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BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) 
 
ÚČEL POUŽITÍ 
BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) (Diferenciační agar pro 
streptokoky skupiny B) (médium Granada) se používá k izolaci a identifikaci Streptococcus 
agalactiae (streptokoky skupiny B) z klinických vzorků. 
 
ZÁSADY A VYSVĚTLENÍ POSTUPU 
Mikrobiologická metoda  
Streptococcus agalactiae je příčinou vážných infekcí u novorozenců, včetně septikémie, 
meningitidy a multiorgánového postižení. 1-3 Novorozence infikuje matka, která může být 
asymptomatickou nosičkou tohoto organismu v poševní flóře. Frekvence výskytu je přibližně 1,5 
na 1000 živěrozených dětí; úmrtnost je přibližně 8,7 %. 3 Bylo prokázáno, že odpovídající 
detekce agens v poševní flóře těhotných žen a následná léčba novorozence může výrazně snížit 
riziko vzniku infekce.2,3  Standardním postupem při izolaci z poševních vzorků je použití krevního 
agaru nebo selektivního krevního agaru a detekce charakteristické beta-hemolýzy, po níž 
následuje biochemická nebo sérologická identifikace.1  Nejnovější výzkumy ukázaly, že riziko 
infekce může pro novorozence představovat i nízký počet S. agalactiae v poševní flóře. Proto se 
doporučuje použití postupů využívajících obohacení, například živnou půdu LIM Broth.4  Toto 
obohacené médium však není pro S. agalactiae zcela selektivní, a může se tedy stát, že při 
použití této metody budou obohaceny i jiné Gram-pozitivní organismy, které mohou S. 
agalactiae překrýt.  
 

V posledních letech byly testovány modifikace média Islam, které bylo popsáno v roce 1977, a 
to z hlediska vhodnosti k detekci a izolaci daného organismu.5,6  Na těchto médiích, například na 
médiu New Granada, nejnovější modifikaci média Islam, vytvářejí beta-hemolytické kmeny S. 
agalactiae kolonie oranžové až růžové barvy.7,8 Zbarvení kolonie je způsobeno vlastním 
pigmentem organismu, grenadaenem, což je  ornithinový derivát rhamnopolyenu.16 

Pigmentace je velmi specifická a vyskytuje se pouze u streptokoků skupiny B. Stabilita média 
New Granada je však omezená.9,10  
Diferenciační agar BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium),    
modifikace média New Granada s vylepšenou stabilitou a selektivitou a peptidem proteózou č. 3, 
je zdrojem bílkovin a poskytuje prekurzory nezbytné pro tvorbu pigmentu a růst. Škrob je 
výživnou složkou, která funguje jako stabilizátor pigmentu. Výživnými látkami jsou rovněž 
glukóza, pyruvát a cystein. Hořčík je stopovým prvkem. Kombinace MOPS a fosfátu funguje jako 
pufr pH. Krystalová violeť inhibuje stafylokoky. Inhibitory a induktory byly přidány za účelem 
potlačení průvodní flóry, například Gram-negativních bakterií a striktně anaerobních bakterií, a 
podpoření tvorby pigmentu. 
 
ČINIDLA 
Diferenciační agar BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) 
Složení* na jeden litr čištěné vody 
Pepton proteóza č. 3 25,0 g Hydrogenfosforečnan sodný 10,7 g 
Kukuřičný škrob  14,0 Krystalová violeť 0,0005 
Glukóza 2,5 Inhibitory a induktory 0,021 
Sodná sůl kyseliny pyrohroznové 1,0 (CIN agar)  15,2 
Cystein hydrochlorid 0,1   
Sulfát hořčíku  0,3   
MOPS (3-morfolinopropan kyselina 
sulfonová), sůl hemisodia 

11,0   

pH 7,4 ± 0,2 
*Upraveno a/nebo doplněno dle potřeby tak, aby byla splněna kritéria účinnosti. 
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BEZPEČNOSTNÍ OPATŘENÍ 

  . Pouze k odbornému použití.  
Pokud misky vykazují známky mikrobiální kontaminace, změny zabarvení, vysušení, popraskání 
nebo jiné známky poškození, nepoužívejte je. 
Pokyny pro aseptickou manipulaci, informace týkající se biologického nebezpečí a pokyny pro 
likvidaci použitého produktu naleznete v dokumentu VŠEOBECNÉ POKYNY K POUŽITÍ. 
 
SKLADOVÁNÍ A ŽIVOTNOST 
Po převzetí až do doby těsně před použitím skladujte misky v originálním pouzdru, v temnu a při 
teplotě 2 až 8 °C.  Chraňte před mrazem a přehřátím. Misky lze inokulovat až do data expirace 
(viz štítek na obalu) a inkubovat po doporučenou dobu inkubace. 
Misky z otevřených sad po 10 kusech lze používat po dobu jednoho týdne, pokud jsou uloženy 
v čistém prostředí při teplotě 2 až 8 °C. 
 
KONTROLA KVALITY UŽIVATELEM  
Inokulujte reprezentativní vzorky následujícími kmeny (podrobné informace naleznete 
v dokumentu VŠEOBECNÉ POKYNY K POUŽITÍ). Inkubujte v anaerobních podmínkách při 
teplotě 35 °C ( 2 °C) po dobu 18 až 24 hodin.  
 
Kmeny Výsledky růstu
Streptococcus agalactiae ATCC 12386  Růst dobrý až výborný, kolonie malé až středně velké a 

oranžově zbarvené s bezbarvými okraji nebo bez nich 
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 Růst; velmi malé bezbarvé až šedé kolonie 
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Růst; středně velké bezbarvé až šedé kolonie 
Staphylococcus aureusATCC 25923 Úplná inhibice 
Bacteroides fragilisATCC 25285 Částečná až úplná inhibice. 
Proteus mirabilis ATCC 43071 Částečná až úplná inhibice, úplná inhibice splývání 

kolonií, bezbarvé kolonie  
Slepý vzorek Bílé až světle šedé zbarvení, zakalené 

 
POSTUP 
Dodaný materiál 
Diferenciační agar BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) (90mm 
misky Stacker). Mikrobiologicky kontrolováno. 
 
Materiál, který není součástí dodávky 
Pomocná kultivační média, činidla a laboratorní vybavení dle potřeby. 
 

Typy vzorků  
Diferenciační agar BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) lze 
použít k izolaci S. agalactiae (streptokoků skupiny B) ze všech typů lidských klinických vzorků. 
Mezi nejčastější vzorky patří výtěry z rodidel těhotných žen nebo výtěry či jiné vzorky odebrané 
od novorozenců. Při odběru a přenosu vzorků použijte správný postup.1,11 

 
Provedení testu 
Naneste vzorek co nejdříve po převzetí v laboratoři na diferenciační agar BD Group B 
Streptococcus Differential Agar (Granada Medium). Miska s nátěrem se používá především 
k izolaci čistých kultur ze vzorků obsahujících smíšenou flóru. 
Pokud je materiál kultivován přímo z výtěru, můžete také otřít výtěr o malou plochu na okraji a 
poté provést nátěr z takto inokulovaných míst pro účely izolace. 
Inkubujte za anaerobních podmínek při teplotě 35 °C (2 °C) po dobu 18 až 24 hodin. Bude-li 
výsledek negativní, lze misky inkubovat dalších 18 až 24 hodin, avšak tento postup není 
obvykle nutný. Aby byly prokázány všechny patogeny, které se podílí na vzniku infekce nebo 
tvorbě kolonií, musí být vzorek natřen také na misku s krevním agarem, například agarem BD 
Columbia Agar with 5% Sheep Blood, který je třeba inkubovat v atmosféře obohacené CO2 
při teplotě 35 °C (2 °C) po dobu 18 až 48 hodin. Pokud použijete tekutá obohacená média, 
například živnou půdu Lim Broth, lze je subkultivovat na diferenciačním agaru BD Group B 
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Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) spolu s kličkou živné půdy po 18 až 24 
hodinách inkubace a inkubovat podle výše uvedených pokynů. 
 

Výsledky 
Po inkubaci vytvoří beta-hemolytické kmeny S. agalactiae malé až středně velké kolonie; kolonie 
budou mít bledé až výrazně oranžové nebo růžovooranžové zbarvení s bezbarvými okraji nebo 
bez nich. Aby bylo možné detekovat slabě zbarvené kmeny, je třeba misky odečíst proti bílému 
pozadí. Jakýkoli stupeň intenzity oranžové pigmentace je považován za pozitivní. Při odečtu 
nedržte misky proti světlu! Stafylokoky, Gram-negativní tyčky a striktně anaerobní bakterie jsou 
na médiu obvykle úplně inhibovány. Ostatní streptokoky a enterokoky budou růst bez inhibice, 
avšak vytvoří bezbarvé až šedé kolonie. Nehemolytické kmeny S. agalactiae budou rovněž tvořit 
šedé až modrošedé kolonie. Jejich výskyt je vzácný (maximálně 4 % u těhotných žen).  
Pro odlišení nehemolytických streptokoků skupiny B od enterokoků a jiných skupin streptokoků 
je možné provést test PYR (použijte sadu BD DrySlide PYR kit, katalogové číslo 231747) 
přímo na šedých až modrošedých koloniích na médiu BD Group B Streptococcus Differential 
Agar (Granada Medium): enterokoky, Streptococcus pyogenes a několik dalších streptokoků 
mají pozitivní PYR test (= vytvářejí červenou až fialovou barvu během 1 minuty), zatímco S. 
agalactiae a různé další streptokoky mají negativní PYR test (=nažloutlé až bezbarvé kolonie).15  
Izoláty s negativním PYR testem z šedých nebo modrošedých kolonií je nutné dále testovat a 
ověřit přítomnost nehemolytického kmene S. agalactiae, např. serologickým dourčením. 
 
Oranžová pigmentace na tomto médiu je pro S. agalactiae velmi specifická, proto není k 
potvrzení výsledků zapotřebí provádět sérologickou nebo biochemickou identifikaci. 
Sérologickou typizaci však lze provést přímo z diferenciačního agaru BD Group B 
Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) bez nutnosti provedení další 
subkultivace. K tomuto účelu lze použít testovací sadu BBL Streptocard Enzyme Latex Test 
Kit (kat. č. 240950).  
Prohlédněte misku s agarem BD Columbia Agar with 5% Sheep Blood a zjistěte, zda se zde 
nacházejí nehemolytické kmeny S. agalactiae a jiné patogeny. 
 
SPECIFICKÉ VLASTNOSTI ÚČINNOSTI A OMEZENÍ POSTUPU 
Diferenciační agar BD pro streptokoky skupiny B (médium Granada) se používá k izolaci a 
identifikaci Streptococcus agalactiae (streptokoky skupiny B) ze všech typů lidských klinických 
vzorků. Oranžové zbarvení kolonií je na tomto médiu pro S. agalactiae (viz Specifické 
vlastnosti účinnosti) velmi specifické, a proto není provedení potvrzujících testů nutné. Máte-li 
pochybnosti nebo v případě, že jsou kmeny zbarveny pouze slabě, můžete provést sérologické 
testy a/nebo PYR test přímo z izolační misky. 
Bylo zjištěno, že geny odpovědné za tvorbu zbarvení a za tvorbu hemolyzinu S. agalactiae jsou 
vázány na určitý gen.12,13  Přibližně 1 až 2 % kmenů S. agalactiae nepatří mezi hemolytické 
kmeny14, a proto je na diferenciačním agaru BD Group B Streptococcus Differential Agar 
(Granada Medium) nelze zbarvit. Na základě interních studií však bylo zjištěno, že i organismy 
s nízkou produkcí hemolyzinu, které se na většině krevních agarů zdají být nehemolytické, 
mohou na tomto médiu produkovat malé množství pigmentu. Bylo zjištěno, že hemolyzin je 
jedním z hlavních patogenických faktorů S. agalactiae.12,13   
Za účelem detekce všech patogenů, které se účastní infekce, včetně nehemolytických kmenů 
streptokoků skupiny B, je nutné krevní agar, například agar BD Columbia Agar with 5% Sheep 
Blood, inokulovat vzorkem.  
 

Diferenciační agar BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) není 
vhodný pro izolaci jiných streptokoků než S. agalactiae nebo jiných patogenů, které mohou 
způsobovat podobné infekce (například Listeria monocytogenes).  
Účinnost tohoto média ve veterinární medicíně nebyla stanovena. 
 
Specifické vlastnosti účinnosti 

Vyhodnocení účinnosti bylo provedeno za použití 151 klinických vzorků (výtěrů z pochvy a 
děložního hrdla, různých vzorků odebraných od novorozenců), které byly určeny jako pozitivní 
na S. agalactiae standardním nátěrem na misku s krevním agarem a následnou sérologickou 
typizací izolátů.15  Z těchto 151 vzorků bylo 148 pozitivních při následné kultivaci na agaru BD 
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Columbia Agar with 5% Sheep Blood – jeden izolát byl nehemolytický a 147 izolátů bylo beta-
hemolytických. 
Na diferenciačním agaru BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium),  
inkubovaném v anaerobních podmínkách po dobu 18 až 24 hodin, prokázalo 149 vzorků ze 151 
růst streptokoků skupiny B; z tohoto množství 148 vzorků vykázalo některý typ oranžových 
kolonií (senzitivita 98 %), z nichž všechny byly identifikovány sérologickými testy jako 
streptokoky skupiny B. Z těchto 148 kultur měly tři „velmi světle oranžové“ zbarvení. Pokud se 
tyto tři kultury odečtou, bude výsledná senzitivita 96 %. 
V této studii byly inokulované misky s diferenciačním agarem BD Group B Streptococcus 
Differential Agar (Granada Medium) inkubovány rovněž v aerobní atmosféře obohacené 
oxidem uhličitým. Za těchto inkubačních podmínek byla senzitivita 96,8 %. Na těchto miskách 
mělo 14 kultur „velmi světle oranžové“ zbarvení. Pokud se tyto misky odečtou, bude senzitivita 
87,4 %. 
Při anaerobní inkubaci bylo získáno mnohem více izolátů s koloniemi výrazného oranžového 
zbarvení než po inkubaci v aerobní atmosféře obohacené oxidem uhličitým (P < 0,005). Navíc 
kolonie mnoha kmenů byly v případě anaerobní inkubace větší. Proto anaerobní inkubace 
výrazně zlepšuje detekci oranžových kolonií. 
 

V tomto hodnocení bylo zahrnuto i 52 vzorků, které byly původně označeny za S. agalactiae-
negativní. Při kultivaci na diferenciačním agaru BD Group B Streptococcus Differential Agar 
(Granada Medium) nebyly získány žádné falešně pozitivní výsledky (specificita = 100 %). 
 

Použití diferenciačního agaru BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada 
Medium) zlepšuje a urychluje diagnózu streptokoků skupiny B, snižuje náklady a zkracuje dobu 
vyšetření, jelikož provedení dalších identifikačních testů z oranžových kolonií není nutné. 
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BALENÍ/DOSTUPNOST 
BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) (diferenciační agar) 
REF  257079 Média na miskách k okamžitému použití, 20 misek 
 

DALŠÍ INFORMACE 
Další informace vám poskytne místní zástupce společnosti BD. 
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