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USO PREVISTO

I BD BBL Streptocard Enzyme Latex Test Kit (kit del test al lattice a base di enzimi) fornisce una rapida piattaforma per
I'identificazione sierologica degli streptococchi beta-emolitici appartenenti ai gruppi di Lancefield A, B, C, D, F e G.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE

Studi clinici, epidemiologici e microbiologici hanno definitivamente dimostrato che la diagnosi di infezioni da streptococchi basata
su sintomi clinici richiede sempre una verifica microbiologica.4 Gli streptococchi beta-emolitici sono gli agenti patogeni umani pid
frequentemente isolati tra i rappresentanti del genere Streptococcus. Quasi tutti gli streptococchi beta-emolitici possiedono antigeni
specifici a base di carboidrati (antigeni gruppo-specifici). Lancefield ha dimostrato che questi antigeni possono essere estratti in
forma solubile e identificati dalle reazioni di precipitazione con antisieri omologhi. Attualmente vengono utilizzate diverse procedure
per I'estrazione degli antigeni streptococcici.2:6:7.10,11,12 || BD BBL Streptocard Enzyme Latex Test Kit si basa sulla liberazione di
antigeni specifici dalle pareti cellulari batteriche attraverso I'azione degli enzimi litici. L'antigene estratto insieme all’agglutinazione
del lattice offre un metodo rapido, sensibile e specifico per I'identificazione degli streptococchi di gruppo A, B, C, D, F e G dalle
piastre di coltura primarie.

PRINCIPIO DEL TEST

Il metodo di tipizzazione in BD BBL Streptocard Enzyme Latex Test Kit prevede I'estrazione enzimatica degli antigeni a base di
carboidrati gruppo-specifici. Il reagente per estrazione enzimatica fornito nel kit contiene enzimi litici in grado di estrarre gli antigeni
gruppo-specifici con un’incubazione a 37 °C. Gli estratti possono essere facilmente identificati utilizzando particelle al lattice

di polistirene blu, sensibilizzate con immunoglobuline di coniglio purificate gruppo-specifiche. Queste particelle di lattice blu si
agglutinano saldamente in presenza dell’antigene omologo, mentre in sua assenza non si agglutinano.

MATERIALI FORNITI

Ogni kit & sufficiente per eseguire 50 test. Materiali forniti pronti per I'uso.

+ BD BBL Streptocard Enzyme Test Latex: Ogni flacone contagocce contiene 2,5 mL di particelle di lattice blu con anticorpi di
coniglio purificati per gli streptococchi dei gruppi di Lancefield A, B, C, D, F e G. Le particelle di lattice blu sono sospese in un
tampone con pH 7,4 contenente sodio azide allo 0,098% come conservante.

- BD BBL Streptocard Enzyme Positive Control: Un flacone contagocce contenente 2,5 mL di antigeni polivalenti pronti
all'uso, estratti da streptococchi inattivati dei gruppi di Lancefield A, B, C, D, F e G. Gli antigeni sono sospesi in un tampone a
pH 7,4 contenente sodio azide allo 0,098% come conservante.

- BD BBL Streptocard Extraction Enzyme: Un flacone contenente 22 mL di reagente per estrazione enzimatica pronto all'uso
con conservante.

»  Cartoncini per il dosaggio

»  Bastoncini di miscelazione

» lIstruzioni per l'uso

MATERIALI NECESSARI MA NON FORNITI
* Ago o ansa da inoculo

*  Pipette Pasteur

*  Provette da test, 12 x 75 mm

*  Cronometro

» Bagnomaria (37 °C)

STABILITA E CONSERVAZIONE

Tutti i componenti del kit devono essere conservati a una temperatura compresa tra 2 e 8 °C. Non congelare. | reagenti conservati
in queste condizioni resteranno stabili fino alla data di scadenza riportata sull’etichetta del prodotto.

PRECAUZIONI
1. Non utilizzare i reagenti oltre la data di scadenza riportata sull’etichetta del prodotto.

2. Alcuni reagenti contengono una piccolissima quantita di sodio azide. Il sodio azide pud reagire in maniera esplosiva con il rame
o il piombo delle tubature, per accumulo. Anche se la quantita di sodio azide nel reagente € minima, devono essere utilizzate
grandi quantita d’acqua se i reagenti vengono scaricati nel lavabo.

3. E necessario adottare precauzioni universali nella manipolazione, nell’elaborazione e nello smaltimento di tutti i campioni clinici.
Tutti i materiali di test devono essere considerati potenzialmente infetti durante e dopo I'uso e devono essere manipolati e
smaltiti in maniera idonea.

4. |l kit & concepito solamente per I'uso diagnostico in vitro.

5. Le procedure, le condizioni di conservazione, le precauzioni e le limitazioni specificate in queste istruzioni devono essere
rispettate per poter ottenere risultati di test validi.

6. Questi reagenti contengono materiali di origine animale e devono essere manipolati come portatori e veicoli di malattie.
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RACCOLTA DEI CAMPIONI E PREPARAZIONE DELLE COLTURE

Per le procedure specifiche relative alla raccolta dei campioni e alla preparazione delle colture primarie fare riferimento a un
manuale di microbiologia standard. Deve essere utilizzata una coltura fresca (18—24 ore) su agar sangue. Da due a quattro colonie
equivalenti a 2-3 mm di crescita sono sufficienti per la tipizzazione.

PROCEDURA DEL TEST

Tutti i componenti devono essere a temperatura ambiente prima dell’'uso.

1.

w

8.
9.

10.
1.

Risospendere i reagenti di test al lattice capovolgendo delicatamente il flacone contagocce diverse volte. Esaminare i flaconi
contagocce per accertarsi che le particelle di lattice siano adeguatamente sospese prima dell’'uso. Non utilizzare se il lattice non
riesce a risospendersi.

Etichettare una provetta per ogni isolato da testare.
Aggiungere 400 pL di enzima BD BBL Streptocard Extraction Enzyme a ogni provetta.

Selezionare 2—4 colonie beta-emolitiche (2—3 mm di crescita) utilizzando un ago o ansa da inoculo e sospenderle nell’enzima
di estrazione. In tutti i casi le colonie di streptococchi devono essere scelte da un’area in grado di offrire la minore probabilita di
contaminazione con un altro organismo.

Incubare le provette nel bagnomaria a 37 °C per esattamente 10 minuti. Miscelare ogni provetta a meta del periodo
di incubazione.

Rimuovere dal bagnomaria e lasciare raffreddare a temperatura ambiente.

Distribuire una goccia di ognuno dei gruppi di BD BBL Streptocard Enzyme Test Latex su cerchi diversi su cartoncini di
reazione diversi, etichettati per ogni isolato da testare.

Usando una pipetta Pasteur, per ogni test, dispensare una goccia di estratto accanto a ogni goccia di reagente al lattice.

Miscelare il lattice e I'estratto con i bastoncini forniti, utilizzando tutta I'area dei cerchi. Deve essere utilizzato un nuovo
bastoncino per ciascun cerchio del test.

Scuotere leggermente i cartoncini consentendo alla miscela di scorrere lentamente sopra tutta I'area dell’anello di test.
Osservare I'agglutinazione per circa 30 secondi.

PROCEDURE DI CONTROLLO DI QUALITA

La procedura di controllo di qualita di routine per ogni lotto di BD BBL Streptocard prevede il test BD BBL Streptocard Enzyme
Test Latex e BD BBL Streptocard Extraction Enzyme con ogni gruppo di streptococchi A, B, C, F e G, tramite I'uso di ceppi ATCC
0 equivalenti, cosi come indicato in questa sezione. L'estratto di questi ceppi si agglutinera con il reagente al lattice omologo. Il
controllo polivalente BD BBL Streptocard Enzyme Positive Control viene utilizzato per testare i reagenti al lattice individuali.

Microrganismo Gruppi di Lancefield Riferimento
Streptococcus pyogenes Gruppo A ATCC 19615
Streptococcus agalactiae Gruppo B ATCC 12386
Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis Gruppo C ATCC 12388
Enterococcus faecalis Gruppo D ATCC 19433
Streptococcus sp. tipo 2 Gruppo F ATCC 12392
Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis Gruppo G ATCC 12394

INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

Risultato positivo: la rapida e forte agglutinazione delle particelle di lattice blu entro 30 secondi con un reagente al lattice

o quando un reagente al lattice fornisce una reazione sostanzialmente piu forte rispetto alle altre cinque indicate, indica
l'identificazione specifica dell’isolato di streptococchi. Una reazione debole con un singolo reagente al lattice deve essere
ripetuta utilizzando un inoculo piu pesante.

Risultato negativo: nessuna agglutinazione delle particelle di lattice. Se si rilevano tracce di granulazione nel cerchio del test,
il test deve essere considerato negativo.

Risultato non conclusivo: se nel cerchio del test si verifica un’agglutinazione debole o una reazione non specifica (viscosita)
dopo 30 secondi, il test deve essere ripetuto utilizzando una subcultura fresca. Se lo stesso risultato viene ottenuto dopo un
nuovo test, & necessario effettuare un test biochimico per identificare I'isolato.

Risultato non specifico: se si verifica un’agglutinazione con forza simile in piu di un gruppo, controllare la purezza della
coltura utilizzata per eseguire il test. Se sembra puro, ripetere il test e confermare I'identificazione dell'isolato con un

test biochimico.

La Figura 1 riporta una procedura raccomandata per la tipizzazione degli streptococchi.

LIMITAZIONI DELLA PROCEDURA

1.

2.

Se il kit non viene utilizzato come indicato e se per I'estrazione viene utilizzata una quantita di coltura non adeguata, & possibile
ottenere risultati falsamente negativi e falsamente positivi.

Il kit & concepito solamente per I'uso nell'identificazione di streptococchi beta-emolitici. Se vengono testati streptococchi alfa

o non emolitici, I'identificazione deve essere confermata tramite test biochimico®. (consultare lo schema suggerito per la
tipizzazione degli streptococchi).

Si sono riscontrate reazioni falsgmente positive con microrganismi appartenenti a generi non distinti, ad es. Escherichia coll,
Klebsiella o Pseudomonas.38 E probabile che questi agglutinino non specificatamente tutti i reagenti al lattice.
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4. E noto che alcuni ceppi di streptococchi di gruppo D possano reagire in maniera incrociata con antisieri del gruppo G;
questi ceppi possono essere confermati come gruppo D dal test della bile-esculina. Alcuni ceppi di Enterococcus faecium e
Streptococcus bovis potrebbero essere di difficile tipizzazione.

5. Listeria monocytogenes pud reagire in maniera incrociata con streptococchi di gruppo B e G con i reagenti al lattice. E possibile
effettuare il test della catalasi per distinguere tra i Listeria catalasi-positivi e gli streptococchi, che sono catalasi-negativi. E
possibile eseguire il test di motilita e la colorazione di Gram come ulteriori strumenti per la differenziazione.

6. Alcuni ceppi di Streptococcus milleri (Streptococcus anginosus) tipicamente non emolitici possiedono antigeni A, C,Fo G e
possono dare una reazione positiva con reagenti al lattice con streptococchi dei gruppi A, C, F e G. E necessario utilizzare la

morfologia su agar-sangue e il test biochimico per 'identificazione di questi microrganismi.

CARATTERISTICHE PRESTAZIONALI

| cento sessanta sette (167) streptococchi composti da 27, 56, 19, 31, 11 e 23 ceppi di gruppi di Lancefield A, B, C, D, F e G, sono
stati testati con il BD BBL Streptocard Enzyme Latex Kit. La sensibilita e la specificita del kit sono rispettivamente del 99,4% e del
100%. La sensibilita e la specificita di ogni gruppo sono presentate nella tabella seguente.

Gruppo N. totale ceppi N. ceppi confermati Sensibilita (%) Specificita (%) Accuratezza complessiva (%)
Strep A 27 27 100 100 100
Strep B 56 56 100 100 100
Strep C 19 19 100 100 100
Strep D 31 31 100 100 100
Strep F 11 11 100 100 100
Strep G 23 22 95,7 100 99,4
Totale 167 166 99,4 100 99,9

Figura 1: Procedura raccomandata per la tipizzazione degli streptococchi

Colonie di batteri gram-positivi fresche (18-24 ore) isolate su agar sangue

[
Beta-emolitici

[ BD BBL Streptocard |

]
Alfa o non-emolitici

[ BD BBL Streptocard |

Positivo per Positivo per piu Non conclusivo Negativo
un gruppo di un gruppo
Ripetere il test
Isolare la colonia Eseguire una utilizzando una
e ripetere il test subcoltura sospensione a
e ripetere il test concentrazione piu alta
Se ancora negativo
Gruppo Gruppo
A,B,CoF GoD~ Registrare come non
appartenente ai gruppi
A,B,C,D,FoG
Registrare Conferma e Se positivo
il gruppo differenziazione
biochimica Identificazione
per Enterococcus biochimica
Registrare
il gruppo

Se negativo

Registrare come non
appartenente ai gruppi
A/B,C,D,FoG

[Harvey, C. L. and Mclimurray, M.B (1984) Eur. J. Clinical Microbiol,10,641].

* E noto che alcuni ceppi del gruppo D possano reagire in maniera incrociata con antisieri del gruppo G



DISPONIBILITA

N. di cat. Descrizione

240918 BD BBL Streptocard Enzyme Latex Test Kit, 50 test

240917 BD BBL Streptocard Acid Latex Test Kit, 50 test.

240958 BD BBL Streptocard Enzyme Test Latex A, un flacone da 2,5 mL.
240957 BD BBL Streptocard Enzyme Test Latex B, un flacone da 2,5 mL.
240956 BD BBL Streptocard Enzyme Test Latex C, un flacone da 2,5 mL.
240938 BD BBL Streptocard Enzyme Test Latex D, un flacone da 2,5 mL.
240936 BD BBL Streptocard Enzyme Test Latex F, un flacone da 2,5 mL.
240935 BD BBL Streptocard Enzyme Test Latex G, un flacone da 2,5 mL.
240924 BD BBL Streptocard Extraction Enzyme, un flacone da 22,0 mL.
240933 BD BBL Streptocard Enzyme Positive Control, un flacone da 2,5 mL.
240928 BD BBL Streptocard Test Cards, confezione da 48.
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Tests / Mepiéxer eTapkr} ToodTnTa yia <n> egetaoelg / Contenido suficiente para <n> pruebas / Kiillaldane <n> testide jaoks / Contenu suffisant pour <n> tests / Sadrzaj za <n>
testova / <n> teszthez elegendd / Contenuto sufficiente per <n> test / <n> TecTTepi ywwiH xeTkinikTi / <n> B 2~ E 7} Z%5-3] 34 / Pakankamas kiekis atlikti <n> testy / Satur

pietiekami <n> parbaudém / Inhoud voldoende voor “n” testen / Innholder tilstrekkelig til <n> tester / Zawiera ilo$¢ wystarczajgcg do <n> testéw / Contetdo suficiente para

<n> testes / Continut suficient pentru <n> teste / [loctatouHo Ans <n> tectos(a) / Obsah vystaci na <n> testov / Sadrzaj dovoljan za <n> testova / Innehaller tillrackligt fér <n>
analyser / <n> test igin yeterli malzeme igerir / Buctauuts ans ananisis: <n>/ 2453647 <n> Ykl
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