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UCEL POUZITI

BBL CHROMagar 0157 je selektivni médium uréené k izolaci, diferenciaci a pravdépodobné
identifikaci Escherichia coli O157:H7 z klinickych, potravinovych, veterinarnich a vnéjSich zdroju.
BBL CHROMagar O157 bylo schvaleno Vyzkumnym ustavem AOAC v ramci programu
Performance Tested Methods®™ pro analyzu syrového mletého hovéziho masa a
nepasterizovaného jableéného mostu s pouzitim metod FDA BAM, USDA FSIS a 1SO.™?

ZASADY A VYSVETLENi POSTUPU

Mikrobiologicka metoda

E. coli 0157:H7 je nejéastsji izolovany pathogen z krvavych stolic. “® Nicméné nepfitomnost
krvavého priijmu nevyluéuje vyskytE. coli 0157:H7.” Tento sérotyp zpUsobuje velkou Fadu
chorob od mirného nekrvavého prijmu az k zavaznému krvavému pruajmu (hemolytickou
kolitidu), hemolytickému uremickému syndromu a smrti. *° Izolace E. coli 0157:H7 je ¢ast&jsi
nez izolace nékterych dalSich obecnych enterickych patogent, zejména Shigella v mnoha
oblastech a vékovych skupinach. Pfenos nej€astéji probiha pozitim syrového nebo
nedovareného &i nedope&eného hovéziho masa; pfic¢inou mohou byt i jiné potraviny. “® Pfenos
mze prob&hnout i z &lovéka na &lovéka, stejné jako z rekreaénich vodnich zdroja. *°

CHROMagar 0157 je urlen k izolaci, diferenciaci a pravdépodobné identifikaci E. coli O157:H7.
Diky chromogennimu substratu v médiu maji kolonie E. coli O157:H7 svétle fialové zbarveni,
coz umoznuje pravdépodobnou identifikaci na misce pro primarni izolaci a diferenciaci od
ostatnich organismu. Ve vzorcich s malym mnozstvim E. coli O157:H7 muze byt pfed inokulaci
média vhodné pouzit namnozovaci metody.

CHROMagar 0157 vyvinul pdvodné A. Rambach, CHROMagar, Pafiz, Francie. Na zakladé
licen¢ni smlouvy spole¢nost BD tento preparat zdokonalila s vyuzitim autorsky chranénych
postupl pouzivanych pfi vyrobé média na miskach BBL CHROMagarO157.

Vyzivné latky dodavaji specialné vybrané Difco peptony. Pfidani teluri¢itanu draselného,
cefiximu a cefsulodinu snizuje pocet jinych baktérii, nez je E. coli O157:H7, které se mnozi na
tomto médium. Smés chromogen( se sklada z umeélych substrata (chromogena), které po
hydrolyze pomoci specifického enzymu uvolfiuji nerozpustnou zabarvenou slouéeninu. E. coli
0157:H7 pouziva jeden z chromogennich substratl vytvariejici svétle fialové kolonie. Mnozeni
svétle fialovych kolonii se povazuje za pravdépodobné pro E. coli O157:H7 u BBL CHROMagar
0157. Jiné baktérie nez je E. coli O157:H7 mohou vyuZivat jiné chromogenni substraty
vytvarejici modie aZz modrozelené zbarvené kolonie, nebo, pokud neni pouZzit Zadny
chromogenni substrat, mohou mit svoji vlastni pfirozenou barvu. To usnadfiuje zjisténi a
diferenciaci E. coli O157:H7 od jinych organismu.

*NEZAVISLE ZKOUSKY VZORKU TESTOVACI SADY TOHOTO TYPU, PROVEDENE AOAC RESEARCH
INSTITUTE (VYZKUMNYM USTAVEM AOAC), POTVRDILY, ZE FUNKCE TESTOVACI SADY ODPOVIDA
UDAJUM, KTERE VYROBCE UVADI V PRILOZENEM POPISU. VYROBCE STVRZUJE, ZE TATO SADA VE
VSECH OHLEDECH SPLNUJE PARAMETRY, KTERE VYZKUMNY USTAV AOAC HODNOTIL TAK, JAK JE
UVEDENO V OSVEDCENI CiSLO 090501 PROGRAMU Performance Tested Methods.
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CINIDLA
BD CHROMagar 0157 Medium (Médium BD CHROMagar 0157)
Priblizné mnozstvi* na litr deionizované vody

Chromopepton 16,0 g
Chlorid sodny 7049
Smés chromogent 0,659
Teluri€itan draselny 2,5mg
Cefixim 0,05 mg
Cefsulodin 4,0 mg
Agar 14,09
pH:7,1+£0,2

*Upraveno anebo doplnéno dle pozadavki tak, aby byla spinéna kritéria vykonu.

DULEZITE RADY

. Pouze pro odborné pouziti.

Zjistite-li nadmérnou vihkost, polozZte obracenou spodni ¢ast na sejmutou horni ¢ast a nechte na
vzduchu vyschnout, aby se dolni a horni ¢asti misky pfi inkubaci vzduchotésné nespoijily. Pfi
su$eni chrarite pred svétlem. Viz SKLADOVANI A ZIVOTNOST.

Nepouzivejte misky, které vykazuji znamky mikrobialni kontaminace, zmény zabarveni,
vysuseni, popraskani nebo jiné znamky poskozeni.

V klinickych vzorcich mohou byt pfitomny patogenni mikroorganismy vcéetné virli hepatitidy a
viru lidské imunodeficience (HIV). Proto dodrzujte pfi praci s veSkerym materialem
kontaminovanym krvi a jinymi t&Inimi tekutinami Standardni bezpeé&nostni opatfeni ®'" a
pfedpisy instituce.

Ve vzorcich potravy mohou byt pfitomny patogenni mikroorganismy, v€etné E. coli O157.
Bé&hem vSech kroku dodrzujte postupy sterilizace a zavedena opatfeni proti mikrobiologickym
rizikim.

Pfipravené misky, nadoby se vzorky a dal$i kontaminované materialy je nutné po pouziti
nejprve sterilizovat v autoklavu a poté zlikvidovat.

Pokyny pro aseptickou manipulaci, informace tykajici se biologického nebezpedéi a pokyny pro
likvidaci pouzitého produktu naleznete v dokumentu VSEOBECNE POKYNY K POUZITI.

SKLADOVANI A ZIVOTNOST

Po pfevzeti az do doby tésné pred pouzitim skladujte misky v originalnim obalu, v temnu a pfi
teploté 2 az 8 °C. Misky nesmi zmrznout nebo se prehfat. Oteviete az bezprostiedné pred
pouzitim. Misky |ze inokulovat az do data expirace (viz Stitek na obalu) a inkubovat je Ize po
doporu¢enou dobu inkubace. Pfed inokulaci poCkejte, az se médium ohfeje na pokojovou
teplotu.

Misky z otevienych sad po 10 kusech Ize pouzit po dobu jednoho tydne, pokud jsou uloZzeny v
Cistém prostredi pfi teploté 2 az 8 °C. Pred inkubaci i béhem ni minimalizujte pusobeni
svétla, protoze muiize zni¢it chromogeny.

KONTROLA JAKOSTI UZIVATELEM

Zkontrolujte ucinnost inokulaci reprezentativniho vzorku misek Cistymi kulturami stabilnich
kontrolnich organismu, které vykazuji znamé pozadované reakce (podrobné informace
naleznete v dokumentu VSEOBECNE POKYNY K POUZITI). Jako testované kmeny jsou
doporuéeny kmeny z dale uvedené tabulky. Inkubujte aerobné po dobu 18 az 24 h pfi teploté 35
+ 2°C v temném prostfedi.

Kmeny Vysledky ristu

Escherichia coli O157:H7 Uspokojivy az vynikajici rast Kolonie Sedofialové az

ATCC 700728 (=NCTC 12900) rizovofialové (= svétle fialové)

Escherichia coli ATCC 25922 Castedna az Uplna inhibice; kolonie modrozelené;
mohou byt obklopeny modrozelenymi kruhy

Enterobacter cloacae ATCC 13047 Rust: Modrozelené az modré kolonie

Slepy vzorek Bezbarvé az svétle bézové, prihledné
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PoZadavky na kontrolu kvality musi byt splnény v souladu s platnymi mistnimi a statnimi zakony
nebo pozadavky na akreditaci a se standardnimi kontrolnimi postupy vasi laboratofe. Vhodné
kontrolni postupy doporu€ujeme nastudovat z pfislusnych pokynua amerického Ufadu pro klinické
a laboratorni normy CLSI (dfive NCCLS).

POSTUP
Dodané materialy
BD CHROMagar 0157 Medium (90 mm misky Stacker). Mikrobiologicky kontrolovano.

Potiebny material, ktery neni souéasti baleni: Podle potfeby pomocna kultivacni média,
¢inidla, organismy pro kontrolu jakosti a dalSi laboratorni vybaveni.

Druhy vzorkt

Podrobné informace o odbéru vzork(i a manipulaci s nimi v pfipadé klinického vyuziti naleznete
v laboratornich postupech. Toto médium se pouziva k izolaci Escherichia coli O157:H7 ze
vzorku stolice nebo rektalnich vytérd od pacientll s podezienim na infekci timto kmenem.

PFi testovani zemédélskych produktt dodrzujte pfislusné standardni metody pro pfipravu vzorku
a zpracovani podle typu vzorku a geografického umisténi.

Viz také VYKONOVE CHARAKTERISTIKY A OMEZENi POSTUPU.

Provedeni testu

DodrZujte aseptické postupy. Povrch agaru by mél byt hladky a vihky, ale bez nadmérné vihkosti.
U klinickych vzorku inokulujte co nejdfive po pfevzeti vzorku v laboratofi vzorek na misku s
médiem BBL CHROMagar 0157 a provedte natér k izolaci. Je-li vzorek kultivovan pfimo z vytéru,
otfete vytér jemné o malou plochu povrchu na okraji a poté provedte rozokovani z tohoto mista
pomoci kli¢ky. Misky Ize také inokulovat z pfedbézného namnozeni. Obracené misky (stranou s
agarem nahoru) inkubuijte v aerobnich podminkach 18—-24 h pfi teploté 35 + 2 °C. Ke zjisténi
jinych enterickych patogenu Ize inokulovat i jind média jako BD MacConkey Il Agar.

U potravinovych vzorku se podivejte na pfislusné odkazy a dodrzujte pouzitelné standardni
metody. Inokulujte inkubovany vzorek obohacené zivné pady nebo testovany potravinovy vzorek
na misku s médiem BBL CHROMagar O157 a provedte natér k izolaci. Obracené misky
(stranou s agarem nahoru) inkubujte v aerobnich podminkach 18-24 h pfi teploté 35 + 2 °C.

Vysledky

Po spravné inkubaci ohodnotte misky proti bilému podkladu. E. coli O157:H7 vytvafi na BD
CHROMagar 0157 Medium svétle fialové kolonie. VSechny svétle fialové kolonie musi byt pred
vykazanim vysledku jako E. coli O157:H7 potvrzeny biochemickymi a/nebo sérologickymi testy.
Grampozitivni organismy musi byt zcela inhibovany. Jiné gramnegativni organismy nez E. coli
0157:H7 budou bud inhibovany, nebo vytvofi bezbarvé, modré, zelené, modrozelené (voda)
nebo pfirozené zbarvené kolonie.

1,236

SPECIFICKE VLASTNOSTI UCINNOSTI A OMEZENi POSTUPU

Médium BD CHROMagar 0157 je chromogenni médium urcené k selektivni izolaci a
pravdépodobné identifikaci kmenu E. coli O157:H7 z klinickych, potravinovych, veterinarnich a
vnéjSich zdroju.

Vysledky uéinnosti'?

Klinické testovani: V metropolitni nemocnici bylo hodnoceno celkem 110 zmrazenych fekalnich
izolatu a 16 kultur stolice (10 Cerstvych a 6 archivovanych) pomoci médii BBL CHROMagar
0157, Sorbitol MacConkey (SMAC) a Sorbitol MacConkey s cefiximem a telluritem (SMAC-CT).
Zmrazené fekalni izolaty sestavaly z 50 E. coli O157:H7, 15 E. coli non-O157, 8 E. coli non-
0157 pozitivnich na toxiny Shiga a 37 dalSich Enterobacteriaceae a nefermentujicich
gramnegativnich tyéek. Sedm ze 16 testovanych vzork stolice bylo pozitivnich na E. coli
0157:H7. Byly zjistény nasledujici hodnoty citlivosti a specificity:
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Citlivost (€.) Specificita (¢.)

BBL CHROMagar 0157 98 % (56/57) 100 % (69/69)
SMAC 96 % (55/57) 80 % (55/69)
SMAC-CT 100 % (57/57) 93 % (64/69)

Testovani zemédélskych produktt

Médium BBL CHROMagar O157 bylo schvaleno Vyzkumnym ustavem AOAC v ramci programu
Performance Tested Methods." BBL CHROMagar 0157 byl vyhodnocen ke zjitovani E. coli
0157:H7 v syrovém mletém hovézim mase a nepasterizovaném jable¢ném mostu s pouzitim
inokulovanych vzorkl. Prokazani E. coli 0157:H7 u BBL CHROMagar O157 bylo porovnavano
s referenénim médiem na miskach podle FDA BAM, USDA FSIS a ISO. U referenéniho média a
BBL CHROMagar O157 byly dodrzeno namnozeni a testovaci postupy doporuéené v
referencich. Imunomagneticka separace (IMS) byla provedena podle metod USDA a ISO. Ze
180 testovanych potravinovych vzorkl bylo 45 testovano s pouzitim metod FDA BAM a USDA
FSIS a 90 s pouzitim ISO metod. BBL CHROMagar 0157 vykazal 100 % citlivost a 100 %
specificitu ve srovnani s referenénimi metodami pro obé potravinové matrice. Pfi testovani
potravinovych matric nebyly zjistény zadné faleSné negativni vysledky. Nebyl zjistén zadny
statisticky rozdil pfi prokazovani pomoci metody BBL CHROMagar O157 ve srovnani s
referenénim médiem na misce s pouzitim Chi-square analyzy. Znamé izolaty, v€etné 54 kmenu
E. coli O157:H7 (3 z nich byly nepohyblivé kmeny) a 32 kmenu non-E. coli 0157:H7, byly s BBL
CHROMagar 0157 vyhodnoceny s citlivosti a specificitou v hodnoté 100 %. Vysledky téchto
studii ukazuji, Ze BBL CHROMagar O157 je u¢inné médium pro prokazani a zjisténi E. coli
0157:H7 v syrovém mletém hovézim mase a nepasterizovaném jable€ném mostu s pouzitim
metod FDA BAM, USDA FSIS a ISO. V tabulce 1 najdete souhrn vysledkl srovnavaci studie
validaénich metod

Tabulka 1: Souhrn vysledkd srovnani validaénich metod

Potravinova Metoda Mnozstvi Vzorky Celkem Referenéni | CHROMagar Shoda Chi-Square®
matrice inokula celkem pozitivni pozitivni 0157 metody1
pozitivni
Syrové mleté USDA vysoké 20 15 12 15 85 %° 1.33
hovézi hovézi nizké 20 13 10 13 85 %* 1.33
kontrola 5 0 0 0 - -
Syrové mleté ISO vysoké 20 17 16 17 95 %° 0.00
hovézi hové&zi nizké 20 10 9 10 95 %° 0.00
kontrola 5 0 0 0 - -
Nepasterizovan ISO vysoké 20 19 19 19 100 % 0.00
y jable€ny most | jable¢ny nizké 20 14 14 14 100 % 0.00
most kontrola 5 0 0 0 - -
Nepasterizovan FDA vysoké 20 13 13 13 100 % 0.00
y jableény most | jablecny nizké 20 10 10 10 100 % 0.00
most kontrola 5 0 0 0 - -

! Predstavuje procentualni podil z potvrzenych pozitivnich a negativnich vzorkl, kombinovanych, které byly stejné u
referenéni metody a BBL CHROMagar O157 metody.

2 Dalsi pozitivni vzorky zjisténé metodou BBL CHROMagar O157: 3 dalSi pozitivni vzorky pfi testovani syrového
mletého hovézi metodou USDA/FSIS a 1 dalSi pozitivni pfi testovani syrového mletého hovézi metodou ISO.

3 Hodnoty Chi-square < 3,84 nevykazuji Zadny vyrazny rozdil pfi p<0,05.

Omezeni postupu

BBL CHROMagar O157 nezjisti enterohemorrhagické nebo enteropathogenické sérotypy E. coli
jiné nez O157:H7, protoZe se mohou liSit biochemicky. B-glukuronidaza pozitivni kmeny E. coli
0157:H7 se pomoci BBL CHROMagar O157 nezjisti; tyto kmeny jsou ale vzacneé.

BBL CHROMagar O157 nerozliSuje mezi kmeny E. coli O157:H7 produkujicimi a
neprodukujicimi toxin.

Jiné organismy nez E. coli O157:H7, jako Proteus spp. se mohou v tomto médiu mnozit; obvykle
se ale vyznaduiji jinou barvou. Jestlize zjistite neizolované svétle fialové kolonie, mizete
dosahnout izolace subkultivaci na jiné BBL CHROMagar O157 misce. Byly objeveny vzacné
kmeny E. coli (biochemicky podobné typu Shigella), které vytvareji faleSné pozitivni vysledky pfi
pouziti BBL CHROMagar O157. Inkubace pfi nizSich nez doporucenych teplotach mize zdrzet
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zjisténi pozitivnich reakci. Pokud je inkubacni teplota pod 35 + 2°C, musi byt misky inkubovany
celych 24 h pfed vykazanim vysledku jako negativniho. 12

Ke konecné identifikaci je nutné provést ovéfovaci testy. 1-3,6

Toto médium se nesmi pouzivat pro izolaci jinych enterickych pathogend, nez je E. coli O157:H7.
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BALENI/DOSTUPNOST
Médium BD CHROMagar 0157
Kat. €. 254105 Médium na miskach k okamzitému pouziti, 20 kust v baleni

DALSi INFORMACE
Dalsi informace ziskate u nejbliz§iho zastupce BD.

Becton Dickinson GmbH

BD Diagnostic Systems

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

BD Diagnostic Systems Europe

Becton Dickinson France SA

11 rue Aristide Bergés

38800 Le Pont de Claix/France

Tel: +33-476 68 3636 Fax: +33-476 68 3292 http://www.bd.com
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AOAC is a trademark and Performance Tested Methods is a service mark of AOAC International.
ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection.
CHROMagar is a trademark of Dr. A. Rambach.

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

BD, BD Logo and BBL are trademarks of Becton, Dickinson and Company.
© 2006 BD.
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