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UTILIZARE SPECIFICA

BBL CHROMagar Staph aureus este un mediu selectiv pentru izolarea, numararea si
identificarea Staphylococcus aureus din surse clinice si alimentare. Nu sunt necesare testari
pentru confirmarea izolatelor tipice din surse clinice.

BBL CHROMagar Staph aureus (mediu pe placa preparat) a fost validat de AOAC Research
Institute Tn cadrul programului Performance Tested Methods®™ pentru analiza ouélelor,
somonului afumat si a fripturii de vita utilizand metodele AOAC si 1ISO."? Sunt necesare teste
pentru confirmare a coloniilor de culoare mov obtinute din tipurile alimentare mentionate mai
Sus.

PRINCIPIILE SI EXPLICAREA PROCEDURII

Metoda microbiologica.

S. aureus este un agent patogen bine cunoscut. Infectiile de care se face responsabil variaza de
la superficiale la sistemice.>* Datoritd prevalentei si implicatiilor clinice ale acestui organism,
detectarea sa este foarte importanta.

Intoxicatia alimentara stafilococica determinata de S. aureus este una din cele mai comune
forme de Imbolnavire de cauza alimentara din lume. Detectarea si numararea sa ajuta la
furnizarea de informatii asupra potentialului risc al alimentelor pentru sanatate, in acelasi timp
fiind un indicator al igienei precare.® Este recomandat, de asemenea, ca acest organism sa fie
utilizat ca un indicator al calitatii apei.®

BBL CHROMagar Staph aureus este destinat izolarii, numararii si identificarii S. aureus
bazandu-se pe formarea coloniilor de culoare mov. Adaugarea la mediu a substraturilor
cromogene faciliteaza diferentierea S. aureus de alte organisme.

Capacitatea de a identifica S. aureus in 24 h in loc de 48 h este un avantaj pe care BBL
CHROMagar Staph aureus il are asupra unor medii traditionale, cum ar fi agarul Baird-Parker.

BBL CHROMagar Staph aureus a fost initial realizat de A. Rambach, CHROMagar, Paris,
Franta. in cadrul unui acord de licenta, BD a optimizat aceasta formula utilizand drepturile de
proprietate intelectuala la fabricarea mediului preparat si transpus in placi BBL CHROMagar
Staph aureus. Peptone Difco special selectate furnizeaza substantele nutritive. Adaugarea
unor agenti selectivi inhiba cresterea organismelor gram-negative, a levurilor gi a unor coci gram
pozitivi. Amestecul cromogen consta din substraturi artificiale (cromogeni), ce elibereaza, cand
sunt hidrolizate de enzime specifice, un compus colorat insolubil. Aceasta faciliteaza detectarea
si diferentierea S. aureus de alte organisme. S. aureus utilizeaza unul din substraturile
cromogene, producand colonii de culoare mov. Cresterea coloniilor de culoare mov pe BBL
CHROMagar Staph aureus la 24 h, este considerata reactie pozitiva pentru S. aureus. Alte
bacterii in afara de S. aureus pot utiliza alte substraturi cromogene determinand formarea de
colonii de culoare albastra, albastru-verzui sau colonii colorate natural daca nu sunt utilizate
substraturi cromogene.

*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 KITULUL. 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 100503.
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REACTIVI
BBL CHROMagar Staph aureus
Formula* aproximativa pentru un L de apa purificata

Cromopeptona 40,0 g
Clorura de sodiu 25049
Amestec cromogen 0,59
Agenti inhibitori 0,07 g
Agar 14,09
pH: 6,8 +/- 0,2

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

PRECAUTII

. Numai pentru uz profesional. ®

In cazul in care se constatd umezeala excesiva, rasturnati cutia cu capacul deschis si lasati sa
se usuce la aer pentru a preveni formarea in cursul incubatiei a unei membrane intre partea
inferioara si cea superioara a placii. Feriti de lumina in cursul uscarii. Consultati DEPOZITARE
SI DURATA DE DEPOZITARE.

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

In esantioanele clinice pot fi prezente microorganisme patogene, inclusiv virusurile hepatice si
virusul imunodeficientei umane. La manevrarea tuturor elementelor contaminate cu sange si
alte lichide biologice trebuie respectate Precautiile standard’"%si regulamentul institutiei.

Tn 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
procedurlle de manipulare aseptlca 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. Placile pot fi inoculate pana la
expirarea termenului de valabilitate (consultati eticheta ambalajului) si pot fi incubate pentru
perioadele recomandate de incubare.

Placile dintr-un teanc de 10 placi desfacut pot fi utilizate timp de o saptamana daca sunt
depozitate intr-o zona curata intre 2 si 8°C.

CONTROLUL CALITATII EFECTUAT DE UTILIZATOR

Verificati performanta prin inocularea pe placi reprezentative a unor culturi pure de organisme
martor stabile, producatoare de reactii cunoscute si de referinta, (pentru detalii, consultati
documentul INSTRUCTIUNI GENERALE DE UTILIZARE). Pentru testare sunt recomandate
tulpinile mentionate in tabelul de mai jos. Incubati la intuneric, in conditii de aerobioza pentru 18
pana la 24 de ore, la 35 + 2°C.

Tulpini Rezultatele cresterii

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Crestere; colonii mov

Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305 | Crestere; colonii verzi spre albastru-verzui

Proteus mirabilis ATCC 12453 Inhibare (partiala spre completa)

Neinoculat Incolor spre culoarea chihlimbarului deschis, clar spre
tulbure

Cerintele controlului de calitate trebuie efectuate 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 din clinica sa apeleze la ghidurile adecvate ale Clinical
and Laboratory Standards Institute (Institutul pentru standardele de laborator si clinice) (fost
NCCLS) pentru tehnici adecvate ale controlului calitatii.
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PROCEDURA
Materiale furnizate
BBL CHROMagar Staph aureus, furnizat in vase Stacker de 90 mm

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

Tipuri de probe

Pentru detalii referitoare la procedurile de colectare si manipulare a esantioanelor/probelor,
consultati instructiunile sau standardele corespunzatoare. Acest mediu este utilizat pentru
izolarea Staphylococcus aureus din toate tipurile de probe clinice. Consultati, de asemenea,
CARACTERISTICI DE PERFORMANTA $I LIMITARILE PROCEDURIL.

Pentru testarea produselor agroalimentare, respectati metodele standard adecvate pentru detalii
asupra prepararii si prelucrarii probei corespunzatoare tipului si localizarii geografice a probei.

Procedura de testare

Respectati tehnicile de asepsie. Suprafata agarului trebuie sa fie omogena si umeda, dar nu
excesiv de umeda. Cat mai repede posibil, dupa receptia in laborator, inoculati proba clinica pe o
placa BBL CHROMagar Staph aureus si insamantati in vederea izolarii. Daca proba este
cultivata dintr-un tampon, rotiti cu blandete tamponul pe o arie mica la marginea suprafetei, apoi
insamantati din aceasta arie cu o ansa. Incubati placile in conditii de aerobioza la 35 + 2°C
pentru 20—24 h intr-o pozitie inversata (partea cu agar in sus).

Pentru probele alimentare, consultati referintele corespunzatoare si respectati metodele standard
aplicabile. Inoculati probele alimentare omogenizate pe BBL CHROMagar Staph aureus
utilizdnd tehnica de dispersare pe placa. Incubati placile in conditii de aerobioza la 35-37°C
pentru 20-28 h intr-o pozitie inversata (partea cu agar in sus).

Rezultate

Dupa o incubatie corespunzatoare, cititi placile pe un fundal alb. S. aureus va produce pe
mediul BBL CHROMagar colonii de culoare mov spre portocaliu/mov. Daca nu sunt inhibate,
cele mai multe organisme gram pozitive vor produce colonii de culoare albastra, albastru-verzui
sau de culoare naturala (incolore, albe sau crem). Organismele gram negative si levurile sunt
inhibate partial spre complet.

CARACTERISTICI DE PERFORMANTA Sl LIMITARILE PROCEDURII

Rezultate de performanta’

Testarea clinica
1. Intr-un studiu pe teren efectuat de un mare spital metropolitan din S.U.A., au fost
evaluate pe BBL CHROMagar Staph aureus 201 de probe faringiene si de sputa de la
pacienti cu fibroza chistica si 459 de probe nazale de la pacientii altor spitale. BBL
CHROMagar Staph aureus a fost comparat cu agar sange sau agar cu sare de manitol,
cu confirmarea izolatelor prin testul coagulazei. S. aureus a fost recuperat din 190 de
probe combinate. BBL CHROMagar Staph aureus a detectat 9 culturi pozitive
suplimentare de S. aureus ce nu au fost recuperate pe mediile conventionale. Patru
rezultate posibil fals pozitive au fost, de asemenea, observate pe mediul BBL
CHROMagar Staph aureus dupa o incubatie de 24 h: doua corinebacterii si doi
stafilococi coagulazo-negativi. BBL CHROMagar Staph aureus a determinat o
sensibilitate general& de 99,5% si o specificitate de 99,2%."

2. Intr-un studiu european, o sutd saizeci si cinci (165) de probe dintr-un laborator pentru
testare de rutina, constand din 100 de probe in care s-a descoperit S. aureus prin
metode standard (= probe cunoscute ca pozitive ) si 65 de probe cunoscute ca negative,
au fost dispersate pe CHROMagar Staph aureus, agar cu sare de manitol si agar cu 5%
sange de oaie Columbia. Tipurile de probe sunt afisate in tabelul 1. Placile au fost
incubate 20 pana la 24 de ore la 35 pana la 37°C si au fost citite pentru colonii suspecte
de S. aureus. Au fost efectuate teste ale coagulazei in flacon pentru toate coloniile
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suspecte de pe toate cele trei medii. De asemenea, a fost determinat gradul cresterii
coloniilor de S.aureus (apreciata semi-cantitativ).

Tabelul 1: Tipuri de probe

Tipuri Probe cunoscute ca|Probe cunoscute ca

de probe pozitive pentru S. | negative pentru S.
aureus aureus

Abcese 14 6

Lichid de ascita 1 0

Os 1 0

Bursa 1 0

Cateter 4 0

Drenaj 1 0

Fistula 0 1

Probe chirurgicale 12 15

Tampoane diverse 12 19

Flegmoane 1 0

Secretii traheale 1 0

Plagi 52 24

Total 100 65

Rezultate: Din 165 de probe, 100 au prezentat crestere de S. aureus pe orice mediu,
confirmata de testul coagulazei din toate mediile.
100 de probe au determinat cresterea S. aureus pe CHROMagar Staph aureus; 91 au
determinat cresterea S. aureus pe agar cu sare de manitol; iar 98 de probe au fost
pozitive pentru S. aureus pe agar Columbia impreuna cu testul coagulazei. A fost
semnalat un rezultat fals pozitiv pe CHROMagar Staph aureus care a rezultat a fi
Streptococcus agalactiae. Dupa reinsamantarea tulpinii pe CHROMagar Staph aureus,
coloniile au fost de culoare violet mai degraba decéat trandafirii spre mov.
Printre probele cunoscute ca negative, 5 culturi au prezentat colonii violete sau liliachii,
colonii similare din punct de vedere al culorii cu S. aureus. Cu toate acestea, au putut fi
usor diferentiate de coloniile produse de S. aureus (=trandafirii spre mov), de catre un
cititor nefamiliarizat cu culorile coloniilor diferitelor specii ce cresc pe mediu (inainte de
inceperea studiului i-a fost prezentat numai un rezumat al culorilor si organismelor ce pot
fi intalnite pe mediu).

Sensibilitatile mediilor CHROMagar Staph aureus (bazata pe culoarea coloniilor

trandafirii spre mov), agarului cu sare de manitol (bazata pe colonii inconjurate de mediu
galben) si agar Columbia (cresterea coloniilor tipice de S. aureus impreuna cu testul
coagulazei) au fost de 100%, 91% si respectiv de 98%. Specificitatea CHROMagar

Staph aureus a fost de 98,5%.

Intensitatea cresterii pe CHROMagar Staph aureus a fost frecvent mai mare decéat pe
MSA (p= 0,05); consultati tabelul 2.
CHROMagar Staph aureus poate fi utilizat pentru o larga varietate de probe.

Tabelul 2: Intensitatea cresterii izolatelor de S. aureus pe CSA* comparata cu cea pe

MSA*
Growth intensitylntensitatea cresterii
CSA = Col | CSA>Col | Col>CSA | CSA=MSA | CSA>MSA | MSA>CSA
Numarul de probe 74 12 14 74 18** 8

* CSA, CHROMagar Staph aureus; MSA, agar cu sare de manitol; Col, agar Columbia cu 5% sange de

oaie

** diferenta statistic semnificativa (p= 0,05)

Testarea produselor agroalimentare

BBL CHROMagar Staph aureus a fost validat de AOAC Research Institute in cadrul
programului Performance Tested Methods. Mediul a fost evaluat pentru recuperarea si
numararea S. aureus din friptura de vita, din somonul afumat si din oua, de un laborator
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extern de referinta, cat si intern Tn cadrul BD. Recuperarea si numararea S. aureus pe
BBL CHROMagar Staph aureus a fost comparata cu mediul de referinta pe placa
AOAC si ISO, cu agarul Baird-Parker, utilizand solventii recomandati la nivele de
inoculare cu

S. aureus reduse, medii si ridicate. Numararea a fost realizatd dupa 24 h de incubatie pe
BBL CHROMagar Staph aureus si dupa 48 h pe agarul Baird-Parker. Pe baza unei
analize statistice, nu au fost gasite diferente semnificative intre metodele de referinta si
metoda BBL CHROMagar Staph aureus pentru nici un fel de alimente sau nivel de
contaminare, cu exceptia unei probe de somon afumat cu nivel redus de contaminare.
Nivelul redus de contaminare al somonului afumat a evidentiat o diferenta statistica in
testarea interna utilizand metoda 1SO; adica, metoda BBL CHROMagar Staph aureus a
recuperat la 24 h mai multe colonii (log1 = 2,04) decat metoda de referinta ISO la 48 h
(log1o = 1,64). Estimarile preciziei repetabilitatii metodei BBL CHROMagar Staph
aureus au fost satisfacatoare. Coeficientii de corelatie au variat intre 92,6% si 99,4%,
evidentiind o buna corelare pentru toate nivelurile de contaminare ale tuturor tipurilor de
alimente.

Data is summarized in Tables 1 and 2. No false-positive colonies were recovered from
the food matrices using BBL CHROMagar Staph aureus. Datele sunt centralizate in
tabelele 1 si 2. Nu au fost recuperate colonii fals pozitive din tipurile alimentare utilizand
BBL CHROMagar Staph aureus. Toate coloniile mov au fost confirmate, fara
discrepante, ca S. aureus. Au fost evaluate 30 de tulpini suplimentare de S. aureus,
incluzand tulpini cunoscute ca producatoare de enterotoxine si 37 de isolate non-S.
aureus rezultand la ambele grupuri o sensibilitate si o specificitate de 100% pe BBL
CHROMagar Staph aureus."

Tabelul 1. Rezumatul testarilor externe AOAC si ISO pentru friptura de vita si oua 12

AOAC
Nivelul de Testul-t pereche Repetabilitatea Patratul
inoculare sau One-way (deviatia coeficientului
ANOVA® standard)® liniar de corelare
Redus Nesemnificativ 0,398
Friptura de Mediu Nesemnificativ 0,04 96,0%
vita Ridicat Nesemnificativ 0,062
Redus Nesemnificativ 0,302
Oua Mediu Nesemnificativ 0,089 95,5%
Ridicat Nesemnificativ 0,143
ISO
Nivelul de Testul-t pereche Repetabilitatea Patratul
inoculare sau One-way (deviatia coeficientului
ANOVA® standard)® liniar de corelare
Redus Nesemnificativ 0,315
Friptura de Mediu Nesemnificativ 0,045 94.6%
vita Ridicat Nesemnificativ 0,117
Redus Nesemnificativ 0,341 92,6%
Oua Mediu Nesemnificativ 0,223
Ridicat Nesemnificativ 0,135

Note de subsol - consultati tabelul 2

Tabelul 2. Rezumatul testarilor externe AOAC si ISO si interne pentru somonul afumat

Nivelul de | Testul-t pereche sau One- Repetabilitatea Patratul
inoculare way ANOVA?® (deviatia coeficientului liniar
standard)b de corelare
Redus Nesemnificati | Nesemnifica | 0,132 0,271
\% tiv
AOAC Mediu Nesemnificati | Nesemnifica | 0,055 0,095 99,4% 93,2%
somon \ tiv
afumat Ridicat Nesemnificati | Nesemnifica| 0,064 0,161
\% tiv
Redus Nesemnificati Semn(gficativ 0,158 0,227
v
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Mediu Nesemnificati | Nesemnifica| 0,135 0,165
ISO v tiv 98,7% 97,4%
somon Ridicat Nesemnificati | Nesemnifica| 0,116 0,033
afumat v tiv

a Testul-t pereche si 0 analiza one-way ANOVA au fost utilizate pentru a evalua performantele comparate ale BBL
CHROMagar Staph aureus versus mediul de referinta prin compararea mediei log1, a numaratorilor coloniilor.

b Repetabilitatea demonstreaza ca BBL CHROMagar Staph aureus determina rezultate comparabile intre testele
realizate pe acelasi material si cu aceeasi metoda.

¢ Patratul coeficientului de corelatie liniara este utilizat pentru evaluarea preciziei metodelor cantitative la diferitele
numaratori ale S. aureus.

d BBL CHROMagar Staph aureus a recuperate mai multe colonii decat metoda de referinta 1SO.

Limitarile procedurii

Ocazional, unele tulpini de stafilococi, altele decat S. aureus, cum ar fi: S. cohnii, S. intermedius
si S. schleiferi, cat si corinebacterii si levuri, pot produce la 24 h colonii de culoare mov."
Diferentierea S. aureus de non-S. aureus poate fi realizata prin testul coagulazei, alte teste
biochimice sau coloratia gram. Pot, de asemenea, sa apara bacilii gram-negativi rezistenti, care
formeaza tipic colonii mici de culoare albastra.

Nu este recomandata incubatia peste 24 h (probe clinice) si 28 h (probe alimentare) datorita
cresterii posibilitatilor de reactii fals pozitive. Daca timpul de incubatie este depasit, coloniile de
culoare mov trebuie confirmate inainte de a fi raportate ca S. aureus.

Incubatia cu o durata mai scurta de cea recomandata de 20 h poate determina un procentaj mai
scazut al rezultatelor corecte obtinute.

Culoarea coloniilor poate apare portocaliu-mov, datorita pigmentului auriu natural al unor tulpini
de S. aureus.
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AMBALAJ/DISPONIBILITATE
Nr. cat. 257074 Medii pe placi pregatite pentru utilizare, 20 cpu
Nr. cat. 257099: Medii pe placi pregatite pentru utilizare, 120 cpu

INFORMATII SUPLIMENTARE
Pentru informatii suplimentare, contactati reprezentantul local BD.

adl

Becton Dickinson GmbH

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

http://www.bd.com
http://www.bd.com/europe/regulatory/

AOAC is a trademark and Performance Tested is a service mark of AOAC International.
CHROMagar is a trademark of Dr. A. Rambach.

Difco is a trademark of Difco Laboratories, subsidiary of Becton, Dickinson and Company.

ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection

BD, BD Logo and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company. © 2011 BD
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