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*See footnote below

BRUKSOMRADE

BBL CHROMagar O157 er et selektivt medium for isolering, differensiering og presumptiv
identifisering av Escherichia coli O157:H7 fra kliniske pr@gver, matvare-, veterinaer- og miljgpraver.
BBL CHROMagar O157 er godkjent av AOAC™-Research Institute under Performance Tested
Methods*™ -programmet for analyse av ra kjgsttdeig og upasteurisert eplesider n&r metodene
FDA BAM, USDA FSIS og ISO brukes.*

PROSEDYRENS PRINSIPPER OG FORKLARING

Mikrobiologisk metode.

E. coli O157:H7 er det patogenet som oftest isoleres fra blodig avfaring.*® Fraveer av blodig
diaré utelukker imidlertid ikke tilstedeveerelsen av E. coli 0157:H7.” Denne serotypen farer til et
bredt spekter av sykdommer fra mild diaré uten blod, til alvorlig, blodig diaré (hemolytisk kolitt),
hemolytisk uremisk syndrom og dad.*® Isolering av E. coli 0157:H7 overgér enkelte andre
vanlige tarmpatogener, spesielt Shigella pd mange omrader og for mange aldersgrupper.
Overfgringen skjer som oftest gjiennom inntak av ratt eller for lite kokt/-stekt storfekjatt, andre
matvarer har ogsa veert rsak.*® | tillegg kan overfgringen skje fra person til person, sa vel som
fra rekreasjonsvannkilder.*®

CHROMagar 0157 er tiltenkt for isolering, differensiering og presumptiv identifisering av E. coli
0157:H7. Pa grunn av de kromogene substratene i mediet, vil kolonier av E. coli 0157:H7
produsere en rosa-lilla farge, noe som muliggjer presumptiv identifisering fra den primaere
isoleringsskalen og differensiering fra andre organismer. | prgver med lave antall av E. coli
0157:H7, kan det veere nyttig med anrikningsmetoder fgr mediet inokuleres.

CHROMagar 0157 ble opprinnelig utviklet av A. Rambach, CHROMagar i Paris, Frankrike. BD
har, under lisensavtale, optimalisert denne oppskriften ved & dra nytte av egen andsrett, til bruk i
produksjonen av den ferdiglagde agarskalen BBL CHROMagar O157.

Spesielt utvalgte Difco™ -peptoner tilfgrer naeringsstoffene. Tilsetting av kaliumtelluritt, cefiksim
og cefsulodin reduserer antall andre bakterier enn E. coli 0157:H7 som vokser pa dette mediet.
Kromogenblandingen bestar av syntetiske substrater (kromogener), som slipper ut en ikke-
lzselig farget sammensetning nar de hydrolyseres av et spesifikt enzym. E. coli 0157:H7 bruker
ett av de kromogene substratene til & produsere rosa-lilla kolonier. Veksten av de rosa-lilla
koloniene ansees som presumptiv for E. coli 0157:H7 pa BBL CHROMagar 0O157. Andre
bakterier enn E. coli 0157:H7 kan bruke andre kromogene substrater som resulterer i bla til
blagranne kolonier. Hvis ingen av de kromogene substratene brukes, kan koloniene opptre i sin
naturlige farge. Dette forenkler pavisning og differensiering av E. coli O157:H7 fra andre
organismer.

*PRODUSENTLEVERTE PR@VER AV DENNE TESTKITMODELLEN ER UAVHENGIG EVALUERT AV AOAC
RESEARCH INSTITUTE, OG BLE FUNNET A FUNGERE | SAMSVAR MED PRODUSENTENS
SPESIFIKASJONER, SOM ANGITT | DET BESKREVNE PAKNINGSVEDLEGGET FOR TESTKITTET.
PRODUSENTEN SERTIFISERER DETTE KITTET FOR ALLE OMSTENDIGHETER NAR DET GJELDER
SPESIFIKASJONENE SOM OPPRINNELIG BLE EVALUERT AV AOAC RESEARCH INSTITUTE, SOM ANGITT |
Performance Tested Methods®", SERTIFIKATNUMMER 090501.
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REAGENSER
BD CHROMagar 0157 Medium
Omtrentlig sammensetning* per liter renset vann

Kromopepton 16,09
Natriumklorid 709
Kromogenblanding 0,659
Kaliumtelluritt 2,5 mg
Cefiksim 0,05 mg
Cefsulodin 4,0 mg
Agar 140¢g
pH: 7,1 £0,2

*Justert og/eller tilsatt som pakrevd for a oppfylle funksjonskriteriene.

FORHOLDSREGLER

. Kun til profesjonelt bruk.

Dersom det dannes for mye fuktighet, skal bunnen snus og plasseres halvveis over et lokk, for &
la den luftterke. Dette for & unnga dannelse av et tett lag mellom toppen og bunnen av skalen
under inkuberingen. Skal beskyttes mot lys under tagrking. Se OPPBEVARING OG
HOLDBARHET.

Agarskalene ma ikke anvendes dersom de viser tegn til mikrobiell kontaminering, misfarging,
uttgrking, sprekkdannelse eller andre tegn til svekkelse.

Patogene mikroorganismer, blant annet hepatittvirus og humant immunsviktvirus (HIV) kan
forekomme i kliniske prgver. Standard forsiktighetsregler ®** og institusjonsretningslinjene skal
felges ved handtering av alle materialer som er kontaminert med blod og andre kroppsvaesker.
Patogene mikroorganismer, som E. coli 0157, kan finnes i matvareprgver. Bruk aseptiske
teknikker og etablerte forholdsregler mot mikrobiologiske farer under alle prosedyrene.

Alle ferdiglagde agarskaler, prgvebeholdere og annet kontaminert materiale ma steriliseres ved
autoklavering etter bruk fgr de kastes.

Se dokumentet GENERELLE BRUKSANVISNINGER for aseptiske handteringsprosedyrer,
biologiske farer og avhending av brukte produkter.

OPPBEVARING OG HOLDBARHET

Agarskalene oppbevares etter mottak i originalinnpakningen pa et markt sted med temperatur
fra 2 til 8 °C, inntil de skal brukes. Unnga frost og overopphetning. Ma ikke apnes far bruk.
Agarskalene kan inokuleres frem til utlapsdatoen (se etiketten pa pakken) og inkuberes i de
anbefalte inkubasjonstider. La mediet oppvarmes til romtemperatur far inokulering.
Agarskaler fra apnede stabler pa 10 skaler kan brukes i én uke nar de oppbevares pa et rent
sted ved 2 til 8 °C. Minimer eksponering for lys fgr og under inkubering, da lyset kan
gdelegge kromogenene.

BRUKERKVALITETSKONTROLL

Sjekk funksjonen ved a inokulere et representativt utvalg av skaler med renkulturer av stabile
kontrollorganismer som produserer kjente, gnskede reaksjoner (se dokumentet GENERELLE
BRUKSANVISNINGER for detaljer). Teststammene som nevnes i tabellen nedenfor, anbefales.
Inkuber aerobt i 18 til 24 timer ved 35 + 2 °C pa et markt sted.

Stammer Vekstresultater

Escherichia coli O157:H7 Ganske god til fremragende vekst. Gréafiolette til rosa-lilla

ATCC 700728 (=NCTC 12900) kolonier

Escherichia coli ATCC 25922 Hemningen er delvis til fullstendig; kolonier er blagranne som
kan vaere omgitt av en blagrgnn ring

Enterobacter cloacae ATCC 13047 Vekst: blagranne til bla kolonier

Ikke-inokulert Fargelgs til lys beige, gjennomsiktig

Kvalitetskontrollkravene ma utfgres i samsvar med gjeldende lokalt og/eller nasjonalt regelverk,
eller akkrediteringskravene og laboratoriets standardprosedyrer for kvalitetskontroll. Det
anbefales at kliniske brukere refererer til relevante retningslinjer for gjeldende
kvalitetskontrollpraksis fra Clinical and Laboratory Standards Institute (tidligere NCCLS).
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PROSEDYRE
Materialer som fglger med
BD CHROMagar 0157 Medium (90 mm Stacker-skaler). Mikrobiologisk kontrollert.

Ngdvendige materialer som ikke fglger med: Supplerende vekstmedier, reagenser,
kvalitetskontrollorganismer og laboratorieutstyr etter behov.

Progvetyper

Se lab-prosedyrer for detaljer om prosedyrer for prgvesamling og handtering ved klinisk bruk.
Dette mediet brukes for isolering av Escherichia coli 0157:H7 fra avferingsprever eller praver pa
bomullspinne fra rektum pa pasienter som mistenkes a veere infisert med denne organismen.
For testing av landbruksmatvarer skal gjeldende standardmetoder for detaljer om
proveforberedelse og -behandling fglges i henhold til pravetypen og geografisk sted.

Se ogsa FUNKSJONSDATA OG PROSEDYRENS BEGRENSNINGER.

Testprosedyre

Bruk aseptiske teknikker. Agar-overflaten skal veere jevn og fuktig, men uten for mye fuktighet.
Sa snart som mulig etter at kliniske prgver mottas av laboratoriet, skal de inokuleres pa en

BBL CHROMagar 0157-skal, og strykes ut for isolering. Hvis praven kultiveres fra en
bomullspinne, kan den rulles over et lite omrade av agaroverflaten ved kanten av skalen, og
deretter strykes ut fra dette omradet med en gse. Agarskalene kan alternativt inokuleres fra
presanrikningsmedier. Inkuber skalene aerobt ved 35 + 2 °C i 18-24 timer, i snudd stilling (agar-
siden opp). Andre medier, som BD MacConkey Il Agar, kan ogsa inokuleres for & pavise andre
tarmpatogener.

Se gjeldende referanser og falg gjeldende standardmetoder for matvareprgver. Inokuler
inkuberte, anrikete vekstmedier eller screenede matvareprgvepartikler pA BBL CHROMagar
0157 og stryk ut for isolering. Inkuber skalene aerobt ved 35 + 2 °C i 18-24 timer, i snudd stilling
(agar-siden opp).

Resultater

Etter korrekt inkubering skal skalene avleses mot en hvit bakgrunn. E. coli O157:H7 vil

produsere rosa-lilla kolonier p4 mediet BBL CHROMagar O157. Alle rosa-lilla kolonier ma
bekreftes biokjemisk og/eller serologisk far rapportering av E. coli 0157:H7.%%*® Gram-positive
organismer bgr veere fullstendig hemmet. Andre Gram-negative organismer enn E. coli O157:H7,
vil enten veere hemmet eller produsere fargelgse, bla, grenne, blagranne (aqua) kolonier, eller
kolonier med naturlig farge.

FUNKSJONSDATA OG PROSEDYRENS BEGRENSNINGER
BD CHROMagar 0157 er et kromogent medium for selektiv isolering og presumptiv
identifisering av E. coli 0157:H7 fra kliniske pr@ver, matvare-, veteringer- og miljgprgver.

Funksjonsresultater'?

Klinisk testing: Totalt 110 frosne avfgringsisolater og 16 avfgringskulturer (10 ferske og

6 arkiverte) ble evaluert ved et sykehus i en storby med BBL CHROMagar 0157, Sorbitol
MacConkey (SMAC) og Sorbitol MacConkey med cefiksim og telluritt (SMAC-CT). De frosne
avfgringsisolatene bestod av 50 E. coli 0157:H7, 15 E. coli non-O157, 8 Shiga-toksinpositive
E. coli non-0157 og 37 andre Enterobacteriaceae og ikke-fermentative, gram-negative staver.
Sju av de 16 avfgringsprgvene som ble testet, ble funnet positive for E. coli 0157:H7. Fglgende
sensitiviteter og spesifisiteter ble funnet:

Sensitivitet (nr) Spesifisitet (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)

Testing av landbruksmatvarer
BBL CHROMagar 0157 ble godkjent av AOAC-Research Institute under Performance Tested
Methods Programmet.’? BBL CHROMagar 0157 ble evaluert for pavisning av E. coli 0157:H7 i
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ra kjgttdeig og upasteurisert eplesider med utsadde praver. Gjenfinnelsen av E. coli 0157:H7 pa
BBL CHROMagar 0157 ble sammenlignet med FDA BAM, USDA FSIS og ISO referansemedia.
Referansen anbefalte anrikning, og screening-prosedyrene ble fulgt for referansemediene og
BBL CHROMagar O157. Immunomagnetisk separering (IMS) ble utfart i samsvar med
metodene USDA og ISO. Av de 180 testede matvareprgvene, ble 45 testet med metodene FDA
BAM og USDA FSIS, og 90 ble tested med ISO-metodene. BBL CHROMagar 0157 ga en
sensitivitet pa 100 % og spesifisitet pa 100 %, sammenlignet med referansemetodene for begge
matvarematrisene. Det ble ikke funnet falske negative i testene av matvarematrisene. Det ble
ikke funnet statistisk forskjell i gjenfinnelse med BBL CHROMagar O157-metoden,
sammenlignet med referansemediene, basert pa Chi-square-analyse. Kjente isolater, inkludert
54 stammer av E. coli 0157:H7 (hvorav 3 var ubevegelige stammer) og 32 non-E. coli O157:H7-
stammer, ble evaluert pA BBL CHROMagar 0157 med sensitivitet og spesifisitet pa 100 %.
Resultatene av disse studiene viser at BBL CHROMagar O157 er et effektivt medium for
gjenfinnelse og pavisning av E. coli 0157:H7 i ra kjettdeig og upasteurisert eplesider med
metodene FDA BAM, USDA FSIS og ISO. Se tabell 1 for oppsummering av resultatene fra
sammenligningsstudien for godkjenningsmetoder.

Tabell 1: Oppsummering av resultater fra sammenligning av godkjenningsmetodene
Matvare Metode | Inokulering | Totalt antall Positive Referanse, | CHROMagar | Metodeavta | Chi-Square®
Matrise sniva prover totalt positive 0157- le*

positive
R kjgttdeig USDA Hoy 20 15 12 15 85% "~ 1.33
Beef Lav 20 13 10 13 85 % ° 1.33
Kontroll 5 0 0 0 - -
R kjgttdeig ISO- Hoy 20 17 16 17 95 % ° 0,00
beef Lav 20 10 9 10 95 % 2 0,00
Kontroll 5 0 0 0 - -
Upasterurisert I1ISO- Hay 20 19 19 19 100 % 0,00
eplesider sider Lav 20 14 14 14 100 % 0,00
Kontroll 5 0 0 0 - -
Upasterurisert FDA- Hay 20 13 13 13 100 % 0,00
eplesider sider Lav 20 10 10 10 100 % 0,00
Kontroll 5 0 0 0 - -

Star for prosentandelen av bekreftede positive og negative praver, kombinert, som var ekvivalente mellom
referansen og BBL CHROMagar O157-metodene.
2 Ytterligere positive prever, pavist med BBL CHROMagar O157-metoden: 3 ytterligere positive resultater ved testing
av ra kjgttdeig med USDA-/FSIS-metodene og 1 ytterligere positiv ved testing av ra kjgttdeig med 1SO-metoden.
3 Chi-square-verdier pa < 3,84 indikerer ingen signifikant forskjell ved p < 0,05.

Prosedyrens begrensninger

BBL CHROMagar 0157 paviser ikke andre enterohemorrhagiske eller enteropatogene
serotyper av E. coli enn 0157:H7, da disse kan vaere biokjemisk ulike. 3-glucuronidase-positive
stammer av E. coli 0157:H7 vil ikke bli pavist pa BBL CHROMagar O157. Disse stammene er
imidlertid sjeldne.

BBL CHROMagar 0157 differensierer ikke mellom toksinproduserende og ikke-
toksinproduserende stammer av E. coli 0157:H7.

Andre organismer enn E. coli 0157:H7, som Proteus spp. kan vokse pa dette mediet, de
produserer imidlertid vanligvis en annen farge. Dersom det pavises ikke-isolerte, rosa-lilla
kolonier, kan isolering oppnas ved subkultivering til en annen BBL CHROMagar O157-skal.
Sjeldne stammer av E. coli (biokjemiske lik Shigella) er funnet & produsere falske, positive
resultater pA BBL CHROMagar O157. Inkubering ved lavere temperaturer enn anbefalt kan
forsinke pavisingen av positive reaksjoner. Hvis inkuberingstemperaturen er lavere enn 35 + 2
°C, bar skalene inkuberes i hele 24 timer far de rapporteres som negative.*?
Konfirmasjonstester er ngdvendig for definitiv identifikasjon.*>*°

Dette mediet ma ikke brukes for isolering av andre tarmpatogener enn E. coli O157:H7.
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EMBALLASJE/BESTILLING
BD CHROMagar 0157 Medium
Kat. nr 254105 Ferdiglagde agarskaler, 20 stk.

YTTERLIGERE INFORMASJON
Kontakt din lokale BD-representant for ytterligere informasjon.

d 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 Germanv@europe.bd.com

BD Diagnostic Systems Europe

Becton Dickinson France SA

11 rue Aristide Bergeés

38800 Le Pont de Claix/France

Tel: +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.

© 2006 BD.
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