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Rabbit Coagulase Plasma
KATALOGOVE CiSLO: PL.850-3, PL.850-5, PL.850-10, PL.850-20, PL.850-30

ZAMYSLENE POUZITI
Rabbit Coagulase Plasma je standardizovana a lyofilizovana krali¢i plazma, ktera se pouziva pro
kvalitativni detekci produkce enzymu plazmakoagulazy bakteriemi Staphylococcus aureus.

SHRNUTI A VYSVETLENI{

Diferenciace Staphylococcus aureus od koagulaza negativnich species, v¢etn¢ Staphylococus epidermidis
a Staphylococcus saprophyticus, je velmi dulezita nejen proto, ze Staphylococcus je zdravotnim rizikem
pfedni dulezitosti, ale také proto, Ze novéjsi species jsou stale vice spojené se septikémii, bakteridlni
endokarditidou, kolonizaci umélych kloubti a infekcemi mocového ustroji. Identifikace stafylokoki je
zaloZena na morfologii kolonii, kultivaénich a biochemickych charakteristikach a mikroskopii. Nicméné,
nejvice pouzivanym kritériem pro diferenciaci mezi species® je detekce koagulazy. Schopnost stafylokoka
produkovat koagulazu, enzym schopny koagulovat plazmu, byla prvné referovana Loblem v roce 19037,
Od té doby zkouselo mnoho vyzkumnych pracovniki korelovat produkci koagulazy s patogenitou
stafylokokt. Chapman, Berens, Nilson a Curcio ve své studii o produkci koaguldzy a hemolyzinu
stafylokoky ukazali, kmeny produkujici koagulézu byly obvykle patogennimi, bez ohledu na to jejich
hemolytické nebo chromogenni vlastnosti. Mnohem nové&jsi zkuSenosti ukazaly, ze schopnost
stafylokokil produkovat koaguldzu nemize byt vzdy spolehlivym ukazatelem indikace patogenicity”.

PRINCIP TESTU

Staphylococcus aureus produkuje 2 typy koagulazy, volnou a vazanou. Volna koagulaza je extracelularni
enzym produkovany ve chvili, kdy je organismus kultivovany v bujonu. Vazana koaguldza, také znama
jako aglutinac¢ni faktor, ziistava ptichycena k bunééné sténé organismu.

Zkumavkovy test se provadi pfidanim 2-4 kolonii izolatu do zkumavky, kterd obsahuje rehydratovanou
koagulazovou plazmu, a inkubuje se pii 37 °C po dobu az 4 hodin. Tvorba srazeniny indikuje produkci
koagulazy. Zkumavkovy test je nejéastéji pouzivanou metodou z divodu jeho vétsi presnosti diky jeho
schopnosti detekovat jak volnou, tak vazanou koagulazu.

Sklickovy test se provadi pomoci husté suspenze testovaného izolatu v kapce fyziologického roztoku na
¢istém sklicku s naslednym ptfidanim kapky plazmy. VSe se poté jemné smiché klickou a pozoruje se
shlukovani. Tento test je mén¢ presny nez test zkumavkovy a vyZzaduje, aby vSechny negativni testy byly
konfirmovany zkumavkovym testem. Tento test detekuje pouze vazanou koagulazu.

CINIDLA

Coagulase Plasma je lyofilizovana kralici plazma do které je jako anti-koagulans je ptidano EDTA.
EDTA neni bakteriemi utilizovéana, tedy nemiize dojit ke vzniku faleSn€ pozitivnich koaguldzovych reakci
bakteriemi, které utilizuji citrat.

Rabbit Coagulase Plasma je dodavéana v né€kolika velikostnich balenich:

Kat. ¢islo Velikost Objem pro rekonstituci  Pfiblizny pocet zkumavkovych test
PL.850-3 10 lahvicek/baleni 3 ml / lahvicka 6 x10

PL.850-5 10 lahvicek/baleni 5 ml / lahvicka 10 x 10

PL.850-10  Individualni lahvicka 10 ml/lahvic¢ka 20

PL.850-20  Individualni lahvicka 20 ml/ lahvicka 40

PL.850-30  Individualni lahvicka 30 ml/lahvicka 60
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REKONSTITUCE

Rabbit Coagulase Plasma rekonstituujte pfiddnim sterilni destilované nebo deionizované vody do
lahvicky v objemu, ktery je indikovan na etiketé vyrobku. Jemné kruzte lahvi¢kou, dokud se vyrobek
kompletné nerozpusti. Pokud neni vyrobek kompletné rozpustén, nebo obsahuje fibrinové shluky nebo
provazce, vyrobek nepouzivejte.

POZADOVANY MATERIAL, KTERY NENI SOUCASTI KITU

Sterilni destilovana nebo deionizovana voda

Inokulaéni klicky

Zkumavky 12 mm x 75 mm

Sterilni 1 ml pipety

Vodni lazen (37 °C)

Sklicka

Pozitivni & negativni kontrolni kmeny (viz Kontrola kvality)

BEZPECNOSTNI OPATRENI

1.
2.
3.
4.

5.

Rabbit Coagulase Plasma je uréena pouze pro in vitro diagnostiku.

Nepouzivejte ¢inidla pro jejich datu exspirace, které je uvedeno na etiketé vyrobku.

Mc¢la by byt brana na zfetel obecnd upozornéni tykajici se manipulaci, zpracovani a likvidace
vSech klinickych vzorkt a ¢inidel.

Cinidla obsahuji material zvifecitho piivodu a mélo by s nimi byt zachizeno jako s
potencionalnimi nosici a pfenaseci nemoci.

Aby bylo mozno ziskat validni vysledky testi, je tieba dodrzovat postupy, skladovaci podminky,
upozornéni a limitace specifikované v tomto navodu.

STABILITA A SKLADOVANI

Neoteviené, nerekonstituované lahvicky uchovavejte pii 2-8 °C.

Rekonstituované lahvicky plazmy uchovavejte pii 2-8 °C, nebo alikvoty o objemu 0,5 ml
okamzité zamrazte a uchovavejte pfti -20 °C. Opakované nerozmrazujte a nezmrazujte.
Neoteviené, nerekonstituované lahvicky, pokud jsou uchovavany dle instrukei, jsou stabilni az do
data exspirace uvedeném na etiketé vyrobku.

Rekonstituovana plazma, pokud je skladovana pfi teploté 2-8 °C, je stabilni po dobu 5 dnti, nebo
pod dobu 30 dnti, pokud jsou alikvoty skladovany pii -20 °C, s tim, Ze nesmi byt prekroceno
datum exspirace uvedené na etiketé vyrobku.

PRIPRAVA VZORKU

1.

2.

Ovéite, Ze testovany izolat je Cisty a ze vykazuje nasledujici charakteristiky Staphylococcus
aureus:

e Spravnou morfologii na izola¢ni pudé

o G+ koky

o Katalaza pozitivni
Pro testovani organismu pouZzijte 2-4 kolonie (1 plné klicka)

PROTOKOL TESTU
A. Zkumavkovy koagulazovy test
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7.
B.

Pomoci sterilni 1 ml pipety pfeneste 0,5 ml rekonstituované plazmy do testovaci zkumavky 12x75
mm.

Pomoci sterilni klicky emulgujte v plazmé 2-4 kolonie testovaného organismu.

Jemné promichejte.

Inkubujte ve vodni lazni pii 37 °C po dobu 4 hodin.

Po 1 hodiné zkontrolujte tvorbu srazeniny jemnym poklepadnim na stény zkumavky. Pokud neni
evidentni zadna tvorba srazeniny, kontrolujte dale v 4 hodinovém limitu kazdych 30 minut.

Pokud se po 4 hodinach inkubace nevytvortily zadné sraZeniny, reinkubujte pii pokojové teploté
po zbyvajici ¢as a tvorbu srazeniny zkontrolujte po 24 hodinach. Nereinkubujte testy, které
produkovaly srazeninu jiz po 4 hodinach, protoze nékteré kmeny S. aureus produkuji fibrinolyzin,
ktery muze pii dalsi inkubaci srazeninu lyzovat.

Vysledky zaznamenejte.

Sklickovy koagulazovy test

(detekuje pouze vazanou koaguldzu nebo aglutinaéni faktor)

1.

2.
3.
4.

na Cisté a suché sklicko nakapnéte kapku rekonstituované plazmy a stranou kapku fyziologického
roztoku.

Kli¢ku plnou testovanych kolonii emulgujte v kapce plazmy a v kapce fyziologického roztoku.

Po nasledujici 1 minutu kontrolujte vznik shluki.

Vysledky zaznamenejte.

KONTROLA KVALITY
Paralelné s testem, kviili zjiSténi validity testu, pouzijte pozitivni a negativni kontrolni kultury.

Organismus Ocekavany vysledek Ocekavany vysledek
Zkumavkovy test Skli¢kovy test

Staphylococcus aureus ATCC 25923 V/zniK srazeniny Vznik shlukt
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 Bez vzniku srazeniny Bez vzniku shlukd
INTERPRETACE VYSLEDKU

A. Zkumavkovy koagulazovy test

e Pozitivni vysledek: po 24 hodinach je viditelny jakykoli stupen srazeni koagulazové plazmy.

e Negativni vysledek: Zadné sraZeni koagulazové plazmy.

B. Skli¢kovy koagulazovy test

e Pozitivni vysledek: Makroskopické shlukovani v plazmé béhem 1 minuty nebo Zadné shlukovani

ve fyziologickém roztoku.

Negativni vysledek: Zadné shlukovani ani v plazmé, ani ve fyziologickém roztoku.
Neinterpretovatelny vysledek: Pokud je shlukovani viditelné u obou testi, indikuje to, Ze izolat
vykazuje autoaglutinaci a je nevhodny pro testovani pomoci skli¢kového koagulazového testu.
V takovém piipad€ by mél byt izolat testovan zkumavkovym koagulazovym testem.

LIMITACE PROCEDURY

1. Ackoli maji zkumavkové a sklickové koagulazové testy vynikajici shodu, u stafylokokovych species,
které produkuji aglutinacni faktor., se mize objevit falesna pozitivita u sklickového koagulazového
testu. Sem patii kmeny S. lugdenensis a S. schleiferi subsp. schleiferi.

2. Nekteré species nebo organismy utilizuji svym metabolismem citrat, coz mize zpisobit vznik falesné
pozitivnich reakci pti koaguldzové aktivité. Normalné by toto nemélo zptsobit problémy, protoze
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koagulazovy test se provadi témét exkluzivné u stafylokokt. Nicméné je mozné, ze organismy, které
utilizuji citrat, kontaminuji stafylokokové kultury, u kterych se provadi koagulazovy test a poté je
mozné diky prodlouzené inkubaci vznik fale$né pozitivnich vysledkd pravé z divodu utilizace
citratu. Pfitomnost EDTA v koagulazové plazmé by méla tento problém eliminovat.

3. Pti kontrole vysledkii koagulazového testu by mély byt zkumavky béhem prvnich 4 hodin inkubace
kontrolovany kazdych 30 minut. Nékteré kmeny Staphylococcus aureus produkuji fibrinolyzin, ktery
muze srazeniny lyzovat diive. Pokud jsou zkumavky odeéitany az po 24 hodinach, mize se objevit
reverze na faleSnou negativitu.

PROVADECI CHARAKTERISTIKY

Pro-Lab Rabbit Coagulase Plasma byla vyhodnocena pomoci 30 kmenti S. aureus a 30 kmeni koagulaza
negativnich stafylokokt (2 S. epidermidis, 4 S. warneri, 2 S. simulans, 2 S. hominus, 2 S. capitis, 2 S.
cohnii, 2 S. auricularis, 2 S. xylosus, 2 S. sciuri, 1 S. oxford, 3 S. saprophyticus, 1 S. avium a 5 S.
haemolyticus). Pro-Lab Rabbit Coagulase spravné identifikovala vS§echny kmeny, coz ve studii indikuje
100% senzitivitu a 100% specificitu vyrobku.
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