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STAPHYTECT PLUS

ZATOSOWANIE

Staphytect Plus jest lateksowym testem aglutynacyjnym do réznicowania Staphylococcus aureus za pomoca
wykrywania koagulazy zwigzanej, bialka A oraz otoczki polisacharydowej wystepujacej u metycylinoopornych
Staphylococcus aureus (MRSA) od innych gronkowcdw, ktore nie posiadaja tych cech.

ZASADA DZIALANIA

Tradycyjnie roznicowanie mig¢dzy koagulazo-dodatnimi oraz Kkoagulazo-ujemnymi gronkowcami jest
wykonywane zar6wno za pomocg testu probéwkowego, ktory wykrywa stafylokoagulaze wolng jak i testem
szkietkowym, ktory wykrywa koagulaze zwigzana (clumping factor) obecng na powierzchni komorek
bakteryjnych. Dostgpnych jest rowniez szereg innych testow, w tym test na hemaglutynacj¢ bierng (Oxoid
Staphylase — DR0595) oraz DNase test.

Doniesienia mowia, ze okoto 97% szczepow ludzkich Staphylococcus aureus posiada obie koagulazy — wolng i
zwiazana. Biatko A wykrywane jest w okoto 95% §cian komorkowych tych szczepow i ma zdolnos$¢ do wigzania
frakcji Fc immunoglobuliny G (IgG)%. Obserwuje sig, ze wickszo$¢ szczepow metycylinoopornych
Staphylococcus aureus (MRSA) moze wytwarza¢ clumping factor i biatko A na niewykrywalnym poziomie®*°,
Jednakze, wszystkie te szczepy posiadaja otoczke polisacharydowa®. Otoczka moze maskowaé zaréwno biatko
A jaki i clumping factor, co uniemozliwia aglutynacje. W tescie Staphytect Plus zastosowano barwione na
niebiesko czasteczki lateksu optaszczone fibrynogenem krwi ludzkiej oraz immunoglobuling krélicza IgG,
tacznie ze specyficznymi poliklonalnymi przeciwciatami wobec otoczek polisacharydowych Staphylococcus
aureus’®, Podczas mieszania na kartoniku testowym odczynnika lateksowego z koloniami Staphylococcus
aureus, zachodzi szybka aglutynacja w wyniku reakcji miedzy (i) fibrynogenem i clumping factor, (ii) frakcja Fc
IgG i biatkiem A, (iii) specyficznym IgG i otoczka polisacharydows. Aglutynacja moze by¢ widoczna rowniez z
innymi szczepami, ktore posiadaja clumping factor lub biatko A, takimi jak Staphylococcus hyicus i
Staphylococcus intermedius. W przypadku, gdy zaréwno clumping factor, biatko A jak i specyficzna otoczka
polisacharydowa jest nieobecna, aglutynacja nie zachodzi i wynik jest ujemny. Czgsto spotykanymi izolatami
gronkowcow koagulazoujemnych nie majacych biatka A sg szczepy Staphylococcus epidermidis.

SKEADNIKI TESTU DR0850M

DRO0851M Staphytect Plus Test Reagent (5.6 ml)

Czasteczki lateksu barwione na niebiesko, optaszczone $winskim fibrynogenem i kréliczym IgG razem ze
specyficznymi poliklonalnymi przeciwciatami skierowanymi przeciw otoczce polisacharydowej S. aureus.
Kazda butelka zawiera odczynnik wystarczajacy na przeprowadzenie 100 testow.

DRO0852M Staphytect Plus Control Reagent (5.6 ml)

Niebieskie, obojetne czasteczki lateksu.

Kazda butelka zawiera odczynnik wystarczajacy na przeprowadzenie 100 testow.

DRO0500G kartoniki testowe

35 kartonikoéw testowych

Instrukcja.

MATERIALY WYMAGANE NIE BEDACE W ZESTAWIE

Minutnik

Eza mikrobiologiczna

Dezynfektant

Kontrola dodatnia: szczep Staphylococcus aureus taki jak ATCC® 25923
Kontrola ujemna: szczep Staphylococcus epidermidis taki jak ATCC® 12228.

OSTRZEZENIA I SRODKI OSTROZNOSCI

Produkt przeznaczony tylko do diagnostyki in vitro.

Nie zamrazad.

Odczynniki zawieraja jako konserwant 0.095% azydku sodu. Azydek sodu jest toksyczny i moze reagowac z
olowiem lub miedzig z rur kanalizacyjnych, wytwarzajac azydki metali, ktore sa wybuchowe. Dlatego, aby
zapobiec gromadzeniu si¢ azydkow w rurach kanalizacyjnych, natychmiast po usuni¢ciu odpadow sptukac je
duza iloscia wody. Probki moga zawiera¢ organizmy patogenne i nalezy postgpowaé z nimi zgodnie z
odpowiednimi procedurami.
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PRZECHOWYWANIE

Test przechowywac w temperaturze 2—8°C z dala od $wiatla stonecznego i1 bezposredniego zrodta ciepta. Nie
zamrazaé. Tak przechowywane odczynniki zachowaja aktywno$¢ do daty waznosci umieszczonej na
opakowaniu testu.

PROCEDURA KONTROLNA

Przy kazdym uzyciu testu nalezy przeprowadzi¢ nastgpujaca procedure kontrolna;

1. Kontrola dodatnia: Uzy¢ znany szczep Staphylococcus aureus, taki jak ATCC®25923 . Postepowa¢ zgodnie z
procedura podang w PROCEDURZE TESTU. Upewni¢ si¢, ze aglutynacja pojawia si¢ w ciggu 20 sekund.

2. Kontrola ujemna: Uzy¢ znanego szczepu Staphylococcus epidermidis, taki jak ATCC®12228 . Postepowac
zgodnie z procedura podang w PROCEDURZE TESTU. Upewnic¢ si¢, ze odczynnik pozostaje gladki i bez
aglutynacji w ciagu 20 sekund.

Nie uzywac testu jezeli reakcje ze szczepami sa nieprawidlowe.

UWAGI

Nie zanieczysci¢ odczynnika lateksowego przez dotknigcie zakraplacza buteleczki do probki naniesionej na
kartonik testowy. Upewni¢ si¢ po kazdym uzyciu, czy zakretki sg dobrze zamknigte, co zabezpiecza przed
zanieczyszczeniem i wyschnieciem odczynnika.

Po uzyciu wstawi¢ zestaw ponownie do lodéwki, upewniajac sie, czy buteleczki stoja w prawidlowej pozycji.
Upewnic sie, czy pobrano wystarczajaca ilos¢ materiatu z pozywki; niewystarczajaca ilos¢ materiatu moze da¢
falszywie ujemne reakcje.

POBIERANIE I PRZECHOWYWANIE PROBKI

Pobieranie, przechowywanie i transport probek powinien odbywaé si¢ zgodnie ze standardowymi procedurami®.
Gram-dodatnie, katalazododatnie kolonie moga by¢ pobierane do badania z nastepujacych pozywek:
Agar Krwawy

Nutrient Agar

Tryptone Soya Agar

Tryptone Soya Agar z 5% krwi

Mannitol Salt Agar

Columbia Blood Agar

Columbia CNA Agar

Mueller-Hinton Agar z 5% krwi

Baird-Parker Agar

CLED Medium

Iso.Sensitest Agar

Iso.Sensitest Agar z 5% krwi

Oxacillin Resistance Screening Agar (ORSA).

Poleca si¢ uzywanie $wiezych, catonocnych hodowli (18-36 godzinna inkubacja). Sktonno$¢ kolonii do
autoaglutynacji wzrasta po przekroczeniu czasu inkubacji powyzej rekomendowanych 36 godzin.

METODA STANDARDOWA

1. Doprowadzi¢ odczynnik lateksowy do temperatury pokojowej. Upewni¢ si¢, ze odczynnik lateksowy jest
dobrze wymieszany przez energiczne wytrzasanie i usunig¢cie czasteczek lateksu z zakraplacza.

2. Nanie$¢ 1 krople odczynnika lateksowego na oznaczone pole na kartoniku testowym oraz 1 krople odczynnika
kontrolnego na drugie pole.

3. Pobra¢ za pomoca sterylnej ezy 5 przecigtnej wielkoSci kolonii podejrzanych gronkowcoéw (odpowiednio 2-
3mm $rednicy) i przenie$¢ na pole kartonika z naniesionym odczynnikiem kontrolnym. Pokry¢ rownomiernie
cate pole uzyskanag zawiesing. Usunac ezg.

4. Za pomoca nowej ezy, postepujac podobnie nanies¢ kolonie na pole z odczynnikiem testowym Test Latex.
5. Obserwowac aglutynacj¢ poruszajac kartonik testowy ruchem okrgznym przez co najmniej 20 sekund. Nie
stosowac szkta powigkszajacego.

6. Po zakonczonym tescie umiesci¢ kartonik w ptynie dezynfekcyjnym.
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Metoda dla Oxacillin Resistance Screening Agar

1. Jak w metodzie standardowe;j.

2. Pobrac¢ za pomoca sterylnej ezy 5 przecigtnej wielkosci kolonii podejrzanych gronkowcéw (odpowiednio 2-
3mm $rednicy) i przenie$¢ na pole kartonika. Za pomocg ezy rozprowadzi¢ pobrany materiat w cienkiej
warstwie po polu testwoym

3. Nanie$¢ 1 krople Control Reagent bezposrednio na rozprowadzong warstwe materiatu i natychmiast
wymieszac.

4-6. Jak w metodzie standardowej.

ODCZYT I INTERPRETACJA WYNIKOW

Wynik Dodatni

Wynik jest dodatni, jezeli aglutynacja niebieskich czasteczek lateksu pojawi si¢ w ciggu 20 sekund. Taki wynik
wstepnie kwalifikuje szczep do Staphylococcus aureus.

Wynik Ujemny

Wiynik jest ujemny, jezeli nie pojawi si¢ aglutynacja, a niebieska zawiesina pozostaje gltadka w ciggu 20 sekund.
To wstepnie identyfikuje szczep jako nie nalezacy do gatunku Staphylococcus aureus.

Wynik Niejednoznaczny

Stabe ziarnienie odczynnika lateksowego przy braku zmian w probie z odczynnikiem kontrolnym powinno by¢
interpretowane jako wynik niejednoznaczny. Szczepy powinny by¢ zbadane ponownie po przesianiu na pozywki
nieselektywne.

Wynik nie do interpretacji

Wynik testu nie nadaje si¢ do interpretacji jezeli odczynnik kontrolny dat aglutynacj¢. Wskazuje to na zdolno$é
do autoaglutynacji badanej hodowli.

Ziarniste lub Wldékniste Reakcje

Czasami pojawiaja si¢ reakcje ziarniste lub wtokniste, spowodowane cechami wlasciwymi dla badanych
materiatdw. W przypadku zaobserwowania takiej reakcji, przy odczycie nalezy kierowa¢ si¢ nastgpujacymi
kryteriami:

Wynik jest dodatni w przypadku gdy tto w tescie z odczynnikiem testowym Latex Reagent, jest bardziej
przejasnione niz w reakcji z odczynnikiem kontrolnym Control Reagent.

Wynik jest ujemny kiedy nie ma réznicy miedzy przejasnieniem tta w reakcji z odczynnikiem lateksowym
Latex Reagent a tlem w reakcji z odczynnikiem kontrolnym Control Reagent.

Zmiany pojawiajace si¢ po 20 sekundach nie nalezy bra¢ pod uwage.

OGRANICZENIA

1. Tendencja do autoaglutynacji kolonii wzrasta po przekroczeniu rekomendowanych 36 godzin inkubacji
hodowli.

2. Przeciwciata zastosowane w Staphytect Plus sg specjalnie dobierane pod katem uniknigcia potencjalnych
reakcji krzyzowych z antygenami koagulazoujemnych gronkowcow.

Zauwazono spadek czulo$ci testu w stosunku do 18 szczepdw MRSA™.

3. Niektore szczepy gronkowcow inne niz Staphylococcus aureus, szczegolnie Staphylococcus hyicus,
Staphylococcus intermedius, Staphylococcus lugdunensis, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus schleiferi
oraz Staphylococcus haemolyticus***2*314
procedurach lateksowych. Jezeli jest to niezbgdne, szczepy te moga by¢ poddane identyfikacji biochemicznej np.
poprzez okreslenie aktywnosci PYRazy (Oxoid O.B.LI.S. PYR ID0580). Staphylococcus aureus oraz
Staphylococcus hyicus bedzie PYRazo-ujemny, a wszystkie pozostate szczepy, wymienione powyzej PYRazo-
dodatnie™>***". Staphylococcus hyicus oraz Staphylococcus intermedius rzadko odnotowywane sa w
laboratoriach klinicznych.

mogg dawac¢ wynik dodatni w tescie na koagulaze i/lub w szybkich
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4. Gronkowce izolowane z probek moczu dajace stabe reakcje dodatnie™ z Staphytect Plus moga naleze¢ do
Staphylococcus saprophyticus. Dalsza identyfikacja takich izolatow musi obejmowac¢ testy biochemiczne oraz
okreslenie czuto$ci na nowobiocyne (Staphylococcus saprophyticus jest oporny na nowobiocyne).

5. Niektore streptokoki i prawdopodobnie inne organizmy posiadajace czynniki wigzace immunoglobuling lub
plazme, moga reagowaé z odczynnikiem lateksowym, a takze niektore gatunki takie jak Escherichia coli zdolne
sa do niespecyficznej aglutynacji czasteczek lateksu'®? . Aby uniknaé niespecyficznych reakcji, nalezy wykona¢
barwienie Grama tak, aby bada¢ tylko typowe Staphylococci.

CHARAKTERYSTYKA TESTU

Okreslenie charakterystycznych parametrow testu Oxoid Staphytect Plus bylo wykonane z zastosowaniem
danych uzyskanych z badan podanych ponizej. Nalezy zauwazy¢, ze znana jest cecha zmienno$ci antygenowej u
Staphylococcus aureus w zalezno$ci od potozenia geograficznego miejsc, z ktorych pochodzg izolaty.

Badania kliniczne
Oxoid Staphytect Plus byt sprawdzany w duzym szpitalu we Francji. Wszystkie 299 izolaty byty badane przy

uzyciu testu probowkowego jako metody odniesienia. Przy opracowywaniu wynikéw pomini¢to wyniki ze

11,12,13,14

szczepow, o ktorych wiadomo, ze daja reakcje krzyzowe oraz wyniki szczepow autoaglutynujacych (n

=283). Czuto$¢ wzgledna wyniosta 96,5%, a specyficznos¢ wzgledna 97.6%.

Badania w przemysle
Oxoid Staphytect Plus byt sprawdzany w laboratoriach badania zywno$ci w wielu miejscach w Wielkigj
Brytanii. Przebadano razem 621 prébek kolonii pobranych z pozywki Baird-Parker Agar, ktéra byla posiana

materiatem pochodzacym z zywnosci i sSrodowiska. Jako metod¢ odniesienia uznano metode probowkowa. Przy

. [ .. . , , . . . . . 11, 12,13,14
opracowywaniu wynikow pominig¢to wyniki ze szczepdw o ktorych wiadomo, ze daja reakcje krzyzowe

oraz wyniki szczepow autoaglutynujacych (n=604). Czuto$¢ wzgledna wyniosta 97.6%, a specyficznos¢
wzgledna 97.1%.

UWAGA: Ten produkt zawiera azydek sodu. Szkoedliwy przy polknieciu.
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