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ANVANDNINGSINSTRUKTIONER

DECARBOXYLASE
MOELLER BASE BROTH

Dehydrerat odlingsmedium

[ | 1 — AVSEDD ANVANDNING

| In vitro-diagnostik. Decarboxylase Moeller Base Broth hjalper, nar den
kompletteras med aminosyror, till att differentiera Enterobacteriaceae som
isolerats fran kliniska och andra prover.

2 — TYPISK SAMMANSATTNING
(EFTER REKONSTITUERING MED 1 LITER VATTEN) *

Pepton 5,000 g
Notkottextrakt 5,000 g
Pyridoxal 0,005¢g
Glukos 0,500 g
Bromokresollila 0,01049
Kresolrott 0,005g

* Formeln kan justeras och/eller kompletteras for att uppfylla de prestandakriterier som kravs.

Enterobacter aerogenes — fran vanster:
oinokulerat rér, Moeller arginin (-), Moeller lysin (+), Moeller
ornithin (+)

3 — METODENS PRINCIP OCH FORKLARING AV FORFARANDET

Decarboxylase Moeller Base Broth, som utarbetades av Moeller* 1955, ar ett flytande medium till vilket aminosyror kan tillsattas for att
utvardera gramnegativa tarmbakteriers formaga att decarboxyla dem genom bildning av aminer nar odlingsmediets alkalinitet forandras.?
De vanligaste aminosyrorna &r L-lysin, L-ornitin och L-arginin. Arginin omvandlas forst till citrullin med hjalp av enzymet dihydrolas, varvid
en NH; grupp avlagsnas. Citrullin omvandlas sedan till ornitin och det senare dekarboxyleras till putrescin.® De aminer som bildas i dessa
enzymatiska reaktioner 6kar pH-véardet till alkalinitet, med en fargféréandring av indikatorsystemet bromkresolviolett och kresolrétt. Glukos
som ingar i mediet fermenteras av Enterobacteriaceae och under de forsta timmarna av inkubationen bildas en sur miljé som &r noédvandig
for att enzymet decarboxylas ska fungera fullt ut. Nar det medium som innehaller aminosyror inokuleras med en glukosjasande och
decarboxylaspositiv stam blir det férst gult fér produktion av syror frén glukosjasning och sedan lila for produktion av aminer. Ett positivt test
for decarboxylas indikeras darfor av att det bildas en lila farg, medan ett negativt test indikeras av att det finns en gul farg. Pyridoxal ar ett
koenzym som aktiverar enzymet decarboxylas. Pepton och kottextrakt tillfér kvave, kol och sparamnen som &ar nodvandiga for
bakterietillvéxten. Eftersom peptonerna kan oxideras och desamineras med produktion av ammoniak, ar det nddvandigt att skapa anaeroba
forhallanden for att utfora testet genom att tdcka mediet med mineralolja for att undvika falskt positiva resultat. Tillsammans med provror
som innehaller aminosyror, inokulera ett provrér med basalt medium utan aminosyror: om det senare blir alkaliskt med bildning av lila farg
ar testet ogiltigt.2

Mediet ar avsett for differentiering av Enterobacteriaceae-kolonier som isolerats fran kliniska eller andra prover. Produktionen av
ornitindekarboxylas ar sarskilt anvandbar for att skiljia Klebsiella frAn Enterobacter: Klebsiella spp. ar icke rorliga och producerar inte
ornitindekarboxylas, medan de flesta Enterobacter spp. &r rérliga och vanligtvis producerar enzymet.*

Positiva lysin-dekarboxylasarter &r K.pneumoniae, K.oxytoca, E.aerogenes, S.marcescens, S.Typhi, E.tarda, M.morganii, V.cholerae,
V.parahemolyticus, P.shigelloides; de arter som bryter ner arginin &r bland annat E.cloacae, C.sakazakii, V.fluvialis, P.shigelloides,
S.aureus, E.faecalis och E.faecium.®

4 — ANVISNINGAR FOR BEREDNING AV MEDIUM

Los upp 10,5 g i 1 000 ml kallt renat vatten. Tillsatt 10 g av den valda aminosyran i L-form (slutlig koncentration 1 % w/v) eller 20 g/L
av DL-form (slutlig koncentration 2 % w/v). Blanda val och varm vid behov for att I6sa upp den. Vid behov, sarskilt nar L-ornithin tillsatts,
justera pH-vardet med 1N NaOH. Fordela 4-5 ml i rér med skruvkapsyl och sterilisera vid 121 °C i 15 minuter. Forbered &ven ror utan
tillsats av aminosyror (kontrollror).

5 — FYSISKA EGENSKAPER

Utseende pa dehydratiserat medium vitaktigt, fint, homogent, fritt flytande pulver

Utseende pa losning och beredda plattor violett, klar eller nagot opaliserande

Slutligt pH vid 20-25 °C 6,0 + 0,2 (efter tillsats av aminosyror)

6 — MEDFOLJANDE MATERIAL — FORPACKNING
Produkt Typ REF Forpackning
Decarboxylase Moeller Base Broth Dehydrerat medium 4013662 5009 (47,6 L)

7 — MATERIAL SOM KRAVS MEN INTE TILLHANDAHALLS
Autoklav, vattenbad, sterila mikrobiologiska slingor eller nalar, inkubator och ndédvandig laboratorieutrustning, Erlenmeyer-kolvar,
kompletterande odlingsmedier och reagenser (L-lysin, L-ornitin, L-argininin, mineralolja eller flytande paraffin).

8 —PROVER
Proverna bestar av bakteriestammar som isolerats fran kliniska prover eller andra prover och som renats pa lampligt medium (t.ex. Tryptic
Soy Agar eller Blood Agar).
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9 — TESTFORFARANDE

Overfor en koloni till réret med aminosyra med en inokulerande nal eller slinga och blanda vél. Ett rér med Decarboxylase Moeller Base
Broth utan aminosyra ingar som kontroll och inokuleras med testorganismen.

Tillsatt 2 ml steril mineralolja (ca 1 cm) till alla de inokulerade réren, med och utan aminosyror, pa ytan.

Inkubera réren, med lock pa, vid 35-37 °C i upp till 4 dagar med daglig observation.

10 — AVLASNING OCH TOLKNING

Efter 18-24 timmar, 48 timmar, 72 timmar och 96 timmars inkubation, observera férekomsten av tillvaxt (turbiditet) och fargférandringen i
mediet.

Positiv reaktion: Mediet blir forst gult pa grund av fermentering av glukos och sedan lila pa grund av bildning av aminer.

Negativ reaktion: Mediet ar grumligt med en ljusgul farg (glukosjasning).

Provrér utan aminosyror: Mediet &r ljusgult (glukosjéasning); om detta provror visar en lila farg &r testet ogiltigt.

Foljande tabell sammanfattar de reaktiva modellerna pa Moeller Medium med tillsatta aminosyror.

Mikroorganism Lysine Ornithine  Arginine
Escherichia coli + var var
Enterobacter cloacae - + +
Enterobacter aerogenes  + + -
Edwardsiella tarda + + -
Salmonella typhi + var

Citrobacter freundii - var var
Proteus vulgaris

+

Proteus mirabilis -

Shigella dysenteriae - - -
Shigella sonnei - + -
Serratia liquefaciens var - -
Serratia marcescens + + -
Klebsiella pneumoniae - + -

+: positiv reaktion (alkalisk reaktion, lila farg); -: negativ reaktion (gul farg); var: variabel reaktion

11 — ANVANDARENS KVALITETSKONTROLL

Alla tillverkade partier av produkterna sléapps for forséljning efter att kvalitetskontrollen har utférts for att kontrollera att specifikationerna
uppfylls. Slutanvandaren kan dock utféra sin egen kvalitetskontroll i enlighet med lokala tillampliga bestammelser, i enlighet med
ackrediteringskrav och laboratoriets erfarenhet. Har nedan listas nagra teststammar som &ar anvandbara for kvalitetskontrollen.

KONTROLLSTAMMAR INKUBATIONSTEMPERATUR/T/ATM FORVANTADE
RESULTAT
ARGININ LYSIN ORNITHIN
P.vulgaris ATCC 9484 35-37 °C / 44-48 timmar /A - (qul) - (qul) - (qul)
S.Enteritidis ATCC 13076 35-37 °C / 44-48 timmar /A + (lila) + (lila) + (lila)

A: aerob inkubation; ATCC &r ett varumérke som stér fér American Type Culture Collection

12 — PRESTANDAEGENSKAPER

Innan produkten slapps ut pd marknaden testas ett representativt urval av alla partier av dehydratiserad Decarboxylase Moeller Base Broth,
kompletterad med L-lysin, L-ornitin och L-arginin, med avseende pa specifika prestanda genom att resultaten jamférs med ett tidigare
godkéant referensparti. Rena kulturer av foljande stammar, som odlats i 18—-24 timmar pa Tryptic Soy Agar, inokuleras direkt i réren som &ar
tackta med flytande paraffin: P.vulgaris ATCC 9484, S.Typhimurium ATCC 14028, S.Enteritidis ATCC 13076, E.aerogenes ATCC 13048,
S.flexneri ATCC 12022, K.pneumoniae ATCC 27736, S.marcescens ATCC 8100. Réren inkuberas med slutna lock vid 35-37 °C i 44-48
timmar. Mediets fargféréandringar observeras och registreras: for alla stammar och alla aminosyror 6verensstammer
decarboxylasreaktionerna med specifikationerna.

13 — METODENS BEGRANSNINGAR

- Icke-fermenterande bakterier fermenterar inte glukos under anaeroba forhallanden i testet. De dekarboxylerar dock aminosyran nar mediet
ar tackt med mineralolja. Eftersom glukos inte fermenteras gor de inte mediet gult vid nagot tillfalle. P& grund av dekarboxyleringen goér
alkaliniteten réret djupt lila;® detta kan kontrolleras genom att jamféra med ett oinokulerat ror. Vissa icke-fermenterande stammar kan ge
en fordrojd reaktion och en utebliven eller mycket svag fargféréandring av mediet, och av denna anledning anses Mollers medium inte alltid
vara tillfredsstallande for icke-fermenterande glukosstammar.®

- Lysindekarboxyleringstestet méter inte mangden intracellulart enzym, utan anger snarare om méangden aminer som produceras ar
tillracklig for att héja pH-vardet i kulturmediet. Férandringar i tillvaxtférhallandena (koncentrationer av glukos, lysin och andra aminosyror
an lysin) kan avsevart paverka aktiviteten hos enzymet lysindekarboxylas i koliforma bakterier.®

- Om réren halls vertikalt under inkubationen kan testet med decarboxylas visa tva lager med olika farger. Skaka roret forsiktigt innan du

forsoker gora en tolkning.?

Ibland kan det finnas problem med att tolka det positiva resultatet pa grund av att det bildas en otydlig gullila farg. Om detta intraffar,

jamfor alltid med ett oympatriskt kontrollrér. Varje spar av lila farg efter minst 24 timmars inkubation maste tolkas som ett positivt test.?

I vissa fall kan en otydlig farg eller till och med en missfargning av mediet upptrada efter en sarskilt Iangvarig inkubation pa grund av att

bromkresolpurrén forstors.? Denna missfargning eller otydliga farg forekommer ofta hos P.mirabilis och P.vulgaris.*

- Salmonella Gallinarum ger en fordréjd positiv ornitindekarboxyleringsreaktion som kraver 5-6 dagars inkubation pa grund av bakteriens

daliga permeabilitet fér aminosyran.?

Manga E.coli-stammar, inklusive adonitolfermenterande stammar, uppvisar en fordr6jd ornitindekarboxyleringsreaktion.?

« Aminosyradekarboxylering ar ett av de tester som kravs for att identifiera Enterobacteriaceae. Resultaten av dekarboxyleringstesterna
maste tolkas tillsammans med andra tester for att stammarna ska kunna identifieras korrekt. Det rekommenderas darfor att biokemiska,
immunologiska, molekylara eller masspektrometriska tester utfors pa isolat fran renkultur for fullstandig identifiering. Om det &r relevant,
utfor test av antimikrobiell kéanslighet.

- Detta odlingsmedium &r avsett som ett hjalpmedel vid diagnos av infektionssjukdomar. Tolkningen av resultaten maste géras med hansyn
till patientens kliniska historia, provets ursprung och resultaten fran andra diagnostiska tester.
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14 — FORSIKTIGHETSATGARDER OCH VARNINGAR

= Det har &r en produkt for kvalitativ in vitro-diagnostik, endast avsedd for professionellt bruk. Den ska anvandas av adekvat utbildad och
kvalificerad laboratoriepersonal som iakttar godkanda forsiktighetsatgarder mot biologiska risker och aseptiska tekniker.

Uttorkade medier maste hanteras med lampligt skydd. Konsultera sékerhetsdatabladet fére anvandning.

Detta odlingsmedium innehéller rAmaterial av animaliskt ursprung. Kontroller av djuren fére och efter slakt samt under produktions- och
distributionscykeln for ravarorna kan inte helt garantera att denna produkt inte inneh&ller n&gra overforbara patogener. Det
rekommenderas darfér att kulturmediet behandlas som potentiellt smittsamt och hanteras med iakttagande av de vanliga séarskilda
forsiktighetsatgarderna: inte inta, inandas eller l1ata det komma i kontakt med hud, 6gon eller slemhinnor. Ladda ner TSE Statement fran
webbplatsen www.biolifeitaliana.it, som beskriver de atgarder som Biolife Italiana har vidtagit for att minska riskerna i samband med
smittsamma djursjukdomar.

Tillampa god tillverkningssed i produktionsprocessen fér beredda medier.

Alla laboratorieprover ska betraktas som smittsamma.

Laboratorieomradet maste kontrolleras for att undvika féroreningar som odlingsmedium eller mikrobiella agens.

Sterilisera allt biologiskt riskavfall innan det kasseras. Kassera det oanvénda mediet och de steriliserade plattorna som inokulerats med
prover eller mikrobiella stammar i enlighet med géllande lokal lagstiftning.

Anvand inte odlingsmediet som aktiv ingrediens i farmaceutiska preparat eller som produktionsmaterial avsett for konsumtion av
ménniskor och djur.

Analyscertifikaten och sakerhetsdatabladet fér produkten finns tillgangliga p& webbplatsen www.biolifeitaliana.it.

Meddela Biolife Italiana Srl (complaint@biolifeitaliana.it) och berérda myndigheter om allvarliga incidenter som intréffar i samband med
anvandningen av in vitro-diagnostiken.

Informationen i detta dokument har definierats efter basta kunskap och férmaga och utgor en riktlinje for korrekt anvandning av produkten
men utan forpliktelse eller ansvar. | alla fall maste gallande lokala lagar, férordningar och standardférfaranden foljas vid undersékning av
prover som tagits frAn manskliga och djuriska organ, miljoprover och produkter avsedda fér konsumtion av méanniskor eller djur. Var
information befriar inte véra kunder fr&n deras ansvar att kontrollera att vara produkter &r lampliga for det avsedda andamalet.

15 — FORVARINGSFORHALLANDEN OCH HALLBARHET

Forvaras vid +10 °C /+30 °C pa en torr plats, skyddad fran direkt ljus. Vid korrekt férvaring kan produkten anvandas fram till utgdngsdatum.
Anvand inte produkten efter detta datum. Undvik att 6ppna flaskan pa fuktiga platser. Efter anvandning maste behallaren stangas ordentligt.
Kassera produkten om behallaren och/eller locket &r skadade, eller om behéllaren inte &r val tillsluten, eller vid uppenbar férsamring av
pulvret (fargférandringar, hardning, stora klumpar).

Anvandaren ansvarar for tillverknings- och kvalitetskontrollprocesserna for beredda medier och for valideringen av hallbarhetstiden for de
fardiga produkterna, beroende pé typ (rér/flaskor) och forvaringsmetod (temperatur och forpackning).
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Forordning (EU) 2020/878
Innehaller: CITRONSYRA
Klassificering: ingen
Markning ingen

Faroangivelser: EUH210 Sakerhetsdatablad finns att rekvirera.

TABELL OVER TILLAMPLIGA SYMBOLER

Batch-kod Medicinteknisk Tillverkare Anvand
REF eler REF LOT IVD produkt for in senast
vitro-diagnostik
Katalognummer
1 . i, N
Temperaturb Innehallet Se :;-_\.’::_ Elgf\égl; fran ‘s FEprvaras torrt
egransning racker till <n> bruksanvisnin /, | dir%kt ljus ‘T
tester 3 aen ]
REVIDERINGSHISTORIK
Version Beskrivning av andringarna Datum
Revidering 2 Uppdaterad layout och innehall 2020/06
Revidering 3 Uppdatering av “forsiktighetsatgarder och varningar” och | 2022/03
“forvaringsforhallanden och hallbarhet”
Revidering 4 Borttagning av féraldrad klassificering 2023/04
Revidering 5 Satt in SDS-avsnittet som har lagts till 2025/05

Anmarkning: mindre typografiska, grammatiska och formateringsandringar inkluderas inte i granskningshistoriken.
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