INSTRUKCJA WYKONANIA TESTU

ZESTAW DIAGNOSTYCZNY LATEKS E. COLI 0157 przeznaczony jest do wykrywania i
identyfikacji somatycznego antygenu pateczek Escherichia coli 0157 w hodowli tych
drobnoustrojoéw w podtozu ptynnym.

ZESTAW PRZEZNACZONY JEST DO BADAN Z UZYCIEM MATERIALU
POCHODZENIA LUDZKIEGO (KLINICZNEGO).

WPROWADZENIE

Enterokrwotoczne pateczki E. coli (EHEC) stanowig bardzo istotng, z klinicznego punku
widzenia, grupe chorobotworczych pateczek jelitowych. Wspolna cecha tych drobnoustrojow jest
wytwarzanie werotoksyny odpowiedzialnej za cigzki przebieg zakazenia pateczkami EHEC.
Zakazenia te moga przebiega¢ pod postacia: krwotocznego zapalenia okr¢znicy (HC), zespotu
hemolityczno-mocznicowego (HUS) i zakrzepowej plamicy matoptytkowej (TTP). Najczesciej
wystepujacym serotypem wsrdd enterokrwotocznych pateczek E. coli jest 0157:H7.

Materiatem do badania w kierunku pateczek z grupy O157 E.coli powinny by¢ probki katu
pochodzace od dzieci 1 0s6b dorostych z objawami biegunki, szczegdlnie z obecnosciag krwi w
kale, zazwyczaj niegoraczkujacych.

SKEAD ZESTAWU LATEKS E.COLI 0157

Odczynnik lateksowy 1x5ml
Lateks kontrolny 1x5ml
Antygen kontrolny 1x1ml
Ptytka szklana do badan 1 szt.
Pateczki-mieszadetka 3 opakowania

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

WYKONANIE ODCZYNU LATEKSOWEGO

1. Przygotowanie probki do badania

Do izolacji kolonii w toku poszukiwania szczepow E. coli O157 wykorzystuje si¢ podtoza:
Mac Conkey’a z sorbitolem, Mac Conkey’a z sorbitolem i tellurynem potasu lub Mac Conkey’a z
sorbitolem, tellurynem potasu i cefiksimem. Mozliwe jest rOwniez wykorzystanie kazdego innego
komercyjnego podioza stuzacego do izolacji enterokrwotocznych pateczek E. coli. W
wyjatkowych przypadkach mozna izolowa¢ kolonie z podloza MacConkey’a jednak nalezy
pamigtaé o braku w nim czynnika rdznicujacego pozwalajacego na odrdznienie potencjalnie
chorobotwoérczych szczepow E. coli od szczepow nalezacych do fizjologiczne;j flory jelitowej. Z
podlozy zawierajacych sorbitol nalezy po 18-20 godzinach inkubacji izolowa¢ 10
sorbitoloujemnych kolonii.

Materiat pobrany z kazdej kolonii posiewa si¢ rownolegle na wod¢ peptonows z tryptofanem
oraz podloze z malonianem sodu. Po 18-20 godzinach inkubacji nalezy odczyta¢ wyniki reakcji w
podtozu z malonianem sodu i do dalszego badania przeznaczy¢ tylko hodowle izolatow
malonianoujemnych. Hodowle bakteryjne w wodzie peptonowej (odpowiadajace hodowlom
izolatéw malonianoujemnym) bez dodania do nich odczynnika Ehrlicha nalezy ogrzewaé w ciagu
15 minut we wrzacej tazni wodnej. Po ogrzaniu, probki hodowli nalezy wymiesza¢, pozostawic
do ostudzenia w temperaturze pokojowej, a nastgpnie wykona¢ z nimi odczyn lateksowy.

Uwagi:

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

- hodowle izolatow w podtozu z malonianem sodu stuzq jako materiat do dalszej biochemicznej i
serologicznej identyfikacji bakterii oraz do oznaczenia ich lekowrazliwosci

Odczyn lateksowy mozna takze wykona¢ z zawiesinami masy bakteryjnej zebranej z podtoza
statego 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 plomieniu palnika do
wrzenia, odstawi¢ do ostudzenia, a nastgpnie wykonaé¢ z tak przygotowanymi zawiesinami
odczyn lateksowy.

2. Przebieg badania

Odczynniki lateksowe nalezy wyja¢ z chiodni, na okres wystarczajacy do osiagnigcia
temperatury pokojowej, a bezposrednio przed uzyciem doktadnie wymieszaé przez wstrzasanie
butelkami. Na dwa wydzielone pola szklanej ptytki nalezy nanies¢ po 25 ul probki badanej
hodowli, a nastepnie na jedno pole krople diagnostycznego odczynnika lateksowego, a na drugie
pole kroplg lateksu kontrolnego. Po dokladnym wymieszaniu reagentéw pateczkami z tworzywa
sztucznego, nalezy umiesci¢ ptytke¢ w wilgotnej komorze na wytrzasarce i kotysa¢ przez 3 minuty
przy 120 cyklach/minute. Odczyta¢ wynik testu. Dopuszczalne jest kolysanie ptytki w reku.

Uwagi:

- przy dozowaniu odczynnikow diagnostycznych i lateksu kontrolnego nie dotykaé korcowkq
zakraplacza badanych hodowli naniesionych na plytke

- kazda pateczka-mieszadelko moze by¢ uzyta tylko jeden raz

- szklane plytki po badaniu nalezy doktadnie umy¢é w wodzie z detergentem, sptukac i wytrze¢ do
sucha.

WYNIKI I ICH INTERPRETACJA

Wyniki testu nalezy odczytywaé przy uzyciu lupy (5x) wedlug umownej 6 -punktowej skali:
5 - gruboziarnista aglutynacja; aglutynaty rozmieszczone w catej 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 zmetnienie,
2 - aglutynacja mniej niz 50% czastek lateksu, wyrazne zmetnienie kropli,
1 - slady reakcji zlepne;j,
0 - kropla jednolicie metna; reakcja ujemna.

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

Za diagnostycznie znamienna, $wiadczaca o obecnoéci w badanej probce somatycznego
antygenu pateczek E. coli O157 przyjmuje si¢ wystapienic dodatniej reakcji zlepnej z
diagnostycznym odczynnikiem lateksowym przy braku reakcji z lateksem kontrolnym.

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

Stwierdzenie obecno$ci somatycznego antygenu pateczek E. coli O157 w badanej probce
hodowli nie upowaznia do wydania wyniku o wyhodowaniu enterokrwotocznych pateczek
nalezacych do tej grupy antygenowej i wymaga dalszych badan w o$rodku referencyjnym dla
wykazania zdolnosci badanych izolatdéw do wytwarzania werotoksyny i intyminy.



CZULOSC 1 SWOISTOSC TESTU

1. Czulo$¢ testu
- Diagnostyczny odczynnik lateksowy wykrywa somatyczny antygen pateczek E. coli 0157 w
zawiesinach gladkich szczepow o zawartosci 4 x 107 komorek/ml i wickszej.

2. Swoistos¢ testu

- Diagnostyczny odczynnik lateksowy nie reaguje krzyzowo

z heterologicznymi antygenami somatycznymi pateczek S. sonnei i enteropatogennych pateczek
E. coli (EPEC) w zawiesinach odpowiednich gtadkich szczepow o zawartoéci 6 x 10° komorek/ml
i mniejszej.

- Lateks kontrolny nie aglutynuje z zawiesinami szczepow E. coli 0157 o zawartosci 6 x 108
komorek/ml i mniejszej. Nie aglutynuje z antygenem kontrolnym.

- Antygen kontrolny aglutynuje z diagnostycznym odczynnikiem lateksowym, nie aglutynuje z
lateksem kontrolnym.

- Diagnostyczny odczynnik lateksowy w rzadkich przypadkach moze reagowac ze szczepami
innych pateczek z rodziny Enterobacteriaceae posiadajgcymi niektore epitopy antygenowe
identyczne jak pateczki E. coli 0157.

SRODKI OSTROZNOSCI

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

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

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

- Przedluzenie czasu kotysania probki z odczynnikami lateksowymi ponad zalecane 3 minuty,
moze prowadzi¢ do uzyskania nieswoistych reakc;ji.

- Aktywno$¢ odczynnikéw lateksowych nalezy raz w miesigcu sprawdzaé przy uzyciu
antygenu kontrolnego. Nie uzywa¢ odczynnikow po uptywie terminu waznosci.

- Poniewaz niektore serie migsnych peptonéw uzywanych do przygotowywania wody
peptonowej moga nieswoiScie reagowa¢ z odczynnikami lateksowymi, podloze to
nalezy sporzadzaé na bazie peptonu bezmiesnego.

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

- Odczynniki po zamrozeniu nie nadaja si¢ do uzycia.

- Odczynniki lateksowe i antygen kontrolny wchodzace w sktad zestawu zawierajg 0,099 %
azydku sodu jako srodek konserwujacy.
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