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PRZEZNACZENIE

BBL CHROMagar Staph aureus jest podtozem wybidérczym do izolacji, analizy ilosciowej oraz
identyfikacji Staphylococcus aureus z probek klinicznych oraz zywnosci. Nie ma koniecznosci
wykonywania badania potwierdzajgcego obecnos¢ szczepow typowych w probkach klinicznych.
BBL CHROMagar Staph aureus (gotowe poditoze w formie ptytek) zostato zatwierdzone przez
instytut AOAC™ Research Institute w ramach programu Performance Tested Methods®" do
analizy jaj w skorupkach, tososia wedzonego oraz gotowanej wotowiny metodami AOAC i
ISO™2. Wymagane s3 badania potwierdzajace obecno$é liliowo zabarwionych kolonii
uzyskanych z matryc wyzej wymienionej zywnosci.

ZASADY | OBJASNIENIE PROCEDURY

Metoda mikrobiologiczna.

S. aureus jest patogenem, na ktérego temat dostepne jest obszerne piSmiennictwo. Odpowiada
za wiele zakazen, od powierzchownych do ogdlnouktadowych®*. Ze wzgledu na czesto$¢
wystepowania tego drobnoustroju i jego znaczenie kliniczne, jego wykrywanie ma bardzo duze
znaczenie.

Skazenie zywnosci gronkowcem S. aureus jest jednym z najczesciej wystepujacych powodow
choréb pochodzenia pokarmowego na catym swiecie. Wykrycie oraz analiza ilosciowa tego
zakazenia pomaga w uzyskaniu informacji dotyczacych potencjalnego zagrozenia pokarmowego,
a takze jest wskaznikiem nieodpowiedniej higieny®. Zaleca sie réwniez stosowanie tej bakterii
jako wskaznika oceny jakosci wody®.

BBL CHROMagar Staph aureus przeznaczony jest do izolacji, analizy ilosciowej oraz
identyfikacji S. aureus na podstawie tworzenia liliowo zabarwionych kolonii. Wprowadzenie do
podioza substratow chromogennych umozliwia zréznicowanie S. aureus od innych
drobnoustrojow.

Zaletg BBL CHROMagar Staph aureus w stosunku do innych tradycyjnych podfozy, np.: Baird-
Parker Agar, jest zdolno$¢ identyfikacji S. aureus w ciggu 24 h, a nie 48 h.

Podiloze BBL CHROMagar Staph aureus zostato pierwotnie opracowane przez A. Rambacha z
mieszczacej sie w Paryzu firmy CHROMagar. Firma BD, na mocy umowy licencyjnej,
zoptymalizowata te formute, korzystajac z wtasnych zastrzezonych rozwigzan uzywanych do
wytwarzania gotowego podtoza na ptytkach BBL CHROMagar Staph aureus. Sktadnikami
odzywczymi sg specjalnie wyselekcjonowane peptony Difco™. Dodatnie lekéw wybidrczych
hamuje wzrost bakterii Gram-ujemnych, drozdzy oraz niektérych gram-dodatnich ziarenkowcéw.
Mieszanka chromogenodw skfada sie ze sztucznych substratow (chromogendw), ktére w wyniku
rozkfadu przez okreslone enzymy tworzg nierozpuszczalne, barwne zwigzki. Utatwia to
wykrywanie i réznicowanie szczepow S. aureus od innych drobnoustrojow. S. aureus
wykorzystuje jeden z substratéw chromogennych, tworzgc kolonie zabarwione na liliowo.

*PRZEDSTAWIONE PRZEZ PRODUCENTA PROBKI TEGO ZESTAWU TESTOWEGO ZOSTALY NIEZALEZNIE
PRZEBADANE PRZEZ INSTYTUT AOAC | W WYNIKU TYCH BADAN STWIERDZONO, ZE DZIALAJA ONE
ZGODNIE ZE SPECYFIKACJA PODANA PRZEZ PRODUCENTA W ULOTCE OPISOWEJ ZESTAWU
TESTOWEGO. PRODUCENT ZASWIADCZA, ZE TEN ZESTAW JEST POD KAZDYM WZGLEDEM ZGODNY ZE
SPECYFIKACJA BADANA PRZEZ INSTYTUT AOAC OPISANA W SWIADECTWIE NUMER 100503 Z BADANIA
METODA Performance Tested Methods®™.
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Wzrost kolonii S. aureus o barwie liliowej w ciggu 24 h na podtozu BBL CHROMagar Staph
aureus uwaza sie jest za wynik pozytywny. Bakterie inne niz S. aureus mogg wykorzystywac
inne substraty chromogenne, tworzac kolonie zabarwione na kolor niebieski, niebieskozielony,
lub tez mogg nie wykorzystywaé zadnych substratéw chromogennych — wytworzone kolonie
majgq wtedy kolor naturalny.

ODCZYNNIKI
BBL CHROMagar Staph aureus
Przyblizony sktad* w przeliczeniu na 1 litr wody oczyszczonej

Chromopepton 40,09
Chlorek sodu 2504¢g
Mieszanka chromogendw 0,59
Srodki hamujace wzrost 0,07 g
Agar 14,049
pH: 6.8 +/-0.2

*Skorygowany i/lub uzupetniony zgodnie z wymaganiami kryteridow dziatania.

SRODKI OSTROZNOSCI

. Wytacznie do zastosowan profesjonalnych. &

W razie zaobserwowania nadmiernego zawilgocenia nalezy wysuszy¢ dolng powierzchnie ptytki
na powietrzu, aby nie dopusci¢ do powstawania warstwy wody miedzy gorng a dolng czescig
ptytki w trakcie inkubaciji. Chroni¢ przed swiattem podczas suszenia. Patrz WARUNKI | OKRES
PRZECHOWYWANIA.

Nie nalezy uzywac¢ ptytek, jezeli sg na nich widoczne oznaki skazenia mikrobiologicznego,
odbarwienia, wyschniecia, pekniecia lub inne zjawiska wskazujace na pogorszenie jakosci.

W prébkach pochodzenia klinicznego mogg by¢ obecne drobnoustroje chorobotwoércze, w tym
wirusy zapalenia watroby i wirus ludzkiego niedoboru odpornosci (HIV). Podczas pracy z
materiatami skazonymi krwig i innymi ptynami ustrojowym nalezy przestrzegac¢ ,Standardowych
$rodkéw ostroznosci”’'° oraz wytycznych obowigzujacych w danej placéwce.

Podczas wykonywania wszystkich procedur nalezy przestrzegac aseptycznej techniki pracy i
obowigzujacych srodkéw ostroznosci dotyczgcych zagrozenia mikrobiologicznego.

Uzywane ptytki z preparatami, pojemniki na probki oraz inne materiaty skazone nalezy przed
wyrzuceniem poddac sterylizacji w autoklawie.

Procedury aseptycznej techniki pracy z produktem, zagrozenia biologiczne oraz usuwanie
zuzytego produktu opisano w dokumencie OGOLNE INSTRUKCJE DOTYCZACE
STOSOWANIA.

PRZECHOWYWANIE | DOPUSZCZALNY OKRES PRZECHOWYWANIA

Po otrzymaniu, ptytki nalezy przechowywaé w ciemnym miejscu w temperaturze od 2 do 8° C, w
ich oryginalnym opakowaniu izolujgcym do chwili uzycia. Unika¢ zamrazania i przegrzewania.
Posiewu na ptytki mozna dokonywac az do daty waznosci (patrz etykieta na opakowaniu) i
inkubowa¢ w zalecanych czasach inkubaciji.

Piytek z otwartych stoséw zawierajgcych po 10 ptytek mozna uzywacé przez okres jednego
tygodnia, przechowujgc w czystym miejscu w temperaturze od 2 do 8° C.

KONTROLA JAKOSCI PRZEZ UZYTKOWNIKA

Sprawdzi¢ zachowanie hodowli, wykonujac na reprezentatywnych prébkach podtoza posiew
czystych kultur stabilnych szczepdw kontrolnych, dajgcych znane, prawidtowe reakcje
(szczegdtowe informacje zawiera dokument OGOLNE INSTRUKCJE DOTYCZACE
STOSOWANIA). Zaleca sie korzystanie ze szczepoéw testowych wymienionych w ponizszej
Tabeli. Inkubowa¢ w atmosferze tlenowej, przez okres 18-24 h, w temperaturze 35 + 2°C, w
zacienionym miejscu.
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Szczepy bakteryjne Wzrost

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Wzrost; kolonie liliowe

Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305 Wzrost; kolonie zielone lub niebieskozielone

Proteus mirabilis ATCC 12453 Zahamowanie (czesciowe lub catkowite)

Bez posiewu Bezbarwne lub jasnobursztynowe, przejrzyste lub
delikatnie metne.

Nalezy postepowac zgodnie z obowigzujacymi wymogami kontroli jako$ci, wynikajacymi z przepiséw
miejscowych, krajowych i (lub) federalnych, wymogami akredytaciji i rutynowymi procedurami kontroli
jakosci w danym laboratorium. Zaleca sie, aby uzytkownicy kliniczni stosowali sie do odpowiednich
zaleceh amerykanskiego Instytutu Standardéw Klinicznych i Laboratoryjnych (ang. Clinical and Laboratory
Standards Institute, dawniej NCCLS) i dotyczacych sposobdw kontroli jakosci.

PROCEDURA
Dostarczane materiaty
BBL CHROMagar Staph aureus, dostarczane na 90 mm ptytkach Stacker

Materialy wymagane, ale niedostarczane: Pomocnicze pozywki hodowlane, odczynniki,
szczepy do kontroli jakosci i pozostate wyposazenie laboratoryjne zgodnie z wymaganiami.

Typy probek

Szczegodtowe informacje na temat pobierania prébek lub standardy postepowania z
prébka/probéwkg mozna znalez¢ w stosownej literaturze. Podtoze to stuzy do izolacji
Staphylococcus aureus ze wszystkich rodzajéw materiatu klinicznego. Zobacz takze
CHARAKTERYSTYKA WYNIKOW | OGRANICZENIA DOTYCZACE PROCEDURY.

W badaniach zywnosci nalezy stosowaé odpowiednie standardowe metody przygotowywania
probek i postepowania z nimi, wtadciwe dla typu probki i potozenia geograficznego.

Procedura badania

Stosowac techniki aseptyczne. Powierzchnia podtoza agarowego powinna by¢ gtadka i wilgotna,
lecz bez nadmiernej wilgoci. W przypadku probek klinicznych po dostarczeniu prébki do
laboratorium nalezy jak najszybciej wykona¢ posiew, rozprowadzajgc prébke na ptytce z
podiozem BBL CHROMagar Staph aureus. Jezeli probka jest hodowana bezposrednio z
wymazowki, nalezy delikatnie przetoczy¢ wymazowke po niewielkiej powierzchni na krawedzi
ptytki, a nastepnie rozprowadzi¢ materiat ezg z tego obszaru. Plytki nalezy inkubowaé¢ w
atmosferze tlenowej, w temperaturze 35 + 2°C przez 20—-24 h, w potozeniu odwréconym (strong z
agarem do gory).

W przypadku probek zywnoéci nalezy stosowac odpowiednie metody standardowe opisane w
pismiennictwie. Inokulowa¢ homogenizowane préobki pokarmu na podiozu BBL CHROMagar
Staph aureus metodg rozprowadzania na ptytce. Plytki nalezy inkubowa¢ w atmosferze tlenowej,
w temperaturze 35 + -37°C przez 20-28 h, w potozeniu odwréconym (strong z agarem do goéry).

Wyniki

Po wtasciwej inkubacji ptytki odczytac, poréwnujac z biatym ttem. S. aureus tworzy na pozywce
BBL CHROMagar Staph aureus kolonie o zabarwieniu od liliowego do
pomaranczoworézowego. Wiekszos¢ drobnoustrojow Gram-dodatnich, jezeli nie ulegnie
zahamowaniu, wytworzy kolonie niebieskie, niebieskozielone, lub koloru naturalnego
(bezbarwne, biate lub kremowe). Drobnoustroje Gram-ujemne i drozdzaki ulegajg czesciowemu
lub catkowitemu zahamowaniu.

CHARAKTERYSTYKA WYNIKOW | OGRANICZENIA DOTYCZACE PROCEDURY

Wyniki badan skutecznosci'?

Badanie probek klinicznych:
1. W badaniu terenowym, przeprowadzonym w duzym szpitalu miejskim w USA oceniano
201 probek wymazow z gardta i plwociny od chorych z mukowiscydoza i 459 probek
wymazéw z nosa od innych pacjentow szpitala na pozywce BBL CHROMagar Staph
aureus. BBL CHROMagar Staph aureus porownywano z agarem z krwig lub z agarem
Zz mannitolem i solami, z potwierdzeniem izolatéw za pomocg testu szkietkowego z
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koagulaza. S. aureus odzyskano ze 190 potgczonych probek. Na podtozu BBL
CHROMagar Staph aureus wykryto 9 dodatkowych hodowli S. aureus, ktérych nie
wykryto ma pozywkach konwencjonalnych. Po 24-godzinnej inkubacji w pozywce BBL
CHROMagar Staph aureus zaobserwowano rowniez cztery potencjalnie fatszywie
ujemne hodowle: 2 hodowle maczugowcéw i 2 — gronkowcow koagulazoujemnych.
Caikowitﬁ czutos¢ BBL CHROMagar Staph aureus wyniosta zatem 99,5%, a swoistos¢
-99,2%" .

2. W badaniu europejskim sto szesédziesiat pie¢ (165) probek pochodzacych z
rutynowych badan laboratoryjnych, sktadajgcych sie ze 100 probek z S. aureus
potwierdzonym za pomocg standardowych metod (=potwierdzone prébki pozytywne)
oraz 65 potwierdzonych negatywnych probek zostato natozonych na podtoza BBL
CHROMagar Staph aureus, Mannitol Salt Agar oraz Columbia Agar z dodatkiem 5%
krwi owczej. W Tabeli 1 przedstawiono typy prébek. Piytki inkubowano przez 20 do 24
godzin w temperaturze od 35 do 37°C i odczytano wyniki dla kolonii z podejrzeniem
obecnosci S. aureus. Dla wszystkich podejrzanych kolonii na wszystkich trzech
podtozach przeprowadzono testy wytwarzania koagulazy. Ponadto okreslono wielkosé
wzrostu S. aureus (ocena potilosciowa).

Tabela 1: Typy prébek

Typy prébek Potwierdzone pozytywne | Potwierdzone negatywne
probki z S. aureus proébki z S. aureus

Ropnie 14 6

Piyn puchlinowy 1 0

Kos¢ 1 0

Kaletka 1 0

Cewnik 4 0

Dren 1 0
Przetoka 0 1

Materiat operacyjny 12 15

Rézne waciki 12 19
Ropowica 1 0
Wydzielina tchawicza 1 0

Rany 52 24
Ogodtem 100 65

Wyniki: Wsrod 165 probek wzrost S. aureus zostat stwierdzony w przypadku 100 prébek
na kazdym podtozu, co zostato potwierdzone testem wytwarzania koagulazy w
przypadku wszystkich podtozy.

Na podiozu BBL CHROMagar Staph aureus zaobserwowano wzrost S. aureus w 100
prébkach; na podtozu Mannitol Salt Agar w 91 prébkach stwierdzono wzrost S. aureus, a
w przypadku podtoza Columbia Agar i testu na wytwarzanie koagulazy 98 prébek byto
pozytywnych w kierunku S. aureus. Wystgpit jeden wynik fatszywie pozytywny na
podiozu BBL CHROMagar Staph aureus, stwierdzono, ze jest to Streptococcus
agalactiae. Przy ponownym zaszczepieniu podtoza BBL CHROMagar Staph aureus
kolonie majg kolor fioletowy, a nie rézowy do liliowego.

Wsrod wszystkich potwierdzonych probek ujemnych zaobserwowano tylko 5 hodowli
posiadajacych kolonie podobne do S. aureus pod wzgledem koloru (=fioletowy lub
liliowy). Jednakze mozna je byto fatwo odrézni¢ od koloni S. aureus (=rézowy do
liliowego), dajac wyniki badan osobie, ktdra nie zna dobrze koloréw kolonii réznych
gatunkéw rosnacych na podtozu (przed rozpoczeciem badania przedstawiono jej jedynie
zestawienie kolorow oraz organizmow rosngcych na podiozu).

Czutosci podtozy BBL CHROMagar Staph aureus (w oparciu o kolor kolonii od
rézowego do fioletoworézowego), Mannitol Salt Agar (w oparciu o kolonie otoczone
z6ttym kolorem podtoza) oraz Columbia Agar (wzrost typowych kolonii S. aureus razem z
testem wytwarzania koagulazy) wyniosty odpowiednio 100%, 91% oraz 98%. Swoisto$¢
podioza BBL CHROMagar Staph aureus wyniosta 98,5%.
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W przypadku zastosowania podtoza BBL CHROMagar Staph aureus intensywnos¢
wzrostu byta znaczaco czesciej wyzsza, niz w przypadku podioza MSA (p= 0,05); zob.

Tabela 2.
Podioze BBL CHROMagar Staph aureus moze by¢ stosowane dla wielu ré6znych
prébek.
Tabela 2: Intensywnos$¢ wzrostu izolatéw S. aureus na podtozu CSA* w poréwnaniu z
MSA*
Intensywnos$¢ wzrostu
CSA = Col CSA> Col Col>CSA CSA=MSA | CSA>MSA | MSA>CSA
Liczba 74 12 14 74 18** 8
probek

* CSA, BBL CHROMagar Staph aureus; MSA, Mannitol Salt Agar; Col, Columbia Agar z dodatkiem 5%

krwi owczej

** roznica istotna statystycznie (p= 0,05)

Badanie zywno$Sci

BBL CHROMagar Staph aureus zostato zatwierdzone przez AOAC-Research Institute
w ramach programu Performance Tested Methods. Podtoze oceniano zewnetrzng
metoda referencyjng dla laboratorium, a takze wewnetrznie w firmie BD w celu
stwierdzenia obecnosci i analizy ilosciowej S. aureus w gotowanej wotowinie, fososiu
wedzonym oraz jajach w skorupkach. Stwierdzenie obecnosci oraz analize jakosciowg S.
aureus na podiozu BBL CHROMagar Staph aureus poréwnywano z wynikami
uzyskanymi na ptytkach referencyjnych AOAC i ISO, Baird-Parker Agar, stosujac
zalecane rozcienczenia dla matego, posredniego oraz wysokiego stezenia inokulum S.
aureus. Po 24 wykonywano inkubacje, analize ilosciowg podtoza BBL CHROMagar
Staph aureus, a po 48 h podtoza Baird-Parker Agar. Na podstawie analizy statystycznej
nie stwierdzono znamiennie istotnej réznicy pomiedzy metodami referencyjnymi oraz
metodg BBL CHROMagar Staph aureus dla kazdego rodzaju pokarmu oraz poziomu
skazenia, z wyjatkiem probki niskiego stezenia w tososiu wedzonym. Niskie stezenie w
tososiu wedzonym okreslane na podstawie metody ISO cechowato sie istotng
statystycznie réznicg w badaniu wewnetrznym; tj. po 24 h metoda BBL CHROMagar
Staph aureus wykrywata wiecej kolonii (logo = 2,04) niz referencyjna metoda po 48 h
(log1o = 1,64). Precyzyjne estymatory powtarzalnosci metody BBL CHROMagar Staph
aureus byly zadowalajgce. Wspotczynnik korelaciji zawierat sie pomiedzy 92,6% a 99,4%,
co wskazywato na dobrg korelacje dla wszystkich pozioméw skazenia we wszystkich
badanych pokarmach. Dane przedstawiono sumarycznie w Tabeli 1 i 2. Stosujgc metode
BBL CHROMagar Staph aureus, nie uzyskano kolonii fatszywie dodatnich na
matrycach pokarmowych. Wszystkie liliowe kolonie, bez wyjatku, potwierdzono jako
kolonie S. aureus. Ponadto oceniono 30 szczepow S. aureus, tagcznie ze szczepami
wytwarzajgcymi enterotoksyny oraz 37 szczepdw innych niz S. aureus, uzyskujac
czuto$é i swoisto$é na poziomie 100% metoda BBL CHROMagar Staph aureus '

Tabela 1. Podsumowanie testéw zewnetrznych AOAC i ISO gotowanej wolowiny oraz jaj w

skorupkach *

-3

AOAC
Stezenie Test-t dla préb Powtarzalnosé Kwadrat
inokulum zaleznych lub (odchylenie wspotczynnika
jednokierunkowa standardowe)b korelacji liniowej
ANOVA®
Niskie NI 0,398
Gotowana Posrednie NI 0,04 96,0%
wotowina Wysokie NI 0,062
Niskie NI 0,302
Jajaw Posrednie NI 0,089 95,5%
skorupkach Wysokie NI 0,143
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ISO
Stezenie Test-t dla préb Powtarzalnosé Kwadrat
inokulum zaleznych lub (odchylenie wspotczynnika
jednokierunkowa standardowe)b korelacji liniowej°
ANOVA®
Niskie NI 0,315
Gotowana Posrednie NI 0,045 94,6%
wotowina Wysokie NI 0,117
Niskie NI 0,341 92,6%
Jajaw Posrednie NI 0,223
skorupkach Wysokie NI 0,135

Przypisy - zob. Tabela 2

Tabela 2. Podsumowanie testow zewnetrznych AOAC i ISO i wewnetrznych wedzonego

tososia
Stezenie | Test-t dla préb zaleznych Powtarzalnosé¢ Kwadrat
inokulu lub jednokierunkowa (odchylenie wspotczynnika
m ANOVA® standardowe)® korelacji liniowej°
Niskie NI NI 0,132 0,271
Posredni NI NI 0,055 0,095
tosos$ e 99,4% 93,2%
wedzony - | Wysokie NI NI 0,064 0,161
AOAC
Niskie NI ° 0,158 0,227
Posredni NI NI 0,135 0,165
tosos e 98,7% 97,4%
wedzony - | Wysokie NI NI 0,116 0,033
ISO

a Do oceny wydajnosci BBL CHROMagar Staph aureus wzgledem podtoza referencyjnego wykorzystywano test-t dla
prob zaleznych lub jednokierunkowg analize ANOVA, poréwnujac srednie log o liczebnosci kolonii.

b Analiza powtarzalnos$ci wynikéw na podtozu BBL CHROMagar Staph aureus wykazata, ze wyniki metody sg
powtarzalne w poszczegolnych testach tego samego materiatu i metody.

¢ Do oceny precyzji metod ilosciowych w zakresie roznych liczebnosci kolonii S. aureus wykorzystano wspotczynnik
korelaciji liniowej podniesiony do kwadratu.

d Na podiozu BBL CHROMagar Staph aureus wykazywano wiekszg liczbe kolonii, niz metodg referencyjng 1SO.

Ograniczenia procedury

Niektore szczepy gronkowca, poza S. aureus, takie jak: S. cohnii, S. intermedius i S. schleiferi,
oraz maczugowce i drozdzaki moga po 24 godzinach tworzyé kolonie o zabarwieniu liliowym®".
Réznicowania S. aureus od innych drobnoustrojow mozna dokonaé, analizujac produkcije
koagulazy, innych substancji biochemicznych lub wykonujac barwienie metodg Grama. Oporne
bakterie Gram-ujemne, typowo ujawniajgce sie jako mate, niebieskie kolonie, moga réwniez sie
przebijaé.

Nie zaleca sie inkubacji ponad 24 h (materiat kliniczny) oraz 28 (pokarmy) z uwagi na wzrost
wynikéw fatszywie dodatnich. Po przekroczeniu czasu inkubaciji, aby zgtosi¢ S. aureus nalezy
potwierdzi¢ obecnos¢ liliowych kolonii.

Inkubacja przez czas krétszy niz zalecane 20 h spowoduje zmniejszenie odsetka uzyskanych
prawidtowych wynikéw.

Z uwagi na obecnosc¢ naturalnego ztotego barwnika w szczepach S. aureus kolonie mogg
przybiera¢ barwe pomaranczowo-liliowa.
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DODATKOWE INFORMACJE
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	BBL CHROMagar Staph aureus jest podłożem wybiórczym do izolacji, analizy ilościowej oraz  identyfikacji Staphylococcus aureus z próbek klinicznych oraz żywności. Nie ma konieczności wykonywania badania potwierdzającego obecność szczepów typowych w próbkach klinicznych. 
	BBL CHROMagar Staph aureus (gotowe podłoże w formie płytek) zostało zatwierdzone przez instytut AOAC™ Research Institute w ramach programu Performance Tested MethodsSM do analizy jaj w skorupkach, łososia wędzonego oraz gotowanej wołowiny metodami AOAC i ISO1,2. Wymagane są badania potwierdzające obecność liliowo zabarwionych kolonii uzyskanych z matryc wyżej wymienionej żywności.
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