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Informace pro kvalifikované pracovniky

Obvyklé pouziti

Testovaci antigeny se pouzivaji pfi detekci existence a determinaci mnozstvi specifickych
aglutinujicich protilatek Yersinia enterocolitica O (aglutinintl) v lidském séru nebo sérech
jiného ptivodu za vyuziti Widalovy reakce.

Princip testu

Kvalitativni a kvantitativni bakteridlni aglutinace je testovana pomoci reakce antigen-
protilatka (Widalova reakce) mezi Yersinia testovacim antigenem a specifickymi protilatkami
Vv séru, které vySetfujeme. Cilem je determinovat hladinu fedéni (titr) séra, ve kterém je stale
jesté jasné viditelnd aglutinace. Test se provadi v mikrotitraéni desticce s obarvenym
antigenem.

SloZeni

O-testovaci antigeny jsou usmrcené bakterie serovaru O3, O5 nebo O9 (obarvené) ve
fosfatovém pufru. Koncentrace bakterii je pfizptisobena hodnot& 10 a 15 x 10° bakterii/ml.
Konzervaéni prostfedek: Thiomersal 0,2 mg/ml

Dostupnost vyrobku katalogové ¢islo
Obarvené testovaci antigeny

Yersinia enterocolitica-O3 testovany antigen (¢erveny) TS 1721
Yersinia enterocolitica-O5 testovany antigen (zeleny) TS 1724
Yersinia enterocolitica-O9 testovany antigen (modry) TS 1723

Forma, ve které je vyrobek dodavan, Zivotnost a skladovani

Obarvené testovaci antigeny jsou lyofilizované. Neoteviené, originalni baleni skladujeme pti
teplote 2-8 °C az do datumu exspirace, ktery je uveden na obalu.

Po jejich otevieni, jakmile jsou rozpustény ve 3 destilované vody, musi byt antigeny
uchovavany velmi dobfe uzaviené, na tmavém misté pii teploté 2-8 °C. Za téchto podminek
jsou obarvené testovaci antigeny pouzitelné po dobu nasledujicich 4 tydnd.

Upozornéni a varovani

Suspenze testovaciho antigenu obsahuje 0,2 mg/ml thiomersalu — konzerva¢niho prostiedku.
Zamezte kontaktu skazi a sliznicemi; v pfipadé kontaktu, oplachnéte zasazené misto
dostatecnym mnoZzstvim vody.

Material a zarizeni, které neni soucasti tohoto baleni

Fyziologicky roztok fosfatového pufru (PBS, slozeni: 8,75 g NaCl, 1,424 g Na,HPO, x 2 H,0O
p.a., a 0,272 g KH,PO4 na 1 litr destilované vody) nebo fyziologicky roztok (NaCl, 9,0 g/l),
MIC desticky (U dno), pipety, pipetovaci Spicky, vodni lazen a inkubator.

Testovany material a metodika
Inaktivujte sérum, které ma byt testovdno, ve vodni 1azni pii teploté¢ 55-56 °C po dobu 30
minut.
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Detek¢éni reakce

Pro detekéni reakci ptipravte prediedéni pro kazdé inaktivované sérum pacienta v poméru
1:12,5 v PBS nebo NaCl (napt. 50 ul séra + 575 ul PBS/NaCl). Naplite 3 nebo 4 jamky MIC
desticky (dno U) s 50 ul prediedéného séra — kazdou. Pak pipetou pfidejte 50 pl testovacich
antigentt O3, O5 nebo O9 do kazd¢ jamky, tedy vysledné fedéni séra pacienta je 1:25.
Promichejte, ptikryjte a inkubujte 16-20 hodin pti 37 °C.

Vysledky: reakci na MIC desti¢ce vyhodnocujte tak, ze ji budete drzet proti bilému pozadi.
Pokud je reakce pozitivni, aglutinace se vysrazi ve formé povlaku nebo tenké slupky
(ktizicky). U negativni reakce, testovaci obarveny antigen precipituje na dné jamky ve forme
pupenu — knofliku. V ptipadé, Zze formace knofliku je mald v porovnani s kontrolou, podrzte
MIC desticku ve vertikalni poloze. Pokud knoflik tece, reakce by méla byt vyhodnocena jako
negativni.

Pokud je vysledek detekéni reakce pozitivni, mél by byt proveden kvantitativni protilatkovy
test.

Determinace titru

Piipravte sérii fedéni inaktivovaného séra v PBS nebo NaCl v MIC desticce tak, ze
postupujete geometrickou fadou s faktorem 2 s pocatecnim fedénim 1:12,5. Napliite jamky od
druhé jamky az k posledni jamce 50 pl PBS/NaCl — kazdou. Pak pfidejte 50 pl fedéného
pacientského séra (1:12,5) do prvni jamky a 50 pl do druhé jamky. Po zamichani odeberte 50
ul z druhé jamky a preneste je do tfeti jamky. Analogicky pokracujte az k posledni jamce
Vv sérii. Po zamichani odeberte 50 pl z posledni jamky a zlikvidujte je. Pak ptidejte 50 pl
relevantniho testovaciho antigenu (suspense) do kazdé jamky v sérii v souladu s vysledky
detekeni reakee.

MIC destic¢ku protiepejte, prikryjte a inkubujte 16-20 hodin pfi 37°C a reakci vyhodnot'te, jak
je popsano vyse.

Kvalitativni kontroly

Paralelné je tieba provadéet konfirmaci validity testu, pozitivnich a negativnich kontrol.

1. Pozitivni kontroly

1.1 Kontrola schopnosti aglutinovat (screeningovy test)

Pokud chcete zkontrolovat schopnost aglutinovat testovaciho antigenu, postupujte
nasledovné. Smichejte 50 pl jednoho z kontrolnich sér Anti-Yersinia enterocolitica O3, O5 a
09 (fedeni 1:12,5 v PBS/NaCl) s 50 pl kazdého homologického testovaciho antigenu.

1.2 Determinace titru

Jako u pacientského séra, ptipravte sérii fedéni kontrolniho séra Anti-Yersinia enterocolitica
03, O5 nebo O9 vPBS/NaCl. Titry kontrolniho séra naleznete na nalepce lahvicky.
V kazdém pripadé¢ smichejte 50 pl nafedéného séra s 50 pl homologického testovaciho
antigenu (suspense).

2. Negativni kontroly

2.1 Kontroly séra

Namisto testovaciho antigenu, smichejte PBS nebo NaCl s vySetfovanym sérem a kontrolnim
sérem (fedéni 1:12,5).

2.2 Kontroly antigenu

Namisto séra, smichejte PBS/NaCl se suspenzi antigenu. Pokracujte s kontrolami stejnym
zpusobem jako u samotného testu.

3. Hodnoceni kontrol

3.1 Pozitivni kontroly

Kontrola schopnosti aglutinovat u detek¢niho testu musi byt pozitivni.
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Pfi determinaci titru musi kontrolni séra dosdhnout titru, ktery je uveden na lahvicce
(povolena odchylka jedné titra¢ni jednotky).

3.2 Negativni kontroly

Kontroly séra a kontroly antigenu musi byt negativni.

Interpretace vysledkii

Detekce protilatek indikuje néjaky kontakt s antigenem. Hladina titru je ovlivnéna Cetnymi
faktory a mize se v individudlnich piipadech velmi lisit, tedy obecny limit titru nemtize byt
fixn¢ udan.

Hodnoty vys$si nez 1:50 vyzaduji u humannich vzorkt dalsi vysetfeni.

V piipadé¢ akutniho stievniho onemocnéni je vyzadovano vysetifeni druhého séra béhem 10-14
dnti. Maximalni titr je dosazen obecné 1-2 tydny po vypuknuti onemocnéni.

V piipad¢ pfidruzenych imunopatologickych stavii (napi. artritida, Erythema nodosum) a
kdyz vezmeme v uvahu anamnesticka a klinicka data na pocatku onemocnéni a v jeho
prabéhu, test by mél byt proveden, aby se zkontrolovala dynamika protilatky.

Hrani¢ni hodnoty, které vykazuji nulovy pohyb titru pii dalSich testech, nemohou byt
diivodem k dedukci zavéru.

Limitace procedury
Pokud je vysledek pozitivni, je tieba brat v tvahu moznost kiizové reakce mezi serotypy
Yersinia enterocolitica a Brucelae.
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