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BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium)

POUZITIE

BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) (Diferen¢na péda pre
streptokoky skupiny B — pdda Granada) sa pouziva na izolaciu a identifikaciu Streptococcus
agalactiae (Streptococcus skupiny B) z klinickych vzoriek.

PRINCIPY A VYSVETLENIE METODY

Mikrobiologicka metoda.

Streptococcus agalactiae spdsobuje vazne infekcie u novorodencov vratane septikémie,
meningitidy a viacerych organovych infekcii." Novorodenec sa infikuje od matky, u ktorej sa
tento organizmus mbéze asymptomaticky nachadzat' vo vaginalnej flére. Vyskyt je priblizne

1,5 na 1000 Zivych novorodencov a imrtnost je priblizne 8,7 %. ® Preukazalo sa, Ze spravna
detekcia latky vo vaginalnej flore u tehotnych zien a nasledna vhodna lieCba novorodencov
méze riziko infekcie vyrazne znizit.%* Standardnou izolagnou technikou na izolaciu z
vaginalnych vzoriek je pouzitie krvného agaru alebo selektivneho krvného agaru a detekcia
charakteristickej beta hemolyzy, po ktorej nasleduje biochemicka alebo sérologicka
identifikacia.' Najnovsie vyskumy preukazali, Ze aj nizky pod&et organizmov S. agalactiae vo
vaginalnej flore moéze predstavovat riziko, ze dbjde k infikovaniu novorodenca. Preto sa
odporuca pouZit obohatené techniky, napriklad bujon LIM Broth.* Tato obohatena pdda vsak pre
S. agalactiae nie je Uplne selektivna a pri tejto metéde mbzu byt obohatené aj iné grampozitivne
organizmy, ktoré mozu prekryt’ S. agalactiae.

V poslednych rokoch boli testované modifikacie pody Islam, opisanej v roku 1977, na schopnost
detegovat a izolovat tento organizmus.*>® Na tychto pédach, ako je napriklad péda New
Granada, ktord je najnovSou modifikaciou pddy Islam, beta-hemolytické kmene S. agalactiae
vytvoria oranzové az lososovo sfarbené kolénie.”® Sfarbenie koldnii zavisi od vlastnej
pigmentacie organizmu, granadaénu, ornitin ramno-polyénu.'®

Tato pigmentacia je velmi Specificka a neobjavuje sa pri streptokokoch inych ako skupiny B ani
pri inych organizmoch. Stabilita pddy New Granada je véak obmedzena.®'®

V modifikovanej pdde New Granada so zlepSenou stabilitou a selektivitou BD Group B
Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) je prote6zovy peptéon €. 3 zdrojom
proteinu a poskytuje prekurzory nutné na vytvorenie pigmentov a rast. Skrob dodava Ziviny

a funguje ako stabilizator pigmentu. Glukdza, pyruvat a cystein su vyzivné latky. Magnézium je
stopovy prvok. Kombinacia MOPS a fosfatu funguje ako pufer pH. Krystalova violet inhibuje
stafylokoky. Pridavok inhibitorov a induktorov potlaca sprievodnu fléru, napriklad gramnegativne
baktérie a strikiné anaerdby, a zvysuje vznik pigmentu.

ZLOZENIE
BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium)
Zlozenie* na jeden liter purifikovanej vody

Prote6zovy peptén €. 3 2504¢g Stredny fosfore€nan sodny 10,79
Kukuri¢ny Skrob 14,0 Krystalova violet 0,0005
Glukoéza 2,5 Inhibitory a induktory 0,021
Sodna sol pyruvalnej kyseliny 1,0 Agar 15,2
Cystein hydrochlorid 0,1

Siran hore¢naty 0,3

MOPS (3-morfolinopropanova kyselina 11,0

sulfénova), hemisodna sofl

pH 7,4 +0,2
* Upravené alebo doplnené podla potreby tak, aby boli spinené kritéria ucinnosti.
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UPOZORNENIA

. Len na profesionalne pouZitie. @

Misky nepouzivajte, ak su na nich viditelné znamky mikrobialnej kontaminacie, zmeny farby,
vysusenia, prasknutia alebo iné znamky poskodenia.

Informacie o aseptickych postupoch pri manipulacii, o biologickych rizikach a likvidacii pouzitého
produktu najdete v dokumente VSEOBECNE POKYNY NA POUZIVANIE.

USKLADNENIE A ZIVOTNOST

Dodané misky s pédou skladujte na tmavom mieste pri teplote 2 az 8 °C v pdvodnom obale.

Z obalu ich vyberte aZ bezprostredne pred pouZitim. Nezmrazujte ani nevystavujte nadmernej
teplote. Pdda v miskach sa m6ze oCkovat az do datumu pouzitelnosti (uvedeného na obale)

a inkubovat podla odporuc¢ania.

Misky z otvorenych baleni po 10 kusov sa m6zu pouzivat jeden tyzden, ak su uskladnené na
Cistom mieste pri teplote 2 az 8 °C.

KONTROLA KVALITY UZIVATELOM

Reprezentativne vzorky naockujte nasledujucimi kmerfimi (podrobnosti najdete v dokumente
VSEOBECNE POKYNY NA POUZIVANIE). Inkubujte anaerdbne pri teplote 35 + 2 °C po&as
18 az 24 hodin.

Kmene Vysledky rastu

Streptococcus agalactiae ATCC 12386 Rast dobry az vyrobny, malé az stredné oranzové
koldnie s bezfarebnymi okrajmi alebo bez nich

Streptococcus pyogenes ATCC 19615 Rast; velmi malé, bezfarebné az sivé kolonie

Enterococcus faecalis ATCC 29212 Rast; stredné, bezfarebné az sivé kolonie

Staphylococcus aureus ATCC 25923 UplIna inhibicia

Bacteroides fragilis ATCC 25285 Ciastoéna az Uplna inhibicia

Proteus mirabilis ATCC 43071 Ciasto&na az Uplna inhibicia, plazenie Uplne
inhibované, bezfarebné kolonie

Nenaockované Biele az svetlosivasté, nepriehladné

POSTUP

Dodavany material
BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) (90 mm Petriho misky
Stacker). Mikrobiologicky kontrolované.

Nedodavany material
Pomocné kultivaéné pody, €inidla a potrebné laboratdrne vybavenie.

Typy vzoriek

BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) sa pouZiva na izolaciu S.
agalactiae (streptokoky skupiny B) zo vSetkych typov fudskych klinickych vzoriek. Medzi ¢asté
typy vzoriek patria vytery z genitalneho traktu alebo vytery a iné vzorky od novorodencov. Na
odber a prenos vzoriek pouzite vhodné techniky.""’

Postup testu

Ked dostanete vzorku do laboratéria, ¢o najskér ju oCkujte na p6du BD Group B
Streptococcus Differential Agar (Granada Medium). Nao¢kovana pbéda sa pouziva
predovSetkym na izolaciu Cistych kultur zo vzoriek obsahujucich zmieSanu floru.

Ak sa material kultivuje priamo z vatového tampodnu, obtrite tampon o malu €ast' povrchu pody
na okraji misky a potom rozoCkujte.

Inkubujte anaerdébne 18 az 24 hodin pri teplote 35 + 2 °C. V pripade negativneho vysledku
mozno misky inkubovat dalSich 18 az 24 hodin, aj ked to obvykle nie je nutné. Na izolaciu
vSetkych patogénov pritomnych v infekcii alebo kolonizacii je nutné vzorku naockovat' aj na
krvny agar, napriklad BD Columbia Agar with 5% Sheep Blood, ktory sa bude inkubovat
v prostredi obohatenom o CO; 18 az 48 hodin pri teplote 35 + 2 °C. Ak sa pouziva tekuta
vopred obohatena pdda, napriklad bujén Lim Broth, mozno ich subkultivovat na p6de BD
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Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) klu¢kou s tymto bujonom po
18 az 24 hodinach inkubacie a inkubovat podla opisu vysSie.

Vysledky

Po inkubacii beta-hemolytické kmene S. agalactiae vytvoria malé az stredné, svetlé az vyrazne
oranzové alebo lososovooranzové kolonie, ktoré mdzu byt obklopené bezfarebnymi okrajmi. Na
detekciu slabo pigmentovanych kmenov je nutné vysledky odcitat oproti bielemu pozadiu.
Kazda intenzita oranZovej pigmentacie sa povaZuje za pozitivny vysledok. Nedrzte misky pri
odcitavani pred zdrojom svetla! Stafylokoky, gramnegativne palicky a striktné anaeréby budu na
pbde obyCajne Uplne inhibované. Vacsina inych streptokokov a enterokokov bude rast bez
inhibicie, vytvori v8ak bezfarebné az sivé kolénie. Nehemolytické kmene S. agalactiae budu
vytvarat aj sivé az sivomodré koldnie. Ich vyskyt je zriedkavy (do 4 % u tehotnych zien).

Na diferenciaciu nehemolytickych streptokokov skupiny B od enterokokov alebo streptokokov
inych ako skupiny B mozno vykonat test PYR (pouzite supravu BD DrySlide PYR kit, kat. ¢.
231747) priamo zo sivych az sivomodrych kolénii na p6de BD Group B Streptococcus
Differential Agar (Granada Medium): enterokoky, Streptococcus pyogenes a niekolko dalSich
streptokokov su pozitivne v teste PYR (= Cervena az fialova farba do 1 min.), zatial ¢o S.
agalactiae a mnozstvo dalSich streptokokov su negativne v teste PYR (= Zltasté az
bezfarebné)." Izolaty s negativnymi vysledkami v teste PYR zo sivych alebo sivomodrych
kolénii sa musia dalej testovat, aby sa potvrdila pritomnost nehemolytického kmeria S.
agalactiae, napr. prostrednictvom sérologickej klasifikacie.

Oranzova pigmentacia je na tejto pode velmi Specificka pre S. agalactiae a na potvrdenie nie je
nutna sérologicka ani biochemicka identifikacia. Sérologicku klasifikaciu vSak mozno vykonat
priamo na pdde BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) bez dalSej
subkultury. Na tento U¢el mozno pouzit supravu BBL Streptocard Enzyme Latex Test Kit
(kat. €. 240950).

Na zistenie pritomnosti nehemolytickych kmeriov S. agalactiae a dalSich patogénov je nutné
skontrolovat aj p6du BD Columbia Agar with 5% Sheep Blood.

VLASTNOSTI A OBMEDZENIA POSTUPU

BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) sa pouziva na izolaciu

a identifikaciu Streptococcus agalactiae (streptokoky skupiny B) zo vSetkych typov ludskych
klinickych vzoriek. Oranzové sfarbenie kolonii na tejto péde je vysoko Specifické pre S.
agalactiae (pozri Cast Vlastnosti postupu), preto nie je nutné podporné testovanie. V pripade
pochybnosti alebo ak si kmene slabo pigmentované, vykonaijte sérologické stanovenie Celadi
a/alebo test PYR priamo z izolanej misky.

Bolo zistené, Ze gény zodpovedné za vytvorenie pigmentu a produkciu hemolyzinu v S.
agalactiae su geneticky spojené.'" Priblizne 1 aZ 2 % kmefiov S. agalactiae su
nehemolytické™, preto na pdde BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada
Medium) nemézu byt pigmentované. Interne vSak bolo stanovené, Ze organizmy produkujice
slaby hemolyzin, ktoré sa na vac¢sine krvnych agarov javia ako nehemolytické, mézu vytvarat
slaby pigment. Zistilo sa, Ze hemolyzin je jednym z hlavnych faktorov patogenity S.
agalactiae.'"

Na detekciu vSetkych patogénov pritomnych v infekcii vratane nehemolytickych kmeriov
streptokokov skupiny B je nutné naockovat vzorkou aj pédu, napriklad BD Columbia Agar with
5% Sheep Blood.

Péda BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) nie je vhodna na
izolaciu streptokokov inych ako S. agalactiae alebo inych patogénov, ktoré mézu vytvarat
podobné infekcie (napriklad Listeria monocytogenes).

Testovanie veterindrnych vzoriek na tejto pode nebolo stanovené.

Vlastnosti postupu

Hodnotilo sa 151 klinickych vzoriek (vaginalne a cervikalne vytery, rozne vzorky od
novorodencov) stanovenych ako pozitivne na S. agalactiae Standardnou kultivaciou na pédu
Blood Agar s naslednou sérologickou klasifikaciou izolatov." Z tychto 151 vzoriek bolo
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148 pozitivnych po druhej kulture na p6de BD Columbia Agar with 5% Sheep Blood

a vykazalo 1 nehemolyticky a 147 beta-hemolytickych izolatov.

Na p6de BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) inkubovane;j
anaerobne 18 az 24 hodin vykazalo 149 vzoriek zo 151 rast streptokokov skupiny B, z tohto
poctu 148 vzoriek vykazalo niektory typ oranzovych kolonii (citlivost 98 %), kde vSetky boli
sérologicky identifikované ako streptokoky skupiny B. Z tychto 148 kultur tri boli ohodnotené ako
,velmi svetlooranZové®. Po odpocitani tychto troch kultur sa ziskala citlivost 96 %.

V tejto Studii boli misky s pédou BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada
Medium) inkubované aj v aerébnom prostredi obohatenom o oxid uhli€ity. Pri tychto
inkubaénych podmienkach bola citlivost 96,8 %. Na tejto pode bolo 14 kultur ohodnotenych ako
»velmi svetlooranzové®. Po ich odpocitani sa stanovila citlivost 87,4 %.

Pri anaerébnej inkubécii sa ziskalo omnoho viac izolatov s vyrazne oranzovym sfarbenim kolonii
ako po inkubacii v aerébnom prostredi obohatenom o oxid uhlicity (P < 0,005). Kolénie mnohych
kmerniov boli navySe vacsie pri anaerdbnej inkubacii. Z toho vyplyva, ze anaerébna inkubacia
vyrazne zlepsSuje detekciu oranzovych koldnii.

V tomto hodnoteni bolo zahrnutych aj 52 vzoriek, ktoré boli predtym stanovené ako negativne na
S. agalactiae. Na p6de BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium)
neboli zaznamenané Ziadne nepravé pozitivne vysledky (Specificita = 100 %).

Pouzitie p6dy BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) zlepSuje
a zrychluje diagnostiku streptokokov skupiny B a zniZuje naklady a ¢as dosiahnutia vysledkov,
pretoze nie su potrebné dalSie identifikacné testy z oranzovych kolénii.
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BALENIE/DOSTUPNOST
BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium)
257079 Pbéda v Petriho miskach pripravena na pouzitie, 20 misiek

DALSIE INFORMACIE
DalSie informéacie ziskate od miestneho zastupcu spolo¢nosti BD.

aal

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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