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ISTRUZIONI PER L’USO

STREP GROUPING RAPID LATEX TEST KIT

TEST DI AGGLUTINAZIONE AL LATTICE SU CARD PER L'IDENTIFICAZIONE DEGLI STREPTOCOCCHI DI GRUPPO A, B, C, D, F £ G DI LANCEFIELD DA COLTURA

1 —SIGNIFICATO CLINICO E DESTINAZIONE D’USO Per solo uso diagnostico in Vitro

La maggior parte degli streptococchi, che sono stati isolati da infezioni umane, possiedono antigeni specifici del gruppo serologico. L'identificazione del microrganismo
include estrazione e caratterizzazione di questi antigeni da organismi in coltura. Il sistema per il gruppaggio degli streptococchi fornisce un reagente enzimatico per
I’estrazione rapida degli antigeni carboidrati e una serie di reagenti di agglutinazione al lattice, indicati per i gruppi A, B, C, D, F e G, per una rapida rilevazione e
Iidentificazione degli antigeni estratti.

Strep Grouping Rapid Latex Test Kit e un test rapido di agglutinazione al lattice per I'identificazione degli Streptococchi di gruppo A,B,C,D,F e G di Lancefield da coltura.
Questo prodotto & solo per uso professionale.

2 — PRINCIPIO DEL METODO

Le particelle di lattice vengono sensibilizzate individualmente con anticorpi di coniglio specifici per uno degli antigeni carboidrati da streptococco di gruppo A, B, C, D, Fo
G. Le colonie di streptococco prelevate da piastre di coltura vengono incubate in una soluzione enzimatica per estrarre I'antigene. La preparazione dell'estratto/antigene
& testata su un vetrino con sei sospensioni di particelle di lattice rivestite con anticorpi, ciascuna specifica per uno dei gruppi A, B, C, D, F e G. In presenza dell'antigene
omologo, le particelle in una delle sospensioni cominceranno ad aggregare formando un’agglutinazione visibile in contrasto con le altre sospensioni.

3 — MATERIALI FORNITI — CONFEZIONAMENTO

Prodotto Tipologia REF Confezione

STREP GROUPING RAPID | Test di 271070 REAGENT TEST GR A: 2.5mL — 1 vial di vetro con particelle di lattice sensibilizzate con anticorpi di coniglio anti
LATEX TEST KIT agglutinazione (50 test) antigeni di Strep Gruppo A. Contiene sodio azide allo 0,098% come conservante. Tappo bianco.

CND: W0104080302 al lattice REAGENT TEST GR B: 2.5mL — 1 vial di vetro con particelle di lattice sensibilizzate con anticorpi di coniglio anti
EDMA: 14.02.03.02; antigeni di Strep Gruppo B. Contiene sodio azide allo 0,098% come conservante. Tappo bianco.

RDM: 1555349/R REAGENT TEST GR C: 2.5mL - 1 vial di vetro con particelle di lattice sensibilizzate con anticorpi di coniglio anti

antigeni di Strep Gruppo C. Contiene sodio azide allo 0,098% come conservante. Tappo bianco.

REAGENT TEST GR D: 2.5mL - 1 vial di vetro con particelle di lattice sensibilizzate con anticorpi di coniglio anti
antigeni di Strep Gruppo D. Contiene sodio azide allo 0,098% come conservante. Tappo bianco.

REAGENT TEST GR F: 2.5mL — 1 vial di vetro con particelle di lattice sensibilizzate con anticorpi di coniglio anti
antigeni di Strep Gruppo F. Contiene sodio azide allo 0,098% come conservante. Tappo bianco.

REAGENT TEST GR G: 2.5mL — 1 vial di vetro con particelle di lattice sensibilizzate con anticorpi di coniglio anti
antigeni di Strep Gruppo G. Contiene sodio azide allo 0,098% come conservante. Tappo bianco.

CONTROL +: 1.0mL — 1 vial di vetro con Controllo Positivo: preparazione inattivata di antigeni polivalenti di
Streptococco gruppo A, B, C, D, F e G. Contiene sodio azide allo 0,098% come conservante. Tappo rosso.

ENZ: 2 x 10mL — 2 vial di vetro contenente enzimi di estrazione liofilizzati

Slide a 6 aree test: cartoncino in plastica idrorepellente (50 pezzi)

Bacchette (1x25): bacchette in plastica per miscelazione (12 pezzi)

Imballo secondario: scatola di cartone.

4 — MATERIALI RICHIESTI MA NON FORNITI
Anse da batteriologia. Tubi di plastica. Pipetta per dispensare 0,4 mL, Bagnomaria a 37°C. Orologio o cronometro.

5 — PRECAUZIONI E AVVERTENZE

e STREP GROUPING RAPID LATEX TEST KIT & un kit per I'uso diagnostico in vitro, per il solo uso professionale; deve essere utilizzato da personale di laboratorio
qualificato e adeguatamente addestrato.

e La sensibilita del test potrebbe essere ridotta a basse temperature. Portare i reagenti ed i campioni a temperatura ambiente (15-302C/59-862F) prima dell’'uso.

Gli slide sono di materiale plastico, lavabili con acqua distillata. Qualora I'area test dello slide risultasse non piu idrorepellente, ripulirla con alcool.

Non utilizzare dopo la data di scadenza e non usare il test se la confezione & danneggiata. La qualita dei reagenti non puo essere garantita oltre la data di scadenza o se

il kit & conservato in condizioni non appropriate.

Seguire le normali precauzioni adottate per i reagenti di laboratorio. Smaltire i rifiuti in conformita alle normative vigenti a livello locale, regionale o nazionale.

Prendere le necessarie precauzioni quando si maneggiano o si smaltiscono ceppi potenzialmente patogeni. Per la decontaminazione del materiale infetto utilizzare

ipoclorito di sodio a una concentrazione finale del 3% per 30 minuti. Gli scarti liquidi contenenti acido devono essere neutralizzati prima di eliminarli.

Tutte le operazioni riferite all’esecuzione del test devono essere condotte in accordo alle Buone Pratiche di Laboratorio ed in conformita alle Istruzioni del kit.

Tutti i campioni devono essere considerati potenzialmente pericolosi e manipolati nello stesso modo di agenti infettivi.

Il Certificato di Analisi e la Scheda Dati di Sicurezza del prodotto sono disponibili sul sito web: www.masciabrunelli.it.

Le informazioni contenute in questo documento sono state definite al meglio delle nostre conoscenze e capacita e rappresentano una linea guida al corretto impiego

del prodotto, ma senza impegno o responsabilita. L'utilizzatore finale deve in ogni caso, rispettare le leggi, i regolamenti e le procedure standard locali per 'esame dei

campioni raccolti dai diversi distretti organici umani ed animali, dei campioni ambientali e dei prodotti destinati al consumo umano o animale. Le nostre informazioni

non esonerano |'utilizzatore finale dalla sua responsabilita di controllare I'idoneita dei nostri prodotti allo scopo previsto.

e Comunicare a Mascia Brunelli Spa e alle Autorita competenti qualsiasi incidente grave verificatosi in relazione al dispositivo diagnostico in vitro.

6 — CONDIZIONI DI CONSERVAZIONE E DATA DI SCADENZA

Il reattivo e i controlli devono essere conservati a +2°C - +8°C ben chiusi e prevenendo la loro contaminazione durante il loro utilizzo.

Non congelare: i reagenti congelati possono modificare la funzionalita del test. In queste condizioni i componenti rimangono stabili fino alla data di scadenza
indicata nell’etichetta. Gli enzimi per I'estrazione (ENZ) sono stabili 3 mesi dopo ricostituzione se conservati a 2-8°C. Per periodi pil lunghi si consiglia di
aliquotare in ragione di 0,4 mL e conservare a -20°C o temperature inferiori. In questo modo e stabile 6 mesi. La soluzione di enzimi non deve essere congelata
e scongelata pili di una volta.

Si dovrebbe sospettare deterioramento dei reagenti se:

e ' presenza di agglomerati nei reagenti al lattice che non scompare dopo agitazione per pochi secondi

e || controllo positivo o gli enzimi diventano torbidi o se si forma un sedimento.

« || controllo positivo non agglutina nei tempi previsti di reazione con uno o pil reagenti al lattice.

* una aliguota di enzimi non inoculata fornisce agglutinazione con ciascun lattice.
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Se i reagenti mostrano segni di deterioramento non dovrebbero essere utilizzati.

7 — RACCOLTA DEL CAMPIONE

Tra i normali terreni utilizzati per la preparazione di colture vi sono i terreni a base di sangue: in questo caso, prima del test prendere nota delle caratteristiche
delle colonie, dell’emolisi e della morfologia cellulare. Assicurarsi che gli organismi da testare siano Gram-positivi e catalasi negativi. E' possibile utilizzare
qualsiasi coltura su piastra di agar sangue con 2-6 colonie separate; queste devono essere state inoculate con una coltura pura dell’organismo. Se non si
ottiene un risultato definitivo con colture che sembrano contenere streptococchi, si raccomanda di effettuare un’ulteriore sottocoltura delle colonie sospette.
Gli organismi dei gruppi A, B, C, D, F e G sono in genere beta emolitici. Eventuali microrganismi alfa o non emolitici che mostrano risultati positivi devono
essere confermati eseguendo ulteriori test biochimici. (Alcuni ceppi dei gruppi B e D possono essere alfa-emolitici o non emolitici).

8 — PROCEDIMENTO DEL TEST

Controllo di Qualita

Il controllo positivo dovrebbe essere testato regolarmente per assicurarsi che | reagenti funzionino correttamente.

Il controllo & pronto all’'uso e viene utilizzato al posto della coltura estratta nel procedimento del test. Il controllo positivo deve fornire un risultato positivo con

tutti i lattici presenti nel kit. La mancanza di agglutinazione del controllo positivo potrebbe indicare il deterioramento del reagente al lattice. Se si volesse

processare un controllo negativo, e sufficiente testare un’aliquota di enzima non inoculato al posto della coltura estratta. E’ possibile riscontrare reazioni con
tracce di granulazione/agglutinazione indistinte; queste dovrebbero essere ignorate e considerate negative.

Procedura del test

Procedere come segue per ciascun organismo che deve essere classificato.

1. Portarei lattici ed il controllo positivo a temperatura ambiente.

2. Poco prima dell’uso, ricostituire un flacone di enzima aggiungendo 10 mL di acqua distillata. Miscelare gentilmente per garantire la completa dissoluzione.
Dispensare 0,4 mL di Enz (soluzione enzimatica) in ogni tubo.

3. Prelevare le colonie di Streptococco dalla superficie dell’agar usando un’ansa da batteriologia. Emulsionare le colonie nella soluzione enzimatica. Per
migliori risultati, prelevare 2-4 colonie (2-3 mm di diametro) o equivalenti per I'estrazione. Un inoculo eccessivo della soluzione enzimatica potrebbe
causare agglutinazioni non specifiche. Per ceppi con colonie piccole sara necessario prelevare una strisciata di colonie. (Se occorre raggruppare la
brodocoltura, pipettare 0,1 mL di una coltura lasciata in incubazione per una notte con 0,4 mL di enzima per estrazione).

4. Incubare i tubiin un bagnomaria a 37°C per 10 minuti. Agitare il tubo dopo 5 minuti di incubazione e agitarlo vigorosamente prima di effettuare il test.

5. Agitare vigorosamente le sospensioni di lattice per alcuni secondi. Dispensare una goccia di ciascun Latex Reagent, separatamente su ciascuna area dello
slide.

6. Trasferire una goccia di estratto ben miscelato (o di controllo positivo) nelle sei aree dello slide, affianco alle gocce di lattice.

7. Miscelare il contenuto di ciascuna area dello slide usando un bastoncino per miscelazione diverso per ciascuna area. Non usare mai lo stesso bastoncino.

8. Ruotare delicatamente la card per un massimo di 1 minuto.

9. Osservare |'agglutinazione. Se presente, I'agglutinazione dovrebbe essere chiaramente visibile ad occhio nudo.

9—LETTURA , INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

Risultato Positivo: indicato dalla marcata e rapida aggregazione delle particelle di lattice con un gruppo reagente (Figura 1) Le reazioni successive in altre aree
con lo stesso estratto dovrebbero essere ignorate. Deve essere considerata significativa solo una marcata agglutinazione. In genere questa avviene dopo pochi
secondi dalla miscelazione, tuttavia, il tempo dipende dalla concentrazione dell’estratto.

Risultato Negativo: indicato da un aspetto lattiginoso originale, senza aggregazione significativa delle particelle di lattice (Figura 2). Tracce di aggregazione non
ben distinta dovrebbero essere ignorate e considerate negative.

Risultato Inconcludente: con gli estratti meno concentrati, I'agglutinazione potrebbe risultare visibile, con la formazione di piccoli grumi, dopo oltre 1 minuto.
In questo caso e necessario ripetere i test con una nuova sottocoltura. Se alla ripetizione del test si osserva lo stesso risultato, per identificare I'isolato e
necessario utilizzare test biochimici alternativi.

Risultato Aspecifico: occasionalmente, i ceppi di streptococchi possono dare origini a reazioni deboli con pil di un gruppo. In questo caso, € necessario
ripetere i test. Se I'agglutinazione si verifica con tutti i gruppi significa che I'inoculo dell’enzima per estrazione é stata eccessiva (ripetere il test con un inoculo
maggiormente diluito) oppure che & stata testata una coltura mista, nel qual caso occorre effettuare una sottocoltura e ripetere il test. Per ottenere risultati
pil chiari si pud provare a fare bollire I'estratto restante per due o tre minuti, lasciare raffreddare e quindi ripetere il test.

Figura 1 Figura 2

Figura 1: un risultato positivo e indicato dall’aggregazione visibile delle particelle
di lattice.

Figura 2: un risultato negativo e indicato dall’aspetto lattiginoso in assenza di
aggregazione visibile delle particelle di lattice.

10— NoTe
Colonie associate alla beta-emolisi:
1. 'agglutinazione di un singolo reagente al lattice indica I'identita del gruppo del ceppo. Dovrebbero essere eseguiti test complementari per la conferma del
risultato, come per esempio:
e per i ceppi di gruppo D, test biochimici per differenziare le specie Enterococcus dalle specie streptococcus di gruppo D (il primo presenta un’elevata
resistenza agli antibiotici).
e per | ceppi di gruppo A, C o G con colonie piccolo, test biochimici per confermare I'identificazione di S.milleri / S.anginosus.

2. L'agglutinazione di piu di un reagente al lattice indica la possibilita di crescita mista di microrganismi di diversi gruppi o la presenza di un ceppo con piu di
un gruppo (ad esempio alcuni streptococchi di gruppo D possiedono anche antigeni di gruppo G).
Sono da considerare ulteriori procedure:
¢ subcoltura per ottenere colonie pure da rianalizzare.
e per ceppi con antigeni di gruppo D e G, test biochimici per differenziare le specie Enterococcus dale specie streptococcus di gruppo D (I ceppi di
Enterococcus con entrambi questi antigeni possono essere molto pil resistenti agli antibiotici rispetto a quelli con il solo gruppo D).
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3. Nessuna agglutinazione significativa per ciascun reagente al lattice indica che non sono presenti Streptococchi dei gruppi A, B, C, D, o G, oppure che sono
presenti ad una concentrazione inferiore al limite di sensibilita del test.
Sono da considerare ulteriori procedure:

« ripetere il test usando una quantita di colonie maggiore per I'inoculo, in modo particolare se si sospetta siano streptococchi di gruppo D o di gruppo F.

¢ potrebbero essere streptococchi beta-emolitici che non agglutinano da identificare con test biochimici.

Colonie non associate alla beta-emolisi:
L’agglutinazione di un singolo reagente al lattice per gruppo B o per gruppo D da una identificazione certa del ceppo. Se il risultato e positivo per i gruppi A, C,
F o G non é rilevante I'identificazione del ceppo, ma deve essere confermata con altri metodi di identificazione.
Sono da considerare ulteriori procedure:

e se il risultato e positivo per il gruppo D, deve essere fatta la differenziazione biochimica tra Enterococchi e Streptococchi di gruppo D (vedi sopra).
Qualsiasi altra combinazione di risultati dovrebbe essere interpretata usando le informazioni fornite sopra.

11 — CARATTERISTICHE DEL TEST
Il kit Strep Grouping Rapid Latex Test Kit & stato valutato nei confronti di uno dei test al lattice pit diffusi in commercio come riferimento per I'attribuzione degli
Streptococchi al gruppo di appartenenza, utilizzando campioni clinici presso diversi centri indipendenti. | risultati complessivi sono riportati nella Tabella.

Strep Grouping Rapid Latex Test Kit
+ve -ve Totale
Test al Lattice in commercio +ve 607 55 662
Sensibilita = 92% (607/662)
Specificita = 100% (24/24) -ve 0 24 24
Totale 607 79 686

RIPRODUCIBILITA’

La riproducibilita intra-lotto & stata valutata analizzando la sensibilita di un lotto di ciascuno dei lattici del test in dieci occasioni diverse con tre differenti operatori nei
confronti di diluizioni seriate di antigeni di riferimento. Il punto finale delle titolazioni raggiunte variava al massimo di una diluizione tra una prova e l'altra.

La riproducibilita inter-lotti & stata esaminata analizzando la sensibilita e la specificita di 10 lotti di prodotto nei confronti di diluizioni seriate di antigeni di riferimento. Tra
i lotti le variazioni dei titoli sono state al massimo di una diluizione dell’antigene e la correlazione dei risultati qualitativi € stata del 100%.

12 — LIMITI DEL METODO

e Come per tutti i test diagnostici, una diagnosi clinica definitiva non puo basarsi sul risultato di un singolo test, ma i risultati devono essere interpretati nel
contesto di tutte le informazioni disponibili, cliniche e di laboratorio.

® lacorrettezza dej risultati dipende dall’analisi di una quantita adeguata di crescita.

e Disolito cido non costituisce un problema, d’altra parte alcuni ceppi di streptococchi appartenenti al gruppo D possiedono quantita ridotte o trascurabili
dell’antigene di gruppo e per alcuni ceppi del gruppo F ci puo essere una certa difficolta a rimuoverli dalla superficie della piastre di agar. La produzione
dell'antigene nei ceppi del gruppo D puo essere migliorata facendoli crescere su agar con I'aggiunta di glucosio allo 0,5-1,0%. L'aggiunta impedisce la
dimostrazione dell’emolisi ma pud essere presa in considerazione nelle situazioni in cui sia importante arrivare all’'identificazione.

e lacrescita di ceppi a colonie minute puo essere migliorata ponendo la coltura in atmosfera arricchita di anidride carbonica.

e Anche gli streptococchi dei gruppi Q, R ed S possono avere livelli individuabili di antigene del gruppo D.

e Laformazione di agglomerati filamentosi potrebbe non essere necessariamente una reazione positiva. Pertanto in questi casi si consiglia di eseguire altri
test biochimici.

® In diverse specie non correlate sono stati descritti antigeni comuni agli antigeni di gruppo degli streptococchi. Per esempio si possono avere reazioni
falsamente positive con Escherichia, Klebsiella o Pseudomonas. Questi vengono di solito differenziati con facilita in base alle caratteristiche colturali e non
provocano errori nell’identificazione degli streptococchi.

e | componenti di questo I.v.D. sono sempre stati testati tra loro senza verificarne la compatibilita con componenti prodotti da altri fabbricanti. Pur non
escludendo la possibilita che i componenti in questione possano essere usati con componenti di medesima formulazione ma prodotti da altre Aziende,
non si ha un’evidenza sperimentale di tale compatibilita.
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