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PROLEX™ - STREPTOCOCCAL GROUPING LATEX KIT

(pro in vitro diagnostické pouziti)

KATALOGOVE CiSLO: PL.030 (60 testii)

ZAMYSLENE POUZITI
Prolex™ Streptococcal Grouping Latex Kit je rychlou metodou pro serologickou identifikaci beta-
hemolytickych streptokoku skupiny A, B, C, D, F a G dle Lancefielda.

SHRNUTI A VYSVETLENI{

Klinické, epidemiologické a mikrobiologické studie nezvratné ukazuji, Ze diagnostika streptokokovych
infekci zalozena na klinickych symptomech vzdy vyzaduje mikrobiologické ovéfeni (4). Beta-
hemolytické streptokoky jsou nejCastéji izolovanymi lidskymi patogeny mezi predstaviteli rodu
Streptococcus. Témét vSechny beta-hemolytické streptokoky maji sacharidové antigeny (antigeny
skupiny streptokokit). Lancefield ukazal, Ze tyto antigeny lze extrahovat v rozpustné formé a identifikovat
precipitatni reakci s homolognim antisérem. Aktualné se vyuziva ruznych postupid extrakce
streptokokovych antigent (1,2,6,7,10,11). Prolex™ Streptococcal Grouping Latex Kit je zaloZen na
uvolnéni specifickych antigenti z bakteridlni bunééné stény pomoci modifikované extrakce kyselinou
dusitou. Extrahovany antigen ve spojeni s latexovou aglutinaci nabizi rychlou, citlivou a specifickou
metodu identifikace streptokokovych skupin A, B, C, D, F a G z primarnich kultivac¢nich ploten.

PRINCIP TESTU

Prolex™ metoda streptokokovych skupin zahrnuje extrakci skupinové specifickych sacharidovych
antigenl s pouzitim specialné vyvinutych reagencii pro extrakci kyselinou dusitou. Extrak¢ni reagencie 1
a 2 dodavané v soupravé obsahuji chemické latky schopné extrahovat antigeny specifické pro
streptokokové skupiny pii pokojové teploté. Extrakéni reagencie 3 obsahuje neutraliza¢ni roztok.
Neutralizované extrakty lze jednoduSe identifikovat s pouzitim modrych latexovych ¢éstic
senzibilizovanych ¢isténymi skupinové specifickymi krali¢imi imunoglobuliny. Tyto modré latexové
¢astice siln€ aglutinuji v pfitomnosti homologniho antigenu a neaglutinuji v pfipadé€, Ze tento antigen neni
pfitomny.

DODAVANY MATERIAL

Kazda souprava dostacuje pro 60 test. Material je dodavany jiz pfipraven k pouziti.

Latexové reagencie: Sest lahviek s kapatkem obsahujicich 3,0 ml modrych latexovych &astic potazenych
purifikovanymi kréali¢imi protilatkami proti streptokokiim skupiny A, skupiny B, skupiny C, skupiny D,
skupiny F nebo skupiny G. Modré latexové cCastice jsou suspendovany v pufru pH 7,4 obsahujicim
0,098% azid sodny jako konzervans.

Polyvalentni pozitivni kontrola: Jedna lahvi¢ka s kapatkem obsahujici 2 ml polyvalentnich antigenii
hotovych k pouziti extrahovanych z inaktivovanych streptokokt skupin A, B, C, D, F a G dle
Lancefielda.

Extrakéni reagencie 1: Jedna lahvicka s kapatkem obsahujici 3,2 ml reagencie s 0,098% azidem sodnym
jako konzervans.

Extrak¢ni reagencie 2: Jedna lahvicka s kapatkem obsahujici 3,2 ml extrakéni reagencie 2.

Extrakéni reagencie 3: Dvé lahvicky s kapatkem, kazda obsahujici 8 ml reagencie s 0,098% azidem
sodnym jako konzervans.
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Testovaci karticky

Michadélka

Névod k poziti

VSechny soucasti soupravy jsou dostupné i zvlast’:
Reagencie nebo slozka soupravy Katalogové Cislo
Modré latexova suspenze skupina A PL.031
Modré latexova suspenze skupina B PL.032
Modra latexova suspenze skupina C PL.033
Modré latexova suspenze skupina D PL.034
Modra latexova suspenze skupina F PL.035
Modra latexova suspenze skupina G PL.036
Extrak¢ni reagencie 1 PL.037
Extrak¢ni reagencie 2 PL.038
Extrak¢ni reagencie 3 PL.039
Polyvalentni pozitivni kontrola PL.040
Michaci tyCinky PL.091
Karticky na latexovy test PL.092-48

POZADOVANY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTI KITU
- Inokulaéni kli¢ka nebo jehla
- Pasteurovy pipety
- 12 x 75 mm testovaci zkumavky
- Stopky

STABILITA A SKLADOVANI
Vsechny slozky soupravy musi byt skladovany pii 2-8°C. Nezamrazujte. Reagencie skladovany za
téchto podminek jsou stabilni az do data exspirace uveden¢ho na Stitku produktu.

BEZPECNOSTNI OPATREN{

1. Nepouzivejte reagencie po uplynuti data exspirace uvedeného na Stitku.

2. Nekteré reagencie obsahuji azid sodny. Pokud se nahromadi, miZe s médi nebo olovem reagovat
explozivné. Ac¢koliv je mnozstvi azidu sodného v reagenciich minimalni, pfi splachovani pouzitych
reagencii do umyvadla je tfeba pouzit velkého mnozstvi vody.

3. Extrakéni reagencie obsahuji ziraviny. V pfipadé potiisnéni pokozky ji ihned umyjte mydlem a
velkym mnoZstvim vody. V piipad¢ zasaZeni o¢i proplachujte hojné vodou, nejméné 15 minut.

4. Pfi manipulaci, zpracovavani a likvidaci vSech klinickych vzorkll je tfeba uzivat univerzalnich

bezpecnostnich opatfeni. VSechen testovany material musi byt béhem i1 po uzivani povaZovany za

potencialné infek¢ni a proto s nim musi byt adekvatné zachazeno pti manipulaci i likvidaci.

Souprava je ur¢ena pouze pro diagnostické pouziti in vitro.

Aby vysledky testu byly validni, je tieba dodrzovat postup, podminky skladovani, bezpecnostni

opatfeni a omezeni specifikovand v tomto navodu.

7. Tyto reagencie obsahuji material zvifeciho ptivodu a musi byt snimi manipulovdno jako
S potencionalnimi zdroji infekce.

oo
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ODBER VZORKU A PRIPRAVA KULTURY

Specifické postupy tykajici se odbéru vzorkli a ptipravé primarnich kultivaci naleznete ve standardni
mikrobiologické ptirucce. Pouziva se Cerstva (18-24 hod.) kultura na krevnim agaru. Pro zatfazeni do
skupiny je dostacujici jedna az Ctyii velké kolonie; nicméné pokud jsou kolonie malické, je tfeba pouzit
vétsi pocet kolonii (plna klicka).

PROTOKOL TESTU
Vsechny soucésti soupravy musi byt pted pouzitim vytemperovany na pokojovou teplotu.

1.

Hown

SRl

9.

10.

11.
12.

Latexové reagencie testu resuspendujte nékolikerym jemnym pfevracenim kapaci lahvicky. Lahvi¢ku
s kapatkem prohlédnéte, abyste se wujistili, ze jsou latexové Castice spravné suspendovany.
Nepouzivejte, pokud latex nejde resuspendovat.

Pro kazdy vzorek oznacte jednu testovaci zkumavku.

Ptidejte 1 kapku Extrakéni reagencie 1 do kazdé zkumavky.

Vyberte 1-4 beta-hemolytické kolonie s pouzitim jednorazové klicky a suspendujte je v Extrakéni
reagencii 1. Pokud jsou kolonie droboucké, seberte na testovani n€kolik dobte izolovanych kolonii,
az se roztok Extrakeni reagencie 1 zakali. Ve vSech piipadech by se streptokokové kolonie mély
sebrat z oblasti s co nejmensi pravdépodobnosti kontaminace.

Ptidejte 1 kapku Extrakéni reagencie 2 do kazdé zkumavky.

Zamichejte reakci poklepavanim na zkumavku prstem po dobu 5-10 sekund.

Pridejte 5 kapek Extrakcéni reagencie 3 do kazdé zkumavky. Zamichejte reakci poklepavanim na
zkumavku prstem po dobu 5-10 sekund.

U kazdého testovaného izolatu naneste jednu kapku z kazdé modré latexové suspenze na oddélené
kruhy na testovaci karticce.

S pouzitim Pasteurovy pipety naneste jednu kapku extraktu vedle kazdé kapky latexové suspenze.
Promichejte latex a extrakt dodanou ty¢inkou po celé oblasti testovaciho kruhu. Pro kaZzdou reagencii
pouzijte novou tyCinku.

Jemné naklanéjte karticku tak, aby se smés pomalu pielévala pies celou testovaci oblast.

Za jednu minutu pod normalnim osvétlenim muzete sledovat aglutinaci.

POSTUP KONTROLY KVALITY

Rutinni testovani kontroly kvality pro kazdou $arzi Prolex™ zahrnuje testovani latexovych a extrakénich
reagencii s kazdou skupinou streptokoki — A, B, C, D, F a G s pouzitim ATCC nebo ekvivalentnich
kmeni uvedenych v této kapitole. Extrakt z téchto kment aglutinuje s homologni latexovou reagencii.
Polyvalentni pozitivni kontrola se pouziva k testovani individualnich latexovych Cinidel.

Mikroorganismus Lancefieldova Cislo
skupina

Streptococcus pyogenes | skupina A (ATCC 19615)
Streptococcus sp. skupina B (ATCC 12386)
Streptococcus sp. skupina C (ATCC 12388)
Enterococcus faecalis skupina D (ATCC 19433)
Streptococcus sp. typ 2, | skupina F (ATCC 12392)
Streptococcus sp. skupina G (ATCC 12394)

Autorizovany zastupce vyrobce v Ceské republice:
BioVendor — Laboratorni medicina a.s.
Sidlo: Tamova 2265/60, 616 00 Brno, Provozovna: Karasek 1767/1, 621 00 Brno-Retkovice
Tel.: 549 124 111, fax: 549 211 465, e-mail: info@biovendor.cz, www.biovendor.cz




OOPM)PEaLAs Biovendor
DIAGNOSTICS Laboratorni medicina

INTERPRETACE VYSLEDKU

Pozitivni vysledky: Vyznamné rychla silnd aglutinace modrych latexovych ¢astic do jedné minuty
s jednim z latexovych ¢inidel signalizuje specifickou identifikaci izolovaného streptokoka. Slaba reakce
s jednou latexovou reagencii by se meéla opakovat s hustSim inokulem. Opakovany test je shledan
pozitivni, pokud se objevi viditelnd aglutinace pouze s jednou latexovou reagencii. Obrazek 1
dokumentuje navrhované schéma urceni skupiny streptokok.

Negativni vysledky: Zadna aglutinace latexovych &astic. Pokud jsou naznaky granulace viditelné
Vv testovacim kruhu, test by mél byt také povazovany za negativni.

Neprukazné vysledky: Pokud je v testovaném kruhu pfitomno slabé shlukovani nebo nespecificka reakce
(vlaknitost) po jedné minuté, musi byt test opakovan za pouziti Cerstvé subkultury. Pokud pti op€tovném
testovani bude pozorovan stejny vysledek, musi byt provedeno biochemické testovani pro identifikaci
izolatu.

Nespecifické vysledky: Ve vzacnych ptipadech mlzete pozorovat aglutinaci s vice nez jednou skupinou.
Pokud toto nastane, zkontrolujte prosim cistotu kultury, kterou jste pouzili k testovani. Pokud se zda byt
Cistd, znovu opakujte test a konfirmujte identifikaci izolatu pomoci biochemického testu,

LIMITACE PROCEDURY

1. V piipadé pouziti testu jinak nez je nafizeno, se mohou objevit faleSné negativni nebo faleSné
pozitivni vysledky.

2. Souprava je urCena pro pouziti pii identifikaci beta-hemolytickych streptokokt. Pokud jsou
identifikovany alfa nebo non-hemolytické streptokoky, identifikaci je tfeba potvrdit biochemickymi
testy (5,9). (Nahlédnéte do navrhovaného schématu uréeni skupiny streptokoki).

3. Jsou znamy fale$né pozitivni reakce u organismi z nepfibuznych rodd, napi. Escherichia coli,
Klebsiella nebo Pseudomonas (3,8). Ty mohou nespecificky aglutinovat v§echny latexové reagencie.

4. Nekteré kmeny streptokokd skupiny D mohou zkiizené reagovat s antisérem skupiny G; tyto kmeny
mohou byt potvrzeny jako skupina D pomoci zlu¢-eskulinového testu.

6. Listeria monocytogenes mize zkiizené reagovat s latexovou reagencii pro streptokoky skupiny B
a/nebo skupiny G, jelikoz L. monocytogenes projevuje stejnou antigenicitu jako streptokoky skupiny
B a G. Pro rozliSeni mezi Listeria, které jsou katalaza pozitivni a streptokoky, které jsou katalaza
negativni, 1ze pouzit katalazovy test. Gramovo barveni a test motility se provadi jako dalsi pomtcka
pfi diferenciaci.

CHARAKTERISTIKY UCINNOSTI
A. Studie zkFiZené reaktivity:
Prolex™ Streptococcal Grouping Latex Kit byl testovan na zkfiZenou reaktivitu s pouzitim 33 ATCC
kontrolnich kmenii. Souprava uspé$né zaradila do skupin vSechny streptokoky skupin A, B, C, D, Fa G
dle Lancefielda (N=16). B¢hem testovani se neobjevila zadna zkiizena reakce s dalSimi
streptokokovymi kmeny (n=7) ani s dalSimi non-streptokokovymi organismy (n=10).
B. Studie klinické funk¢nosti:
1. Souprava Prolex™ Streptococcal Grouping Latex Kit byla hodnocena ve srovnani péti komeréné
dostupnych souprav. Studii provedl S. Davies a dalsi v Severni V§eobecné nemocnici v Sheffieldu
Vv Anglii. Pomoci vSech souprav byl testovan panel 302 beta-hemolytickych streptokokti slozenych
Z 64 kmeni streptokokt skupiny A, 67 kmeni streptokokt skupiny B, 44 kmenti streptokokti skupiny
C, 55 kmenu streptokokti skupiny D, 56 kment streptokokli skupiny G a 4 kment streptokoku
skupiny F dle Lancefielda. Vysledky ukazaly, ze 12 kmeni bylo $patné zatazenych do skupin pomoci
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viech souprav. Ze zbyvajicich 290 kment bylo soupravou Prolex ™ Streptococcal Grouping Latex
Kit spravné identifikovano 286 kmenti (98,6%). Autofi uzavieli studii s tim, Ze se souprava Prolex™
Streptococcal Grouping Latex Kit osvédcCila jako pfesna a rychld, s citlivosti 99% a specificnosti
100%. Navic primérny ¢as aglutinace byl podstatné kratsi, nez kterého bylo dosazeno pomoci tiech
ze Ctyt dalSich hodnocenych souprav. Data jsou dostupna na vyzadani.

Druha studie funkénosti byla provedena v Health Centre, Ontario, Canada. V této studii bylo
zahrnuto 111 primarnich kultur (110 testovanych, 1 nevhodny). VSechny kmeny byly plivodné
zafazeny do skupiny pomoci Lancefieldovy precipitatni reakce. VSechny skupiny D byly dale
biochemicky potvrzeny pomoci BE (Zlu¢-eskulin) a PYR (pyrrolidonylaminopeptidaza) analyza¢niho
protokolu. Primarni kultivace byly testovany paralelné s pouzitim Prolex ™ Streptococcal Grouping
Kit a alternativni soupravou na ur&eni skupin. V této studii byla celkova shoda mezi Prolex ™ a
Lancefieldovymi vysledky ukézéna u 109 ze 110 testovanych izolath (99%), zatimco celkovéa shoda
mezi alternativni soupravou a Lancefieldovymi vysledky byla u 106 ze 110 testovanych izolatt
(96.3%). 110 primarnich izolatd pouzitych v této studii zahrnovalo 15 kment skupiny A, 40 kmenl
skupiny B, 13 skupiny C, 4 skupiny D, 11 skupiny F, 12 skupiny G a 15 nezataditelnych kment.
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Obrizek 1 NAVRZENE SCHEMA PRO URCENI SKUPINY STREPTOKOKU

Fresh (18-24 hr.) Gram positive colonies, isolated on blood agar

Beta-haemolytic Alpha or non-haemolytic
Prolex Prolex
1 i i
Positive for Positive for more Negative
one Group than one Group
Retest using
heavier suspension

Isolate colony If still negative

and retest
Group Group Report“Not Group
ABCorF GorD* ABCDForG"
Report Group Biochemical confirmation
and differentiation for N )
Enterococcus If positive If negative

Biochemical Report“Not Group
identification ABCDForG
Report Group

* Nékteré kmeny skupiny D zktizené reaguji s antisérem pro skupinu G.
[Harvey, C. L. and Mclimurray, M.B (1984) Eur. J. Clinical Microbiol,10,641].
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