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BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium)

PRZEZNACZENIE
BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) jest przeznaczone do
izolacji i identyfikacji Streptococcus agalactiae (Streptococcus grupy B) z probek klinicznych.

ZASADY | OBJASNIENIE PROCEDURY

Metoda mikrobiologiczna.

Streptococcus agalactiae jest przyczyna ciezkich zakazen u noworodkow, miedzy innymi
posocznicy, zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych oraz zakazen wielonarzagdowych.'
Noworodek zostaje zakazony przez matke, u ktérej drobnoustréj moze wystepowac we florze
pochwy nie wywotujgc objawow. Czestos¢ wystepowania zakazeh paciorkowcami grupy B
wynosi okoto 1,5 na 1000 zywych urodzen, a $miertelno$¢ okoto 8,7%. * Wykazano, ze wykrycie
czynnika chorobotworczego we florze pochwy ciezarnej, a nastepnie odpowiednie leczenie
noworodka moze w sposéb istotny zmniejszyé ryzyko zakazenia.?® Standardowa technika
izolacji bakterii z probek z pochwy polega na zastosowaniu agaru z domieszkg krwi lub
selektywnego agaru z domieszkg krwi oraz detekcji charakterystycznej beta hemolizy, a
nastepnie przeprowadzeniu identyfikacji biochemicznej lub serologicznej.! Ostatnio
przeprowadzone badania wykazaty réwniez, ze nawet niewielka ilos¢ S. agalactiae we florze
pochwy moze stanowi¢ ryzyko zakazenia dla noworodka. Dlatego zaleca sie techniki
wykorzystujgce podtoza wzbogacajgce, takie jak bulion LIM.* Ta wzbogacona pozywka nie jest
jednakze w pemni selektywna dla S. agalactiae i moze doj$s¢ do nadmiernego wzrostu innych
drobnoustrojow Gram dodatnich, ktére mogg spowodowac ukrycie S. agalactiae.

W ostatnich latach badano przydatnos¢ opisanej w 1977 roku odmiany pozywki Islam do
wykrywania i izolacji tego drobnoustroju.>® Na tej pozywce, podobnie jak na pozywce New
Granada, ktéra jest ostatnio uzyskang odmiang pozywki Islam, szczepy beta-hemolityczne S.
agalactiae wytwarzajg kolonie w kolorze od pomararniczowego do fososiowego.”® Zabarwienie
kolonii wynika z obecnosci wkasnego barwnika drobnoustroju (granadyny) — wielonienasycone
potgczenia ornityny i ramnozy.'®

Zabarwienie jest bardzo swoiste i nie wystepuje u innych paciorkowcow oprécz paciorkowcow
grupy B oraz u innych drobnoustrojéw. Stabilnosé podioza New Granada jest jednak
ograniczona.®

BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) stanowi odmiane pozywki
New Granada, o lepszej stabilnosci i selektywnosci. Proteose Peptone nr 3 jest zrodtem biatka i
dostarcza prekursoréw potrzebnych do wytwarzania barwnika i wzrostu. Skrobia stanowi srodek
odzywczy i dziata jako stabilizator barwnika. Glukoza, pirogronian i cysteina sg sktadnikami
odzywczymi. Magnez jest pierwiastkiem sladowym. Potgczenie MOPS i fosforanu dziata jako
bufor pH. Fiolet krystaliczny hamuje wzrost gronkowcow. W celu zahamowania wzrostu flory
towarzyszacej, takiej jak bakterie Gram ujemne i bezwzgledne beztlenowce oraz nasilenia
tworzenia barwnika, dodano inhibitory oraz czynniki indukujgce.

PA-257079.05 Strona1z5



ODCZYNNIKI
BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium)

Sktad* w przeliczeniu na litr wody oczyszczonej

Proteose Peptone Nr 3 250¢g Wodorofosforan dwusodowy 10,79
Skrobia kukurydziana 14,0 Fiolet krystaliczny 0,0005
Glukoza 2,5 Inhibitory i induktory 0,021
Sol sodowa kwasu pirogronowego 1,0 Agar 15,2
Chlorowodorek cysteiny 01
Siarczan magnezu 0,3
MOPS (Kwas 3- 11,0
morfolinopropanowosulfonowy), sél sodowa

pH 7,4 0,2

*Skorygowany i/lub uzupetniony zgodnie z wymaganiami, ktorych celem jest spetnienie kryteriow
wydajnosci.

SRODKI OSTROZNOSCI

. Wytagcznie do zastosowan profesjonalnych. @

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

Procedury aseptycznej techniki pracy z produktem, zagrozenia biologiczne oraz usuwanie
zuzytego produktu opisano w dokumencie OGOLNA INSTRUKCJA DOTYCZACA
STOSOWANIA.

WARUNKI | OKRES PRZECHOWYWANIA

Dostarczone ptytki nalezy przechowywac w zaciemnionym pomieszczeniu, w temperaturze od
2 do 8°C, w oryginalnych opakowaniach w formie rekawa, az do momentu uzycia. Nie
zamrazac i nie przegrzewadé. Plytki nalezy wykorzysta¢ do posiewu bakterii przed uptywem daty
waznosci (zobacz etykiete na opakowaniu) i inkubowac zgodnie z zalecanymi czasami inkubaciji.
Piytki z otwartego zestawu 10 ptytek mozna zuzyé w ciggu tygodnia, pod warunkiem
przechowywania w czystym miejscu w temperaturze od 2 do 8°C.

KONTROLA JAKOSCI PRZEZ UZYTKOWNIKA

Reprezentatywne prébki podtoza zaszczepia sie hodowlami wymienionych nizej szczepdw
(szczegdtowe informacje — patrz dokument OGOLNA INSTRUKCJA DOTYCZACA
STOSOWANIA). Inkubowa¢ w warunkach beztlenowych przez 18 do 24 godzin w temperaturze
35+2°C.

Szczepy Wyniki wzrostu

Streptococcus agalactiae ATCC 12386 | Wzrost dobry do bardzo dobrego, kolonie mate do sredniej
wielkosci z odbarwionymi brzegami lub bez

Streptococcus pyogenes ATCC 19615 Wzrost; kolonie bardzo mate, bezbarwne lub szare

Enterococcus faecalis ATCC 29212 Wzrost; kolonie $redniej wielkosci, bezbarwne lub szare

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Catkowite zahamowanie wzrostu

Bacteroides fragilis ATCC 25285 Wzrost zahamowany czesciowo lub catkowicie

Proteus mirabilis ATCC 43071 Czesciowe lub catkowite zahamowanie wzrostu,
namnazanie catkowicie zahamowane, kolonie bezbarwne

Bez posiewu Bialy do jasnoszarawego, matowy

PROCEDURA

Dostarczane materialy
BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) (ptytki 90 mm Stacker).
Sprawdzane pod wzgledem obecnos$ci drobnoustrojow.

Materialy niedostarczane
Pomocnicze pozywki hodowlane, odczynniki oraz wyposazenie laboratoryjne zgodne z
wymaganiami.
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Typy probek

BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) moze by¢ stosowany do
izolacji S. agalactiae (paciorkowce grupy B) z kazdego rodzaju prébek klinicznych pochodzenia
ludzkiego. Czestymi probkami sg wymazy z kobiecych drég rodnych oraz wymazy i inne probki
od noworodkéw. Zastosowaé odpowiednie techniki do pobierania i transportu probek.™

Procedura testowa

Rozprowadzi¢ prébke, jak najszybciej po jej uzyskaniu na podtozu BD Group B Streptococcus
Differential Agar (Granada Medium). Ptytka do posiewu stuzy przede wszystkim do izolowania
czystych hodowli z probek zawierajgcych flore mieszana.

Innym sposobem, jezeli materiat jest hodowany bezposrednio z wymazu, jest przetoczenie
wymazowki po niewielkiej powierzchni krawedzi ptytki, a nastepnie posiew pasmowy z
zaszczepionego obszaru w celu uzyskania pojedynczych kolonii.

Inkubowa¢ w warunkach beztlenowych przez 18 do 24 godzin w temperaturze 35 + 2°C. Jezeli
wynik jest ujemny, prébki mozna inkubowac przez dodatkowe 18 do 24 godzin, chociaz zwykle
nie jest to konieczne. W celu wyizolowania wszystkich drobnoustrojow odpowiedzialnych za
zakazenie lub kolonizacje, prébke nalezy rowniez posia¢ na ptytce z agarem z domieszkg krwi,
np. BD Columbia Agar with 5% Sheep Blood, ktory nalezy inkubowaé w $rodowisku
wzbogaconym w CO; przez 18 do 48 godzin, w temperaturze 35 + 2°C. Jezeli wykorzystywane
sg najpierw wzbogacone pozywki ptynne, takie jak bulion Lim, mozna nastepnie dokonac¢
przesiania na podtozu BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) po
18 do 24 godzinach inkubacji i inkubowa¢ wedtug opisu powyze;.

Wyniki

Po inkubaciji beta-hemolityczne szczepy S. agalactiae wytwarzajg kolonie mate lub $redniej
wielkosci, blade lub w kolorze silnie pomaranczowym, ktére mogg posiadac¢ bezbarwne brzegi.
W celu detekcji szczepow o stabym zabarwieniu ptytki nalezy odczytywac na biatej powierzchni.
Zabarwienie pomaranczowe o kazdej intensywnosci jest uwazane za wynik dodatni. Podczas
odczytu nie trzymac ptytek naprzeciw silnego zrédta sSwiatta! Wzrost gronkowcédw, pateczek
Gram ujemnych oraz bezwzglednych beztlenowcoéw ulega catkowitemu zahamowaniu na
podfozu. Wiekszos¢ innych paciorkowcow i enterokokdw wzrasta bez zahamowania, ale
wytwarza kolonie bezbarwne lub szare. Niehemolityczne szczepy S. agalactiae bedg takze
dawac kolonie o barwie szarej do szaroniebieskie. Ich wystepowanie jest rzadkie (do 4% u
kobiet ciezarnych).

W celu odréznienia niehemolitycznych paciorkowcow B od enterokokéw lub paciorkowcéw
innych niz grupy B, mozna przeprowadzi¢ test PYR (stosujgc zestaw BD DrySlide PYR, nr kat.
231747) bezposrednio na koloniach o barwie szarej do szaroniebieskiej rosngcych na podtozu
BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium): enterokoki, Streptococcus
pyogenes i kilka innych paciorkowcéw daje dodatni wynik PYR (=kolor czerwony do
purpurowego w ciggu 1 minuty), natomiast S. agalactiae i szereg innych paciorkowcoéw daje
ujemny wynik PYR (=zéttawe lub brak barwy)." Izolaty z ujemnymi wynikami PYR pochodzace z
kolonii szarych lub szaroniebieskich muszg zosta¢ zbadane dodatkowo w celu potwierdzenia
obecno$ci niehemolitycznego szczepu S. agalactiae, np. za pomocg serotypowania.

Pomaranhczowe zabarwienie na tej pozywce jest bardzo swoiste dla S. agalactiae i dla
potwierdzenia nie jest wymagana identyfikacja serologiczna lub biochemiczna. Typowanie
serologiczne mozna wykonywaé bezposrednio z podtoza BD Group B Streptococcus
Differential Agar (Granada Medium) bez dodatkowego przesiewania. Mozna w tym celu uzy¢
zestawu BBL Streptocard Enzyme Latex Test (nr kat. 240950).

Ptytke podtozem BD Columbia Agar with 5% Sheep Blood nalezy rowniez oceni¢ pod
wzgledem wzrostu niehemolitycznych szczepdw S. agalactiae i dodatkowych drobnoustrojow
chorobotworczych.
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CHARAKTERYSTYKA WYDAJNOSCIOWA | OGRANICZENIA PROCEDURY

BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) stosowany jest do izolacji i
identyfikacji Streptococcus agalactiae (paciorkowiec grupy B) z prébek klinicznych pochodzenia
ludzkiego, kazdego rodzaju. Pomaranczowe zabarwienie na tej pozywce jest wysoce swoiste dla
S. agalactiae (zobacz Charakterystyka wydajnosciowa); dlatego nie jest konieczne
wykonywanie testow potwierdzajgcych. W razie watpliwosci lub w przypadku szczepdw o
stabym zabarwieniu grupowanie serologiczne i/lub test PYR nalezy przeprowadzi¢ bezposrednio
z ptytki izolacyjnej.

Istniejg doniesienia, ze geny odpowiedzialne za produkcje pigmentu oraz za produkcije
hemolizyny S. agalactiae sg powigzane genetycznie."' Okoto 1 do 2% szczepéw S. agalactiae
jest niehemolitycznych' i dlatego moze nie wykazywaé zabarwienia na podiozu BD Group B
Streptococcus Differential Agar (Granada Medium). Okreslono jednak, ze szczepy stabo
produkujgce hemolizyne, ktére wydajg sie by¢ niehemolityczne na wiekszosci pozywek
agarowych zawierajgcych krew, mogg mimo to produkowac niewielkie ilosci pigmentu. Opisano,
ze hemolizyna jest jednym z gtéwnych czynnikéw patogenicznych S. agalactiae.'®"

W celu wykrycia wszystkich drobnoustrojow odpowiedzialnych za zakazenie, miedzy innymi
niehemolitycznych szczepdéw paciorkowcow grupy B, nalezy wysia¢ probke na agar z domieszkag
krwi taki, jak BD Columbia Agar with 5% Sheep Blood.

BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) nie jest odpowiednim
podiozem do izolacji paciorkowcow innych niz S. agalactiae lub drobnoustrojow, ktére mogg
powodowac podobne zakazenia (np. Listeria monocytogenes).

Nie okreslono dziatania prébek pochodzacych od zwierzat na tej pozywce.

Charakterystyka wydajnosciowa

Ocene wynikéw przeprowadzono na podstawie 151 probek klinicznych (wymazéw pochwowych i
z szyjki macicy, réznorodnych prébek pobranych od noworodkéw) okreslonych jako dodatnie
wobec S. agalactiae poprzez wysianie na ptytce agarowej z domieszkg krwi oraz serologiczne
okreslanie szczepow.' Sposrod tych 151 probek, dla 148 uzyskano wynik dodatni w drugie;
hodowli na podtozu BD Columbia Agar with 5% Sheep Blood i uzyskano jeden szczep
niehemolityczny oraz 147 szczepow beta-hemolitycznych.

Na podtozu BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium), inkubowanym
w warunkach beztlenowych przez 18 do 24 godzin, w 149 na 151 probkach uzyskano wzrost
Streptococci B; a w tej grupie 148 dawato zabarwienie w dowolnym odcieniu koloru
pomaranczowego (czuto$¢ 98%) i wszystkie zostaty zidentyfikowane serologicznie jako
paciorkowce grupy B. Sposrad tych 148 hodowli trzy oceniono jako ,bardzo
jasnopomaranczowe”. Jezeli pominiemy te trzy hodowle, czuto$¢ wynosi 96%.

W tym badaniu ptytki z podtozem BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada
Medium) inkubowano réwniez w srodowisku tlenowym, o wzbogaconej zawartosci dwutlenku
wegla. W takich warunkach inkubacji czuto$¢ wynosita 96,8%. Sposrod tych ptytek 14 hodowli
okreslono jako ,bardzo jasnopomaranczowe”. Po ich pominieciu czuto$¢ wynosi 87,4%.

W razie inkubacji w warunkach beztlenowych uzyskano o wiele wiecej szczepow o silnym
pomaranczowym zabarwieniu kolonii, niz w przypadku inkubacji w srodowisku tlenowym o
wiekszej zawartosci dwutlenku wegla (P < 0,005). Ponadto, w warunkach beztlenowych kolonie
wielu szczepdw byly wieksze. Dlatego inkubacja beztlenowa poprawia znaczaco detekcje
pomaranczowych kolonii.

Ocenie poddano réowniez 52 probki ocenione wczesniej jako ujemne wobec S. agalactiae. Nie
uzyskano wynikow fatszywie dodatnich podczas hodowli na podtozu BD Group B
Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) (swoisto$¢ = 100%).

Zastosowanie podioza BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium)
poprawia i przyspiesza rozpoznawanie zakazen wywotanych przez paciorkowce grupy B oraz
zmniejsza koszty i czas pracy, poniewaz nie jest potrzebne wykonywanie dodatkowych testow
identyfikacji z pomaranczowych kolonii.
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PAKOWANIE/DOSTEPNOSC
BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium)
257079  Gotowe podtoza na ptytkach hodowlanych, 20 ptytek

DODATKOWE INFORMACJE
W celu uzyskania dodatkowych informacji nalezy skontaktowac sie z lokalnym przedstawicielem
firmy BD.

dl

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/

ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection
BD, BD Logo and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company. © 2013 BD
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