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PROLEX™ EXTRACTION REAGENT SET
pro pouziti s
PROLEX™ STREPTOCOCCAL GROUPING LATEX REAGENTS
(pro in vitro diagnostické pouziti)

KATALOGOVE CiSLO: PL.046 (150 testii)

ZAMYSLENE POUZITI

Sada Prolex™ Extraction Reagent Set, pouzivana v kombinaci s ¢inidly Streptococcal Grouping
Latex Reagents poskytuje rychlou metodu pro serologickou identifikaci Lancefieldovych skupin A, B, C,
D, F a G streptokokt rostoucich na agarovych plotnéch.

SOUHRN A VYSVETLEN]{

Klinické, epidemiologické a mikrobiologické studie presvédCiveé ukézaly, ze diagndza
streptokokovych infekci zalozend na klinickych symptomech vzdycky vyzaduje mikrobiologické
ovéteni (4). Beta-hemolytické streptokoky jsou nejcastéji izolované humanni patogeny mezi zastupci
z rodu Streptococcus. Téméi vSechny beta-hemolytické streptokoky maji specifické sacharidové
antigeny (streptokokové skupinové antigeny). Lancefield ukézal, ze tyto antigeny mohou byt
extrahovany v rozpustné formé a identifikovany precipitacni reakci s homolognim antisérem. Nyni
se pouzivaji rizné postupy extrakci streptokokovych antigent (1,2,6,7,10,11,12). Souprava Prolex™
Streptococcal Grouping Latex Kit je zaloZzena na uvoliiovani specifickych antigent z bunééné stény
baktérii pomoci extrakce modifikovanou kyselinou dusitou. Extrahovany antigen ve spojeni s
latexovou aglutinaci poskytuje rychlou, citlivou a specifickou metodu pro identifikaci streptokokii
skupiny A, B, C, D, F a G z ploten obsahujicich primarni kulturu.

PRINCIP TESTU

Souprava zahrnuje chemickou extrakci skupiny specifickych sacharidovych antigenii pomoci
specialné vyvinutych extrak¢nich ¢inidel na bazi kyseliny dusité. Extrakéni ¢inidla 1 a 2, které jsou
souéasti soupravy, obsahuji chemickou latku schopnou extrahovat streptokokovou skupinu
specifickych antigeni pii pokojové teploté. Extrakéni Cinidlo 3 obsahuje neutraliza¢ni roztok.
Neutralizovany extrakt miize byt snadno identifikovatelny pomoci modrych latexovych castic
senzibilizovanych purifikovanou skupinou specifickych krali¢ich imunoglobulin. Tyto modré
latexové Castice silné aglutinuji v pfitomnosti homologniho antigenu a nebudou aglutinovat, pokud
homologni antigen neni ptitomen.

REAGENCIE

Kazda sada postacuje pro 150 extrakci vhodnych pro typizaci pomoci reagencii Prolex™
Streptococcal Latex reagents PL.031, PL.032, PL.033, PL.034, PL.035 nebo PL.036. Dodavany
material je hotovy k pouziti.

Extrakéni ¢inidlo 1 (PL.047): Jedna lahvicka opatfena kapatkem obsahujici 8,0 ml modifikovaného
extrak¢éniho ¢inidla 1 s 0,098% azidem sodnym jako konzervacni latkou.

Extrakéni ¢inidlo 2 (PL.048): Jedna lahvicka opatiena kapatkem obsahujici 8,0 ml modifikovaného
extrak¢niho ¢inidla 2.

Extrakéni ¢inidlo 3 (PL.049): Jedna lahvicka opatfena kapatkem obsahujici 8,0 ml modifikovaného
extrak¢niho ¢inidla 1 s 0,098% azidem sodnym jako konzervacéni latkou.

Reagencie jsou prodavany jako sada tii lahvicek.

BEZPECNOSTNi OPATRENI
Nepouzivejte ¢inidla po datu exspirace uvedeného na Stitku produktu.
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Nékteré reagencie obsahuji azid sodny. Pokud se nahromadi, mize s médi nebo olovem reagovat
explozivné. Ackoliv je mnozstvi azidu sodného v reagenciich minimalni, pfi splachovani pouzitych
reagencii do umyvadla je tfeba pouzit velkého mnozstvi vody.

Extrak¢ni Cinidla obsahuji ziraviny! V pfipad€ potfisnéni pokozKy ji ihned umyjte mydlem a velkym
mnozstvim vody. V ptipad¢ zasazeni oci proplachujte hojné vodou, nejméné 15 minut.

Pf1 manipulaci, zpracovavani a likvidaci vSech klinickych vzorkt je tfeba uzivat univerzalnich
bezpecnostnich opatieni, protoze v nich mize byt pfitomen patogen.

Reagencie jsou ur¢eny pouze pro in vitro diagnostické pouziti.

Aby vysledky testu byly validni, je tfeba dodrzovat postup, podminky skladovani, bezpe¢nostni opatfeni a
omezeni specifikovana v tomto navodu.

STABILITA A SKLADOVANI
VSechny komponenty sady musi byt skladovany pii 2-8°C. Nezamrazujte. Reagencie skladované za
téchto podminek jsou stabilni az do data exspirace uvedeného na $titku.

ODBER VZORKU A PRIPRAVA KULTURY

Specifické postupy tykajici se odbéru vzorkil a pfipravé primarnich kultivaci naleznete ve standardni
mikrobiologické prirucce. Pouziva se Cerstva (18-24 hod.) kultura na krevnim agaru. Je predpokladany
gram-pozitivni beta-hemolyticky izolat streptokokovych kolonii (na 5% agaru s ov¢i krvi). Pro zafazeni do
skupiny je dostacujici jedna az Ctyii velké kolonie; nicméné pokud jsou kolonie malické, je tieba pouzit
vetsi pocet kolonii (plna klicka).

DODAVANY MATERIAL
Extrakéni ¢inidlo 1
Extrakéni ¢inidlo 2
Extrakéni ¢inidlo 3.

POZADOVANY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTI SOUPRAVY

Modra latexova suspenze pro skupiny streptokoka A (PL.031), B (PL.032), C (PL.033), D (PL.034), F
(PL.035) a/ nebo G (PL.036).

Polyvalentni pozitivni kontrola (PL.040) obsahujici polyvalentni extrakt piedstavujici antigeny ze skupin
streptokokt A, B, C, D, Fa G.

Jednorazové karticky s testovacimi kruhy (PL.092-48)

Jednorazové ty¢inky na michéni.

Inokula¢ni kli¢ky, Pasteurovy pipety, borosilikatové sklenéné testovaci zkumavky 12mm x 75mm,
stopky.

Pro kontrolu kvality jsou doporu¢ené nasledujici ATCC kmeny;

Streptococcus pyogenes skupiny A (ATCC 19615), Streptococcus sp. skupiny B (ATCC 12386),
Streptococcus sp. slupiny C (ATCC 12388), Enterococcus faecalis skupiny D (ATCC 19433),
Streptococcus sp. Typ 2, skupiny F (ATCC 12392), Streptococcus sp. skupiny G (ATCC 12394)

PROTOKOL TESTU
Vsechny slozky musi byt pred pouzitim vytemperovany na pokojovou teplotu (22-28°C).
Pro kazdy vzorek oznacte jednu testovaci zkumavku.
Ptidejte 1 kapku modifikovaného extrakéniho ¢inidla 1 do kazdé zkumavky.
Vyberte 1-4 beta-hemolytické kolonie s pouzitim jednorazové klicky nebo jehly a suspendujte je
v extrakénim cinidle 1. Pokud jsou kolonie droboucké, seberte na testovani nékolik dobte izolovanych
kolonii, az se roztok Extrakéni reagencie 1 zakali. Ve vSech piipadech by se streptokokové kolonie mély
Sebrat z oblasti s co nejmensi pravdépodobnosti kontaminace.
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Pridejte 1 kapku modifikovaného extrakéniho ¢inidla 2 do kazdé zkumavky.

Zamichejte reakci poklepavanim na zkumavku prstem po dobu 5-10 sekund.

Ptidejte 1 kapku modifikovaného extrakéniho ¢inidla 3 do kazdé zkumavky. Zamichejte reakci stejné
jako v bod¢ 5.

Naneste jednu kapku z kazdé modré latexové suspenze na oddélené kruhy na testovaci karticce.

S pouzitim Pasteurovy pipety naneste jednu kapku extraktu vedle kazdé kapky latexové suspenze.
Promichejte modry latex a extrakt dodanou tyCinkou po celé oblasti testovaciho kruhu. Pro kazdou
reagencii pouzijte novou ty¢inku.

Jemn¢ naklanéjte karticku tak, aby se smés pomalu ptelévala pies celou testovaci oblast.

Do 1 minuty pozorujte aglutinaci.

POSTUP KONTROLY KVALITY

Rutinni testovani kontroly kvality pro kazdou Sarzi Prolex™ zahrnuje testovani slozek soupravy
(modrych latexovych suspenzi, polyvalentnich pozitivnich kontrol a extrak¢énich ¢inidel) s kazdou
skupinou streptokoki A, B, C, D, F a G s pouzitim ATCC kment uvedenych v kapitole
"POZADOVANY MATERIAL, KTERY NENI SOUCASTI SOUPRAVY". Navic je kazdd modra
latexova suspenze testovana na absenci kiiZovych reakci proti extraktim nasledujicich ATCC
organismu: Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) a Haemophilus influenza typ b (ATCC 10211). Nicméné nasledujici postup je
doporucovan pro kontrolu vykonnosti reagencii:

Pozitivni kontrola se pouzivd ke kontrole vykonnosti individudlnich modrych latexovych reagencii.
Modra latexovéa reagencie by méla ukazovat zfejmou aglutinaci s pozitivni kontrolou. Pozitivni kontrola
se nepouziva k dokazovani specificnosti modrych latexovych reagencii ani k ujisténi, Ze extrakéni krok
byl proveden spravné a je funkcni.

Extrakt ze znamého kmene by mél byt aglutinovan s homolognimi modrymi latexovymi reagenciemi. Viz
doporu¢ené ATCC referen¢éni kmeny v kapitole "POZADOVANY MATERIAL, KTERY NENi
SOUCASTI SOUPRAVY".

Test nepfitomnosti autoaglutinace modrych latexovych reagencii by nemél prokazovat aglutinaci
s béznym fyziologickym roztokem.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Pozitivni vysledky: Vyznamné rychlé silné shlukovani modrych latexovych castic, které formuji
aglutinacni vzory v pouze jedné latexové reagencii, indikuji specifickou identifikaci streptokokového
izolatu. Slaba reakce s jednou modrou latexovou reagencii by se méla opakovat s hust§im inokulem.
Opakovany test je shledan pozitivni, pokud se objevi viditelna aglutinace pouze s jednou modrou
latexovou reagencii. Obrazek 1 dokumentuje navrhované schéma urceni skupiny streptokoki.

Negativni vysledky: Zadna aglutinace modrych latexovych &astic.

LIMITACE PROCEDURY

V pfipadé pouziti neadekvatniho mnoZstvi kultury nebo extrak¢nich reagencii se mohou objevit
faleSn¢ negativni nebo fale$né€ pozitivni vysledky.

Souprava je urena pro pouziti pii identifikaci beta-hemolytickych streptokokli. Pokud jsou
identifikovany alfa nebo non-hemolytické streptokoky, identifikaci je tfeba potvrdit biochemickymi
testy (5,9). (Viz navrZzené schéma pro tfidéni streptokok).

Jsou znamy fale$né pozitivni reakce u organismi z nepfibuznych rodd, napf. Escherichia coli,
Klebsiella nebo Pseudomonas (3,8). Ty mohou nespecificky aglutinovat vSechny latexové reagencie.
Nékteré kmeny streptokokil skupiny D mohou zkiiZené reagovat s antisérem skupiny G; tyto kmeny
mohou byt potvrzeny jako skupina D pomoci Zlu¢-eskulinového testu.
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Listeria monocytogenes muze zkiizen¢ reagovat s latexovou reagencii pro streptokoky skupiny B,
jelikoz L. monocytogenes projevuje stejnou antigenicitu jako streptokoky skupiny B. Pro rozliseni
mezi Listeria, které jsou katalaza pozitivni a streptokoky, které jsou katalaza negativni, lze pouzit
katalazovy test. Gramovo barveni a test motility se provadi jako dalsi pomiicka pii diferenciaci.

CHARAKTERISTIKY UCINNOSTI

A. Studie zkFiZené reaktivity:

ProlexTM Streptococcal Grouping Latex Kit byl testovan na zkfizenou reaktivitu s pouzitim 33 ATCC
kontrolnich kment. Souprava uspésné zaradila do skupin vSechny streptokoky skupin A, B, C, D, F a
G dle Lancefielda (N=16). Béhem testovani se neobjevila zadnd zkiizena reakce s dalSimi
streptokokovymi kmeny (n=7) ani s dalSimi non-streptokokovymi organismy (n=10).

B. Studie klinické funk¢nosti:

1.

Funkcénost ProlexTM Streptococcal Grouping Latex Kit byla hodnocena v Mikrobiologickém
centru v Oxfordu, Anglie (daje v zaznamu firmy Pro-Lab Inc., Richmond Hill, Ontario, Canada).
V této studii bylo soupravou Prolex ™ a alternativni soupravou na urceni skupin testovano 468
primarnich kultur. Celkova shoda mezi dvéma soupravami po prvnim testovani se objevila u 452
ze 468 testovanych izolati (96.6%). Nezvyklé vysledky (n=16; droboucké kolonie) byly
opakovany s pouzitim silnéjSiho inokula. Ttinact z 16 nezvyklych vysledki po retestovani
souhlasilo a zahrnovalo 1 skupiny A, 2 skupiny B, 3 skupiny D, 1 skupiny F, 5 skupiny G a 1
kmen nezataditelny do skupiny. Dva z 3 nesouhlasicich izolatt byly déle identifikovany jako non-
beta homolytické kmeny. Tieti nesouhlasici izolat byl zatazen do skupiny D pomoci soupravy
Prolex™ a jako nezafaditelny do skupiny s alternativni soupravou. Tento kmen mé&l pozitivni
vysledek pro skupinu D pomoci alternativni soupravy po subkultivaci. Celkovd shoda mezi
Prolex™ a alternativni soupravou na uréeni skupin po retestovani nezvyklych vysledki byla u 463
ze 468 testovanych izolatd (99.4%). 468 izolati pouzitych pro studii zahrnovalo 127 kment
skupiny A, 93 skupiny B, 30 skupiny C, 28 skupiny D, 8 skupiny F, 107 skupiny G a 75
nezafaditelnych kmeni.

Druha studie funkcnosti byla provedena v Health Centre, Ontario, Canada. V této studii bylo
zahrnuto 111 primarnich kultur (110 testovanych, 1 nevhodny). VSechny kmeny byly piivodné
zatazeny do skupiny pomoci Lancefieldovy precipita¢ni reakce. VSechny skupiny D byly dale
biochemicky potvrzeny pomoci BE (Zluc¢-eskulin) a PYR (pyrrolidonylaminopeptidaza)
analyzaéniho protokolu. Primarni kultivace byly testovany paralelné s pouZitim Prolex ™
Streptococcal GrouI?ing Kit a alternativni soupravou na urceni skupin. V této studii byla celkova
shoda mezi Prolex'™ a Lancefieldovymi vysledky ukazana u 109 ze 110 testovanych izolati
(99%), zatimco celkova shoda mezi alternativni soupravou a Lancefieldovymi vysledky byla u
106 ze 110 testovanych izolatt (96.3%). 110 primarnich izolat pouzitych v této studii zahrnovalo
15 kment skupiny A, 40 kmeni skupiny B, 13 skupiny C, 4 skupiny D, 11 skupiny F, 12 skupiny
G a 15 nezaraditelnych kmeni.
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Obrizek1 NAVRZENE SCHEMA PRO URCENI SKUPINY STREPTOKOKU

Fresh (18-24 hr.) Gram positive colonies, isolated on blood agar

Beta-haemolytic Alpha or non-haemolytic
I Prolex I I Prolex I
I ||
Positive for Positive for more Negative
one Group than one Group
Retest using
heavier suspension

|
Isolate colony If still negative

and retest
Group Group Report“Not Group
ABCorF G or D* ABCDF orG"
Report Group Biochemical confirmation I
and differentiation for . .
Enterococcus If positive If negative
Biochemical Report “Not Group
ABCDJForG"

identification

Report Group

* Nekteré kmeny skupiny D zkfiZzené reaguji S antisérem pro skupinu G.
[Harvey, C. L. and Mclimurray, M.B (1984) Eur. J. Clinical Microbiol,10,641].

g Pouzitelné do W Obsah dostacuje pro <n> testii
LoT Cislo Sarze IVD Pro pouziti in vitro
A Varovani /E/ Rozmezi teplot
Katalogové ¢islo I:jg Viz navod k pouziti
EC |REP Zplnomocnény zastupce ‘ Vyrobce
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