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CHROMagar VRE

INSTRUKCJA UZYCIA GOTOWEGO PODL.OZA NA PLYTCE

1.Przeznaczenie

CHROMagar VRE jest podlozem chromogennym uzywanym do jakosciowego wykrywania i selektywnej izolacji
wankomycynoopornych Enterococcus faecalis 1 Enterococcns faecinm (VRE -Vancomycin-Resistant Entrococcus) w prébkach
materialéw klinicznych pochodzacych od czlowieka.

Funkcja podfoza CHROMagar VRE jest wspomaganie diagnozy u pacjentéw z objawami wskazujacymi na zakazenie
ziarniakami Gram—dodatnimi, a takze w badaniach przesiewowych, prognozowanie wystgpowania mechanizmu opornosci
i przewidywanie odpowiedzi lub reakcji na leczenie.

Rodzaj Enterococcns obejmuje patogeny oportunistyczne, ktére moga powodowaé infekcje poza swoim fizjologicznym
miejscem bytowania, szczegdlnie u 0s6b z zaburzeniami funkcjonowania ukladu odpornosciowego. Bakterie te moga by¢
przyczyna zakazen drég moczowych, ran, bakteriemii, zapalenia wsierdzia. Bakterie te czgsto sa izolowane od pacjentow
z wielodrobnoustrojowymi infekcjami wewnatrzbrzusznymi. Najczesciej izoluje si¢ dwa gatunki: Enterococcus faecalis
i Enterococcus faecium rzadziej Enterococcus gallinarnm, Enterococcus casseliflavus, Enterococcns durans, Enterococcus raffinosus 1 Enterococcus
hirrae. Enterococcus faecalis czgsciej wywoluje schorzenia w obrebie jamy brzusznej, a Enterococcus faecium drég moczowych
i zakazenia ran.

Coraz wigkszy problem we wspolczesnej medycynie stanowi opornosé drobnoustrojow na antybiotyki. W przypadku
enterokokdw szczegdlne niebezpieczne sa szczepy oporne na wankomycyne (VRE, Vancomycin-Resistant Entrococcus). Ze
wzgledu na typ opornosci, bakterie z rodzaju Enterococcus mozna podzielic na dwie grupy. Pierwsza grupa obejmuje
E. gallinarum i E. casselifavus/ E. flavescens posiadajace tzw. oporno$é wewnetrzng (typ opornosci Van C, Van D, Van E, Van
F) charakteryzujaca si¢ niska opornosci na wankomycyne. Druga grupa obejmuje enterokoki cechujace si¢ nabyta
opornoscia na wankomycyne (typ opornosci Van A i Van B). Ten rodzaj opornosci najczesciej jest obserwowany
u E. faecium i E. faecalis i moze by¢ przenoszony na inne zjadliwe patogeny takie jak np. S. aurens. Nosicielstwo enterokokow
opornych na wankomycyne dotyczy az kilku procent oséb hospitalizowanych, a szczegélnie wysokie jest u pacjentéw
oddziatéw hematologicznych. Coraz cz¢sciej wielolekooprne szczepy izolowane sa nie tylko z zakazen szpitalnych, ale takze
z zakazen pozaszpitalnych. Szybka identyfikacja E. faecium i E. faecalis opornych na wankomycyne jest zatem bardzo wazna,
gdyz w zakazeniach bakteriami Gram-ujemnymi, antybiotyki glikopeptydowe sa stosowane jako leki ostatniego rzutu. Ze
wzgledu na to, ze drobnoustroje te wchodza w sklad mikrobiomu czlowieka istotne jest okreslanie nosicielstwa tych
drobnoustrojéw u pacjentéw, gtownie w celach epidemiologicznych i jako profilaktyka szerzenia zakazen szpitalnych.

Nr kat.: Rodzaj podtoza: Opakowanie:

1460PD90 podloze stale na plytce, gotowe do uzycia 1x10 szt (90 mm)

2. Zasada dziatania

Pepton z ckstraktem drozdzowym dostarczaja azotu i witamin w podlozu CHROMagar VRE. Suplement selektywny
hamuje  wzrost wigkszosci  bakterii. Mieszanina chromogenna pozwala na wykrywanie 1 réznicowanie
wankomycynoopornych Enterococcus faecalis 1 Enterococcus faecium o typie opornosci Van A i Van B od innych drobnoustrojow,
w tym enterokokéw o wewnetrznym typie opornosci na wankomycyne.

3.Sktad podtoza

w g/1 wody destylowanej: Suplementy/ litr pozwyki:

Agar 15,0 g | Suplement selektywny 0,06 g
Pepton i ekstrakt drozdzowy 200 g

Sole 50¢g

Mieszanina chromogenna 273 ¢

pH 6,9 £ 0,2 w temperaturze 25°C.
Wyglad podtoza - Podloze jednorodne, biate.

4. Przygotowanie pozywki

Pozywka jest gotowa do uzycia. Bezposrednio przed uzyciem pozywke nalezy doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;.
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5. Wyposazenie wymagane, nie dostarczone
Sprzet ogélnolaboratoryjny niezbedny do wykonania badan, w tym cieplarka laboratoryjna.

6. Srodki ostroznosci

e Produkt przeznaczony wylacznie do uzytku profesjonalnego.

e Produkt niezautomatyzowany.

e Podloze zawiera skladniki pochodzenia zwierzecego, co moze wigzac si¢ z obecnoscia biologicznych czynnikow
chorobotworczych, dlatego z podlozem nalezy postgpowac zgodnie z zasadami pracy z materialem biologicznym
potencjalnie zakaznym.

e Nie nalezy uzywa¢ plytek, jezeli na podlozu sa widoczne oznaki skazenia mikrobiologicznego, odbarwienia,
wyschnigcia, peknigcia lub inne oznaki pogorszenia jakosci.

e Nie uzywac plytek uszkodzonych.

e Nie uzywac plytek po terminie waznosci.

e Nie dopuszcza si¢ ponownej inkubacji wczesniej posianych plytek.

e W celu zapewnienia poprawnych wynikéw badan, nalezy postgpowac zgodnie z niniejsza instrukcja.

e W przypadku, gdy postgpowanie z pozywka podczas wykonywania badan bedzie odbiegalo od opisanego
w niniejszej instrukcji, laboratorium jest zobowiazane do przeprowadzenia walidacji przyjetego postgpowania.

7. Przechowywanie

Plytki z podlozem nalezy przechowywaé w temperaturze 2—12°C do uplywu terminu waznosci. Podloza przechowywac
w oryginalnym opakowaniu, w pozycji odwréconej z dala od bezposredniego Zrédla $wiatlta. Aby uniknaé zamrozenia
agaru, nie nalezy przechowywac plytek blisko $cian lodéwki. Aby uniknaé pojawienia si¢ wigkszej ilosci wody skroplonej na
wieczku plytki nie nalezy otwierac zbyt czesto lodowki i nie przechowywac podtozy w przepetnionej loddwee.

8. Termin waznos$ci

Podloze przechowywane w temperaturze 2—12°C zachowuje swoje wlasciwosci do 3 miesi¢cy od daty produkeji.
9. Materiat do badan

Prébki do badan stanowia pochodzace od cztowieka wymazy z odbytu oraz kat.

Prébki do badan nalezy pobraé zgodnie z aktualnymi wytycznymi. Probki do badani do czasu dostarczenia do laboratorium
przechowywacé zgodnie z zasadami przechowywania probek obowiazujacymi w laboratorium. Wymazy pobrane na podloza
transportowe nalezy przechowywaé w temperaturze pokojowej zgodnie z zaleceniami producenta podloza. Jezeli materiat
do badan stanowi kal, nalezy go przechowywaé¢ w lodéwce w temperaturze 2-8°C. Wykona¢ posiew prébki mozliwie jak
najszybciej po dostarczeniu materiatu do laboratorium.

10. Spos6b wykonania

1. Przed uzyciem podloze nalezy doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;.
Posiac probke rozprowadzajac ja na powierzchni agaru przy pomocy ezy.

3. Jezeli probka zostata pobrana na wymazowke - koficowke wymazoéwki delikatnie obracaé na niewielkim obszarze agaru
tuz przy brzegach plytki, a nastgpnie wykonac posiew redukeyjny przy uzyciu jatowej ezy.

4. Posiane plytki inkubowaé w warunkach tlenowych, w temperaturze 35+2°C

5. Wynik wzrostu odczyta¢ po 18-24 godzinach inkubacji.

11. Odczyt i interpretacja wynikéw wzrostu

Po okresie inkubacji obserwowac:
®  obecno$é wzrostu,
e morfologi¢ kolonii,
e  wybarwienie kolonii
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Typowa morfologia kolonii wyhodowanych na podtozu CHROMagar VRE:

Mikroorganizm Typowa morfologia kolonii
Enterococcus faecium rézowe do fiolkowordzowych
Szczep wankomycynooporny

Enterococcus faecalis rézowe do fiotkoworézowych
Szczep wankomycynooporny

Enterococcus gallinarnm niebieskie lub brak wzrostu
Szczep wankomycynooporny

Enterococcus casselifavus niebieskie lub brak wzrostu
Szczep wankomycynooporny

Pozostale bakterie Gram-dodatnie Brak wzrostu

Bakterie Gram-ujemne Brak wzrostu

Drozdze i plesnie W wiekszo$ci brak wzrostu

W celu ostatecznej identyfikacji wyhodowanych drobnoustrojéw, nalezy przeprowadzi¢ dodatkowe badania i/lub testy
potwierdzajace przy uzyciu innych metod wykorzystywanych w laboratorium.

Morfologii kolonii 1 spos6b wzrostu Enterococcus faecalis na podtozu CHROMagar VRE
12. Kontrola jakosci
Whasciwosci odzyweze i selektywnosé podloza nalezy kontrolowaé z uzyciem szczepéw odniesienia dajacych oczekiwane

reakcje dodatnie i ujemne. Badanie nalezy wykonywaé uzywajac czystych, §wiezych hodowli szczepéw odniesienia dajacych
pozadane reakcje. Do przeprowadzenia kontroli jakosci podtoza, nalezy uzy¢ nastgpujacych szczepéw odniesienia:

Szczep odniesienia: Intensywnos$¢ wzrostu: Morfologia kolonii:
Enterococcus faecalis ATCC 51299 dobry wzrost male, rézowofiolkowe
Enterococcus faecalis ATCC 29212 brak wzrostu -

Dopuszcza si¢ stosowanie innych szczepéw odniesienia zapewniajacych spdjnos$¢ pomiarows, zgodnie z procedurami
i instrukcjami kontroli jakosci obowiazujacymi w laboratorium. Procedury kontroli jakosci powinny spetniaé wymagania
obowiazujacych przepiséw oraz wytycznych/rekomendacii.

13. Ograniczenia metody

e 7 powodu zmiennosci wymagan odzywczych, nicktére szczepy moga rosnaé slabo, albo nie rosnaé wecale
na podtozu CHROMagar VRE.

e Typ opornosci nalezy okreslic¢ i potwierdzi¢ poprzez dodatkowe testy

e Nicktére rzadkie szczepy Lactobacilli, Pediococcns moga rosnaé na podtozu CHROMagar VRE w postaci punktowych
jasnofioletowych kolonii. Jednakze ich odréznienie mozliwe jest na podstawie testu PYR: dodatnia reakcja PYR
wskazuje na obecno$¢ enterokokéw o typie opornosci VRE, za§ ujemna reakcja w tescie PYR wskazuje na
obecnos¢ bakterii z rodzaju Lactobacilli, Pediococens.

e Po 24 godzinnej inkubacji niektére rzadkie szczepy E. gallinarnm moga czasem rosnaé w postaci rézowofiotkowych
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kolonii.
14. Charakterystyka metody

Na podstawowych podlozach takich jak np. Bile Esculine Agar z wankomycyna nie ma mozliwosci zréznicowania pomiedzy
E. faecalis 1 E. faecium. Poza tym, czesto mozna uzyska¢ wyniki falszywie dodatnie ze wzgledu na obecno$¢ innych bakterii
hydrolizujacych eskuline np. Lastococcu spp., Pediococens spp.

Badania przeprowadzone przez Merlino wskazuja na 100% czutos$c¢ i1 specyficzno$¢ analityczna pozywki CHROMagar VRE.
Z przedstawionych przez Millera i wspolpracownikow badani poréwnawczych wynika, ze czulo§é i specyficznosé
diagnostyczna podloza CHROMagar VRE wynosi odpowiednio 95,5% i 90,4%. Dla poréwnania, przy metodzie
referencyjnej (VRE Slect Agar) czulos¢ i specyficznosé diagnostyczna wynosita odpowiednio 68,2% 1 91,8%. Do badan
wykorzystano 95 wymazéw z odbytu, ktére inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 35-37°C.

CHROMagar VRE CHROMagar VRE Metoda referencyjna
(VRE Select Agar- BioRad)
Czulos¢ 100%" 95,5%" 68,2%™
Specyficznosé 100%" 90,4%™ 91,8%™

*- dane uzyskane w badaniu “A Novel chromogenic agar medium for the detection of vancomycin resistant Enterococci (VRE)”. Merlino
et al., Poster ASM 2007.

**- dane uzyskane w badaniu ,,Evaluation of Three Chromogenic Media for Detection of Vancomycin-Resistant Enterococci in a tertiary-
care Hospital” M.L.Miller et al. CACMID 2011

15. Postgpowanie ze zuzytymi podfozami

Podloza po badaniach oraz niezuzyte podloza nalezy utylizowa¢ zgodnie z aktualnie obowiagzujacymi przepisami
dotyczacymi postepowania z odpadami medycznymi oraz procedurami laboratorium odnosnie utylizacji materialow
zakaznych i potencjalnie zakaznych.

16. Zgtaszanie zdarzen niepozadanych

Zgodnie z obowigzujacymi przepisami, zdarzenia niepozadane i incydenty, ktére mozna bezposrednio powiazad
z opisywanym podlozem, nalezy zglasza¢ producentowi oraz Prezesowi Urzedu Rejestracji Produktéow Leczniczych,
Wyrobow Medycznych i Produktéw Biobdjczych na adres:

Urzad Rejestracji Produktéw Leczniczych, Wyrobéw Medycznych i Produktéw Biobdjczych
Al Jerozolimskie 181C, 02-222 Warszawa;

Telefon: 48 22 492-11-00

Fax: 48 22 492-11-09
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SYMBOL NAZWA SYMBOLU OPIS NR REF.
Oznacza wytworce wyrobu medycznego zgodnie z definicjq
u - zawarta w dyrektywach unijnych 90/385/EWG,
Wytworea 93/42/EWG oraz 98/79/WE. >1
dl Data produkeji Oznacza date produkcji wyrobu medycznego. 513
Oznacza numer produktu w katalogu producenta
Numer katalogowy pozwalajacy zidentyfikowaé wyréb medyczny. 5.1.6
Oznacza nadany przez producenta numer partii
Numer setii / kod pattii pozwalajacy zidentyfikowaé parti¢ produktow, do ktorej 515
nalezy wyréb medyczny. o
Wyréb do diagnostyki in vitro | Oznacza wyréb medyczny przeznaczony do diagnostyki in 551
vitro -
Nie wzywaé powtéraie anacza wyréb .rnedyczny przeznaczony do ]ednok.rotnego
uzytku lub do uzytku podczas leczenia jednego pacjenta 540
w ramach jednej procedury medycznej. o
W Wystarczy na W}rkoname =n= Oznacza nadang przez producenta wartos¢ na ile testow
testow ) 555
wystarczy wyrob.
g Data przydatnosci do uzycia | Oznacza date, po ktérej wyréb medyczny nie powinien by¢ 514
uzywany. o
Prrestrzegaé zakresu \X/?ka.zu]e rpaksymalnq i mlr’umalnat wartosc, temperatuty, w
ktérej nalezy przechowywac, transportowac lub uzytkowac
temperatury . 5.3.7
przedmiot.
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Oznaczenie CE na produkcie stanowi deklaracje
Symbol bezpicczeristwa producer}ta pojcwierdzaja&g zgodn(?éé Produktu . )
c E (Zgodnosé 7 wymogami UE) z zasadniczymi wymogami odpowiednich przepiséw Unii nd

8 Wymog Europejskiej dotyczacych zdrowia, bezpieczenstwa '
i ochrony $rodowiska.

=

SprawdZ w instrukcji uzycia | Oznacza koniecznos$¢ zapoznania si¢ z instrukcja 543
uzytkowania o

Sterylizowany aseptycznymi Wskazuje wyréb medyczny, ktory zostal wytworzony za

technikami przetwarzania X 522
pomoca zaakceptowanych technik aseptycznych.
Nie uzywa¢ w przypadku Oznacza wyréb medyczny, ktory nie powinien by¢
uszkodzonego opakowania uzywany, jesli opakowanie zostalo uszkodzone lub otwarte. 5.2.8
. A . Oznacza wyréb medyczny zawierajacy material biologiczny
Zawiera material biologiczn . . _ . .
W . Vlooglezny tj. tkanki, komérki lub ich pochodne pochodzenia 548
pochodzenia zwierzecego .
zwierzecego.
r ®
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