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PRZEZNACZENIE

BBL CHROMagar 0157 jest selektywnym podtoZzem przeznaczonym do izolacji, réznicowania i
wstepnej identyfikacji Escherichia coli O157:H7 ze zrddet klinicznych, weterynaryjnych,
pokarmowych i sSrodowiskowych.

Podiloze BBL CHROMagar O157 zostato zatwierdzone przez instytut AOAC-Research Institute
w ramach programu Performance Tested Methods®" do analizy probek surowego mielonego
miesa wo’r?gvego i niepasteryzowanego cydru jablkowego metodami FDA BAM, USDA FSIS
oraz ISO. -

ZASADY | OBJASNIENIE PROCEDURY

Metoda mikrobiologiczna.

E. coli 0157:H7 jest patogenem izolowanym najczesciej z krwawych stolcow.*® Jednak brak
krwawej biegunki nie wyklucza obecnosci E. coli 0157:H7.” Ten serotyp wywotuje szereg
réznych choréb, od tagodnej, niekrwawej biegunki po ciezkie biegunki krwawe (krwotoczne
zapalenie okreznicy), zespot hemolityczno-mocznicowy i zgon.*® W wielu regionach i grupach
wiekowych poziom izolacji E. coli O157:H7 przekracza poziom izolacji innych patogenéw
jelitowych, zwtaszcza z rodzaju Shigella. Patogeny sg przenoszone najczesciej wskutek
spozycia surowego lub niedogotowanego miesa wotowego; mozliwe jest takze przenoszenie
przez inne rodzaje pokarméw. “® Ponadto mozliwe jest przenoszenie bezposrednio z cztowieka
na cziowieka, a takze przez zbiorniki wody rekreacyjnej. “°

Podloze CHROMagar O157 jest przeznaczone do izolacji, réznicowania i wstepnej identyfikacji
szczepow E. coli O157:H7. Ze wzgledu na obecnos¢ w podtozu substratéw chromogennych,
kolonie E. coli O157:H7 dajg zabarwienie rozowofioletowe, pozwalajgc tym samym na wstepng
izolacje kolonii na ptytce do pierwotnego izolowania oraz odréznienie ich od innych
drobnoustrojéw. W prébkach z niewielkg liczba drobnoustrojow E. coli O157:H7 wskazane moze
byé zastosowanie technik wzbogacania przed posianiem podtoza.

Podioze CHROMagar O157 zostato pierwotnie opracowane przez A. Rambacha, CHROMagar,
Paryz, Francja. Firma BD, na mocy umowy licencyjnej, zoptymalizowata te formute, korzystajac
z wtasnych zastrzezonych rozwigzah uzywanych do wytwarzania gotowego podioza na ptytkach
BBL CHROMagar O157.

Sktadnikami odzywczymi sg specjalnie wyselekcjonowane peptony Difco. Dodatek telluranu
potasu, cefiksymu i cefsulodyny ogranicza liczbe wzrastajgcych na tym podtozu bakterii innych
niz E. coli O157:H7. Mieszanka chromogenéw sktada sie ze sztucznych substratéw
(chromogenow), ktére w wyniku rozktadu przez okreslone enzymy tworzg nierozpuszczalne,
barwne zwiagzki. E. coli O157:H7 wykorzystujg jeden z substratéw chromogennych, tworzac
rézowofioletowe kolonie. Wzrost rézowofioletowych kolonii na podtozu BBL CHROMagar O157

*PRZEDSTAWIONE PRZEZ PRODUCENTA PROBKI TEGO ZESTAWU TESTOWEGO ZOSTALY NIEZALEZNIE
PRZEBADANE PRZEZ INSTYTUT AOAC | W WYNIKU TYCH BADAN STWIERDZONO, ZE DZIALAJA ONE
ZGODNIE ZE SPECYFIKACJA PODANA PRZEZ PRODUCENTA W ULOTCE OPISOWEJ ZESTAWU
TESTOWEGO. PRODUCENT ZASWIADCZA, ZE TEN ZESTAW JEST POD KAZDYM WZGLEDEM ZGODNY ZE
SPECYFIKACJA BADANA PRZEZ INSTYTUT AOAC OPISANA W SWIADECTWIE NUMER 090501 Z BADANIA
METODA Performance Tested Methods®".
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oznacza wstepng identyfikacje E. coli O157:H7. Bakterie inne niz E. coli O157:H7 moga
wykorzystywac inne substraty chromogenne, tworzac kolonie zabarwione na kolor od
niebieskiego do niebieskozielonego, natomiast jesli substraty chromogenne nie zostang
wykorzystane, wytworzone kolonie majg kolor naturalny. Utatwia to wykrywanie i r6znicowanie
szczepow E. coli O157:H7 od innych drobnoustrojow.

ODCZYNNIKI
BD CHROMagar 0157 Medium

Przyblizony sktad* w przeliczeniu na 1 litr wody oczyszczonej

Chromopepton 16,0 g
Chlorek sodu 7049
Mieszanka chromogendw 0,659
Telluran potasu 2,5mg
Cefiksym 0,05 mg
Cefsulodyna 4,0 mg
Agar 14,09
pH:7,1+£0,2

*Dostosowany i (lub) uzupetniony zgodnie z wymaganiami w celu spetnienia kryteriow
wydajnosci.

SRODKI OSTROZNOSCI

. Wylacznie do zastosowan profesjonalnych.

W razie zaobserwowania nadmiernego zawilgocenia nalezy wysuszy¢ dolng powierzchnie ptytki
na powietrzu, aby nie dopusci¢ do powstawania warstwy wody miedzy gorng a dolng czescig
ptytki w trakcie inkubaciji. Chroni¢ przed swiattem podczas suszenia. Patrz WARUNKI | OKRES
PRZECHOWYWANIA.

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

W prébkach moga by¢ obecne drobnoustroje patogenne, takie jak wirusy zapalenia watroby i
wirus HIV. Podczas pracy z materiatami skazonymi krwig i innymi ptynami ustrojowym nalezy
przestrzegaé ,Standardowych $rodkéw ostroznosci”® "' oraz wytycznych obowigzujacych w
danej placéwce.

W prébkach pokarmu moga by¢ obecne drobnoustroje patogenne, takie jak E. coli O157.
Podczas wykonywania wszystkich procedur nalezy przestrzegac zasad aseptyki i
obowigzujgcych srodkow ostroznosci, dotyczacych zagrozenia mikrobiologicznego.

Uzywane ptytki z preparatami, pojemniki na probki oraz inne materiaty skazone nalezy przed
wyrzuceniem poddac sterylizacji w autoklawie.

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 przechowywaé w ciemnym pomieszczeniu, w temperaturze od 2 do 8 °C,
w oryginalnych opakowaniach w formie rekawa, az do momentu uzycia. Nie zamrazaé i nie
przegrzewac. Nie otwiera¢ do chwili uzycia. Plytki nalezy wykorzysta¢ do posiewu bakterii przed
uptywem daty waznosci (zobacz etykiete na opakowaniu) i inkubowac¢ zgodnie z zalecanymi
czasami inkubacji. Przed posiewem ogrza¢ podfoze do temperatury pokojowe;j.

Piytki z otwartego opakowania zawierajgcego 10 ptytek mogq zostac¢ uzyte w ciggu tygodnia
pod warunkiem przechowywania w czystym miejscu, w temperaturze od 2 do 8 °C. Przed
inkubacjg oraz podczas niej nalezy ograniczy¢ do minimum ekspozycje na swiatto, gdyz moze
ono zniszczy¢ uktad chromogenéw.

KONTROLA JAKOSCI PRZEZ UZYTKOWNIKA

Sprawdzi¢ zachowanie hodowli, wykonujac na reprezentatywnych prébkach podtoza posiew
czystych kultur stabilnych szczepéw kontrolnych, dajgcych znane, prawidtowe reakcje
(szczegdtowe informacje zawiera dokument OGOLNE INSTRUKCJE DOTYCZACE
STOSOWANIA). Zaleca sie korzystanie ze szczepdw testowych wymienionych w ponizszej
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Tabeli. Inkubowa¢ w atmosferze tlenowej, przez okres 18-24 h, w temperaturze 35 + 2 °C, w
zacienionym miejscu.

Szczepy bakteryjne Wzrost

Escherichia coli O157:H7 Wzrost dos¢ dobry do bardzo dobrego. Kolonie

ATCC 700728 (=NCTC 12900) szarofioletowe do rézowofioletowych

Escherichia coli ATCC 25922 Czesciowe lub catkowite zahamowanie wzrostu; kolonie
niebieskozielone; mogg wystepowac niebieskozielone
obwodki

Enterobacter cloacae ATCC 13047 Wzrost: kolonie niebieskozielone lub niebieskie

Bez posiewu Bezbarwne do jasnobezowego, przejrzyste

Nalezy postepowaé zgodnie z obowigzujgcymi wymogami kontroli jakosci, wynikajgcymi z
przepisow miejscowych, krajowych i (lub) federalnych, wymogami akredytacji i rutynowymi
procedurami kontroli jako$ci w danym laboratorium. Zaleca sie, aby uzytkownicy kliniczni
stosowali sie do odpowiednich zalecen amerykanskiego Instytutu Standardéw Klinicznych i
Laboratoryjnych (ang. Clinical and Laboratory Standards Institute, dawniej NCCLS) i
dotyczacych sposobdw kontroli jakosci.

PROCEDURA

Dostarczane materiaty

Podloze BD CHROMagar 0157 Medium (ptytki Stacker o $r. 90 mm). Sprawdzane pod
wzgledem obecnosci drobnoustrojéw.

Materialy wymagane, ale niedostarczane: Pomocnicze pozywki hodowlane, odczynniki,
szczepy do kontroli jakosci i pozostate wyposazenie laboratoryjne zgodnie z wymaganiami.

Typy probek

Szczegoétowe informacje na temat pobierania prébek i postepowania z nimi w praktyce klinicznej
mozna znalez¢ w stosownej literaturze. To podtoze stuzy do izolacji Escherichia coli O157:H7 z
prébek katu lub wymazdéw z odbytu pacjentow, u ktoérych podejrzewa sie zakazenie tym
patogenem.

W badaniach zywno$ci nalezy stosowac odpowiednie standardowe metody przygotowywania
probek i postepowania z nimi, wtasciwe dla typu probki i potozenia geograficznego.

Zobacz takze CHARAKTERYSTYKA WYNIKOW | OGRANICZENIA DOTYCZACE
PROCEDURY.

Procedura badania

Stosowac techniki aseptyczne. Powierzchnia podtoza agarowego powinna by¢ gtadka i wilgotna,
lecz bez nadmiernej wilgoci.

W przypadku prébek klinicznych po dostarczeniu probki do laboratorium nalezy jak najszybciej
wykonac posiew, rozprowadzajac probke na ptytce z podiozem BBL CHROMagar O157. Jezeli
probka jest hodowana bezposrednio z wymazowki, nalezy przetoczy¢ wymazowke po niewielkiej
powierzchni na krawedzi ptytki, a nastepnie rozprowadzi¢ materiat ezg z tego obszaru. Posiew
na ptytkach mozna tez wykona¢ ze wstepnych namnozen. Plytki nalezy inkubowaé w atmosferze
tlenowej, w temperaturze 35 + 2 °C przez 18-24 h, w potozeniu odwréconym (strong z agarem
do gory). Niekiedy celowe jest wykonanie posiewu takze na innych podiozach, takich jak

BD MacConkey Il Agar, co umozliwi detekcje ewentualnych innych patogendw jelitowych.

W przypadku prébek zywnosci nalezy stosowa¢ odpowiednie metody standardowe opisane w
pismiennictwie. Posiac¢ probke inkubowang z pozywkg do namnazania lub drobine badanego
pokarmu na podioze BBL CHROMagar O157 i rozprowadzi¢. Ptytki nalezy inkubowac w
atmosferze tlenowej, w temperaturze 35 + 2 °C przez 18-24 h, w potozeniu odwréconym (strong
z agarem do gory).

Wyniki

Po wtasciwej inkubacji ptytki odczytac, poréwnujgac z biatym ttem. E. coli O157:H7 tworzy na
pozywce CHROMagar O157 kolonie o zabarwieniu rozowofioletowym. Przed zgtoszeniem
dodatniego wyniku testu na obecnos¢ E. coli O157:H7 wszystkie kolonie o zabarwieniu
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rézowofioletowym nalezy dodatkowo zweryfikowaé biochemicznie i/lub serologicznie."?>®

Wzrost drobnoustrojow Gram-dodatnich powinien by¢ catkowicie zahamowany. Wzrost
drobnoustrojow Gram-ujemnych innych niz E. coli 0157:H7 bedzie zahamowany lub bedzie
skutkowat rozwojem kolonii bezbarwnych, niebieskich, zielonych, niebieskozielonych
(wodnistych) lub w kolorze naturalnym.

CHARAKTERYSTYKA WYNIKOW | OGRANICZENIA DOTYCZACE PROCEDURY
BD CHROMagar 0157 jest chromogennym podtozem przeznaczonym do selektywnej izolacji i
wstepnej identyfikacji szczepdw E. coli O157:H7 ze Zrodet klinicznych, weterynaryjnych,
pokarmowych i sSrodowiskowych.

Wyniki badan skutecznosci'?

Badanie probek klinicznych: W szpitalu miejskim przebadano tgcznie 110 zamrozonych
izolatow z katu i 16 posiewodw ze stolca (10 swiezych i 6 przechowywanych) przy uzyciu podtozy
BBL CHROMagar 0157, Sorbitol MacConkey (SMAC) oraz Sorbitol MacConkey with Cefixime
and Tellurite (SMAC-CT). 50 sposréd zamrozonych izolatéw z katu zawierato E. coli O157:H7,
15 zawierato E. coli ze szczepow innych niz 0157, 8 zawierato E. coli ze szczepdw innych niz
0157 wytwarzajgcych toksyny Shiga, zas pozostate 37 zawierato inne Enterobacteriaceae i
niefermentacyjne pateczki Gram-ujemne. W siedmiu na 16 badanych prébek stolca wykryto
obecnosc¢ E. coli 0157:H7. Uzyskano nastepujace czutosci i poziomy swoistosci:

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

Badanie zywnosci

Podiloze BBL CHROMagar O157 zostato zatwierdzone przez AOAC-Research Institute w
ramach programu Performance Tested Methods.'? Poditoze BBL CHROMagar O157 oceniano
pod katem skutecznosci wykrywania E. coli O157:H7 w surowym mielonym miesie wotowym i
niepasteryzowanym cydrze jabtkowym przy uzyciu prébek zaszczepionych. Odzysk E. coli
0157:H7 na podtozu BBL CHROMagar O157 poréwnywano z wynikami uzyskiwanymi na
pozywkach na ptytkach bedacych podtozami referencyjnymi dla metod FDA BAM, USDA FSIS i
ISO. Zaréwno w przypadku podtozy referencyjnych, jak i BBL CHROMagar 0157, stosowano
zalecane procedury namnazania i badan przesiewowych. Separacje immunomagnetyczng (IMS)
przeprowadzono wedtug metod USDA i ISO. Sposrdd 180 przebadanych probek pozywienia, 45
badano metodami FDA BAM i USDA FSIS, a 90 badano metodami ISO. Podtoze BBL
CHROMagar O157 w poréwnaniu z metodami referencyjnymi charakteryzowato sie czutoscig na
poziomie 100 % i swoistoscig na poziomie 100 % dla obu macierzy probek pokarmowych. W
badaniu macierzy probek pokarmowych nie stwierdzono fatszywych wynikow ujemnych. W
wyniku testu Chi-kwadrat nie stwierdzono réznic statystycznych miedzy odzyskiem metodg BBL
CHROMagar 0157 a odzyskiem na referencyjnych pozywkach na ptytkach. Na podtozu BBL
CHROMagar 0157 badano znane izolaty, w tym 54 szczepy E. coli O157:H7 (w tym 3
nieruchome) i 32 szczepy inne niz E. coli 0157:H7, uzyskujac czutos¢ i swoisto$¢ na poziomie
100%. Wyniki tych badan dowodzg, ze BBL CHROMagar 0157 jest skutecznym podfozem do
odzysku i wykrywania E. coli O157:H7 w prébkach surowego mielonego miesa wotowego i
niepasteryzowanego cydru jabtkowego metodami FDA BAM, USDA FSIS i ISO. Tabela 1
zawiera podsumowanie wynikow weryfikacji z podziatem na poszczegdine metody.
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Tabela 1: Podsumowanie wynikéw weryfikacji z podziatem na poszczegéine metody

Macierz Metoda Stezenie taczna taczna Dodatnie w | Dodatnie na | Zgodnos¢ Chi-
prébek inokulum liczba liczba metodzie CHROMagar metod’ kwadrat®
pokarmowych prébek dodatnich | referencyjnej 0157

Surowe USDA: Wysokie 20 15 12 15 85 %" 1,33
mielone mieso wotowina Niskie 20 13 10 13 85 %’ 1,33
wotowe Kontrola 5 0 0 0 - -
Surowe 1SO: Wysokie 20 17 16 17 95 %" 0,00
mielone mieso wotowina Niskie 20 10 9 10 95 %”° 0,00
wotowe Kontrola 5 0 0 0 - -
Niepasteryzow | ISO: cydr | Wysokie 20 19 19 19 100 % 0,00
any cydr Niskie 20 14 14 14 100 % 0,00
jabtkowy Kontrola 5 0 0 0 - -
Niepasteryzow | FDA: cydr | Wysokie 20 13 13 13 100 % 0,00
any cydr Niskie 20 10 10 10 100 % 0,00
jabtkowy Kontrola 5 0 0 0 - -

" Oznacza odsetek potwierdzonych wynikéw dodatnich i ujemnych (tacznie), ktore byly takie same w metodach
referencyjnych i w metodzie BBL CHROMagar O157.

2 Dodatkowe wyniki dodatnie uzyskane metodg BBL CHROMagar 0157: 3 dodatkowe dodatnie probki surowego
mielonego miesa wotowego w poréwnaniu z metodg USDA/FSIS i 1 dodatkowa dodatnia probka w poréwnaniu z
metoda ISO.

® Wartosci Chi-kwadrat < 3,84 oznaczajg brak znamiennej statystycznie réznicy przy p<0,05.

Ograniczenia procedury

Podiloze BBL CHROMagar O157 nie umozliwia wykrywania innych niz O157:H7 serotypéw

E. coli wywotujgcych krwotoki i enteropatie, poniewaz mogg one rézni¢ sie pod wzgledem
biochemicznym. Szczepy E. coli O157:H7 dodatnie pod wzgledem aktywnosci 3-glukoronidazy
nie bedg wykrywane na podtozu BBL CHROMagar O157; szczepy takie wystepujg jednak
rzadko.

Podioze BD CHROMagar 0157 nie daje mozliwosci odréznienia szczepow E. coli O157:H7
wytwarzajgcych toksyny od szczepow, ktére ich nie wytwarzaja.

Na opisywanym podtozu mogq wzrasta¢ drobnoustroje inne niz E. coli O157:H7, takie jak
Proteus spp.; z reguty jednak kolonie takich drobnoustrojow majg inne zabarwienia. W razie
zaobserwowania nieizolowanych kolonii fioletowor6zowych mozliwe jest uzyskanie izolacji
poprzez wykonanie kolejnego posiewu na inng ptytke BBL CHROMagar O157. Donoszono o
rzadko wystepujgcych szczepach E. coli (pod wzgledem biochemicznym podobnych do rodzaju
Shigella) dajacych na podiozu BBL CHROMagar O157 wyniki fatszywie dodatnie. Inkubacja w
temperaturach nizszych od zalecanych moze op6zni¢ wykrycie reakcji dodatnich. Jesli
temperatura inkubacji jest nizsza od 35 + 2 °C, ptytki nalezy inkubowac przez peine 24 h;
dopiero po tym czasie mozliwe jest stwierdzenie wyniku ujemnego.'?
Ostateczna identyfikacja wymaga potwierdzenia dodatkowymi badaniami.
Nie nalezy uzywac¢ tego podioza do izolacji patogenoéw jelitowych innych niz E. coli O157:H7.

1-3,6
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PAKOWANIE / DOSTEPNOSC
BD CHROMagar 0157 Medium
Nr kat. 254105 Gotowe podioza na ptytkach hodowlanych, po 20 sztuk

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

“ Becton Dickinson GmbH
BD Diagnostic Systems
Tullastrasse 8 — 12
D-69126 Heidelberg/Niemcy
Tel.: +49-62 21-30 50 Faks: +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

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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