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1 INLEIDING

De procedure beschrijft de bepaling van de parameter coagulase positieve staplylokokken in
water via membraanfiltratie op de voedingsbodem Baird Parker (BP) en bevestiging met
coagulase test in tube of met agglutinatie latex test of op de voedingsbodem Baird Parker
met Rabbit plasma met fibrinogeen (BP + RPF).

Aan deze BP-voedingsbodems wordt voorkeur gegeven boven het alternatieve Chapman
mannitol medium.

2 TOEPASSINGSGEBIED

De procedure is van toepassing bij het bacteriologisch onderzoek van water voor menselijke
consumptie, zwembadwater, recreatiewater, en water gebruikt bestemd voor de zorgsector.

De bepaling van de parameter coagulase positieve staphylokokken in water is conform XP T
90-412.

Een aangewende analysemethode dient conform deze normmethode te zijn. Het
meetprincipe mag niet anders zijn, en het isolatiemedium dient BP of BP + RPF te zijn.
Afwijkingen mogen niet kritisch zijn en geen invloed hebben op het resultaat.

Extra stappen zijn aanvaardbaar, zolang ze het resultaat enkel meer ondersteunen.

3 PRINCIPE

Staphylokokken behoren tot de familie Micrococcaceae. Staphylococcus spp. zijn Gram-
positieve facultatief anaérobe kokken, katalase positief en glucose-fermentatie positief.

Deze procedure beschrijft de kwantitatieve bepaling van de coagulase-positieve
staphylokokken waaronder de enterotoxinogene stammen horen.

Deze groep bestaat voornamelijk uit Staphylococcus aureus, maar ook een aantal andere
zoals Staphylococcus intermedius en sommige stammen van Staphylococcus hyicus.

De beoogde organismen uit een watermonster worden geisoleerd op een membraanfilter en
op een Baird Parker ! (+ RPF) agarplaat aangebracht dat wordt geincubeerd gedurende 24
uur en 48 uur bij 37°C.

Het principe van het medium steunt op de eigenschappen van coagulase positieve

staphylokokken:

e om telluriet te reduceren met vorming van zwarte kolonies

o de splitsing van het lipide-gedeelte lipovetelline en mogelijk ook de proteolyse van
eigeel te veroorzaken met het opaak worden van de proteolysezone. Binnen deze
heldere zone kan soms een opalescerende zone ontstaan door een andere vorm van
lipolyse (lipase activiteit).

Lithiumchloride en kaliumtelluriet in het medium inhiberen de groei van andere bacterién.

! Het Baird Parker medium bestaat uit een basismedium, kaliumtelluriet, eigeel-emulsie en sulfamethazine.
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Sulfamethazine kan worden toegevoegd aan het medium wanneer een hoge Proteus spp.
contaminatie verwacht wordt.

De eigenschappen eidooier-aantasting en plasma-coagulatie zijn zwak gekorreleerd met
enteroxine-produktie. Het aantonen van de coagulase-positieve staphylokokken fungeert dus
als potentieel aanwezigheid van enterotoxine-positieve stammen.

Isolatie van coagulase positieve staphylokokken op BP wordt vervolgd door een

bevestigingtest gebaseerd op een coagulase-positieve reactie van verdachte kolonies door ze

over te enten:

e in BHI medium en ze nadien te testen op coagulatie met een rabbit plasma reagens of
met een Staphylokokken agglutinatie latex test

e of op BP + RPF agar platen

Of coagulase positieve staphylokokken worden rechtstreeks geisoleerd op BP+RPF.

Het aantal kve coagulase positieve staphylokokken wordt per 100 ml bepaald.
Theoretisch kan de aanwezigheid van 1 kolonievormende eenheid per 100 ml bepaald
worden. Door matrix-invloeden is dit niet altijd het geval.

4  WERKWIJZE
4.1 Reagentia en oplossingen

4.1.1 Baird Parker agarplaten (BP)

4.1.2 Baird Parker agarplaten met Rabbit plasma met fibrinogeen (BP + RPF)
4.1.3 Brain-heart Infusion bouillon (BHI)

4.1.4 Gelyofiliseerd Rabbit plasma coagulase reagens

4.1.5 Staphylokokken aglutinatie latex test

4.1.6 Ringer 1/40 oplossing

4.1.7 Referentiestam coagulase-postieve Staphylococcus

4.1.8 Steriel ultra puur water

4.2 Oplijsting apparatuur

4.2.1 Koelkast5 £ 3°C

4.2.2 Schudtoestel

4.2.3 Pipetus akku

4.2.4 Filtratietoestel met pomp

4.2.5 Membraandispenser met steriele cellulose ester 0,45 um filters
4.2.6 Incubator 36 £ 2°C

4.2.7 Kolonietelapparaat

4.2.8 Veiligheidskabinet

4.2.9 Autoclaaf 121 + 3°C

4.2.10 Wegwerppipetten

4.2.11 Steriele flessen

4.2.12 Automatische pipetten en wegwerptips
4.2.13 Pincet

4.2.14 Entnaald met Pt-Gse
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4.3 Analysemethode
4.3.1 Monstervoorbereiding

Een monster bemonsterd conform WAC/1/A/002 wordt zo snel mogelijk bij aankomst in het
laboratorium geanalyseerd, en maximum gedurende 24 uur na bemonstering bewaard bij
5+3°C in een koelkast (4.2.1).

Een monster wordt gehomogeniseerd door de fles grondig te schudden, ofwel door de fles
op een schudtoestel (4.2.2) te brengen.

Uit voorkennis van een monster wordt indien nodig een verdunning gemaakt. Van een te
verdunnen watermonster wordt aan de hand van wegwerppipetten (4.2.10) bediend door de
pipetus (4.2.3) een verdunning uitgevoerd van een factor 10:

in een fles (4.2.11) gevuld met bvb. 225 ml steriele Ringer 1/40 (4.1.6) wordt 25 ml van de
suspensie van de hoogste verdunning toegevoegd; vermenging met de hand of op een
schudtoestel (4.2.2).

De procedure wordt achtereenvolgend uitgevoerd tot de gewenste verdunningen zijn bereikt.
De verdunningen van de monsters dienen dusdanig gekozen te worden dat het aantal te
tellen kolonies op een membraan standaard tussen 15 en 80 ligt. De voorkeur wordt gegeven
aan de verdunning met een resultaat in deze range.

4.3.2 Membraanfiltratie

De membraanfiltratie wordt uitgevoerd met een filtratietoestel met pomp (4.2.4). De steriele
filtratiekokers worden of zijn voorzien van steriele 0,45um membraanfilters (4.2.5).
Een volume van 100 ml monster wordt gefiltreerd.

4.3.3 Analyse via de membraanfiltratie op BP agarplaten

De filters worden aan de hand van een steriele pincet (4.2.13) telkens aangebracht op een
BP agar (luchtbellen tussen membraan en bodem vermijden) (4.1.1), en geincubeerd op
36+2°C (4.2.6). Filters worden na 22+2 uur afgelezen in geval van overgroei en de verder
opkomende kolonies worden onderzocht na 44+4 uur. De kolonies op het membraan worden
geteld met behulp van een kolonietelapparaat (4.2.7).

Met alle kolonies op de BP platen wordt rekening gehouden voor verder onderzoek, behalve
grote slijmerige kolonies die niet in aanmerking komen. Typische kolonies: zwart / grijs,
glanzend, convex (bol) 1/1,5 mm na 24 uur en 1,5/ 2,5 mm na 48 uur en begrensd met een
heldere hof. Na 24 uur incubatie is er een opalescerende ring te zien in het helder hof. Maar
ook de atypische (niet-karakteristieke) kolonies kunnen tot de coagulase-positieve
staphylokokken behoren en worden verder onderzocht. Atypische kolonies: zwart glanzend
kolonies met of zonder een smalle witte rand; het heldere hof en / of de opalescerende ring
zijn nauwelijks te zien of afwezig; atypische kolonies kunnen ook grijs zijn en vrij van een
helder hof.

De kolonies worden geteld met behulp van een kolonietelapparaat (4.2.7).

De typische en atypische kolonies worden aangeduid. De verdunning met maximum en 80-
tal kolonies en de daaropvolgende verdunningen worden behouden. De aantallen getelde
aantal typische en / of atypische kolonies worden genoteerd.

Een aantal kolonies voor de bevestiging worden geselecteerd:
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5 typische kolonies indien enkel typische kolonies voorkomen
3 atypische kolonies indien enkel atypische kolonies voorkomen
5 typische en 3 atypische kolonies indien beide types voorkomen

4.3.4 Bevestigingstesten van kolonies op een BP agarplaat
4.3.4.1 Bevestiging met coagulasereactie in tube

Elk te onderzoeken kolonie wordt a.d.h. van een steriele entnaald (4.2.14) in 10 ml BHI
medium (4.1.3) geént en geincubeerd bij 37+1°C gedurende 22+2 uur.

In de aanbevolen volume in de bijsluiter van het in steriel water opgelost gelyofiliseerd
plasma coagulase reagens wordt in een steriele dunne tube gemengd met aanbevolen
volume vloeibare BHI kultuur. Incubatie bij 37£1°C.

Vanaf de nodige incubatieduur (volgens bijsluiter) wordt elke tube-inhoud met een
opgegeven frequentie op coagulatie gecontroleerd door de tube voorzichtig te inklineren
(zeker niet schudden).

De coagulase-test wordt positief beschouwd indien meer dan de helft van de inhoud grote
klontervorming vertoont.

Indien na 4-6 uur de test negatief is, wordt verder geincubeerd gedurende 24 uur voor een
eindoordeel te maken.

Als negatieve controle wordt per batch Rabbit plasma het nodige volume steriele BHI en het
nodige volume coagulase reagens geincubeerd gedurende een aantal uren. VVoor een geldige
test mag er geen klontervorming voorkomen.

Als positieve controle wordt een positieve coagulasetest uitgevoerd op een coagulase
positieve Staphylococcus (bvb. Staphylococcus aureus) (4.1.7).

4.3.4.2. Bevestiging coagulasereactie op een BP + RPF agarplaat

De volledige filter wordt a.d.h. van een steriele pincet (4.2.14) van een BP agarplaat op een
BP + RPF agarplaat (4.1.2) geént en geincubeerd bij 37+1°C gedurende 22+2 uur.

Filters worden na 22+2 uur afgelezen in geval van overgroei en de verder opkomende
kolonies worden onderzocht na 44+4 uur. Alle kolonies op de BP + RPF platen worden
geteld die zwart / grijs, glanzend, convex (bol) en begrensd met opalescerende ring en
witachtig heldere hof.

De typische coagulase-positieve staphylokokken behoren de kolonies worden geteld met
behulp van een kolonietelapparaat (4.2.7).

4.3.4.3. Bevestigingstest met Staphylokokken aglutinatie latex test

Op elke te bevestigen zuivere kolonie wordt de agglutinatietest (4.1.5) uitgevoerd voor de
detectie van de aanwezigheid van Staphylococcus-antigenen. De test wordt uitgevoerd
volgens de richtlijnen van de producent. De agglutinatie wordt vergeleken met een positieve
(4.1.7) en negatieve controle.

4.3.5 Analyse via de membraanfiltratie op Baird Parker agarplaten met Rabbit
plasma met fibrinogeen (BP + RPF) (aanbevolen methode voor monsters met
veel achtergrondflora)
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De filters worden aan de hand van een steriele pincet (4.2.13) telkens aangebracht op een

BP + RPF agar (luchtbellen tussen membraan en bodem vermijden) (4.1.1), en geincubeerd
op 36x2°C (4.2.6). Filters worden na 22+2 uur afgelezen in geval van overgroei en de
verder opkomende kolonies worden onderzocht na 44+4 uur.

Alle typische coagulase-positieve staphylokokken kolonies op de BP + RPF platen die zwart
/ grijs, glanzend, convex (bol) en begrensd met opalescerende ring en witachtig heldere hof
worden geteld met behulp van een kolonietelapparaat (4.2.7).

5 WEERGAVE VAN DE RESULTATEN

Bereken het aantal coagulase-positieve staphylokokken rekening houdend met het aantal:

e vanuit BP agarplaat de bevestigde typische en atypische kolonies ten opzichte van het
totaal aantal typische en atypische kolonies op een plaat.

e vanuit BP + RPF agarplaat de typische kolonies op een plaat.

Bij verdunningen wordt het aantal getelde kolonies (waarde tussen 15-80 kolonies)
vermenigvuldigd met de overeenstemmende verdunningsfactor.

Indien geen kolonies aanwezig zijn op de agarplaten geincubeerd met een onverdund
monster, wordt het resultaat vermeld als <1 kve / 100 ml.

Indien meer dan 80 kolonies op de geinoculeerde platen met de grootste verdunning 10™
voorkomen, vermeld het resultaat als benaderend (geschat aantal >80 . 10* kve/ml).
Finaal het aantal coagulase-positieve staphylokokken in het geanalyseerd volume
watermonster genoteerd.

6 RAPPORT

Vermeld in het rapport:

¢ de identificatie van het monster, en alle gegevens over de monstername
(veldregistraties)

e de verwijzing naar de gebruikte WAC methode

e het resultaat

e Dbijzondere opmerkingen die mogelijks invloed hebben op het resultaat

7 KWALITEITSBORGING
7.1 Eerstelijnscontrole

De steriliteit van de analyse wordt getest door eerstelijnscontrole. Een blanco controle wordt
bij elke analysepakket uitgevoerd en een pH controlemeting wordt uitgevoerd telkens een
nieuwe batch platen worden bereid. Een volume van 100 ml steriel water wordt gefiltreerd
en op een BP agarplaat aangebracht; deze wordt gelijktijdig de analyses geincubeerd.
Inzetten van een positieve controle per lot analysemedia. Hiervoor wordt een
controlemonster beént met een coagulase positieve Staphylococcus (bvb. Staphylococcus
aureus) (4.1.7).

De resultaten van de positieve en negatieve controlemonsters worden genoteerd.
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Indien de resultaten van de positieve controlemonsters niet binnen de vooropgestelde
waarden valt, of de blanco controle een positief resultaat (>1 kve presumptieve
Staphylococcus spp./100 ml) geeft wordt de proef als niet betrouwbaar beschouwd. De test
wordt dan opnieuw uitgevoerd. Dit ook indien onjuiste verdunningen zijn ingezet.

De analyseverantwoordelijke volgt de test op en beslist over de geldigheid van de resultaten.

7.2 Derdelijnscontrole
Een erkend laboratorium neemt deel aan Bacil ringtesten georganiseerd door VITO.
7.3 Validatie

Validatie van de analysemethode wordt op de in de scope vermelde matrices uitgevoerd:
herhaalbaarheid, reproduceerbaarheid en meetonzekerheid worden getest.
De juistheid wordt afgeleid uit ringtestresultaten.
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