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Enteroclon a testovaci sérum
Anti-Salmonella H CeE IVD

Pro sklickovou aglutinaci a fazovou reverzi (PR)

Informace pro kvalifikované pracovniky

Obvyklé pouziti

Enteroclony a testovaci séra Anti-Salmonella H jsou ur¢eny pro pouziti pii identifikaci nebo
ovéteni H-antigenti kmen Salmonella podle schématu Kaufmann-White-le-Minor pomoci
sklickové aglutinace. Umoznuji ur€eni sérovarti.

Enteroclony a testovaci séra uvedena v tabulce nize lze rovnéz pouzit v ptipad¢ dvoutazovych
kmenti pro indukci neidentifikované H-faze (fdzova inverze pomoci kultivace na swarm
agaru/Sven Gard metoda).

Princip testu

Pokud kmen Salmonella obsahuje H-antigen, ktery je zahrnut v Enteroclonu nebo testovacim
séru, je tento antigen navazan ptfi smichani se specifickou protilatkou. Vysledkem reakce
antigen-protilatka je jasné viditelna aglutinace tohoto kmene.

SloZeni

Enteroclony jsou vyrabény ze supernatantu bunécnych kultur hybridomnich buné¢nych linii,
které vylucuji protilatky proti pfisluSnému Salmonella H-antigenu. Termin Enteroclon je
uzivany spolecnosti pro produkty, které jsou pfipravovany vyhradné z monoklonélnich
protilatek.

Testovaci séra jsou imunizovana krali¢i séra, ze kterych byly absorbci odstranény
nespecifické aglutininy.

Konzervans: azid sodny (NaN3z) 0.9 mg/ml

Dostupné specifikace Anti-Salmonella

Specifikace Identifikované antigeny PR (fazova reverze)

Ha Ha X

Hb Hb X

Hc Hc X

Hd Hd X

HE H e,h; e,n.x; e.n,z;5; €,0,X,Z15 X

Hf Hf.g; f.g.s; f.a.t

Hg Vsechny kombinace antigent H G X
komplexu, kromé H m, t

Hgm Vsechny kombinace antigenit H G komplexu, véetné Hm, t

Hh He h

Hi Hi X

HkY H k (1) X

HL HI v lw;l,zi3; 1, 20g; 1, 233, 258 X

Hm H g,m; g,m,s; g,m,s,t; g.m,q; g.m,p,s; g,m,t; m,p,t,u; mt

Hn H e.,n.X; e,n.2;5; €,0,X,215 X

Hp H g.m,p,s; d.p; d.p.S; 9.p.U; M,p.t.u

Hq Hg.9;9.mq

Hr Hr X

Hs H f,g,s; g.m,s; g,.m,s,t; 9.p,s; 9.5.t

Ht H m.t; f.0.t; g,mt; g.m,s.t; g.t; g,S.t; m,p,t.u

Hu Hg.p,u; mp,tu
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Specifikace Identifikované antigeny PR (fazova reverze)
Hv Hlv

Hw Hlw

H X H e,n.X; e,n,X,Z;5

Hy Hy X
Hz? Hz (1,1, 111 X
Hz,25 H 24,255; 20,254; 20,239 20,253,239

Hzg Hzg

Hz, H 75 X
H2zs H e.,n,z;s; e,n,X,255

Hzy H z4, 293; 24, 253, 739

Hzy H 74,25

HZE H I,Z@; I,ZB, Zog

H Zyg H Z7g

Hzs H 24,23

HZ3s H z35 X
H 73 H 7 X
Hzy Hzy X
H1 H12;15;16;1,7;127;157 X
H2 H1.2

H5 H15

H6 H1.6

H7 H17

1) identifikace HKk v Subspecies I
2) identifikace Hz v Subspecies I, 1l a lll

Dodavana forma produktu, exspirace a podminky skladovani

Enteroclony, které se v mikrobiologické laboratofi pouzivaji ¢asto, jsou dostupné v tekuté
form¢. Enteroclony pro specifikace, které jsou potieba méné casto, a testovaci séra, jsou
lyofilizovany (vysuSeny mrazem).

Pokud skladujeme neoteviené i1 oteviené baleni pii teploté 2-8 °C, tekuté testovaci reagencie
mohou byt pouzivany az do data uvedeného na obalu. Reagencie jsou pifipraveny k pouziti. Po
otevfeni je tfeba lahvicky dobie uzavirat.

Lyofilizované Enteroclony/testovaci séra se musi pied pouzitim rozpustit v1 nebo 5 mi
destilované vody podle deklarace. Musi se spravné uzaviit pfilozenou pipetou. Pii skladovani
pti 2-8 °C zustavaji pouzitelné nejméné 18 mésict. Nicméné neni mozné je pouzivat po datu
uvedeném na obalu.

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

Upozornéni a varovani

Biotechnologicka vyroba Enteroclonti znamena, Ze riziko kontaminace infekénim agens Ize
virtualné vyloucit. ProtoZe obsahuji Zivoc¢isné materidly (fetalni teleci sérum, stabilizator), je
tieba je povazovat za potencialné infek¢ni a nalezité s nimi manipulovat.

Testovaci séra jsou biologicky materidl, ktery je tfeba povazovat za potencialné infek¢ni 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

Skli¢ka, michaci ty¢inky, fyziologicky roztok (NaCl 9 g/1), nadoba pro likvidaci infek¢niho
materialu, schéma Kaufmann-White, sterilni Petriho misky (6 cm v priméru), swarm agar,
mikrovinna trouba nebo vodni lazen, teplomér.

Testovany material a metodika

1) Urceni antigenu

1.1 Piemistéte mal¢ mnozstvi bakteridlni hmoty z 16-20 hodinové subkultury (napf. zivny
agar nebo Kligler kultivaéni médium) odebrané ze spodni vlhké vrstvy Sikmého agaru.
Premistéte ji na sklicko a dobie promichejte s kapkou Enteroclonu/testovaciho séra Anti-
Salmonella H (asi 25 pl), az do vytvotfeni homogenni, lehce mlééné suspenze. Sklicko je tfeba
umistit na tmavé pozadi.

Reakce se odecitd pouhym okem drZenim sklicka pied svételnym zdrojem proti cernému
pozadi a jeho nakldpénim tam a zpét. Je tfeba zaroven ud¢lat i kontrolu spontanni aglutinace,
negativni kontrolu, a to S pouzitim fyziologického roztoku misto Enteroclonu.

1.2 V ptipad¢, ze test na H-antigen provedeny podle metody uvedené vySe neni Uspésny,
kmen je tfeba inokulovat na swarm agar, kde se podpoii tvorba bicikovych antigeni.
Doporucujeme ready-to-use médium firmy SIFIN kat.¢. TN 1702.

Po zkapalnéni umistéte 10 ml tohoto swarm agaru do Petriho misky (6 cm pramér). Po
ztuhnuti postiikejte povrch agaru cca 100 pl sterilni destilované vody a naneste kmen ve
formé bodu ve stfedu misky. Inkubujte misku pfes noc vrstvou agaru smérem dolt pii 35-37
°C. Pro skli¢kovy aglutina¢ni test odeberte material z okraje misky.

2. Fazova reverze

Pokud je kmen dvoufazovy, ale l1ze identifikovat pouze jednu H-fazi, musi se provést postup
fazové inverze (Sven Gard metoda), aby doslo k indukci druhé faze.

2.1. Smichejte 0,1 ml Enteroclonu nebo 0,1-0,2 ml testaciho séra Anti-Salmonella H s 10 ml
zkapalnéného swarm agaru (ochlazeného na 40-45 °C) v petriho misce o priméru 6 cm. Po
ztuhnuti agaru postiikejte povrch misky destilovanou vodou (jak je popsano v bodé¢ 1.2),
inokulujte kmenem Salmonella, inkubujte a provedte sklickovy aglutinaéni test. Pokud
nebyla fazova inverze uspésna, je tieba postup opakovat.

2.2. Jako alternativu k tomuto klasickému postupu doporucujeme nasledujici zjednoduseny
postup. Pfidejte 0.1 ml Enteroclonu nebo 0,1-0,2 ml testovaciho séra Anti-Salmonella H po
kapkéch na misku (6 cm prumér) obsahujici 10 ml swarm agaru a rozetiete po celém povrchu
sterilni sklenénou Spachtli. Poté inokulujte stfed misky a inkubujte, jak je popséno vyse. Po
16-20 hodindch je mozné plazici se kmen pouzit pro identifikaci druhé H faze. Tato
zjednodusena procedura obvykle umoznuje identifikovat druhou fazi na prvni pokus.

Vyhodnoceni
Test je mozné hodnotit pouze, pokud negativni kontrola ziistane mlé¢n¢ zakalena.

Pozitivni: Viditelna aglutinace poté, co je vzorek naklopen méné nez 20x tam a zpét. U silné
pozitivni reakce (PR), aglutinace (hrubé nebo jemné vlockovitd) se objevi okamzit€ po
smichéni s bakteridlni masou. U slabé pozitivni reakce se aglutinace objevi pouze po
naklopeni 10-20x tam a zpét.
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Negativni: Vysledek je negativni, pokud suspenze zlstane mléné zakalena nebo je reakce
viditelnd az po vice nez 20 naklopeni tam a zp¢t.

Limitace metody

Testovaci reagencie reaguje vyhradné skmeny Salmonella, které obsahuji antigen
deklarované specifikace.

Zkiizené reakce se kmeny dalSich rodu ¢eledi Enterobacteriaceae nebyly zjistény.

Vysvétleni pouzitych symboli

[LOT |
[EoT] ¢islo Sarze (LOT)

4

in vitro diagnostikum

katalogové ¢islo

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

Datum revize: srpen 2009
Datum ptekladu: srpen 2013
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