INSTRUKCJA WYKONANIA TESTU
LSHS5

ZESTAW DIAGNOSTYCZNY LATEKS SHIGELLA SONNEI przeznaczony jest do wykrywania
i identyfikacji somatycznego antygenu pateczek Shigella sonnei w pierwotnych hodowlach
bakteryjnych w podlozu seleninowo-fosforanowym (SF), we wstgpnym etapie badania
bakteriologicznego ukierunkowanego na wykrywanie tych drobnoustrojow.

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

SKEAD ZESTAWU LATEKS SHIGELLA SONNEI LSH5

Zestaw LSH5

Odczynnik diagnostyczny 5x8ml
Lateks kontrolny 5x8ml
Antygen kontrolny 1x4ml
Ptytki szklane do badan 4 szt.

Pateczki-mieszadetka 10 opakowan

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

WYKONANIE ODCZYNU LATEKSOWEGO

1. Przygotowanie prébki do badania

Badanie nalezy wykonywa¢ z 18-20 godzinna hodowla w pozywce SF posiang probka
badanego materiatu (kat, wymaz z odbytu). Hodowle ogrzewa si¢ we wrzacej tazni wodnej przez 15
minut. W przypadku przeznaczenia do wykonania testu lateksowego tylko czesci hodowli
bakteryjnej w pozywce SF, nalezy przed pobraniem probki przeznaczonej do ogrzewania, doktadnie
wymiesza¢ zawarto$¢ probowki z hodowla.

Po ogrzaniu probka hodowli powinna by¢ ponownie wymieszana i ostudzona do temperatury
pokojowej.

Do odczynu lateksowego nalezy przeznaczy¢ ptyn z nad sedymentujacego osadu.

Odczyn lateksowy mozna takze wykona¢ z zawiesing masy bakteryjnej zebranej z pierwotnych
hodowli na statych podtozach wybidrczo-réznicujacych: Mac Conkey’a, Levine’a, SS, XLD lub
Hektoen-Agar oraz z agaru odzywczego. W tym celu nalezy zebra¢ eza mase bakteryjna z
powierzchni plytki porosnigtej koloniami charakterystycznymi dla pateczek czerwonki, unikajac
zbierania masy z miejsc zlewnego wzrostu i zawiesi¢ ja w 0,5 — 1,0 ml PBS lub soli fizjologicznej.
Zawiesina powinna by¢ silnie opalizujaca o gestosci nie mniejszej niz 18- 20 godzinna bulionowa
hodowla pateczek E. coli. Nastepnie zawiesing nalezy ogrza¢ we wrzacej tazni wodnej przez 15
min., ostudzi¢ do temperatury pokojowej i wykonac¢ test lateksowy w sposdb opisany ponize;.

2. Przebieg badania

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

Na dwa wydzielone pola szklanej ptytki nalezy nanie$¢ po ok. 25 pl probki badanej hodowli, a
nastepnie na jedno pole krople diagnostycznego odczynnika lateksowego na drugie pole krople
lateksu kontrolnego. Po doktadnym wymieszaniu reagentow pateczkami z tworzywa sztucznego,
nalezy umiesci¢ ptytke w wilgotnej komorze na wytrzasarce i kotysa¢ przez 10 minut przy 120
cyklach/minutg. Odczyta¢ wynik testu. Dopuszczalne jest kotysanie plytki w reku.

Uwagi:

- przy dozowaniu odczynnikow diagnostycznych i lateksu kontrolnego nie dotykaé koncowkg
zakraplacza badanych hodowli naniesionych na ptytke

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

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

WYNIKI I ICH INTERPRETACJA

Wiyniki testu nalezy odczytywaé przy uzyciu lupy (5x) wedtug 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 dodatnig przyjmuje si¢ reakcje oceniang co najmniej na 3 punkty, ktora wystgpuje w czasie
do 10 minut kotysania probki z odczynnikiem diagnostycznym.

Za diagnostycznie znamienna, $wiadczaca o obecnosci w badanej probce somatycznego
antygenu pateczek S. sonnei przyjmuje si¢ wystapienie dodatniej reakcji zlepnej z diagnostycznym
odczynnikiem lateksowym przy braku reakcji z lateksem kontrolnym.

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

Stwierdzenie obecno$ci somatycznego antygenu pateczek S. sonnei w badanej probce hodowli
nie upowaznia do wydania wyniku o wyhodowaniu pateczek S. sonnei i wymaga prowadzenia
dalszego badania diagnostycznego w tym kierunku.

CZULOSC I SWOISTOSC TESTU

1. Czulo$¢ testu
- Diagnostyczny odczynnik lateksowy wykrywa somatyczny antygen pateczek S. sonnei w
zawiesinach szczepow fazy I o zawartosci 4 x 107 komoérek/ml i wigkszej.

2. Swoistos¢ testu

- Diagnostyczny odczynnik lateksowy nie reaguje krzyzowo z heterologicznymi antygenami
somatycznymi paleczek Salmonella z grupy B, C,, C,, D, E, G, enteropatogennych pateczek E.
coli (EPEC) i pateczek E. coli 0157 w zawiesinach odpowiednich gtadkich szczepow o
zawartosci 6 x 108 komorek/ml i mniejszej.



- Lateks kontrolny nie aglutynuje z zawiesinami szczepéw S. sonnei fazy I 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 posiadajacymi niektore epitopy antygenowe
identyczne jak pateczki S.sonnei.

grwpE

SRODKI OSTROZNOSCI

Odczynniki wchodzace w sktad zestawu stuzg jedynie do diagnostyki in vitro.
Zachowac¢ $rodki ostrozno$ci przewidziane przy pracy z materialem zakaznym.

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

W przypadku kontaktu ze skora lub btong sluzowa miejsce przemy¢ duzg iloscig wody.
Pozostatosci odezynnikow traktowaé jako odpady medyczne o kodzie 18 01 07.

UWAGI

Przedluzenie czasu kotysania probki z odczynnikami lateksowymi ponad zalecane 10 minut,
moze prowadzi¢ do uzyskania nieswoistych reakcji.

Aktywno$¢ odczynnikow lateksowych nalezy raz w miesiacu sprawdzaé przy uzyciu antygenu
kontrolnego.

Poniewaz niektére serie migsnych peptonéw uzywanych do przygotowywania podloza SF
moga nieswoiscie reagowaé z odczynnikami lateksowymi, podloze to musi by¢é
sporzadzone na bazie peptonu bezmigsnego - pepton kazeinowy (tryptone).

Odczynniki wchodzace w sktad zestawu nalezy przechowywac¢ 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 zawieraja 0,099 %
(w/w) azydku sodu jako $rodka konserwujacego.
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