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SIHTOTSTARVE

BBL CHROMagar Staph aureus on selektiivne sod6de Staphylococcus aureuse isoleerimiseks,
loendamiseks ja sedastamiseks Kliinilisest materjalist ja toidust. TUUpiliste isolaatide tdiendav
testimine Kliinilisest materjalist ei ole vajalik.

BBL CHROMagar Staph aureus (ettevalmistatud s66tmeplaat) tunnustati AOAC Research
Institute programmi Performance Tested Methods abil analliiisideks toorest munast,
suitsuldhest ja praetud rostbiifist kasutades AOAS ja ISO meetodeid.™? Eespool mainitud
toiduainetest saadud helelilla varvusega kolooniate taiendav testimine on vajalik.

PROTSEDUURI PRINTSIIBID JA SELGITUS

Mikrobioloogiline meetod.

S. aureus on pdhjalikult uuritud patogeen. See on vastutav nii vahetahtsate kui sisteemsete
infektsioonide tekitamise eest.>* S. aureuse leviku ja kliinilise mdju téttu on selle avastamine
aarmiselt tahtis.

S. aureuse poolt tekitatud stafiilokokiline toidumtirgitus on kdige tavalisem toiduga edasikanduv
haigus maailmas. Selle avastamine ja loendamine aitab tagada teavet vdimalikust toidust
tulenevast terviseohust, samuti v8ib see olla halva hiigieeni indikaatoriks.” On ka soovitatud, et
see organism vdiks olla kasutusel vee kvaliteedi indikaatorina.®

BBL CHROMagar Staph aureus on mdeldud S. aureuse helelilla varvusega kolooniate
isoleerimiseks, loendamiseks ja sedastamiseks Kromogeensete substraatide s6dtmele lisamine
lihtsustab S. aureuse eristamist teistest organismidest.

Vorreldes moningate teiste traditsiooniliste s66tmetega, naiteks Baird-Parker Agariga, on BBL
CHROMagar Staph aureuse eeliseks voime tuvastada S. aureust 48 h asemel 24 h jooksul.

BBL CHROMagar Staph aureuse esmaseks arendajaks oli A. Rambach Prantsusmaalt, Pariisi
firmast CHROMagar. BD on lepingu alusel optimeerinud seda koostist, kasutades
intellektuaalset omandit, mida kasutati eelvalmistatud s66tmeplaadi BBL CHROMagar Staph
aureus tootmisel. Toitaineid annavad spetsiaalselt valitud peptoonid Difco. Selektiivsete ainete
lisamine inhibeerib gram-negatiivsete organismide, parmiseente ja moningate gram-positiivsete
kokkide kasvu. Kromogeensegu koosneb kunstlikest ainetest (kromogeenid), mis spetsiifiliste
ensuumide toimel hidroliitisudes vabastavad mittelahustuvaid varvunud tthendeid. See
hdlbustab S. aureuse maaramist ja eristamist teistest organismidest. S. aureus kasutab Uhte
kromogeensetest substraatidest, tekitades helelillalt varvuvad kolooniaid. BBL CHROMagar
Staph aureus kasitleb helelillalt varvuvate kolooniate kasvu 24 h jooksul S. aureusele
positiivseks. Teised bakterid peale S. aureuse voivad kasutada teisi kromogeenseid substraate,
mis annavad sinise vdi rohekas-sinise varvi voi kui mitte Uhtegi kromogeenset substraati ei
kasutata, siis loomulikku vérvi kolooniad.

*SELLE TESTIKOMPLEKTI MUDELI TOOTJA POOLT KAASA ANTUD NAIDISEID HINNATI SOLTUMATULT AOAC
RESEARCH INSTITUTE'IS (AOAC UURIMISINSTITUUT) NING LEITI, ET NEED VASTAVAD TOOTJA POOLT
ESITATUD TEABELE, MIS ON KIRJAS KOMPLEKTI INFOLEHEL. TOOTJA KINNITAB, ET KAESOLEV KOMPLEKT
VASTAB IGATI AOAC RESEARCH INSTITUTE’l (AOAC UURIMISINSTITUUT) HINNATUD NAIDISELE VASTAVALT
MEETODI Performance Tested Methods SERTIFIKAADILE NR 100503.

REAKTIIVID
BBL CHROMagar Staph aureus
Ligikaudne retsept* Uhe liitri puhastatud vee kohta:
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Kromopeptoon 40,0 g
Naatriumkloriid 250¢9
Kromogeenne segu 0,59
Inhibeerivad ained 0,07 g
Agar 140¢g
pH: 6.8 +/- 0.2

*Reguleeritud ja/vdi taiendatud vastavalt nGuetele, arvestades toimingu kriteeriume.

ETTEVAATUSABINOUD

. Ainult professionaalseks kasutamiseks. ®

Kui s6dde saab liigset niiskust, eemaldage kaas, keerake ndu kummuli ja laske kuivada dhu
kaes, et valtida pdhja ja Ulaosa vahele kirme tekkimist inkubatsiooni ajal. Kuivamise ajal hoidke
valguse eest kaitstult. Vt SAILITAMINE JA KOLBLIKKUSAEG.

Mitte kasutada s66tmeplaate, kui neil on ndha mikrobiaalse saastumise, varvimuutuse,
kuivamise, m@ranemise ilminguid vdi teisi riknemise tunnuseid.

Kliinilistes analttsides vdib esineda patogeenseid mikroorganisme, sh hepatiidiviiruseid ja HI-
viirust. Kdikide vere ja teiste kehavedelikega saastunud esemete kasitsemisel tuleks jargida
Standardseid ettevaatusabindusid’*° ja asutusesiseseid juhtndére.

Jargige aseptilisi tootamisviise ja kindlaksmaaratud ettevaatusabindusid, et valtida
mikrobioloogilisi ohte kdikide protseduuride valtel.

Enne araviskamist tuleb kasutatud plaadid, ettevalmistatud plaadid, proovianumad ja muud
saastunud materjalid steriliseerida autoklaavimise teel.

Aseptiliste kasitsemisprotseduuride, bioriskide ja kasutatud toote realiseerimise suhtes vaadake
dokumenti ULDISED KASUTUSJUHISED.

SAILITAMINE JA SAILIVUSAEG

Vastuvdtmisel sdilitada s66tmeplaate pimedas 2 kuni 8 °C juures oma originaalses
Umbrispakendis kuni vahetu kasutamiseni. Valtida kilmumist ja Glekuumenemist. S66tmeplaate
vOib inokuleerida kuni aegumiskuupdevani (vaadake pakend silti) ja inkubeerida soovitatavaks
inkubatsiooniajaks.

Sooétmeplaate avatud 10 plaadiga virnast vdib kasutada Uhe nadala jooksul, kui neid hoida
puhtana 2 kuni 8 °C juures pimedas.

KASUTAJAPOOLNE KVALITEEDIKONTROLL

Funktsionaalsuse kontrollimiseks kilvake plaatidele kontrolliks naidisvalim mikroobide puhastest
kultuuridest, mis annavad teadaolevaid, soovitud reaktsioone (vt tapsemalt dokumenti ULDISED
KASUTUSJUHISED). Soovitatav on kasutada testtiivesid, mis on &ra toodud tabelis allpool.
Inkubeerida plaate pimedas temperatuuril 35 + 2 °C aeroobselt 18 kuni 24 h.

Taved Kasvu tulemused

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Kasv; helelillad kolooniad

Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305 Kasv; rohelised kuni sinakasrohelised kolooniad
Proteus mirabilis ATCC 12453 Inhibitsioon (osaline kuni téielik)

Inokuleerimata Varvitu kuni oranzkollane, selge kuni hagune

Kvaliteedikontrolli nGuded peavad olema taidetud vastavalt kehtivatele kohalike, riiklike ja/v6i féderaalsete
regulatsioonide v&i akrediteerimise nduetele ja Teie laboratooriumi standardsete kvaliteedikontrolli
eeskirjadele. Soovitatav on, et kasutaja tutvuks asjakohaste Clinical and Laboratory Standards Institute’i
(Kliiniliste ja Laboratoorsete Standardite Instituudi) (varem NCCLS) juhendis toodud kvaliteedikontrolli
kirjeldustega.

PROTSEDUUR
Tagatud materjalid
BBL CHROMagar Staph aureus, 90 mm Stackeri tassidel
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Ndutavad, kuid mittetagatud materjalid: Tadiendavad kultuurs66tmed, reaktiivid,
kvaliteedikontrolli organismid ja muud laboriseadmed vastavalt vajadusele.

Proovide tuubid

Proovide kogumise ja kasitsemise protseduuride tdpsemaid kirjeldusi leidub ka vastavates
lisamaterjalides. Seda s6ddet kasutatakse Staphylococcus aureuse isoleerimiseks kdikidest
Kliinilistest proovidest. Vt ka LABIVIIMISE ISELOOMUSTUS JA PROTSEDUURI PIIRANGUD.
Pdllumajandussaaduste testimise puhul kasutage sobivaid proovi ettevalmistamise ja tootlemise
standardmeetodeid vastavalt proovi tiitbile ja geograafilisele piirkonnale.

Testi protseduur

Jalgige aseptikandudeid. Agari pind peab olema sile ja niiske, kuid mitte liiga niiske. Kliiniline
proov tuleb parast selle laboratooriumisse saabumist v8imalikult kiiresti inokuleerida BBL
CHROMagar Staph aureuse plaadile ja isoleerimiseks viirgudena kilvata. Kui proov on
kultiveeritud tampoonilt, rullida tampooni drnalt tle vaikese ala s66tme pinna serval, seejarel
puhkida silmusega laiali. Inkubeerige plaate aeroobselt 35 + 2 °C juures 20—24 h jooksul
Umberpo6oratult (agariga pool tleval).

Toidust vdetud proovide puhul jargige vastavaid soovitusi ning sobivaid standardmeetodeid.
Inokuleerige homogeniseeritud toidunaidised BBL CHROMagar Staph aureusele, kasutades
Ule-plaadi-tehnikat. Inkubeerige plaate aeroobselt 35-37 °C juures 20-28 h jooksul
Umberpdoratult (agariga pool tleval).

Tulemused

Tulemuste interpretatsiooniks asetada sdotmeplaadid parast inkubeerimist valgele alusele. S.
aureuse olemasolul tekivad BBL CHROMagar Staph aureus st6tmele helelilla voi
oranzi/helelilla varvusega kolooniad. Enamik gram-positiivseid organisme, kui ei toimu nende
inhibitsiooni, moodustavad siniseid, sinakasrohelisi v6i loomulikku vérvi kolooniaid. Gram-
negatiivsete organismide ja seente kasv on s66tmel osaliselt vdi taielikult allasurutud.

LABIVIIMISE ISELOOMUSTUS JA PROTSEDUURI PIIRANGUD

Resultatiivsuse tulemused®?

Kliinilised katsetused
1. BBL CHROMagar Staph aureuse sé6tme hindamiseks teostati uuring, milles voeti
Uhes USA suurlinna haiglas 201 tsustilise fibroosi haigelt kurgukaabe vdi siljeproov ja
teises haiglas 459 patsiendilt ninalima kilv. BBL CHROMagar Staph aureuse stodet
vorreldi vereagari voi Mannitol Salt Agariga, isoleeritud juhtude tdesust kinnitati
koagulaastestiga. Uuritud proovidest isoleerisid tavasddtmed S. aureuse 190 juhul. BBL
CHROMagar Staph aureusega tuvastati 9 taiendavat S. aureusele positiivset kultuuri,
mida ei leitud tavaliste s66tmetega. Parast 24-tunnist inkubatsiooni tuvastati BBL
CHROMagar Staph aureuse stétmel neli potentsiaalselt valepositiivset juhtu: 2
korliinebakterit ja 2 koagulaasnegatiivset stafiilokokki. BBL CHROMagar Staph
aureuse sddtme sensitiivsuseks saadi 99,5% ja spetsiifilisuseks 99,2%.

2. Euroopas labiviidud uuringus kasutati sada kuutkimmend viit (165) rutiinset
laboriproovi, mille hulka kuulus 100 teadaolevalt positiivset proovi ja 65 teadaolevalt
negatiivset proovi, mis triibustati s66tmetel CHROMagar Staph aureus, Mannitol Salt
Agar ja Columbia Agar 5%-lise lambaverega. Proovide tllbid on naidatud tabelis 1.
Plaate inkubeeriti 20 kuni 24 tundi temperatuuril 35 kuni 37 °C ja loendati S. aureuse
sarnaseid kolooniaid. Katsuti koagulaasiteste tehti kdikide kahtlaste kolooniatega kdigil
kolmel s66tmel. Samuti maérati S. aureuse kasvu (poolkvantitatiivsel hindamisel).

Tabel 1: Proovide tutbid

Proovide S. aureuse S. aureuse

tiubid teadaolevalt teadaolevalt
positiivsed proovid |negatiivsed proovid

Abstsessid 14 6
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Lumbaalpunktaat 1 0

Luu 1 0

Bursa 1 0

Kateeter 4 0

Dreen 1 0

Fistul 0 1

Kirurgilised proovid 12 15
Mitmesugused 12 19
tampoonid

Roga 1 0

Trahheasekreedid 1 0

Haavad 52 24
Kokku 100 65

Tulemused: 165-st proovist andsid 100 tulemuseks S. aureuse kasvu kdigil sd6tmetel,
nagu kinnitati koagulaastestidega kdigil s66tmetel.

So6tmel BBL CHROMagar Staph aureus andsid 100 proovi tulemuseks S. aureuse
kasvu; so6tmel Mannitol Salt Agar andsid 91 S. aureuse leiu; s66tmel Columbia Agar
koos koagulaasitestiga andsid 98 proovi S. aureuse positiivse leiu. BBL CHROMagar
Staph aureusel oli Uks vale-positiivne leid, mis osutus Streptococcus agalactiae’ks.
Sootmel BBL CHROMagar Staph aureus tuve uletriibbutamisel olid kolooniad pigem
violetsed, mitte roosad kuni helelillad.

Teadaolevate negatiivsete proovide hulgas oli 5 S. aureusega sarnast violetsete voi
lillade kolooniatega kultuuri. Neid suutis aga siiski S. aureuse kolooniatest (=roosa kuni
helelilla) kergelt eristada lugeja, kes ei olnud vaga pohjalikult tuttav s66tmel kasvavate
erinevate liikide kolooniate varvustega (enne uuringu algust oli talle antud vaid luhike
kokkuvGte sddtmel esinevatest varvustest ja organismidest).

Sootmete BBL CHROMagar Staph aureus (roosa kuni helelilla koloonia varvuse pohjal),
Mannitol Salt Agar (kollase keskmise varvuse péhjal) ja Columbia Agar (tuupiliste S.
aureuse kolooniate kasv koos koagulaasi testimisega) tundlikkus oli 100%, 91% ja 98%.
S66tme BBL CHROMagar Staph aureus spetsiifilisus oli 98,5%.

Sootmel BBL CHROMagar Staph aureus oli kasvu intensiivsus oluliselt sagedamini
kérgem kui MSA-I (p= 0,05); vaadake tabelit 2.

Soodet BBL CHROMagar Staph aureus saab kasutada vaga erinevate proovide korral.

Tabel 2: S. aureuse kasvu intensiivsus CSA*-I vérrelduna MSA*-ga

Kasvu intensiivsus

CSA = Col CSA > Col Col>CSA | CSA=MSA | CSA> MSA | MSA > CSA

Proovide 74 12 14 74 18** 8
arv
* CSA, BBL CHROMagar Staph aureus; MSA, Mannitol Salt Agar; Col, Columbia Agar koos 5%
lambaverega

** arinevus statistiliselt oluline (p = 0,05)

Pdllumajandussaaduste testimine

BBL CHROMagar Staph aureust tunnustati AOAC Research Institute’i (AOAC
Uurimisinstituut) programmi Performance Tested Methods abil. Séddet hinnati S.
aureuse taastumisele praetud rostbiifis, suitsuldhes ja toorestes munades nii valises
referentslaboris kui samuti BD siseselt. S. aureuse taastumist ja loendamist BBL
CHROMagar Staph aureusel vorreldi AOAC ja ISO vordlusplaatidel s66tmetega, Baird-
Parker Agariga, kasutades soovitatud lahjendusi madalatel, keskmistel ja kdrgetel S.
aureuse inokulatsioonitasemetel. 24 h inkubatsiooni jargselt teostati loendamine BBL
CHROMagar Staph aureusel ja 48 h parast Baird-Parker Agaril. Statistilise analUisi
pohjal ei leitud margatavat erinevust vordlusmeetoditel ja BBL CHROMagar Staph
aureuse meetodil mis iganes toiduga ja saastatuse astmega, vélja arvatud vahesel
maaral suitsulbhe prooviga. Suitsuldhe vahene saastemaar naitas statistilist erinevust
sisemisel testimisel ISO meetodiga, st BBL CHROMagar Staph aureuse meetodiga
taastus 24 h rohkem kolooniaid (logio = 2,04) kui 48 h 1SO vordlusel (log:o = 1,64).
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Korratavuse tdpsuse hinnangul oli BBL CHROMagar Staph aureuse meetod rahuldav.
Korrelatsioonikoefitsiendid ulatusid 92,6% ja 99,4% vahemikku, naidates head
korrelatsiooni kbikidel saastatuse astmetel kdikide toidutiitipide juures. Andmed on kokku
vOetud tabelites 1 ja 2. Toidunaidistelt ei taastatud BBL CHROMagar Staph aureust
kasutades mitte Uhtegi vale-positiivset. Kdik lillakad kolooniad téendati ilma
lahkarvamusteta S. aureusteks. Lisaks hinnati 30 S. aureuse tlive, sealhulgas
enterotoksiini tootvaid tlvesid ja 37 mitte-S. aureuse isolaati, mis andsid nii tundlikkuse
kui 100% spetsiifilisuse BBL CHROMagar Staph aureusele.™

Tabel 1. Kokkuv6te AOAC ja ISO vaélistest testidest praetud rostbiifil ja toorestel munade

13
I

AOAC
Inokulatsiooni- Paaris T-test vOi Korratavus Ruutjuur
aste Uhesuunaline (standardhalve)b lineaarse
ANOVA? korrelatsiooni
koefitsiendist
Madal Mitte 0,398
Praetud markimisvaarne 96,0%
rosthiif Keskmine Mitte 0,04
markimisvaarne
Kdrge Mitte 0,062
markimisvaarne
Madal Mitte 0,302
Toored markimisvaarne 95,5%
munad Keskmine Mitte 0,089
markimisvaarne
Kdrge Mitte 0,143
markimisvaarne
ISO
Inokulatsiooni- Paaris T-test vOi Korratavus Ruutjuur
aste Ghesuunaline (standardhailve)b lineaarse
ANOVA? korrelatsiooni
koefitsiendist®
Madal Mitte 0,315
Praetud markimisvaarne 94,6%
rostbiif Keskmine Mitte 0,045
markimisvaarne
Kdrge Mitte 0,117
markimisvaarne
Madal Mitte 0,341 92,6%
Toored markimisvaarne
munad Keskmine Mitte 0,223
markimisvaarne
Kdrge Mitte 0,135
markimisvaarne

Joonealused markused vt tabelis 2

Tabel 2. Kokkuv8te AOAC ja ISO vilistest ja sisemistest testidest suitsuldhega

Inokulatsi Paaris T-test vOi Korratavus Ruutjuur lineaarse
ooniaste tihesuunaline ANOVA? (standardhalve)b korrelatsiooni
koefitsiendist®
Madal Mitte Mitte 0,132 0,271
markimisvaar | markimisvaa
AOAC ne me 99,4% 93,2%
suitsu- | Keskmine Mitte Mitte 0,055 0,095
I6he markimisvaar | markimisvaa
ne rne
Kdrge Mitte Mitte 0,064 0,161
markimisvaar | markimisvaa
ne rne
Madal Mitte Markimisvaa | 0,158 0,227
markimisvaar rne®
ISO ne 98,7% 97,4%

PA-257074.06



suitsu- | Keskmine Mitte Mitte 0,135 0,165
I6he markimisvaar | markimisvaa
ne rne
Kdrge Mitte Mitte 0,116 0,033
markimisvaar | markimisvaa
ne rne

a Paaris T-test ja Uhesuunalised ANOVA analliusid hindasid vBrreldavat BBL CHROMagar Staph aureuse teostust ja
referents-s6ddet, vorreldes keskmist koloonialugemite log o

b Korratavus néitab, et BBL CHROMagar Staph aureus annab vdrreldavaid tulemusi testidega, mis tehti sama
materjaliga ja sama meetodiga.

¢ Ruutjuurt korrelatsioonikoefitsiendist kasutati kvantitatiivsete meetodite tdpsuse hindamiseks erinevatel S. aureuse
lugemitel.

d BBL CHROMagar Staph aureus leidis rohkem kolooniaid kui ISO v&rdlusmeetod.

Protseduuri piirangud

Monikord vbivad modned staftilokokkide tlived peale S. aureuse toota 24 h jooksul lillakaid
kolooniaid, naiteks: S. cohnii, S. intermedius ja S. schleiferi, samuti kortitinebakterid ning
parmiseened.” S. aureuse eristamine baseerub sellisel juhul koagulaastestil, teistel
biokeemilistel meetoditel voi Grami jargi varvimisel. Resistentsed gram-negatiivsed bakterid, mis
tavaliselt moodustavad vaikeseid siniseid kolooniaid, vbivad samuti s66tme inhibeerivatele
ainetele mitte alluda.

Inkubeerimine tle 24 h (kliiniliselt) ja tle 28 h (toit) ei ole soovitatav vdimalike vale-positiivsete
kasvu tottu. Kui inkubatsiooniaeg on uletatud, tuleb lillakalt varvuvad kolooniates enne nende S.
aureusena teatamist veenduda.

Kui inkubatsiooniaeg on aga alla 20-24 tunni, véheneb Gigete tulemuste saamise tdendosus.
Loomuliku kuldse pigmendi tdttu moningatel S. aureuse tiivedel vbib kolooniate arv olla
oranzikas-lillakas.
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LISATEAVE
Lisateabe saamiseks votke tihendust oma kohaliku BD esindajaga.

ol

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/

AOAC is a trademark and Performance Tested is a service mark of AOAC International.
CHROMagar is a trademark of Dr. A. Rambach.

Difco is a trademark of Difco Laboratories, subsidiary of Becton, Dickinson and Company.

ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection

BD, BD Logo and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company. © 2011 BD
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