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UTILIZARE SPECIFICA

BBL CHROMagar 0157 este un mediu selectiv pentru izolare, diferentiere si identificare
prezumtiva a Escherichia coli O157:H7 din surse clinice, alimentare, veterinare si ambientale.
BBL CHROMagar O157 a fost validat de Institutul de cercetare AOAC™ in programul
Performance Tested Methods®™ pentru a analiza carnea cruda tocata de vita si sucul de mere
nepasteurizat atunci cand se utilizeazd metodele FDA BAM, USDA FSIS si 1ISO.™?

PRINCIPIILE SI EXPLICATIILE PROCEDURII

Metoda microbiologica.

E. coli 0157:H7 este agentul patogen cel mai frecvent izolat din materiile fecale cu sange.*®
Totusi, absenta diareei cu sange nu exclude prezenta E. coli 0157:H7.” Acest serotip determina
0 gama larga de boli, care variaza de la diaree usoara fara sange pana la diaree severa cu
sange (colitd hemoragicd), sindrom hemolitic uremic si moarte.*® Izolarea E. coli 0157:H7
depaseste pe cea a altor patogeni enterici comuni, in special Shigella, in multe zone geografice
si pe diferite grupe de varsta. Cel mai frecvent transmiterea se realizeaza prin ingerarea de
carne de vita cruda sau insuficient preparata; au fost implicate de asemenea si alte tipuri de
alimente.*® Tn plus, transmiterea se poate produce de la o persoani la alta, dar si din surse de
apa recreationale.*®

CHROMagar 0157 este realizat pentru izolarea, diferentierea si identificarea prezumtiva a

E. coli O157:H7. Datorita substraturilor cromogenice din mediu, coloniile de E. coli O157:H7
produc o culoare mov, permitand astfel identificarea prezumtiva pe placa de izolare primara si
diferentierea de alte organisme. In probele cu un numar mic de E. coli 0157:H7, metodele de
imbogatire pot fi de ajutor Thainte de inocularea mediului.

CHROMagar 0157 a fost realizat initial de A. Rambach, CHROMagar, Paris, Franta. BD, sub un
acord de licenta, a optimizat aceasta formulare utilizadnd proprietatea intelectuala a initiatorului
utilizata in producerea mediului BBL CHROMagar O157 preparat pe placi.

Peptonele special selectate Difco furnizeaza nutrientii. Aditia de telurit de potasiu, cefixim gi
cefsulodin reduce numarul de bacterii, altele decat E. coli O157:H7 care cresc pe acest mediu.
Amestecul cromgen este alcatuit din substraturi (cromogeni), care elibereaza un compus colorat,
insolubil atunci cand este hidrolizat de o enzima specifica. E. coli O157:H7 utilizeaza unul din
substraturile cromogenice producand colonii de culoare mov. Cresterea coloniilor mov este
considerata prezumtiva pentru E. coli 0157:H7 pe mediul BBL CHROMagar O157. Bacteriile
non-E. coli 0157:H7 pot utiliza alte substraturi cromogenice rezultand colonii colorate in albastru
spre albastru-verzui sau daca nici unul din substraturile cromogenice nu este utilizat, coloniile
pot aparea in culoarea lor naturald. Aceasta faciliteaza detectarea si diferentierea E. coli
0157:H7 de alte organisme.

*ESANTIOANE DIN ACEST MODEL DE KIT DE TESTARE AU FOST FURNIZATE DE CATRE PRODUCATOR IN
VEDEREA EVALUARII INDEPENDENTE LA AOAC RESEARCH INSTITUTE UNDE S-A CONSTATAT CA ACESTEA
CORESPUND SPECIFICATIILOR CONFORM DECLARATIILOR DIN PROSPECTUL KITULUI. PRODUCATORUL
CERTIFICA CONFORMAREA DE CATRE ACEST KIT DIN TOATE PUNCTELE DE VEDERE LA SPECIFICATIILE
EVALUATE DE CATRE AOAC RESEARCH INSTITUTE ASA CUM ESTE DETALIAT N CERTIFICATUL
Performance Tested Methods®™ NUMARUL 090501.
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REACTIVI
BD CHROMagar 0157 Medium

Formula* aproximativa pentru un litru de apa purificata
Cromopeptona 16,0 g
Clorura de sodiu 7049
Amestec cromogen 0,659
Telurit de potasiu 2,5mg
Cefixim 0,05 mg
Cefsulodin 4,0 mg
Agar 14,09

pH: 7,1£0,2

*Ajustata si/sau suplimentata dupa cum este necesar pentru a indeplini criteriile de performanta.

PRECAUTII

. Numai pentru uz profesional.

Daca se observa umiditate excesiva, rasturnati placa peste capac si lasati-o la uscat pentru a
preveni etangeizarea placii in timpul incubatiei. Feriti de lumina Tn timpul uscarii. Consultati
DEPOZITAREA S| DURATA DE DEPOZITARE.

Nu utilizati placile daca prezintad semne de contaminare microbiana, decolorare, deshidratare,
fisuri sau alte semne de deteriorare.

n esantioanele clinice pot fi prezente microorganisme patogene, inclusiv virusurile hepatitice si
virusul imunodeficientei umane. La manevrarea tuturor elementelor contaminate cu sange si
alte lichide biologice trebuie respectate precautiile standard®'" i regulamentul institutiei.
Microorganismele patogene, inclusiv E. coli 0157, pot fi prezente in probele alimentare. In
timpul tuturor procedurilor, respectati tehnicile de asepsie si precautiile impotriva riscurilor
microbiologice.

Dupa utilizare, placile preparate, recipientele probelor si alte materiale contaminate trebuie
sterilizate prin autoclavare, inainte de a fi aruncate.

Consultati documentul INSTRUCTIUNI GENERALE DE UTILIZARE pentru detalii referitoare la
procedurile de manipulare aseptica, riscurile biologice si inlaturarea produselor utilizate.

DEPOZITAREA $1 DURATA DE DEPOZITARE

La receptie, depozitati placile la intuneric la 2 pana la 8°C, in ambalajul original pana in
momentul utilizarii. Evitati congelarea sau supraincalzirea. Deschideti numai inainte de
utilizare. Placile pot fi inoculate péana la expirarea termenului de valabilitate (consultati eticheta
ambalajului) si pot fi incubate pentru perioadele recomandate de incubare. Lasati mediul sa
ajunga la temperatura camerei inainte de inoculare.

Placile dintr-un teanc de 10 placi desfacut pot fi utilizate timp de o saptamana daca sunt
depozitate intr-o zona curata intre 2 gi 8°C. Evitati expunerea la lumina atéat inainte cat si in
timpul incubatiei, deoarece lumina poate distruge cromogenii.

CONTROLUL CALITA]’II EFECTUAT DE UTILIZATOR

Verificati performanta prin inocularea unor culturi pure de organisme martor stabile,
producatoare de reactii cunoscute gi de referinta, pe esantioane reprezentative de placi (pentru
informatii suplimentare, consultati documentul INSTRUCTIUNI GENERALE DE UTILIZARE) .
Pentru testare sunt recomandate tulpinile mentionate in tabelul de mai jos. Incubati in mediu
aerob timp de 18 pana la 24 de ore, la o temperatura de 35 + 2°C, la intuneric.

StrainsTulpini Rezultate de crestere

Escherichia coli O157:H7 Crestere acceptabila spre excelenta. Colonii gri violet spre

ATCC 700728 (=NCTC 12900) trandafirii-violet (= mov)

Escherichia coli ATCC 25922 Inhibitie partiala spre completa; colonii albastre-verzui; pot fi
inconjurate de un halou albastru-verzui

Enterobacter cloacae ATCC 13047 Crestere: colonii albastru-verzui spre albastru

Neinoculat Incolor pana la bej deschis, transparent
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Cerintele controlului de calitate trebuie realizate conform reglementarilor aplicate local, national
si/sau federal sau cerintelor de acreditare si procedurilor de laborator standard pentru controlul
de calitate. Se recomanda ca utilizatorul clinic sa apeleze la ghidurile adecvate Clinical and
Laboratory Standards Institute (fost NCCLS) pentru tehnici adecvate ale controlului calitatii.

PROCEDURA
Materiale furnizate
BD CHROMagar 0157 Medium (placi Stacker de 90 mm). Controlate microbiologic.

Materiale necesare, dar nefurnizate: Medii de cultura auxiliare, reactivi, organisme pentru
controlul de calitate si echipament de laborator conform cerintelor.

Tipuri de probe

Pentru uz clinic, consultati procedurile de laborator pentru detalii referitoare la metodele de
colectare si manipulare a probelor. Acest mediu este folosit pentru izolarea Escherichia coli
0157:H7 din probe de materii fecale sau tampoane rectale de la pacientii suspectati de infectia
cu acest agent patogen.

Pentru testarea produselor agroalimentare, urmati metodele standard adecvate pentru detalii
privind prepararea gi prelucrarea probei in concordanta cu tipul probei si zona geografica.

De asemenea, consultati CARACTERISTICI DE PERFORMAN]’A S| LIMITARILE
PROCEDURII,

Procedura de testare

Respectati tehnicile de asepsie. Suprafata de agar trebuie sa fie omogena si umeda, dar nu
excesiv de umeda.

Pentru probele clinice, cat mai repede posibil dupa primirea in laborator, inoculati pe placa BBL
CHROMagar 0157 si insamantati pentru izolare. Daca proba este cultivata direct dintr-un
tampon, rotiti tamponul pe o arie mica la marginea suprafetei, apoi insamantati din aceasta arie
cu o ansa. Ca metoda alternativa, placile pot fi inoculate de la agenti imbogatiti in prealabil.
Incubati placile Tn mediu aerob la 35 £ 2°C timp de 18-24 h intr-o pozitie inversata (partea cu
agar in sus). Alte medii, cum ar fi BD MacConkey Il Agar, pot fi de asemenea inoculate pentru
a asigura detectarea altor agenti patogeni enterici.

Pentru probele alimentare, consultati referintele corespunzatoare si urmati metodele aplicabile,
standard. Inoculati bulion incubat si imbogatit sau particule de probe alimentare testate pe BBL
CHROMagar O157 si insamantati pentru izolare. Incubati placile in mediu aerob la 35 + 2°C
timp de 18-24 h intr-o pozitie inversata (partea cu agar in sus).

Rezultate

Dupa o incubare corespunzatoare, cititi placile pe un fond alb. E. coli O157:H7 va forma colonii
colorate in mov pe mediul BBL CHROMagar O157. Toate coloniile colorate in mov trebuie
confirmate din punct de vedere biochimic si/sau serologic inainte de a fi raportate ca E. coli
0157:H7."?3® Organismele gram-pozitive trebuie sa fie inhibate complet. Organismele gram-
negative, altele decat E. coli O157:H7, fie vor fi inhibate, fie vor produce colonii incolore,
albastre, verzi, albastre-verzi (apa) sau culoarea naturala.

CARACTERISTICI DE PERFORMANTA Sl LIMITARILE PROCEDURII
BD CHROMagar 0157 este un mediu selectiv pentru izolarea si identificarea prezumtiva a
E. coli O157:H7 din surse clinice, alimentare, veterinare si ambientale.

Performanta rezultatelor'

Testarea clinica: Un total de 110 izolate din fecale inghetate si 16 coproculturi (10 proaspete si
6 din arhiva) au fost evaluate la un spital metropolitan folosind BBL CHROMagar 0157, Sorbitol
MacConkey (SMAC) si Sorbitol MacConkey cu cefixim si telurit (SMAC-CT). Izolatele fecale
inghetate au fost alcatuite din 50 E. coli O157:H7, 15 E. coli non-O157, 8 Shiga-toxin pozitive E.
coli non-0157 si 37 alte Enterobacteriaceae si bacili nefermentivi gram-negativi. Sapte din cele
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16 coproculturi testate au fost pozitive pentru E. coli O157:H7. Au fost observate urmatoarele
sensibilitati si specificitati:

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

Testarea produselor agroalimentare

BBL CHROMagar O157 a fost validat de Institutul de Cercetare AOAC in programul
Performance Tested Methods."> BBL CHROMagar 0157 a fost evaluat pentru detectarea

E. coli O157:H7 in carnea de vita cruda si sucul de mar nepasteurizat, folosind probe
insamantate. Recuperarea E. coli O157:H7 pe BBL CHROMagar O157 a fost comparata cu cea
de pe placile cu mediile de referinta FDA BAM, USDA FSIS si ISO. Pentru mediile de referinta si
BBL CHROMagar O157 au fost urmate procedurile standard de imbogatire si testare,
recomandate. Separarea imunomagnetica (IMS) s-a facut in concordanta cu metodele USDA si
ISO. Din 180 de probe alimentare testate, 45 au fost testate folosind metodele FDA BAM si
USDA FSIS si 90 au fost testate folosind metodele ISO. BBL CHROMagar 0157 a avut o
sensibilitate de 100% si o specificitate de 100% Tn comparatie cu metodele de referinta pentru
ambele probe alimentare. Nu s-au observat reactii fals negative la testarea probelor alimentare.
Nu s-a observat nici o diferenta statistica in recuperare folosind metoda BBL CHROMagar
0157, comparativ cu mediile de pe placile de referinta, bazate pe analiza Chi-square. |zolatele
cunoscute, incluzand 54 de tulpini de E. coli O157:H7 (din care 3 tulpini fara motilitate) si 32 de
tulpini non-E. coli 0O157:H7, au fost evaluate pe BBL CHROMagar O157 cu o sensibilitate si
specificitate de 100%. Rezultatele acestor studii au demonstrat ca BBL CHROMagar O157 este
un mediu eficient pentru recuperarea si detectarea E. coli O157:H7 in carnea de vita cruda si
sucul de mere nepasteurizat, folosind metodele FDA BAM, USDA FSIS si ISO. Consultati tabelul
1 pentru rezumatul rezultatelor studiului de comparare al metodelor de validare.

Tabelul 1: Rezumatul rezultatelor comparatiei dintre metodele de validare

Matrice Metoda Nivel de Probe Total Pozitive | CHROMagar | Metoda de | Chi-Square®
de alimente Inoculare Totale Pozitive de 0157 echivalare’
referinta Pozitive
Carne cruda de | USDA Crescut 20 15 12 15 85%" 1,33
vita Vita Scazut 20 13 10 13 85%? 1,33
Martor 5 0 0 0 - -
Carne cruda de | ISO Vita Crescut 20 17 16 17 95%" 0,00
vita Scazut 20 10 9 10 95%? 0,00
Martor 5 0 0 0 - -
Suc de mere ISO Suc Crescut 20 19 19 19 100% 0,00
nepasteurizat Scazut 20 14 14 14 100% 0,00
Martor 5 0 0 0 - -
Suc de mere FDA Crescut 20 13 13 13 100% 0,00
nepasteurizat Suc Scazut 20 10 10 10 100% 0,00
Martor 5 0 0 0

" Reprezinta procentul de probe confirmate pozitive si negative, combinate, care au fost echivalente intre metodele de
referinta si cele BBL CHROMagar O157.

2 Probe aditionale pozitive, detectate prin metoda BBL CHROMagar O157: 3 probe pozitive aditionale cand s-a testat
carnea cruda de vita prin metoda USDA/FSIS si o proba pozitiva aditionala cand s-a testat carne cruda de vita prin
metoda ISO.

® Valorile Chi-square < 3,84 nu indica o diferenta semnificativa la p<0,05.

Limitarile procedurii

BBL CHROMagar O157 nu detecteaza serotipuri enterohemoragice sau enteropatogene ale
E. coli, altele decat O157:H7, atata timp cat ele pot fi diferite din punct de vedere biochimic.
Tulpinile de E. coli 0157:H7 R-glucuronidaza-pozitive nu se pot detecta pe BBL CHROMagar
0157; oricum, aceste tulpini sunt rare.

BBL CHROMagar O157 nu diferentiaza tulpinile de E. coli O157:H7 ce produc toxine, de cele
ce nu produc.

Alte organisme, in afara de E. coli O157:H7, cum ar fi Proteus spp. se pot dezvolta pe acest
mediu; oricum, acestea in general produc o alta coloratie. Daca se observa colonii neizolate
mov, izolarea poate fi efectuata prin subcultivare pe o altd placa cu BBL CHROMagar O157.

PA-254105.04 Page 4 of 6



Tulpini rare de E. coli (similare din punct de vedere biochimic cu Shigella) pot produce rezultate
fals pozitive pe BBL CHROMagar O157. Incubarea la temperaturi mai scazute decat cele
recomandate poate intarzia detectarea reactiilor pozitive. Daca temperatura de incubare este
sub 35 + 2°C, placile trebuie incubate 24 de ore inainte sa fie raportate ca negative. 12

Testele de confirmare sunt necesare pentru identificarea definitiva. 1-3,6

Acest mediu nu trebuie folosit pentru izolarea altor patogeni enterici, altii decat E. coli O157:H7.
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AMBALAJ/DISPONIBILITATE
BD CHROMagar 0157 Medium
Nr. cat. 254105 Medii pe placi pregatite pentru utilizare, cpu 20

INFORMATII SUPLIMENTARE
Pentru informatii suplimentare, contactati reprezentantul local BD.

padl 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
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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 este o marca comerciala si Performance Tested Methods este o marca de serviciia AOAC
International.

ATCC este o marca comerciala a American Type Culture Collection.

CHROMagar este o marca comerciald a Dr. A. Rambach.

Difco este marca comerciala a Difco Laboratories, subsidiara a Becton, Dickinson and Company.
BD, BD Logo si BBL sunt marci comerciale ale Becton, Dickinson and Company.

© 2006 BD.
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