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Eosin Methylene Blue Agar
CM0069B

Intended Use

A versatile medium which is used for the differentiation of
Escherichia coli and Enterobacter aerogenes, for the rapid
identification of Candida albicans, and for the identification
of coagulase-positive staphylococci.

Eosin methylene Blue Agar is used in a diagnostic workflow
to aid clinicians in determining potential treatment options
for patients suspected of having a microbial infection.

The device is for professional use only, is not automated,
nor is it a companion diagnostic.

Summary and Explanation

The Enterobacteriaceae encompass a broad range of
Gram-negative facultative anaerobic microorganisms . It Is
the most studied family of microorganisms and is important
for microbiologists, as it accounts for up to 80% of clinically
important Gram-negative bacilli infections and about 50%
of isolates from septicaemia cases?.

Consequently, it is important to be able to cultivate
Enterobacteriaceae. Phenotypic identification of
microorganisms, e.g. by microscopic appearance, cultural
appearance, growth requirements and serotyping, is
facilitated by the use of pure cultures. Other rapid
identification methods can be used if the phenotypic
methods are inconclusive because of variable patterns of
phenotypic characteristics. These methods include matrix-
assisted laser desorption/ionization — time of flight mass
spectrometry  (MALDI-TOF  MS), whole genome
sequencing (WGS) and commercial identification systems'.

Since the 1980s, there has been a dramatic rise in the
number of systemic, life threatening nosocomial infections
caused by opportunistic Candida spp.* Candida species
were responsible for about 15% of all hospital-acquired
infections and over 72% of nosocomial fungal infections.®
Rapid presumptive identification of clinically important

Candida species within 48 hours is important as it has an
impact on the morbidity, mortality, and duration of
hospitalization of the patient.

Principle of Method

Eosin Methylene Blue Agar (EMB) is a differential
microbiological medium that gives a colour indication to
distinguish between organisms that digest lactose (like E.
coliy and those that do not. It somewhat limits the
development of  Gram-positive bacteria (e.9.,
Staphylococci, Salmonella, Shigella). Lactose is fermented
by gram-negative bacteria, which cause the pH to decrease
by producing acid. As a result, the colonies are more likely
to absorb the dye. This leads the clusters to become dark
purple as a result of the acid’s reaction with the pigments.
In addition, several lactose-fermenting bacteria produce
flat, black clusters with a green metallic sheen.

On EMB agar, the majority of E. coli strain clusters show a
unique green sheen. Fast generation of strong acids from
the fermentation of lactose results in a rapid drop in the pH
of the EMB agar, which is essential for the development of
the green metallic sheen associated with E. coli.
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By deaminating proteins, lactose non-fermenters may
increase the pH. This inhibits the absorption of the colour.
The result is that lactose non-fermenters are either
colourless or pale lavender.

Animal tissue that has been digested in the stomach
provides carbon, nitrogen, and other vital growth elements.

Since lactose is a fermentable carbohydrate, it serves as an
energy source.

Methylene blue and eosin-Y are used as differential
markers. The medium is buffered with Di-potassium
hydrogen phosphate.

Typical Formula
grams per litre
10.0

Peptone

Lactose 10.0
Di-potassium hydrogen phosphate 2.0
EosinY 04
Methylene blue 0.06
Agar 15.0

Materials Provided
CMO0069B: 500g of dehydrated Eosin Methylene Blue Agar
powder that yields approximately 13.3L after reconstitution.

Materials Required but Not Supplied

e Inoculating loops, swabs, collection containers

e Incubators

e Quality control organisms

e  Petridish

Storage

e  Store product in its original packaging between 10°C
and 30°C.

. Keep container tightly closed.

e  The product may be used until the expiry date stated
on the label.

. Protect from moisture.

e  Store away from light.

. Allow reconstituted product to equilibrate to room
temperature before use.

Once reconstituted, store media between 2°C and 10°C.

Warnings and Precautions

. Do notinhale. May cause allergy or asthma symptoms

or difficulty breathing if inhaled.

Causes serious eye irritation.

May cause an allergic skin reaction.

If on skin wash with plenty of soap and water.

If in eyes, rinse cautiously with water for several

minutes.

. Remove contact lenses, if present and easy to do.
Continue rinsing. If eye irritation persists, seek medical
advice/attention.

. If inhaled, if breathing is difficult, remove subject to

fresh air and keep in a position comfortable for

breathing. If experiencing respiratory symptoms, call a

POISON CENTER or doctor/physician.

For in vitro diagnostic use only.

For professional use only.

Inspect the product packaging before first use.

Do not use the product if there is any visible damage

to the packaging (pot or cap).

Do not use the product beyond the stated expiry date.

. Do not use the device if signs of contamination are
present.

. Itis the responsibility of each laboratory to manage
waste produced according to their nature and degree

Page 1 of 39


http://www.thermofisher.com/

of hazard and to have them treated or disposed of in
accordance with any federal, state and local
applicable regulations. Directions should be read and
followed carefully. This includes the disposal of used
or unused reagents as well as any other contaminated
disposable material following procedures for infectious
or potentially infectious products.

. Ensure the lid of the container is kept tightly closed
after first opening and between use to minimise
moisture ingress, which may result in incorrect product
performance.

Refer to the Safety Data Sheet (SDS) for safe handling and
disposal of the product (www.thermofisher.com).

Serious Incidents

Any serious incident that has occurred in relation to the
device shall be reported to the manufacturer and the
relevant regulatory authority in which the user and/or the
patient is established.

Specimen Collection, Handling and Storage
Specimen should be collected and handled following local
recommended guidelines, such as the UK Standards for
Microbiology Investigations (UK SMI) ID 16, ID 24 and Q5.

Procedure

Suspend 37.5g in 1 litre of distilled water. Bring to the boil
to dissolve completely. Sterilize by autoclaving at 121°C for

15 minutes. Cool to 50°C. Mix well to ensure even
dispersion of the medium in order to oxidize the methylene
blue, which is an essential part of this medium, and pour
into sterile Petri dishes.

Interpretation

Escherichia coli — isolated colonies, 2-3 mm diameter, with
little tendency to confluent growth, exhibiting a greenish
metallic sheen by reflected light and dark purple centres
by transmitted light.

Enterobacter aerogenes — 4-6 mm diameter, raised and
mucoid colonies, tending to become confluent,

metallic sheen usually absent, grey-brown centres by
transmitted light.

Non-lactose-fermenting intestinal pathogens — translucent
and colourless.

Candida albicans — after 24 to 48 hours at 35°C in 10%
carbon dioxide ‘spidery’ or ‘feathery’ colonies. Other
Candida species produce smooth yeast-like colonies.

Quality Control

It is the responsibility of the user to perform Quality Control
testing taking into account the intended use of the medium,
and in accordance with any local applicable regulations
(frequency, number of strains, incubation temperature etc.).

The performance of this medium can be verified by testing
the following reference strains.

Incubation Conditions: 24 h @ 37°C aerobic

Positive Controls
Inoculum level: 10 — 100 cfu
Colony count is 2 70% of the control medium count

Escherichia coli 0.5-2 mm purple colonies,
ATCC® 10536™ with or without metallic
green sheen

Escherichia coli
ATCC®8739™

0.5-2 mm purple colonies,
with or without metallic
green sheen
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Enterobacter  aerogenes | 1-2mm  purple, mucoid
ATCC® 13048™ colonies, no sheen

Pseudomonas aeruginosa | 0.5-3mm translucent,
ATCC®9027™ colourless colonies

Inoculum level: 10* — 108 cfu
Inoculum using diminishing sweep technique

Escherichia coli
ATCC® 10536™

0.5-2 mm purple, green
metallic colonies

Escherichia coli
ATCC®8739™

0.5-2 mm purple, green
metallic colonies

Escherichia coli
ATCC® 25922™

0.5-2 mm purple, green
metallic colonies

Negative Controls

Staphylococcus aureus | No growth to confluent
ATCC® 6538™ micro-colonies, no sheen

Staphylococcus aureus | No growth to confluent
ATCC® 25923™ micro-colonies, no sheen

Tested in accordance with current CLSI M22 A

Escherichia coli 0.5-2 mm purple, green

ATCC® 25922™ metallic colonies
Salmonella  typhimurium | 0.5-1 mm grey, translucent
ATCC® 14028™ colonies

Enterococcus faecalis | Pinpoint, colourless
ATCC® 29212™* colonies with no sheen

Positive reactions after incubation at 37°C for 48
hours 10% CO2 atmosphere

A satisfactory result is represented by recovery of positive
strains equal to or greater than 70% of the control
medium.

Candida albicans
ATCC®10231™

0.25-1 mm grey, feather-
edged colonies

*For Enterococcus faecalis ATCC®29212, a satisfactory
result is represented by recovery of positive
strains equal to or greater than 40% of the control medium.

Limitations

Further tests are required to confirm the presumptive
identity of organisms isolated on this medium. Some strains
of Salmonella and Shigella species will not grow in the
presence of eosin and methylene blue.

Store the medium away from light to prevent photo-
oxidation.

the typical green metallic sheen of E. coli may not be
produced by other strains. As a result, the green metallic
sheen is not a reliable indicator of E. coli.

Performance Characteristics

Accuracy has been demonstrated through review of internal
QC data. Testing of well-characterised isolates in the QC
processes is performed as part of the manufacture of each
batch of the devices.

Bibliography
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For technical assistance please contact your local distributor.

Symbol Legend

Symbo Definition
‘E- Revision information
| Catalogue number Version | Date of issue and modifications introduced
1.0 2022-10-10. New document (LIVE)
IVD In Vitro Diagnostic Medical Device
LOT Batch code
/ﬂ/- Temperature limit
g Use-by date
~>M
'_,.,.-'.-..__
/ Keep away from sunlight
|
® Do not re-use
Consult
EE' instructions for use or consult
electronic
instructions for use
V Contains sufficient for <n> tests
Do not use if packaging damaged and
consult instructions for use
“ Manufacturer
Authorized representative in the
European Community/
European Union
ct European Conformity Assessment
E E UK Conformity Assessment
U D I Unique device identifier
ATCC Licensed )"3
Derivative
©2022 Thermo Fisher Scientific Inc. All rights reserved.
ATCC and ATCC catalogue marks are a trademark of
American Type Culture Collection.
All other trademarks are the property of Thermo Fisher
Scientific Inc. and its subsidiaries.
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Eosin Methylene Blue Agar
CM0069B

Tilsigtet brug

Et alsidigt medium, som bruges til differentiering af
Escherichia coli og Enterobacter aerogenes, til hurtig
identifikation af Candida albicans og til identifikation af
koagulase-positive stafylokokker.

Eosin methylene Blue Agar anvendes i et diagnostisk
workflow for at gere det lettere for klinikere at fastleegge
potentielle behandlingsmuligheder for patienter, der
misteenkes for at have en mikrobakteriel infektion.

Enheden ma kun anvendes af uddannet personale, er ikke
automatiseret, og den er heller ikke ledsagende diagnostik.

Oversigt og forklaring

Enterobacteriaceae omfatter en lang raekke gramnegative
fakultative anaerobe mikroorganismer’. Det er den mest
undersggte familie af mikroorganismer og er vigtig for
mikrobiologer, da det tegner sig for op til 80 % af klinisk
vigtige Gram-negative bacilliinfektioner og omkring 50 % af
isolater fra septikaemi tilfeelde?.

Det er derfor vigtigt at kunne dyrke Enterobacteriaceae.
Faenotypisk identifikation af mikroorganismer, f.eks. ved
mikroskopisk udseende, kulturelt udseende, vaekstkrav og
serotypning, tilvejebringes ved brug af rene kulturer. Andre
hurtige identifikationsmetoder kan bruges, hvis de
feenotypiske metoder er inkonklusive pa grund af variable
menstre af feenotypiske karakteristika. Disse metoder
omfatter MALDI-TOF MS  (matrix-assisted laser
desorption/ionization — time of flight mass spectrometry),
WGS (helgenomsekventering) og kommercielle
identifikationssystemer".

Siden 1980'erne har der veeret en dramatisk stigning i
antallet af systemiske, livstruende nosokomiale infektioner
forarsaget af opportunistisk Candida spp.* Candida-arter
var ansvarlige for omkring 15 % af alle hospitalserhvervede
infektioner og over 72 % af nosokomielle
svampeinfektioner.®

Hurtig formodet identifikation af klinisk vigtige Candida-arter

inden for 48 timer er vigtigt, da det har indflydelse pa
forlgbet, dedeligheden og varigheden af patientens
indlaeggelse.

Metodeprincip

Eosin Methylene Blue Agar (EMB) er et differentielt
mikrobiologisk medium, der giver en farveindikation for at
skelne mellem organismer, der fordgjer laktose (som
eksempelvis E. coli), og dem, der ikke ger det dette. Det
begraenser i nogen grad udviklingen af gram-positive
bakterier (som f.eks. Staphylococci, Salmonella, Shigella).
Laktose fermenteres af gram-negative bakterier, som far
pH til at falde ved at producere syre. Som et resultat heraf
er kolonierne mere tilbgjelige til at absorbere farvestoffet.
Dette farer til, at klyngerne bliver markelilla som felge af
syrens reaktion med pigmenterne. Derudover producerer
flere laktose-gaerende bakterier flade, sorte klynger med en
gron metallisk glans.

Sterstedelen af E. coli-stammeklynger viser en unik gregn
glans pa EMB-agar. Hurtig generering af steerke syrer fra
fermenteringen af laktose resulterer i et hurtigt fald i pH-
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veerdien af EMB-agaren, hV|Iket er essentlelt for udviklingen
af den grgnne metalliske glans forbundet med E. coli.

Ved at deaminere proteiner kan laktose ikke-fermentorer
@ge pH-veerdien. Dette haemmer absorptionen af farven.
Resultatet er, at laktose ikke-fermentorer enten er farvelgse
eller har en bleg lavendelfarve.

Animalsk vaev, der er blevet fordgjet i maven, giver kulstof,
nitrogen og andre vitale veekstelementer.

Da laktose er et fermenterbart kulhydrat, tjiener det som en
energikilde.

Methylenblat og eosin-Y bruges som differentielle
markgrer. Mediet buffes med di-kaliumhydrogenphosphat.

Typisk formel
gram pr. liter
Pepton 10,0
Laktose 10,0
Di-kaliumhydrogenphosphat 2,0
EosinY 04
Methylenblat 0,06
Agar 15,0

Materialer, der medfelger
CMO0069B: 500 g dehydreret Eosin Methylene Blue Agar-
pulver, der giver ca. 13,3 | efter rekonstitution.

Pakraevede materialer, der ikke medfalger
e Podenale, vatpinde, opsamlingsbeholdere

e Inkubatorer

e  Organismer til kvalitetskontrol
e Petriskal

Opbevarlng

Opbevar produktet i den originale emballage ved
mellem 10 °C og 30 °C.

. Hold beholderen taet lukket.

. Produktet kan bruges indtil den udlgbsdato, der er
angivet pa meerkaten.

. Beskyttes mod fugt.

. Beskyttes mod lys.

. Det rekonstituerede produkt skal tempereres til
stuetemperatur inden brug.

Nar det er rekonstitueret, opbevares mediet ved mellem

2°Cog 10 °C.

Advarsler og forholdsregler

e Ma ikke indandes. Kan forarsage allergi- eller

astmasymptomer  eller andedraetsbesvaer ved

indanding.

Forarsager alvorlig gjenirritation.

Kan forarsage allergisk hudreaktion.

Vask med rigeligt vand og saebe ved hudkontakt.

Skyl forsigtigt med vand i flere minutter ved

gjenkontakt.

. Fjern eventuelle kontaktlinser, hvis dette let kan gares.
Fortsaet skylning. Ved vedvarende gjenirritation: sgg
leegehjeelp.

e Ved indanding: Hvis vejrtrackningen er besveeret, skal

den udsatte person flyttes til et sted med frisk luft og

holdes i ro i en stilling, der letter vejrtraekningen. Ring
til GIFTLINJEN, eller seg lsege, hvis der opleves
luftvejssymptomer.

Kun til in vitro diagnostisk brug.

Kun til professionel brug.

Kontrollér produktets emballage for forste brug.

Brug ikke produktet, hvis der er synlige skader pa

emballagen.
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. Produktet ma ikke bruges efter den anferte
udlgbsdato.

. Brug ikke enheden, hvis der er tegn pa kontaminering.

. Det er hvert laboratoriums ansvar at handtere det
producerede affald i overensstemmelse med dets art
og graden af fare og at fa det behandlet eller
bortskaffet i overensstemmelse med eventuelle
geeldende fgderale, statslige og lokale regler. Sgrg for
at leese og folge de geeldende retningslinjer. Dette
omfatter bortskaffelse af brugte eller ubrugte
reagenser samt ethvert andet kontamineret
engangsmateriale efter procedurer for infektigse eller
potentielt infektigse produkter.

. Searg for, at laget pa beholderen holdes teet lukket efter
forste abning og mellem brug for at minimere
indtreengning af fugt, hvilket kan resultere i forkert
produktydelse.

Se oplysningerne i sikkerhedsdatabladet vedrerende sikker
handtering og bortskaffelse af produktet
(www.thermofisher.com).

Alvorlige haendelser

Enhver alvorlig haendelse, der er opstaet i forbindelse med
enheden, skal rapporteres til producenten og den relevante
tilsynsmyndighed, hvor brugeren og/eller patienten bor.

Indsamling af prgver, handtering og
opbevaring
Praver skal indsamles og handteres efter lokale anbefalede

retningslinjer, sasom UK Standards for Microbiology
Investigations (UK SMI) ID 16, ID 24 og Q5.

Procedure

Suspender 37,5 g i 1 liter destilleret vand. Bring det i kog,
sa det bliver helt oplgst. Steriliser i autoklave ved 121 °C i

15 minutter. Afkel det til 50 °C. Bland godt for at sikre
ensartet spredning af mediet for at ilte methylenblat, som er
en veesentlig del af dette medium, og heeld i sterile
petriskale.

Fortolkning

Escherichia coli — isolerede kolonier, 2-3 mm i diameter,
med ringe tendens til sammenflydende vaekst, der udviser
en grenlig metallisk glans af reflekteret lys og markelilla
centre ved transmitteret lys.

Enterobacter aerogenes — 4-6 mm i diameter, haevede og
mucoide kolonier, der har tendens til at blive
sammenflydende, normalt ikke metallisk skeer, gra-brune
centre ved transmitteret lys.

Ikke-laktose-fermenterende tarmpatogener —
gennemskinnelige og farvelgse.

Candida albicans — efter 24 til 48 timer ved 35 °C i 10 %
kuldioxid, 'edderkoppelignende’ eller 'fijeragtige' kolonier.
Andre Candida-arter producerer glatte geerlignende
kolonier.

Kvalitetskontrol

Det er brugerens ansvar at udfgre kvalitetskontroltest under
hensyntagen til den tilsigtede brug af mediet og i
overensstemmelse med lokale geeldende regler
(hyppighed, antal stammer, inkubationstemperatur osv.).

Ydeevnen af dette medium kan verificeres ved at teste
felgende referencestammer.

Inkubationsforhold: 24 timer ved 37 °C anaerobt

Positive kontroller
Inokulumniveau: 10 — 100 cfu
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Kolonitallet er 2 70 % af kontrolmedletallet

Escherichia coli 0,5-2 mm lilla kolonier,
ATCC® 10536™ med eller uden metallisk
gron glans

Escherichia coli
ATCC® 8739™

0,5-2 mm lilla kolonier,
med eller uden metallisk
gren glans

Enterobacter aerogenes
ATCC® 13048™

1-2 mm lilla, mucoide
kolonier, ingen glans

Pseudomonas aeruginosa 0,5-3mm
ATCC®9027™ gennemskinnelige,
farvelgse kolonier

Inokulumniveau: 10* — 108 cfu
Pod ved hjeelp af en strygende podeteknik

Escherichia coli
ATCC® 10536™

0,5-2 mm lilla, grenne
metalliske kolonier

Escherichia coli
ATCC®8739™

0,5-2 mmllilla, grenne
metalliske kolonier

Escherichia coli
ATCC® 25922™

0,5-2 mm lilla, grenne
metalliske kolonier

Negative kontroller

Staphylococcus aureus
ATCC® 6538™

Ingen veekst il
sammenflydende
mikrokolonier, ingen glans

Staphylococcus aureus Ingen veekst il

ATCC® 25923™ sammenflydende

mikrokolonier, ingen glans
Testet i overensstemmelse med galdende
CLSIM22 A

Escherichia coli
ATCC® 25922™

0,5-2 mm lilla, grenne
metalliske kolonier

Salmonella typhimurium
ATCC® 14028™

0,5-1 mm gra,
gennemskinnelige kolonier

Enterococcus faecalis
ATCC® 29212™*

Preecise, farvelgse
kolonier uden glans

Positive reaktioner efter inkubation ved 37° C i 48
timer ved 10 % CO2 atmosfaere
Et tilfredsstillende resultat er repraesenteret ved
genvinding af positive stammer, som er lig med eller
sterre end 70 % af kontrolmediet.

Candida albicans 0,25-1 mm gra, fierkantede
ATCC® 10231™ kolonier

*For Enterococcus faecalis ATCC®29212 er et
tilfredsstillende resultat repreesenteret ved genvinding af
positive

stammer, som er lig med eller storre end 40 % af
kontrolmediet.

Begraensninger

Yderligere test er pakraevet for at bekraefte den formodede
identitet af de organismer, der er isoleret pa dette medium.
Nogle stammer af Salmonella- og Shigella-arter vil ikke
vokse i naerveerelse af eosin og methylenblat.

Opbevar mediet vaek fra lys for at forhindre fotooxidation.
den typiske grenne metalliske glans, som er
kendetegnende for E. coli produceres muligvis ikke af andre
stammer. Som felge heraf er den grenne metalliske glans
ikke en palidelig indikator for E. col.

Praestationskarakteristika
Ngjagtighed er blevet demonstreret gennem gennemgang
af interne kvalitetskontrol-data. Test af velkarakteriserede
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isolater i kvalitetskontrol-processerne udferes som en del af
fremstillingen af hver batch af enhederne.
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Eosiini-metlleensinise agar
CM0069B

Sihtotstarve

Mitmekiilgne s66de, mida kasutatakse Escherichia coli ja
Enterobacter aerogenese eristamiseks, Candida albicansi
kiireks tuvastamiseks ja koagulaas-positiivsete
stafiilokokkide tuvastamiseks.

Eosiini-metileensinise agarit kasutatakse diagnostilises
todvoos, et aidata arstidel maarata véimalikke ravivéimalusi
patsientidele, kellel kahtlustatakse mikroobset infektsiooni.

Seade on mdeldud ainult professionaalseks kasutamiseks,
see pole automatiseeritud ega vdimalda maarata
kaasdiagnoose.

Kokkuvoéte ja selgitus

Enterobakterite perekond hdlmab laia valikut
gramnegatiivseid fakultatiivseid anaeroobseid
mikroorganisme '. See on enim uuritud mikroorganismide
perekond ja see on mikrobioloogide jaoks oluline, kuna
need moodustavad kuni 80% Kkliiniliselt olulistest
gramnegatiivsete batsillide infektsioonidest ja umbes 50%
septitseemia juhtumite isolaatidest?.

Sellest tulenevalt on oluline, et enterobaktereid oleks
voimalik kasvatada. Mikroorganismide fenotilbilist
tuvastamist, nt mikroskoopilise valimuse, kultuuri valimuse,
kasvutingimuste ja serotulipide maaramise abil, hdlbustab
puhaskultuuride kasutamine. Kui fenottpilised meetodid
on fenotliubi omaduste muutuvate mustrite t6ttu ebaselged,
voib kasutada ka muid kiireid tuvastamise meetodeid. Need

meetodid hélmavad maatriksi abil
laserdesorptsiooni/ionisatsiooni - lennuaja
massispektromeetriat (MALDI-TOF MS), kogu genoomi
jarjestamist (WGS) ja kaubanduslikke

identifitseerimissiisteeme”.

Alates 1980. aastatest on oportunistlike Candida spp.
pdhjustatud susteemsete eluohtlike haiglanakkuste arv
dramaatiliselt kasvanud.* Candida liigid pdhjustasid
ligikaudu 15% kdigist haiglas omandatud infektsioonidest ja
Ule 72% haigla seeninfektsioonidest.®

Kliiniliselt oluliste Candida liikide eeldatav kiire tuvastamine
48 tunni jooksul on oluline, kuna see mdjutab patsientide
haigestumust, suremust ja haiglaravi kestust.

Protseduuri pohimote

Eosiini-metileensinise agar (EMB) on diferentsiaalne
mikrobioloogiline s66de, mis annab varvuse, et eristada
organisme, mis seedivad laktoosi (nagu E. coli) ja neid, mis
seda ei tee. See piirab monevdrra grampositiivsete
bakterite (nt stafuilokokid, salmonella, Sigella) arengut.
Laktoosi fermenteerivad gramnegatiivsed bakterid, mis
pdhjustavad happe tootmisel pH languse. Selle tulemusena
neelavad kolooniad tdenaolisemalt varvainet. See muudab
klastrid happe ja pigmentidega reageerimise tulemusena
tumelillaks. Lisaks toodavad mitmed laktoosi
fermenteerivad bakterid lamedaid musti kobaraid, millel on
roheline metalne laige.

EMB agaril on suurem osa E. coli tiveklastritel ainulaadne
roheline laige. Tugevate hapete kiire tekkimine laktoosi
fermenteerimisel pohjustab EMB agari pH kiire languse,
mis on oluline E. coliga seotud rohelise metalse laike
tekkeks.
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Valkude deamineerimisel vdivad laktoosi
mittefermenteerijad tdsta pH-d. See parsib varvi
imendumist.

Tulemuseks on see, et laktoosi mittefermenteerijad on kas
varvitud voi kahvatut lavendlivarvi.

Maos seeditud loomne kude annab sisinikku, [Ammastikku
ja muid elutéhtsaid kasvuelemente.

Kuna laktoos on fermenteeritav sisivesik, toimib see
energiaallikana.

Diferentsiaalmarkeritena kasutatakse metileensinist ja
eosiin-Y-d. Soéode puhverdatakse
dikaaliumvesinikfosfaadiga.

Tulipiline valem
grammi liitri kohta

Peptoon 10,0
Laktoos 10,0
Dikaaliumvesinikfosfaat 2,0
Eosiin Y 04
Metlleensinine 0,06
Agar 15,0

Kaasasolevad materjalid
CMO0069B: 500 g dehudreeritud eosiini-metileensinise
agari pulbrit, millest saab valmistada umbes 13,3 | lahust.

Vajalikud materjalid, mida kaasas pole
e Inokulatsiooniaasad, tampoonid, kogumismahutid

. Inkubaatorid

e  Kvaliteedikontrolli organismid

e  Petritass

Sailitamine

. Hoidke toodet originaalpakendis temperatuuril 10 °C
kuni 30 °C.

. Hoidke mahuti tihedalt suletuna.

. Toodet voib kasutada kuni etiketil ndidatud
aegumiskuupaevani.

. Kaitske niiskuse eest.

. Hoidke eemal valgusest.

. Enne kasutamist laske lahustatud tootel soojeneda
toatemperatuurini.

Lahustatud s66det hoidke temperatuuril 2 °C kuni 10 °C.

Hoiatused ja ettevaatusabindud

. Mitte sisse hingata. Sissehingamine vdib pdhjustada

allergiat, astmasiimptomeid vdi hingamisraskusi.

Pdohjustab tdsist silmade arritust.

V6ib pbhjustada allergilist nahareaktsiooni.

Nahale sattumisel pesta rohke seebi ja veega.

Silma sattumisel loputada mitme minuti jooksul

ettevaatlikult veega.

. Eemaldada kontaktlaatsed, kui neid kasutatakse ja kui
neid on kerge eemaldada. Jatkata loputamist. Silmade
arrituse plsimisel: pddrduda arsti poole.

. Sissehingamisel:  hingamisraskuste  korral viia

kannatanu varskesse 6hku ja hoida teda hingamiseks

mugavas asendis. Hingamisprobleemide ilmnemisel
votta viivitamata Ghendust

MURGISTUSTEABEKESKUSE véi arstiga.

Kasutamiseks ainult in vitro diagnostikas.

Ainult professionaalseks kasutuseks.

Enne esimest kasutamist kontrollige toote pakendit.

Arge kasutage toodet, kui pakendil (néul v&i korgil) on

nahtavaid kahjustusi.

e Arge kasutage toodet parast margitud
aegumiskuupaeva.

e Arge seadet kasutage, kui esineb saastumismarke.
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. Iga labor vastutab toodetud jaatmete kaitlemise eest
vastavalt nende iseloomule ja ohutasemele ning
nende to6tlemise voi kdrvaldamise eest kooskdlas mis
tahes asjakohaste riiklike, piirkondlike v6i kohalike
maarustega. Suuniseid tuleb hoolikalt lugeda ja
jargida. See hdlmab kasutatud voi kasutamata
reaktiivide ja mis tahes muude saastunud thekordselt
kasutatavate materjalide kdrvaldamist nakkusohtlike
vOi potentsiaalselt nakkusohtlike toodete kaitlemise
protseduuride kohaselt.

. Parast mahuti esmakordset avamist ja
kasutuskordade vahel veenduge, et selle kaas oleks
tihedalt  suletud, et minimeerida niiskuse
sissetungimist, mis véib vahendada toote toimivust.

Toote ohutu kaitlemise ja kdrvaldamise kohta vaadake
ohutuskaarti (Safety Data Sheet, SDS)
(www.thermofisher.com).

Tosised tervisehaired

Koigist selle seadmega seotud tdsistest tervisehairetest
tuleb teatada tootjale ja kasutaja voi patsiendi
asukohajargsele jarelevalveorganile.

Proovide kogumine, kdsitsemine ja
sdilitamine
Proovi kogumisel ja kasitsemisel tuleb jargida kohalikke

soovituslikke suuniseid, nt standardikogu UK Standards for
Microbiology Investigations (UK SMI) ID 16, ID 24 ja Q5.

Protseduur

Suspendeerige 37,5 g Uhes liitris destilleeritud vees. Laske
keema tousta, et toode taielikult lahustada. Steriliseerige
autoklaaviga temperatuuril 121 °C 15 minutit. Jahutage
temperatuurini 50 °C. Segage hasti, et tagada sd6tme
Uhtlane hajumine metlleensinise okstideerimiseks, mis on
selle s66tme oluline osa, ja valage steriilsetesse Petri
tassidesse.

Tolgendus

Escherichia coli — isoleeritud kolooniad, |abimédduga 2—
3 mm, vahese kalduvusega uhinemiseks, millel on
rohekas metalne laige peegeldunud valguse séaraga ja
tumelillad keskosad labiva valguse majul.

Enterobacter aerogenes — 4—6 mm |labimbdduga
kérgenenud ja limased kolooniad, mis kipuvad tGhinema,
metalne laige tavaliselt puudub, hallikaspruunid keskosad
|abiva valguse toimel.

Laktoosi mittefermenteerivad soolepatogeenid —
|abipaistvad ja varvitud.

Candida albicans — parast 24—48 tundi 35 °C juures 10%
susinikdioksiidi sisaldavates ambliku- vdi sulelaadsetes
kolooniates. Muu

Candida liigid toodavad siledaid parmitaolisi kolooniaid.

Kvaliteedikontroll

Kasutaja vastutab kvaliteedikontrolli analliisi eest, vottes
arvesse so0tme sihtotstarvet ja jargides mis tahes
kohaldatavaid kohalikke maarusi (sagedus, tuvede arv,
inkubatsioonitemperatuur jne).

Selle s66tme toimivust saab kontrollida jargmiste
vordlustivede analllsimisega.

Inkubeerimistingimused: 24 h temperatuuril 37 °C aeroobne.

Positiivsed kontrollmaterjalid
Inokulaadi kontsentratsioon: 10-100 cfu
Kolooniate arv on = 70% kontrollsd6tme arvust
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Escherichia coli
ATCC® 10536™

0,5-2 mm lillad kolooniad,
metalse rohelise laikega
vdi ilma

Escherichia coli
ATCC® 8739™

0,5-2 mm lillad kolooniad,
metalse rohelise laikega
voi ilma

Enterobacter aerogenes
ATCC® 13048™

1-2 mm lillad, limased
kolooniad, laige puudub

Pseudomonas aeruginosa 0,5-3 mm labipaistvad
ATCC®9027™ varvitud kolooniad

Inokulaadi kontsentratsioon: 10*-10° cfu
Inokulaat, kasutades vahendavat piihkimistehnikat

Escherichia coli
ATCC® 10536™

0,5-2 mm lillad, rohelised
metalsed kolooniad

Escherichia coli
ATCC®8739™

0,5-2 mm lillad, rohelised
metalsed kolooniad

Escherichia coli
ATCC® 25922™

0,5-2 mm lillad, rohelised
metalsed kolooniad

Negatiivsed kontrollmaterjalid

Ei kasva liituvateks
mikrokolooniateks, puudub
laige

Staphylococcus aureus
ATCC® 6538™

Ei kasva liituvateks
mikrokolooniateks, puudub
laige

Staphylococcus aureus
ATCC® 25923™

Analiiiis vastavalt praegusele standardile CLSI M22 A

Escherichia coli
ATCC® 25922™

0,5-2 mm lillad, rohelised
metalsed kolooniad

Salmonella typhimurium
ATCC® 14028™

0,5-1 mm hallid,
poollabipaistvad kolooniad

Enterococcus faecalis
ATCC® 29212™*

Vaikesed, varvitud
kolooniad, millel puudub
laige

Positiivsed reaktsioonid parast inkubeerimist 37 °C
juures 48 tundi 10% CO2 ohustikus

Rahuldavat tulemust esindab positiivsete tlivede
taastumine, mis on vdrdne vdi suurem 70%
kontrolls66tmest.

Candida albicans
ATCC® 10231™

0,25—1 mm hallid, sulgjate
servadega kolooniad

Enterococcus faecalis ATCC®29212 jaoks esindab
rahuldavat tulemust positiivsete tiivede taastumine, mis on
vordne vdi suurem 40% kontrollsé6tmest.

Piirangud

Sellel s66tmel isoleeritud organismide oletatava identiteedi
kinnitamiseks on vaja tdiendavaid katseid. Moned
Salmonella ja Shigella liikide tuved ei kasva eosiini ja
metlleensinise juuresolekul.

Hoidke keskkonda valguse eest Kkaitstult, et valtida
fotooksUdatsiooni.

E. colile tulpilist rohelist metalset laiget ei pruugi teised
tlived toota. Seetdttu ei ole roheline metalne laige E. coli
usaldusvaarne indikaator.
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Toimivusnaitajad

Tapsus on kinnitatud sisemise kvaliteedikontrolli andmete
Ulevaatusega. Hasti iseloomustatud isolaadi anallis
kvaliteedikontrolli protsessides tehakse seadmete iga partii
tootmise kaigus.
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Gélose éosine-bleu de méthyléne
CM0069B

Utilisation prévue

Milieu polyvalent utilisé pour Ila différenciation
d’Escherichia coli et d’Enterobacter aerogenes, pour
lidentification rapide de Candida albicans et pour
I'identification de staphylocoques a coagulase positive.

La gélose éosine-bleu de méthyléne est utilisée dans un
flux de travail de diagnostic pour aider les cliniciens a
déterminer les options de traitement potentielles pour les
patients suspectés d’avoir une infection microbienne.

Le dispositif est destiné a un usage professionnel
uniquement, il n’est pas automatisé et il n’est pas non plus
un diagnostic compagnon.

Résumé et explication

Les entérobactéries englobent une large gamme de
microorganismes anaérobies facultatifs & Gram négatif'.
C’est la famille de micro-organismes la plus étudiée et elle
est importante pour les microbiologistes parce qu’elle
représente jusqu’a 80 % des infections cliniquement
importantes par des bacilles a Gram négatif et environ 50 %
des isolats provenant de cas de septicémie?.

Par conséquent, il est important de pouvoir cultiver des
entérobactéries. L'identification phénotypique des micro-
organismes, par exemple par l'aspect microscopique,
'aspect cultural, les exigences de croissance et le
sérotypage, est facilitée par I'utilisation de cultures pures.
D’autres méthodes d’identification rapide peuvent étre
utilisées si les méthodes phénotypiques ne sont pas
concluantes en raison de modeéles variables de
caractéristiques phénotypiques. Ces méthodes
comprennent la désorption / ionisation laser assistée par
matrice — spectrométrie de masse a temps de vol (MALDI-
TOF MS), le séquengage du génome entier et les systémes
d’identification commerciaux’.

Depuis les années 1980, il y a eu une augmentation
spectaculaire du nombre d’infections nosocomiales
systémiques potentiellement mortelles causées par des
Candida spp opportunistes.* Les espéces de Candida
étaient responsables d’environ 15 % de toutes les
infections nosocomiales et de plus de 72 % des infections
fongiques nosocomiales.®

L’identification présomptive rapide des espéces de Candida
cliniquement importantes dans les 48 heures est
importante, car elle a un impact sur la morbidité, la mortalité
et la durée d’hospitalisation du patient.

Principe de méthode

La gélose éosine-bleu de méthyléne (EMB) est un milieu
microbiologique différentiel qui donne une indication de
couleur pour distinguer les organismes qui digérent le
lactose (comme E. coli) de ceux qui ne le font pas. Il limite
quelque peu le développement des bactéries Gram positif
(p. ex., Staphylocoques, Salmonella, Shigella). Le lactose
est fermenté par des bactéries Gram négatif, qui
provoquent une diminution du pH en produisant de 'acide.
En conséquence, les colonies sont plus susceptibles
d’absorber le colorant. Cela conduit les grappes a devenir
violet foncé a la suite de la réaction de I'acide avec les
pigments. De plus, plusieurs bactéries fermentant le lactose
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produisent des grappes plates et noires avec un éclat
métallique vert.

Sur la gélose EMB, la majorité des grappes de souches
d’E. coli présentent un éclat vert unique. La génération
rapide d’acides forts a partir de la fermentation du lactose
entraine une chute rapide du pH de la gélose EMB, qui est
essentielle au développement de I'éclat métallique vert
associé a E. coli.

En désaminant les protéines, les non-fermenteurs du
lactose peuvent augmenter le pH. Cela inhibe I'absorption
de la couleur. Le résultat est que les non-fermenteurs de
lactose sont soit incolores, soit lavande péle.

Les tissus animaux qui ont été digérés dans I'estomac
fournissent du carbone, de 'azote et d’autres éléments de
croissance vitaux.

Le lactose étant un glucide fermentable, il sert de source
d’énergie.

Le bleu de méthyléne et I'éosine-Y sont utilisés comme
marqueurs différentiels. Le milieu est tamponné avec de
I’hydrogénophosphate dipotassique.

Formule typique
grammes par litre

Peptone 10,0
Lactose 10,0
Hydrogénophosphate dipotassique 2,0
Eosine Y 04
Bleu de méthyléne 0,06
Gélose 15,0

Matériel fourni

CMO0069B : 500 g de poudre de gélose éosine-bleu de
méthyléne déshydratée qui donne environ 13,3 L aprés
reconstitution.

Matériel requis, mais non fourni

e Boucles dinoculation, écouvillons, récipients de
collecte

. Incubateurs

e  Organismes pour le contrdle qualité

e Boite de Petri

Stockage

. Conserver le produit dans son emballage d’origine
entre 10°C et 30°C.

. Maintenir le récipient fermé de maniére étanche.

. Le produit peut étre utilisé jusqu’a la date de
péremption indiquée sur I'étiquette.

. Protéger contre I'humidité.

. A conserver & I'abri de la lumiére.

. Laisser le produit reconstitué revenir a température
ambiante avant utilisation.

Une fois reconstitué, conserver le milieu entre 2°C et

10°C.

Avertissements et précautions

. Ne pas inhaler. Peut provoquer des symptémes
allergiques ou d’asthme ou des difficultés respiratoires
en cas d’inhalation.

. Provoque une sévere irritation des yeux.

. Peut provoquer une allergie cutanée.

. En cas de contact avec la peau, laver abondamment
al'eau et au savon.

. En cas de contact avec les yeux, rincer avec
précaution a I'eau pendant plusieurs minutes.

. Enlever les lentilles de contact si la victime en porte et
si elles peuvent étre facilement enlevées. Continuer a
rincer. Si lirritation oculaire persiste, consulter un
médecin.
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. En cas d’inhalation, si la respiration est difficile,
transporter le sujet a I'air frais et le maintenir dans une
position confortable pour respirer. En cas de
symptdmes respiratoires, appeler un CENTRE
ANTIPOISON ou un médecin.

. Réservé a un usage de diagnostic in vitro.

. A usage professionnel uniquement.

. Inspecter I'emballage du produit avant la premiere
utilisation.

. Ne pas utiliser le produit en cas de dommages visibles
sur 'emballage (pot ou bouchon).

. Ne pas utiliser le produit au-dela de la date de
péremption indiquée.

. Ne pas utiliser l'appareil si des signes de
contamination sont présents.

. Il reléve de la responsabilité de chaque laboratoire de
gérer les déchets produits conformément a leur nature
et a leur degré de danger et de les traiter ou de les
éliminer  conformément aux  réglementations
fédérales, nationales et locales applicables. Ces
instructions doivent étre lues attentivement et
appliqguées avec soin. Cela inclut I'élimination des
réactifs utilisés ou inutilisés ainsi que de tout autre
matériel jetable contaminé aprés les procédures
impliquant des produits infectieux ou potentiellement
infectieux.

. Assurez-vous que le couvercle du récipient est bien
fermé aprés la premiére ouverture et entre les
utilisations afin de minimiser la pénétration d’humidité,
ce qui peut entrainer des performances incorrectes du
produit.

Pour en savoir plus sur la manipulation et la mise au rebut
en toute sécurité du produit, se reporter a la fiche de
données de sécurité (FDS) (www.thermofisher.com).

Incidents graves

Tout incident grave se produisant en relation avec le
dispositif doit étre signalé au fabricant et a l'autorité de
régulation compétente en fonction du lieu ou I'utilisateur
et/ou le patient est établi.

Prélévement, manipulation et stockage des

échantillons

Les échantillons doivent étre prélevés et manipulés
conformément aux directives locales recommandées, telles
que les normes britanniques pour les enquétes
microbiologiques (UK SMI) ID 16, ID 24 et Q5.

Procédure

Suspendre 37,5 g dans 1 litre d’eau distillée. Porter a
ébullition pour dissoudre complétement. Stériliser a
l'autoclavage a 121°C pendant 15 minutes. Refroidir a
50°C. Bien mélanger pour assurer une dispersion
homogeéne du milieu afin d’oxyder le bleu de méthyléne, qui
est une partie essentielle de ce milieu, et verser dans des
boites de Petri stériles.

Interprétation

Escherichia coli - colonies isolées, de 2 a 3 mm de
diamétre, avec peu de tendance a la croissance
confluente, présentant un éclat métallique verdatre par la
lumiére réfléchie et des centres violet foncé par la lumiére
transmise.

Enterobacter aerogenes - 4 a 6 mm de diameétre, colonies
surélevées et mucoides, tendant a devenir confluentes,
éclat métallique généralement absent, centres gris-brun
par lumiére transmise.

Pathogenes intestinaux ne fermentant pas le
lactose — translucides et incolores.
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Candida albicans — aprés 24 a 48 heures a 35°C dans des
colonies “araignées” ou “plumeuses” a 10 % de dioxyde
de carbone. D’autres espéces de Candida produisent des
colonies lisses ressemblant a des levures.

Controéle qualité

L'utilisateur est responsable de réaliser le test de controle
qualité en tenant compte de I'utilisation prévue du milieu, et
conformément a toute réglementation locale applicable
(fréquence, nombre de  souches, température
d’incubation, etc.).

Les performances de ce milieu peuvent étre vérifiées en
testant les souches de référence suivantes.

Conditions d’incubation : 24 h a 37°C aérobie

Controles positifs

Niveau d’'inoculum : 10 a 100 ufc

Le nombre de colonies est =2 70 % du nombre de milieux
de contrble

Colonies violettes de
0,5 a2 mm, avec ou sans
reflets verts métalliques

Escherichia coli
ATCC®10536™

Colonies violettes de
0,5a 2 mm, avec ou sans
reflets verts métalliques

Escherichia coli
ATCC®8739™

Colonies violettes et
mucoides, de 1a2 mm,
pas de brillance

Enterobacter aerogenes
ATCC®13048™

Pseudomonas aeruginosa Colonies translucides et
ATCC®9027™ incolores de 0,5 a 3 mm

Niveau d’'inoculum : 10* a 106 ufc
Inoculum utilisant la technique de balayage décroissant

Escherichia coli
ATCC®10536™

Colonies violettes, vertes
métalliques, de
0,5a2mm

Escherichia coli
ATCC®8739™

Colonies violettes, vertes
métalliques, de
0,5a2mm

Escherichia coli
ATCC® 25922™

Colonies violettes, vertes
métalliques, de
0,5a2mm

Controéles négatifs

Pas de croissance de
microcolonies confluentes,
pas de brillance

Staphylococcus aureus
ATCC®6538™

Pas de croissance de
microcolonies confluentes,
pas de brillance

Staphylococcus aureus
ATCC®25923™

Testé selon le courant CLSI M22 A

Escherichia coli
ATCC® 25922™

Colonies violettes, vertes
métalliques, de
0,5a2mm

Salmonella typhimurium
ATCC®14028™

Colonies grises,
translucides de
0,5a1mm

Enterococcus faecalis
ATCC®29212™*

Colonies ponctuelles,
incolores et sans éclat

Réactions positives aprés incubation a 37°C pendant
48 heures, atmosphére a 10 % de CO2

Un résultat satisfaisant est représenté par une
récupération des souches positives égale ou supérieure
a 70 % du milieu témoin.

Candida albicans
ATCC®10231™

Colonies grises bordées de
plumes, de 0,25 a 1 mm
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*Pour Enterococcus faecalis ATCC® 29212, un résultat
satisfaisant est représenté par la récupération de souches
positives égales ou supérieures a 40 % du milieu témoin.

Limites

D’autres tests sont nécessaires pour confirmer l'identité
présumée des organismes isolés sur ce milieu. Certaines
souches des especes Salmonella et Shigella ne se
développeront pas en présence d’éosine et de bleu de
méthyléne.

Stocker le support a I'abri de la lumiére pour éviter la photo-
oxydation.

L’éclat métallique vert typique d’E. coli peut ne pas étre
produit par d’autres souches. Par conséquent, I'éclat
métallique vert n’est pas un indicateur fiable d’E. coli.

Caractéristiques de performance

L’exactitude a été démontrée par 'examen des données
internes de CQ. Les tests d’isolats bien caractérisés dans
les processus de CQ sont effectués dans le cadre de la
fabrication de chaque lot des dispositifs.
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Eosin-Methylen-Blau-Agar
CM0069B

BestimmungsgemaRe Verwendung

Ein vielseitiges Medium, das zur Differenzierung von
Escherichia coli und Enterobacter aerogenes zur schnellen
Identifizierung von Candida albicans und zur Identifizierung
von Koagulase-positiven Staphylokokken verwendet wird.

Eosin-Methylen-Blau-Agar wird in einem diagnostischen
Arbeitsablauf verwendet, um Kliniker bei der Bestimmung
maoglicher Behandlungsoptionen fir Patienten mit Verdacht
auf eine mikrobielle Infektion zu unterstiitzen.

Das Gerat ist nur fir den professionellen Gebrauch
bestimmt, ist nicht automatisiert und dient auch nicht als
Begleitdiagnostik.

Zusammenfassung und Erlduterung

Die Enterobacteriaceae umfassen ein breites Spektrum
gramnegativer fakultativ anaerober Mikroorganismen.' Es
ist die am besten untersuchte Familie von Mikroorganismen
und ist wichtig fur Mikrobiologen, da sie fiir bis zu 80 % der
klinisch bedeutsamen Infektionen mit gramnegativen
Bazillen und etwa 50 % der Isolate von Septikdmiefallen
verantwortlich ist?.

Daher ist es wichtig, Enterobacteriaceae kultivieren zu
kénnen.  Die  phéanotypische Identifizierung ~ von
Mikroorganismen, z.B. durch mikroskopisches
Erscheinungsbild, kulturelles Erscheinungsbild,
Wachstumsanforderungen und Serotypisierung, wird durch
die Verwendung von Reinkulturen erleichtert. Andere
schnelle Identifizierungsmethoden koénnen verwendet
werden, wenn die phanotypischen Methoden aufgrund
variabler Muster phanotypischer Merkmale nicht schllssig
sind. Zu diesen Methoden gehdren Matrix-unterstitzte
Laser-Desorption/lonisation — Flugzeit-
Massenspektrometrie (MALDI-TOF MS), Sequenzierung
des gesamten Genoms (WGS) und kommerzielle
Identifizierungssysteme.'

Seit den 1980er Jahren ist die Zahl systemischer,
lebensbedrohlicher nosokomialer Infektionen, die durch
opportunistische Candida spp. verursacht werden,
dramatisch angestiegen.* Candida-Arten waren fiir etwa
15 % aller im Krankenhaus erworbenen Infektionen und
Uber 72 % der nosokomialen Pilzinfektionen
verantwortlich.®

Eine schnelle prasumtive Identifizierung klinisch wichtiger
Candida-Arten innerhalb von 48 Stunden ist wichtig, da sie
Auswirkungen auf die Morbiditat, Mortalitdt und Dauer des
Krankenhausaufenthalts des Patienten hat.

Funktionsprinzip

Eosin-Methylen-Blau-Agar (EMB) ist ein differenzielles
mikrobiologisches Medium, das eine Farbanzeige gibt, um
zwischen Organismen, die Laktose verdauen (wie E. coli),
und solchen, die dies nicht tun, zu unterscheiden. Es
schrankt die Entwicklung grampositiver Bakterien (z. B.
Staphylokokken, Salmonellen, Shigellen) etwas ein.
Laktose wird von gramnegativen Bakterien fermentiert, die
durch die Produktion von Saure den pH-Wert senken.
Infolgedessen ist es wahrscheinlicher, dass die Kolonien
den Farbstoff absorbieren. Dies fiihrt dazu, dass die Cluster
durch die Reaktion der Saure mit den Pigmenten
dunkelviolett werden. AuRerdem produzieren mehrere
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laktosefermentierende Bakterien flache, schwarze Cluster
mit griin-metallischem Schimmer.

Auf EMB-Agar zeigen die meisten E. coli-Stammcluster
einen einzigartigen grinen Schimmer. Die schnelle Bildung
starker Sauren aus der Fermentation von Lactose fiihrt zu
einem raschen Absinken des pH-Werts des EMB-Agars,
was fur die Entwicklung des mit E. coli verbundenen griinen
metallischen Glanzes wesentlich ist.

Durch Desaminierung von Proteinen konnen Laktose-
Nichtfermenter den pH-Wert erhéhen. Dadurch wird die
Aufnahme der Farbe gehemmt. Das Ergebnis ist, dass
Laktose-Nichtfermenter entweder farblos oder blass
lavendelfarben sind.

Tierisches Gewebe, das im Magen verdaut wurde, liefert
Kohlenstoff, Stickstoff und andere Iebenswichtige
Wachstumselemente.

Da Laktose ein vergarbares Kohlenhydrat ist, dient sie als
Energiequelle.

Als differenzielle Marker werden Methylenblau und Eosin-Y
verwendet. Das Medium ist mit Dikaliumwasserstoff
gepuffert.

Typische Formulierung
Gramm pro Liter

Pepton 10,0
Laktose 10,0
Dikaliumwasserstoff 2,0
EosinY 0,4
Methylenblau 0,06
Agar 15,0

Lieferumfang
CMO0069B: 500 g dehydriertes Eosin-Methylen-Blau-Agar-
Pulver, das nach Rekonstitution ca. 13,3 | ergibt.

Erforderliche, aber nicht mitgelieferte
Materialien

e Impfosen, Tupfer, Sammelbehalter
. Inkubatoren

e Qualitatskontrollstamme

e  Petrischale

Lagerung

. Bis zum Gebrauch bei 10-30 °C in der
Originalverpackung aufbewahren.

. Behalter dicht verschlossen halten.

. Das Produkt darf bis zum auf dem Etikett
angegebenen Verfallsdatum verwendet werden.

e  Vor Feuchtigkeit schutzen.

e  Lichtgeschiitzt aufbewahren.

. Rekonstituiertes Produkt vor Gebrauch auf
Raumtemperatur bringen.

Nach der Rekonstitution die Medien zwischen 2 und 10 °C

lagern.

Warnhinweise und VorsichtsmaBnahmen

. Nicht einatmen. Kann bei Einatmen Allergie- oder
Asthmasymptome oder Atembeschwerden
verursachen.

e  Verursacht schwere Augenreizungen.

. Kann allergische Hautreaktionen verursachen.

. Bei Hautkontakt mit viel Wasser und Seife
abwaschen.

. Bei Augenkontakt behutsam mehrere Minuten lang mit
Wasser spllen.

e  Vorhandene Kontaktlinsen nach Maglichkeit
entfernen. Weiter  spilen. Bei  anhaltender
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Augenreizung arztlichen Rat einholen/arztliche Hilfe
hinzuziehen.

. Bei Einatmen und Atembeschwerden die betroffene
Person an die frische Luft bringen und in einer Position
halten, die das Atmen erleichtert. Bei Symptomen der
Atemwege GIFTINFORMATIONSZENTRUM oder
Arzt anrufen.

. Nur zur In-vitro-Diagnostik.

. Nur fiir den professionellen Gebrauch.

. Untersuchen Sie die Produktverpackung vor der
ersten Verwendung.

. Das Produkt nicht bei sichtbarer Beschadigung der
Folienversiegelung (Behalter oder Deckel)
verwenden.

. Das Produkt nicht Uber das Verfallsdatum hinaus
verwenden.

. Nicht verwenden, wenn Anzeichen einer
Kontamination erkennbar sind.

. Es liegt in der Verantwortung jedes Labors, die
anfallenden Abfalle nach Art und Grad ihrer
Gefahrlichkeit zu behandeln und sie in
Ubereinstimmung mit den geltenden Bundes-,
Landes- und ortlichen Vorschriften behandeln oder
entsorgen zu lassen. Die Anweisungen missen
gelesen und genau befolgt werden. Dazu gehért die
Entsorgung  gebrauchter oder  ungebrauchter
Reagenzien sowie jeglicher anderer kontaminierter
Einwegmaterialien nach dem geltenden Verfahren fur
infektiose oder potentiell infektiése Produkte.

. Stellen Sie sicher, dass der Deckel des Behalters nach
dem ersten Offnen und zwischen den Anwendungen
fest geschlossen bleibt, um das Eindringen von
Feuchtigkeit zu minimieren, was zu einer fehlerhaften
Produktleistung flihren kann.

Informationen zur sicheren Handhabung und Entsorgung
dem Sicherheitsdatenblatt entnehmen
(www.thermofisher.com).

Schwerwiegende Vorkommnisse

Alle  schwerwiegenden  Vorkommnisse, die im
Zusammenhang mit dem Produkt aufgetreten sind, missen
dem Hersteller sowie der zustandigen Aufsichtsbehorde
des Landes, in dem der Benutzer und/oder Patient
ansassig ist, gemeldet werden.

Entnahme, Handhabung und Lagerung von

Proben

Proben sollten gemaR den lokal empfohlenen Richtlinien
entnommen und gehandhabt werden, wie z. B. den UK
Standards for Microbiology Investigations (UK SMI) ID 16,
ID 24 und Q5.

Verfahrensweise

37,5 g in 1 Liter destilliertem Wasser suspendieren. Zum
Kochen bringen, bis der Inhalt vollstandig aufgelOst ist.
Durch Autoklavieren bei 121 °C fir 15 Minuten sterilisieren.
Abkihlen auf 50 °C. Gut mischen, um eine gleichmaRige
Verteilung des Mediums zu gewahrleisten, um das
Methylenblau, das ein wesentlicher Bestandteil dieses
Mediums ist, zu oxidieren, und in sterile Petrischalen
gielBen.

Interpretation

Escherichia coli — isolierte Kolonien, 2-3 mm
Durchmesser, mit geringer Neigung zu konfluentem
Wachstum, die einen griinlich-metallischen Schimmer bei
reflektiertem Licht und dunkelviolette Zentren bei
durchfallendem Licht aufweisen.

Enterobacter aerogenes — 4-6 mm Durchmesser,
erhabene und schleimige Kolonien, die dazu neigen,
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konfluent zu werden, metalllscher Glanz meist nicht
vorhanden, graubraune Zentren im Durchlicht.

Nicht laktosefermentierende Darmkeime —
durchscheinend und farblos.

Candida albicans — nach 24 bis 48 Stunden bei 35 °C in
10 % Kohlendioxid ,spinnige” oder ,gefiederte” Kolonien.
Sonstiges Candida-Arten produzieren glatte hefedhnliche
Kolonien.

Qualitatskontrolle

Es liegt in der Verantwortung des Anwenders,
Qualitatskontrolltests unter Bericksichtigung der
beabsichtigten Verwendung des Mediums und in
Ubereinstimmung mit den értlich geltenden Vorschriften
(Haufigkeit, Anzahl der Stdmme, Inkubationstemperatur
usw.) durchzufiihren.

Die Leistung dieses Mediums kann durch Testen der
folgenden Referenzstamme Uberpriift werden.

Inkubationsbedingungen: 24 Std. @ 37 °C aerob

Positivkontrollen

Inokulum-Stufe: 10 — 100 KbE

Die Koloniezahl betragt = 70 % der Zahl des
Kontrollmediums

Escherichia coli
ATCC®10536™

0,5-2 mm violette Kolonien
mit oder ohne metallisch-
grinem Schimmer

Escherichia coli
ATCC®8739™

0,5-2 mm violette Kolonien
mit oder ohne metallisch-
grinem Schimmer

Enterobacter aerogenes 1-2 mm violette,

ATCC®13048™ schleimige Kolonien, kein
Glanz

Pseudomonas aeruginosa 0,5-3 mm

ATCC®9027™ durchscheinende, farblose

Kolonien

Inokulum-Stufe: 10* — 10° KbE
Inokulum mit abnehmender Sweep-Technik

Escherichia coli
ATCC®10536™

0,5-2 mm violette, griin-
metallische Kolonien

Escherichia coli
ATCC®8739™

0,5-2 mm violette, grun-
metallische Kolonien

Escherichia coli
ATCC® 25922™

0,5-2 mm violette, griin-
metallische Kolonien

Negativkontrollen

Kein Wachstum zu
konfluenten Mikrokolonien,
kein Glanz

Staphylococcus aureus
ATCC®6538™

Kein Wachstum zu
konfluenten Mikrokolonien,
kein Glanz

Staphylococcus aureus
ATCC®25923™

Gepriift nach aktuellem CLSI M22 A

Escherichia coli
ATCC® 25922™

0,5-2 mm violette, griin-
metallische Kolonien

Salmonella typhimurium
ATCC®14028™

0,5-1 mm graue,
durchscheinende Kolonien

Enterococcus faecalis
ATCC® 29212™*

Punktgenaue, farblose
Kolonien ohne Glanz
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Positive Reaktionen nach Inkubation bei 37 °C fiir 48
Stunden 10 % CO2-Atmosphare

Ein zufriedenstellendes Ergebnis wird durch die
Gewinnung positiver Stdamme gleich oder groRer als

70 % des Kontrollmediums dargestellt.

Candida albicans 0,25-1 mm graue Kolonien
ATCC®10231™ mit Federrand

*Fir Enterococcus faecalis ATCC® 29212 wird ein
zufriedenstellendes Ergebnis durch die Wiederherstellung
von positiven

Stammen gleich oder groRer als 40 % des Kontrollmediums
dargestellt.

Einschrankungen

Weitere Tests sind erforderlich, um die mutmaRliche
Identitat der auf diesem Medium isolierten Organismen zu
bestatigen. Einige Stamme von Salmonella- und Shigella-
Arten wachsen nicht in Gegenwart von Eosin und
Methylenblau.

Lagern Sie das Medium lichtgeschitzt, um Photooxidation
zu verhindern.

Der typische griin-metallische Schimmer von E. coli darf
nicht von anderen Stammen erzeugt werden. Folglich ist
der griin-metallische Schimmer kein zuverlassiger Indikator
fur E. coli.

Leistungsmerkmale

Die Genauigkeit wurde durch Uberpriifung der internen QK-
Daten nachgewiesen. Das Testen gut charakterisierter
Isolate in den QK-Prozessen wird als Teil der Herstellung
jeder Charge der Gerate durchgeflhrt.
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Eosin Methylene Blue Agar
CM0069B

Rendeltetés

Sokoldalu taptalaj, amely az Escherichia coli és az
Enterobacter aerogenes megkilénboztetésére, a Candida
albicans gyors azonositasara, valamint a koagulaz-pozitiv
Staphylococcusok azonositasara szolgal.

Az Eosin Methylene Blue Agar diagnosztikai
munkafolyamatban alkalmazhaté, hogy segitse a
klinikusokat a kezelési lehet6ségek meghatarozasaban a
feltételezett mikrobialis fert6zésben szenvedd betegeknél.

A készlilék kizardlag professzionalis hasznalatra szolgal,
nem automatizalt, és nem is tarsdiagnosztikai eszkoz.

Osszefoglalé és magyarazat

Az Enterobacteriaceae csalad a Gram-negativ fakultativ
anaerob mikroorganizmusok széles spektrumat lefedi.! Ez
a mikroorganizmusok legintenzivebben vizsgalt csaladja,
és fontos a mikrobiolégusok szamara, hiszen a Gram-
negativ baktériumok altal okozott, klinikailag jelent6s
fert6zések 80%-aért felelések és a szeptikémias esetek
izolatumainak 50%-aban megtalalhatok.?

Ennélfogva fontos, hogy képesek legylnk az
Enterobacteriaceae kitenyésztésére. A tiszta kulturak
hasznalata megkdnnyiti a mikroorganizmusok fenotipusos
azonositasat, példaul mikroszkopikus megjelenésik,
tenyészetik jellemz6i, novekedésiikhoz sziikséges
koriimények és szerotipizalasuk segitségével.
Amennyiben a fenotipusos mobdszerek a
fenotipusjellemzék valtozé mintazatai miatt nem vezetnek
egyértelmi eredményre, egyéb gyors azonositasi
modszerek is alkalmazhatok. llyen moédszer példaul a
matrix-asszisztalt Iézerdeszorpcids/ionizaciés médszerek —
repulési id6 mérésén alapul6 tdmegspektrometria (MALDI-
TOF MS), a teljes genom szekvenalas (WGS) vagy a
kereskedelmi forgalomban lév6 azonositasi rendszerek’.

Az 1980-as évek 6ta drasztikusan megnétt az opportunista
Candida spp. altal okozott szisztémas, életveszélyes
nozokomidlis fertézések szama.* A Candida fajok felelések
az Osszes korhazi fert6zés mintegy 15%-aért és a
nozokomidlis gombas fertézések tobb mint 72%-aért.5

A klinikailag fontos Candida fajok 48 éran belili gyors,
feltételezésen alapuld azonositasa fontos, mivel hatassal
van a beteg morbiditasara, mortalitasara és korhazi
tartdzkodasanak id6tartamara.

A modszer alapelve

Az Eosin Methylene Blue Agar (EMB) egy differencialis
mikrobiolégiai taptalaj, amely szinvaltozassal segiti a
laktézt emészt6 (példaul E. coli) és nem emésztd
organizmusok  megkuldnboztetését. Kis  mértékben
korlatozza a Gram-pozitiv baktériumok (pl.
Staphylococcusok, Salmonella, Shigella) fejlédését. A
Gram-negativ baktériumok erjesztik a laktozt, amely a
savtermelés révén a pH-érték csdkkenését okozza. Ennek
eredményeként a telepek nagyobb valdszinlséggel kotik
meg a festéket. Ez azt eredményezi, hogy a savnak a
pigmentekkel valé reakcidja kovetkeztében a klaszterek
sotétlila  szinlre szinez6dnek. Ezenkivil szamos
laktozfermentald baktérium lapos, fekete klasztereket
termel z6ld szin(, fémes csillogassal.
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EMB-agaron az E. coli térzsek klasztereinek tébbsége
egyedi zijld szinl'.'l csillogést mutat. A Iaktéz
az EMB-agar pH-értékének gyors  csokkenését
eredményezi, ami elengedhetetlen az E. coli-kra jellemzd
z06ld szin(, fémes csillogas kialakulasahoz.

A fehérjék deaminaldsaval a laktézt nem erjeszt6
baktériumok noévelhetik a pH-t. Ez gatoljia a szin
megkotését.

Ennek eredményeképpen a laktézt nem fermentalo
baktériumok  szintelenek lehetnek vagy halvany
levendulaszini telepeket képezhetnek.

A gyomorban megemeésztett allati szOvet szenet, nitrogént
és mas létfontossagl novekedési elemeket biztosit a
szervezet szamara.

Mivel a laktéz erjesztheté szénhidrat, energiaforrasként
szolgal.

Differencialis markerként metilénkéket és eozin-Y-t

hasznalnak. A taptalajt dikalium-hidrogén-foszfattal
puffereljik.

Jellemz6 Osszetétel

gramm/liter
Pepton 10,0
Laktéz 10,0
Dikalium-hidrogén-foszfat 2,0
EozinY 0,4
Metilénkék 0,06
Agar 15,0

Biztositott anyagok
CMO0O069B: 500 g dehidratalt Eosin Methylene Blue Agar
por, amelybél feloldas utan korilbelil 13,3 liter lesz.

Sziikséges, de nem biztositott anyagok
e  Oltohurkok, tamponok, gyUjtétartalyok

e Inkubatorok

e  Min&ség-ellenérzd mikroorganizmusok

e  Petri-csésze

Tarolas

e  Aterméket az eredeti csomagolasaban 10 °C és
30 °C kozotti hémérsékleten tarolja.

e  Azedény szorosan lezarva tartandé.

e Atermék kizarolag a cimkén feltliintetett lejarati
datumig hasznalhato fel.

¢ Ovja a nedvességtél.

. Fénytél védve tarolandé.

. Hagyja, hogy a feloldott termék szoba-
hémérsékletlivé valjon a hasznalat el6tt.

A feloldast kdvetéen tarolja a taptalajt 2 °C és 10 °C

kozott.

Figyelmeztetések és ovintézkedések

. Ne lélegezze be. A belélegzése allergias és asztmas

tineteket, valamint 1égzési nehézséget okozhat.

Sulyos szemirritaciot okoz.

Allergias bdrreakciét valthat ki.

Ha bérre kertil, b6 szappanos vizzel le kell mosni.

Ha szembe keriil, dvatosan oblitse ki vizzel tébb

percen keresztil.

e Adott esetben a kontaktlencsék eltavolitasa, ha
kénnyen megoldhaté. Az oblités folytatasa. Ha a
szemirritacié nem mulik el, kérjen orvosi segitséget.

. Ha belélegezte, és légzési nehézsége |épne fel, az
érintett személyt friss levegére kell vinni és olyan
nyugalmi testhelyzetbe kell helyezni, hogy kénnyen
tudjon lélegezni. Ha léguti tineteket észlel, forduljon
TOXIKOLOGIAI KOZPONTHOZ vagy orvoshoz.
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. Kizarélag in vitro diagnosztikai hasznalatra.

e  Kizarolag professzionalis hasznalatra.

e Az els6 hasznalat el6tt ellenérizze a termék
csomagolasat.

. Ne haszndlja a terméket, ha a csomagolason
(tartalyon vagy kupakon) lathato sériilések vannak.

. Ne hasznalja a terméket a feltlintetett lejarati iddn tul.

e Ne haszndlja az eszkdzt, ha szennyez6désre utalo
jeleket észlel.

. Minden laboratérium sajat feleléssége, hogy a
keletkezett hulladékot jellegének és veszélyességi
fokanak megfeleléen kezelje, és a szbvetségi, allami
és helyi el6irasoknak megfeleléen kezelje vagy
artalmatlanitsa. Olvassa el és szorosan kdvesse az
utasitdsokat. |de értendé a hasznalt vagy fel nem
hasznalt reagensek és egyéb szennyezett
hulladékanyag artalmatlanitésa a fert6z6 vagy
potencialisan fert6zé termékekre vonatkozé eljarasok
szerint.

. Ugyeljen arra, hogy az elsé felnyitast kévetéen és két
hasznalat kozott a tarolo fedele szorosan zarva
legyen, ezzel minimalisra csokkentve a nedvesség
bejutdsat, ami a termék nem  megfeleld
teljesitményéhez vezethetne.

A termék biztonsagos kezelésével és artalmatlanitasaval
kapcsolatban olvassa el a biztonsagi adatlapot (Safety Data
Sheet, SDS) (www.thermofisher.com).

Sulyos események

Az eszkdzzel kapcsolatban bekdvetkezett minden sulyos
eseményt jelenteni kell a gyarténak és annak az illetékes
szabalyozo hatdsagnak, ahol a felhasznal6 és/vagy a beteg
tartézkodik.

Mintavétel, -kezelés és -tarolas

A mintdkat a helyi iranyelveknek, példaul az Egyesiilt
Kirdlysag Mikrobioldgiai vizsgalatokra vonatkoz6 ID 16,
ID 24 és Q 5 szabvanyainak (UK SMI) megfelel6en kell
begyUjteni és kezelni.

Az eljaras

Szuszpendaljon fel 37,5 g port 1 liter desztillalt vizben.
Forralja fel a teljes feloldédas érdekében. Autoklavozassal
sterilizalja 121°C-on 15 percig. Hltse le 50°C-ra. A taptalaj
egyenletes eloszlasanak biztositasa érdekében jol keverje
Ossze, hogy a taptalaj Iényeges részét képezd metilénkék
oxidalddjon, és ontse steril petri-csészékbe.

Ertelmezés

Escherichia coli — 2—-3 mm atmérdji izolalt telepek,
amelyek kevésbé hajlamosak a konfluens névekedésre,
visszavert fényben zdldes fémes csillogast, atmend
fényben pedig sotétlila kzéppontot mutatnak.

Enterobacter aerogenes — 4—6 mm atmérgjd,
megemelkedett és nyalkas telepek, amelyek konfluens
ndvekedésre hajlamosak,

altalaban nem csillognak fémesen, atmené fényben
szlirkésbarna kézéppontok jellemzik.

Nem laktozfermentald bélrendszeri korokozok — attetszéek
és szintelenek.

Candida albicans — 24—48 ¢ra elteltével 35 °C-on, 10%-0s
szén-dioxidot tartalmazo kérnyezetben ,pokhalészer(”
vagy ,finom élekkel” rendelkez6 telepek. Other (Egyéb)
A Candida fajok sima éleszt6szer( telepeket hoznak létre.

Mindség-ellenérzés

A felhasznalo felel6ssége, hogy a taptalaj rendeltetését
figyelembe véve, a helyi el6irasokkal 0Osszhangban
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(gyakorisag, térzsek szama, inkubacios hémérséklet stb )
mindség-ellendrzé vizsgalatokat hajtson végre.

A taptalaj teljesitményét az alabbi referenciatérzsek
vizsgalataval lehet ellendrizni.

Inkubaciés kérnyezet: 24 éra 37 °C-on, aerob kérnyezet

Pozitiv kontrollok

Inokulumstriség: 10-100 cfu

A telepszam a kontrolltaptalajpan mért szam legalabb
70%-a

Escherichia coli
ATCC® 10536™

0,5-2 mm-es lila szin(
telepek, zoldes fémes
csillogassal vagy anélkil

Escherichia coli
ATCC® 8739™

0,5-2 mm-es lila szinl
telepek, zoldes fémes
csillogassal vagy anélkil

Enterobacter aerogenes
ATCC® 13048™

1-2 mm-es lila, nyalkas
telepek, csillogas nélkul

Pseudomonas aeruginosa 0,5-3 mm-es attetsz6,
ATCC®9027™ szintelen telepek

Inokulumstiriiség: 10*-10° cfu
Beoltas csokkend soéprési technikaval

Escherichia coli
ATCC® 10536™

0,5-2 mm-es lila, z6ldes
fémesen csillogo telepek

Escherichia coli
ATCC® 8739™

0,5-2 mm-es lila, z6ldes
fémesen csillogo telepek

Escherichia coli
ATCC® 25922™

0,5-2 mm-es lila, z6ldes
fémesen csillogo telepek

Negativ kontrollok

Nem né konfluens
mikrokoléniakka, nincs
csillogas

Staphylococcus aureus
ATCC® 6538™

Nem né konfluens
mikrokoléniakka, nincs
csillogas

Staphylococcus aureus
ATCC® 25923™

A jelenlegi CLSI M22 A iranyelvek szerint tesztelve

Escherichia coli
ATCC® 25922™

0,5-2 mm-es lila, z6ldes
fémesen csillogo telepek

0,5-1 mm-es szirke,
attetsz6 telepek

Salmonella typhimurium
ATCC® 14028™

Enterococcus faecalis
ATCC® 29212™*

Tlhegynyi, szintelen,
csillogas nélkili telepek

Pozitiv reakciok 37 °C-on, 10%-o0s C02
atmoszféraban torténé 48 éras inkubacio utan.

A kielégité6 eredményt a pozitiv térzsek visszanyerése
jelenti, amely a kontrolltaptalaj 70%-anak megfelelé vagy
annal nagyobb.

Candida albicans
ATCC® 10231™

0,25—-1 mm-es szirke,
finom él0 telepek

*Az Enterococcus faecalis ATCC® 29212 esetében a
kielégité eredményt a pozitiv térzsek visszanyerése jelenti,
amely a kontrolltaptalaj 40%-anak megfelel vagy annal
nagyobb.

Korlatozasok

Az ezen a taptalajon izolalt organizmusok feltételezésen
alapuld  azonositasanak  megerdsitéséhez  tovabbi
vizsgalatokra van sziikség. A Salmonella és Shigella fajok
egyes torzsei nem ndvekednek eozin és metilénkék
jelenlétében.

Page 17 of 39


http://www.thermofisher.com/

A taptalajt fényt6l védett helyen tarolja, hogy
megakadalyozza a fotooxidaciot.

az E. coli-ra jellemzé z6ld fémes csillogast mas torzsek
nem feltétlenil mutatjdk. Ennek eredményeképpen a
z6ldes fémes csillogas nem megbizhato jellemzéje az E.
coli-nak.

Teljesitményjellemzok

A pontossagot a bels6 min&ség-ellendrzési adatok
attekintése bizonyitotta. A jél meghatarozott izolatumok
tesztelése az eszk6zok minden egyes gyartasi tételének
gyartdsa soran végzett minéség-ellendrzési folyamatban
torténik.
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Agar eosina-blu di metilene
CM0069B

Uso previsto

Si tratta di un terreno versatile utilizzato per Ila
differenziazione di Escherichia coli ed Enterobacter
aerogenes, per l'identificazione rapida di Candida albicans
e per I'identificazione di stafilococchi coagulasi-positivi.

L’agar eosina-blu di metilene viene utilizzato nei flussi di
lavoro di diagnostica clinica per aiutare i medici a
determinare le possibili opzioni di trattamento di pazienti
con sospetta infezione microbica.

Il dispositivo € esclusivamente per uso professionale e non
¢ adatto per flussi di lavoro automatizzati né per la
diagnostica complementare.

Riepilogo e spiegazione

Le Enterobacteriaceae comprendono un’ampia gamma di
microrganismi anaerobi facoltativi gram-negativi'. E la
famiglia di microrganismi piu studiata ed € importante per i
microbiologi, poiché rappresenta fino all’80% delle infezioni
da bacilli gram-negativi clinicamente importanti e circa il
50% degli isolati da casi di setticemiaZ.

Di conseguenza, € importante riuscire a coltivare
Enterobacteriaceae. L'uso di colture pure agevola
I'identificazione fenotipica di microrganismi, ad esempio
dall’aspetto microscopico, dall’aspetto della coltura, dai
requisiti di crescita e dalla sierotipizzazione. E possibile
utilizzare altri metodi di identificazione rapida se i metodi
fenotipici sono inconcludenti a causa di schemi variabili di
caratteristiche fenotipiche. Questi metodi includono
desorbimento/ionizzazione con laser assistito da matrice-
spettrometria di massa a tempo di volo (MALDI-TOF MS),
sequenziamento dellintero genoma (WGS) e sistemi di
identificazione commerciale’.

Dagli anni ‘80, si verifica un vertiginoso aumento del
numero di infezioni nosocomiali sistemiche pericolose per
la vita causate da Candida spp opportunistiche®*. Le specie
di Candida erano responsabili di circa il 15% di tutte le
infezioni nosocomiali e di oltre il 72% delle infezioni
fungine®.

L’identificazione rapida e presuntiva di specie di Candida
clinicamente importanti entro 48 ore € essenziale in quanto
ha un impatto sulla morbilita, sulla mortalita e sulla durata
del ricovero del paziente.

Principio del metodo

L’agar eosina-blu di metilene (EMB) €& un terreno
microbiologico differenziale che fornisce un indicatore
cromatico per distinguere tra organismi che digeriscono il
lattosio (come E. coli) e quelli che non lo fanno. Limita in
qualche modo lo sviluppo di batteri gram-positivi (ad
esempio, Stafilococchi, Salmonella, Shigella). Il lattosio &
fermentato da batteri gram-negativi, che causano la
diminuzione del pH con la produzione di acido. Di
conseguenza, € piu probabile che le colonie assorbano il
colorante, facendo diventare i cluster viola scuro come
risultato della reazione dell’acido con i pigmenti. Inoltre,
diversi batteri fermentanti il lattosio producono grappoli
piatti e neri con lucentezza metallica verde.

Sull’agar EMB la maggior parte dei ceppi di E. coli mostra
un’unica lucentezza verde. La rapida generazione di acidi
forti derivanti dalla fermentazione del lattosio provoca un
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rapido calo del pH dell’agar EMB, essenziale per lo sviluppo
della lucentezza metallica verde associata a E. coli.

Con la deaminazione delle proteine, i non fermentanti il
lattosio possono aumentare il pH, il che inibisce
I'assorbimento del colore.

Come risultato, i non fermentanti il lattosio sono incolori o
di un lavanda pallido.

Il tessuto animale digerito nello stomaco fornisce carbonio,
azoto e altri elementi vitali per la crescita.

Poiché il lattosio & un carboidrato fermentabile, funge da
fonte di energia.

Il blu di metilene e I'eosina Y sono usati come marcatori
differenziali. Il terreno viene tamponato con idrogenofosfato
di potassio.

Formulazione tipica
grammi per litro

Peptone 10,0
Lattosio 10,0
Idrogenofosfato di potassio 2,0
EosinaY 0,4
Blu di metilene 0,06
Agar 15,0

Materiali forniti

CMO0069B: 500 g di polvere di agar eosina-blu di metilene
disidratata che producono circa 13,3 | dopo la
ricostituzione.

Materiali necessari ma non forniti

e Ansediinoculazione, tamponi, contenitori di raccolta

e Incubatori

e  Organismi di controllo della qualita

e  Piastra di Petri

Conservazione

. Conservare il prodotto nella sua confezione originale
tra 10 °C e 30 °C.

. Tenere il contenitore ermeticamente chiuso.

e |l prodotto puo essere utilizzato fino alla data di
scadenza indicata sull’etichetta.

. Proteggere dall’'umidita.

. Conservare al riparo dalla luce.

e  Aspettare che il prodotto ricostituito raggiunga la
temperatura ambiente prima dell’'uso.

Una volta ricostituito, conservare il terrenotra2 °C e

10 °C.

Avvertenze e precauzioni

. Non inalare. Pud provocare sintomi allergici o asmatici
o difficolta respiratorie se inalato.

. Provoca grave irritazione oculare.

. Puo provocare una reazione allergica cutanea.

. In caso di contatto con la pelle, lavare
abbondantemente con acqua e sapone.

. In caso di contatto con gli occhi, sciacquare con
attenzione con acqua per diversi minuti.

e  Togliere eventuali lenti a contatto se & agevole farlo.
Continuare a sciacquare. Se lirritazione oculare
persiste, consultare un medico.

. In caso di inalazione e difficolta respiratorie, condurre
la persona all'aperto e mantenerla in una posizione
che favorisca la respirazione. In caso di sintomi
respiratori, contattare un CENTRO ANTIVELENI o un
medico.

. Solo per uso diagnostico in vitro.

. Solo per uso professionale.
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. Ispezionare la confezione del prodotto prima del primo
utilizzo.

. Non utilizzare il prodotto in presenza di danni visibili
alla confezione (vaschetta o tappo).

e  Non utilizzare il prodotto oltre la data di scadenza
indicata.

e Non utilizzare il dispositivo in presenza di segni di
contaminazione.

. E responsabilita di ciascun laboratorio gestire i rifiuti
prodotti in base alla loro natura e al loro grado di
pericolosita e provvedere al trattamento o allo
smaltimento in conformita con le normative federali,
statali e locali in vigore. Leggere e seguire
attentamente le indicazioni. L'utilizzo include lo
smaltimento dei reagenti usati o inutilizzati e di
qualsiasi altro tipo di materiali monouso contaminati,
in base alle procedure per i prodotti infettivi o
potenzialmente infettivi.

e  Assicurarsi che il coperchio del contenitore rimanga
ermeticamente chiuso dopo la prima apertura e tra un
utilizzo e l'altro per ridurre al minimo lingresso di
umidita, che potrebbe alterare le prestazioni del
prodotto.

Consultare le schede di sicurezza (SDS) per la
manipolazione e lo smaltimento sicuri del prodotto
(www.thermofisher.com).

Incidenti gravi

Qualsiasi incidente grave verificatosi in relazione al
dispositivo deve essere segnalato al produttore e
allautorita di regolamentazione competente in cui risiede
'utente e/o il paziente.

Raccolta, manipolazione e conservazione
dei campioni

Il campione deve essere raccolto e manipolato in
conformita alle linee guida locali raccomandate, come le
norme britanniche per la microbiologia (UK Standards for
Microbiology Investigations, UK SMI) ID 16, ID 24 e Q5.

Procedura

Sospendere 37,5 g in 1 litro di acqua distillata. Portare a
ebollizione per lo scioglimento completo. Sterilizzare in
autoclave a 121 °C per 15 minuti. Raffreddare a 50 °C.
Mescolare bene per garantire una dispersione uniforme del
terreno in modo da ossidare il blu di metilene (parte
essenziale di questo terreno) e versare in piastre di Petri
sterili.

Interpretazione

Escherichia coli: colonie isolate, 2-3 mm di diametro, con
scarsa tendenza alla crescita confluente, con una
lucentezza metallica verdastra per luce riflessa e centri
viola scuro per luce trasmessa.

Enterobacter aerogenes: 4-6 mm di diametro, colonie in
rilievo e mucoidi, tendenti a diventare confluenti,
lucentezza metallica solitamente assente, centri grigio-
marrone per luce trasmessa.

Patogeni intestinali non fermentanti il lattosio: traslucidi e
incolori.

Candida albicans: dopo 24-48 ore a 35 °C in colonie di
anidride carbonica al 10% sono “a ragnatela” o “sfumate”.
Altro.

Le specie di Candida producono colonie lisce simili a

lieviti.
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Controllo di qualita
E responsabilita dell'utilizzatore eseguire i test di controllo
della qualita tenendo in considerazione l'uso previsto del
terreno e in conformita alle normative locali in vigore
(frequenza, numero di ceppi, temperatura di incubazione
ecc.).

Le prestazioni di questo terreno possono essere verificate
testando i seguenti ceppi di riferimento.

Condizioni di incubazione: 24 ore a 37 °C in aerobiosi

Controlli positivi

Livello di inoculo: 10-100 ufc

La conta delle colonie € 270% della conta del terreno di
controllo

Escherichia coli
ATCC® 10536™

Colonie viola di 0,5-2 mm
con o senza lucentezza
metallizzata verde

Escherichia coli
ATCC® 8739™

Colonie viola di 0,5-2 mm
con o senza lucentezza
metallizzata verde

Colonie mucoidi viola di 1-
2 mm senza lucentezza

Enterobacter aerogenes
ATCC® 13048™

Pseudomonas aeruginosa Colonie traslucide e
ATCC® 9027 ™ incolori di 0,5-3 mm

Livello di inoculo: 10*-10° ufc
Inoculo con la tecnica dello striscio decrescente

Escherichia coli
ATCC® 10536™

Colonie di 0,5-2 mm viola
e verde metallico

Escherichia coli
ATCC®8739™

Colonie di 0,5-2 mm viola
e verde metallico

Escherichia coli
ATCC® 25922™

Colonie di 0,5-2 mm viola
e verde metallico

Controlli negativi

Staphylococcus aureus
ATCC® 6538™

Nessuna crescita per
microcolonie confluenti,
nessuna lucentezza

Staphylococcus aureus
ATCC® 25923™

Nessuna crescita per
microcolonie confluenti,
nessuna lucentezza

Test eseguiti in conformita con I’attuale CLSI M22 A

Escherichia coli
ATCC® 25922™

Colonie di 0,5-2 mm viola
e verde metallico

Salmonella typhimurium
ATCC® 14028™

Colonie di 0,5-1 mm grigie
e traslucide

Enterococcus faecalis
ATCC® 29212™*

Colonie puntiformi incolori
senza lucentezza

Reazioni positive dopo incubazione a 37 °C per 48 ore
con CO2 in atmosfera al 10%.

Un risultato soddisfacente & rappresentato dal recupero
di ceppi positivi pari o superiori al 70% del terreno di
controllo.

Candida albicans
ATCC® 10231™

Colonie di 0,25-1 mm
grigie e con bordo sfumato

*Per Enterococcus faecalis ATCC®29212 un risultato
soddisfacente & rappresentato dal recupero di ceppi positivi
pari o superiori al 40% del terreno di controllo.
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Limitazioni

Sono necessari ulteriori test per confermare Iidentita
presunta degli organismi isolati su questo terreno. Alcuni
ceppi delle specie Salmonella e Shigella non cresceranno
in presenza di eosina e blu di metilene.

Conservare il terreno al riparo dalla luce per evitare la foto-
ossidazione.

La tipica lucentezza metallica verde di E. coli potrebbe non
essere prodotta da altri ceppi. Di conseguenza, la
lucentezza metallica verde non & un indicatore affidabile di
E. coli.

Caratteristiche prestazionali

L’accuratezza & stata dimostrata attraverso la revisione dei
dati del controllo qualita interno. Il test di isolati ben
caratterizzati nei processi di controllo qualita viene eseguito
nellambito della fabbricazione di ciascun lotto dei
dispositivi.
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Eosin Methylene Blue Agar
CM0069B

Przeznaczenie

Uniwersalna pozywka stuzgca do réznicowania Escherichia
coli i Enterobacter aerogenes w celu szybkiej identyfikacji
Candida albicans oraz identyfikacji gronkowcow
koagulazododatnich.

Pozywka Eosin Methylene Blue Agar jest stosowana
w procedurze diagnostycznej, aby pomdc klinicystom
w okres$leniu potencjalnych opcji leczenia pacjentéw
z podejrzeniem infekcji bakteryjnych.

Wyréb jest przeznaczony wytgcznie do  uzytku
profesjonalnego, nie jest zautomatyzowany ani nie jest
wykorzystywany do diagnostyki w terapii celowane;j.

Podsumowanie i objasnienie

Enterobacteriaceae obejmujg szeroki zakres Gram-
ujemnych fakultatywnych drobnoustrojéw beztlenowych'.
Jest to najlepiej zbadana rodzina drobnoustrojow i jest
wazna dla mikrobiologéw, poniewaz odpowiada za do 80%
istotnych klinicznie zakazen pateczkami Gram-ujemnymi
i okoto 50% izolatow z przypadkdéw posocznicy?.

W zwigzku z tym wazne jest, aby mie¢ mozliwo$¢ hodowli
bakterii z grupy Enterobacteriaceae. Zastosowanie
czystych  kultur ufatwia identyfikacje fenotypowa
drobnoustrojow, np. na podstawie wygladu
mikroskopowego, wygladu kultur, wymagan wzrostu
i serotypowania. Inne metody szybkiej identyfikacji mozna
zastosowac, jesli metody fenotypowe sa niejednoznaczne
ze wzgledu na zmienne wzorce cech fenotypowych.
Metody te obejmuja desorpcje/jonizacje laserowg
wspomagang matrycg — spektrometrie mas z pomiarem
czasu przelotu (MALDI-TOF MS), sekwencjonowanie
catego genomu (WGS) oraz komercyjne systemy
identyfikacji'.

Od lat 80. XX wieku obserwuje sie gwattowny wzrost liczby
ogolnoustrojowych,  zagrazajgcych  zyciu  zakazen
szpitalnych wywotanych przez oportunistyczne gatunki
Candida spp.*. Gatunki Candida odpowiedzialne za mniej
wiecej 15% wszystkich zakazen szpitalnych i ponad 72%
szpitalnych zakazen grzybiczych®.

Szybka wstepna identyfikacja istotnych klinicznie gatunkéw
Candida w ciggu 48 godzin jest wazna, poniewaz ma wptyw
na zachorowalno$¢, $miertelno$¢ i czas hospitalizacji
pacjenta.

Zasada dziatania

Eosin Methylene Blue Agar (EMB) jest réznicujgca
pozywka mikrobiologiczng, ktéra pozwala na podstawie
koloru odrézni¢ drobnoustroje trawigce laktoze (np. E. coli)
od innych. Pozywka ta w pewnym stopniu ogranicza rozwoj
bakterii Gram-dodatnich (np. gronkowce, Salmonella,
Shigella). Laktoza jest fermentowana przez bakterie Gram-
ujemne, ktére poprzez wytwarzanie kwasu powodujg
obnizenie pH. W rezultacie kolonie chetniej wchianiajg
barwnik. W wyniku reakcji kwasu z pigmentami skupiska
stajg sie ciemnofioletowe. Ponadto kilka bakterii
fermentujgcych laktoze wytwarza ptaskie, czarne skupiska
z zielonym, metalicznym potyskiem.

Na agarze EMB wigkszo$¢ skupisk szczepdéw E. coli

wykazuje charakterystyczny, zielony potysk. Szybkie
wytwarzanie silnych kwaséw w wyniku fermentacji laktozy
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powoduje szybki spadek pH agaru EMB, co ma kluczowe
znaczenie dla powstania zielonego, metalicznego potysku
charakterystycznego dla E. coli.

Poprzez deaminacje biatek bakterie niefermentujgce
laktozy mogg zwigksza¢ pH. To hamuje wchianianie
barwnika.

W rezultacie bakterie niefermentujgce lakiozy sa
bezbarwne lub jasnolawendowe.

Tkanka zwierzeca strawiona w zotgdku dostarcza wegla,
azotu i innych waznych skfadnikéw odzywczych.

Poniewaz laktoza jest weglowodanem ulegajgcym
fermentaciji, stuzy jako zrodto energii.

Btekit metylenowy i eozyna-Y sg uzywane jako markery

réznicujgce. Pozywka jest buforowana wodorofosforanem
dipotasu.

Typowa formuta

gramy na litr
Pepton 10,0
Laktoza 10,0
Wodorofosforan dipotasu 2,0
EozynaY 0,4
Btekit metylenowy 0,06
Agar 15,0

Materiaty dostarczane

CMO0069B: 500 g suchego (odwodnionego) proszku Eosin
Methylene  Blue Agar, kiéry po przygotowaniu
(rozpuszczeniu) pozwala uzyskac¢ okoto 13,3 I.

Materialy wymagane, ale niedostarczane

e Ezy mikrobiologiczne, wymazéwki, pojemniki na
probki

e Inkubatory

e  Drobnoustroje do kontroli jakosci

e  Szalka Petriego

Przechowywanie

. Przechowywaé produkt w oryginalnym opakowaniu
w temperaturze od 10°C do 30°C.

. Przechowywac¢ pojemnik szczelnie zamkniety.

. Produkt nadaje sie do uzytku, jesli nie uptynat termin
jego przydatnosci do uzycia podany na etykiecie.
Chroni¢ przed wilgocia.

. Przechowywac z dala od $wiatta.

. Przed uzyciem odczekac, az produkt osiggnie
temperature pokojows.

Przygotowane pozywki przechowywa¢ w temperaturze od

2°C do 10°C.

Ostrzezenia i Srodki ostroznosci

. Nie wdychaé. W przypadku wdychania moze
powodowac¢ objawy alergii lub astmy badz problemy
z oddychaniem.

. Dziata draznigco na oczy.

. Moze powodowac reakcje alergiczng skory.

. W przypadku kontaktu ze skérg umy¢ duza iloscig
wody z mydfem.

e W przypadku dostania sie do oczu ostroznie ptukaé
wodg przez kilka minut.

. Wyja¢ soczewki kontaktowe, jesli sg zatozone i mozna
to tatwo zrobi¢. Kontynuowa¢ piukanie. Jesli
podraznienie oczu utrzymuje sie, zasiegna¢ porady
lekarskiej.

. Jesli w nastepstwie wdychania wystgpity problemy
z oddychaniem, wyprowadzi¢ osobe na s$wieze
powietrze i zapewni¢ jej pozycje utatwiajgcg
oddychanie. W przypadku wystgpienia objawéw ze
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strony uktadu oddechowego skontaktowaé sie
z OSRODKIEM ZATRUC lub lekarzem.

e Wylgcznie do stosowania w diagnostyce in vitro.

e Wylgcznie do uzytku profesjonalnego.

. Przed pierwszym uzyciem sprawdzi¢ opakowanie
produktu.

. Nie uzywac produktu, jesli widoczne jest jakiekolwiek
uszkodzenie opakowania (pojemnika lub zatyczki).

. Nie uzywa¢ produktu po uptywie podanego terminu
waznosci.

. Nie uzywa¢ wyrobu w przypadku widocznych oznak
zanieczyszczenia.

. Kazde laboratorium odpowiada za zagospodarowanie
wytwarzanych odpaddéw zgodnie z ich charakterem
i stopniem zagrozenia oraz za ich przetwarzanie lub
utylizacje zgodnie z wszelkimi obowigzujgcymi
przepisami federalnymi, stanowymi i lokalnymi.
Wymagane jest uwazne przeczytanie i przestrzeganie
wskazéwek. Obejmuje to utylizacje wykorzystanych
lub niewykorzystanych odczynnikéw, a takze innych
zanieczyszczonych materiatéw jednorazowego uzytku
zgodnie z procedurami obowigzujgcymi w odniesieniu
do wyrobow zakaznych lub potencjalnie zakaznych.

. UpewniC sig, ze zatyczka pojemnika jest szczelnie
zamknieta po pierwszym otwarciu i miedzy uzyciem,
aby zminimalizowa¢ wnikanie wilgoci, co moze
skutkowac nieprawidtowym dziataniem produktu.

Wytyczne dotyczace bezpiecznego obchodzenia sie
z produktem oraz jego bezpiecznej utylizacji znajdujg sie
w karcie charakterystyki (www.thermofisher.com).

Powazne incydenty

Kazdy powazny incydent, ktéry wystgpit w zwigzku
z wyrobem, nalezy zgtosi¢ do producenta i odpowiedniego
organu regulacyjnego w kraju, w ktérym uzytkownik i/lub
pacjent ma siedzibe.

Pobieranie probek, obchodzenie sie z nimi

oraz ich przechowywanie

Probki nalezy pobiera¢ iobchodzi¢ sie z nimi zgodnie
z lokalnymi zalecanymi wytycznymi, takimi jak brytyjskie
standardy badan mikrobiologicznych (UK SMI) ID 16, ID 24
i Q5.

Procedura

Zawiesi¢ 37,5 g w 1 litrze wody destylowanej. Doprowadzi¢
do wrzenia w celu catkowitego rozpuszczenia. Sterylizowaé
w autoklawie w temp. 121°C przez 15 minut. Schtodzi¢ do
50°C. Dobrze wymiesza¢, aby zapewni¢ réwnomierne
rozpuszczenie pozywki w celu utlenienia btekitu
metylenowego, ktory jest podstawowym skfadnikiem tej
pozywki, po czym przela¢ do sterylnych szalek Petriego.

Interpretacja

Escherichia coli — pojedyncze kolonie o $rednicy 2-3 mm,
z niewielkg tendencjg do zlewnego wzrostu, wykazujgce
zielonkawy, metaliczny potysk w $wietle odbitym
i ciemnofioletowe $rodki w $wietle przechodzacym.

Enterobacter aerogenes — kolonie o $rednicy 4-6 mm,
uniesione i Sluzowate, z tendencjag do zlewania sie, zwykle
bez metalicznego potysku, majagce w Swietle
przechodzgcym szarobrgzowe srodki.

Patogeny jelitowe niefermentujgce laktozy —
przezroczyste i bezbarwne.

Candida albicans — po 24—48 godzinach w temperaturze
35°C w atmosferze 10% dwutlenku wegla tworzg kolonie
spajeczynowate” lub ,pierzaste”. Inne Gatunki Candida
tworza gtadkie kolonie na podobienstwo drozdzy.
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Kontrola jakosci
Obowigzkiem uzytkownika jest przeprowadzenie testéw
kontroli jakosci z uwzglednieniem przeznaczenia pozywki
oraz zgodnie z wszelkimi obowigzujgcymi przepisami
lokalnymi (czestotliwo$¢, liczba szczepow, temperatura
inkubaciji itp.).

Dziatanie tej pozywki mozna zweryfikowaé, testujac
ponizsze szczepy referencyjne.

Warunki inkubaciji: 24 godz. w temp. 37°C, warunki tlenowe

Kontrole dodatnie
Poziom materiatu inokulacyjnego: 10-100 jtk
Liczba kolonii wynosi = 70% liczby w pozywce kontrolnej

Escherichia coli Fioletowe kolonie
ATCC® 10536™ o wielkosci 0,5-2 mm

z zielonym metalicznym
potyskiem lub bez niego

Fioletowe kolonie

o wielkosci 0,5-2 mm

z zielonym metalicznym
potyskiem lub bez niego

Escherichia coli
ATCC® 8739™

Enterobacter aerogenes
ATCC® 13048™

Fioletowe, $luzowate
kolonie, bez potysku,
o wielkosci 1-2 mm

Pseudomonas aeruginosa Przezroczyste, bezbarwne
ATCC®9027™ kolonie 0,5-3 mm

Poziom materiatu inokulacyjnego: 10%-10° jtk
Inokulacja przy uzyciu techniki omiatania zanikajgcego

Escherichia coli
ATCC® 10536™

Fioletowe, zielone,
metaliczne kolonie 0,5—
2 mm

Escherichia coli
ATCC® 8739™

Fioletowe, zielone,
metaliczne kolonie 0,5—
2 mm

Escherichia coli
ATCC® 25922™

Fioletowe, zielone,
metaliczne kolonie 0,5—
2 mm

Kontrole ujemne

Staphylococcus aureus
ATCC® 6538™

Brak wzrostu do postaci
zlewajgcych sie
mikrokolonii, brak potysku

Staphylococcus aureus
ATCC® 25923™

Brak wzrostu do postaci
zlewajacych sie
mikrokolonii, brak potysku

Procedura testowa przeprowadzana zgodnie z
aktualng norma CLSI M22 A

Escherichia coli
ATCC® 25922™

Fioletowe, zielone,
metaliczne kolonie 0,5—
2 mm

Salmonella typhimurium
ATCC® 14028™

Szare, potprzezroczyste
kolonie 0,5—-1 mm

Enterococcus faecalis
ATCC® 29212™*

Punktowe, bezbarwne
kolonie bez potysku

Reakcje dodatnie po inkubacji w temperaturze 37°C
przez 48 godzin w atmosferze 10% CO,

Za zadowalajgcy wynik uznaje sie uzyskanie szczepow
dodatnich réwnych lub wiekszych niz 70% pozywki

kontrolne;.
Candida albicans Szare, pierzaste kolonie
ATCC®10231™ 0,25-1 mm

* W przypadku Enterococcus faecalis ATCC®29212 za
zadowalajgcy wynik uznaje sie uzyskanie szczepow
dodatnich

réwnych lub wiekszych niz 40% pozywki kontrolne;j.
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Ograniczenia

Aby potwierdzi¢ przypuszczalng identyfikacje
drobnoustrojéw wyizolowanych na tej pozywce, wymagane
sg dalsze testy. Niektore szczepy gatunkéw Salmonella
i Shigella nie namnazajag sie w obecnosci eozyny i biekitu
metylenowego.

Przechowywa¢ pozywke z dala od $wiatta, aby zapobiec
fotoutlenianiu.

Typowy dla E. coli zielony, metaliczny potysk moze nie by¢
wytwarzany przez inne szczepy. W rezultacie zielony,
metaliczny potysk nie jest wiarygodnym wskaznikiem
obecnosci E. coli.

Charakterystyka wynikéw

Doktadno$¢ zostata wykazana poprzez przeglad
wewnetrznych danych KJ. Podczas produkcji kazdej partii
wyrobdw przeprowadzane jest testowanie dobrze
okreslonych izolatow w procesach kontroli jakosci.
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Utilizagao prevista

Um meio versatil que é utilizado para a diferenciagéo de
Escherichia coli e Enterobacter aerogenes, para a
identificacdo rapida de Candida albicans e para a
identificacdo de staphylococci coagulase-positivos.

O Eosin Methylene Blue Agar é utilizado num fluxo de
trabalho de diagndstico para auxiliar os médicos na
determinagdo de potenciais opgdes de tratamento de
pacientes suspeitos de terem uma infegcdo microbiana.

O dispositivo serve apenas para utilizagéo profissional, ndo
€ automatizado nem é um diagnéstico complementar.

Sintese e explicagao

A Enterobacteriaceae engloba uma ampla gama de
microrganismos anaerdbicos facultativos Gram-negativos'.
E a familia de microrganismos mais estudada e importante
para os microbiologistas, uma vez que representa até 80%
das infegbes por bacilos Gram-negativos clinicamente
importantes e cerca de 50% dos isolados de casos de
septicemiaZ.

Consequentemente, €& importante poder cultivar
Enterobacteriaceae. A identificacdo fenotipica de
microrganismos, por  exemplo, pela aparéncia
microscoépica, pela aparéncia cultural, pelos requisitos de
crescimento e pela serotipagem, é facilitada pela utilizagao
de culturas puras. Podem ser utilizados outros métodos de
identificacdo rapida se os métodos fenotipicos forem
inconclusivos devido a padrdes variaveis de caracteristicas
fenotipicas. Estes métodos incluem a ionizagao/dessorgao
a laser assistida por matriz — espectrometria de massa de
tempo de voo (MALDI-TOF MS), sequenciamento de
genomas completos (WGS) e sistemas de identificagdo
comercial'.

Desde a década de 1980, tem-se verificado um aumento
dramatico no nimero de infecbes nosocomiais sistémicas
e potencialmente fatais causadas por Candida spp.
oportunistas.* As espécies de Candida foram responsaveis
por cerca de 15% de todas as infe¢cdes adquiridas em
hospitais e por mais de 72% das infegbes fungicas
nosocomiais.®

A rapida identificagao presumivel de espécies de Candida
clinicamente importantes no espago de 48 horas €
importante, uma vez que influencia a morbilidade, a
mortalidade e o tempo de internamento do paciente.

Principio do método

O Eosin Methylene Blue Agar (EMB) é um meio
microbiolégico diferencial que fornece uma indicagdo de
cor para distinguir entre os organismos que digerem
lactose (como é o caso da E. coli) e aqueles que nao
digerem. Limita um pouco o desenvolvimento de bactérias
Gram-positivas (por exemplo, Staphylococci, Salmonella,
Shigella). A lactose é fermentada por bactérias Gram-
negativas, que provocam a diminuicao do pH através da
producédo de acido. Como resultado, as coldnias tém mais
tendéncia a absorver o corante. Isto faz com que os
agrupamentos fiquem roxo-escuros como resultado da
reacdo do acido com os pigmentos. Além disso, varias
bactérias  fermentadoras de lactose  produzem
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agrupamentos planos e pretos com um brilho metallco
verde.

No agar EMB, a maioria dos agrupamentos de estirpes de
E. coli apresentam um brilho verde unico. A produgéo
rapida de acidos fortes a partir da fermentacédo da lactose
resulta numa queda rapida do pH do agar EMB, essencial
para o desenvolvimento do brilho metalico verde associado
a E. coli.

Ao desaminar proteinas, os organismos nao fermentadores
de lactose podem aumentar o pH. Isto inibe a absorgao da
cor. Como resultado, os organismos néo fermentadores de
lactose apresentam-se incolores ou com cor alfazema
palidos.

O tecido animal que foi digerido no estdmago fornece
carbono, nitrogénio e outros elementos vitais para o
crescimento.

Uma vez que a lactose é um hidrato de carbono
fermentavel, serve como uma fonte de energia.

O azul de metileno e a eosina Y séo utilizados como
marcadores diferenciais. O meio é tamponado com
hidrogenofosfato dipotassico.

Férmula tipica
gramas por litro

Peptona 10,0
Lactose 10,0
Hidrogenofosfato dipotassico 2,0
Eosina-Y 0,4
Azul de metileno 0,06
Agar 15,0

Materiais fornecidos

CMO0069B: 500 g de p6 Eosin Methylene Blue Agar
desidratado que rendem aproximadamente 13,3 | apds a
reconstituicdo.

Materiais necessarios, mas nao fornecidos

e Ansas deinoculagdo, swabs, recipientes de colheita
e Incubadoras

e  Organismos para controlo de qualidade

e Placade Petri

Armazenamento

e  Armazene o produto na sua embalagem original a
uma temperatura entre 10 °C e 30 °C.

e Mantenha o recipiente hermeticamente fechado.

. O produto pode ser utilizado até ao prazo de
validade indicado no rétulo.

. Proteja da humidade.

e  Armazene ao abrigo da luz.

. Deixe o produto reconstituido atingir a temperatura
ambiente antes da utilizagao.

Assim que o meio for reconstituido, armazene-o a uma

temperatura entre 2 °C e 10 °C.

Adverténcias e precaugoes

. Nao inale. Quando inalado, pode provocar sintomas
de alergia ou de asma ou dificuldades respiratorias.

. Provoca uma irritagéo nos olhos grave.

. Pode provocar uma reagéo alérgica cutanea.

. Em caso de contacto com a pele, lave com sabéo e
agua abundantes.

. Em caso de contacto com os olhos, enxague
cuidadosamente com agua durante varios minutos.

. Se usar lentes de contacto e for facil remové-las, faga-
o. Continue a enxaguar. Se a irritagdo nos olhos
persistir, procure assisténcia médica.

. Em caso de inalagao e dificuldade respiratoria, retire
o individuo para apanhar ar fresco e deixe-o
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descansar numa posigdo confortavel para respirar.
Em caso de sintomas respiratérios, contacte um
CENTRO DE INFORMACAO ANTIVENENOS ou um
médico.

e  Apenas para utilizagdo em diagndstico in vitro.

. Apenas para utilizagao profissional.

. Inspecione a embalagem do produto antes da
primeira utilizagao.

. Nao utilize o produto se existir qualquer dano visivel
na embalagem (no recipiente ou na tampa).

. Nao utilize o produto para além do prazo de validade
indicado.

. Nao utilize o dispositivo se apresentar sinais de
contaminagao.

. E da responsabilidade de cada laboratério gerir os
residuos produzidos de acordo com a sua natureza e
o grau de perigo e de os mandar tratar ou eliminar de
acordo com qualquer regulamento local, regional e
nacional. As instrugbes devem ser lidas e
devidamente cumpridas. Isto inclui a eliminagado de
reagentes usados ou ndo usados, assim como
qualquer outro material descartavel contaminado,
seguindo os procedimentos para produtos infeciosos
ou potencialmente infeciosos.

. Certifique-se de que a tampa do recipiente € mantida
bem fechada apdés a primeira abertura e entre
utilizagdes para minimizar a entrada de humidade,
que pode resultar no desempenho incorreto do
produto.

Consulte a Ficha de Dados de Seguranga (FDS) para um
manuseamento e eliminagdo seguros do produto
(www.thermofisher.com).

Incidentes graves

Qualquer incidente grave que tenha ocorrido e esteja
relacionado com o dispositivo devera ser comunicado ao
fabricante e a autoridade reguladora relevante do local
onde o utilizador e/ou o paciente estao estabelecidos.

Colheita, manuseamento e armazenamento

de amostras

As amostras devem ser colhidas e manuseadas de acordo
com as diretrizes locais recomendadas, como as UK
Standards for Microbiology Investigations (UK SMI, Normas
em matéria de investigagcdo microbioldgica do Reino Unido)
ID 16, ID 24 e Q5.

Procedimento

Suspenda 37,5 g em 1 litro de agua destilada. Deixe ferver
para dissolver completamente. Esterilize por autoclavagem
a 121 °C durante 15 minutos. Arrefeca a amostra a 50 °C.
Misture bem para assegurar a dispersao uniforme do meio
e a oxidagdo do azul de metileno, que é uma parte
essencial deste meio, e verta em placas de Petri estéreis.

Interpretacao

Escherichia coli — colénias isoladas, didmetro de 2-3 mm,
com pouca tendéncia para o crescimento confluente,
apresentando um brilho metalico esverdeado sob luz
refletida e centros roxo-escuros sob luz transmitida.

Enterobacter aerogenes — colénias de 4 mm a 6 mm de
diametro, elevadas e mucoides, com tendéncia a tornar-
se confluentes, com um brilho metalico normalmente
ausente e centros cinzento-acastanhados sob luz
transmitida.

Agentes patogénicos intestinais nao fermentadores de
lactose — translucidos e incolores.
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Candida albicans — colénias com aspeto de “aranhas” ou
de “penas” apds 24 a 48 horas a 35 °C com 10% de
diéxido de carbono. Outras As espécies de Candida
produzem coldnias lisas semelhantes a levedura.

Controlo de qualidade

E da responsabilidade do utilizador realizar testes de
controlo de qualidade tendo em conta a utilizagao prevista
do meio e de acordo com qualquer regulamentacéo local
aplicavel (frequéncia, nimero de estirpes, temperatura de
incubagao, etc.).

O desempenho deste meio pode ser verificado ao testar as
seguintes estirpes de referéncia.

Condicdes de incubagdo: 24 h a 37 °C, aerdbicas

Controlos positivos

Nivel de in6culo: 10-100 UFC

A contagem de coldnias é 270% da contagem do meio
de controlo

Colédnias roxas de
0,5-2 mm, com ou sem
brilho metalico verde

Escherichia coli
ATCC®10536™

Coldnias roxas de
0,5-2 mm, com ou sem
brilho metalico verde

Escherichia coli
ATCC®8739™

Coldnias mucoides roxas
de 1-2 mm, sem brilho

Enterobacter aerogenes
ATCC®13048™

Pseudomonas aeruginosa Coldnias incolores e
ATCC®9027™ translucidas de 0,5-3 mm

Nivel de indculo: 10°-10° UFC
Inoculagao através da técnica de varrimento
decrescente

Coldnias metalicas verdes
e roxas de 0,5-2 mm

Escherichia coli
ATCC®10536™

Colénias metalicas verdes
e roxas de 0,5-2 mm

Escherichia coli
ATCC®8739™

Coloénias metalicas verdes
e roxas de 0,5-2 mm

Escherichia coli
ATCC®25922™

Controlos negativos

Sem crescimento a
microcolénias confluentes,
sem brilho

Staphylococcus aureus
ATCC® 6538™

Sem crescimento a
microcoldnias confluentes,
sem brilho

Staphylococcus aureus
ATCC® 25923 ™

Teste realizado de acordo com a atual CLSI M22 A

Coloénias metalicas verdes
e roxas de 0,5-2 mm

Escherichia coli
ATCC® 25922™

Colénias translucidas e
cinzentas de 0,5-1 mm

Salmonella typhimurium
ATCC®14028™

Coldnias incolores
minusculas sem brilho

Enterococcus faecalis
ATCC®29212™*

Reacgoes positivas apos a incubagéo a 37 °C durante
48 horas em atmosfera com 10% de CO2

Um resultado satisfatério é representado pela colheita
de estirpes positivas igual ou superior a 70% do meio de
controlo.

Colénias em forma de
penas de 0,25-1 mm

Candida albicans
ATCC®10231™

*Para Enterococcus faecalis ATCC®29212, um resultado
satisfatorio € representado pela colheita de estirpes
positivas igual ou superior a 40% do meio de controlo.
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Limitagoes

Sao necessarios testes adicionais para confirmar a
identidade presumivel dos organismos isolados neste
meio. Algumas estirpes das espécies de Salmonella e
Shigella nao irdo crescer na presenga da eosina e do azul
de metileno.

Armazene o meio ao abrigo da luz para evitar a foto-
oxidagéao.

O tipico brilho metalico verde da E. coli pode nédo ser
produzido por outras estirpes. Como resultado, o brilho
metalico verde ndo representa um indicador fiavel de
E. coli.

Caracteristicas de desempenho

A precisao foi demonstrada através da revisdo dos dados
internos de CQ. A testagem de isolados com
caracteristicas bem definidas nos processos de CQ é
realizada como parte do fabrico de cada lote dos
dispositivos.
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Eosin Methylene Blue Agar
CM0069B

Domeniu de utilizare

Un mediu versatil care este utilizat pentru diferentierea
Escherichia coli si Enterobacter aerogenes, pentru
identificarea rapida a Candida albicans si pentru
identificarea stafilococilor coagulazo-pozitivi.

Eosin Methylene Blue Agar este utilizat intr-un flux de lucru
pentru diagnosticare pentru a ajuta medicii sa determine
optiuni potentiale de tratament pentru pacientii suspectati
de infectie microbiana.

Dispozitivul este doar pentru uz profesional, nu este
automatizat si nu reprezinta un diagnostic insotitor.

Rezumat si explicatie

Enterobacteriaceele cuprind o gama larga de
microorganisme anaerobe facultative Gram-negative'. Este
cea mai studiatd familie de microorganisme si este
importanta pentru microbiologi, deoarece reprezinta pana
la 80% din infectiile cu bacili Gram-negativi importante din
punct de vedere clinic si aproximativ 50% din izolatele din
cazurile de septicemie?.

Prin urmare, este important sa se poata cultiva
Enterobacteriacee. Identificarea fenotipica a
microorganismelor, de exemplu prin aspect microscopic,
aspect cultural, cerinte de crestere si serotipizare, este
facilitata de utilizarea culturilor pure. Alte metode de
identificare rapida pot fi utilizate in cazul in care metodele
fenotipice sunt neconcludente din cauza modelelor
variabile ale caracteristicilor fenotipice. Aceste metode
includ desorbtia/ionizarea laser asistatd de matrice —
spectrometrie de masa timp de zbor (MALDI-TOF MS),
secventierea intregului genom (WGS) si sistemele de
identificare comerciala’.

Tncepand cu anii 1980, s-a inregistrat o crestere dramatica
a numarului de infectii nosocomiale sistemice, care pun
viata in pericol, cauzate de specile de Candida
oportuniste.* Speciile de Candida au fost responsabile
pentru aproximativ 15% din toate infectiile nosocomiale si
de peste 72% din infectiile fungice nosocomiale.®
Identificarea rapida si prezumtiva a speciilor de Candida
importante din punct de vedere clinic in termen de 48 de
ore este importanta, deoarece are impact asupra
morbiditatii, mortalitatii si duratei de spitalizare a
pacientului.

Principiul metodei

Eosin Methylene Blue Agar (EMB) este un mediu
microbiologic diferential care ofera o indicatie in culori
pentru a face distinctia intre microorganismele care digera
lactoza (cum ar fi E. coli) si cele care nu o fac. Limiteaza
intr-o oarecare masura dezvoltarea bacteriilor Gram-
pozitive (de exemplu, Stafilococi, Salmonella, Shigella).
Lactoza este fermentata de bacteriile Gram-negative, care
determina scaderea pH-ului prin producerea de acid. Ca
urmare, este mai probabil ca coloniile sa absoarba
colorantul. Acest lucru determina clusterele sa devina violet
inchis ca urmare a reactiei acidului cu pigmentii. in plus,
mai multe bacterii care fermenteaza lactoza produc clustere
plate, negre, cu un luciu metalic verde.

Pe agarul EMB, majoritatea grupurilor de tulpini de E. coli

prezinta o stralucire verde unica. Generarea rapida de acizi

MBD_BT_IFU-0533

Thermo

SCIENTIFIC

puternici in urma fermentarii lactozei are ca rezultat o
scadere rapida a pH-ului agarului EMB, care este esentiala
pentru dezvoltarea luciului verde metalic asociat cu E. coli.

Prin dezaminarea proteinelor, agentii care nu fermenteaza
lactoza pot creste pH-ul. Acest lucru inhiba absorbtia culorii.
Prin urmare, agentii care nu fermenteaza lactoza sunt fie
incolori, fie de culoarea lavandei pale.

Tesutul animal care a fost digerat in stomac furnizeaza
carbon, azot si alte elemente vitale pentru dezvoltare.

Deoarece lactoza este un carbohidrat fermentabil, aceasta
serveste ca sursa de energie.

Albastrul de metilen si eozina-Y sunt utilizate ca markeri

diferentiali. Mediul este tamponat cu hidrogenofosfat de di-
potasiu.

Formula tipica

grame pe litru
Peptona 10,0
Lactoza 10,0
Hidrogenofosfat di-potasic 2,0
EozinaY 04
Albastru de metilen 0,06
Agar 15,0

Materiale furnizate

CMO0069B: 500 g de pudra de Eosin Methylene Blue Agar
deshidratata, care genereaza aproximativ 13,3 | dupa
reconstituire.

Materiale necesare, dar care nu sunt
furnizate
o Ansedeinoculare, tampoane, recipiente de colectare

e Incubatoare

e  Organisme pentru controlul calitatii

e Vas Petri

Depozitare

e A se pastra produsul in ambalajul original intre 10°C
si 30°C.

. A se pastra recipientul bine inchis.

. Produsul poate fi utilizat pana la data de expirare
inscrisa pe eticheta.

e  Ase proteja de umiditate.

. A se pastra departe de lumina solara.

. Lasati produsul reconstituit sa ajunga la temperatura
camerei inainte de utilizare.

Dupa reconstituire, pastrati mediul la temperaturi intre 2°C

si 10°C.

Avertismente si precautii

. A nu se inhala. Poate provoca simptome de alergie
sau astm sau dificultati respiratorii daca este inhalat.

e  Provoaca iritatie oculara grava.

. Poate provoca o reactie alergica a pielii.

. Daca intra in contact cu pielea, spalati-va cu apa si
sapun din abundenta.

e Dacaintra in contact cu ochii, clatiti cu atentie cu apa
timp de mai multe minute.

e Scoateti lentilele de contact, daca este cazul si daca
acest lucru se poate face cu usurinta. Continuati
clatirea. Daca iritarea ochilor persista, solicitati
sfatul/atentia medicului.

e Incazdeinhalare, dac respiratia este dificild, scoateti
persoana respectiva la aer curat si mentineti-o intr-o
pozitie confortabila pentru respiratie. in caz de
simptome respiratorii, sunati imediat la un CENTRU
DE INFORMARE TOXICOLOGICA sau la un medic.

. Numai pentru diagnostic in vitro.
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. Numai pentru utilizare profesionala.

. Inspectati ambalajul produsului fnainte de prima
utilizare.

e Nu utilizati produsul daca exista o deteriorare vizibila
a ambalajului (recipient sau capac).

. Nu utilizati produsul dupa data de expirare
mentionata.

. Nu utilizati dispozitivul daca sunt prezente semne de
contaminare.

e  Gestionarea deseurilor produse in functie de natura si
gradul de pericol este responsabilitatea fiecarui
laborator, ca si tratarea sau eliminarea in conformitate
cu reglementarile federale, statale si locale aplicabile.
Instructiunile trebuie citite si respectate cu atentie.
Aceasta include eliminarea reactivilor utilizati sau
neutilizati, precum si a oricarui alt material contaminat
de unica folosinta, prin respectarea procedurilor
pentru  produsele infectioase sau  potential
infectioase.

e  Asigurati-va ca capacul recipientului este mentinut
inchis strdns dupa prima deschidere si intre utilizari
pentru a minimiza patrunderea umezelii, care poate
duce la o performanta incorecta a produsului.

Consultati Fisa tehnica de securitate a produsului (SDS)
pentru informatii despre manipularea si eliminarea in
siguranta a produsului (www.thermofisher.com).

Incidente grave

Orice incident grav care implica dispozitivul trebuie raportat
producatorului dispozitivului si autoritatii de reglementare
de care tine utilizatorul si/sau pacientul.

Colectarea, manipularea si depozitarea

specimenelor

Specimenele trebuie colectate si manipulate conform
recomandarilor locale, cum ar fi Standardele din Regatul
Unite cu privire la investigatiile microbiologice (UK SMI) ID
16, ID 24 si Q5.

Procedura

Dizolvati 37,5 g intr-un litru de apa distilata. Aduceti la
fierbere pentru dizolvare completd. Sterilizati prin
autoclavare la 121 °C timp de 15 de minute. Raciti la 50 °C.
Amestecati bine pentru a asigura o dispersie uniforma a
mediului, pentru a oxida albastrul de metilen, care este o
parte esentiala a acestui mediu, apoi turnati in vase Petri
sterile.

Interpretare

Escherichia coli - colonii izolate, cu diametrul de 2-3 mm,
cu o tendinta redusa de dezvoltare confluenta, care
prezinta o stralucire metalica verzuie in lumina reflectata si
centre violet inchis Tn lumina transmisa.

Enterobacter aerogenes - colonii cu diametrul de 4-6 mm,
crescute si mucoase, cu tendinta de a deveni confluente,
stralucirea metalica este de obicei absenta, cu centre gri-
maronii in lumina transmisa.

Agenti patogeni intestinali care nu fermenteaza lactoza -
translucizi si incolori.

Candida albicans - dupa 24 pana la 48 de ore la 35 °C in
colonii cu 10% dioxid de carbon ,panza de paianjen" sau
,Cu pene". Alte specii de Candida produc colonii netede
asemanatoare drojdiei.

Controlul calitatii

Este responsabilitatea utilizatorului sa efectueze teste de
control al calitatii ludnd Tn considerare utilizarea prevazuta
a mediului si in conformitate cu toate reglementarile locale
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aplicabile (frecventa, numar de tulpini, temperatura de
incubare etc.).

Prin testarea urmatoarelor tulpini de referintd se poate
verifica performanta acestui mediu.

Conditii de incubare: 24 ore la 37 °C aerob

Controale pozitive
Nivel de inocul: 10-100 ufc

Numaérul de colonii este 2 70% din numarul de mediu de
control

Escherichia coli
ATCC® 10536™

Colonii mov de 0,5-2 mm
cu sau fara luciu metalic
verde

Escherichia coli
ATCC® 8739™

Colonii mov de 0,5-2 mm
cu sau fara luciu metalic
verde

Enterobacter aerogenes
ATCC® 13048™

Colonii mucoase, mov, de
1-2 mm, fara stralucire

Pseudomonas aeruginosa Colonii de 0,5-3 mm
ATCC® 9027™ translucide, incolore

Nivel de inocul: 10* — 10° ufc
Inocul folosind o tehnica de diminuare

Escherichia coli
ATCC® 10536™

Colonii de 0,5-2 mm mov,
verde metalic

Escherichia coli
ATCC®8739™

Colonii de 0,5-2 mm mov,
verde metalic

Escherichia coli
ATCC® 25922™

Colonii de 0,5-2 mm mov,
verde metalic

Controale negative

Microcolonii fara
dezvoltare pana la
confluente, fara stralucire

Staphylococcus aureus
ATCC® 6538™

Microcolonii fara
dezvoltare pana la
confluente, fara stralucire

Staphylococcus aureus
ATCC® 25923™

Testat in conformitate cu standardul CLSI M22 A
actual

Escherichia coli
ATCC® 25922™

Colonii de 0,5-2 mm mov,
verde metalic

Salmonella typhimurium Colonii gri, translucide, de
ATCC® 14028™ 0,5-1 mm

Enterococcus faecalis
ATCC® 29212™*

Colonii punctiforme,
incolore, fara stralucire

Reactii pozitive dupa incubare la 37 °C timp de 48 de
ore in atmosfera de CO2 10%

Un rezultat satisfacator este reprezentat de o rata de
recuperare a tulpinilor pozitive mai mare sau egala cu
70% din mediul de control.

Candida albicans
ATCC® 10231™

Colonii de 0,25-1 mm de
culoare gri, cu margini sub
forma de pana

*Pentru Enterococcus faecalis ATCC®29212, un rezultat
satisfacator este reprezentat de o rata de recuperare a
tulpinilor pozitive mai mare sau egala cu 40% din mediul de
control.

Limite

Sunt necesare teste suplimentare pentru a confirma
identitatea prezumtiva a microorganismelor izolate pe acest
mediu. Unele tulpini din speciile Salmonella si Shigella nu
se dezvolta in prezenta eozinei si a albastru de metilen.
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Pastrati mediul departe de lumind pentru a preveni

fotooxidarea.

Stralucirea metalica verde tipica pentru E. coli poate sa nu
fie produsa de alte tulpini. Prin urmare, stralucirea metalica
verde nu este un indicator fiabil al E. coli.

Caracteristici de performanta

Acuratetea a fost demonstrata prin revizuirea datelor de
control al calitatii. Testarea izolatelor bine caracterizate in
cadrul proceselor de control al calitatii se efectueaza ca
parte a fabricarii fiecarui lot de dispozitive.
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consultati
instructiunile electronice de utilizare

Contine suficient pentru <n> teste

Nu utilizati daca ambalajul este
deteriorat si consultati instructiunile de
utilizare
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Eosin Methylene Blue Agar
CM0069B

Zamyslané pouzitie
Univerzalne médium, ktoré sa pouziva na diferenciaciu
Escherichia coli a Enterobacter aerogenes, na rychlu
identifikaciu Candida albicans a na identifikaciu koagulaza-
pozitivnych staphylococci.

Eosin Methylene Blue Agar sa pouziva v diagnostickom
pracovnom postupe na pomoc lekarom pri urCovani
potencialnych moznosti lieCby pre pacientov s podozrenim
na mikrobialnu infekciu.

Pomdcka je ur¢ena len na profesionalne pouzitie, nie je
automatizovana a nie je ani sprievodnou diagnostikou.

Zhrnutie a vysvetlenie

Enterobacteriaceae  zahffiaju  Siroki  Skalu  gram-
negativnych fakultativne anaerdbnych mikroorganizmov'.
Je to najStudovanejSia rodina mikroorganizmov a pre
mikrobiolégov je ddlezita, pretoze tvori az 80 % klinicky
vyznamnych infekcii ~ gram-negativnymi  ty€inkami
a priblizne 50 % izolatov z pripadov septikémie?.

Preto je dblezité, aby bolo mozné kultivovat
Enterobacteriaceae. Fenotypova identifikacia
mikroorganizmov, napr. podla mikroskopického vzhladu,
kultivaCného vzhladu, poZiadaviek na rast a sérotypovania,
je ulahena pouzitim Cistych kultar. Ak su fenotypové
metédy nepresvedCivé z dbvodu variabilnych vzorov
fenotypovych charakteristik, mézu sa pouzit iné rychle
identifikacné metody. Tieto metddy zahffiajd hmotnostnu
spektrometriu s analyzatorom doby letu s laserovou
desorpciou/ionizaciou za ucasti matrice (MALDI-TOF MS),
celogendmové sekvenovanie (WGS) a komeréné
identifikaéné systémy’.

Od 80. rokov minulého storoCia doSlo k dramatickému
narastu  poétu  systémovych, zivot  ohrozujucich
nozokomialnych infekcii spdsobenych  oportinnymi
Candida spp.* Druhy Candida boli zodpovedné za priblizne
15 % vSetkych infekcii ziskanych v nemocnici a za viac ako
72 % nozokomialnych plesiiovych infekcii.®

Rychla predpokladana identifikacia klinicky doélezitych
druhov Candida do 48 hodin je ddlezita, pretoze ma vplyv
na morbiditu, mortalitu a diZzku hospitalizacie pacienta.

Princip metédy

Eosin Methylene Blue Agar (EMB) je diferencialne
mikrobiologické médium, ktoré poskytuje farebnu indikaciu
na rozliSenie medzi organizmami, ktoré travia laktézu (ako
E. coli), a tymi, ktoré ju nestravia. Do urcitej miery
obmedzuje rozvoj gram-pozitivnych baktérii (napr.
Staphylococci,  Salmonella,  Shigella). Laktéza je
fermentovana  gram-negativnymi  baktériami,  ktoré
produkciou Kkyseliny spdsobuju znizenie pH. V doésledku
toho je pravdepodobnejSie, Ze koldnie absorbuju farbivo. To
vedie k tomu, Ze vysledkom reakcie kyseliny s pigmentmi je
tmava fialova farba zhlukov. Okrem toho niekolko baktérii
fermentujucich laktozu produkuje ploché, €ierne zhluky so
zelenym kovovym leskom.

Na agare EMB vykazuje vacés$ina zhlukov kmena E. coli
jedine¢ny zeleny lesk. Rychla tvorba silnych kyselin
z fermentacie laktézy vedie k rychlemu poklesu pH agaru
EBM, ¢o je nevyhnutné pre vznik zeleného kovového lesku
spojeného s E. coli.
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Deaminaciou proteinov moézu ne-fermentatory laktozy
zvysit pH. To inhibuje absorpciu farby. Vysledkom je, Ze ne-
fermentatory laktézy su bud bezfarebné, alebo bledo
levandulové.

Zivo&isne tkanivo, ktoré bolo stravené v Zaltidku, poskytuje
uhlik, dusik a dalSie dblezité rastové prvky.

Kedze laktoza je fermentovatelny sacharid, slizi ako zdroj
energie.

Ako diferencialne markery sa pouzivaju metylénova modra

a eozin-Y. Médium je pufrované hydrogénfosfore€nanom
draselnym.

Typické zlozenie

gramy na liter
Pepton 10,0
Laktéza 10,0
Hydrogénfosfore¢nan draselny 2,0
EozinY 04
Metylénova modra 0,06
Agar 15,0

Poskytnuté materialy
CMO0069B: 500 g dehydrovaného prasku Eosin Methylene
Blue Agar, ktory po rekonstittcii poskytuje priblizne 13,3 I.

Materialy, ktoré su potrebné, ale nie su
suéast'ou balenia

e Inokula¢né ocka, stierky, zberné nadoby

e  Inkubatory

e  Organizmy na kontrolu kvality

e  Petriho miska

Uskladnenie
. Produkt skladujte v pdvodnom obale pri teplote medzi
10°C a 30 °C.

. Nadobu uchovavajte tesne uzavreti.

. Produkt méze byt pouzivany do datumu exspiracie
uvedeného na etikete.

. Chrarite pred vlihkostou.

. Skladujte mimo dosahu svetla.

. Pred pouzitim nechajte rekonstituovany produkt
ustalit na laboratérnu teplotu.

Po rekonstitucii uchovavajte média pri teplote medzi 2 °C

a 10 °C.

Varovania a bezpe€¢nostné opatrenia

. Nevdychovat. Pri vdychnuti méze spbésobovat
priznaky alergie alebo astmy alebo tazkosti
s dychanim.

. Spoésobuje vazne podrazdenie oci.

. MéZe spOsobovat alergicku koznu reakciu.

e Ak sa dostane na pokozku, umyte ju velkym
mnozstvom mydla a vody.

e Ak sa dostane do o¢i, opatrne ich vyplachujte vodou
po dobu niekolkych minut.

. Odstrarite kontaktné SoSovky, ak su pritomné a je to
mozné. Pokracujte vo vyplachovani. Ak podrazdenie
oka pretrvava, vyhladajte lekarsku  pomoc/
starostlivost.

. Pri vdychnuti, ak je dychanie taZzké, presurite
postihnutého na c&erstvy vzduch a nechajte ho
v polohe vhodnej pre pohodiné dychanie. V pripade
vyskytu respiracnych priznakov, zavolajte
TOXIKOLOGICKE CENTRUM alebo lekara.

e Len nadiagnostické pouzitie in vitro.

. Len na profesionalne pouzitie.

. Pred prvym pouzitim skontrolujte obal produktu.
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. Produkt nepouzivajte, ak je obal akokolvek viditelne
poskodeny (nadoba alebo uzaver).

. Produkt nepouzivajte po uplynuti uvedeného datumu
exspiracie.

. Pomécku nepouzivajte, ak su pritomné znamky
kontaminacie.

. Kazdé laboratérium je zodpovedné za nakladanie
s vyprodukovanym odpadom podfa jeho povahy
a stupnia nebezpecnosti a za jeho spracovanie alebo
likvidaciu v sulade so vSetkymi platnymi federalnymi,
Statnymi a miestnymi predpismi. Je potrebné pozorne
si precitat a dodrziavat pokyny. To zahffia likvidaciu
pouzitych alebo nepouzitych Cinidiel, ako aj
akéhokolvek iného kontaminovaného materialu na
jedno pouzitie podla postupov pre infekéné alebo
potencialne infekéné produkty.

. Uistite sa, Zze veko nadoby je po prvom otvoreni
a medzi jednotlivymi pouzitiami pevne uzavreté, aby
sa minimalizovalo vnikanie vihkosti, ktoré méze mat
za nasledok nespravne fungovanie produktu.

Informacie o bezpecnej manipulacii a likvidacii produktu
najdete v karte bezpecnostnych Uudajov  (SDS)
(www.thermofisher.com).

Zavazné incidenty

Akykolvek zavazny incident, ktory sa vyskytol v suvislosti s
pomdckou, sa musi oznamit vyrobcovi a prislusnému
regulaénému organu, v ktorom ma pouzivatel a/alebo
pacient sidlo.

Odber vzoriek, manipulacia a skladovanie

Vzorka by mala byt odoberana a spracovana podla
miestnych odporuc¢anych usmerneni, ako su UK Standards
for Microbiology Investigations (UK SMI) ID 16, B 24 a Q5.

Postup

Rozsuspendujte 37,5 g v 1 litri destilovanej vody. Privedte
k varu na uplne rozpustenie. Sterilizujte autoklavovanim pri
teplote 121 °C po dobu 15 minut. Ochladte na 50 °C. Dobre
premieSajte, aby sa zabezpecila rovhomerna disperzia
média s ciefom oxidovat metylénovd modru, ktora je
nevyhnutnou sucastou tohto média, a nalejte do sterilnych
Petriho misiek.

Interpretacia

Escherichia coli — izolované kolénie, priemer 2 — 3 mm,

s malou tendenciou ku kofluentnému rastu, vykazujuce
zelenkavy kovovy lesk v odrazenom svetle a tmavofialové
stredy pri prechadzajucom svetle.

Enterobacter aerogenes — priemer 4 — 6 mm, vyvySené
a mukoidné so sklonom ku konfluencii, kovovy lesk
zvycCajne chyba, sivohnedé stredy pri prechadzajucom
svetle.

Crevné patogény nefermentujuce laktdzu - priesvitné a
bezfarebné.

Candida albicans — po 24 az 48 hodinach pri 35 °C v 10 %
oxide uhli¢itom ,pavukovité” or ,pérovité” kolénie. Iné
Druhy Candida produkuju hladké kolénie podobné
kvasinkam.

Kontrola kvality

Je zodpovednostou pouzivatela vykonat testovanie
kontroly kvality s ohladom na zamyslané pouzitie média a v
stulade s akymikolvek miestnymi platnymi predpismi
(frekvencia, pocet kmenov, inkubaéna teplota atd'.).

Uginnost tohto média mozno overit testovanim
nasledujucich referenénych kmeriov.
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Podmienky inkubacie: 24 hod pri 37 °C aerdbne

Pozitivne kontroly
Urover inokulacie: 10 — 100 cfu
Pocet kolonii je = 70 % poctu kontrolného média

Escherichia coli 0,5 — 2 mm fialové koldnie
ATCC® 10536™ s kovovo zelenym leskom
alebo bez neho

Escherichia coli
ATCC®8739™

0,5 — 2 mm fialové koldnie
s kovovo zelenym leskom
alebo bez neho

1 —2 mm fialové,
mukoidné koldnie, bez
lesku

Enterobacter aerogenes
ATCC®13048™

Pseudomonas aeruginosa 0,5 — 3 mm priesvitné,
ATCC®9027™ bezfarbné kolonie

Uroven inokulacie: 10* — 108 cfu
Inokulum s pouzitim techniky zmenSujuceho sa zaberu

Escherichia coli
ATCC® 10536™

0,5 -2 mm fialové, zelené
metalické koldnie

Escherichia coli
ATCC®8739™

0,5 -2 mm fialové, zelené
metalické koldnie

Escherichia coli
ATCC® 25922™

0,5-2 mm fialové, zelené
metalické kol6nie

Negativne kontroly

Ziaden rast do
konfluentnych mikro-
kolonii, ziaden lesk

Staphylococcus aureus
ATCC®6538™

Ziaden rast do
konfluentnych mikro-
koloénii, Ziaden lesk

Staphylococcus aureus
ATCC® 25923 ™

Testované v sulade s aktualnym CLSI M22 A

Escherichia coli
ATCC® 25922™

0,5 -2 mm fialové, zelené
metalické kol6nie

Salmonella typhimurium 0,5 -1 mm sivé, priesvitné
ATCC®14028™ kolénie

Enterococcus faecalis
ATCC®29212™*

Pinpoint, bezfarebné
koloénie bez lesku

Pozitivne reakcie po inkubacii pri 37 °C po dobu
48 hodin v atmosfére 10 % CO2

Uspokojivy vysledok predstavuje ziskanie pozitivnych
kmeriov rovné alebo vysSie ako 70 % kontrolného
media.

Candida albicans
ATCC®10231™

0,25 — 1 mm sivé kolonie
s pérovitymi okrajmi

*Pre Enterococcus faecalis ATCC® 29212, predstavuje
uspokojivy vysledok ziskanie pozitivnych kmerov rovné
alebo vyssie ako 40 % kontrolného média.

Obmedzenia

Dalsie testy si potrebné na potvrdenie predpokladanej
identity organizmov izolovanych na tomto médiu. Niektoré
kmene Salmonella a Shigella nebudu rast v pritomnosti
eozinu a metylénovej modre;.

Uchovavajte médium mimo dosahu svetla, aby sa zabranilo
fotooxidacii.

Typicky zeleny metalicky lesk E. coli nemusi byt
produkovany inymi kmefimi. V dbsledku toho zeleny
metalicky lesk nie je spolahlivym indikatorom E. coli.
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Vykonnostné charakteristiky
Presnost bola preukazana preskimanim internych udajov
kontroly kvality. Testovanie dobre charakterizovanych
izolatov v procesoch kontroly kvality je vykonavané ako
sucast vyroby kazdej Sarze pomdcok.
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Legenda symbolov

Symbol Definicia
atalégové Cislo
REF Katalégové &isl
VD Diagnosticka zdravotnicka pomdcka
in vitro
Kod Sarze
Teplotny limit
Datum spotreby

Chrante pred slneénym svetlom

Nepouzivajte opakovane

Precitajte si navod na pouzitie alebo
elektronicky navod na pouzitie

Obsahuje dostatoéné mnozstvo pre
<n> testov

Nepouzivajte, ak je obal poSkodeny,
a precitajte si navod na pouzitie

Vyrobca

Autorizovany zastupca v Eurépskom
spolo¢enstve/Eurépskej Unii

Eurdépske posudzovanie zhody

Posudzovanie zhody v Spojenom
kralovstve

DSt L@ <5 @ Thea=E
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UDI Jedine&ny identifikétor pomécky

ATCC Licensed )”3
Derivative

©2022 Thermo Fisher Scientific Inc. VSetky prava
vyhradené.

ATCC a katalégové oznacenia ATCC su ochrannou
znamkou organizacie American Type Culture Collection.
VSetky ostatné ochranné znamky su vlastnictvom Thermo
Fisher Scientific Inc. a jej dcérskych spolo¢nosti.

Oxoid Limited, Wade Road, Basingstoke,
RG24 8PW, Spojené kralovstvo

Pre technickii pomoc, prosim, kontaktujte miestneho distribatora.
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Agar eosina azul de metileno
CM0069B

Uso previsto

Un medio versatil que se utiliza para la diferenciacion de
Escherichia coli y Enterobacter aerogenes, para la rapida
identificacion de Candida albicans y para la identificacion
de estafilococos coagulasa positivos.

El agar eosina azul de metileno se utiliza en un flujo de
trabajo de diagndstico para ayudar a los médicos a
determinar posibles opciones de tratamiento para
pacientes que puedan tener infecciones microbianas.

El dispositivo es solo para uso profesional, no esta
automatizado 'y tampoco es un  diagndstico
complementario.

Resumen y explicacién

Las enterobacterias abarcan una amplia gama de
microorganismos anaerobios facultativos gramnegativos.’
Es la familia de microorganismos mas estudiada y es
importante para los microbidlogos, ya que representa hasta
el 80 % de las infecciones por bacilos gramnegativos
clinicamente importantes y cerca del 50 % de los
aislamientos de casos de septicemia.?

En consecuencia, es importante poder cultivar
enterobacterias. La identificacion  fenotipica de
microorganismos, por  ejemplo, por  apariencia
microscépica, apariencia del cultivo, requisitos de
crecimiento y serotipificacion, se facilita mediante el uso de
cultivos puros. Se pueden usar otros métodos de
identificacion rapida si los métodos fenotipicos no son
concluyentes debido a patrones variables de
caracteristicas fenotipicas. Estos métodos incluyen la
desorcién/ionizacion  laser  asistida por  matriz:
espectrometria de masas de tiempo de vuelo (MALDI-TOF
MS), la secuenciacion de genoma completo (WGS) y
sistemas de identificacion comercial.’

Desde la década de 1980, ha habido un drastico aumento
en el numero de infecciones hospitalarias sistémicas y
potencialmente mortales causadas por Candida spp*
oportunista. Las especies de Candida fueron responsables
de aproximadamente el 15 % de todas las infecciones
hospitalarias y mas del 72 % de las infecciones fungicas.®
La identificacion presuntiva rapida de especies de Candida
clinicamente importantes en 48 horas es importante ya que
tiene un impacto en la morbilidad, la mortalidad y la
duracion de la hospitalizacion del paciente.

Principio del método

El agar eosina azul de metileno (EMB) es un medio
microbiolégico diferencial que proporciona una indicacion
de color para distinguir entre los organismos que digieren
lactosa (como E. coli) y los que no. De alguna manera,
limita el desarrollo de bacterias grampositivas (p. ej.,
Staphylococcus, Salmonella, Shigella). Las bacterias
gramnegativas fermentan la lactosa, y hacen que el pH
disminuya al producir acido. Como resultado, es mas
probable que las colonias absorban el colorante. Esto hace
que las agrupaciones adquieran un color morado oscuro
como resultado de la reaccion del acido con los pigmentos.
Ademas, varias bacterias fermentadoras de lactosa
producen agrupaciones negras planas con un brillo
metalico verde.
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En agar EMB, la mayoria de los grupos de cepas de E. coli
muestran un brillo verde Unico. La rapida generacion de
acidos fuertes a partir de la fermentacion de la lactosa da
como resultado una caida rapida del pH del agar EMB, que
es fundamental para el desarrollo del brillo metalico verde
asociado con E. coli.

Al desaminar las proteinas, las no fermentadoras de
lactosa pueden aumentar el pH. Esto inhibe la absorcién
del color. El resultado es que las no fermentadoras de
lactosa son incoloras o de color lavanda claro.

El tejido animal que se ha digerido en el estdémago
proporciona carbono, nitrégeno y otros elementos vitales
para el crecimiento.

Dado que la lactosa es un carbohidrato fermentable, sirve
como fuente de energia.

El azul de metileno y la eosina Y se utilizan como
marcadores diferenciales. El medio se tampona con fosfato
dipotésico de hidrégeno.

Férmula representativa
gramos por litro

Peptona 10,0
Lactosa 10,0
Fosfato dipotasico de hidrégeno 2,0
EosinaY 0,4
Azul de metileno 0,06
Agar 15,0

Materiales incluidos

CMO0069B: 500 g de polvo de agar azul de metileno eosina
deshidratado, que rinde aproximadamente 13,3 | después
de la preparacion.

Materiales necesarios, pero no incluidos
Asas de siembra, hisopos, recipientes recolectores
Incubadoras

Organismos de control de calidad

Placa de Petri

Almacenamiento

. Conserve el producto en su embalaje original a una
temperatura de entre 10 °C y 30 °C.

. Mantenga el envase bien cerrado.

. El producto se puede utilizar hasta la fecha de
caducidad indicada en la etiqueta.

. Proteja el producto de la humedad.

e  Almacene el producto en un lugar sin luz.

. Deje que el producto preparado se estabilice a
temperatura ambiente antes de usarlo.

Una vez preparados, almacene los medios a una

temperatura de entre 2°C y 10 °C.

Advertencias y precauciones

. No inhale el producto. Puede provocar alergia,
sintomas de asma o dificultades respiratorias si lo
inhala.

. Provoca irritacion grave en los ojos.

. Puede producir una reaccion alérgica en la piel.

. En caso de contacto con la piel, lavese con agua y
jabon abundantes.

. En caso de contacto con los ojos, lavese bien con
agua durante varios minutos.

. Quitese las lentillas si las lleva puestas y puede
hacerlo con facilidad. Continde enjuagandose los
ojos. Si la irritacion en los ojos persiste, solicite
atencion o asesoramiento médico.

. En caso de inhalacion, si la persona respira con
dificultad, llévela al exterior para que respire aire
fresco y manténgala en una posicién en la que respire
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con comodidad. Si  experimenta sintomas
respiratorios, llame a un CENTRO DE
INFORMACION TOXICOLOGICA o a un médico o
doctor.

. Solo para uso de diagndstico in vitro.

. Solo para uso profesional.

. Inspeccione el embalaje del producto antes de usarlo
por primera vez.

. No utilice el producto si presenta dafios visibles en el
embalaje (bote o tapa).

. No utilice el producto después de la fecha de
caducidad indicada.

. No utilice el dispositivo si presenta indicios de
contaminacion.

. Es responsabilidad de cada laboratorio gestionar los
residuos generados en funciéon de su naturaleza y
grado de peligrosidad y procurar que sean tratados o
eliminados de acuerdo con la normativa federal,
estatal y local aplicable. Es necesario leer y cumplir
estrictamente las instrucciones. Esto incluye la
eliminacién de reactivos usados o sin usar, asi como
cualquier otro material desechable contaminado
conforme a los procedimientos para productos
infecciosos o potencialmente infecciosos.

e  Asegurese de que la tapa del recipiente quede bien
cerrada después de abrirlo por primera vez y entre
cada uso para minimizar la entrada de humedad, lo
que puede provocar un rendimiento incorrecto del
producto.

Para manipular y eliminar el producto de manera segura,
consulte la ficha sobre datos de toxicidad (Safety Data
Sheet o SDS) en www.thermofisher.com.

Incidencias graves

Cualquier incidencia grave que se haya producido en
relacion con el dispositivo debera notificarse al fabricante y
a la autoridad reguladora pertinente con competencia en el
lugar en que esté establecido el usuario o paciente.

Obtencién, manejo y almacenamiento de

muestras

Las muestras deben obtenerse y manipularse conforme a
las directrices locales recomendadas, como las Normas del
Reino Unido para las Investigaciones Microbioldgicas
(UK SMI), ID 16, ID 24 y Q5.

Procedimiento

Anada 37,5 g en 1 litro de agua destilada. P6ngalo a hervir
para disolverlo por completo. Esterilice en autoclave a
121 °C durante 15 minutos. Enfrie a 50 °C. Mezcle bien
para asegurar una dispersion uniforme del medio para
oxidar el azul de metileno, que es una parte fundamental
de este medio, y vierta en placas de Petri estériles.

Interpretacion

Escherichia coli: colonias aisladas, de 2 a 3 mm de
diametro, con poca tendencia al crecimiento confluente,
que presentan un brillo metalico verdoso por la luz
reflejada y centros morado oscuro por la luz emitida.

Enterobacter aerogenes: colonias mucoides y
aumentadas, con un diametro de 4 a 6 mm, que tienden a
volverse confluentes, normalmente sin brillo metalico y
con centros de color marrén grisaceo por la luz emitida.

Microrganismos patdgenos intestinales no fermentadores
de la lactosa: traslucidos e incoloros.

Candida albicans: después de 24 a 48 horas a 35 °C en
colonias de «arafia» o «plumas» con un 10 % de diéxido
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de carbono. Otras especies de Candida producen
colonias suaves parecidas a levaduras.

Control de calidad

El usuario es responsable de realizar las pruebas de control
de calidad de acuerdo con el uso previsto del medio y
conforme a cualquier normativa local aplicable (frecuencia,
numero de cepas, temperatura de incubacion, etc.).

El rendimiento de este medio se puede verificar mediante
el analisis de las siguientes cepas de referencia.

Condiciones de incubacién: 24 h a 37 °C, aerdbicas

Controles positivos

Nivel de inéculo: de 10 a 100 UFC

El recuento de colonias es 270 % del recuento del medio
de control

Colonias de color morado
de 0,5a2 mm, con o sin
brillo verde metalico

Escherichia coli
ATCC®10536™

Colonias de color morado
de 0,5 a2 mm, con o sin
brillo verde metalico

Escherichia coli
ATCC®8739™

Colonias mucoides
moradas de 1 a 2 mm, sin
brillo

Enterobacter aerogenes
ATCC®13048™

Pseudomonas aeruginosa Colonias translicidas e
ATCC®9027™ incoloras de 0,5 a 3 mm

Nivel de inéculo: de 10* a 108 UFC
Inéculo mediante la técnica de barrido decreciente

Colonias metalicas de
color morado y verde de
0,5a2mm

Escherichia coli
ATCC®10536™

Colonias metalicas de
color morado y verde de
0,5a2mm

Escherichia coli
ATCC®8739™

Colonias metdlicas de
color morado y verde de
0,5a2mm

Escherichia coli
ATCC® 25922™

Controles negativos

Sin crecimiento a
microcolonias confluentes,
sin brillo

Staphylococcus aureus
ATCC®6538™

Sin crecimiento a
microcolonias confluentes,
sin brillo

Staphylococcus aureus
ATCC®25923™

Probado de acuerdo con el estandar CLSI M22 A
actual

Colonias metalicas de
color morado y verde de
0,5a2mm

Escherichia coli
ATCC® 25922™

Colonias translucidas
grisesde 0,5a 1 mm

Salmonella typhimurium
ATCC® 14028™

Enterococcus faecalis
ATCC® 29212™*

Colonias puntiformes,
incoloras y sin brillo

Reacciones positivas después de la incubacion a
37 °C durante 48 horas en una atmésfera de CO2 al
10 %

Un resultado satisfactorio esta representado por la

recuperacion de cepas positivas igual o superior al 70 %
del medio de control.

Candida albicans
ATCC®10231™

Colonias grises de 0,25 a
1 mm con bordes en cufia

*Para Enterococcus faecalis ATCC® 29212, un resultado
satisfactorio esta representado por la recuperacién de
cepas positivas igual o superior al 40 % del medio de
control.
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Limitaciones

Se precisan mas pruebas para confirmar la presunta
identidad de los organismos aislados en este medio.
Algunas cepas de especies de Salmonella y Shigella no
creceran si hay eosina y azul de metileno.

Conserve el medio apartado de la luz para evitar la
fotooxidacion.

Es posible que otras cepas no produzcan el tipico brillo
verde metdlico de E. coli. Por lo tanto, el brillo metalico
verde no es un indicador confiable de E. coli.

Caracteristicas de rendimiento

Se ha demostrado la precision mediante la revision de los
datos del control de calidad interno. Como parte de la
fabricacion de cada lote de dispositivos se realiza el
anadlisis de una cepa aislada bien caracterizada en los
procesos de control de calidad.
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Eosin metylenbla agar
CM0069B

Avsedd anvandning

Ett mangsidigt medium som anvéands for differentiering av
Escherichia coli och Enterobacter aerogenes, for snabb
identifiering av Candida albicans och for identifiering av
koagulaspositiva stafylokocker.

Eosin metylenbld agar anvands i ett diagnostiskt
arbetsflode for att hjalpa lakare att faststalla potentiella
behandlingsalternativ for patienter som misstanks ha en
mikrobiell infektion.

Enheten ar endast avsedd for professionellt bruk, ar inte
automatiserad och ar inte heller en kompletterande
diagnostik.

Sammanfattning och férklaring
Enterobacteriaceae omfattar ett brett spektrum av
gramnegativa fakultativa anaeroba mikroorganismer '. Det
ar den mest studerade familjen av mikroorganismer och ar
viktig for mikrobiologer, eftersom den star for upp till 80 %
av kliniskt viktiga infektioner med gramnegativa bakterier
och cirka 50 % av isolaten fran septikemi?.

Darfér ar det viktigt att kunna odla Enterobacteriaceae.
Fenotypisk identifiering av mikroorganismer, t.ex. genom
mikroskopiskt utseende, kulturellt utseende, tillvaxtkrav och
serotypning, underlattas genom anvandning av rena
kulturer. Andra metoder for snabb identifiering kan
anvandas om de fenotypiska metoderna inte ar entydiga pa
grund av varierande moénster av fenotypiska egenskaper.
Dessa metoder omfattar matrixassisterad
laserdesorption/jonisering med flygtidsmasspektrometri
(MALDI-TOF MS), sekvensering av hela arvsmassan
(WGS) och kommersiella identifieringssystem1.

Sedan 1980-talet har det skett en dramatisk 6kning av
antalet systemiska, livshotande nosokomiala infektioner
orsakade av opportunistiska Candida spp.* Candida-arter
stod for cirka 15 % av alla sjukhusforvarvade infektioner
och 6ver 72 % av de nosokomiala svampinfektionerna.®

Snabb presumtiv identifiering av kliniskt viktiga Candida-

arter inom 48 timmar ar viktigt eftersom det har betydelse
for morbiditet, mortalitet och patientens sjukhusvistelse.

Metodprincip

Eosin metylenbla agar (EMB) ar ett differentiellt
mikrobiologiskt medium som ger en fargindikation for att
skilja mellan organismer som smalter laktos (som E. coli)
och organismer som inte gor det. Det begransar i viss man
utvecklingen av grampositiva bakterier (t.ex. Staphylococci,
Salmonella, Shigella). Laktos fermenteras av gramnegativa
bakterier som sanker pH-vardet genom att producera syra.
Det gor att kolonierna har stérre chans att absorbera
fargamnet. Detta leder till att klustren blir mérklila till foljd av
syrans reaktion med pigmenten. Dessutom producerar flera
laktosfermenterande bakterier platta, svarta kluster med en
gron metallisk glans.

Pa EMB-agar visar majoriteten av E. coli-stamklustren ett
unikt gront skimmer. Snabb generering av starka syror vid
fermentering av laktos leder till en snabb sankning av pH-
vardet i EMB-agar, vilket &r nédvandigt for att utveckla det
gréna metalliska skenet som associeras med E. coli.
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Genom deaminering av proteiner kan laktosfritt jasmedel
Oka pH-vardet. Detta forhindrar att fargen absorberas.
Resultatet ar att laktosfria icke-jdsmedel antingen ar
farglosa eller blekt lavendelfargade.

Animalisk vavnad som har smalti magen ger kol, kvave och
andra viktiga tillvaxtelement.

Eftersom laktos ar en jasbar kolhydrat fungerar den som en
energikalla.

Metylenblatt och Eosin Y anvands som differentiella
markdrer. Mediet &r buffrat med dikaliumvatefosfat.

Typisk formel
gram per liter
Pepton 10,0
Laktos 10,0
Di-kaliumvatefosfat 2,0
EosinY 0,4
Metylenblatt 0,06
Agar 15,0

Material som medfdljer
CMO0069B: 500 g dehydrerat pulver av Eosin metylenbla
agar som ger cirka 13,3 liter efter rekonstituering.

Material som kravs men som ej ingar

e  Inokuleringsdgla, bomullspinne,
uppsamlingsbehallare

e Inkubatorer

e  Kvalitetskontrollorganismer

e  Petriskal

Foérvaring

. Forvara produkten i originalférpackningen mellan
10 °C och 30 °C.

. Hall behallaren tattslutande.

. Produkten far anvandas fram till det utgangsdatum
som anges pa etiketten.

. Skyddas mot fukt.

. Forvara skyddat fran ljus.

. Lat rekonstituerad produkt anta rumstemperatur fore
anvandning.

Efter beredning, férvara media mellan 2 °C och 10 °C.

Varningar och forsiktighetsatgarder

. Inandas inte. Kan orsaka allergi- eller astmasymtom
eller andningssvarigheter vid inandning.

. Orsakar allvarlig 6gonirritation.

. Kan orsaka allergisk hudreaktion.

e Om den kommer pa huden, tvatta med rikligt tval och
vatten.

. Om du far den i 6gonen ska du skolja forsiktigt med
vatten i flera minuter.

. Ta ur eventuella kontaktlinser om det ar enkelt att
gora. Fortsatt att skdlja. Om 6gonirritation kvarstar ska
du soka lakarvard.

e Vid inandning, om andningssvarigheter uppstar, for ut
personen i frisk luft i en position som underlattar
andningen. Om du upplever luftvagssymtom ska du
genast kontakta GIFTINFORMATIONSCENTRALEN
eller lakare.

. Endast for diagnostisk anvandning in vitro.

. Endast for professionellt bruk.

. Inspektera produktférpackningen fore  forsta
anvandningen.

e  Anvand inte produkten om det finns synliga skador pa
folieférslutningen (burk eller lock).

. Produkten far inte anvandas efter angivet
utgangsdatum.

e Anvand inte om det finns tecken pa kontaminering.
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. Det ar varje laboratoriums ansvar att hantera avfall
som produceras i enlighet med deras art och grad av
fara och att f& det behandlat eller kasserat i enlighet
med eventuella federala, statliga och lokala tillampliga
bestammelser. Instruktioner bor lasas och fdljas
noggrant. Detta inkluderar kassering av anvand eller
oanvand reagens samt annat kontaminerat
engangsmaterial, enligt procedurer for infektidsa eller
potentiellt infektiésa produkter.

e  Se till att locket pa behallaren halls tatt stéangt efter
forsta 6ppning och mellan anvandning for att minimera
fukt, vilket kan resultera i felaktig produktprestanda.

Se sakerhetsdatabladet for information om saker hantering
och kassering av produkten (www.thermofisher.com).

Allvarliga incidenter

Eventuella allvarliga incidenter som intraffar i samband med
produkten ska rapporteras till tillverkaren och relevant
tillsynsmyndighet dar anvandaren och/eller patienten
befinner sig.

Insamling, hantering och forvaring av prov

Proverna ska samlas in och hanteras enligt lokala
rekommenderade riktlinjer, tex. UK Standards for
Microbiology Investigations (UK SMI) ID 16, ID 24 och Q5.

Procedur

Suspendera 37,5 g i 1 liter destillerat vatten. Koka upp sa
att den I6ses upp helt. Sterilisera genom autoklavering vid
121 °C i 15 minuter. Kyl ner till 50°C. Blanda val for att
sakerstalla en jamn spridning av mediet s att metylenblatt,
som ar en viktig del av mediet, oxideras, och hall upp i
sterila petriskalar.

Tolkning

Escherichia coli — isolerade kolonier, 2-3 mm i diameter,
med liten tendens till konfluent tillvaxt, med en grénaktig
metallisk glans i reflekterat ljus och morklila centra i
genomlyst ljus.

Enterobacter aerogenes — 4—6 mm i diameter, upphdjda
och slemmiga kolonier som tenderar att bli
sammanflytande,

metallisk glans saknas vanligtvis, grabruna centra i
genomskinligt ljus.

Icke-laktosfermenterande tarmpatogener — genomskinliga
och farglosa.

Candida albicans — efter 24—48 timmar vid 35 °C i 10 %
koldioxid "spindelliknande” eller "fjaderliknande” kolonier.
Other (Ovrigt)

Candida-arter producerar slata jastliknande kolonier.

Kvalitetskontroll

Det ar anvandarens ansvar att utféra
kvalitetskontrolltestning med hansyn till den avsedda
anvandningen av mediet och i enlighet med lokala
tillampliga bestdmmelser (frekvens, antal stammar,
inkubationstemperatur, osv.).

Prestandan for detta medium kan verifieras genom att testa
foljande referensstammar.

Inkubationsférhallanden: 24 timmar vid 37 °C aerobt

Positiva kontroller
Inokulumniva: 10-100 cfu
Koloniantalet &r = 70 % av antalet i kontrollmediet

Escherichia coli 0,5-2 mm lila kolonier,
ATCC® 10536™ med eller utan metalliskt
groént skimmer

MBD_BT_IFU-0533

Thermo

SCIENTIFIC

Escherichia coli
ATCC® 8739™

0,5-2 mm lila kolonier,
med eller utan metalliskt
gront skimmer

Enterobacter aerogenes
ATCC®13048™

1-2 mm lila, slemmiga
kolonier, ingen glans

Pseudomonas aeruginosa 0,5-3 mm genomskinliga,
ATCC®9027™ farglosa kolonier

Inokulumniva: 10-10° cfu
Inokulum med hjalp av en teknik fér minskande svepning

Escherichia coli
ATCC® 10536™

0,5-2 mm lila, gréna
metalliska kolonier

Escherichia coli
ATCC® 8739™

0,5-2 mm lila, gréna
metalliska kolonier

Escherichia coli
ATCC® 25922™

0,5-2 mm lila, gréna
metalliska kolonier

Negativa kontroller

Staphylococcus aureus
ATCC® 6538™

Ingen tillvaxt till
sammanflytande
mikrokolonier, ingen glans

Staphylococcus aureus
ATCC® 25923™

Ingen tillvaxt till
sammanflytande
mikrokolonier, ingen glans

Testad i enlighet med géllande CLSI M22 A

Escherichia coli
ATCC® 25922™

0,5-2 mm lila, gréna
metalliska kolonier

Salmonella typhimurium
ATCC® 14028™

0,5-1 mm gra,
genomskinliga kolonier

Enterococcus faecalis
ATCC® 29212™*

Precisera, farglésa
kolonier utan glans

Positiva reaktioner efter inkubation vid 37 °C i 48
timmar i 10 % CO2-atmosfar

Ett tillfredsstallande resultat ar en aterhdmtning av
positiva stammar som ar lika med eller stérre an 70 % av
kontrolimediet.

Candida albicans
ATCC®10231™

0,25-1 mm gra,
fjaderkantade kolonier

*Ett tillfredsstallande resultat foér Enterococcus faecalis
ATCC®29212 representeras av positiva stammar som ar
lika med eller storre an 40 % av kontrollmediet.

Begransningar

Ytterligare tester kravs for att bekrafta den férmodade
identiteten hos organismer som isolerats pa detta medium.
Vissa stammar av Salmonella- och Shigella-arter vaxer inte
i narvaro av eosin och metylenblatt.

Forvara mediet borta fran ljus for att férhindra fotooxidation.
den typiska grona metalliska glansen fran E. coli kanske
inte produceras av andra stammar. Darfor ar det grona
metalliska skenet inte en tillforlitlig indikator pa E. coli.

Prestandaegenskaper

Noggrannheten har faststallts genom granskning av interna
kvalitetskontrolldata. Testning av valkaraktariserade isolat i
kvalitetskontrollprocesserna utféors som en del av
tillverkningen av varje sats av produkterna.

Bibliografi
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