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POUZITIE

BBL CHROMagar 0157 (Chromogénna péda BBL O157) je selektivna pdda na izolaciu,
diferenciaciu a predpokladanu identifikaciu Escherichia coli O157:H7 z klinickych, potravinovych
a veterinarnych vzoriek a vzoriek z prostredia.

Pbdda BBL CHROMagar O157 bola validovana ustavom AOAC™ Research Institute v ramci
programu Performance Tested Methods®™ Program na analyzu mletého surového hovadzieho
masa ?Snepasterizovanéhojabléného mustu pri pouzivani metdéd noriem FDA BAM, USDA FSIS
alS0.”

PRINCIPY A VYSVETLENIE POSTUPU

Mikrobiologicka metoda.

E. coli 0157:H7 je najéastejSie izolovany patogén z krvavej stolice.*® Absencia krvavej hnacky
v8ak nevyluguje pritomnost E. coli 0157:H7.” Tento sérotyp spdsobuije Sirokl $kalu chordb od
miernej nekrvavej hnacky po vaznu krvavu hnacku (hemolyticka kolitida), hemolyticky uremicky
syndrém a smrt.*® Izolacia organizmu E. coli 0157:H7 v mnohych oblastiach a vekovych
skupinach prekracuje izolaciu niektorych inych beznych €revnych patogénov, najma Shigella.
K prenosu najCastejSie dochadza pozitim surového alebo nedostatocne uvareného hovadzieho
mésa, boli véak implikované aj iné potraviny.*® Dalej moze ddjst k prenosu z osoby na osobu,
ako aj zo zdrojov nepitnej vody.*

Pbdda CHROMagar O157 je uréena na izolaciu, diferenciaciu a predpokladanu identifikaciu
baktérie E. coli 0157:H7. Vdaka chromogénnym substratom v péde produkuju kolénie E. coli
0157:H7 svetlofialovu farbu, ktora umoznuje predpokladanu identifikaciu z primarnej izolacnej
pbdy a diferenciaciu od ostatnych organizmov. Vo vzorkach s nizkym poc¢tom E. coli O157:H7
mébze pomdct obohatenie pred nao¢kovanim pédy.

P6du CHROMagar O157 povodne vyvinul A. Rambach z firmy CHROMagar Pariz, Francuzsko.
Na zaklade licencie spolocnost’ BD optimalizovala zloZenie pédy vyuzijuc vlastné poznatky
z vyroby pripravenej pddy v Petriho miskach BBL CHROMagar O157.

Vyzivné latky v pdde poskytuju Specialne vybrané peptény Difco. Pridavok teluranu draselného,
cefiximu a cefsulodinu znizuje pocet baktérii inych ako E. coli O157:H7, ktoré rastu na tejto péde.
Chromogénova zmes sa sklada z umelych substratov (chromogénov), ktoré pri hydrolyzovani
Specifickymi enzymami uvolfiuju nerozpustné sfarbené zlu€eniny. Baktéria E. coli O157:H7
vyuziva jeden z chromogénnych substratov a vytvara svetlofialové kolénie. Rast svetlofialovych
kolénii sa povazuje za predpoklad pritomnosti E. coli O157:H7 na p6de BBL CHROMagar O157.
Baktérie iné ako E. coli O157:H7 mézu vyuzit iné chromogénne substraty a vytvorit modré az
modrozelené koldnie alebo, ak sa chromogénne substraty nevyuziju, prirodzene sfarbené
kolénie. Umozriuje to detekciu a diferenciaciu E. coli O157:H7 od inych organizmov.

*VYROBCA — DODANE VZORKY TEJTO MODELOVEJ TESTOVACEJ SUPRAVY BOLI| NEZAVISLE TESTOVANE
USTAVOM AOAC RESEARCH INSTITUTE. TESTY UKAZALI, ZE PARAMETRE VYROBKU, DEKLAROVANE
VYROBCOM NA POPISNOM PRIBALOVOM LETAKU TESTU, ZODPOVEDAJU SKUTOCNOSTI. VYROBCA
ZARUCUJE, ZE TATO TESTOVACIA SUPRAVA SPLNA VSETKY PARAMETRE POVODNE HODNOTENE
VYSKUMNYM USTAVOM AOAC, AKO JE PODROBNE POPISANE V ATESTE Performance Tested Methods®™ ,
CISLO CERTIFIKATU 090501.
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ZLOZENIE
BD CHROMagar 0157 Medium
Priblizné zloZenie* na liter deionizovanej vody:

Chromopeptoén 16,0 g
Chlorid sodny 709
Chromogénova zmes 0,659
Teluran draselny 2,5mg
Cefixim 0,05 mg
Cefsulodin 4,0 mg
Agar 14,049
pH:7,1+£0,2

*Upravené alebo doplnené podla potreby, aby boli spinené analytické parametre.

UPOZORNENIA

. Iba na profesionalne pouzitie.

Ak v suprave spozorujete nadmernu vihkost, obratte supravu dnom nahor a cez odsunuty
vrchnak ju nechajte vyschnut na vzduchu, aby ste zabranili vytvoreniu izolanej vrstvy medzi
hornou a dolnou ¢astou misky po€as inkubacie. Po€as suSenia chrarite pred svetlom. Pozri
tast USKLADNENIE A ZIVOTNOST.

P&du nepouzivajte, ak nesie znamky mikrobialnej kontaminacie, zmeny farby, vysusenia,
prasknutia alebo iné znaky poskodenia.

V Klinickych vzorkach sa mézu vyskytovat patogénne mikroorganizmy vratane virusov hepatitidy
a virusu HIV. Pri praci so vSetkymi materialmi kontaminovanymi krvou a inymi telesnymi
tekutinami dodrzujte Standardné pracovné postupy ®'! a smernice prislugnych inétitdcii.

Vo vzorkach potravin sa mézu nachadzat patogénne mikroorganizmy vratane E. coli O157.
DodrZiavajte aseptické techniky a schvalené preventivne opatrenia proti mikrobiologickému riziku.
Vsetky misky, nadoby so vzorkami a iny kontaminovany material sa po pouZiti musia sterilizovat
v autoklave a az potom sa mézu vyhodit.

Dalsie informécie o postupoch pri praci s aseptikami, o biologicky nebezpe&nom odpade

a likvidacii pouzitého produktu najdete v dokumente VSEOBECNE POKYNY NA POUZIVANIE.

USKLADNENIE A ZIVOTNOST

Prijaté misky s pédou uskladrnujte na tmavom mieste pri teplote 2 az 8 °C v pévodnom obale az
do zaciatku pouzivania. Nezmrazujte a nevystavujte nadmernym teplotam. Otvorte tesne pred
pouzitim. Pédy sa mézu pouzit na kultivaciu az do dna exspiracie (uvedeného na obale) a mézu
byt inkubované podla odporucania. Pred inkubaciou pédu nechajte zohriat’ na laboratérnu teplotu.
Misky z otvorenych baleni po 10 kusov sa mbzu pouzivat jeden tyZden (ak su uskladnené na
Cistom tmavom mieste pri teplote 2 az 8 °C). Minimalizujte ich vystavenie svetlu pred
inkubaciou aj pocas nej, pretoze svetlo méze znicit chromogény.

KONTROLA KVALITY UZIVATELOM

Skontrolujte ucinnost pddy naockovanim reprezentacnej vzorky misiek Cistymi kultdrami stabilnych
kontrolnych organizmov, ktoré davaju zname (oCakavané) vysledky (dalSie informacie najdete

v dokumente VSEOBECNE POKYNY NA POUZIVANIE). Odporucajl sa testovacie kmene
uvedené v tabulke nizSie. Inkubujte aerébne 18 az 24 hodin pri teplote 35 + 2 °C na tmavom mieste.

Kmene Vysledky rastu

Escherichia coli O157:H7 Rast mierny az vyborny. Sivofialové aZ ruzovofialové

ATCC 700728 (=NCTC 12900) (svetlofialové) koldnie

Escherichia coli ATCC 25922 Ciasto¢na az Uplna inhibicia; modrozelené koldnie, mézu byt

obklopené modrozelenym kruhom

Enterobacter cloacae ATCC 13047 Rast: modrozelené az modré koldnie

Nenaockované Bezfarebné az svetlobéZové, transparentné

PozZiadavky kontroly kvality treba pinit’ v sulade s poZiadavkami spravnej laboratérnej praxe,
Statnymi a/alebo federalnymi predpismi ako aj poziadavkami akreditacie a podfla postupov
spravnej laboratoérnej praxe platnymi v laboratériu. Odporu¢ame, aby sa vo vykonavani kontroly
kvality klinicky pouzivatel riadil navodmi Ustavu pre klinické a laboratérne normy (predtym NCCLS).
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POSTUP
Dodavany material
BD CHROMagar 0157 Medium (90 mm Petriho misky Stacker). Mikrobiologicky kontrolované.

Potrebny material, nedodavany: Pomocné kultivacné pbdy, ¢inidla, organizmy na kontrolu
kvality a dalSie laboratérne vybavenie podla potreby.

Typy vzoriek

V ramci klinického pouzitia ziskate podrobnosti o odbere vzoriek a manipulacii s nimi

v laboratérnych postupoch. Tato péda sa pouziva na izolaciu Escherichia coli O157:H7 zo
vzoriek stolice alebo rektalnych vyterov od pacientov, u ktorych je podozrenie na infekciu tymto
organizmom.

Pri testovani potravin dodrzZujte prislusné Standardné metédy v ramci detailov o priprave vzoriek
a ich spracovani podla typu vzoriek a geografickej polohy.

Pozri aj ¢ast VLASTNOSTI A OBMEDZENIA POSTUPU.

Postup testu

PouZivajte asepticku techniku. Povrch agaru méa byt vihky a rovny, ale bez priliSnej vihkosti.

Pri klinickych vzorkach €o najskér po prijati do laboratéria oCkujte vzorku na misku s pédou
BBL CHROMagar O157 a rozotrite. Ak sa material o¢kuje z vatového tampénu, obtrite tampén
o malu ¢ast’ povrchu pddy na okraji misky a potom rozoCkujte pomocou ocka. Alternativhe mozno
misky naoCkovat z vopred obohatenych péd. Misky inkubujte aerébne pri teplote 35 £ 2 °C
pocas 18 — 24 hodin v obratenej polohe (agarovou stranou hore). Na detekciu dalSich ¢revnych
patogénov mozno naockovat aj iné pédy, napriklad BD MacConkey Il Agar.

V pripade vzoriek potravin si prestuduijte prislusnu literaturu a dodrzujte prislusné standardné
metddy. Inkubovany obohateny bujén alebo Easticu skimanej vzorky potraviny naoc¢kujte na
p6édu BBL CHROMagar O157 a rozotrite ju. Misky inkubujte aerébne pri teplote 35 + 2 °C pocas
18 — 24 hodin v obratenej polohe (agarovou stranou hore).

Vysledky

Po spravnej inkubacii vyhodnotte misky oproti bielemu pozadiu. E. coli O157:H7 vyprodukuje na
p6éde BBL CHROMagar O157 svetlofialové kolonie. VSetky svetlofialové kolonie je nutné
biochemicky alebo sérologicky potvrdit skér, ako sa zaznamenaju ako E. coli 0157:H7."23¢
Grampozitivne organizmy maju byt uplne inhibované. Gramnegativne organizmy iné ako E. coli
0157:H7 budu inhibované alebo vyprodukuju bezfarebné, modre, zelené, modrozelené (farba
vody) alebo prirodzené sfarbené kolonie.

VLASTNOSTI A OBMEDZENIA POSTUPU

BBL CHROMagar 0157 je chromogénna pdda na selektivnu izolaciu a predpokladanu
identifikaciu organizmu E. coli 0157:H7 z klinickych, potravinovych a veterinarnych vzoriek
a vzoriek z prostredia.

Vysledky téinku'?

Klinické testovanie: V metropolitnej nemocnici bolo pomocou p6d BBL CHROMagar 0157,
Sorbitol MacConkey (SMAC) a Sorbitol MacConkey with Cefixime and Tellurite (SMAC-CT)
hodnotenych celkom 110 zmrazenych fekalnych izolatov a 16 stolicovych kultur (10 Cerstvych a
6 uskladnenych). Medzi zmrazenymi fekalnymi izolatmi bolo 50 izolatov E. coli O157:H7, 15
izolatov E. coli inych ako O157, 8 izolatov E. coli inych ako O157 pozitivnych na Shiga toxin a
37 inych organizmov Enterobacteriaceae a nefermentacnych gramnegativnych tyc€iniek. Zistilo
sa, ze 7 zo 16 testovanych stolicovych vzoriek bolo pozitivnych na E. coli O157:H7. Zistili sa
nasledovné hodnoty citlivosti a Specificity:

Citlivost’ (pocet) Specificita (pocet)
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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Testovanie potravin

Péda BBL CHROMagar O157 bola validovana ustavom AOAC-Research Institute v ramci
programu Performance Tested Methods Program.' P6da BBL CHROMagar 0157 bola
hodnotena na detekciu organizmu E. coli O157:H7 v mletom surovom hovadzom méase

a nepasterizovanom jablénom muste pomocou vzoriek. [zolovanie organizmu E. coli O157:H7 na
pbéde BBL CHROMagar O157 sa porovnalo s referenénymi poédami podla noriem FDA BAM,
USDA FSIS a ISO. Pri referenénej pode aj péde BBL CHROMagar O157 sa dodrzZiavali
referencné odporucané postupy obohatenia a skriningové postupy. Imunomagneticka separacia
(IMS) sa vykonala podfa metdd noriem USDA a ISO. Zo 180 testovanych vzoriek potravin bolo 45
testovanych metédami noriem FDA BAM a USDA FSIS a 90 bolo testovanych metédami noriem
ISO. P6da BBL CHROMagar 0157 vyprodukovala citlivost 100 % a Specificitu 100 % pri
porovnani s referenénymi metddami pre obidve potravinové matice. V testovanych potravinovych
maticiach sa nezistili Ziadne mylne negativne vysledky. Na zéklade chi-kvadratovej analyzy sa pri
izolacii pomocou pédy BBL CHROMagar O157 nezistil Ziadny Statisticky rozdiel v porovnani

s referencnou pddou. Na pé6de BBL CHROMagar O157 s citlivostou a $pecificitou 100 % boli
hodnotené zname izolaty vratane 54 kmenov E. coli O157:H7 (z ktorych 3 boli nepohyblivé) a 32
kmeriov inych ako E. coli O157:H7. Vysledky tychto studii ukazuju, Zze BBL CHROMagar 0157 je
ucinna pdda na izolovanie a detekciu E. coli O157:H7 v mletom surovom hovadzom méase

a nepasterizovanom jabl€énom muste pomocou metdd noriem FDA BAM, USDA FSIS a ISO.

V Tabulke 1 je uvedeny suhrn vysledkov Studie porovnania validacnych metéd.

Tabul'ka 1: Suhrn vysledkov porovnania validaénych metéd

Potravinova Metoda Uroven Vzorky Pozitivne Pozitivne | Pozitivne na Zhoda Chi-
matrica inokula celkom celkom na CHROMagar | vysledkov' kvadrat®
referencne 0157
j pode
Mileté surové Hovéadzi Kontrola 20 15 12 15 85%" 1.33
hovadzie maso | e maso nizkej a 20 13 10 13 85%? 1.33
USDA vysokej 5 0 0 0 - -
pozitivnosti
Mileté surové Hovadzi Kontrola 20 17 16 17 95%" 0.00
hovadzie méso | e maso nizkej a 20 10 9 10 95%" 0.00
ISO vysokej 5 0 0 0 - -
pozitivnosti
Nepasterizovan Must Kontrola 20 19 19 19 100% 0.00
y jablény must ISO nizkej a 20 14 14 14 100% 0.00
vysokej 5 0 0 0 - -
pozitivnosti
Nepasterizovan Must Kontrola 20 13 13 13 100% 0.00
y jablény must FDA nizkej a 20 10 10 10 100% 0.00
vysokej 5 0 0 0 - -
pozitivnosti

" Reprezentuje percento kombinovanych potvrdenych pozitivnych a negativnych vzoriek, ktoré boli rovnaké pri
referen¢nej péde a pdde BBL CHROMagar O157.

2 Palsie pozitivne vzorky detekované na p6de BBL CHROMagar O157: 3 dalSie pozitivhe vzorky pri testovani
mletého surového hovadzieho masa metédou USDA/FSIS a 1 dalSia pozitivna vzorka pri testovani mletého surového
hovadzieho masa metédou normy ISO.

8 Hodnoty chi-kvadratu < 3,84 znamenaju, ze pri p < 0,05 neexistuje Ziadny vyznamny rozdiel.

Obmedzenia postupu

Na péde BBL CHROMagar O157 sa nedetekuju enterohemorhagické alebo enteropatogénne
sérotypy E. coli iné ako O157:H7, pretoze sa mézu biochemicky liSit. R-glukoronidaza-pozitivhe
kmene E. coli 0157:H7 nebudu na p6de BBL CHROMagar O157 detekované, takéto kmene sa
v8ak vyskytuju zriedkavo.

Pbda BBL CHROMagar O157 nediferencuje medzi kmenmi E. coli O157:H7 produkujucimi

a neprodukujucimi toxin.

Organizmy iné ako E. coli O157:H7, napriklad rod Proteus, na tejto pdde mbzu rast, obvykle
v8ak vytvoria koldnie inej farby. Ak sa zistia neizolované svetlofialové kolonie, mozno ich
izolovat subkultivaciou na dalSej miske p6dy BBL CHROMagar O157. Na p6de BBL
CHROMagar 0157 sa nasli zriedkavé kmene E. coli (biochemicky podobné organizmu Shigella),
ktoré spOsobili mylne pozitivne vysledky. Inkubacia pri nizSej teplote, ako sa odporuca, mbze
spbsobit’ oneskorenie detekcie pozitivnych reakcii. Ak je teplota inkubacie nizSia ako 35 + 2 °C,
misky sa musia inkubovat' celych 24 hodin a aZ potom ich moZno zaznamenat ako negativne."?
Na rozhoduijucu identifikaciu je nutné vykonat podporné testy.'>®
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Tato pdda sa nesmie pouzivat na izolaciu ¢revnych patogénov inych ako E. coli O157:H7.
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BALENIE/DOSTUPNOST
BD CHROMagar 0157 Medium
Kat. €. 254105 Pdda v Petriho miskach pripravena na pouzitie, 20 ks

DALSIE INFORMACIE
Ak mate zaujem o dalSie informacie, kontaktujte miestneho zastupcu firmy 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

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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