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ETTENAHTUD KASUTUSALA

BBL CHROMagar O157 on selektiivne sodde Escherichia coli O157:H7 tivede selektiivseks
isoleerimiseks ja sedastamiseks kliinilisest ja veterinaarsest materjalist, toiduainetest ja
umbritsevast keskkonnast.

Komplekt BBL CHROMagar O157 tunnustati AOAC-Research Institute’i programmi
Performance Tested Methods® abil ning see on méeldud vaid toorest hakklihast ja
pastdriseerimata unaveinist saadud proovide uurimiseks, kasutades FDA BAM, USDA FSIS ja
ISO meetodeid.*?

PROTSEDUURI POHIMOTTED JA SELGITUS

Mikrobioloogiline meetod.

E. coli 0157:H7 on kdige sagedamini isoleeritud patogeen verise kdhulahtisuse puhul.”® Verise
kdhulahtisuse puudumine ei vélista siiski E. coli 0157:H7 puudumist.” See serotiiiip pdhjustab
vaga mitmesugust haigestumist alates kergest mitteverisest kdhulahtisusest kuni raske verise
kdhulahtisuseni (hemoluiitiline koliit), hemoliiiitilis-ureemilise stindroomi ja surmani.*® E. coli
0157:H7 isoleeritakse kdigis vanusegruppides sagedamini kui méningaid teisi sageli esinevaid
soolepatogeene, nt Shigella’t. Nakatumine toimub kdige sagedamini toore v8i pooltoore
loomaliha s6omisel, on leitud nakatumist ka teiste toiduainete kaudu.*® Lisaks v&ib nakatumine
toimuda inimeselt inimesele, samuti supluseks kasutatavates veekogudes.*®

I 4-6

CHROMagar 0157 on mdeldud E. coli O157:H7 isoleerimiseks, diferentseerimiseks ja
samastamiseks. Tanu sé6tmes olevatele kromogeensetele substraatidele kasvab E. coli
O157:H7 lillat varvi pesadena, vBimaldades tekitaja samastamist primaarsel s66tmeplaadil ning
diferentseerimist teistest organismidest. Vaikese E. coli O157:H7 kontsentratsiooniga proovide
puhul vb6ib samastamisel abiks olla rikastussdotme kasutamine enne proovi inokuleerimist
s6otmele.

BBL CHROMagar 0157 esmaseks arendajaks oli A. Rambach Prantsusmaalt, Pariisi firmast
CHROMagar. BD on lepingu alusel optimeerinud seda koostist, kasutades intellektuaalset
omandit, mida kasutati eelvalmistatud s6é6tmeplaadi BBL CHROMagar 0157 tootmisel.

Toitaineid annavad spetsiaalselt valitud peptoonid Difco. Kaaliumtelluriiki, tsefiksiimi ja
tsefsulodiini sisaldav lisand takistab s66tmele sattunud mitte-E. coli O157:H7 bakterite kasvu.
Kromogeensegu koosneb kunstlikust substraadist (kromogeenidest), mis teatud ensttmi abil
hudroltdsimisel vabastavad lahustumatut varvilist ainet. E. coli O157:H7 kasutab thte
kromogeensetest substraatidest, kasvades seega lillade pesadena. Lillade pesade teke
tahendab E. coli O157:H7 kasvu s66tmel BBL CHROMagar O157. Mitte-E. coli O157:H7
bakterid vBivad kasutada teisi kromogeenseid substraate, kasvades siniste kuni sinakasroheliste
pesadena, vii ei kasuta Uhtegi kromogeenset substraati, kasvades loomulikku varvi pesadena.
See vbimaldab E. coli 0157:H7 sedastamist ja diferentseerimist teistest mikroorganismidest.

*SELLE TEST-KITI 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 KITIGA KAASAS OLEVAL INFOLEHEL. TOOTJA KINNITAB, ET
KAESOLEV KIT VASTAB IGATI AOAC RESEARCH INSTITUTE’l (AOAC UURIMISINSTITUUT) HINNATUD
NAIDISELE VASTAVALT Performance Tested Methods®™ SERTIFIKAADILE NR 090501.
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REAGENDID
BD CHROMagar 0157 Medium
Ligikaudne retsept* Uhe liitri puhastatud vee kohta:

Kromopeptoon 16,09
Naatriumkloriid 7049
Kromogeensegu 0,659
Kaaliumtelluriit 2,5 mg
Tsefiksiim 0,05 mg
Tsefsulodiin 4,0 mg
Agar 14049
pH: 7,1 £0,2

*Vajadusel kohandatud ja/vai tdiendatud vastavalt toimingu kriteeriumitele.

ETTEVAATUSABINOUD

. Ainult professionaalseks kasutamiseks.

Kui s66de saab liigset niiskust, asetage selle p6hi kaanele ja laske kuivada 6hu kaes, et valtida
pdhja ja Glaosa vahele kirme tekkimist inkubatsiooni ajal. Kuivamise ajal hoidke valguse eest
kaitstult. Vt SAILITAMINE JA SAILIVUSAEG.

Mitte kasutada s66tmeplaate, kui neil on ndha mikroobse saastumise, varvimuutuse, kuivamise,
moranemise ilminguid voi 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 juhtndore.

Toiduproovides v@ivad olemas olla patogeensed mikroorganismid, sh E. coli 0157.

Jargige aseptilisi tootamisviise ja kindlaksmaaratud ettevaatusabindusid,et véltida
mikrobioloogilisi ohte kdikide protseduuride valtel. Enne araviskamist tuleb kasutatud
ettevalmistatud plaadid, proovianumad ja muud saastunud materjalid steriliseerida
autoklaavimise teel.

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

SAILITAMINE JA KOLBLIKKUSAEG

Vastuvotmisel séilitada so6tmeplaate pimedas 2 kuni 8 °C juures oma originaalses
Umbrispakendis kuni vahetu kasutamiseni. Valtida kilmumist ja Glekuumenemist. Enne
kasutamist mitte avada. S66tmeplaate voib inokuleerida kuni aegumiskuupéevani (vaadake
pakendi silti) ja inkubeerida soovitatavate inkubatsiooniaegade jooksul. Laske sddtmel enne
inokulatsiooni soojeneda toatemperatuurini.

Soo6tmeplaate avatud 10 plaadiga virnast vdib kasutada Uhe nadala jooksul, kui neid hoida
puhtana 2 kuni 8 °C juures pimedas. Minimeerida valguse ligipdasu enne ja pérast
inkubatsiooni, kuna valgus v8ib Idhustada kromogeene.

KASUTAJAPOOLNE KVALITEEDIKONTROLL

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

Tuved Kasvu tulemused

Escherichia coli O157:H7 Kasv hea kuni vaga hea; pesad hallikasvioletsed kuni

ATCC 700728 (=NCTC 12900) roosakasvioletsed (= lillad)

Escherichia coli ATCC 25922 Osaline vai taielik inhibitsioon; sinakasrohelised pesad;
sinakasrohelise haloga vdi ilma

Enterobacter cloacae ATCC 13047 Kasv: sinakasrohelised kuni sinised pesad

Inokuleerimata Varvitud vdi beeZid, labipaistvad

Kvaliteedikontrolli ndudeid tuleb teostada vastavuses kohalike, osariiklike ja/voi riiklike
seadustega vOi akrediteerimisnduetega ja Teie laboratooriumi standardsete kvaliteedikontrolli
protseduuridega. Soovitav on, et kasutaja tutvuks asjakohaste Clinical and Laboratory
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Standards Institute’i (Kliiniliste ja Laboratoorsete Standardite Instituudi) (varem NCCLS) juhendis
toodud kvaliteedikontrolli kirjeldustega.

PROTSEDUUR
Komplekti kuuluvad materjalid
BD CHROMagar 0157 Medium (90 mm Stacker s6é6tmeplaadid). Mikrobioloogiliselt kontrollitud.

Mittetagatud materjalid: Taiendavad kultuurséotmed, reagendid, kvaliteedikontrolli organismid
ja muud laboriseadmed vastavalt vajadusele.

Proovide tuubid

Kliinilise kasutamise kohta lugege labori protseduurireegleid proovi vétmise ja kasitsemise kohta.
Seda s66det kasutatakse Escherichia coli 0157:H7 samastamiseks selle infektsiooni

kahtlusega patsientide véljaheiteproovidest vdi rektaalkaabetest.

Pdllumajandussaaduste testimise puhul kasutage sobivaid proovi ettevalmistamise ja té6tlemise
standardmeetodeid vastavalt proovi tiitibile ja geograafilisele piirkonnale.

Vt ka LABIVIIMISE ISELOOMUSTUS JA PROTSEDUURI PIIRANGUD

Testi protseduur

Jalgige anti- ja aseptika ndudeid. Agari pind peab olema sile ja niiske, kuid mitte liiga niiske.
Kliiniline proov tuleb pérast selle laboratooriumisse saabumist véimalikult kiiresti inokuleerida
BBL CHROMagar 0157 plaadile ja isoleerimiseks viirgudena kilvata. Kui proov on kultiveeritud
tampoonilt, rullida tampooni Ule vaikese ala s66tme pinna serval ning pihkida seejarel
silmusega laiali. S66tmele v8ib kilvata ka eelrikastussdotmest. Inkubeerige plaate aeroobselt
35 £ 2 °C juures 18-24 h jooksul imberpddratult (agariga kilg tleval). Teiste soolepatogeenide
tuvastamiseks vdib kilvata ka teistele s66tmetele nagu BD MacConkey Il Agar.

Toidust voetud proovide puhul jargige vastavaid soovitusi ning sobivaid standardmeetodeid.
Inokuleerige inkubeeritud rikastussttdet vdi skriinitud toiduproovi osakesi s66tmele BBL
CHROMagar 0157 ning puhkige samastamiseks laiali. Inkubeerige plaate aeroobselt 35 + 2 °C
juures 18-24 h jooksul Umberpddratult (agariga kilg tleval).

Tulemused

Tulemuste interpretatsiooniks asetada s66tmeplaadid parast inkubeerimist valgele alusele.

E. coli O157:H7 olemasolul tekivad BBL CHROMagar 0157 s66tmele helelilla varvusega pesad.
Enne E. coli O157:H7-positiivse tulemuse teatamist tuleb kdik helelillad pesad kontrollida
biokeemiliselt ja/v6i seroloogiliselt.**° Gram-positiivsed organismid tuleks taielikult inhibeerida.
Gram-negatiivsed organismid, mis ei ole E. coli O157:H7, inhibeeritakse vdi need kasvavad
varvitute, siniste, roheliste, sinakasroheliste vfi naturaalset varvi pesadena.

LABIVIIMISE ISELOOMUSTUS JA PROTSEDUURI PIIRANGUD

BD CHROMagar 0157 on kromogeenne stdde E. coli 0157:H7 selektiivseks isoleerimiseks ja
samastamiseks Kliinilisest ja veterinaarsest materjalist, toiduainetest ja imbritsevast
keskkonnast.

Resultatiivsuse tulemused®?

Kliinilised katsetused: Uhes suurlinna haiglas uuriti kokku 110 killmutatud valjaheiteproovi ja
16 valjaheiteproovi (10 varsket ja 6 mittevarsket), kasutades s66tmeid BBL CHROMagar 0157,
Sorbitol MacConkey (SMAC) ja Sorbitol MacConkey koos tsefiksiimi ja telluriidiga (SMAC-CT).
Kilmutatud valjaheiteproovide hulgas oli 50 E. coli O157:H7, 15 E. coli mitte-O157, 8 Shiga-
toksiin-positiivset E. coli mitte-O157 ja 37 muud Enterobacteriaceae sugukonda kuuluvat ja
mittefermentatiivset gram-negatiivset pulkbakterit. Seitse 16-st véljaheiteproovist osutusid E. coli
0157:H7-positiivseteks. Sensitiivsus ja spetsiifilisus olid jargmised:

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

BBL CHROMagar 0157 tunnustati AOAC-Research Institute’i (AOAC Uurimisinstituut)
programmi Performance Tested Methods Program abil.** S66det BBL CHROMagar 0157
hinnati E. coli 0157:H7 sedastamise osas toores hakklihas ja pastdriseerimata dunaveinis,
kasutades positiivseid proove. E. coli 0157:H7 tuvastamist s66tme BBL CHROMagar O157 abil
vorreldi referentssd6tmeplaatidega FDA BAM, USDA FSIS ja ISO. Referentssédtme ja s66tme
BBL CHROMagar 0157 puhul jargiti soovituslikke rikastamis- ja skriinimisprotseduure.
Immunomagnetiline eristus (IMS) teostati vastavalt meetoditele USDA ja ISO. Testitud180
toiduproovist testiti 45 meetodite FDA BAM ja USDA FSIS abil ning 90 testiti ISO meetodi abil.
BBL CHROMagar 0157 andis referentsmeetodite ja toidumaatriksitega vorreldes100 %-lise
sensitiivsuse ja spetsiifilisuse. Toidumaatriksite testimisel valenegatiivseid tulemusi ei saadud.
Meetodi BBL CHROMagar 0157 ja referentssé6tmete kasutamisel ei leitud statistilist erinevust
hii-ruudu vaartustes. Teadaolevatest isolaatidest uuriti s66tmel BBL CHROMagar 0157 54

E. coli O157:H7 tive (millest 3 olid liikumatud tived) ja 32 mitte-E. coli 0157:H7 tlive ning saadi
tulemuseks 100%-line sensitiivsus ja spetsiifilisus. Nende uuringute tulemused néitavad, et
s66de BBL CHROMagar 0157 on sama efektiivhe E. coli 0157:H7 sedastamisel toores
hakklihas ja pasttriseerimata dunaveinis kui meetodid FDA BAM, USDA FSIS ja ISO.
Uuringutulemuste valideerimismeetodite vordluse kokkuvdte on toodud tabelis 1.

Tabel 1. Valideerimismeetodite vordlevate tulemuste kokkuvote

Toidumaatriks | Meetod | Inokulatsio Proove Positiivseid | Referents- | CHROMagar Sobivus Hii-ruut®
oniaste kokku kokku positiivsed 0157 - meetodiga’
positiivsed
Toores hakkliha | USDA Koérge 20 15 12 15 85 %’ 1,33
hakkliha Madal 20 13 10 13 85 %° 1,33
Kontroll 5 0 0 0 - -
Toores hakkliha ISO Koérge 20 17 16 17 95 %"° 0,00
hakkliha Madal 20 10 9 10 95 % 0,00
Kontroll 5 0 0 0 - -
Pastoriseerimat | ISO vein Koérge 20 19 19 19 100 % 0,00
a dunavein Madal 20 14 14 14 100 % 0,00
Kontroll 5 0 0 0 - -
Pastoriseerimat FDA Kérge 20 13 13 13 100 % 0,00
a dunavein vein Madal 20 10 10 10 100 % 0,00
Kontroll 5 0 0 0 - -

! Tahistab kinnitatud positiivsete ja negatiivsete proovide protsenti, mis on referentsmeetodite ja s66tme BBL
CHROMagar 0157 puhul vordne.

2BBL CHROMagar 0157 meetodi abil tuvastati rohkem positiivseid proove: 3 positiivset proovi rohkem, kui testiti
toore hakklihaga USDA/FSIS meetodil ning 1 positiivne proov rohkem, kui testiti toore hakklihaga ISO meetodit
kasutades.

® Hii-ruudu vaartused < 3,84 ei anna p<0,05 juures olulist erinevust.

Protseduuri piirangud

BBL CHROMagar O157 ei samasta E. coli mitte-O157:H7 enterohemorraagilisi ega
enteropatogeenseid serotlitpe, kuna need vdivad biokeemiliselt erineda. E. coli 0157:H7
3-glikuronidaas-positiivsed tlvesid ei saa s66tme BBL CHROMagar 0157 abil samastada,
sellised tived on haruldased.

BD CHROMagar 0157 ei erista toksiine produtseerivaid ja mitteprodutseerivaid E. coli 0157
tuvesid.

Organismid, mis pole E. coli O157:H7, nagu Proteus spp. voivad sellel s66tmel kasvada, kuid
tavaliselt on need teist varvi. Kui s66tmel kasvavad isoleerimata lillakad pesad, vdib need
sedastada teisele BBL CHROMagar 0157 st6tmele kultiveerides. On leitud, et E. coli
haruldased tiived, mis on biokeemiliselt sarnased Shigella’ga annavad s66tmel BBL
CHROMagar 0157 valepositiivseid tulemusi. Soovitatud temperatuurist madalamal
temperatuuril inkubeerimine vdib pikendada positiivsete reaktsioonide tuvastusaega. Kui
inkubeerimistemperatuur on alla 35 * 2 °C, tuleks s66tmeplaate enne negatiivse tulemuse
véljastamist inkubeerida vahemalt 24 h.*?

Kindla samastamise jaoks on vajalik kordustestimine.*>*

Seda s66det tohib kasutada enteropatogeenidest vaid E. coli 0157:H7 samastamiseks.
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PAKKIMISVIIS/IKATTESAADAVUS

BD CHROMagar 0157 Medium
Kat nr 254105 Kasutusvalmis plaatidel sv6de, PMU 20
LISATEAVE

Lisateabe saamiseks votke ihendust oma kohaliku BD esindajaga.
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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

Diagnostic Systems Europe

Becton Dickinson France SA
11 rue Aristide Bergés

388
Tel:

00 Le Pont de Claix/France
+33-476 68 3636 Fax: +33-476 68 3292 http://www.bd.com

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.
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