A, BRUKSANVISNING —
v FARDIGA C €
ODLINGSPLATTOR

PA-257079.05 Reviderad: April 2013

BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium)

AVSEDD ANVANDNING

BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) (differentierande agar for
grupp B-streptokock (Granada-medium)) anvands for isolering och identifiering av Streptococcus
agalactiae (grupp B-streptokock) fran kliniska prover.

PRINCIPER FOR OCH FORKLARING AV METODEN

Mikrobiologisk metod.

Streptococcus agalactiae orsakar svara infektioner hos nyfodda, inklusive sepsis, meningit och
multipla organinfektioner.’® Den nyfédda infekteras av modern som asymptomatiskt kan vara
barare av organismen i den vaginala floran. Incidensen &r cirka 1,5 per 1 000 levande fédda och
mortaliteten ar cirka 8,7 %. ® Det har visats att tillamplig detektion av agenten i den vaginala
floran hos gravida kvinnor foljt av tillamplig behandling av den nyfédda avsevart kan minska
risken fér infektion.?® Standardtekniken fér isolering fr&n vaginala prover ar anvandning av
blodagar eller selektiv blodagar och detektion av den karakteristiska betahemolysen, f6ljt av
biokemisk eller serologisk identifiering." Nyliga undersékningar har visat att &ven sma méangder
av S. agalactiae i den vaginala floran kan utg6dra en risk for att den nyfédda smittas. Darfor har
berikningstekniker som LIM-buljong rekommenderats.* Detta berikningsmedium &r dock inte helt
selektivt for S. agalactiae, och andra grampositiva organismer kan ocksa berikas med den har
metoden och darmed eventuellt délja S. agalactiae.

Under de senaste aren har modifieringar av Islam-mediet, som beskrevs 1977, testats for
lamplighet i att detektera och isolera organismen.>® | dessa media, precis som i New Granada-
mediet som &r en nylig modifikation av Islam-mediet, producerar betahemolytiska stammar av S.
agalactiae orange till laxrosa kolonier.”® Kolonins farg beror p& organismens egna pigment,
granadaene, en ornitinrhamnopolyen.®

Pigmenteringen &r mycket specifik och forekommer inte med andra streptokocker &n grupp B,
eller andra organismer. Stabiliteten i New Granada-mediet &r dock begransad.’*°

BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) ar en modifiering av New
Granada-mediet med forbattrad stabilitet och selektivitet. Proteospepton nr 3 ar en proteinkalla
och tillhandahaller nédvandiga prekursorer for pigmentproduktion och tillvaxt. Starkelse ar ett
naringsamne och har en stabiliserande verkan pa pigmentet. Glukos, pyruvat och cystein ar
naringsamnen. Magnesium ar ett sparamne. Kombinationen av MOPS och fosfat verkar som
pH-buffert. Kristallviolett inhiberar stafylokocker. Inhiberare och inducerare har lagts till for att
hamma atféljande flora som gramnegativa bakterier och strikta anaerober, och for att framja
pigmentbildning.

REAGENSER
BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium)
Sammanséttning* per liter aqua purif.

Proteospepton nr 3 25,09 Dinatriumvatefosfat 10,79
Majsstarkelse 14,0 Kristallviolett 0,0005
Glukos 25 Inhiberare och inducerare 0,021
Natriumsalt fran pyrodruvsyra 1,0 Agar 15,2
Cysteinhydroklorid 0,1

Magnesiumsulfat 0,3

MOPS (3-morfolinopropansulfonsyra), 11,0

heminatriumsalt

pH 7,4 +0,2
*Justerad och/eller kompletterad efter behov for att uppfylla prestandakriterierna.
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FORSIKTIGHETSBEAKTANDEN

. Endast for professionellt bruk. @
Plattorna far inte anvandas om de visar tecken pa mikrobiell kontamination, missfargning,

uttorkning, sprickbildning eller annan férsamring.
Se dokumentet ALLMANNA INSTRUKTIONER FOR ANVANDNING foér information om
aseptiska forfaranden vid hantering, biologisk risk och kassering av anvand produkt.

FORVARING OCH HALLBARHET

Foérvara plattorna maorkt vid 2 till 8 °C i originalomslaget efter mottagandet fram till dess de skall
anvandas. Undvik dverhettning och nedfrysning. Plattorna kan inokuleras fram till
utgangsdatum (se etiketten pa forpackningen) och inkuberas under rekommenderad
inkubationsperiod.

Plattor fran 6ppnade forpackningar med 10 plattor kan anvandas i en vecka om de forvaras i ren
milj6 vid 2 till 8 °C.

KVALITETSKONTROLL UTFORD AV ANVANDAREN

Inokulera representativa prover med foljande stammar (fér narmare information hanvisas till
dokumentet ALLMANNA INSTRUKTIONER FOR ANVANDNING). Inkubera aerobt i 18 — 24
timmar vid 35 + 2 °C.

Stammar Vaxtresultat

Streptococcus agalactiae ATCC 12386 God till utmarkt vaxt, sma till mellanstora orange
kolonier med eller utan farglésa kanter

Streptococcus pyogenes ATCC 19615 Vaxt; mycket sma farglosa till gra kolonier

Enterococcus faecalis ATCC 29212 Vaxt; mellanstora farglésa till gra kolonier

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Fullstandig inhibition

Bacteroides fragilis ATCC 25285 Partiell till fullstandig inhibition

Proteus mirabilis ATCC 43071 Partiell till fullstéandig inhibition, fullstandigt inhiberad
svarmning, fargldsa kolonier

Inte inokulerad Vit till ljust gréaktig, opak

FORFARANDE

Material som medféljer
BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) (90 mm Stacker-plattor).
Mikrobiologiskt kontrollerade.

Material som inte medfdljer
Extra odlingsmedier, reagenser och laboratorieutrustning efter behov.

Provtyper

BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) kan anvandas for isolering
av S. agalactiae (grupp B-streptokocker) fran alla typer av kliniska humanprover. Frekventa
prover omfattar pinnprov fran det kvinnliga genitalomradet eller pinnprov och andra prover fran
nyfédda. Anvand tillamplig teknik for provtagning och transport.™**

Testforfarande

Stryk provet sa snart som mojligt efter mottagandet i laboratoriet p4 BD Group B
Streptococcus Differential Agar (Granada Medium). Plattan med utstryket anvands priméart
for isolering av renkulturer frén prover med blandflora.

Vid odling direkt frAn pinnprov rullas istéllet pinnen med provet Over ett litet omrade av ytan nara
kanten, varefter plattan stryks fran det inokulerade omradet for isolering.

Inkubera anaerobt i 18 till 24 timmar vid 35 + 2 °C. Om negativt kan plattorna inkuberas i
ytterligare 18 till 24 timmar, men detta ar vanligen inte nédvandigt. For att pavisa alla patogener
som ingar i en infektion eller kolonisering maste provet aven strykas pa en blodagarplatta, t.ex.
BD Columbia Agar with 5% Sheep Blood (Columbia Agar med 5 % farblod) som ska
inkuberas i en CO,-berikad miljo i 18 till 48 timmar vid 35 + 2 °C. Om flytande
forberikningsmedia som LIM-buljong anvands, kan de subkultiveras pa BD Group B
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Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) med en full 6gla av buljongen efter 18 till
24 timmars inkubering och inkuberas sa som beskrivs ovan.

Resultat

Efter inkubering producerar betahemolytiska stammar av S. agalactiae sma till mellanstora,
bleka till starkt orange eller laxrosa kolonier som eventuellt omges av fargldsa kanter. For att
kunna detektera svagt pigmenterade stammar maste plattorna lasas av mot en vit bakgrund.
Eventuell intensitet av orange pigmentering betraktas som positivt. Hall inte plattorna framfor en
ljuskalla vid avlasning! Stafylokocker, gramnegativa stavar och strikta anaerober inhiberas
vanligen fullstandigt pa mediet. De flesta andra streptokocker och enterokocker vaxer utan
inhibition men producerar farglésa till gra kolonier. Icke-hemolytiska stammar av S. agalactiae
producerar ocksa gra till grabla kolonier. Férekomsten av dessa ar ovanlig (upp till 4 % av
gravida kvinnor).

For att skilja mellan icke-hemolytiska B-streptokocker och enterokocker eller icke-grupp B-
streptokocker kan ett PYR-test utforas (anvand BD DrySlide PYR kit, kat. nr. 231747) direkt
fran gra till grabla kolonier pa BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada
Medium): enterokocker, Streptococcus pyogenes och flera andra streptokocker ar PYR-positiva
(=rod till lila farg inom 1 min), medan S. agalactiae och en rad andra streptokocker ar PYR-
negativa (=gulaktiga till farglésa).’® Isolat med PYR-negativa resultat fr&n gré eller grabl&
kolonier maste testas ytterligare for att bekrafta forekomst av icke-hemolytisk stam av S.
agalactiae, t.ex. genom serologisk typbestamning.

Den orange pigmenteringen pa detta medium ar mycket specifik for S. agalactiae, sa serologisk
eller biokemisk identifiering ar inte nédvandig for bekraftelse. Serologisk typbestamning kan
dock goras direkt fran BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) utan
vidare subkultivering. BBL Streptocard Enzyme Latex Test Kit (kat. nr. 240950) kan anvandas
till detta.

BD Columbia Agar with 5% Sheep Blood-plattan maste ocksa inspekteras for forekomst av
icke-hemolytiska stammar av S. agalactiae och ytterligare patogener.

KLINISKA PRESTANDA OCH PROCEDURENS BEGRANSNINGAR

BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) anvands for isolering och
identifiering av Streptococcus agalactiae (grupp B-streptokocker) fran alla typer av kliniska
humanprover. Den orange kolonifargningen pa detta medium ar hogst specifik for S. agalactiae
(se Kliniska prestanda), sa bekréaftelsetest ar inte nédvandiga. Om tvivel foreligger eller om
stammarna ar svagt pigmenterade kan serologisk gruppindelning och/eller ett PYR-test utféras
direkt fran isoleringsplattan.

Det har rapporterats att generna som svarar for pigment- och hemolysinproduktionen fran S.
agalactiae har en genetisk koppling.*?*® Cirka 1 till 2 % av S. agalactiae-stammar &r icke-
hemolytiska'® och pigmenteras darfér eventuellt inte p& BD Group B Streptococcus
Differential Agar (Granada Medium). Det har dock konstaterats internt att svaga
hemolysinproducenter som forefaller icke-hemolytiska pa de flesta blodagarmedier &nda kan
vara svaga pigmentproducenter. Hemolysinet har rapporterats vara en av de storsta
patogenicitetsfaktorerna fér S. agalactiae.*®*?

For att kunna detektera alla patogener som forekommer vid en infektion, inklusive icke-
hemolytiska stammar av grupp B-streptokocker, maste dven ett blodagarmedium som BD
Columbia Agar with 5% Sheep Blood inokuleras med provet.

BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) ar inte l&mpligt for isolering
av andra streptokocker an S. agalactiae eller andra patogener som kan orsaka liknande
infektioner (t.ex. Listeria monocytogenes).

Prestanda for detta medium med veterindrmedicinska prover har inte faststallts.

Kliniska prestanda

En prestandautvardering utférdes med 151 kliniska prover (vaginala och cervikala pinnprover,
diverse prover fran nyfodda) som faststallts som positiva for S. agalactiae genom
standardstrykning p& en blodagarplatta foljt av en serologisk typbestamning av isolaten.'®> Av
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dessa 151 prover var 148 positiva vid en andra odling pa BD Columbia Agar with 5% Sheep
Blood och gav ett icke-hemolytiskt och 147 beta-hemolytiska isolat.

Pa BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) som inkuberats
anaerobiskt i 18 till 24 timmar gav 149 av de 151 proven véaxt av grupp B-streptokocker; av
dessa gav 148 nagon form av orange kolonier (kanslighet 98 %), som alla identifierades
serologiskt som grupp B-streptokocker. Av dessa 148 odlingar beddémdes tre som "mycket ljust
orange”. Om man undantar dessa tre odlingar uppnas 96 % kanslighet.

| den har studien inkuberades aven inokulerade plattor med BD Group B Streptococcus
Differential Agar (Granada Medium) i en aerobisk miljo berikad med koldioxid. Under dessa
inkuberingsforhallanden var kansligheten 96,8 %. Pa dessa plattor bedomdes 14 odlingar

som "mycket ljust orange”. Om man undantar dessa ar kansligheten 87,4 %.

Vid anaerobisk inkubering erholls manga fler isolat med en starkt orange kolonifargning jamfort
med efter inkubering i en aerobisk miljo berikad med koldioxid (P < 0,005). Dessutom var
kolonier av flera stammar stérre vid anaerobisk inkubering. Anaerobisk inkubering forbattrar
darfér avsevart detektion av orange kolonier.

| den har utvarderingen ingick ocksé 52 prover som tidigare faststallts som negativa for S.
agalactiae. Inga falskt positiva erhélls vid odling pA BD Group B Streptococcus Differential
Agar (Granada Medium) (specificitet = 100 %).

Anvandning av BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) forbattrar
och paskyndar diagnosen av grupp B-streptokocker och minskar kostnader och hanteringstid
eftersom vidare identifieringstest fran orange kolonier ar onddiga.
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FORPACKNINGAR/TILLGANGLIGHET
BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium)
257079 Fardiga odlingsplattor, 20 plattor

YTTERLIGARE INFORMATION
Kontakta ndrmaste BD-representant for ytterligare information.
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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/

ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection
BD, BD Logo and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company. © 2013 BD
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