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USO PREVISTO

Enterococcosel Agar with Vancomycin, '8 pg/mL, € usato per lo screening primario del carriage gastrointestinale asintomatico di
enterococchi vancomicino-resistenti (VRE).

SOMMARIO E SPIEGAZIONE

Gli enterococchi sono notoriamente la causa di un'ampia gamma di infezioni che di norma interessano vie urinarie, addome, circolo
sanguigno, endocardio, vie biliari, ust|on| e cateteri a permanenza.’ Enterococcus faecalis causa I'80 — 90% delle infezioni, mentre E. faecium &
all'origine della percentuale restante.’ Negll Stati Uniti, gli enterococchi rappresentano oggi la quarta causa riconosciuta delle infezioni
nosocomiali e la terza causa di batteriemia.’ Le percentuali caso-fatalita per la batteriemia enterococcica vanno dal 12 al 68%, con morte
dovuta a sepsi nel 4 —50% dei casi.”

In considerazione del potenziale rischio di trasferimento di geni vancomicino-resistenti ad altri microrganismi gram-positivi e delle
limitate opzioni di trattamento delle infezioni da VRE, i CDC hanno pubblicato linee guida per il controllo delle infezioni per
ospedali e strutture di lungodegenza.® Le linee guida includono lo studio di colture di feci e tamponi rettali di pazienti asintomatici
possibili portatori di VRE.

PRINCIPI DELLA PROCEDURA

Enterococcosel Agar & un agar bile-esculina modificato, usato per la rilevazione rapida selettiva e il conteggio di streptococchi
fecali (gruppo D).

Gli streptococchi di gruppo D, inclusi gli enterococchi, idrolizzano il glicoside esculina in esculetina e destrosio. L'esculetina a sua
volta reagisce con un sale di ferro formando un complesso di colore marrone scuro o nero.” Il citrato ferrico & incorporato nel terreno
come indicatore dell’idrolisi dell’esculina e della conseguente formazione di esculetina. La bile bovina & usata per inibire i batteri
gram-positivi non enterococchi. La sodio azide & un inibitore dei microrganismi gram-negativi.

Per rilevare la resistenza alla vancomicina, si usa vancomicina a 8 pg/mL.

REAGENTI
Enterococcosel Agar with Vancomycin, 8 pg/mL
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*Compensata e/o corretta per soddisfare i criteri di performance.

Avvertenze e precauzioni :

Per uso diagnostico in vitro.

Se si riscontra un’'umidita eccessiva, capovolgere il fondo su un coperchio e lasciare asciugare all’aria per evitare la formazione di

aderenze tra la parte superiore e inferiore della piastra durante I'incubazione.

| campioni clinici possono contenere microrganismi_patogeni, inclusi i virus dell’epatite e i virus dell’ immunodeficienza umana.

Manlpolare tutti i mateﬁrlall 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 le piastre preparate, i contenitori dei campioni e gli altri

materiali contaminati.

La sodio azide puo reagire con il piombo o il rame delle tubature, formando azidi metalliche che sono esplosive per detonazione da

contatto. Per evitare l'accumulo di sodio azide nelle tubature, fare scorrere abbondante acqua negli scarichi subito dopo

I'eliminazione dei rifiuti.

Modalita di conservazione: Al ricevimento, conservare le piastre al buio a 2 — 8 °C. Evitare congelamento e surriscaldamento.

Aprire soltanto al momento dell’'uso. Ridurre al minimo I'esposizione alla luce. Le piastre preparate, conservate nell'involucro

originario a 2 — 8 °C sino al momento dell’'uso, possono essere inoculate fino alla data di scadenza e incubate per i tempi di

incubazione raccomandati. Prima dell'inoculo, attendere che il terreno si porti a temperatura ambiente.

Deterioramento del prodotto: Non usare le piastre se presentano tracce di contaminazione microbica, alterazione di colore,

essiccamento, fissurazioni o altri segni di deterioramento.

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI
Per informazioni dettagliate sulle procedure di raccolta e preparazione dei campioni, consultare la documentazione appropriata."™"

PROCEDURA
Materiale fornito: Enterococcosel Agar with Vancomycin, 8 pg/mL

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. Inoculare il terreno non appena i campioni pervengono in laboratorio. Lasciar
eluire il contenuto di un tampone rettale (un campione su tampone con punta in cotone prelevato da materiale fecale) in 1 mL di
Trypticase Soy Broth.' Usando un tampone nuovo, assorbire I’eluente, eliminare il liquido in eccesso facendo ruotare il tampone e
premendolo varie volte con decisione sulla parte superiore della parete interna della provetta, far rotolare quindi il tampone su una
piccola area della superficie sul bordo della piastra e strisciare da questa area inoculata.

Incubare le piastre capovolte (lato agar rivolto verso |'alto) per 24 - 48 h a 35 + 2 °C in atmosfera aerobica.



Controllo di qualita a cura dell’'utente
1. Verificare che le piastre non presentino segni di deterioramento.

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 RISULTATO ATTESO

Enterococcus faecalis ATCC 51299 | Crescita moderata — intensa; colonie traslucide con aloni da brunastro-neri a neri.
(ceppo vancomicino-resistente)

Enterococcus faecalis ATCC 29212 | Inibizione (parziale — completa)
(ceppo vancomicino-sensibile)

Escherichia coli ATCC 25922 Inibizione (parziale - completa), colonie incolori
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 | Inibizione (parziale - completa)

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

Esaminare le piastre dopo 24 e 48 h per verificare la presenza di colonie puntiformi di colore traslucido - grigio chiaro, caratterizzate
da aloni neri (scolorimento dell’agar) nelle aree di crescita intensa. Eseguire colorazione di Gram, test della catalasi e test PYR. |
cocchi gram-positivi catalasi-negativi o debolmente positivi e PYR-positivi possono essere presuntivamente identificati come VRE in
attesa di test di conferma.

LIMITAZIONI DELLA PROCEDURA

Questo prodotto offre una metodica di screening per rilevare la resistenza alla vancomicina. Talvolta, gli isolati enterococcici con CMI
di sensibilita agli antibiotici borderline, possono evidenziare crescita. Gli isolati enterococcici eventualmente cresciuti su questo
terreno devono essere testati quantitativamente mediante diluizione in brodo allo scopo di confermare la vancomicino-resistenza.
Per ottimizzare le migt'ﬂre di controllo dell'infezione, si raccomanda la determinazione fenotipica della resistenza alla vancomicina
(VanA, VanB o Van().”

PRESTAZIONI METODOLOGICHE

Ventiquattro (24) isolati enterococcici sono stati testati in uno studio interno. Undici (11) isolati erano E. faecalis, cinque dei quali risultati
vancomicino-sensibili (5S) e sei vancomicino-resistenti (6R). Tredici (13) isolati erano E. faecium, sette dei quali risultati vancomicino-
sensibili (7S) e sei vancomicino-resistenti (6R). La caratterizzazione fenotipica ha incluso I'uso di diluizione in brodo e/o agar per
determinare le CMI della vancomicina.

Sospensioni di colture pure sono state preparate in BBL Trypticase Soy Broth e corrette a una concentrazione di 10° UFC (unita formanti
colonie)/mL. Le piastre di BBL Enterococcosel Agar con vancomicina, 8 pg/mL e BBL Trypticase Soy Agar con sangue di montone al 5%
(TSA 1) sono state strisciate con 10 pL di ciascuna sospensione, incubate per 24 e 48 h e lette per verificare crescita e reazioni. Tra i risultati
del test e i risultati attesi vi & stata una correlazione del cento per cento (100%) per tutti e 24 i ceppi enterococcici testati. | 12 ceppi
vancomicino-sensibili sono stati completamente inibiti, mentre i 12 ceppi vancomicino-resistenti hanno evidenziato una buona crescita.
Tutti i ceppi sono cresciuti bene su TSA Il

DISPONIBILITA
N. di cat. Descrizione
292234 BBL Enterococcosel Agar with Vancomycin, 8 pg/mL, confezione da 10 piastre.
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