Z 5 SSI
v DIAGNOSTICA

Instrukcja uzycia

ANTYSUROWICEE. COLI

PL






ANTYSUROWICE E. COLI

Do uzytku w diagnostyce in vitro

Zamierzone uzycie

Antysurowice Escherichia coli (E. coli) s3 uzywane w pomocy diagnostycznej
in vitro do jakosciowego i recznego, petnego lub czesciowego, serotypowania
bakterii metoda aglutynacji szkietkowej, do aglutynacji przez noc w ptytkach do
mikromiareczkowania o okragtym dnie i/lub aglutynacji w probéwkach Widala.
Wazne jest, aby do oznaczania antygendéw bakteryjnych uzywac izolatéw
czystych hodowli.

Opis

Antysurowice E. coli O, H, K9 i F stuza do petnego serotypowania, natomiast
antysurowice OK O stuzg do badan przesiewowych.

Surowice O sg przeznaczone do okreslania serotypu przy uzyciu gotowanej hodowli.
Antysurowice H s3g przeznaczone do serotypowania z hodowli zabitych formaling,
a K9, Fi OK O do przesuwania zywych hodowli z nieselektywnej ptytki agarowe;.

Typy antysurowic Objetosc¢ fiolki  Liczba testéw
pula OK O i pojedyncze OKO 3Iml 150

pula Oipojedyncze O 3ml 35

pojedyncze O Tml 12

pojedyncze O, wysokie miano Tml 48

pulaH 3Iml 30

pojedyncze H 5ml 50

K9 1ml 50

Surowice wyrostkowe 5ml 250

Tabela 1. Produkty zatgczone w tej instrukcji uzycia.

Wszystkie antysurowice E. coli sg absorbowane bez reakcji krzyzowych.
Dla antysurowic z puli OK O, pule s absorbowane tylko dla serotypow
zawartych w innych pulach OK O.



Antysurowice sg poliklonalne, przygotowane w krélikach z uzyciem szczepow
referencyjnych zgodnie z metodami zalecanymi przez Swiatowag Organizacje
Zdrowiaiabsorbowanew celuwyeliminowania przeciwciatreagujacych krzyzowo.
Antysurowice E. coli sg przeznaczone wytacznie do uzytku przez pracownikow
laboratoriéw i/lub pracownika stuzby zdrowia.

Antysurowice E. coli OK O OK O s3 przeznaczone do badan przesiewowych
zywych hodowli z nieselektywnej ptytkiagarowej. Pule zostaty zaabsorbowane
bez reakcji krzyzowych wzgledem siebie (pula 1 nie bedzie reagowac krzyzowo
z serotypami z puli 2 i 3 itd.), natomiast pojedyncze antysurowice zostaty
zaabsorbowane bez reakcji krzyzowych wzgledem serotypdw zawartych
w odpowiadajacej im puli. Wynik OK O jest wynikiem badania przesiewowego.
Wazne jest, aby grupa O zostata potwierdzona przez aglutynacje antysurowica
O przy uzyciu gotowanej kultury. Dostepne antysurowice OK O stuza
do wykrywania najczesciej wystepujacych i patogennych dla cztowieka E. coli'.

Surowice E. coli O O sg przeznaczone do okreslania serotypu gotowanych
hodowli. Gotowanie hodowli E. coli usuwa stabilne termiczne antygeny na
powierzchni komorki. Antygeny te moga pokrywac antygeny O i mozliwe s3
reakcje krzyzowe przeciwko innym antygenom niz antygeny O. Wszystkie
antysurowice pojedyncze i zbiorcze O sg absorbowane bez reakgji krzyzowych
przeciwko innym antygenom O. Niektére szczepy (np. 08, ©9, 020 i O101)
maja termostabilne kwasne kapsutki (antygeny K) przypominajace antygeny
O lipopolisacharydu i moga one czasami pokrywac antygen O. Takie szczepy
mozna okresli¢ serotyp tylko po autoklawowaniu hodowli bulionowej
w temperaturze 121°C przez 2 godziny. Gotowej do uzycia antysurowicy
O nie nalezy rozcienczac, natomiast antysurowice O o wysokim mianie nalezy
rozcienczy¢ w soli fizjologicznej, pH 7,4, zgodnie z opisem na etykiecie'

Surowice E. coli H H sa przeznaczone do okreslania serotypu H w hodowli
zabitej formaling. Formalina utrwala antygen H, dzieki czemu aglutynacja
jest fatwiejsza do zauwazenia. Podczas pracy z formaling nalezy uzywac
dygestorium'.

Surowica E. coli K9 K9 jest przeznaczona do badania przesiewowego z
ywej hodowli.

Antysurowice E. coli fimbrial F sg przeznaczone do badan przesiewowych
zywych hodowli z nieselektywnej ptytki agarowej (do wykrywania antygenu
F4) lub z ptytki agarowej Minca IS (do wykrywania antygenu F5). Wyniki
fatszywie dodatnie i fatszywie ujemne moga wystapi¢ w przypadku uzycia
bakterii z innego podtoza selektywnego. Antysurowice F4 i F5 to najczesciej
wystepujace adhezyny wyrostkowe, ktére pomagaja ETEC w wigzaniu sie
z btona sluzowa jelita.
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Zasada

Kompleksy antygen-przeciwciato powstaja (aglutynacja) po zmieszaniu
hodowlibakteryjnejzespecyficznag surowica skierowana przeciwko sktadnikom
powierzchniowym bakterii. Kompleksy sa zwykle widoczne gotym okiem,
co pozwala na tatwe oznaczenie antygendw O, H i F metoda aglutynacji'.

Srodki ostroznosci
+ Przed uzyciem antysurowicy E. coli firmy SSI Diagnostica, nalezy potwierd-
zi¢, Ze szczep jest E. coli, np. poprzez uzycie metody biochemicznej.

- Szorstkie hodowle/szczepy beda sie samoaglutynowaé i powodowaé
fatszywie pozytywne reakcje.

- Nadmierna ilo$¢ hodowli w stosunku do antysurowicy moze powodowaé
reakcje fatszywie pozytywne.

« W przypadku antysurowicy do aglutynacji szkietkowej nalezy upewnié
sie, Zze wynik zostanie odczytany w ciggu 10 sekund.

« Zmetnienie spowodowane wytrgcaniem sie lipoprotein moze wystapié
po dtuzszym przechowywaniu. W przypadku wystapienia wytracenia
i/lub zanieczyszczenia mozna je usunaé przez wirowanie (10 000 g),

a nastepnie sterylng filtracje (0,22 uM).

« Antysurowice zostaty zatwierdzone do serotypowania wytacznie za
pomoca opisanych ponizej metod.

- Nie nalezy stosowac antysurowic, ktére przypadkowo zostaty zamrozone.

« Badany szczep musi by¢ hodowany na nieselektywnej ptytce agarowej.
Nalezy upewnic sie, ze szczep jest czystg hodowla.

- Nie nalezy stosowac¢ antysurowic po uptywie ich terminu waznosci.

- Sprawdzi¢ fiolke przed uzyciem, aby upewnic¢ sie, Zze jest nienaruszona.
Wszelkie uszkodzone fiolki nalezy wyrzucié.

Materiaty dostarczone

Antysurowice E. coli firmy SSI Diagnostica sg dostarczane w butelkach
z kroplomierzem zawierajacych 1, 3 lub 5 ml gotowych do uzycia antysurowic.
Antysurowice E. coliowysokim mianie sg dostarczane w butelkach zkroplomierzem
zawierajgcych 1 ml, ktéry nalezy rozcienczyé w stosunku T:4. (patrz tabela ).



Materiaty wymagane, ale niedostarczone

« Nieselektywne podtoze agarowe (np. agar z ekstraktem wotowym)
+ Sél fizjologiczna pH 7,4

« Eza do zaszczepiana lub wykataczka

« Pipety

« Inkubator (35-37°C)

Dodatkowe antysurowice OKO O i K9
+ Szkietko szklane

Dodatkowa antysurowica O

« Bulion infuzyjny

. Plytka do mikromiareczkowania o okragtym dnie
- Torebka foliowa

+ Inkubator (50-52°C)

+ taznia wodna (100°C)

Dodatkowa antysurowica H

« Bulion infuzyjny (np. bulion E. coli)

- Poistaty agar

- Pipety do przenoszenia

+ Szklane probéwki (probéwki Widal)

« taznia wodna lub inkubator (50-52°C)

Dodatkowa antysurowica F
- Plytki agarowe Minca IS (IS = Iso Vitalex)
. Szkietka szklane

Przechowywanie i stabilnosé

Data waznosci jest wydrukowana na etykiecie.

Antysurowice E. coli powinny by¢ przechowywane w temperaturze 2-8°C
i w ciemnym miejscu. Nie zamraza¢. Przechowywane w tych warunkach
antysurowice moga by¢ uzywane do daty waznosci podanej na etykiecie produktu.

Na stabilnos¢ podczas stosowania nie ma wptywu praca z surowica na stole
przez caty dzien, jezeli jest ona przechowywana w temperaturze 2-8°C, gdy nie
jeststosowana, przez okres nie dtuzszy niz 4 lata od daty produkcji, z wyjatkiem
antysurowic puli H, ktére maja 3-letni okres przechowywania.

Surowice E. coli zostaty zbadane po przechowywaniu w temperaturze 37°C
przez okres do czterech tygodni. Antysurowice byty nadal w petni sprawne.
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Srodek konserwujacy
Surowice E. coli zawierajg mniej niz 0,1% azydek sodu (NaN3) jako srodek
konserwujacy.

Zbieranie prébki i przechowywanie
W przypadku przechowywania prébek nalezy postepowac zgodnie z lokalna
standardowa procedura.

Kontrola jakosci

Przed uzyciem nalezy sprawdzi¢ fiolke, aby upewnic sig, ze nie ma uszkodzen i/
lub wyciekoéw. W przypadku uszkodzenia lub wycieku wyrzuci¢ fiolke.

Jako kontrole negatywna stosuje sie sdl fizjologiczng w celu potwierdzenia,
ze szczep nie ulega samoaglutynacji.

Procedura

Aglutynacja szkietkowa z antysurowicami OK O, K9 i F

Przygotowywanie materiatu testowego

1. Dla antysurowic OK O i K9: E. coli jest hodowane przez noc w temperaturze
35-37°C na odpowiednim poditozu.
Dla antysurowic F: E. coli jest hodowane przez noc w temperaturze 35-37°C na
odpowiednim podtozu agarowym nie hamujacym ruchliwosci oraz na ptytce
agarowej Minca IS (surowica F5 moze rosnac tylko na tym specjalnym podtozu).

Przeprowadzanie aglutynacji szkietkowej:
1. Nanies$¢ mata krople surowicy (okoto 20 pl) na szkietko szklane.

2. Przenies¢ hodowle z 3-5 kolonii do kropli surowicy i dobrze wymieszac. llos¢
hodowli powinna by¢ wystarczajgca do uzyskania wyraznego mlecznego
zmetnienia. Uzy¢ ezy do zaszczepiania.

3. Przechyla¢ szkietko przez 5-10 sekund.

4.Reakcje odczytuje sie gotym okiem, trzymajac szkietko przed zrédtem
Swiatta na czarnym tle (o$wietlenie posrednie).

5. Reakcja dodatnia jest widoczna jako aglutynacja. Reakcja negatywna
polega na utrzymywaniu sie jednorodnego mlecznego zmetnienia.
Opdzniong lub staba aglutynacje (po 10 sekundach) nalezy uznac za
negatywna (patrz rysunek).

6.Reakcja pozytywna wskazuje, ze jedna z 3-5 hodowli jest pozytywna. Wazne
jest, aby zidentyfikowacé pozytywna hodowle do dalszych analiz, aby unikna¢
pracy z mieszanymi hodowlami.



Rysunek 1. Prébka A jest reakcjg pozytywna, a probka B reakcja negatywna.

Aglutynacja z antysurowicami O

Przygotowywanie materiatu testowego

1. Wazne jest, aby uzy¢ bulionu, ktory nie aglutynuje z antysurowica, dajac
fatszywie pozytywne wyniki. Zaleca sie przetestowanie bulionu przed
uzyciem, poniewaz rozne buliony réznie aglutynuja (patrz rysunek 2).

2. Pozytywna hodowle z przesiewu OK O lub 3-5 kolonii z nieselektywnej
ptytki agarowej wybiera sie do inokulacji w bulionie infuzyjnym i inkubuje
przez noc w temperaturze 35-37°C.

3.Nastepnego dnia hodowla bulionowa jest gotowana (>90°C) przez
1godzine. Po zagotowaniu, hodowle nalezy pozostawic na stole przez
1godzing, aby umozliwi¢ sedymentacje. Ugotowane hodowle moga by¢
przechowywane w temperaturze 2-8°C przez 1tydzien, ale przed uzyciem
muszg by¢ ponownie wymieszane poprzez kilkukrotne odwrécenie bulionu
do géry dnem i pozostawione na 1godzine na stole.

Surowica O o wysokim mianie musi by¢ rozcienczona przed uzyciem.
Zalecane rozcienczenie robocze jest wydrukowane na etykiecie.

Przeprowadzanie serotypowania O
1. Wymieszac 80 pul antysurowicy O z 80 ul ugotowanej hodowli w jednej
studzience ptytki do mikromiareczkowania.

2. Przeprowadzi¢ kontrole negatywna, mieszajac 80 pl soli fizjologicznej
o pH 7,4 z 80 pl ugotowanej hodowli.

3. Pokrywke umieszcza sie na ptytce do mikromiareczkowania, a ptytke zamyka
sie w torebce foliowej i inkubuje w temperaturze 50-52°C przez noc.



4.Nastepnego dnia odczytuje sie reakcje przy sztucznym swietle z czarnym ttem.
Przed odczytem reakgji nie wolno wstrzasac¢ ptytka do mikromiareczkowania.

5. Pozytywna reakcja odczytywana jest jako ,szary dywan”, pokrywajacy dno
studzienki. Kiedy reakcja jest negatywna, zawiesina bakterii jest matg, biata
plamka umieszczong na dnie studzienki (patrz rysunek 2).

E - F &
Rysunek 2. A-E to pozytywne aglutynacje tego samego antygenu i antysurowicy, ale
zréznymi bulionami. A: TSB (Tryptone Soya), B: Mueller Hinton, C: Todd Hewitt, D: Infuzja serca
mozgu, E: Bulion wotowy. F jest kontrolg negatywna, w ktérej sél fizjologiczna jest mieszana
z gotowang hodowla bulionu wotowego.

Aglutynacja z antysurowicami H

Przygotowywanie materiatu testowego

1. Dzien 1: 3-5 kolonii z nieselektywnej ptytki agarowej wybiera sie do
inokulacji w potstatym agarze (okoto 2-3 cm gtebokim) i inkubuje przez
noc w temperaturze 35-37°C.

2.Dzien 2: za pomocy pipety do przenoszenia przenies¢ 3-5 kropli hodowli
(ktéra urosta najdalej w kierunku dna probdwki) na inny potstaty agar i
inkubowac przez noc w temperaturze 35-37°C.

3.Dzien 3: jesli hodowla osiggneta dno poéitstatego agaru, przeniesc 3-5 kropli
z dna poistatego agaru na odzywczy bulion wotowy za pomoca pipety do
przenoszenia i inkubowac przez 6 godzin w temperaturze 35-37°C*. Jesli
hodowla nie osigagneta dna, powtdrzy¢ krok 2. Ogdlnie rzecz biorac, dwa
pasaze w potstatym agarze sg wystarczajgce. Sporadycznie pomocne
moga byc trzy lub wiecej pasaze w potstatym agarze. Rysunek 3 ilustruje
mobilnos¢ E. coli w pétstatym agarze.



4. Dodac formaliny do koncowego stezenia 0,5%** w celu utrwalenia antygendéw H.

5. Pozostawi¢ na 30 minut przed uzyciem.

Stosunek bulionu do formaliny

ml bulionu 5 10 15 20
ml 37% formaliny 0,07 0,14 0,20 0,27

* Ruchliwos¢ mozna dodatkowo poprawi¢, dzieki inkubacji w temperaturze
30-37°C w bebnie obrotowym ustawionym pod katem 45° przez 5 do 6 godzin.
**Objetos¢ 37% formaliny, ktora nalezy dodac do bulionu, aby uzyska¢ kohcowe
stezenie 0,5% formaliny. Nalezy pamieta¢, aby pracowac w dygestorium.

Tabela2.Stosunek bulionu do formaliny w celu osiggniecia koncowego stezenia 0,5% formaliny

Przeprowadzanie serotypowania H
1. Zmieszac 3 krople (okoto 180 ul) antysurowicy H z180 ul hodowli
utrwalonej w formalinie w szklanej probdwce.

2.Dla kontroli negatywnej zmieszac¢ 3 krople (okoto 180 pl) soli fizjologicznej
pH 7,4 2180 ul hodowli utrwalonej w formalinie w szklanej probdwece.

3.Szklane probdéwki inkubuje sie w wilgotnej atmosferze (taznia wodna lub
inkubator) w temperaturze 50-52°C przez 1% do 2 godzin (maksymalnie).
Podczas wyjmowania probdwek nie nalezy nimi potrzasac ani kotysac.

4.Po bardzo delikatnym przechyleniu probéwek reakcje odczytuje
sie natychmiast przy sztucznym swietle z czarnym ttem (oswietlenie

posrednie). Reakcje znikng w ciggu 2-3 sekund po przechyleniu probdwek.

5.Typowe aglutyniny H s3 luzne i puszyste. Ksztatt i struktura moga sie jednak
zmieniac¢ w zaleznosci od wptywu innych obecnych antygenow.

6.Reakcja negatywna jest widoczna jako mleczne zmetnienie bez
aglutynacji.
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Nalezy pamietac!

Niektoére serotypy H (np. H32) moga by¢ trudne do serotypowania przy uzyciu
tradycyjnych testéw aglutynacji opisanych powyzej. WHO zatwierdzita i zaleca
test ruchliwosci do serotypowania z wykorzystaniem antysurowic firmy SSI
Diagnostica, gdy tradycyjna aglutynacja sprawia trudnosci.

Hodowle, co do ktérych istnieje przypuszczenie, ze nie s3g ruchliwe, inkubuje
sie przez noc w temperaturze pokojowej (18°C) i podhodowuje w podtstatym
agarze w celu poprawy ruchliwosci. Szczep moze by¢ okreslony jako szorstki
H tylko wtedy, gdy test na ruchliwos¢ jest negatywny.

Podczaswykonywaniatestu ruchliwosci (przy uzyciu mikroskopu), przeciwciata
i bakterie s3 mieszane na szklanym szkietku. Mieszanine przykrywa sie
szkietkiem nakrywkowym. Dodatnia aglutynacja pojawia sie jako skrzepy
w roztworze swobodnie ptywajacych bakterii. Negatywna aglutynacja (brak
aglutynacji) pojawia sie jako swobodnie ptywajace bakterie bez skrzepdw.
Wazne jest, aby uzy¢ réwnej ilosci antygendw i przeciwciat.

Rysunek 3. A) Nieruchliwe E. coli (ptyn jest czysty). B) Ruchliwe E. coli,
ktére wyhodowano prawie do potowy (ptyn jest metny w miejscu, gdzie
hodowano). Nalezy je podhodowa¢ do osiggniecia petnej ruchliwosci, przed
serotypowaniem antygenu H. C) W petni ruchliwe E. coli, ktére wyhodowano
w petni (ptyn jest metny).
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Rysunek 4. Pozytywna aglutynacja H

Interpretacja wynikéw

Aglutynacja szkietkowa z antysurowicami OK O, K9 i F

Reakcja dodatnia jest widoczna jako aglutynacja, podczas gdy reakcja negatywna
jest utrzymuje sie na jednorodnym mlecznym zmetnieniu (patrz rysunek 1).
Nie nalezy interpretowaé wynikéw po 10 sekundach, poniewaz zadna reakcja
widoczna po 10 sekundach nie moze by¢ uznana za prawdziwy wynik pozytywny.

Aglutynacja z antysurowicami O

Reakcja dodatnia odczytywana jest jako ,szary dywan”, pokrywajacy dno
studzienki, podczas gdy reakcja ujemna odczytywana jest jako mata biata
plamka, znajdujaca sie na dnie studzienki (patrz rysunek 2).

Aglutynacja z antysurowicami H

TypoweaglutyninyHsaluzneipuszyste. Ksztattistrukturamogasiejednakzmieniac
w zaleznosci od wptywu innych obecnych antygendw. Reakcja negatywna jest
widoczna jako mleczne zmetnienie bez aglutynacji (patrz rysunek 3i 4).
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Utylizacja
Nalezy przestrzegaé lokalnych procedur i/lub krajowych wytycznych
dotyczacych utylizacji materiatéw biologicznych.

Ograniczenia

« Hodowla musi by¢ potwierdzona jako E. coli przed okres$leniem
serotypu przy uzyciu antysurowic firmy SSI Diagnostica.

- Antysurowice moga by¢ stosowane wytacznie w sposéb opisany
W niniejszej instrukcji uzycia.

Wydajnosé
Czutosé, swoistosé i powtarzalnosé

Ogodlne wyniki antysurowic E. coli

Odsetek (liczba pozytywnych/

. 95% przedziat ufnosci
rzeczywiscie pozytywnych)

Czutos¢ 99% (234/236) 97-100
SWOistosc 98% (334/340) 96-99
Powtarzalnosé 99% (862/870) 98-100

Tabela 3. Czutos¢, swoistosc i powtarzalnosé

Odtwarzalnosé

Odtwarzalnos¢ w obrebie réznych grup antysurowic i wszystkich antysurowic
tacznie wynosi 97,47% (95,25%-98,66%). Dlatego wszystkie produkowane
antysurowice maja wysoki poziom odtwarzalnosci w czasie i serii.

Zgtaszanie incydentéw

Kazdy powazny incydent, ktéry miat miejsce w zwigzku z wyrobem, nalezy
zgtosi¢ wytworey i wiasciwemu organowi panstwa cztonkowskiego, w ktérym
uzytkownik i/lub pacjent ma siedzibe.
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Certyfikat jakosci

Rozwdj, produkcja i sprzedaz diagnostyki in vitro przez firme SSI Diagnostica
sg zapewnione pod wzgledem jakosci i certyfikowane zgodnie z ISO 134852.
Certyfikat analizy mozna pobrac z naszej strony internetowej: ssidiagnostica.com

sy SEnem
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REF

Lista produktéw i sktad znajduja sie na naszej stronie internetowe;:
- https://ssidiagnostica.com/nordic/solutions/antisera/e-coli-antisera/
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