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NAMENA

BBL CHROMagar Staph aureus predstavlja selektivnu podlogu za izolaciju, brojanje i identifikaciju
bakterije Staphylococcus aureus iz klini¢kih uzoraka i uzoraka hrane. Testiranje za potvrdu
tipi€nih izolata iz klilni¢kih izvora nije potrebno.

Podlogu BBL CHROMagar Staph aureus (pripremljena plo€asta podloga) je procenio institut
AOAC Research Institute (Istrazivacki institut AOAC) u okviru programa Performance Tested
Methods Program (Program za proveru funkcionalnosti metoda) za analizu ljuske jaja, dimljenog
lososa i kuvane govedine kada se koriste metode AOAC i 1ISO.1? Neophodno je testiranje za
potvrdu svetloljubiCasto obojenih kolonija iz spomenutih prehrambenih matrica.

PRINCIPI | OBJASNJENJE PROCEDURE

MikrobioloSka metoda.

S. aureus je patogen koji je dobro dokumentovan. On je odgovoran za infekcije u rasponu od
povrsnih do sistemskih.34 Zbog prevalence ovih organizama i njenih klini¢kih implikacija,
otkrivanje je od izuzetnog znacaja.

Stafilokokno trovanje hranom izazvano bakterijom S aureus je jedno od najescih vrsta bolesti
koje izazove hrana u svetu. Njeno otkrivanje i brojanje pomaze u obezbedivanju informacija o
potencijalnim opasnostima za zdravlje od hrane, a i pokazatelj je slabe higijene.®> Preporucuje se
da se ovaj organizam koristi i kao indikator kvaliteta vode.®

Podloga BBL CHROMagar Staph aureus je namenjena za izolaciju, brojanje i identifikaciju
bakterije S. aureus na osnovu nastajanja svetloljubi¢asto obojenih kolonija. Dodavanje hromogenih
supstrata u podlogu olakSava diferencijaciju bakterija S. aureus iz drugih organizama.

Jedna od prednosti podloge BBL CHROMagar Staph aureus u odnosu na tradicionalne
podloge, kao Sto je Baird-Parker agar, je mogucnost identifikacije bakterije S. aureus u roku od
24 sata, umesto u roku od 48 sati.

Podlogu BBL CHROMagar Staph aureus je prvobitno razvio A. Rambach iz kompanije
CHROMagar, Pariz, Francuska. Kompanija BD je, na osnhovu ugovora o licenciranju,
optimizovala ovu formulaciju upotrebljavajuéi pravo vlasnidtva nad intelektualnom svojinom koja
se koristi u proizvodniji pripremljene plo¢aste podloge BBL CHROMagar Staph aureus.
Posebno odabrani Difco peptoni obezbeduju hranjive materije. Dodavanje selektivnih agenasa
inhibira rast gram-negativnih organizama, kvasca i nekih gram-pozitivnih koka. Hromogena
medavina se sastoji od vestackih supstrata (hromogena), koji oslobadaju nerastvorljiva obojena
jedinjenja prilikom hidrolize specificnim enzimima. To olak$ava otkrivanje i diferencijaciju
bakterija S. aureus iz drugih organizama. S. aureus koristi jedan od hromogenih supstrata,
proizvodedi svetloljubi¢asto obojene kolonije. Rast svetloljubiCasto obojenih kolonija u roku od
24 sata se smatra pozitivnim za bakteriju S. aureus na podlozi BBL CHROMagar Staph aureus.
Bakterije koje nisu S. aureus mogu da koriste druge hromogene supstrate Sto za rezultat ima
plave, plavozelene ili, ako se ne koriste hromogeni supstrati, prirodno obojene kolonije.

*UZORCI OVOG MODELA KOMPLETA ZA TEST DOBIJENI OD PROIZVODBACA SU NEZAVISNO PROCENJENI
OD STRANE ISTRAZIVACKOG INSTITUTA AOAC | POTVRDENO JE DA FUNKCIONISU U SKLADU SA
PROIZVODACKIM SPECIFIKACIJAMA NAVEDENIM NA PISANOM UMETKU KOJI SE NALAZI U KOMPLETU ZA
TEST. PROIZVODAC GARANTUJE DA JE OVAJ KOMPLET U SVAKOM POGLEDU U SKLADU SA PRVOBITNO
PROCENJENIM SPECIFIKACIJAMA OD STRANE INSTITUTA AOACT RESEARCH INSTITUTE KAO STO JE
NAVEDENO U DOKUMENTU Metode proverene funkcionalnosti POD BROJEM CERTIFIKATA 100503.
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REAGENSI
BBL CHROMagar Staph aureus
Priblizna formula* po litru preci§éene vode

Hromopepton 40,0 g
Natrijum-hlorid 250¢9
Hromogena meSavina 0,59

Inhibitorni agensi 0,07 g
Agar 1404¢g

pH vrednost: 6,8 +/- 0,2
*Prilagodava se i/ili dopunjava prema potrebi da bi se zadovaoljili kriterijumi funkcionisanja.

MERE OPREZA

. Samo za profesionalnu upotrebu. ®
Ukoliko primetite viSak vlage, okrenite dno naopako i odvrnite poklopac i pustite da se osuSi na

vazduhu kako bi se sprecilo formiranje pecata na vrhu i dnu plocice tokom inkubacije. Zastitite
od svetlosti tokom su$enja. Pogledajte odeljak CUVANJE | ROK UPOTREBE.

Ne koristite ploCice ako su vidljivi znakovi kontaminacije mikrobima, promene boje, sudenja,
pucanja ili ostali znakovi pogorSanja kvaliteta.

U klini€kim uzorcima se mogu naci patogeni mikroorganizmi, uklju€ujuéi i virus hepatitisa i virus
humane imunodeficijencije HIV. Pri rukovanju svim predmetima koji su kontaminirani krvlju

i drugim telesnim te¢nostima, treba se pridrzavati Standardnih mera predostroznosti’-1°

i ustanovljenih uputstava.

Drzite se aseptiCnih tehnika i ustanovljenih mera opreza protiv mikrobioloSkih opasnosti u toku
svih procedura.

Nakon upotrebe, pripremljene ploCice, kontejneri za uzorke i drugi kontaminirani materijal
moraju se sterilisani u autoklavu pre nego Sto se bace.

U dokumentu OPSTA UPUTSTVA ZA UPOTREBU mozZete naci procedure za asepti¢no
rukovanje, bioloSke opasnosti i uklanjanje iskoriséenog proizvoda.

CUVANJE | VEK TRAJANJA

Po prijemu, €uvajte ploCice na tamnom mestu na temperaturi od 2 °C do 8 °C u prvobitnom
omotu sve do upotrebe. Nemojte da zamrzavate ili pregrevate proizvod. Plo¢ice mogu da se
inokuliSu do isteka roka trajanja (pogledajte nalepnicu na pakovanju) i inkubiraju onoliko puta
koliko se preporucuje.

Plocice iz otvorenih pakovanja od 10 komada mogu da se koriste nedelju dana ukoliko se
¢uvaju na Cistom mestu na temperaturi od 2 °C do 8 °C.

KORISNICKA KONTROLA KVALITETA

Inokulacijom reprezentativnih uzoraka plocica Cistim kulturama stabilnih kontrolnih organizama
koji proizvode poznate, Zeljene reakcije proverite funkcionalnost (pogledajte dokument OPSTA
UPUTSTVA ZA UPOTREBU za viSe informacija). PreporuCuju se sojevi za testiranje iz tabele u
nastavku. Inkubirajte aerobno na tamnom mestu od 18 do 24 sata na temperaturi od 35 °C + 2 °C.

Sojevi Rezultati rasta

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Rast; svetloljubi¢aste kolonije

Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305 Rast; zelene do plavozelene kolonije

Proteus mirabilis ATCC 12453 Inhibicija (delimi¢na do potpuna)

Nije inokulisano Bezbojna do svetlozuta, providna do zamagljena u
tragovima

Ono §to je potrebno za kontrolu kvaliteta mora se obavljati u skladu sa vaze¢im lokalnim, drzavnim i/ili saveznim
propisima ili potrebama akreditacije i standardnim procedurama za kontrolu kvaliteta vase laboratorije. Preporucuje se
da korisnik pogleda relevantna uputstva Instituta za klini¢ke i laboratorijske standarde (nekada NCCLS) ako Zeli da
vidi odgovarajuce procedure za kontrolu kvaliteta.
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PROCEDURA
Obezbedeni materijal
Podloga BBL CHROMagar Staph aureus, obezbedena u posudama Stacker od 90 mm.

Materijal koji je potreban, ali nije obezbeden: Podloge sa pomoénom kulturom, reagensi,
organizmi za kontrolu kvaliteta i ostala potrebna laboratorijska oprema.

Tipovi uzoraka

Pogledajte odgovarajuce tekstove ili standarde ukoliko zelite da saznate pojedinosti o prikupljanju
uzoraka/alikvota uzoraka i procedurama za rukovanje njima. Ova podloga se Koristi za izolaciju
bakterija Staphylococcus aureus iz svih tipova klinickih uzoraka. Pogledajte i odeljak
KARAKTERISTIKE SVOJSTAVA | OGRANICENJA PROCEDURE.

Prilikom testiranja poljoprivredno-prehrambenih proizvoda, sledite odgovarajuée standardne
metode da biste saznali pojedinosti o pripremi i obradi uzoraka na osnovu vrste uzorka i
geografskog porekla.

Postupak ispitivanja

Primenite asepticne tehnike. Povrsina agara treba da bude glatka i vlazna, ali bez preterane
vlage. Sto se tiCe kliniCkih uzoraka, po prijemu u laboratoriju inokuli8ite ih i nanesite na plocicu
BBL CHROMagar OStaph aureus Sto je pre moguce i razmazite ih radi izolacije. Ukoliko se
uzorak tretira kulturom direktno iz tupfera, nezno protrljajte tupfer preko malog dela povrSine
plo€ice na ivici, a zatim om€om izvucite iz te oblasti. Aerobno inkubirajte plogice u obrnutom
poloZaju (agar gore) od 20 do 24 sata na temperaturi od 35 °C = 2 °C.

Sto se ti¢e uzoraka hrane, pogledajte odgovarajuée reference i sledite primenjive standardne
metode. Homogenizovane alikvote uzoraka hrane inokuliSite u podlozi BBL CHROMagar Staph
aureus koristeci tehniku razmazivanja kulture na plocici. Aerobno inkubirajte plocice u obrnutom
polozaju (agar gore) od 20 do 28 sati na temperaturi od 35 °C do 37 °C.

Rezultati

Nakon pravilne inkubacije, oc€itajte rezultate ploCica na beloj pozadini. Bakterija S. aureus stvara
kolonije svetloljubi¢aste do narandzasto/svetloljubi¢aste boje na podlozi BBL CHROMagar.
Veéina gram-pozitivnih organizama, ukoliko nisu inhibirani, ¢e proizvesti plave, plavozelene ili
kolonije prirodne boje (bezbojne, bele ili krem). Gram-negativni organizmi i kvasci su delimi¢no
do potpupno inhibirani.

KARAKTERISTIKE SVOJSTAVA | OGRANICENJA PROCEDURE

Rezultati svojstava'?

Klini¢ko testiranje
1. U ogledu sprovedenom u velikoj US prestonickoj bolnici, 201 uzorak iz grla i ispljuvka
pacijenata koji boluju od cisti¢ne fibroze i 459 nazalnih uzoraka drugih hospitalizovanih
pacijenata su procenjeni na BBL CHROMagar Staph aureus.
BBL CHROMagar Staph aureus je uporeden sa krvnim agarom ili manitol slanim
agarom, porvrdom izolata koagulaza testom na plocici. S. aureus je izolovana iz 190
kombinovanih uzoraka. Podloga BBL CHROMagar Staph aureus je otkrila 9 dodatnih S.
aureus pozitivnih kultura koje nisu izolovane na uobi¢ajenim podlogama. Uocene su
takode Cetiri moguce lazne pozitivne reakcije na BBL CHROMagar Staph aureus
podlozi nakon 24 sata inkubacije: dve korinobakterije i dve stafilokoke negativne na
koagulazu. Podloga BBL CHROMagar Staph aureus izaziva ukupnu osetljivost od
99,5% i specifitnost od 99,2%.11

2. U evropskoj studiji, sto Sezdeset pet (165) klinickih uzoraka koji su rutinski obradeni u
laboratoriji, koji se sastoje od 100 uzoraka za koje je pokazano da sadrze S. aureus
standardnim metodama (= uzorci za koje se zna da su pozitivni) i 65 uzoraka za koje se
zna da su negativni, su zasejani na podlogama CHROMagar Staph aureus, Manitol
slanom agaru i Columbia agaru sa 5% ovcije krvi. Vrste uzoraka su prikazane u tabeli 1.
PlocCice su inkubirane od 20 do 24 sata na temperaturi od 35 °C do 37 °C i oditane za
kolonije za koje se sumnja na S. aureus. Testovi koagulaze u epruveti su postavljeni sa
svih sumnijivih kolonija na sve tri podloge. Odredena je i koli€ina rasta bakterije S. aureus
(izraZzena polikvantitativno).
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Tabela 1: Tipovi uzoraka

Tipovi uzoraka Poznati pozitivni | Poznati negativni

uzorci bakterije uzorci bakterije
S. aureus S. aureus

Apscesi 14 6

Ascites 1 0

Kost 1 0

Bursa 1 0

Kateter 4 0

Drenaza 1 0

Fistula 0 1

HirurSki uzorci 12 15

Razni tupferi 12 19

Flegmona 1 0

Trahealni sekreti 1 0

Rane 52 24

Ukupno 100 65

Rezultati: Od 165 uzoraka, 100 je pokazalo rast bakterije S. aureus na svakoj podlozi, 5to
je potvrdeno testom koagulaze iz svih podloga.

Na podlozi CHROMagar Staph aureus, 100 uzoraka je dalo rast bakterije S. aureus; na
manitol slanom agaru, 91 uzorak je dao S. aureus; na agaru Columbia zajedno sa
ispitivanjem koagulaze, 98 uzoraka je bilo pozitivno na S. aureus. Postojala je jedna
lazna pozitivna reakcija na CHROMagar Staph aureus za koju se ispostavilo da je
Streptococcus agalactiae. Nakon ponovnog nanoSenja sojeva bakterija na

CHROMagar Staph aureus, kolonije su bile ljubi¢aste pre nego roze do svetloljubiaste.
Izmedu poznatih negativnih uzoraka, bilo je pet kultura sa ljubi¢astim ili lila kolonijama
koje su bile sli€ne bakteriji S. aureus po boji. Njih je, medutim, mogao lako da razlikuje od
kolonija bakterije S. aureus (= roze do svetloljubiCaste) €ak i operater koji nije previse
upucen u boje kolonija razlicitih vrsta koje rastu na podlozi (pre po&etka ispitivanja bio je
poznat samo rezime boja i organizama koje se pojavljuju na podlozi).

Osetljivost podloge CHROMagar Staph aureus (na osnovu roze do svetloljubiastih boja
kolonije), Manitol slanog agara (ha osnovu kolonija okruZzenih Zutom podlogom) i
Columbia agara (rast tipi€nih S. aureus kolonija zajedno sa ispitivanjem koagulaze) je bio
100%, 91%, i 98%. Specificnost podloge CHROMagar Staph aureus je bila 98,5%.

Na podlozi CHROMagar Staph aureus, intenzitet rasta je bio znatno ucestalije viSi nego
na MSA (p= 0,05); pogledajte tabelu 2.

CHROMagar Staph aureus moze da se koristi na Sirokom spektru uzoraka.

Tabela 2: Intenzitet rasta izolata bakterije S aureus na CSA* u poredenju sa MSA*

Intenzitet rasta

CSA = Col CSA> Col Col>CSA CSA=MSA | CSA>MSA | MSA>CSA

Broj 74 12 14 74 18** 8
uzoraka

* CSA, CHROMagar Staph aureus; MSA, manitol slani agar; Col, agar Columbia sa 5% ovcije krvi
** Statisticki znacajna razlika (p= 0,05)

Testiranje poljoprivredno-prehrambenih proizvoda

Institut AOAC Research Institute je procenio podlogu BBL CHROMagar Staph aureus

u okviru programa Performance Tested Methods Program. Podlogu je procenila eksterna
referentna laboratorija, kao i interna laboratorija kompanije BD, za otkrivanje i brojanje
bakterija S. aureus u kuvanoj govedini, dimljenom lososu i ljuski jaja. Otkrivanje i brojanje
bakterija S. aureus na podlozi BBL CHROMagar Staph aureus je uporedeno sa AOAC i
ISO referentnom plo¢astom podlogom, agarom Baird-Parker, koriS¢enjem preporuéenih
rastvaraca pri niskim, srednjim i visokim nivoima inokuluma bakterije S. aureus. Nakon
24 sata inkubacije izvrSeno je brojanje na podlozi BBL CHROMagar Staph aureus,

a nakon 48 sati na agaru Baird-Parker. Na osnovu statistiCke analize, nisu pronadene
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znacajne razlike izmedu referentnih metoda i metode BBL CHROMagar Staph aureus
ni za jedan tip hrane ili nivo kontaminacije, sa izuzetkom uzorka dimljenog lososa niskog
nivoa kontaminacije. Nizak nivo kontaminacije dimljenog lososa pokazao je

statistiCku razliku u internom ispitivanju koris¢enjem ISO metode; npr. metod

BBL CHROMagar Staph aureus pokazala je viSe kolonija (logio = 2,04) nakon 24 sata
od I1SO reference nakon 48 sati (logio = 1,64). Procene preciznosti ponovljivosti metode
BBL CHROMagar Staph aureus su bile zadovoljavajuce. Koeficijenti korelacije su se
kretali u rasponu od 92,6% do 99,4%, Sto predstavlja dobru korelaciju za sve nivoe
kontaminacije i sve tipove hrane. Rezime podataka je dat u tabelama 1 i 2. Nisu
otkrivene lazno pozitivne kolonije iz matrica hrane koris¢enjem podloge

BBL CHROMagar Staph aureus. Sve svetloljubi¢aste kolonije su potvrdene kao S.
aureus bez odstupanja. Dodatno je analizirano 30 sojeva bakterije S. aureus, ukljuCujuéi
sojeve za koje je poznato da stvaraju enterotoksin, i 37 izolata koji nisu za bakteriju S.
aureus, a koji su pokazali osetljivost i specifi¢nost od 100% na podlozi

BBL CHROMagar Staph aureus.?

Tabela 1. Rezime AOAC i ISO eksternog testiranja kuvane govedine i ljuski jaja 12

AOAC
Nivo inokuluma | T-test uparenih Ponovljivost Kvadrat
(zavisnih) uzoraka (standardna koeficijenta
ili jednosmerna devijacija)® linearne
analiza varijanse? korelacije
Nizak Neznatno 0,398
Kuvana Srednji Neznatno 0,04 96,0%
govedina Visok Neznatno 0,062
Nizak Neznatno 0,302
Ljuske jaja Srednji Neznatno 0,089 95,5%
Visok Neznatno 0,143
ISO
Nivo inokuluma | T-test uparenih Ponovljivost Kvadrat
(zavisnih) uzoraka (standardna koeficijenta
ili jednosmerna devijacija)® linearne
analiza varijanse? korelacije®
Nizak Neznatno 0,315
Kuvana Sredniji Neznatno 0,045 94,6%
govedina Visok Neznatno 0,117
Nizak Neznatno 0,341 92,6%
Ljuske jaja Sredniji Neznatno 0,223
Visok Neznatno 0,135
Fusnote videti u tabeli 2
Tabela 2. Rezime AOAC i ISO eksternog i internog testiranja dimljenog lososa
Nivo T-test uparenih (zavisnih) Ponovljivost Kvadrat
inokuluma | uzoraka ili jednosmerna (standardna koeficijenta
analiza varijanse? devijacija)® linearne korelacije®
AOAC Nizak Neznatno Neznatno 0,132 0,271
dimljeni Srednji Neznatno Neznatno 0,055 0,095
losos Visok Neznatno Neznatno 0,064 0,161 99,4% 93,2%
ISO Nizak Neznatno Znacajno? 0,158 0,227
dimljeni Srednji Neznatno Neznatno 0,135 0,165
losos Visok Neznatno Neznatno 0,116 0,033 98,7% 97,4%

a T-test uparenih (zavisnih) uzoraka ili jednosmerna analiza varijanse se koriste za uporednu procenu performansi podloge
BBL CHROMagar Staph aureus u odnosu na referentnu podlogu poredenjem srednje vrednosti logio broja kolonija.

b Ponovljivost pokazuje da podloga BBL CHROMagar Staph aureus daje poredive rezultate izmedu ispitivanja na istom
materijalu i istom metodom.

¢ Kvadrat koeficijenta linearne korelacije se koristi za procenu preciznosti kvantitativnih metoda za razli€ite brojeve
bakterija S. aureus.

d Podloga BBL CHROMagar Staph aureus je otkrila viSe kolonija od ISO referentne metode.
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Ograni¢enja procedure

Povremeno neki sojevi stafilokoka, razli¢iti od S. aureus, kao Sto su: S. cohnii, S. intermedius
i S. schleiferi, kao i korinobakterija i kvasci, mogu da proizvedu svetloljubiCasto obojene kolonije
za 24 sata.!* Diferencijacija S. aureus od bakterija koje nisu S. aureus moze da se postigne
koagulazom, drugim biohemikalijama ili bojenjem po Gramu. Otporni gram-negativni bacili,
koji se obi¢no pojavljuju kao male plave kolonije, takode mogu ostati neotkriveni.

Inkubacija duza od 24 sata (klini¢ki uzorci) i 28 sati (uzorci hrane) se ne preporuéuje zbog
povecanja potencijalno lazno pozitivnih reakcija. Ako se premasi vreme inkubacije,
svetloljubi€asto obojene kolonije treba da se potvrde pre izveStavanja kao S. aureus.
Inkubacija koja traje kra¢e od preporu¢enih 20 sati moZe da dovede do dobijanja manjeg
procenta ispravnih rezultata.

Zbog prirodnog zlatnog pigmenta nekih sojeva S. aureus, boje kolonija mogu da izgledaju kao
narandzaste do svetloljubiCaste.
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PAKOVANJE/DOSTUPNOST
REF 257074 Plo¢aste podloge spremne za upotrebu, 20 kom.
REF 257099 PloCaste podloge spremne za upotrebu, 120 kom.

DODATNE INFORMACIJE
Tehnicka sluzba: obratite se lokalnom predstavniku kompanije BD ili www.bd.com.
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AOAC is a trademark and Performance Tested Methods is a service mark of AOAC International.

CHROMagar is a trademark of Dr. A. Rambach.
Difco is a trademark of Difco Laboratories, Inc., subsidiary of Becton, Dickinson and Company.
ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection.
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	BBL CHROMagar Staph aureus predstavlja selektivnu podlogu za izolaciju, brojanje i identifikaciju bakterije Staphylococcus aureus iz kliničkih uzoraka i uzoraka hrane. Testiranje za potvrdu tipičnih izolata iz klilničkih izvora nije potrebno.
	Podlogu BBL CHROMagar Staph aureus (pripremljena pločasta podloga) je procenio institut AOAC Research Institute (Istraživački institut AOAC) u okviru programa Performance Tested Methods Program (Program za proveru funkcionalnosti metoda) za analizu lj...
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