Y
& BD BBL Thioglycollate Medium without Indicator-135C C€

L007512 « Rev. 14 « April 2015

MASSNAHMEN ZUR QUALITATSKONTROLLE

EINFUHRUNG
Thioglykolat-Medium 135C ohne Indikator ist ein Mehrzweckmedium zur Kultivierung von Mikroorganismen, besonders von
obligaten Anaerobiern.

LEISTUNGSPRUFUNG
1. Repréasentative Proben mit den nachstehend aufgefuihrten Kulturen inokulieren.

a) Verschlusskappen l6sen und die Réhrchen 2 bis 5 Minuten lang in kochendes* Wasser geben. Die Kappen unmittelbar
nach dem Entnehmen aus der Hitze wieder anziehen und das Medium vor Gebrauch auf Raumtemperatur abkihlen
lassen.

*HINWEIS: Die Verwendung von Mikrowellengeraten wird nicht empfohlen.

b) Mit sterilen 1,0-mL-Pipetten die Réhrchen mit Thioglykolat-Medium mit 1,0 mL einer Verdinnung aus 18 bis 24 h alten
Bouillon-Kulturen inokulieren. Hackfleisch-Kohlenhydrat-Bouillon fiir Bacteroides fragilis und Trypticase-Soja-Bouillon
fur Staphylococcus aureus verwenden. Die fir S. aureus verwendete Verdinnung sollte max. 1000 KBE/mL enthalten;
die Verdiinnung fur B. fragilis sollte 10° — 10° KBE/mL enthalten.

c) Rohrchen mit geschlossenen Verschlusskappen bei 35 + 2 °C in einer aeroben Atmosphare inkubieren.

2. Roéhrchen nach 18 bis 24 und nach 48 h auf Wachstum tberprufen.
3. Zu erwartende Ergebnisse

Mikroorganismen ATCC Isolierung
*Bacteroides fragilis 25285 Wachstum
*Staphylococcus aureus 25923 Wachstum

* Empfohlener Stamm des Mikroorganismus fiir Qualitatssicherung durch den Anwender.

ZUSATZLICHE QUALITATSKONTROLLE

1. Réhrchen wie unter ,Haltbarkeit des Produkts® beschrieben begutachten.

2. Réhrchen stichprobenweise visuell auf Beschadigungen und UnregelmaRigkeiten tberpriifen, um sicherzustellen, dass
diese die spatere Nutzung nicht beeintrachtigen kénnen.

3. Den pH-Wert mit dem Potentiometer bei Raumtemperatur darauf iiberpriifen, ob ein Bereich von 7,0 + 0,2 eingehalten wird.

4. Nicht inokulierte Réhrchen stichprobenweise bei 20 — 25 °C und bei 30 — 35 °C inkubieren und nach 7 Tagen auf
Kontamination durch Mikroorganismen tberpriifen.

PRODUKTINFORMATIONEN

VERWENDUNGSZWECK
Thioglykolat-Medium 135C ohne Indikator ist ein angereichertes Mehrzweckmedium zur Gewinnung einer Vielzahl von
Mikroorganismen, besonders von obligaten Anaerobiern, aus klinischen Proben und anderen Materialien.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Thioglykolat-Medium wurde urspriinglich von Brewer" als ein Medium beschrieben, welches das Wachstum obligater
anaerober sowie aerober Organismen begunstigt. Das urspriingliche Thioglykolat-Medium wurde so modifiziert, dass es die
Nahrwertqualitat von Trypticase-Soja-Bouillon erreichte. Daraus resultiert, dass die verbesserten Formel, 135C, ein breiteres
Wachstumsspektrum sowohl pathogener als auch nichtpathogener, hochselektiver Mikroorganismen aufweist.? Die
urspriingliche Formel enthalt dariiber hinaus Methylenblau; jedoch wird heutzutage kein Indikator fiir das Redoxpotential mehr
verwendet. Dies vermeidet eine mogliche Toxizitat des Indikators und vereinfacht einen friihen Wachstumsnachweis.

Thioglykolat-Medium 135C zeichnet sich durch seine herausragende Fahigkeit zur Wachstumsférderung von minimalen
Inokula bis hin zu einer Vielzahl aerober und anaerober Organismen aus. Die am strengsten aeroben Spezies wachsen oben,
wohingegen anaerobe Typen tiefer im Medium wachsen.

Thioglykolat-Medium 135C wird deshalb fur die Verwendung als Mehrzweckmedium empfohlen, sowie fiir die Untersuchung
von Blutkulturen und anderer Materialien, in denen eine Vielzahl aerober, fakultativer oder anaerober Organismen
vorkommen kann.

Durch den Zusatz von Casein und Soja-Peptonen wird das Wachstum bestimmter aerober Organismen mdglich, wie
beispielsweise fur Mitglieder des Genus Brucella, die nicht leicht auf flussigem Thioglykolat-Medium wachsen. Beide Medien
fordern das Wachstum streng anaerober Spezies, wie beispielsweise Clostridium novyi, C. acetobutylicum, Actinomyces bovis
und Bacteroides, sowie fakultativer Pneumokokken, Streptokokken und anderer Bakterien.

Die Bouillon kann mit 10 % zugesetztem Serum zur Kultivierung von Trichomonas vaginalis, der Reiter-Spirochaten und
anderer Organismen verwendet werden.

Aus diesem Grund wird das Medium gern als Anreicherungskultur fur verschiedene Probenarten und dariiber hinaus als
Transportmedium verwendet. Wenn es fur derartige Zwecke verwendet wird, wird die Zugabe von CaCO; empfohlen, da
ansonsten hochselektive Organismen wachsen und dann schnell absterben kdnnen. Das CaCOg;dient zur Neutralisierung der
wahrend des Wachstums entstehenden Sauren. Schnelles Wachstum und Tod kann bei Fehlen von CaCO3 auftreten, z. B. bei
Pneumokokken-Kulturen, gramnegativen Kokken, C. perfringens und anderen saureempfindlichen Bakterien.
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VERFAHRENSGRUNDLAGEN

Das Casein und die Peptone des Sojabohnenmehls, Dextrose und Cystin liefern stickstoffhaltige und kohlenstoffhaltige Stoffe,
fermentierbare Kohlenhydrate und Spurenelemente. Natriumchlorid liefert essenzielle lonen. Schwefel wird von Natriumsulfit
bereitgestellt. Natriumthioglykolat, ein Reduktionsstoff, senkt das Redoxpotenzial und ermdglicht somit obligaten anaeroben
Organismen, tief im Medium zu wachsen. Die relativ geringe Agarmenge hilft bei der Pravention von Konvektionsstrémen im
Medium und tragt somit zum Erhalt der Anaerobiose bei.’

REAGENZIEN
Thioglycollate Medium without Indicator-135C
Ungefahre Zusammensetzung* pro L destilliertem Wasser

Pankreatisch abgebautes Casein.............cccccocuueee. 17,0 g
Papainisch abgebautes Sojamehl..............cccccoenes 30 ¢
DeXtroSe ......evvvvveeeviiiiiiiieiiiiieaes ....6,0 g
Natriumchlorid .......... .25 g
Natriumthioglykolat ... .05 g
Ja Y F L PP PPPPPPPPPPPPPPPPPPRY 0,7 g
L-CYSTIN oo 0,25 g
Natriumsulfit............ooccieieeiniinnnes 01 ¢

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

Warnungen und VorsichtsmaBnahmen: In-vitro-Diagnostikum.
Beim Berichten Uber die Ergebnisse von direkten Gramféarbungen und/oder anderen direkten mikrobiologischen Farbungen bei
Gewebeproben, die mit diesem Medium verarbeitet wurden, sollte besondere Vorsicht angewandt werden, da mdglicherweise
nicht lebensfahige Organismen im Kulturmedium vorhanden sind.

Roéhrchen mit fest sitzenden Verschlusskappen sind vorsichtig zu 6ffnen, um Verletzungen aufgrund von Glasbruch zu
vermeiden.

Klinische Proben kdnnen pathogene Mikroorganismen, wie z.B. Hepatitis-Viren und HIV, enthalten. Beim Umgang mit allen mit
Blut oder anderen Korperflissigkeiten kontaminierten Artikeln sind die ,,Allgemeinen Vorsichtsmafnahmen“*” sowie die
einschlagigen Institutionsrichtlinien zu beachten. Praparierte Rohrchen, Probenbehélter und sonstige kontaminierte Materialien
nach Verwendung im Autoklaven sterilisieren und erst dann entsorgen.

Aufbewahrung: Rohrchen nach Erhalt bei 2 — 8 °C im Dunkeln aufbewahren. Nicht einfrieren oder tberhitzen. Erst unmittelbar
vor Gebrauch 6ffnen. Vor Lichteinwirkung schiitzen. In Rohrchen geméaR Kennzeichnung aufbewahrte Nahrmedien kénnen bis
zum Verfallsdatum inokuliert und tber die empfohlene Zeit inkubiert werden. Das Medium vor der Inokulation auf
Raumtemperatur erwérmen lassen.

Haltbarkeit des Produkts: Rohrchen bei Anzeichen von Kontamination durch andere Mikroorganismen, Verfarbung,
Eintrocknen oder sonstigen Anzeichen von Produktverfall nicht verwenden.

VIIIl PROBENENTNAHME UND -HANDHABUNG

IX

Kultivierbare Proben kdnnen auf unterschiedliche Weise gehandhabt werden. Nahere Informationen sind der entsprechenden
Fachliteratur zu entnehmen.*® Die Probenentnahme sollte vor der Verabreichung von Antibiotika erfolgen. Fiir einen
umgehenden Transport zum Labor ist zu sorgen.

VERFAHREN
Mitgeliefertes Arbeitsmaterial: Thioglycollate Medium without Indicator-135C

Benotigtes, jedoch nicht mitgeliefertes Arbeitsmaterial: Zusatzliche Kulturmedien, Reagenzien,
Qualitatskontrollorganismen und Laborgerate nach Bedarf.

Testverfahren: Antiseptische Vorsichtmalnahmen beachten.

Flussiges Medium fiir eine anaerobe Inkubation ist vor der Inokulation zu reduzieren; dazu die Réhrchen vor Gebrauch 18 bis
24 h mit gelockerten Kappen anaeroben Bedingungen aussetzen. Ein wirksamer und einfacher Weg, eine geeignete anaerobe
Umgebung zu schaffen, ist die Verwendung des anaeroben Systems BBL GasPak EZ. Alternativ dazu kdnnen Fliissigmedien
auch unmittelbar vor dem Gebrauch durch Kochen* mit geldsten Verschlusskappen reduziert und anschlieBend vor der
Inokulation auf Raumtemperatur heruntergekihlt werden.

Probe mdglichst bald nach Eingang im Labor in das Medium inokulieren. Bei Flissigproben sollten die Medien in den
Roéhrchen mit einem oder zwei Probentropfen inokuliert werden. Gewebeproben sollten zur Kultivierung von Mikroorganismen
zerkleinert und in eine sterile, reduzierte Bouillon gemahlen werden. Die Inokulation wird dann wie bei Flissigproben
durchgefiihrt. Abstrichproben kénnen nach der Inokulation der Plattenmedien in die Bouillon gegeben werden. Alternativ kann
der Abstrich auch in eine geringe Menge steriler, reduzierter Bouillon ,gerieben” und die Bouillon dann zur Inokulation der
Medien wie mit Flissigproben verwendet werden.

Proben die bekanntlich oder vermutlich obligate Anaerobier enthalten, sollten in Bodennahe des Réhrchens inokuliert werden.
Die Réhrchen mit verschlossenen Kappen aerob bei 35 £ 2 °C oder einer anderen geeigneten Temperatur — je nach zu

kultivierendem Organismustyp — inkubieren und 7 Tage lang téaglich kontrollieren, bevor sie als negativ entsorgt werden, wenn
nicht besondere Umstande vorliegen, die eine langere Inkubationszeit erfordern.®®

*HINWEIS: Die Verwendung von Mikrowellengeréten wird nicht empfohlen.

Qualitdtssicherung durch den Anwender: Siehe ,Qualitatskontrollverfahren®.

Es sind die geltenden gesetzlichen und behdrdlichen und in den Akkreditierungsbedingungen festgelegten Vorschriften zur

Qualitatskontrolle sowie die laborinternen Standardvorgaben zur Qualitéatskontrolle zu beachten. Benutzer sollten die
relevanten CLSI-Dokumente und CLIA-Vorschriften Uiber geeignete Testverfahren zur Qualitatskontrolle einsehen.
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Eine Einzelelektrode, deren Durchmesser klein genug fiir die Réhrchen ist, sollte verwendet werden, um den pH-Wert von
Medien in Réhrchen potentiometrisch zu ermitteln. Die Elektrodenspitze sollte unter der Oberflache von Bouillonmedien
platziert werden.

X ERGEBNISSE
Das Wachstum in den Bouillonréhrchen wird durch den Tribungsgrad im Vergleich zu einer nicht inokulierten Kontrolle
angezeigt. Es sollten Subkulturen der entsprechenden Festmedien angelegt werden, um Reinkulturen der Isolate zu erhalten,
die dann weiter getestet und identifiziert werden kénnen.

XI VERFAHRENSBESCHRANKUNGEN
Anaerobier kdnnen von schneller wachsenden fakultativen Organismen tUberwuchert werden. Die Bouillon untersuchen und
gramfarben, wenn das Plattenmedium kein Wachstum zeigt. Fir die Isolierung von Anaerobiern nie ausschlief3lich auf
Bouillonkulturen verlassen. Einige Anaerobier kénnen durch metabolische Produkte oder Sauren von schneller wachsenden
fakultativen Anaerobiern gehemmt werden.’

Zum Nachweis missen die Organismen in Reinkultur vorhanden sein. Fir die endglltige Identifizierung sollten
morphologische, biochemische oder serologische Tests durchgefuhrt werden. Detaillierte Informationen und empfohlene
Verfahren sind der einschlagigen Fachliteratur zu entnehmen.*%°

Kulturmedien enthalten gelegentlich abgestorbene Organismen, die in Ausstrichen von Nahrmedien sichtbar sein kénnen.
Farbereagenzien, Immersionsol, Objekttrager (Glas) und die zur Inokulation verwendeten Proben kénnen ebenfalls
abgestorbene Organismen beherbergen, die durch Gramfarbung sichtbar werden. Falls Unsicherheit Uber die Gultigkeit der
Gramfarbung besteht, sollte die Kultur eine oder zwei weitere Stunden inkubiert und der Test wiederholt werden, ehe ein
Bericht erstellt wird.

Xl LEISTUNGSMERKMALE
Vor der Freigabe werden alle Chargen von Thioglykolat-Medium 135C ohne Indikator auf ihre Leistungsmerkmale getestet. Vor
der Inokulation werden reprasentative Proben der Charge durch 2 bis 5-minitiges Kochen im Wasserbad reduziert. Nach dem
Abkuhlen werden die R6hrchen mit Kulturen von Bacteroides fragilis (ATCC 25285), Clostridium novyi (ATCC 7659) und
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) inokuliert. Das Inokulum (1 mL) fur S. aureus wird aus einer Bouillonkultur gewonnen,
die so weit angepasst wird, bis sie max. 1000 koloniebildende Einheiten (KBE) pro mL enthalt. Das Inokulum (1 mL) fur B.
fragilis wird aus einer Bouillonkultur gewonnen, die so weit angepasst wird, bis sie max. 10° — 10° KBE pro mL enthalt. Das
Inokulum (0,01-mL-Ose) fiir C. novyi wird aus einer nicht verdiinnten Bouillonkultur gewonnen; das Inokulum wird auf den
Boden des Réhrchens platziert. Die Verschlusskappen werden sofort nach der Inokulation verschlossen. Die R6hrchen werden
bei 35 + 2 °C inkubiert. Die R6hrchen werden nach 18 bis 24 h und nach 42 bis 48 h auf Wachstum Uberpruft. Alle Organismen
zeigen nach 48 Stunden Spuren von starkem Wachstum.

Xl LIEFERBARE PRODUKTE
Best.- Nr. Beschreibung

221199 BD BBL Thioglycollate Medium without Indicator-135C, 8 mL, Packung mit 10 Réhrchen der Gré3e K
221200 BD BBL Thioglycollate Medium without Indicator-135C, 8 mL, Karton mit 100 Réhrchen der GroRe K C€
221047 BD BBL Thioglycollate Medium without Indicator-135C, 20 mL, Karton mit 100 Rohrchen der Groze A
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BD Diagnostics Technischer Kundendienst: setzen Sie sich mit lhrer zustandigen BD-Vertretung oder www.bd.com/ds.
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ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection.
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