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USO PREVISTO

MacConkey Il Agar with Sorbitol (agar MacConkey Il con sorbitolo) & usato come terreno
selettivo e differenziale per la rilevazione di Escherichia coli sierotipo O157:H7 associata a colite
emorragica.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE

Escherichia coli sierotipo O157:H7 & un patogeno umano associato a colite emorragica.'

A differenza della maggior parte di ceppi di E. coli, E. coli O157:H7 fermenta il sorbitolo
lentamente oppure non lo fermenta affatto. Cio ha portato a determinare I'efficacia dell’agar
MacConkey contenente sorbitolo, anziché lattosio, come terreno differenziale per la rilevazione
di E. coli sierotipo O157:H7 in colture fecali. | risultati di studi sul campo hanno dimostrato
un’intensa crescita di E. coli 0157:H7 su agar MacConkey con sorbitolo, in coltura quasi pura,
sotto forma di colonie incolori non fermentanti il sorbitolo. La maggior parte dei microrganismi
della flora fecale fermenta il sorbitolo e appare rosa su questo terreno. L'agar MacConkey con
sorbitolo consente pertanto di riconoscere tempestivamente E. coli 0157:H7 nelle colture fecali.'

PRINCIPI DELLA PROCEDURA

MacConkey Il Agar with Sorbitol € una formula modificata dell’agar MacConkey I, che utilizza il
sorbitolo anziché il lattosio. E un terreno selettivo e differenziale, seppure a moderata selettivita
in quanto la concentrazione di sali biliari, che inibisce i microrganismi gram-positivi, & bassa
rispetto a quella di altri terreni enterici in piastra. Il terreno include anche cristalvioletto per
inibire la crescita dei batteri gram-positivi, soprattutto enterococchi e stafilococchi.

La differenziazione dei microrganismi enterici si ottiene mediante combinazione del sorbitolo
con l'indicatore rosso neutro. Vengono prodotte colonie incolori o rosa-rosse, a seconda della
capacita dell'isolato di fermentare il carboidrato.

L'agar MacConkey Il & formulato anche per ridurre al minimo la sciamatura di Proteus spp.

REAGENTI
MacConkey Il Agar with Sorbitol
Formula approssimata* per L di acqua purificata

Digerito pancreatico di gelatina.............. 17,0 g
Digerito pancreatico di caseina ................. 1.5 g
Digerito peptico di tessuto animale........... 1,5 ¢
D-sorbitolo...cccceeeiiiieeeee e 10,0 g
Sali biliari....cee e 1,5 g
Cloruro di sOdio......ccocceeriiieieiieeee e 50 g
ROSSO NEULIO....ceuviieiiiieeeece e 0,03 g
Cristalvioletto. ..o, 0,001 g
Agar ... 135 g

*Compensata e/o corretta per soddisfare i criteri di performance.

Avvertenze e precauzioni

Per uso diagnostico in vitro.

Aprire con estrema cautela le provette con i tappi serrati allo scopo di evitare lesioni dovute alla
rottura del vetro.

| campioni clinici possono contenere microrganismi patogeni, inclusi i virus dell’epatite e i virus
dell'immunodeficienza umana. Manipolare tutti i materiali e gli articoli contaminati con sangue
e altri fluidi biologici in conformita alle norme dell’istituto e alle precauzioni standard.”® Prima
dello smaltimento, sterilizzare in autoclave i contenitori dei campioni e gli altri materiali
contaminati.



Istruzioni per la conservazione - Al ricevimento, conservare le provette al buio a 2 - 25 °C.
Evitare congelamento e surriscaldamento. Aprire soltanto al momento dell’uso. Ridurre al
minimo lI'esposizione alla luce. | terreni in provetta conservati come indicato sull'etichetta
sino al momento dell'uso, possono essere inoculati fino alla data di scadenza e incubati per
i tempi di incubazione raccomandati.

Deterioramento del prodotto - Non usare le provette se presentano tracce di contaminazione
microbica, alterazione di colore, essiccamento o altri segni di deterioramento.

RACCOLTA E TRATTAMENTO DEI CAMPIONI

Per informazioni dettagliate sulle procedure di raccolta e trattamento dei campioni, consultare la
documentazione appropriata.”®

PROCEDURA
Materiale fornito - MacConkey Il Agar with Sorbitol

Materiali necessari ma non forniti - Terreni di coltura accessori, reagenti, microrganismi per
controllo di qualita e apparecchiature di laboratorio necessarie per questa procedura.

Procedura del test - Adottare tecniche asettiche. Preparare il terreno in piastra, ponendo le
provette di agar a cilindro (deeps) - con i tappi non completamente avvitati - a bagnomaria in
ebollizione finché il terreno non & liquefatto (trasparente). Versare il terreno liquefatto in una
piastra di Petri sterile e lasciarlo solidificare prima dell’'uso. La superficie dell’agar deve essere
omogenea e non eccessivamente umida.

Inoculare il terreno non appena i campioni pervengono in laboratorio. Per eseguire una coltura
da un campione su tampone, inoculare il terreno facendo rotolare il tampone su una piccola
porzione dell’agar e strisciare la parte restante dell’agar con un’ansa da inoculo sterilizzata per
ottenere colonie isolate. Il materiale non posto in coltura direttamente da tamponi pud essere
strisciato sul terreno con un’ansa da inoculo sterilizzata. La tecnica di striscio su piastra & usata
principalmente per ottenere colonie isolate da campioni contenenti flora mista.

Incubare le piastre capovolte (lato agar rivolto verso I'alto), al riparo dalla luce, a 35 + 2 °C
per 18 — 24 h.
Controllo di qualita a cura dell’utente

1. Verificare che le provette non presentino segni di deterioramento come descritto in
“"Deterioramento del prodotto”.

2. Controllare le performance inoculando un campione rappresentativo di piastre con colture
pure di microrganismi di controllo stabili che producono reazioni note e attese. Si consigliano i
ceppi di test sottoelencati.

CEPPO PER TEST RISULTATI ATTESI

Escherichia coli 0157:H7 Crescita, colonie incolori (negative per la
ATCC 35150 fermentazione del sorbitolo)

Escherichia coli Crescita, colonie rosa-rosse (positive per
ATCC 25922 la fermentazione del sorbitolo)

Le procedure prescritte per il controllo di qualita devono essere effettuate in conformita alle
norme vigenti o ai requisiti di accreditazione e alla prassi di controllo di qualita in uso nel
laboratorio. Per una guida alla prassi di controllo di qualita appropriata, si consiglia di consultare
le norme CLIA e la documentazione NCCLS in merito.

RISULTATI

Dopo 18 - 24 h di incubazione, le piastre devono evidenziare colonie isolate nelle aree strisciate
e crescita confluente nelle aree di inoculo rilevante.

I microrganismi fermentanti il sorbitolo sviluppano colonie rosa-rosse, alcune circondate da zone
di precipitato biliare, mentre quelli non fermentanti il sorbitolo producono colonie incolori.



Per la conferma dei riscontri, € necessario eseguire colorazione di Gram, test biochimici e
procedure sierologiche.

LIMITAZIONI DELLA PROCEDURA

Alcuni test diagnostici possono essere eseguiti con la piastra primaria. Per i test biochimici e le
procedure sierologiche, si raccomanda tuttavia una coltura pura. Per ulteriori informazioni,
consultare la documentazione appropriata.”

L'incubazione protratta della coltura puo far perdere alle colonie di E. coli sierotipo O157:H7 il
caratteristico aspetto incolore.

Vi sono altre specie di bacilli gram-negativi anaerobi facoltativi che non fermentano il sorbitolo.

E stato riportato che alcuni ceppi di Enterobacteriaceae e Pseudomonas aeruginosa sono inibiti
su agar MacConkey allorché incubati in atmosfera arricchita di CO, (G. Mazura-Reetz, T.R.
Neblett, and J.M. Galperin. Abstr. Annu. Meet. Am. Soc. Microbiol. 1979, C179, p. 339).

Un solo terreno e raramente adatto a rilevare tutti i microrganismi potenzialmente significativi
in un campione. Gli agenti in terreni selettivi possono inibire alcuni ceppi delle specie desiderate
o consentire la crescita di una specie che erano destinati a inibire, soprattutto se la specie &
presente in grandi quantita nel campione. Per ottenere maggiori informazioni e garantire il
recupero ottimale di potenziali patogeni, i campioni posti in coltura su terreni selettivi devono
essere posti in coltura anche su terreni non selettivi.

PERFORMANCE

In un laboratorio di igiene, & stato condotto uno studio che ha comportato la rilevazione di
Escherichia coli 0157:H7 in colture fecali mediante SMAC (MacConkey Agar with Sorbitol) come
terreno di isolamento primario comparato ad agar MacConkey. Sono stati complessivamente
testati 1.043 campioni di feci diarroiche, 99 dei quali raccolti da pazienti con diarrea
sanguinolenta. Il terreno SMAC ha prodotto una sensibilita del 100%, rilevando tutte e 18 le feci
positive E. coli 0157:H7." In una valutazione separata di campioni fecali seminati e non seminati,
il terreno SMAC ha inoltre raggiunto una sensibilita del 100% (14/14), una specificita dell'85%
(204/240) e un’accuratezza dell’'86% (218/254).

DISPONIBILITA

N. di cat. Descrizione

297684 BBL MacConkey Il Agar with Sorbitol, confezione da 10 provette di misura A (provette
da dispensa)
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