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Salmonella-O, OH- a H-testovaci
Antigeny pro Widalovu reakci C€ VD

Informace pro kvalifikované pracovniky

Obvyklé pouziti

Testovaci antigeny se pouzivaji pfi detekci existence a determinaci mnozstvi specifickych
aglutinujicich protilatek Salmonella (nebo aglutininil) v lidském séru nebo sérech jiného
puvodu za vyuziti Widalovy reakce.

Princip testu

Kvalitativni a kvantitativni bakteridlni aglutinace je testovana pomoci reakce antigen-
protilaitka (Widalova reakce) mezi Salmonella testovacim antigenem a specifickymi
protilatkami v séru, které vysetfujeme. Cilem je determinovat hladinu fedéni (titr) séra, ve
kterém je stale jest¢ jasné viditelna aglutinace. Test je moZzno provadét bud’ ve zkumavce
nebo na mikrotitracni desti¢ce (O a OH testovaci antigeny), nebo pouze ve zkumavce (H
antigeny).

SloZeni

O, OH a H testovaci antigeny jsou usmrcené suspense bakterii vybranych serovari ve
fyziologickém roztoku s 0,5% formalinem. U H testovacich antigent je vyloucena kiiZova
reakce s O a to selekci vhodnych vyrobnich kmeni. Koncentrace bakterii je pfizpisobena
hodnot& 10 a 15 x 10° bakterii/ml.

Dostupnost vyrobku

Salmonella Paratyphi A-O-testovaci antigen (1, 2, 12)
Salmonella Paratyphi B-O-testovaci antigen (1, 4, 5, 12)
Salmonella Paratyphi C-O-testovaci antigen (6, 7)

Salmonella Typhi O-testovaci antigen (9, 12)

Salmonella Paratyphi A-OH-testovaci antigen (2, 12:a:-)
Salmonella Paratyphi B-OH-testovaci antigen (1, 4, 5, 12:b:1, 2)
Salmonella Paratyphi C-OH-testovaci antigen (6, 7:c:1, 5)
Salmonella Typhi OH-testovaci antigen (9, 12:d:-)

Salmonella Typhimurium OH-testovaci antigen (1, 4, 5, 12:i: 1, 2)
Salmonella Enteritidis OH-testovaci antigen (1, 9, 12:g, m:-)
Salmonella H a-testovaci antigen (S.Paratyphi A)

Salmonella H b-testovaci antigen (S.Paratyphi B, faze 1)
Salmonella H c-testovaci antigen (S.Paratyphi C, faze 1)
Salmonella H d-testovaci antigen (S.Typhi)

Velikost baleni je 10 ml.

Expirace a skladovani

Pokud skladujeme neoteviené, originalni i oteviené baleni pfi teploté 2-8°C, antigeny mohou
byt pouzivany az do data exspirace, ktery je uveden na obalu. Po otevieni origindlnich baleni
je tieba lahvicky zpét dobfe uzavirat.

Upozornéni a varovani
Vsechen tento materidl, obsahuje formalin, proto se vyvarujte styku s kiizi a sliznicemi.
V ptipad¢ zasaZeni prosim oplachnéte misto velkym mnozstvim vody.
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Material a zaFizeni, které neni soucasti tohoto baleni

Fyziologicky roztok fosfatového pufru (PBS, slozeni: 8,75 g NaCl, 1,424 g Na;HPO,4x 2 H,0O
p.a., a 0,272 g KH,PO,4 na 1 litr destilované vody), zkumavky, MIC desti¢ky (U dno), pipety,
pipetovaci Spicky, vodni ladzen a inkubator.

Testovany material a metodika

Piedied’te sérum k testovani v poméru 1:25 v PBS (napfi. 50 ul séra + 1,2 ml PBS). Pak, pro
kazdy testovaci antigen, piipravte sérii fedéni séra v PBS a inkubujte s nafedénym (1:10)
testovacim antigenem.

Testovani ve zkumavce: Ptipravte 6 zkumavek a naplite je 0,5 ml PBS (do kazdé zkumavky).
Potom napipetujte 0,5 ml nafedéného séra (1:25) do prvni zkumavky v klesajici fedici linii
(abyste dostali fedéni 1:50). Promichejte, pak napipetujte 0,5 ml fedéni 1:50 z prvni
zkumavky do druhé zkumavky. Analogicky pokracujte v této metodé az k 6. zkumavce
dilu¢ni série zkumavek. U 6. zkumavky odpipetujte po promichani 0,5 ml a toto mnozstvi
zlikvidujte.

H-testovaci antigeny jsou vhodné pouze pro provadéni testi v testovacich zkumavkach.

Testovani v mikrotitracni desti¢ce: Do kazdé jamky destiCky napipetujte 50 pl PBS. Pak,
napipetujte 50 pl prediedéného séra (1:25) do prvni jamky a Vv klesajici fedici linii (abyste
dostali fedéni 1:50). Promichejte, pak napipetujte 50 pl fedéni 1:50 z prvni jamky A do druhé
jamky B. Analogicky pokracujte v této metodé az k jamce F. U jamky F odpipetujte po
promichani 50 pl a toto mnozstvi zlikvidujte.

Salmonella-testovaci antigeny musi byt protfepavany opatrné a roziedény v poméru
1:10 s PBS pied jejich pouzitim. Pro kazdy test by se mélo pripravovat Cerstvé redéni
antigenii.

Napipetujte 0,5 ml (do zkumavky) nebo 50 upl (do desticky) testovaciho antigenu
ptipraveného k pouziti do kazdého kroku fedéni séra (= kazd4 zkumavka, kazda jamka). Prvni
dilu¢ni krok ma konecné fedéni séra 1:100.

Zkumavky/desticky protfepejte, abyste zajistili fddné promichani vzorki a pfed inkubaci je
piikryjte. Zkumavky inkubujte s O nebo OH antigeny po dobu 16-20 hodin ve vodni
lazni prFi teploté 50° C. Zkumavky s H-antigeny po dobu 4 hodin ve vodni lazni p¥i
teploté 50° C. Desticky inkubujte po dobu 16-20 hodin p¥i teploté 37° C.

Kvalitativni kontroly
Kvili validite testl je tieba testovat pozitivni a negativni kontroly paralelné.

1. Pozitivni kontrolni sérum

Ptipravte sérii fedéni relevantniho pozitivniho kontrolniho séra (viz. SIFIN nabidka) v PBS
stejnym zpusobem jako je popsdno u testovaného séra. Titr kontrolniho séra je deklarovan na
Stitku lahvicky. Ptidejte 0,5 ml suspenze antigenu piipravené k pouziti do kazdé zkumavky
(nebo 50 pl do kazdé jamky desticky).

2. Negativni kontroly
Kontrolni séra: smichejte kontrolni sérum s PBS v poméru 1:25 namisto testovaciho antigenu.

Kontrolni antigeny: smichejte suspenze testovaciho antigenu s PBS namisto séra.
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Vyhodnoceni

Zkumavka: Lehce protiepejte kazdou zkumavku (poznamka: H-aglutinace se rozbiji velice
rychle) a vyhodnotte reakce pomoci aglutinoskopu nebo lupy (zvétSeni 6x) proti tmavému
pozadi.

Pozitivni: formovani jasn¢ viditelné aglutinace (granuldrni O aglutinace, choméckovita H
aglutinace).

Negativni: roztok ve zkumavce ziistava mléné nepruhledny.

Desticka: Drzte si desticku nad svétlenym zdrojem a pouhym okem vyhodnot'te.

Pozitivni: precipitace aglutinace ve form¢e blanek nebo tenké ktize. Pozitivni vysledek je také
v ptipadé vzniku knofliku pokud je signifikantné mensi nez kontrolni antigen a netece nebo
nepohybuje se ve chvili, kdy drzite desticku.

Negativni: Testovaci antigen precipituje na dné jamky ve formé knofliku, ktery tece nebo se
pohybuje do tvaru jazyka ve chvili, kdy drzite desticku.

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

Zhodnoceni kontrol
1. Pozitivni kontrolni sérum
Kontrolni sérum musi dosahnout titru, ktery je deklarovan na lahvicce (je povolena odchylka
jedné titracni jednotky).
2. Negativni kontroly
Sérum a kontrolni antigeny nesmi vykazovat aglutinaci.

Interpretace vysledki

Protoze hladina titru miize byt ovlivnéna riznymi faktory (napt. bézné O antigeny riznych
serovarll Salmonella, anamnestické reakce), neexistuje Zadny obecny titra¢ni limit. Hodnoty
vyssi nez 1:100 je tfeba dale testovat. Rozhodujicim je detekce pohybu titru nejméné 2
titraénich krokl ve dvou sérech (vzorku) odebrané v intervalu 10-14 dnd.

Vysvétleni pouZzitych symboli
in vitro diagnostikum
¢islo Sarze (LOT)
katalogové Cislo
4

skladovaci podminky

E datum expirace RRRR-MM (MM = konec mésice)

Datum revize: ¢ervenec 2008
Datum piekladu: srpen 2013
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