Testovaci séra Anti-Coli O 1 a Anti-Coli O 2

C€ IVD

Informace pro kvalifikované pracovniky

Obvyklé pouziti

Testovaci séra jsou urCena pro pouziti pii sérologické detekci antigenti O 1 a O 2 kment E.
coli izolovanych z testovaného materialu humanniho nebo jiného ptivodu, pomoci sklickové
aglutinace.

Princip testu

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

SloZeni

Testovaci séra jsou absorbovana séra z imunizovanych kraliku.

Konzervans: azid sodny (NaN3z) 0.9 mg/ml

Testovaci séra jsou lyofilizovana a musi se pfed pouzitim rozpustit v 1 ml destilované vody a
dobfe uzaviit pfilozenou pipetou. Po rehydrataci jsou ptipravena k pouziti.

Exspirace a podminky skladovani

Pokud skladujeme neoteviené baleni testovacich sér pii teploté 2-8 °C, mohou byt pouZivany
az do data uvedeného na obalu. Jednou oteviend a rozpusténa séra je tfeba fadné uzaviit
piiloZenou pipetou. Pokud je skladujeme pii 2-8 °C, zustavaji pouzitelné nejméné 18 mésicu,
ale neni mozné je pouzivat po datu uvedeném na obalu.

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

Upozornéni a varovani

Testovaci séra jsou biologicky material, 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 Kk tomu, Ze provedeni skli¢kové aglutinace vyzaduje praci s Zivym patogennim
materidlem, musi se dodrZovat vSechny nezbytné ochranné pracovni postupy (nebezpeci
infekce)!

Material a zarizeni, které neni soucasti tohoto baleni
Destilovana voda, fyziologicky roztok (NaCl), sklicka, michaci ty¢inky, nadoba pro likvidaci
infek¢niho materialu.

Testovany material a podminky kultivace

Testovany material je nanesen na kultivacni média rozdilné selektivity a inkubovan pfiblizné
16-20 hodin pfi teploté 35-37 °C. Bakterie, u kterych se ptfedpoklada, ze by diky své
morfologii mohly byt E. coli, se inokuluji na dalsi kultiva¢ni médium s nizkou selektivitou a



inkubuji se za teploty uvedené vyse. Zaroven se miska s inokulovanym kultivatnim médiem
inkubuje po dobu 16-20 hodin p¥i pokojové teploté (18-26 °C). Antigeny O1 a/nebo O 2
jsou optimalné detekovatelné pouze za téchto podminek a vytvaieji s homolognim
testovacim sérem jasn€ viditelnou aglutinaci.

Sklickova aglutinace (postup)

Piemistéte malé mnozstvi bakterialni hmoty z podezielych kolonii E. coli (narostlych p¥i
pokojové teploté) na sklicko a dobte promichejte s kapkou testovaciho séra (asi 25 ul), az do
vytvofeni homogenni, lehce mlé¢né suspenze. Polozte sklicko na tmavy povrch.

Reakce se odecitda pouhym okem drzenim sklicka pfed svételnym zdrojem proti cernému
pozadi a jeho naklapénim tam a zpét.

Je tfeba zdrovenl ud¢lat i kontrolu spontanni aglutinace, negativni kontrolu (NC), a to
s pouzitim fyziologického roztoku (0,9% NaCl) misto testovaciho séra.

Interpretace vysledki
Test je mozné hodnotit pouze, pokud negativni kontrola (NC) zlstane mlééné zakalena.

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

PR

Negativni: Vysledek je negativni (NR), pokud suspenze zlistane mlééné zakalena nebo je
reakce viditelna aZz po vice nez 20 naklopeni tam a zpét.
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V ojedinélych piipadech mohou selektivni kultivatni média ovlivnit schopnost bakterii
aglutinovat. Tento problém lze odstranit pfemisténim nutriniho nebo krevniho agaru a
Kliglerova kultivaéniho média inkubovanych pti pokojové teploté. Inkubace inokulovanych
misek pii 35-37 °C muze zpusobit falesné negativni vysledky.

Pozitivni vysledek je tieba ovéfit pouzitim Gruber-Widal testu pro vylouceni nespecifické
aglutinace. Tento konfirmacni test se provadi pomoci Gruber-Widal Anti-Coli O 1 a/nebo 0 2
séra.

(kat.¢. Anti-Coli O 1: TS 2501, Anti-Coli O 2: TS 2502).
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