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ANVANDNINGSINSTRUKTIONER

MANNITOL SALT AGAR

Fardiga plattor

1 — AVSEDD ANVANDNING
Produkt for In vitro-diagnostik. Selektivt medium for isolering och
differentiering av stafylokocker fran kliniska och icke-kliniska prover.

2 — TYPISK SAMMANSATTNING *
Pankreasdigerering av kasein 5,000
Pankreasdigerering av djurvavnad 5,000
Jastextrakt 1,000
Natriumklorid 75,000

Mannitol 10,000

Fenolrétt 0,025

Agar 15,000

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

Mannitol Salt Agar: S.aureus-kolonier

3 — METODENS PRINCIP OCH FORKLARING AV FORFARANDET

Staphylococcus-arter ar grampositiva, icke-rorliga, icke-sporframkallande kocker av varierande storlek som férekommer enskilt, i par och i
oregelbundna kluster. Den optimala tillvaxttemperaturen ar 30 °C-37 °C. De &r fakultativa anaerober och har en fermentativ metabolism.
S.aureus ar en allmant forekommande kommensal bakterie pd manniskors hud och i nasans framre del, men orsakar ofta allvarliga
infektioner hos manniskor.

Mannitol Salt Agar baseras pa tidiga arbeten av Gordon* som visade att fermentering av mannitol kunde anvandas som ett medel for att
skilja patogena fran icke-patogena stafylokocker, och av Koch? som upptéckte att narvaron av 7,5 % natriumklorid i odlingsmediet hammade
tillvaxten av de flesta organismer utom stafylokocker. Chapman 2 anvéande denna information for att formulera fenolréd mannitolagar med
7,5 % natriumklorid.

Mannitol Salt Agar &r ett selektivt och differentiellt medium avsett for isolering av stafylokocker fran kliniska prover*® och for differentiering
av mannitolfermenterande fran icke-fermenterande stafylokocker. | kliniska prover tyder mannitolpositiva isolat p& S.aureus och bér testas
vidare.®

Mannitol Salt Agar uppfyller harmoniserade EP-, USP- och JP-krav 7 for detektion av S.aureus i icke-sterila lakemedel och rekommenderas
for detektion av S.aureus i kosmetika 8° .

Peptoner tillhandahaller kol, kvave och sparamnen for bakterietillvaxt, natriumklorid i en koncentration pa 75 g/l skapar ett hogt osmotiskt
tryck: stafylokocker tal trycket, medan denna koncentration hammar tillvaxten av de flesta andra grampositiva och gramnegativa bakterier?
. Dessutom innehaller mediet mannitol som fermenterbart kolhydrat och fenolrétt som pH-indikator. Nar mannitol fermenteras bildas syra,
vilket sanker pH-vardet och resulterar i att ett gult omrade bildas runt en isolerad koloni. Mannitol-icke-fermenterare som tal den héga
saltkoncentrationen visar ett rott till rosa omrade pa grund av peptonnedbrytning®.

4 — FYSISKA EGENSKAPER
Medelstort utseende rédviolett, klar
Slutligt pH vid 20-25 °C 7,4+0,2

5 — MEDFOLJANDE MATERIAL — FORPACKNING

Produkt Typ REF Forpackning

Mannitol Salt Agar Fardiga plattor 541665 2 x 10 plattor g 90 mm
Primér férpackning: 2 cellofanpésar
Sekundar férpackning: kartong

6 — MATERIAL SOM KRAVS MEN INTE TILLHANDAHALLS
Sterila 6glor och svabbprover, inkubator och laboratorieutrustning efter behov, kompletterande odlingsmedier och reagenser for identifiering
av kolonierna.

7 — PROVER

Mannitol Salt Agar &r avsett for bakteriologisk undersokning av humana kliniska prover fran kontaminerade kaéllor, sdsom avforing, material
frdn luftvagarna, purulenta exsudat, sar, abscesser #>%° och icke-kliniska prover, sdsom icke-sterila lakemedel och kosmetika &° . God
laboratoriesed for insamling, transport och férvaring av kliniska prover bor tillampas.'! Se lampliga standardmetoder for detaljer om
provtagning och beredning av icke-sterila lakemedel och kosmetika "#°

8 — TESTFORFARANDE

Lat plattorna anta rumstemperatur och 1t ytan pa mediet torka.

Inokulera och stryk ut provet med en 6gla 6ver de fyra kvadranterna pa plattan for att f val isolerade kolonier, och se till att sektionerna 1
och 4 inte dverlappar varandra. Alternativt, om materialet odlas direkt frdn en bomullspinne, rulla bomullspinnen 6ver ett litet omréde pa
ytan vid kanten; stryk sedan fran detta inokulerade omrade.

Inkubera under aeroba forhallanden vid 35-37 °C och notera resultaten efter 24 och 48 timmar.

For detektion av S.aureus i icke-sterila lakemedel, folj den testmetod som beskrivs av EP och sammanfattas nedan.
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Anvéand 10 ml eller den mangd som motsvarar 1 g eller 1 ml prov for att inokulera en lAmplig méngd Tryptone Soy Broth. Blanda och
inkubera vid 30-35 °C i 18-24 timmar. Subkultivera genom att stryka pa en platta med mannitolsaltagar och inkubera vid 30-35 °C i 18—
72 timmar.

9 — AVLASNING OCH TOLKNING

Efter inkubation observerar du bakterietillvéxten och noterar koloniernas specifika morfologiska och kromatiska egenskaper.
Kolonier som missténks vara S.aureus &r gula/vita och omgivna av en gul zon.

Mannitol-icke-fermenterande stafylokocker bildar smé kolonier utan fargférandring i mediet eller med en rod eller lila zon.
Det ar obligatoriskt att bekrafta misstankta S.aureus-isolat som aterfinns pa Mannitol Salt Agar.*°

10 — ANVANDARENS KVALITETSKONTROLL

Alla tilliverkade partier av produkterna slapps for forsaljning efter att kvalitetskontrollen har utforts for att kontrollera att specifikationerna
uppfylls. Slutanvandaren kan dock utféra sin egen kvalitetskontroll i enlighet med lokala tillampliga bestdmmelser, i enlighet med
ackrediteringskrav och laboratoriets erfarenhet. Nedan listas nagra teststammar som &r anvandbara for kvalitetskontroll.?

KONTROLLSTAMMAR INKUBATIONSTEMPERATUR/T/ATM FORVANTADE RESULTAT
S.aureus ATCC 6538 eller 25923 35 °C / 18-24 timmar / A tillvéaxt med gula kolonier

S.epidermidis ATCC12228 35 °C / 18-24 timmar / A tillvaxt med sma farglésa kolonier med violett halo
P.mirabilis ATCC 12453 35 °C/ 18-24 timmar / A delvis hammad

E.coli ATCC 8739 35 °C/68-72 timmar / A hammad

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

11 — PRESTANDAEGENSKAPER

Innan produkten slapps ut p& marknaden testas ett representativt urval av alla partier av fardiga plattor med mannitolsaltagar och av
rdmaterialet som anvéands for tillverkningen av fardiga plattor (dehydrerad mannitolagar REF 401665) med avseende pa produktivitet och
selektivitet genom att resultaten jamfors med ett tidigare godkéant referensparti.

Produktiviteten testas genom ett kvantitativt test med malstammen S.aureus ATCC 6538: Mannitol Salt Agar-plattor inokuleras med
decimala utspadningar i saltlésning av en kolonisuspension och inkuberas vid 35 °C i 18-24 timmar. Kolonierna riaknas pa bada satserna
och produktivitetsforhallandet (Pr) beraknas. Om Pr ar 2 0,7 och om koloniernas morfologi och farg ar typiska (gula eller vita kolonier med
gul halo) anses resultaten vara acceptabla och 6verensstimma med specifikationerna. Dessutom testas produktivitetskarakteristika genom
semikvantitativ ekometrisk teknik med foljande malstammar: S.aureus ATCC 25923, kliniskt isolat S.aureus och S.epidermidis ATCC 12228.
Kolonier av mannitolfermenterare &r vita/gula med en gul zon; kolonier av mannitolfermenterare (S.epidermidis) &r vita med en violett halo.
Tillvaxten pa plattorna efter inkubation utvarderas och ska vara jamférbar i bada satserna.

Selektiviteten utvarderas med modifierad Miles-Misra-ytdroppmetod genom att inokulera plattorna med decimala utspadningar i saltlésning
fran 107 till 10 av en 0.5 McFarland-suspension av icke-malstammarna E.faecalis ATCC 29212, E.coli ATCC 8739 och P.mirabilis ATCC
12453. Efter inkubation i 24—-72 timmar hammas tillvaxten av icke-malstammarna E.faecalis och E.coli vid utspadningen 10 och tillvaxten
av P.mirabilis hammas delvis.

12 — METODENS BEGRANSNINGAR

Enterokocker kan uppvisa tillvaxt och I4tt mannitolfermentering, men katalastest och Gram-morfologi bor kunna skilja de tva slaktena at.
Nagra fa stammar av S.aureus kan uppvisa fordréjd mannitolfermentering; negativa plattor bor inkuberas ytterligare 24 timmar innan de
kasseras.*®

En misstankt S.aureus-stam maste bekraftas genom koagulastest. Odla kolonierna pa en icke-hammande agar for att utfora testet.
Mannitol Salt Agar &r ett selektivt medium for isolering av patogena S.aureus-stammar nér distinkta kolonier observeras efter 24 timmars
inkubation. Om inkubationen pagar i 48 timmar kan dock aven Micrococcus- och Bacillus-stammar samt vissa Serratia-stammar véaxa.*®
Mediefargforandringen visar mannitolfermentering, inte kolonifarg. Detta ar sarskilt viktigt eftersom manga mikrokocker ar pigmenterade.®
Det finns rapporter om att vissa koagulasnegativa stafylokocker kan bilda gula kolonier med gul zon p& mannitolsaltagar.**

Vissa malorganismer (potentiellt patogena Staphylococcus-stammar) kan hammas pa detta medium. Kansligheten hos den beskrivna
proceduren varierar beroende pa de kliniska proverna, mangden konkurrerande icke-méalorganismer och antalet malorganismer. Om det
ar nodvandigt att detektera alla potentiella patogener rekommenderas att man anvander ett icke-selektivt och icke-differentiellt medium
tilsammans med Mannitol Salt Agar.

For detektion av meticillinresistenta Staphylococcus aureus-stammar (MRSA) bor mer exakta detektionsmetoder, sdsom molekylara
tekniker, anvéndas.

Aven om mikroorganismkolonierna pé plattorna differentieras pa basis av deras morfologiska och kromatiska egenskaper,
rekommenderas det att biokemiska, immunologiska, molekylara eller masspektrometriska tester utférs pa isolat frdn ren odling for
fullstandig identifiering. Om det ar relevant, utfor test av antimikrobiell kanslighet.

Detta odlingsmedium ar avsett som ett hjalpmedel vid diagnos av infektionssjukdomar. Tolkningen av resultaten maste goéras med hansyn
till patientens kliniska historia, provets ursprung och resultaten frdn andra diagnostiska tester.

13 — FORSIKTIGHETSATGARDER OCH VARNINGAR

Det héar ar 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.

Denna produkt &r inte klassificerad som farlig enligt gallande lagstiftning.

Detta odlingsmedium innehéller r&dmaterial av animaliskt ursprung. Kontroller av djuren fére och efter slakt samt kontroller under
produktions- och distributionscykeln for rdvarorna kan inte helt garantera att dessa produkter inte innehdller nagra éverforbara patogener.
Darfor rekommenderas att de fardiga plattorna behandlas som potentiellt smittsamma och hanteras med iakttagande av de vanliga
specifika forsiktighetsatgarderna: fortar inte, andas inte in och undvik kontakt med hud, 6gon eller slemhinnor. Ladda ner TSE-uttalandet
frin webbplatsen www.biolifeitaliana.it, som beskriver de atgarder som Biolife Italiana S.r.l. har vidtagit for att minska risken for
smittsamma djursjukdomar.

Alla laboratorieprover ska betraktas som smittsamma.

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

Varje platta med detta odlingsmedium &r endast avsedd fér engangsbruk.
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Fardiga plattor ska inte betraktas som en "steril produkt” eftersom de inte genomgar slutsterilisering, utan som en produkt med kontrollerad
biologisk kontaminering, inom grénserna for de specifikationer som anges i kvalitetskontrollcertifikatet.

Sterilisera allt biologiskt riskavfall innan det kasseras. Kassera oanvant medium och plattor som har inokulerats med prover eller
mikroorganismer i enlighet med géllande lokal lagstiftning.

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 undersokning av
prover som tagits frAn manskliga och djuriska organ, miljoprover och produkter avsedda for 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.

14 — FORVARINGSFORHALLANDEN OCH HALLBARHET

Forvara plattorna i originalférpackningen vid 2-8 °C och skyddade fran direkt ljus. Om de forvaras korrekt kan plattorna anvandas fram till
utgangsdatumet. Anvand inte plattorna efter detta datum. Plattor frAn 6ppnade plastpasar kan anvandas i 7 dagar om de férvaras i en ren
milj6 vid 2-8 °C. Anvand inte plattorna om plastpasen ar skadad eller om skalen ar trasig. Anvand inte plattor som visar tecken pa forsamring
(t.ex. mikrobiell kontaminering, uttorkning, krympning eller sprickbildning i mediet, atypisk farg, éverdriven fuktighet).
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