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AVSEDD ANVANDNING

BD CHROMagar 0157 ar ett selektivt medium for isoleringen, differentieringen och den
sannolika identifikationen av Escherichia coli O157:H7 fran kliniska och veterinarmedicinska
kallor samt fran livsmedel och milj6.

BBL CHROMagar 0157 har validerats av AOAC-Research Institute med hjélp av program for
Performance Tested Methods® (analysmetoder fér prestanda) vid analysen av ra kottfars och
icke-pastoriserad dppelcider med anvandning av FDA BAM-, USDA FSIS- och ISO-metoder.*?

PRINCIPER FOR OCH FORKLARING AV METODEN

Mikrobiologisk metod.

E. coli 0157:H7 &r den vanligaste isolerade patogenen fran avféringsprover innehallande blod.*®
Dock utesluter ej frAnvaron av blodiga diarréer férekomsten av E. coli 0157:H7.” Denna serotyp
orsakar ett brett spektrum av sjukdomar fran lindrig icke-blodig diarré till allvarlig blodig diarré
(hemolytisk colit), hemolytiskt uremiskt syndrom och déd.*® Isoleringen av E. coli 0157:H7
dominerar i manga omraden och aldersgrupper éver andra vanliga tarmpatogener, speciellt
galler detta Shigella. Overforing sker oftast via intag av ratt eller icke vél tillagat nétkétt; andra
livsmedel har ocks& namnts.*® Dessutom kan 6verféring ske fr&n person till person liksom &ven
fran vattenkallor for rekreation.*®

CHROMagar 0157 ar avsedd for isoleringen, differentieringen och den sannolika
identifikationen av E. coli 0157:H7. P& grund av de kromogena substraten i mediet ger E. col
0157:H7-kolonierna en lila farg och medger darfor den sannolika identifikationen fran den
primara isoleringsplattan och differentiering fran andra organismer. | prover med lagt antal av
E. coli 0157:H7, kan anrikningsmetoder fére inokuleringen av mediet vara till hjalp.

CHROMagar 0157 utvecklades ursprungligen av A. Rambach, CHROMagar, Paris, France.
BD har, under ett licensavtal, optimerat denna formulering genom anvandandet av den dgande
immaterialratten vid tillverkningen av BBL CHROMagar O157-preparerat plattmedium.

Speciellt utvalda Difco-peptoner ger naringsamnen. Tillagget av kaliumtellurit, cefixim och
cefsulodin reducerar antalet bakterier andra &n E. coli 0157:H7 som véxer pa detta medium.
Den kromogena blandningen bestar av atrtificiella substrat (kromogener), vilka frisatter en oloslig
fargad forening nar de hydrolyseras av ett specifikt enzym. E. coli O157:H7 utnyttjar ett av de
kromogena substraten for att producera lila kolonier. Vaxten av lila kolonier betraktas som
sannolika bevis for E. coli 0157:H7 pa BBL CHROMagar 0157. Icke-E. coli 0157:H7-bakterier
kan utnyttja andra kromogena substrat som ger blaa till blagrona fargade kolonier eller, om inga
av de kromogena substraten utnyttjas, kan kolonierna upptrada med sin naturliga farg. Detta
underlattar detektionen och differentieringen av E. coli 0157:H7 fran andra organismer.

*TILLHANDAHALLNA PROVER FRAN TILLVERKAREN AV DENNA TESTSATSMODELL HAR OBEROENDE
UTVARDERATS AV AOAC RESEARCH INSTITUTE OCH BEFUNNITS PRESTERA ENLIGT TILLVERKARENS
SPECIFIKATIONER SOM FASTSTALLTS | TESTSATSENS BESKRIVANDE INSTICKSBLAD. TILLVERKAREN
GARANTERAR ATT DENNA SATS OVERENSSTAMMER PA ALLA SATT MED DE URSPRUNGLIGA
SPECIFIKATIONER UTVARDERADE AV AOAC RESEARCH INSTITUTE SOM SPECIFICERATS | Performance
Tested Methods®™ MED CERTIFIKATNUMMER 090501.
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REAGENSER:
BD CHROMagar 0157 Medium
Ungeféarlig sammanséttning* per liter agua purif.

Kromopepton 16,09
Natriumklorid 709
Kromogen blandning 0,659
Kaliumtellurit 2,5 mg
Cefixim 0,05 mg
Cefsulodin 4,0 mg
Agar 140¢g
pH: 7,1 £0,2

*Justerad och/eller kompletterad efter behov for att uppfylla prestandakriterierna.

FORSIKTIGHETSBEAKTANDEN

. Endast for professionellt bruk.

Om for mycket fukt observeras, vand botten 6ver ett lock och 1at lufttorka for att forhindra att en
forsegling bildas mellan plattans 6ver- och nederdel under inkubationen. Skydda fran ljus under
torkningen. Se FORVARING OCH HALLBARHET.

Plattorna far inte anvandas om de visar tecken pa mikrobiell kontamination, missfargning,
uttorkning, sprickbildning eller annan férsamring.

Patogena mikroorganismer, inklusive hepatitvirus och humant immunbristvirus, kan forekomma i
kliniska prover. "Allmanna férsiktighetsbeaktanden™®** och institutionens riktlinjer bér féljas vid
hanteringen av alla féremal som kontaminerats med blod eller andra kroppsvatskor.

Patogena mikroorganismer, inkluderande E. coli O157, kan forekomma i livsmedelsprover.
lakttag aseptisk teknik och vedertagna infektionsforebyggande forsiktighetsatgarder under
samtliga férfaranden.

Efter anvandning skall alla preparerade plattor, provbehallare och 6vrigt kontaminerat material
steriliseras i autoklav innan de kasseras.

Se skriften ALLMAN BRUKSANVISNING for information om aseptiska forfaranden vid
hantering, biorisker och bortskaffning av anvand produkt.

FORVARING OCH HALLBARHET

Forvara plattorna morkt vid 2 till 8 °C i originalomslaget efter mottagandet fram till dess de skall
anvandas. Overhettning och nedfrysning skall undvikas. Far ej 6ppnas forran omedelbart fore
anvandning. Plattorna kan inokuleras fram till utgangsdatum (se etiketten pa forpackningen) och
inkuberas under rekommenderad inkubationsperiod. Lat mediet varmas till rumstemperatur fére
inokulation.

Plattorna fran 6ppnade 10-plattférpackningar kan anvandas under en vecka om de forvaras pa
ett rent omrade vid 2 till 8 °C. Minimera exponeringen for ljus fére och under inkubation,
eftersom ljus kan forstéra kromogenerna.

KVALITETSKONTROLL UTFORD AV ANVANDAREN

Kontrollera prestanda genom inokulering av ett representativt urval av plattor med rena kulturer
av stabila kontrollorganismer som ger kdnda, énskade reaktioner (for detaljer se dokumentet
ALLMAN BRUKSANVISNING). De omnamnda teststammarna i tabellen nedan
rekommenderas. Inkubera aerobt under 18 till 24 h vid 35 + 2 °C i morker.

Stammar Vaxtresultat

Escherichia coli O157:H7 Ansenlig till utmarkt vaxt Gralila till rosalila (= lila)

ATCC 700728 (=NCTC 12900) kolonier

Escherichia coli ATCC 25922 Partiell till fullstandig inhibition; blagrona kolonier; kan
omringas av en blagron halo

Enterobacter cloacae ATCC 13047 Vaxt: blagrona till blda kolonier

Ej inokulerad Farglos till ljust beige, transparent

Kvalitetskontroll maste utforas i enlighet med gallande bestammelser eller ackrediteringskrav
samt laboratoriets etablerade procedurer for kvalitetskontroll. Det rekommenderas att
anvandaren konsulterar tillampliga riktlinjer enligt Clinical and Laboratory Standards Institute
(tidigare NCCLS) och lampliga kvalitetskontrollforfaranden.
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FORFARANDE
Tillhandahallet material
BD CHROMagar 0157 Medium (90 mm Stacker-plattor). Mikrobiologiskt kontrollerade.

Material som krdvs men ej medfoljer: Extra odlingsmedier, reagenser, organismer for
kvalitetskontroll och annan laboratorieutrustning efter behov.

Provtyper

Vid klinisk anvandning, se laboratorieforfarande avseende detaljer for provtagning och hantering.
Detta medium anvands for isoleringen av Escherichia coli O157:H7 fran avf6ringsprover eller
pinnprover fran rektum hos patienter som misstéanks vara infekterade med dettta agens.

For analysering av agrikulturella livsmedel f6lj lampliga standardmetoder avseende detaljer for
provberedning och bearbetning i enlighet med provtyp och geografiskt lage.

Se ocksad KLINISKA PRESTANDA OCH METODENS BEGRANSNINGAR.

Testprocedur

lakttag aseptiska tekniker. Agarytan ska vara jamn och fuktig utan att vara 6verdrivet fuktig.

For kliniska prover och sa snart som mojligt efter mottagandet i laboratoriet, inokulera provet pa
en BBL CHROMagar O157-platta och utfor stryk for isolering. Om provet skall odlas fran pinne
rullas pinnen dver ett litet ytomrade nara kanten varefter plattan stryks med en dgla fran detta
omrade. Alternativt kan plattorna inokuleras fran forberikningar. Inkubera plattorna aerobt vid
35 £ 2 °C under 18-24 h, vanda upp och ned (agarsidan upp). Andra media som t.ex.

BD MacConkey Il Agar kan ocksa inokuleras for att tillhandahalla detektion av andra
tarmpatogener.

For livsmedelsprover, se lampliga referenser och fdl;j tillampliga standardmetoder. Inokulera
inkuberad anrikad buljong eller avskiljd livsmedelspartikel pa BBL CHROMagar 0157 och
genomfor stryk for isolering. Inkubera plattorna aerobt vid 35 + 2 °C under 18-24 h, vanda upp
och ned (agarsidan upp).

Resultat

Efter lamplig inkubering avlases plattorna mot en vit bakgrund. E. coli 0157:H7 ger upphov till
lilafargade kolonier pA BBL CHROMagar O157-mediet. Alla lila kolonierna maste bekraftas som
E. coli 0157:H7 biokemiskt och/eller serologiskt fére rapportering.**° Grampositiva organismer
bor vara fullstdndigt inhiberade. Gramnegativa organismer, andra an E. coli O157:H7, kommer
antingen att inhiberas eller ge farglosa, blaa, grona, blagréna (akvafargade) eller naturfargade
kolonier.

KLINISKA PRESTANDA OCH METODENS BEGRANSNINGAR

BD CHROMagar 0157 &r ett kromogent medium for den selektiva isoleringen och sannolika
identifikationen av E. coli 0157:H7 fran kliniska och veterinarmedicinska kallor samt fran
livsmedel och miljo.

Prestandaresultat*?

Klinisk testning: Sammanlagt 110 frysta isolat fran avféring och 16 avforingsodlingar (10 farska
och 6 arkiverade) utvarderades vid ett storstadssjukhus med anvandning av BBL CHROMagar
0157, Sorbitol MacConkey (SMAC) och Sorbitol MacConkey med cefixim och tellurit (SMAC-CT).
De frysta avforingsisolaten bestod av 50 E. coli 0157:H7, 15 E. coli icke-O157, 8 Shiga-
toxinpositiva E. coli icke-O157 och 37 andra Enterobacteriaceae och icke-fermentativa gram-
negativa stavar. Sju av de 16 analyserade avféringsproverna befanns vara positiva for E. coli
0157:H7. Féljande sensitiviteter och specificiteter sags:

Sensitivitet (nr) Specificitet (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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Testning av agrikulturella livsmedel

BBL CHROMagar 0157 har validerats av AOAC-Research Institute med hjélp av program for
Performance Tested Methods.'? BBL CHROMagar 0157 har utvarderats for detektionen av

E. coli O157:H7 i ra kottfars och icke-pastoriserad dppelcider med anvandning av
inokulationsmetoder. Atervinningen av E. coli 0157:H7 p4 BBL CHROMagar 0157 jamférdes
med FDA BAM-, USDA FSIS- och ISO referens-plattmedia. Den referensrekommenderade
anrikningen och screeningférfarandena foljdes for referensmedia och BBL CHROMagar O157.
Immunmagnetisk separering (IMS) utférdes i enlighet med USDA- och ISO-metoderna. Av de
180 livsmedelsproverna, analyserades 45 med FDA BAM- och USDA FSIS-metoderna och

80 analyserades med ISO-metoderna. BBL CHROMagar 0157 gav en sensitivitet pa 100 %
och en specificitet pa 100 % jamfort med referensmetoderna for bada livsmedelmatriserna. Inga
falskt negativa sags vid analysering av livsmedelmatriserna. Ingen statistisk skillnad sags vid
atervinningen med BBL CHROMagar 0157-metoden jamfort med referensplattmedia baserat
pa Chi-square analys. Kénda isolat, inkluderande 54 stammar med E. coli 0157:H7 (3 av vilka
var icka-rorliga stammar) och 32 icke-E. coli 0157:H7-stammar, utvarderades pa BBL
CHROMagar 0157 med en sensitivitet och specificitet pa 100 %. Resultaten fran dessa studier
visar att BBL CHROMagar 0157 ar ett effektivt medium for atervinningen och detektionen av
E. coli O157:H7 i ra kottfars och icke-pastériserad appelcider med anvéandning av FDA BAM-,
USDA FSIS- och ISO-metoderna. Se tabell 1 for en sammanfattning av studieresultat fran
jamférande utvarderingsmetoder.

Tabell 1: Sammanfattning av resultat vid jamférande utvarderingsmetoder

Livsmedelsmatrix | Metod | Inokulationsniva Totalt Totalt Positiva CHROMagar | Metodéveren Chi-
antal positiva | referenser | O157 Positiva | sstammelse® Square®
prov

R4 kottfars USDA Hog 20 15 12 15 85 %’ 1,33

notkott Lag 20 13 10 13 85 %° 1,33
kontroll 5 0 0 0 - -

R& kottfars ISO Hog 20 17 16 17 95 %° 0,00

n6tkott L&g 20 10 9 10 95 %? 0,00
kontroll 5 0 0 0 - -

Icke-pastoriserad ISO- Hog 20 19 19 19 100 % 0,00

appelcider cider Lag 20 14 14 14 100 % 0,00

kontroll 5 0 0 0 - -

Icke-pastoriserad FDA- Hog 20 13 13 13 100 % 0,00

appelcider cider Lag 20 10 10 10 100 % 0,00

kontroll 5 0 0 0 -

" Representerar procent av bekraftade positiva och negativa prover, kombinerade, vilka var likvardiga mellan referens-
och BBL CHROMagar O157-metoderna.

2 Ytterligare positiva prover detekterade av BBL CHROMagar O157-metoden: 3 ytterligare positiva vid analysering av
ra kottfars med USDA/FSIS-metoderna och 1 ytterligare positiv vid analysering av ra kéttfars med 1ISO-metoden.

® varden for Chi-square < 3,84 visar ingen signifikant skillnad vid p<0,05.

Procedurens begransningar

BBL CHROMagar O157 detekterar ej enterohemorragiska eller enteropatogena serotyper av E.
coli andra &n O157:H7, eftersom de kan skilja sig biokemiskt. 3-glucuronidas-positiva stammar
av E. coli 0157:H7 kommer €] att detekteras pa BBL CHROMagar O157; emelleritd &r sadana
stammar ovanliga.

BD CHROMagar 0157 differentierar inte mellan toxinproducerande och icke-toxinproducerande
stammar av E. coli 0157:H7.

Organismer andra an E. coli 0157:H7, som t.ex. Proteus spp. kan vaxa pa detta medium;
emellertid ger de en annan farg. Om icke-isolerade lila kolonier ses, kan isolering dstadkommas
genom subkultivering till en annan BBL CHROMagar O157-platta. Ovanliga stammer av E. Coli
(biokemiskt lika Shigella) har hittats vilka ger falskt positiva resultat pA BBL CHROMagar 0157.
Inkubation vid lagre temperaturer an rekommenderat kan férsena detektion av positiva
reaktioner. Om inkubationstemperaturen ar lagre an 35 + 2 °C, bér plattorna inkuberas under
hela 24 h innan de rapporteras som negativa. **

Bekraftande analyser &r nédvandiga for definitiv identifikation. *>°

Detta medium ska ej anvandas for isoleringen av tarmpatogener andra én E. coli O157:H7.
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FORPACKNINGAR/TILLGANGLIGHET
BD CHROMagar 0157 Medium
Kat.nr 254105 Fardiga odlingsplattor, 20 st. per férpackning

YTTERLIGARE INFORMATION
Kontakta narmaste BD-representant for ytterligare information.

“ 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 Berges

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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