INSTRUKCJA WYKONANIA TESTU

ZESTAW DIAGNOSTYCZNY LATEKS EPEC przeznaczony jest do wykrywania i identyfikacji
somatycznych antygenow enteropatogennych pateczek Escherichia coli w hodowlach tych
drobnoustrojow w podtozu ptynnym.

ZESTAW PRZEZNACZONY JEST DO BADAN Z UZYCIEM MATERIALU POCHODZENIA
LUDZKIEGO (KLINICZNEGO).
SKLAD ZESTAWOW LATEKS EPEC

Zestaw sktada si¢ z 4 opakowan o nastepujacej zawartosci:

Lateks EPEC - opakowanie nr 1

Odczynnik wielowazny A (dla 026, 055, 0111, 0127, 0142) 3x5ml
Odczynnik wielowazny B (dla 086, 0119, 0124, 0125, 0126, 0128) 3x5ml
Odczynnik wielowazny C (dla 025, 044, 0114) 3x5ml
Lateks kontrolny 3x5ml
Plytki szklane do badaf 4 szt.
Pateczki-mieszadetka 5 opakowan

Instrukcja wykonania testu

Lateks EPEC - opakowanie nr 2

Odczynnik E.c 026 1x2ml
Odczynnik E.c 055 Ix2ml
Odczynnik E.c 0111 Ix2ml
Odczynnik E.c 0127 1x2ml
Odczynnik E.c 0142 1x2ml
Wielowazny antygen kontrolny A (dla 026, 055, 0111,0127, 0142) Ix1iml
Paleczki-mieszadetka 3 opakowania

Instrukcja wykonania testu

Lateks EPEC - opakowanie nr 3

Odczynnik E.c 086 Ix2ml
Odczynnik E.c 0119 1x2ml
Odczynnik E.c 0124 1x2ml
Odczynnik E.c 0125 1x2ml
Odczynnik E.c 0126 1x2ml
Odczynnik E.c 0128 1x2ml
Wielowazny antygen kontrolny (dla 086, 0119, 0124, 0125, 0126, 0128) Ix1ml
Paleczki-mieszadetka 3 opakowania

Instrukcja wykonania testu

Lateks EPEC - opakowanie nr 4

Odczynnik E.c 025 1x2ml
Odczynnik E.c 044 1x2ml
Odczynnik E.c 0114 1x2ml
Wielowazny antygen kontrolny C (dla 025, 044, 0114) Ix1ml
Paleczki-mieszadetka 3 opakowania

Instrukcja wykonania testu

Butelki z odczynnikami wyposazone s3 w zakretki z pipetami (zakraplaczami) umozliwiajacymi dozowanie kropli
o objetosci 25-27 ul.

WYKONANIE ODCZYNU LATEKSOWEGO

Odczyn lateksowy wykonuje si¢ w dwoch etapach: w pierwszym etapie z odczynnikami
wielowaznymi A, B, C i lateksem kontrolnym, w drugim etapie z zestawem odczynnikdéw
jednowaznych odpowiednim do uzyskanego dodatniego wyniku pierwszego etapu badania.

1. Przygotowanie probki do badania

Do izolacji kolonii w toku poszukiwania enteropatogennych szczepéw E. coli wykorzystuje sie
rutynowo posiane pozywki Mac Conkey’a lub Levine’a. Nalezy izolowa¢ nie mniej niz 10 typowych,
laktozododatnich kolonii przypominajacych swoim wygladem kolonie pateczek E. coli.

Material pobrany z kazdej kolonii posiewa si¢ rownolegle na wode peptonowa z tryptofanem oraz
podtoze z malonianem sodu. Po 18 — 20 godzinach inkubacji nalezy odczyta¢ wyniki reakcji w
podtozu z malonianem sodu i do dalszego toku badania przeznaczy¢ tylko hodowle izolatow
malonianoujemnych. Hodowle bakteryjne w wodzie peptonowej (odpowiadajace hodowlom izolatow
malonianoujemnych), bez dodawania do nich odczynnika Ehrlicha, nalezy ogrzewa¢ przez 15 min. we
wrzacej tazni wodnej. Po ogrzaniu, probki hodowli nalezy wymieszaé¢, pozostawi¢ do ostudzenia w
temperaturze pokojowej a nastgpnie wykonac¢ z nimi odczyn lateksowy.

Uwagi:

- po wykonaniu odczynu lateksowego, do kazdej hodowli w wodzie peptonowej z tryptofanem nalezy dodac
odczynnik Ehrlicha dla stwierdzenia obecnosci indolu,

- hodowle izolatow w podiozu z malonianem sodu stuzg jako material do dalszej biochemicznej i serologicznej
identyfikacji bakterii oraz do oznaczenia ich lekowrazliwosci.

Odczyn lateksowy mozna takze wykona¢ z zawiesinami masy bakteryjnej zebranej z podloza
stalego z 10 typowych kolonii. W tym celu mas¢ bakteryjna pobrana z kazdej badanej kolonii nalezy
rozprowadzi¢ w 0,2 ml PBS lub soli fizjologicznej, ogrza¢ w ptomieniu palnika do wrzenia, odstawié
do ostudzenia, a nastgpnie wykonac¢ z tak przygotowanymi zawiesinami odczyn lateksowy.

2. Przebieg badania

Odczynniki lateksowe nalezy wyja¢ z chlodni, na okres wystarczajacy do osiagnigcia temperatury
pokojowej, a bezposrednio przed uzyciem dokladnie wymieszac przez wstrzasanie butelkami.

Na cztery wydzielone pola ptytki szklanej nalezy nanie$¢ po 25 pl probki badanej hodowli a
nastepnie kolejno po 1 kropli odczynnika wielowaznego A, odczynnika wielowaznego B, odczynnika
wielowaznego C 1 lateksu kontrolnego. Po dokladnym wymieszaniu reagentow pateczkami z
tworzywa sztucznego nalezy umiesci¢ plytke w wilgotnej komorze na wytrzasarce i kotysac przez 3
minuty przy 120 cyklach na minut¢. Dopuszczalne jest kotysanie ptytki w reku.

Do dalszego badania przy uzyciu odczynnikow jednowaznych przeznacza si¢ tylko te probki, z
ktérymi w pierwszym etapie uzyskano dodatnig reakcj¢ z odczynnikiem wielowaznym przy braku
reakcji z lateksem kontrolnym. Kazda taka probke nalezy nanie$¢ po ok. 25 pl na pola ptytki
szklanej, a nastgpnie doda¢ kolejno po kropli odpowiedniego odczynnika jednowaznego: 026, O55,
0111, 0127, 0142 — jezeli dodatnia reakcja wystapila z wielowaznym odczynnikiem A; 086, 0119,
0124, 0125, 0126, 0128 - jezeli dodatnia reakcja wystapita z wielowaznym odczynnikiem B oraz
025, 044, 0114 - jezeli dodatnia reakcja wystapita z wielowaznym odczynnikiem C. Po doktadnym
wymieszaniu reagentoOw pateczkami z tworzywa sztucznego nalezy umiesci¢ ptytke w wilgotnej
komorze na wytrzasarce i kotysa¢ przez 3 minuty przy 120 cyklach na minut¢. Dopuszczalne jest
kotysanie ptytki w rgku.

Uwagi:

- przy dozowaniu odczynnikéw diagnostycznych i lateksu kontrolnego nie dotykac¢ koricowkq zakraplacza badanych hodowli
naniesionych na plytke

- kazda paleczka-mieszadetko moze by¢ uzyta tylko jeden raz

- szklane plytki po badaniu nalezy dokladnie umyé w wodzie z detergentem, sptukac i wytrze¢ do sucha

WYNIKI I ICH INTERPRETACJA
Wiyniki testu nalezy odczytywaé przy uzyciu lupy (5 x) wedlug umownej 6- punktowej skali:

5 — gruboziarnista aglutynacja; aglutynaty rozmieszczone w calej kropli lub tylko na jej obwodzie,
4 — intensywna, drobnogrudkowa aglutynacja 100% czastek lateksu, tto przejrzyste,

3 — drobnogrudkowa aglutynacja 50% czastek lateksu, w kropli dostrzegalne lekkie zmgtnienie,

2 — aglutynacja mniej niz 50% czastek lateksu, wyrazne zmetnienie kropli,

1 — $lady reakcji zlepne;j,

0 — kropla jednolicie metna; reakcja ujemna.

Za dodatnig przyjmuje si¢ reakcj¢ oceniang co najmniej na 3 punkty, ktéra wystepuje w czasie do
3 minut kotysania probki z odczynnikiem diagnostycznym.

Za diagnostycznie znamienna, $wiadczaca o obecno$ci w badanej probce somatycznych
antygenow enteropatogennych pateczek E. coli (EPEC) nalezacych do danej grupy, przyjmuje si¢
wystapienie dodatniej reakcji zlepnej z odczynnikiem wielowaznym i jednym z odczynnikow
jednowaznych przy braku reakcji z lateksem kontrolnym.

Wystapienie reakcji z lateksem kontrolnym wyklucza mozliwos$¢ interpretacji wyniku badania
danej probki w odczynie lateksowym.

Diagnostycznie znamienne reakcje badanej probki z wigcej niz jednym odczynnikiem
jednowaznym moga wskazywac¢ na obecno$¢ w badanej probce enteropatogennych pateczek E. coli
(EPEC) nalezacych do réznych grup serologicznych. W takim przypadku w toku dalej prowadzonego
badania bakteriologicznego nalezy zwigkszy¢ liczbg kolonii izolowanych w kierunku pateczek EPEC.



Wystapienie dodatniej reakcji zlepnej tylko z odczynnikiem wielowaznym przy braku reakcji z
ktorymkolwiek z odczynnikow jednowaznych nalezy uznaé za wynik ujemny, w badaniu
ukierunkowanym na wykrycie somatycznych antygenow enteropatogennych pateczek E. coli (EPEC).

Stwierdzenie obecnosci jakiegokolwiek grupowego antygenu enteropatogennych pateczek E. coli
(EPEC) w danej probce nie upowaznia do wydania wyniku o wyhodowaniu pateczek EPEC i wymaga
prowadzenia dalszego badania diagnostycznego w tym kierunku.

CZULOSC I SWOISTOSC TESTU

1. Czulos¢ testu

- Odczynniki wielowazne A, B i C wykrywaja somatyczne antygeny enteropatogennych pateczek E.
coli (EPEC) w zawiesinach gtadkich szczepow o zawartosci 4 x 107 komérek/ml i wickszej.

- Odczynniki jednowazne dla grupy 025, 026, 044, 055, 086, 0111, 0114, 0119, 0124, 0125,
0126, 0127, 0128, 0142 wykrywaja homologiczne antygeny somatyczne pateczek E. coli (EPEC) w
zawiesinach odpowiednich gtadkich szczepow o zawartosci 4 x 107 komoérek/ml i wigkszej.

2. Swoistos¢ testu

- Odczynniki jednowazne dla grupy 025, 026, 044, 055, 086, 0111, 0114, 0119, 0124, 0125,
0126, 0127, 0128, O142 nie reaguja krzyzowo z heterologicznymi antygenami somatycznymi
pateczek E. coli (EPEC) w zawiesinach odpowiednich gladkich szczepéw o zawartosci 6 x 108
komorek/ml i mniejsze;.

- Lateks kontrolny nie aglutynuje z zawiesinami gtadkich szczepéw enteropatogennych pateczek E.
coli (EPEC) o zawartosci 6 x 108 komorek/ml i mniejszej. Nie aglutynuje z antygenami kontrolnymi.

- Wielowazny antygen kontrolny A aglutynuje z odczynnikiem wielowaznym A, odczynnikami
jednowaznymi dla grupy 026, 055, O111, 0127 i 0142, nie aglutynuje z lateksem kontrolnym.

- Wielowazny antygen kontrolny B aglutynuje z odczynnikiem wielowaznym B, odczynnikami
jednowaznymi dla grupy 086, O119, O124, 0125, 0126 i O128, nie aglutynuje z lateksem
kontrolnym.

- Wielowazny antygen kontrolny C aglutynuje z odczynnikiem wielowaznym C, odczynnikami
jednowaznymi dla grupy 025, 044 i O114, nie aglutynuje z lateksem kontrolnym.

- Odczynniki wielowazne A, B i C oraz odczynniki jednowazne dla grupy 025, 026, 044, 055,
086, O111, 0114, 0119, 0124, 0125, 0126, 0127, 0128, 0142 w rzadkich przypadkach moga
reagowac ze szczepami innych pateczek z rodziny Enterobacteriaceae posiadajacymi niektore epitopy
antygenowe identyczne jak pateczki EPEC.

SRODKI OSTROZNOSCI

Odczynniki wchodzace w sklad zestawu stuzg jedynie do diagnostyki in vitro.
Zachowac¢ $rodki ostroznosci przewidziane przy pracy z materiatem zakaznym.

Nalezy unikaé¢ kontaktu odczynnika ze skora lub z btonami §luzowymi.

W przypadku kontaktu ze skora lub btong §luzowa miejsce przemy¢ duza iloscig wody.
Pozostatosci odczynnikow traktowaé jako odpady medyczne o kodzie 18 01 07.

UWAGI

- Przedtuzanie czasu kotysania probki z odczynnikami lateksowymi ponad zalecane 3 minuty,
moze prowadzi¢ do uzyskania nieswoistych reakcji.

- Aktywno$¢ odczynnikow lateksowych nalezy raz w miesigcu sprawdzaé przy uzyciu
wielowaznych antygenoéw kontrolnych. Nie uzywa¢ odczynnikéw po uptywie terminu waznoSci.

- Poniewaz niektore serie miesnych peptonéw uzywanych do przygotowywania wody
peptonowej moga nieswoiScie reagowa¢ z odczynnikami lateksowymi, podloze to nalezy
sporzadza¢ na bazie peptonu bezmig¢snego.

- Odczynniki wchodzace w sktad zestawu nalezy przechowywaé¢ w temp. od +2°C do +8°C
i chroni¢ przed zamrozeniem.

- Odczynniki po zamrozeniu nie nadajg si¢ do uzycia.

- Odczynniki lateksowe i antygen kontrolny wchodzace w sktad zestawu zawieraja 0,099%
azydku sodu jako $rodek konserwujacy.
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