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SALMONELLA SHIGELLA AGAR

INSTRUKCJA UZYCIA GOTOWEGO PODLOZA NA PLYTCE

1.Przeznaczenie

Salmonella Shigella Agar jest podlozem selektywnym uzywanym do jakosciowego wykrywania 1 izolacji Gram-ujemnych
paleczek jelitowych, a zwlaszcza Salwonella 1 Shigella w probkach materialéw klinicznych pochodzacych od czlowieka,
szczegolnie z probek katu, oraz w innych prébkach.

Funkcja podioza Salmonella Shigella Agar jest wspomaganie diagnozy u pacjentéw z objawami wskazujacymi na
potencjalne zakazenie Gram-ujemnymi patogenami jelitowymi, w szczegdlnosci z rodzaju Shigella i Salmonella.

Paleczki z rodzaju Salmemella to jedne z najczestszych przyczyn zatué pokarmowych. Chorobotwérczoéé tych
drobnoustrojéw rézni si¢ w zaleznosct od poszczegblnych serowardw 1 moze by¢ réina w obrebie tego samego podgatunku.
Moga tu by¢ serowary odpowiedzialne za choroby inwazyjne ale i takie, ktére s3 odpowiedzialne za zatrucia pokarmowe
© samoograniczajacym si¢ przebiegu. Najczedciej izoluje sie odmiany serologiczne gatunku Salbwonella enterica subsp. enterica
takie jak: S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Virchow, 5. Hadar czy S. Infants.

Rodzaj Shigella obejmuje cztery gatunki: 5. dysenteriae, S. flexcweri, S. boydii 1 5. sonnei. Wszysthie gatunki sg bezwzglednie
patogenne i powoduja czerwonke bakteryjna.

Nr kat.: Rodzaj podioza: Opakowanie:

1250PD90 podioze stale na plytce, gotowe do uzycia 1x10 szt (90 mm)

2. Zasada dziatania

Obecnos¢ soli zélci, zieleni malachitowej oraz cytrynianu sodu w podiozu hamuje wzrost mikroorganizméw Gram —
dodatnich oraz Ewtervbacterals innych niz Sabwonella 1 Shigellz. Réinicowanie paleczek jelitowych mozliwe jest dzigki
dodatkowi laktozy. Bakterie posiadajace zdolnos¢ do fermentacii laktozy produkuja kwas i rosna w postaci czerwonych
kolonii. Wskaznikiem pH w podlozu jest czerwied obojgtna. Natomizst mikroorganizmy nie posiadajace zdolnoéci do
fermentacji lakrozy rosna w postaci bezbarwnych kolonii. Cytrynian Zelaza stanowi wskaznik produkcji siarkowodoru.
Bakterie z rodzaju Salmonclla wytwarzaja, redukraze tiosiarczanowa, ktdra uwalnia czgsteczki siarczku obecne w tosiarczanie
sodu. Czasteczki te 1acza si¢ 2 jonami wodorowymi tworzac HaS, ktéry reaguje z cytrynianem amonowo-zelazowym tworzac
precypitaty, widoczne w postaci kolonii z czarnym centrum.

3.Sktad podioza

w g/1 wody destylowane;j:

Ekstrakt wolowy 50g
Enzymaryczny hydrolizat tkanek zwierzecych 25¢
Enzymatyczny hydrolizat kazeinowy 258
Laktoza 100¢g
Cytynian sodu 85¢g
Sole z6lci 85g
Tiosiarczan sodu 85¢g
Zielend malachitowa 0,00033 g
Cytrynian zelaza 1,0g
Agar 135¢g
Czerwien obojetna 0,025 g

pH 7.0 £ 0,2 w temperaturze 25°C.
Wyglad podtoza - Podloze klarowne, lososiowe.

4. Przygotowanie pozywki
Pozywka jest gotowa do uZycia. Bezposrednio przed uzyciem pozywke nalezy doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;.
5. Wyposazenie wymagane, nie dostarczone

Sprzet ogolnolaboratoryjny niezbedny do wykonania badad, w tym cieplarka laboratoryjna.
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6. Srodki ostroznoéci

e  Produkt przeznaczony wylacznie do uzytku profesjonalnego.

e  Produkt niezautomatyzowany.

e DPodloze zawierz skladniki pochodzenia zwicrzgcego, co moze wiazaé si¢ z obecnoscia biologicznych czynnikow
chorobotwérczych, dlatego z podtozem nalezy postepowaé zgodnie z zasadami pracy z materialemn biologicznym
potencjalnie zakaZnym.

e Nie nalezy uzywal plytek, jezeli na podlozu sa widoczne oznaki skazenia mikrobiologicznego, odbarwienia,
wyschnigcia, peknigeia lub inne oznaki pogorszenia jakoéel.

e Nie uzywac plytek uszkodzonych.

e  Nie uzywac plytek po terminie waznosci.

¢ Nie dopuszcza si¢ ponownej inkubacji wezesniej posianych plytek.

e W celu zapewnienia poprawnych wynikéw, nalezy postepowaé zgodnie z niniejsza instrukcia.

e W przypadku, gdy post¢powanie z pozywka podczas wykonywania bedzie odbiegalo od opisanego w niniejszej
instrukeji, laboratorium jest zobowiazane do przeprowadzenia walidacji przyjetego postgpowania.

7. Przechowywanie

Plytki z podlozem nalezy przechowywaé w temperaturze 2-12°C do uplywu terminu waznosci. Podloza przechowywaé
w oryginalnym opakowaniu, w pozycji odwroconej z dala od bezposredniego Zrédla $wiatta. Aby uniknaé zamrozenia
agaru, nie nalezy przechowywac plytek blisko $cian lodéwli. Aby uniknaé pojawienia si¢ wicksze] ilodci wody skroplonej na
wieczku plytki nie nalezy otwiera¢ zbyt czgsto lodowki i nie przechowywaé podtozy w przepetnione] lodéwee.

8. Termin waznosci

Podloze przechowywane w temperaturze 2-12°C zachowuje swoje wlasciwosci do 3 miesiecy od daty produkgii.

9. Materiat do badan

Probkami do badan sa probki $wiezego katu zawierajace krew lub pasma $luzu, wymazy z odbytu, a takze inne prébki
materialéw klinicznych. Prébke umies¢ w szczelnym, sterylnym pojemniku z zakretka, Nie nalezy dopuicié do wyschniecia
stolea. Jesli pacjent nie jest w stanie wydali¢ stolca, pobraé prébke wymazu z odbytu.

Probki do badan dostarczyé do laboratorium w ciagu 2 godzin od pobrania. Jesli probka nie bedzie dostarczona do
laboratorium w tym czasie, nalezy ja umiescié w podiozu transportowym Cary-Blair lub Amies i umiesci¢ w temperaturze
lodéwki. W temperaturze lodéwki prébki w podlozu transportowym sa stabilne do 2 dni.

10. Sposdb wykonania

1. Przed uzyciem podloze nalezy doprowadzi¢ do temperatury pokojowej.

2. Posiaé prébke rozprowadzajac i3 na powierzchni agaru.

3. 3.]Jezeli probka zostala pobrana na wymazéwke - kodcdwke wymazéwki delikatnie obracaé na niewielkim obszarze
agaru tuy przy brzegach plytld, 2 nastepnie wykonaé posiew redukeyjny przy wiyciu jatowej ezy.

4. Posiane plytki inkubowaé w warunkach tlenowych,w temperaturze 35 £ 2°C.

Wynik wzrostu odczytaé po 18-24 godzinach inkubacii.

6. Dodatkowo nalezy dokona¢ posiewu na inne mniej selektywne podioze agarowe (np. MacConkey Agar + Crystal
Violet). Pozwala to na wyhodowanie drobnoustrojéw Gram-ujemnych, gdy ich ilosé w prébee jest mata.

.

11. Odczyt i interpretacja wynikéw wzrostu

Po zakoriczeniu inkubacji obserwowaé:
®  obecnoéé wzrostu kolonii bakteryjnych
e morfologig kolonii
e wybarwienie kolonii

Typowa morfologia kolonii wyhodowanych na podiozu Salmonella Shigella Agar:

Mikroorganizm Typowa morfologia kolonii

Escherichia coli Slaby wzrost kolonie rézowe do czerwonych kolonii
Klebsiella, Enterobacter Slaby wzrost, rézowe kolonie

Proteus Kolonie bezbarwne z czarnym érodkiem

Salmonella Kolonie bezbarwne, zazwyczaj z czarnym érodkiem
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Shigella Kolonie bezbarwne
Pseudononas Slaby wzrost, kolonie nieregularne
Bakterie Gram-dodatnie Brak wzrostu

W celu ostatecznej identyfikacji wyhodowanych drobnoustrojéw, nalezy przeprowadzi¢ dodatkowe badania i / lub testy
potwierdzajace przy uZyciu innych metod wykorzystywanych w laboratorium.

Salnionella typhinmrinm

Shigella flescner

Morfologia kolonii i sposéb wzrostu bakterii z rodzaju Sabwonella i Shigella
na podiozu Salmonella Shigella Agar

12. Kontrola jakosci

Whasciwosci odzyweze i selektywnosé podioza nalezy kontrolowaé z uzyciem szczepdw odniesienia dajacych oczekiwane
reakeje dodamie i ujemne. Badanie nalezy wykonywaé uzywajac czystych, $wiezych hodowli szczepéw odniesienia dajacych
pozadane reakcje. Do przeprowadzenia kontroli jakosci podioza, nalezy uzy¢ nastepujacych szczepéw odniesienia:

Szczep referencyjny: Intensywnos¢ wzrostu: Morfologia kolonii:
Salmonella typhimmrinm ATCC 14028 dobry wzrost bezbarwne z czarnym érodkiem
Shigella flexcneri ATCC 12022 dobry wzrost bezbarwne

o o czgdciowe lub catkowite zahamowanie r6zowe do czerwonych z widoczna
Escherichia coli ATCC 25922 wzrostu strchy stranty
Enterococcus faecalis ATCC 29212 brak wzrostu -

Dopuszcza si¢ stosowanie innych  szczepéw odniesienia zapewniajacych sp6jnoéé pomiarowa, zgodnie z procedurami
i instrukcjami kontroli jakosci obowiazujacymi w laboratorium. Procedury kontroli jakoéci powinny spelniaé wymagania
obowiazujacych przepiséw oraz wytycznych/ rekomendacii.

13. Ograniczenia metody

® Z powodu zmiennoéci wymagan odzywezych podioza, niektére szczepy moga rosnaé slabo, albo nie rosnaé weale
nz podiozu Salmonella Shigella Agar.

® Kolnie bakterii rodzaju Prozens spp. moga swoim wygladem przypominaé bakterie z rodzaju Salwonells, dlatego
zaleca sig wykonanie dodatkowych testéw porwierdzajacych.

® Niekedre szczepy bakterii Salwonella i Shigella posiadajg zdolno$¢ do rozkladu laktozy i mogg rosnaé na podiozu
w postaci kolonii przypominajacych coliformy.

14. Charakterystyka metody

Diagnostyka biegunek infekcyjnych ma ogromne znaczenie nie tylko w postawieniu diagnozy i identyfikacji czynnika
etiologicznego w celu ustalenia adekwatne] terapii, ale réwniez z powodéw epidemiologicznych. W wielu przypadkach
leczenie jest zachowaweze i polega na uzupelnianiu niedoboru elekrrolitbw oraz odpowiednim nawodnieniu organizmu,
jednak znajomos¢ czynnika etiologicznego ma ogromne znaczenie w dochodzeniu epidemiologicznym, identyfikacji nosicieli
oraz zapobieganiu zakazeniom.

Na rynku dostepnych jest wiele podlozy do izolacji pateczek jelitowych w tym Salwonella i Shigella. Ich wartodé diagnostyczna
jest rozna. Jednym z podlozy jest podtoze Salmonella Sshigella Agar.

Ruiz J. i wsp. na famach Eur. ]. Clin. Microbiol. Infect. Dis. przebadali szesé podiozy hodowlanych do izolacji pateczek
jelitowych z probek katu (Rambach Agar, Salmonella Shigella Agar, Novobiocin-brilliant green-glycerol-lactose NBGL,
zmodyfikowane pélplynne podloze Rappaport-Vassiliadis MSRV oraz Salmornella Detection and Identification-2 SM2).

SALMONELLA SHIGELLA AGAR | Strona3z5




data aktualizacji: 2021/07/01, wydanie 2

Badaniu poddano 500 prébek katu pochodzacego od czlowieka. 81 probek bylo pozytywaych pod katem izolacji Salmonella
na przynajmniej jednym podiozu hodowlanym. Na podstawie badad swoistodé podioza Salmonella Shigella Apar okreslono
na 99,3% a czuloéé na 69,1%.

Podobne badania przeprowadzili ci sami autorzy, analizujac pie¢ podiozy: Salmonella Shigella Agar, Hektoen Enteric Agar,
Bizmuth Sulfite Agar, Novobiocin-brilliant green-glycerol-lactose NBGL oraz Salmonella Detection and Identification-2
SM2. Przebadano 1000 rutynowych prébek katu. Hodowle prowadzono nanoszac material bezposrednio na podtoze stale
oraz wykonujac namnozenie na bulionie Selenite F. W posiewie bezposrednim dodatnia hodowle uzyskano dla 74 prébek.
Czuloé¢ dla podloza Salmonella, Shigella Agar wynosita 64,9% a dodatnia wartodé predykcyjna 18,7%. Po namnozeniu w
bulionie Selenite F uzyskano 88 dodatnich prébek. Czulosé dla podtoza Salmonellz, Shigella Agar wynosita 92% a dodatnia
warto§¢ predykeyina 17%.

15. Postgpowanie ze zuzytymi podtozami

Podloza po badaniach oraz niezuzyte podioza nalezy utylizowaé zgodnie z aktualnie obowiazujacymi przepisami
dotyczacymi postepowania z odpadami medycznymi oraz procedurami laboratorium odnosnie utylizacji materialow
zakaznych i potencjalnie zakaznych.

16. Zgtaszanie zdarzen niepozadanych

Zgodnie z obowigzujacymi przepisami, zdarzenia niepozadane i incydenty, ktére mozna bezposrednio powigzaé z
opisywanym podiozem, nalezy zglaszaé producentowi oraz Prezesowi Urzedu Rejestracii Produktéw Leczniczych,
Wyrobéw Medycznych 1 Produktéw Biobdjczych na adres:

Urzad Rejestracji Produktéw Leczniczych, Wyrobéw Medyceznych i Produkeéw Biobdjezych
Al Jerozolimskie 181C, 02-222 Warszawa;

Telefon: 48 22 492-11-00

Fax: 48 22 492-11-09
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