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Testovaci séra, testovaci reagencie,
Enteroclony Anti-Coli CE IVD

Informace pro kvalifikované pracovniky

Obvyklé pouZziti

Testovaci séra/testovaci reagencie/Enteroclony jsou uréeny pro pouziti pii sérologické
identifikaci a urCeni sérovaru kmenti E. coli izolovanych z testovaného materialu humanniho
nebo jiného pivodu s pouzitim sklickové aglutinace a Widalovy reakce (konfirmacni test).

Princip testu

Pokud kmen E. coli obsahuje antigen, ktery je zahrnut v testovacim séru/testovaci
reagencii/Enteroclonu, je tento antigen navazan pii smichdni se specifickou protilatkou.
Vysledkem reakce antigen-protilatka je jasné viditelna aglutinace tohoto kmene.

SloZeni

Testovaci séra jsou absorbovand séra z imunizovanych kralikti. Testovaci reagencie jsou
sestaveny ze smési absorbovanych sér z imunizovanych kraliki a monoklonalnich protilatek.
Enteroclony obsahuji pouze monoklondlni protilatky. Termin Enteroclon je uzivany
spolecnosti pro produkty, které jsou ptipravovany vyhradné z monoklonalnich protilatek.
Konzervans: azid sodny (NaN3) 0.9 mg/ml

Dostupné poly-specifické produkty

Nazev obsahuje protilatky proti

Anti-Coli I 026:(K60);044:(K74); 0114:
(K 90); O 125: (K 70); O 142 : (K 86);
0158:(K-)

Anti-Coli II 055:(K59);086:(K61);091:(K-);

O111:(K58);0119: (K 69); 0126:
(K71); 0127 : (K 63); O 128 : (K 67)
Anti-Coli III 025:(K11); 078:(K80);0103: (K -);
O0118:(K-); 0124: (K 72); O 145:
(K-);0157:(K-); 0164 : (K-)

Dostupné monospecifické produkty

Nézev Nazev

Anti-Coli O 25 : (K 11) Anti-Coli O 119 : (K 69)
Anti-Coli O 26 : (K 60) Anti-Coli O 124 : (K 72)
Anti-Coli O 44 : (K 74) Anti-Coli O 125 : (K 70)
Anti-Coli O 55 : (K 59) Anti-Coli O 126 : (K 71)
Anti-Coli O 78 : (K 80) Anti-Coli O 127 : (K 63)
Anti-Coli O 86 : (K 61) Anti-Coli O 128 : (K 67)
Anti-ColiO 91 : (K -) Anti-Coli O 142 : (K 86)
Anti-Coli O 103 : (K -) Anti-Coli O 145 : (K -)
Anti-Coli O 111 : (K 58)  Anti-Coli O 157 : (K -)
Anti-Coli O 114 : (K 90)  Anti-Coli O 158 : (K -)
Anti-Coli O 118 : (K -) Anti-Coli O 164 : (K -)
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Polyspecificka testovaci séra/testovaci reagencie jsou lyofylizovany a musi se pted pouzitim
rozpustit v 1 nebo 5 ml destilované vody (mnozZstvi je napsano na Stitku) a dobie uzavfit
prilozenou pipetou. Po rehydrataci jsou ptipraveny k pouziti.

Monospecifické produkty jsou rovnéz lyofilizovany a musi se rehydratovat v 1 ml destilované
vody.

U sklickové aglutinace se rehydratovana monospecificka séra/reagencie/Enteroclony musi
fedit ve fyziologickém roztoku na stupenn fedéni dany PA. U aglutinace ve zkumavce nebo
mikrometodou se rehydrované produkty pouzivaji pro ptipravu sériovych fedéni.

Exspirace a podminky skladovani

Pokud skladujeme neoteviené baleni testovacich sér/testovacich reagencii/Enteroclond pfi
teploté 2-8 °C, mohou byt pouzivany az do data uvedeného na obalu. Jednou oteviené a
rehydratované baleni se musi dobfe uzavfit ptilozenou pipetou.

Pokud jsou polyspecifickd séra skladovana pii 2-8 °C, zlstavaji pouzitelné nejméné 18
mésict a monospecifické produkty nejméné 24 mésicti.

Nicméné neni mozné je pouzivat po datu uvedeném na obalu.

Testovaci séra nékdy mohou vykazovat zakal, ktery neni zpiisoben mikrobialni kontaminaci.
Tento zékal nezhorSuje G¢innost a séra lze vycistit centrifugaci nebo filtraci.

Upozornéni a varovani

Biotechnologickd vyroba Enteroclont znamend, Ze riziko kontaminace infekénim agens lze
virtualné vyloucit. Protoze obsahuji Zivo¢isné materidly (fetalni teleci sérum, stabilizator), je
tteba je povazovat za potencialné infek¢ni a néalezit€ s nimi manipulovat.

Testovaci séra jsou biologicky material, ktery je tfeba povazovat za potencialné infekéni a
musi se s nimi proto nalezit¢ manipulovat.

Protoze tento material obsahuje azid sodny, vyvarujte se styku s kiizi a sliznicemi. V ptipadé
zasazeni prosim oplachnéte misto velkym mnozstvim vody.

Vzhledem k tomu, ze provedeni sklickové aglutinace vyzaduje praci s zivym patogennim
materidlem, musi se dodrzovat vSechny nezbytné ochranné pracovni postupy (nebezpeci
infekce)!

Material a zaFizeni, které neni soucasti tohoto baleni

Destilovana voda, fyziologicky roztok (NaCl), skli¢ka, michaci ty¢inky, nddoba pro likvidaci
infekéniho materialu, zkumavky nebo mikrotitraéni desticky (U dno), pipety, pipetovaci
Spicky, vodni lazen a inkubétor.

Testovany material a metodika

1. Sklickova aglutinace

1.1. Piiprava polyspecifickych sér
Premistéte malé mnozstvi bakteridlni hmoty z 5-10 podezielych kolonii na sklicko a
dobfe promichejte s kapkou testovaciho séra/reagencie (asi 25 pl), az do vytvoreni
homogenni, lehce mlécné suspenze. Sklicko je tieba umistit na tmavé pozadi.
Reakce se odecita pouhym okem drzenim sklicka pfed svételnym zdrojem proti Cernému
pozadi a jeho naklapénim tam a zpét.
Ve vyjimecnych piipadech mohou selektivni média neptiznivé ovlivnit schopnost
aglutinace bakterii. Tento problém lze obejit tim, Ze vyjmeme bakterie z zivného nebo
krevniho agaru nebo z Kliglerova kultivacniho média. Je tieba zaroven udélat i kontrolu
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spontanni aglutinace, negativni kontrolu, a to s pouzitim fyziologického roztoku misto
testovaciho séra/reagencie.

Interpretace vysledkii analyzy
Test je mozné hodnotit pouze pokud negativni kontrola zlstane mléén¢ zakalena.

Pozitivni: Viditelna aglutinace poté, co je vzorek naklopen méné nez 20x tam a zpét. U silné
pozitivni reakce (PR), aglutinace (hrubé nebo jemné vlocCkovitd) se objevi okamzité po
smichdni s bakteridlni masou. U slabé pozitivni reakce se aglutinace objevi pouze po
naklopeni 10-20x tam a zp¢t.

1.2. Piiprava monospecifickych sér
Nejprve pfipravte subkulturu z kolonie, kterd ma pozitivni reakci v testu popsaném v bod¢
1.1. Potom vySetiete material z této kultury tak, jak je popsano v bod¢ 1.1. s pouzitim
monospecifickych protilatek obsazenych v pfisluSném polyspecifickém testovacim
séru/testovaci reagencii.
Pozitivni vysledek se musi ovéfit konfirmaénim testem popsanym nize, aby se vyloucily
vlivy jakékoliv soubézné nespecifické aglutinace.

2. Konfirmaéni test

Splachnéte bakterie ze subkultury fyziologickym roztokem a vaite je po dobu 1 hodiny, ¢imz
dojde k likvidaci termolabilnich K-antigenll. Poté adjustujte bakterialni suspenzi pomoci NaCl
a7 na hustotu 10° bakterii/ml (McFarlandiiv Standard ¢.3) a pouzijte ji jako antigenni
suspenzi.

2.1. Zkumavkovy test

Ptipravte si sérii fedéni homogenniho monospecifického produktu ve fyziologickém
roztoku v postupné geometrické fad¢ s faktorem fedéni 2 a zacnéte fedénim 1:25 (napf.
50 pl reagencie + 1,2 ml NaCl). Nejprve pridejte 0,5 ml NaCl do kazdé zkumavky. Potom
s pouzitim pipety pridejte 0,5 ml prediedéné (1:25) reagencie do prvni zkumavky
sériového fedeéni (1:50). Promichejte a s pouzitim pipety odpipetujte 0,5 ml z této
zkumavky do dalsi zkumavky v tadé. Analogicky postupujte az k posledni zkumavce
sériového fedeéni. Z posledni zkumavky odstrafite po promichani 0,5 ml roztoku a
zlikvidujte.

Do kazdé zkumavky ptidejte 0,5 ml adjustované antigenni suspenze, coz dava pocatecni
fedéni testovaciho séra/reagencie/Enteroclonu 1:100. Uzaviete zkumavky a inkubujte ve
vodni 14zni nebo inkubétoru po dobu 16-20 hodin pii 50 °C.

2.2. Mikrometoda
Pripravte  si  sérii  fedéni  homogenniho = monospecifického  testovaciho
séra/reagencie/Enteroclonu ve fyziologickém roztoku do vhodné oznafené mikrotitracni
desticky (U-dno). Sériové fedéni by mélo byt v postupné geometrické fad¢ s faktorem
fedéni 2, za¢néte fedénim 1:25 (napft. 50 pl reagencie + 1,2 ml NaCl). Nejprve pridejte 50
ul NaCl do kazdé do kazdé jamky jednoho fedéni (jamky A-H). Potom s pouzitim pipety
pridejte 50 pl ptredfedéné (1:25) protilatky do prvni jamky. Dobie promichejte a
ptepipetujte 50 pl z prvni jamky do druhé. Dobie promichejte a analogicky pokracujte az
k posledni jamce. Z posledni jamky po promichéani odpipetujte 50 pl a zlikvidujte. Potom
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pfidejte 50 pl antigenni suspenze ke kazdému protilatkovému fedéni, coz dava pocatecni
fedéni 1:100.

Protiepejte mikrotitracni destiCku, pfikryjte a umistéte do vlhké komurky, kde je tfeba ji
inkubovat po dobu 16-20 hodin pti 50 °C.

2.3. Kontrola kvality
Kwvli validité testi je tieba testovat pozitivni a negativni kontroly paraleln¢.

2.3.1. Pozitivni kontrola

Testovani piislusného sérotypu kontrolniho kmene musi byt analogické k izolovanému kmeni.
2.3.2. Negativni kontrola

Kontroly testovaci séra/reagencie/Enteroclonu

Misto testovaného antigenu pouzijte pro smichani s piredfedénou (1:25) monospecifickou
protilatkou jen NaCl.

Kontrola antigenu

Misto reagencie smichané s testovanou antigenni suspenzi pouZzijte pouze NaCl.

Kontrola fyziologického roztoku

Ptidejte s pouzitim pipety 1 ml (nebo 100 pl) NaCl roztoku do testovaci zkumavky (nebo
jamky).

Vyhodnoceni zkumavkového testu

Lehce protiepejte kazdou zkumavku a vyhodnot'te reakce nejlépe pomoci aglutinoskopu proti
tmavému pozadi.

Reakce je pozitivni pii formovani jasn€ viditelné aglutinace. Pfi negativni reakci zlstava
tekutina ve zkumavce mlécné zakalend.

Vyhodnoceni mikrotitraéni desticky

Drzte si desticku nad svétlenym zdrojem a pouhym okem vyhodnot'te reakci.

Reakce je pozitivni pfi precipitaci aglutinace ve form¢ blanek nebo tenké ktze. Pozitivni
vysledek je také v ptipad¢ vzniku knofliku pokud je signifikantné mensi nez kontrolni antigen
a netece nebo nepohybuje se ve chvili, kdy drzite desticku.

Pfi negativni reakci antigen precipituje na dné jamky ve formé knofliku, ktery tece nebo se
pohybuje do tvaru jazyka ve chvili, kdy drzite desticku.

Titr, ktery se pocita, je hladina rFedéni séra pri které byla jasné viditelna pozitivni
reakce.

Interpretace vysledkii analyzy

Hodnoceni izolovaného kmene vzhledem k ptislusnému sérotypu je platné pouze pokud
izolovany kmen a kontrolni kmen aglutinuji monospecifickou protilatku pouzitou v testu az
k O-titru deklarovanému na lahvicce (odchylky do jedné titracni jednotky jsou povoleny).
Zbyvajici kontroly museji byt zcela bez aglutinace.
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Vysvétleni pouZzitych symboli
in vitro diagnostikum
Cislo sarze (LOT)
katalogové Cislo

4

skladovaci podminky
E datum expirace RRRR-MM (MM = konec mésice)

Datum revize: kvéten 2005
Datum ptekladu: leden 2011

Vyrobce:

SIFIN Institut fiir Immunpréparate und Ndhrmedien GmbH Berlin
Berliner Allee 317/321

13088 Berlin

Germany

www.sifin.de

Zplnomocnény zastupce vyrobee v Ceské republice:
BioVendor — Laboratorni medicina a.s.

Tdmova 2265/60, 616 00 Brno

IC: 634 71 507, DIC: CZ63471507
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