattorna morkt vid 2 till 8 °C i originalomslaget efter mottagandet fram till dess de skall
anvandas. Overhettning och nedfrysning skall undvikas. Plattorna kan inokuleras fram till
utgdngsdatum (se etiketten pa férpackningen) och inkuberas under rekommenderad
inkubationsperiod.

Plattor fran 6ppnade 10-plattférpackningar kan anvandas i en vecka vid forvaring i ren miljo vid
2 till 8°C.

KVALITETSKONTROLL UTFORD AV ANVANDAREN

Inokulera representativa prover med foljande stammar (for ytterligare information hanvisas till
skriften ALLMAN BRUKSANVISNING). Inkubera de inokulerade plattorna aerobt vid 35 +/- 2 °C
eller i en aerob miljé kompletterad med koldioxid.

Stam Inkubation Resultat

Mycobacterium tuberculosis H37Ra 2 till 3 veckor God till utmarkt vaxt

ATCC 25177

Mycobacterium fortuitum DSM 46621 2 till 3 veckor God till utméarkt vaxt
Mycobacterium smegmatis DSM 43061 2 till 5 dagar God till utmarkt vaxt
Mycobacterium terrae ATCC 15755 2 till 3 veckor Ansenlig till utmarkt vaxt
Staphylococcus aureus ATCC 25923 2 till 5 dagar Inhiberad

Escherichia coli ATCC 25922 2 till 5 dagar Inhiberad

Ej inokulerad Barnstensfargad, mycket svagt grénaktig fargton
FORFARANDE

Tillhandahallet material
BD Middlebrook 7H10-agar (90 mm Stacker-plattor). Mikrobiologiskt kontrollerade.

Material som ej medféljer
Extra odlingsmedier, reagenser och laboratorieutrustning efter behov.

Provtyper

Detta medium anvands for isoleringen och kultiveringen av mykobakterier fran kliniska prover
och kan ocksa anvandas for kultiveringen av mykobakterier | speciella tester (t.ex. for testning
av desinfektionsmedel mot mykobakterier).

For detaljer avseende lampliga prover, se referenserna.®™®

Testforfarande

Testprocedurerna ar de som rekommenderas av Centers for Disease Control and Prevention
(CDC, motsvarande Smittskyddsinstitutet, SMI, i Sverige) for primér isolering fran prover
innehallande mykobakterier. En l6sning av N-acetyl-L-cystein-natriumhydroxid (NALC-NaOH)
rekommenderas som ett skonsamt men effektivt medel fér enzymbehandling och
dekontaminering. For detaljerade instruktioner avseende dekonatamination och
odlingsmetoder, se referenserna.**°

Efter inokulation, forvara plattorna skyddade fran ljus och placera dem med mediet nedat i en
BD GasPak-burk, Vilken skots med ett GasPak koldioxidgenererande kuvert for engangsbruk,
eller ett annat lampligt system, vilket ger en aerob miljé anrikad med koldioxid. Inkubera vid 35
+2 °C. Undvik uttrokning av mediet under inkubation.

Obs! Kulturer frAn hud och skador i mjukvavnader som misstéanks innehalla M. marinum, M.
ulcerans, M. haemophilum, M. Chelonae eller andra species med ett 1agt temperaturoptimum,
maste inkuberas vid 25 till 33 °C. Inkubera ytterligare en kultur vid 35 till 37 °C.>°

Resultat

Plattorna kan avlasas inom 5 till 7 dagar efter inokulation och darefter, en gang i veckan i upp
till 8 veckor. For detaljer avseende kolonimorfologi och pigmentering, se referenserna.®™°

For avlasning av plattorna, invertera dessa pa objektbordet av ett dissektionsmikroskop. Avlas
vid 10-60x forstoring med transmitterande ljus. Ga 6ver snabbt vid 10-20x forstoring for

PA-254520.07 -2-



narvaron av kolonier. Hogre forstoring (30-60X) ar till hjalp vid iakttagande av kolonimorfologi,
dvs. serpentinstréngslika kolonier.
Anteckna foljande observationer: >°
1. Antal dagar innan kolonierna blev makroskopiskt synliga.
2. Antal kolonier:

Inga kolonier = negativt

Mindre &n 50 kolonier = anteckna aktuellt antal

50-100 kolonier = 1+

100-200 kolonier = 2+

Néastan sammanhangande (200-500) = 3+

Sammanhangande (mer &n 500) = 4+
3. Fargutveckling

Vita, kramfargade eller matt gula = icke-kromogena (NC)

Citrongula, gula, orange, réda = kromogena (Ch)
Fargade stryk kommer att visa syrafasta bakterier, vilka endast rapporteras som "syrafasta
bakterier” om ej definitiva tester utforts. Se lampliga referenser for information avseende vidare
differentierande tester och procedurer for fullstandig identifikation av de isolerade
organismerna.**°

KLINISKA PRESTANDA OCH METODENS BEGRANSNINGAR

BD Middlebrook 7H10-agar &r en av standardagarmedia for isoleringen och kultiveringen av
mykobakterier fran kliniska prover.*®7*

Eftersom detta medium endast ar partiellt selektivt, kan andra bakterier &n mykobakterier vaxa om
proverna inte har forbehandlats pa ett lampligt satt avseende dekontamination.®”°°

Negativa odlingar utesluter inte en aktiv mykobakterieinfektion. Fér bra rutiner, bor flera olika
mediaformuleringar (fasta och flytande) inokuleras.®*°
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FORPACKNINGAR/TILLGANGLIGHET

BD Middlebrook 7H10 Agar

Kat.nr 254520 Fardiga odlingsplattor, 20 st. per férpackning
Kat.nr 254521 Fardiga odlingsplattor, 120 per forpackning

YTTERLIGARE INFORMATION
Kontakta narmaste BD-representant for ytterligare information.

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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