Gruber-Widal Anti-ColiO 1 a
Anti-Coli O 2 séra Ce IVD

Pro konfirmacni test

Informace pro kvalifikované pracovniky

Obvyklé pouziti
Testovaci séra jsou uréena pro pouziti pii sérologické konfirmaci izolati E. coli, které
reagovaly pozitivné na anti-Coli O 1 a/nebo O 2 testovaci séra, pomoci sklickové aglutinace.

Princip testu
Povaieny kmen E.coli se titruje s testovacim sérem o znamém titru a v piipadé pozitivity
reaguje az do dosazeni homologického titru (+ jeden stupen titru).

SloZeni

Testovaci séra jsou absorbovana séra z imunizovanych kraliki.

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 prilozenou pipetou.

Exspirace a podminky skladovani

Pokud skladujeme neoteviené baleni testovacich sér pfi teploté 2-8 °C, mohou byt pouzivany
az do data uvedeného na obalu. Jednou oteviena a rozpusténa séra skladovana pii 2-8 °C,
zustavaji pouzitelné nejméné 18 mésict, ale 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 Ize vycistit centrifugaci nebo filtraci.

Upozornéni a varovani

Testovaci séra jsou biologicky material, ktery je tfeba povazovat za potencialn¢ infek¢ni a
musi se s nimi proto naleZit¢ manipulovat.

Protoze tento material obsahuje azid sodny, vyvarujte se styku s kiizi a sliznicemi. V piipadé
zasazeni prosim oplachnéte misto velkym mnoZstvim vody.

Vzhledem k tomu, Ze E. coli je az do inaktivace Zivym patogenem, musi se dodrZovat
vSechny nezbytné ochranné pracovni postupy (nebezpeci infekce)!

Material a zarizeni, které neni soucasti tohoto baleni
Destilovana voda, fyziologicky roztok (NaCl), zkumavky nebo mikrotitratni desti¢cky (U
dno), pipety, pipetovaci Spicky, vodni lazen a inkubator.

Testovany material a metodika

Kmen E. coli, ktery se ma sérologicky potvrdit, je nanesen na kultivacni médium s nizkou
selektivitou a inkubovan pfiblizné¢ 16-20 hodin pii pokojové teploté (18- 26 °C). Bakterie jsou
splachnuty pomoci NaCl a povafeny po dobu 1 hodiny kvili znieni termolabilnich
K antigenﬁ. Bakteridlni suspenze je poté adjustovana s pouzitim NaCl na koncentraci bun¢k
asi 10” bakterii/ml (McFarland Standard ¢. 3) a pouZije se jako antigenni suspenze. Gruber-
Widal test 1ze provést ve zkumavce nebo na mikrotitracni desticce.



1. Gruber Widal test (ve zkumavkach)

Pripravte si sérii fedéni homologniho testovaciho séra ve fyziologickém roztoku
V postupné geometrické fad¢ s faktorem fedéni 2 a zaénéte fedénim 1:25 (napt. 50 pl
reagencie + 1,2 ml NaCl). Nejprve pfidejte 0,5 ml NaCl do kazdé¢ zkumavky. Potom
S pouzitim pipety piidejte 0,5 ml piediedéné (1:25) reagencie do prvni zkumavky
sériového fedéni (1:50). Promichejte a s pouzitim pipety odpipetujte 0,5 ml z této
zkumavky do dalsi zkumavky v fad€. Analogicky postupujte az k posledni zkumavce
sériového fedéni. Z posledni zkumavky odstraiite po promichani 0,5 ml roztoku a
zlikvidujte.

Do kazdé zkumavky pridejte 0,5 ml adjustované antigenni suspenze, coz dava pocatecni
fedéni testovaciho séra 1:100. Uzaviete zkumavky a inkubujte ve vodni lazni nebo
inkubatoru po dobu 16-20 hodin pii 50 °C.

2. Gruber-Widal test (mikrotitra¢ni desticka)

Ptipravte si sérii fedéni homologniho testovaciho séra ve fyziologickém roztoku do
vhodné oznacené mikrotitracni desticky (U-dno). Sériové fedéni by mélo byt v postupné
geometrické fad¢€ s faktorem fedéni 2, zacnéte fedénim 1:25 (napt. 50 ul reagencie + 1,2
ml NaCl). Nejprve pridejte 50 pl NaCl do kazdé do kazdé jamky jednoho fedéni (jamky
A-H). Potom s pouzitim pipety pfidejte 50 pl piediedéné (1:25) protilatky do prvni
jamky. Dobfe promichejte a piepipetujte 50 ul z prvni jamky do druhé. Dobie
promichejte a analogicky pokracujte az k posledni jamce. Z posledni jamky po
promichani odpipetujte 50 pl a zlikvidujte. Potom pfidejte 50 pl antigenni suspenze ke
kazdému fedéni testovaciho séra, coz dava pocateéni fedéni 1:100. Prottepejte
mikrotitracni desticku, pfikryjte a umistéte do vlhké komurky, kde je tfeba ji inkubovat
po dobu 16-20 hodin pii 50 °C.

3. Kontrola kvality

3.1 Pozitivni kontrola

Testovani piislusného sérotypu kontrolniho kmene musi byt analogické k izolovanému kmeni.
3.2 Negativni kontrola

Kontroly testovaci séra

Misto testovaného antigenu pouzijte pro smichéani s pfedfedénou (1:25) monospecifickou
protilatkou jen NaCl.

Kontrola antigenu

Misto reagencie smichané s testovanou antigenni suspenzi pouZijte pouze NaCl.

Kontrola fyziologického roztoku

Ptidejte s pouZzitim pipety 1 ml (nebo 100 pl) NaCl roztoku do testovaci zkumavky (nebo
jamky).

Vyhodnoceni zkumavkového testu

Lehce protiepejte kazdou zkumavku a vyhodnotte reakce nejlépe pomoci aglutinoskopu proti
tmavému pozadi.

Reakce je pozitivni pfi formovani jasné viditelné aglutinace. Pfi negativni reakci zUstava
tekutina ve zkumavce mlécné zakalena.

Vyhodnoceni mikrotitraéni desticky
Drzte si desticku nad svétlenym zdrojem a pouhym okem vyhodnot’te reakci.
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Reakce je pozitivni pfi precipitaci aglutinace ve form¢ blanek nebo tenké ktize. Pozitivni
vysledek je také v piipad¢ vzniku knofliku pokud je signifikantn¢ mensi nez kontrolni antigen
a netece nebo nepohybuje se ve chvili, kdy drzite desticku.

Pfi negativni reakci antigen precipituje na dn¢ jamky ve formé knofliku, ktery tece nebo se
pohybuje do tvaru jazyka ve chvili, kdy drzite desti¢ku.

Titr, ktery se pocita, je hladina Fedéni séra pri které byla jasné viditelna pozitivni
reakce.

Interpretace vysledki analyzy

Hodnoceni izolovaného kmene vzhledem k pfislusnému sérotypu je platné pouze pokud
izolovany kmen a kontrolni kmen aglutinuji testovaci sérum pouzité v testu az k O-titru
deklarovanému na lahvi¢ce (odchylky do jedné titracni jednotky jsou povoleny).

Zbyvajici kontroly museji byt zcela bez aglutinace.
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