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1. PRZEZNACZENIE

Zestaw Wellcogen™ Bacterial Antigen Kit zawiera szereg szybkich
testow lateksowych stuzacych do jakosciowego wykrywania
antygendw Streptococcus z grupy B, Haemophilus influenzae
typu b, Streptococcus pneumoniae (pneumococcus), Neisseria
meningitidis (meningococcus) z grup A, B, C, Y lub W135 oraz
Escherichia coli K1 wystepujgcych w ptynie mézgowo-rdzeniowym
(CSF) w wyniku infekcji. Zestaw mozna réwniez wykorzystywac
do badania innych ptynéw ustrojowych lub supernatantéow z
posiewoéw krwi dla wiekszosci z tych antygendéw oraz posiewdéw
ptytkowych dla N. meningitidis z grupy B lub Escherichia coli K1.
(wskazania poparte danymi klinicznymi zestawiono w Tabeli 1).
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UWAGA: Badania wykonywane bezposrednio na prébkach
klinicznych sg przeznaczone do celdéw przesiewowych i powinny
mieé charakter pomocniczy, a nie zastepczy wobec procedur
hodowlanych. Wyniki muszg by¢ stosowane w powigzaniu
z innymi danymi, takimi jak objawy, wyniki innych badan,
obserwacje kliniczne, itp.

2. OMOWIENIE

Zapalenie opon moézgowych moze by¢ powodowane przez wiele
réznych czynnikéw, zaréwno zakaznych jak i niezakainych. W
przypadku braku szybkiego i skutecznego leczenia bakteryjnego
zapalenia opon mdzgowo-rdzeniowych, choroba ta moze
by¢é $miertelna. Wczesna identyfikacja czynnika zakaznego
moze mie¢ duze znaczenie dla zastosowania prawidtowej i
adekwatnej chemioterapii u pacjenta. Zapalenie opon mézgowo-
rdzeniowych moze by¢ powodowane przez wiele gatunkéw
bakterii. Streptococcus z grupy B oraz E. coli K1 stanowig dwie
najpowszechniejsze przyczyny posocznicy u noworodkéw,
natomiast w starszych grupach wiekowych najpowszechniejszymi
izolatami sg H. influenzae typu b, S. pneumoniae i N. meningitidis
z grup A, B, C, Y oraz W135. Organizmy te posiadajg specyficzne
polisacharydowe antygeny powierzchniowe, ktérych pewna ilo$¢
dyfunduje do pozywki hodowlanej lub do ptynéw ustrojowych,
takich jak ptyn mézgowordzeniowy lub surowica i jest wydalana z
moczem. Antygeny te mozna wykrywac przy uzyciu czutych metod
immunologicznych, takich jak immunelektroforeza przeciwbiezna
oraz aglutynacja lateksowa?*®1,

3. ZASADA DZIALANIA TESTU

Odczynniki Wellcogen zawierajg czasteczki lateksu
polistyrenowego, ktére zostaty optaszczone przeciwciatami
przeciwko antygenom bakteryjnym. W obecnosci wystarczajgcej
ilosci antygenu homologicznego, czasteczki lateksu ulegaja
aglutynacji. Odczynniki Streptococcus oraz H. influenzae s3
specyficzne odpowiednio dla grupy B i typu b, odczynnik S.
pneumoniae jest uwrazliwiony przeciwciatami oczyszczonymi
z omniwalentnej surowicy, a poliwalentny odczynnik N.
meningitidis reaguje z grupami A, C, Y i antygenami W135.
Antygen Meningococcus z grupy B jest trudniejszy do wykrycia®,
jak réwniez jest strukturalnie i immunologicznie spokrewniony
z antygenem E. coli K17; obydwa one reaguja z odczynnikiem N.
meningitidis grupy B.

4. DEFINICJE SYMBOLI

Numer katalogowy

Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro

Sprawdzi¢ w instrukcji stosowania (IFU)

Temperatury graniczne
(temperatury przechowywania)

Zawiera ilo$¢ materiatu wystarczajaca do
<n>badan

Kod serii (numer serii)

Stosowac do (data waznosci)

Doda¢ wode
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5. ZAWARTOSC, PRZYGOTOWANIE DO UZYCIA |

PRZECHOWYWANIE ZESTAWU

Zestaw Wellcogen Bacterial Antigen Kit zawiera odczynniki
wystarczajgce do wykonania 30 testéw.

Patrz réwniez Srodki ostroznosci, rozdziat 6.

Wszystkie sktadniki nalezy przechowywaé¢ w temp. 2 do 8°C.
Jest to warunek zachowania ich aktywnosci do korica terminu
waznosci zestawu.

Przed uzyciem nalezy doprowadzi¢ wszystkie odczynniki do
temperatury pokojowej (18 - 30 °C) i wymieszac je. Po uzyciu,
niewykorzystane odczynniki nalezy umiesci¢ z powrotem w
chtodziarce.

ME

Instrukcja uzycia

Jednorazowe kartoniki
opakowania)

Jednorazowe patyczki do mieszania (5 wigzek)
Jednorazowe zakraplacze (1 pojemnik)

Czarny smoczek gumowy (1)

reakcyjne (2

Lateksy testowe

Strep B (r6zowa zakretka)

H. influenzae b (jasnoniebieska zakretka)

S. pneumoniae (z6tta zakretka)

N. meningitidis ACY W135 (szara zakretka)

N. meningitidis B/E. coli K1 (brgzowa zakretka)

Pie¢ buteleczek z zakraplaczem, po jednej
specjalnie dla kazdej z powyiszych grup,
zawierajacych 0.5% zawiesiny czgsteczek lateksu
polistyrenowego w buforze zawierajgcym 0.05%
preparatu Bronidox® i/ lub 0.1% azydku sodu
jako konserwant.

Czasteczki lateksu optaszczone s3 odpowiednim
przeciwciatem kréliczym podanym na etykiecie,
za wyjatkiem odczynnika N. meningitidis grupy
B/E. coli K1, ktéry jest opfaszczony mysim
przeciwciatem monoklonalnym.

Lateksy kontrolne

5 buteleczek z zakraplaczem (ciemnoniebieska
zakretka), zawierajgcych 0.5%  zawiesiny
czasteczek lateksu polistyrenowego w buforze
zawierajgcym  0.05% preparatu  Bronidox®
i/lub 0.1% azydku sodu jako konserwant.
Czasteczki lateksu optaszczone sg odpowiednim
preparatem globuliny kréliczej, a w przypadku
lateksu N. meningitidis grupy B/E. coli K1, mysim
przeciwciatem monoklonalnym wyhodowanym
przeciwko Bordetella bronchiseptica.

Zawiesiny lateksowe s3 dostarczane gotowe do
uzycia i nalezy je przechowywac¢ w temp. 2 do
8°C w pozycji pionowej, do terminu waznosci
zestawu. Po dtuzszym okresie przechowywania
w goérnej czesci buteleczki moze wystgpié
nagromadzenie lub wysuszenie lateksu. W takiej
sytuacji nalezy energicznie wstrzgsac buteleczka
przezkilka sekund, az do catkowitego ponownego
wytworzenia zawiesiny. NIE ZAMRAZAC.

Poliwalentna kontrola dodatnia

Dwie buteleczki (niebieski zakretka) zawierajace
liofilizowane ekstrakty bakteryjne zawierajace
antygeny z reprezentatywnych szczepdw
kazdego gatunku bakterii, dla  ktérego
dostarczono lateks. Zawiera 0.01% bronopolu
przed  przygotowaniedignatbiye N
przygotowaniu do uiyﬁ'%klﬁﬂ‘ SC)
3.6 ml sterylnej wody dge¥:
wody buteleczke nalezydafetR0%2
a nastepnie wymieszac RRREm obrotowym.

Rozpuszczony antygen mozna przechowywac w
temp. 2 do 8°C przez maksymalnie 6 miesiecy.

[conTROL]-]

Kontrola ujemna

Jedna buteleczka z zakraplaczem (biata zakretka)
zawierajgca bufor glicynowy w roztworze
soli fizjologicznej, pH 8.2, z 0.05% preparatu
Bronidox® jako konserwant.

6. SRODKI OSTROZNOSCI

Odczynniki przeznaczone sg wytgcznie do uzycia w diagnostyce
in vitro.

Wytacznie do uzytku profesjonalnego.

Informacje na temat sktadnikéw potencjalnie niebezpiecznych
podano w Karcie Charakterystyki Substancji (MSDS) i na
etykietach produktu.

INFORMACJE DOTYCZACE ZDROWIA | BEZPIECZENSTWA
6.1

Lateksy testowe oraz preparaty kontrolne dla Streptococcus
grupy B, H. influenzae typu b, S. pneumoniae oraz
N. meningitidis ACY W135 zawierajg 0.1% azydku
sodu. Azydki moga wchodzi¢ w reakcje z miedzig i
otowiem wykorzystywanymi w niektdérych instalacjach
kanalizacyjnych, tworzac sole wybuchowe. llosci uzyte w
omawianym zestawie sg niewielkie, jednakze w trakcie
utylizacji materiatéw zawierajacych azydek, nalezy je
sptukiwaé duzg iloscig wody.

6.2  Zgodnie z zasadami dobrej praktyki laboratoryjnej (GLP),
zdecydowanie zaleca sie traktowanie ptynéw ustrojowych
jako potencjalnie zakazne i obchodzenie sie z nimi z
zachowaniem wszelkich koniecznych srodkéw ostroznosci.

6.3 Podczas obchodzenia sie z radiometryczng pozywka do
posiewu krwi nalezy przestrzegaé¢ podstawowych zasad
bezpieczenstwa radiologicznego. S3 to miedzy innymi

nastepujace reguty:

a) Materiat radioaktywny nalezy przechowywaé w
wyznaczonym miejscu w zatwierdzonym pojemniku.

b) Obchodzenie sie z substancjami radioaktywnymi winno
odbywac sie w wyznaczonym miejscu.

c) Zabrania sie pipetowania materiatéw radioaktywnych
ustami.

d) Zabrania sie jedzenia, picia i palenia tytoniu w
wyznaczonym miejscu.

e) Po uzyciu materiatéw radioaktywnych nalezy doktadnie
umyc¢ rece.

f) W sprawach dotyczacych usuwania materiatéw nalezy
skonsultowa¢ si¢ z miejscowym inspektorem ds.
bezpieczenstwa radiologicznego.

6.4  Przyrzady wielorazowego uzytku nalezy po uzyciu
sterylizowa¢ z wykorzystaniem odpowiedniej metody.
Preferowana jest sterylizacja w autoklawie przez 15 minut
w temp. 121°C. Przyrzady jednorazowego uzytku nalezy
sterylizowa¢ w autoklawie lub spala¢. Rozlane ptyny,
bedace potencjalnymi materiatami zakaznymi, nalezy
utylizowaé niezwtocznie przy uzyciu chtonnych recznikéw
papierowych, a zanieczyszczone miejsca nalezy przetrzeé
tamponem zwilzonym standardowym antybakteryjnym
preparatem dezynfekujacym lub 70% alkoholem.

6.5  NIE stosowaé podchlorynu sodu. Materiaty uzywane przy
czyszczeniu rozlanych ptynéw, wtacznie z rekawicami, nalezy
utylizowac tak, jak biologiczne odpady niebezpieczne. Nie
pipetowac ustami. Podczas obchodzenia sie z probkami i
wykonywania testu nalezy nosi¢ rekawice jednorazowe i
srodki ochrony oczu. Po zakoriczeniu prac nalezy doktadnie

umyc rece.
6.6  Uzywanezgodniezzasadamidobrejpraktykilaboratoryjnej,
wtasciwymi standardami higieny pracy oraz wytycznymi
podanymi w niniejszej instrukcji uzycia, dostarczone
odczynniki nie sg uwazane za grozne dla zdrowia.
ANALITYCZNE SRODKI OSTROZNOSCI

6.7  Nie uzywac odczynnikdéw po uptywie podanego terminu
waznosci.

6.8  Przed uzyciem nalezy doprowadzi¢ odczynniki lateksowe
do temperatury pokojowej (18 - 30 °C). Odczynniki
lateksowe, noszace oznaki zbrylenia sie czasteczek przed

uzyciem, mogty by¢ zamrozone i zabrania sie ich uzycia.
6.9 Podczas uzywania buteleczek z zakraplaczem wazne jest,
aby trzymac je pionowo, a kropla musi tworzy¢ sie w
koncéwce wylotowej zakraplacza. Zamoczenie wylotu

zakraplacza spowoduje  uformowanie  niewtasciwej
objetosci wokét jego korica, a nie na samym koricu. Jesli do
tego dojdzie, przed wykonaniem dalszych czynnosci nalezy
osuszy¢ wylot zakraplacza.

Odczynniki dostarczone w kazdym zestawie sg do siebie
dopasowane pod wzgledem dziatania i nie nalezy ich
uzywac wraz z odczynnikami z zestawu o innym numerze
serii.

6.11
6.12

Nie dotyka¢ pdl reakcyjnych na kartonikach.

W tym tescie mozna wykorzystywac rotatory mechaniczne.
Ponizsze charakterystyki zostaty uznane za zadowalajace:

i) Rotatory orbitalne (znane réwniez jako rotatory
przestrzenne), dziatajagce z predkoscig 25 obr./min.
z katem obrotu w przyblizeniu 9 do 10.5 stopnia lub
dziatajgce z predkoscig 18 obr./min z katem obrotu 16
do 17.5 stopnia.

Unika¢ mikrobiologicznych zanieczyszczern odczynnikow,
poniewaz moze to doprowadzi¢ do btednych wynikéw.

7. POBIERANIE | PRZECHOWYWANIE PROBEK

Prébki ptynéw ustrojowych (np. ptyn mézgowo-rdzeniowy,
surowica, mocz) nalezy badac tak szybko po pobraniu,
jak to tylko mozliwe. Jezeli ptynu nie mozna przebadaé
natychmiast, mozna go przechowa¢ do nastepnego dnia
w temperaturze 2 do 8°C, badZ przez dtuisze okresy
czasu w postaci zamrozonej w temp. =15 do —25°C. Jezeli
wymagane s analizy bakteriologiczne prébki, nalezy je
zaplanowac przed wykonaniem testu lateksowego, aby nie
dopusci¢ do zanieczyszczenia prébki.

7.2 Prébki posiewow krwi mozna pobiera¢ i bada¢ po 18 do
24 godzinach inkubacji w temp. 37°C i/lub natychmiast po
zaobserwowaniu wzrostu bakterii.

7.3 Posiewy plytkowe (tylko N. meningitidis B/E. coli K1).

Wyizolowane kolonie rosngce na wzbogaconej pozywce
agarowej (np. pozywka krwawa, agar czekoladowy) mogg
by¢ badane na drugi dzien po inkubacji w temp. 37°C.
Nalezy wykona¢ barwienie barwnikiem Grama, aby ufatwi¢
interpretacje wynikow testu lateksowego.

8. SPOSOB WYKONANIA TESTU

WYMAGANE MATERIAtY DOSTARCZONE

Patrz Zawarto$¢ zestawu, rozdziat 5.
MATERIALY WYMAGANE, LECZ NIE DOSTARCZONE

Wrzaca faznia wodna

Wiréwka laboratoryjna lub filtry membranowe (0.45 pum)
Rotator (opcjonalnie — patrz: $rodki ostroznosci, rozdziat 6)
PRZYGOTOWANIE PROBEK KLINICZNYCH

8.1 Préobki ptynéw ustrojowych musza zosta¢ ogrzane
przed badaniem zgodnie z procedurg Wellcogen, aby
zminimalizowad reakcje nieswoiste*®. Zaleca sie stosowanie
nastepujacych procedur:

a) W przypadku ptynu mdzgowo-rdzeniowego i moczu,
probke nalezy ogrzewaé przez 5 minut we wrzacej
tazni wodnej. Przed wykonaniem testu prébke
nalezy ochtodzi¢ do temperatury pokojowej (18 do
30°C) i wyklarowac poprzez wirowanie lub filtracje
membranowg (0.45 um). W celu zapewnienia
maksymalnej czutosci, prébki moczu mozna zagescic¢
maksymalnie 25-krotnie w zageszczaczu Minicon® B-15.
Przed wykonaniem testéw nalezy dokona¢ klarowania
zgodnie z powyzszym opisem.

b) W przypadku surowicy nalezy doda¢ 3 objetosci 0.1
M kwasu etylenodiamiotetraoctowego w postaci soli
dwusodowej (EDTA), pH 7.4, na 1 objetos¢ surowicy,
ogrzewac probke przez 5 minut we wrzacej tazni
wodnej, ochtodzi¢ do temperatury pokojowej (18 do
30°C) i wyklarowac zgodnie z wczesniejszym opisem.
Dostepny jest odpowiedni roztwér EDTA (10 ml) (nr kat.
ZL29/R30164501).

Posiewy krwi. Wirowac 1 do 2ml prébki, aby doprowadzi¢
do peletyzacji krwinek czerwonych - np. z przecigzeniem
1000 g przez 5 do 10 minut. Wykona¢ test lateksowy
na supernatancie. Jezeli wystapi nieswoista reakcja
dla supernatantu z posiewu krwi (patrz: Interpretacja
wynikéw, rozdziat 10), nalezy ogrzewac probke we wrzacej
fazni wodnej przez 5 minut, schtodzi¢ do temperatury
pokojowej (18 to 30°C), wyklarowac przez wirowanie i
powtdrzy¢ badanie.

8.2

8.3  Posiewy ptytkowe (tylko N. meningitidis B/E. coli K1). Test

bezposrednio z hodowli na ptytce.
PROCEDURA

Przed wykonaniem badania zaleca sie uwazne przeczytanie czesci
dotyczacej Srodkéw ostroznosci, rozdziat 6.

Probki ptynow ustrojowych i supernatanty z posiewéw krwi:

UWAGA: Jezeli dostepna jest tylko ograniczona objetos¢ badanej
prébki, nalezy jg wykorzystac w pierwszej kolejnosci do wykonania
badania z lateksami testowymi. W przypadku uzyskania wyniku
dodatniego, prébke nalezy przebadac przy uzyciu odpowiedniego
lateksu kontrolnego. Jezeli objetos¢ probki jest wystarczajaca,
nalezy jednoczesnie wykonac test i kontrole lateksowa.

Krok 1  Przygotowac prébke zgodnie z ponizszym opisem
Przygotowanie prdobek klinicznych.
Krok 2

Krok 3

Wstrzasna¢ odczynniki lateksowe.

Nanies¢ 1 krople kazdego lateksu 1 kropla
testowego lub lateksu kontrolnego na oddzielne
pole na kartoniku reakcyjnym. Upewnic sie, ze
buteleczki z zakraplaczem sg trzymane pionowo,
aby odmierzy¢ krople o doktadnej objetosci.

(Patrz Srodki ostroznosci, rozdziat 6).

Krok 4  Postugujac sie jednorazowym 1 kropla
zakraplaczem, odmierzy¢ 1 krople (okoto 40 pl)

badanej prébki obok kazdej kropli lateksu.

Krok 5 Zmiesza¢ zawartosc kazdego pola przy uzyciu
patyczka do mieszania i rozprowadzi¢ na catej
powierzchni pola. Do kazdego pola nalezy
uzywac oddzielnego patyczka i odtozy¢ go
celem bezpiecznego usuniecia po uzyciu.

Krok 6 Kotysaé kartonikiem powoli i 3 minuty
obserwowac, czy zachodzi aglutynacja przez 3
minuty, trzymajac kartonik w normalnej odlegtosci
odczytu (25 do 35 cm) od oczu. Nie uzywaé

szkta powiekszajgcego. Obracanie mechaniczne

(3 minuty) moze by¢ stosowane (patrz Srodki
ostroznosci, rozdziat 6). Wzory, ktdre uzyskuje sie
sg wyrazne i mozna je rozpoznac we wszystkich
normalnych warunkach oswietleniowych.

Krok 7  Odtozy¢ wykorzystany kartonik reakcyjny

w celu bezpiecznego usuniecia.

Posiewy na ptytkach:
(Tylko Wellcogen N. meningitidis B/E. coli K1):

Krok 1
Krok 2

Wstrzasnag¢ odczynniki lateksowe.

Dla kazdej hodowli, dla ktérej ma zostaé
wykonany test, odmierzy¢ 1 krople lateksu
testowego w jednym polu na kartoniku reakcyjnym
i 1 krople lateksu kontrolnego w oddzielnym polu.
UWAGA: niezbedne jest uzycie lateksu
kontrolnego dla podejrzanych hodowli E. coli.

1 kropla

Krok 3  Wazigc patyczek do mieszania i pobra¢ pewna
ilo$¢ hodowli z prébki dotykajac jej ptaskim
koricem patyczka. Orientacyjnie powinna
zostac pobrana ilos¢ hodowli rbwnowazna

w przyblizeniu 1 duzej wyrostej kolonii.

Krok 4 Zemulgowac¢ probke hodowli w kropli lateksu
testowego pocierajac ptaskim koricem patyczka.
Pociera¢ doktadnie, ale nie zbyt mocno, aby nie
uszkodzi¢ powierzchni kartonika. Rozprowadzi¢
lateks, aby pokry¢ tak duzg powierzchnie

pola, jak to mozliwe. Odtozy¢ patyczek do

mieszania celem bezpiecznego usuniecia.

Krok 5 Uzywajac oddzielnego patyczka, zemulgowac

podobng prébke hodowli w lateksie kontrolnym.

Kotysaé powoli kartonikiem i 20 sekund
obserwowag, czy zachodzi aglutynacja przez 20
sekund, trzymajac kartonik w normalnej odlegtosci
odczytu (25 do 35 cm) od oczu. Nie uzywac szkta
powiekszajgcego. Uzyskiwane wzory sa wyrazne

i mozna je z tatwoscig rozpoznac we wszystkich
normalnych warunkach oswietleniowych.

Krok 6

Krok 7  Odtozy¢ wykorzystany kartonik reakcyjny

do bezpiecznego usuniecia.
9. KONTROLA JAKOSCI

Ponizsze procedury nalezy wykona¢ na poczatku stosowania
kazdej otrzymanej przesytki zestawéw testowych oraz dla kazdej
serii probek poddawanych badaniom. W praktyce serie mozna
zdefiniowa¢ jako 24-godzinny okres wykonywania testow.
Wszelkie odchylenie od wartosci oczekiwanych oznacza mozliwy
problem z odczynnikami, ktérego rozwigzanie jest konieczne
przed dalszym postepowaniem z prébkami klinicznymi.

KONTROLA WZROKOWA

Zawiesiny lateksowe nalezy zawsze sprawdzac pod katem zbijania
sie (agregacji) czasteczek podczas nanoszenia na kartonik testowy,
a jesli widoczne s3 oznaki tworzenia sie grudek przed dodaniem
badanej prébki, zabrania sie uzywania zawiesiny. Po dtuzszym
okresie przechowywania, w goérnej czesci buteleczki moze
wystgpic¢ nagromadzenie lub wysuszenie substancji. W przypadku
zaobserwowania takiej sytuacji, buteleczka nalezy energicznie
wstrzasa¢ przez kilka sekund, az co catkowitego ponownego
wytworzenia zawiesiny.

PROCEDURA KONTROLI DODATNIEJ
Reaktywno$¢ testu mozna potwierdzi¢, dodajac poliwalentng
kontrole dodatnia do pola reakcyjnego, w ktérym badana prébka

nie doprowadzita do aglutynacji lateksu testowego po 3 minutach
rotacji.

Krok 1

Postugujac sie jednorazowym
zakraplaczem, doda¢ 1 krople dodatniej
kontroli do pola zawierajacego

lateks testowy i probke.

1 kropla

Krok 2  Wymiesza¢ przy uzyciu patyczka do mieszania

i odtozy¢ w celu bezpiecznego usuniecia.

Krok 3  Kotysac kartonikiem recznie lub przy
uzyciu rotatora przez kolejne 3 minuty. Po
uptywie tego czasu, wyrazna aglutynacja

powinna by¢ widoczna w lateksie testowym.

3 minuty

Krok 4 Odtozy¢ wykorzystany kartonik reakcyjny

do bezpiecznego usuniecia.
PROCEDURA KONTROLI UJEMNEJ

Jezeli co najmniej jedna badana prébka w danej serii daje
wynik ujemny dla lateksdw testowych i kontrolnych, (lub tylko
dla lateksu testowego, gdy nie uzywano lateksu kontrolnego),
stanowi to wazng kontrole ujemng dla odczynnikéw i nie jest
konieczne wykonywanie dalszych badan.

Jezeli badana prébka prowadzi do aglutynacji lateksu testowego,
lecz nie powoduje aglutynacji lateksu kontrolnego, to nalezy
przeprowadzi¢ kontrole lateksu testowego odpowiednio przy
uzyciu kontroli ujemnej albo niezaszczepionej pozywki do
posiewu krwi (patrz ponizej).

Krok 1

Nanies¢ 1 krople lateksu testowego na jedno
1 kropla pole na kartoniku reakcyjnym.

Krok2 Odmierzy¢ 1 krople kontroli ujemnej lub
1 krople niezaszczepionej pozywki do

posiewu krwi obok testowego lateksu.

Krok 3 Wymieszac przy uzyciu patyczka do mieszania

i odtozy¢ do bezpiecznego usuniecia.

Krok 4  Kotysac kartonikiem recznie lub przy uzyciu
3 minuty rotatora przez kolejne 3 minuty. Po
uptywie tego czasu, nie powinna wystapi¢ zadna

znaczaca aglutynacja w lateksie testowym.

Krok 5 Odtozy¢ wykorzystany kartonik reakcyjny

do bezpiecznego usuniecia.

W przypadku badan prébek ptynéw ustrojowych, nalezy uzyé
kontroli ujemnej dostarczonej wraz z zestawem.

W przypadku badari hodowli z krwi, w charakterze kontroli
ujemnej nalezy uzy¢ prébki niezaszczepionej pozywki do posiewu
krwi, pochodzacej z tego samego Zrddta, co probka. Uwaga:
badanie niezaszczepionej pozywki jest wazne, poniewaz w
przypadku niektdrych sktaddéw pozywek do posiewdw krwi moga
wystepowac reakcje fatszywie dodatnie.

Uwagi:

a) Jesli zachodzi taka potrzeba, w charakterze kontroli
dodatnich i kontroli ujemnych mozna wykorzystac¢
wcze$niej zbadane prébki o odczynie odpowiednio
dodatnim i ujemnym, podzielone na réwne objetosci
i przechowywane w temp. —=15 do —-25°C lub nizszej.
Kontrola dodatnia moze by¢ réwniez zastosowana zamiast
prébki badane;j.

b) W przypadku badan identyfikujgcych kolonie (jedynie
Wellcogen N. meningitidis B/E. coli K1), dziatanie latekséw
testowych i kontrolnych mozna potwierdzi¢ stosujac
Swieze, zatozone poprzedniego dnia hodowle szczepdw
odniesienia, zgodnie z metoda opisang w czesci Sposéb
wykonania testu. Odpowiednie szczepy odniesienia to:
ATCC 13090 — N. meningitidis z grupy B (reaktywnos¢
dodatnia)

ATCC 23503 - E. coli typu K1 (reaktywno$¢ dodatnia)

ATCC 13077 — N. meningitidis z grupy A (reaktywnos¢
ujemna)



ATCC 13090 oraz ATCC 23503 powinny powodowac
aglutynacje lateksu testowego i brak znaczacej aglutynacji
lateksu kontrolnego; ATCC 13077 nie powinien powodowacé
znaczacej aglutynacji lateksu testowego ani kontrolnego.

10. WYNIKI

ODCZYTYWANIE WYNIKOW

Na reakcje pozytywna wskazuje pojawienie sie aglutynacji w ciggu
3 minut (20 sekund dla testéw kolonii) od zmieszania lateksu z
badang prébka, wykazujgcej wyraznie widoczne zlepianie sie
czgstek lateksu (Rysunek 1).

Predkos$¢ pojawiania sie i jako$¢ aglutynacji uzaleznione sg od sity
antygenu - wystepuja rozmaite grudki: od duzych pojawiajacych
sie po kilku sekundach od zmieszania, po mate tworzace sie raczej
powoli. W przypadku identyfikacji hodowli, wiekszos$¢ reakcji
dodatnich bedzie prawie natychmiastowa.

W przypadku reakcji ujemnej nie dochodzi do aglutynacji
lateksu, a mleczny wyglad pozostaje zasadniczo niezmieniony
przez caty czas trwania badania (Rysunek 2). Nalezy jednak
pamietac, ze znikome ilosci grudek moga by¢ wykrywalne we
wzorach ujemnych, w zaleznosci od ostrosci wzroku operatora.
W przypadku identyfikacji hodowli, niektére szczepy moga
powodowaé aglutynacje lateksu w postaci ,witékienek” z
mlecznym ttem, co nalezy interpretowac jako reakcje ujemna.

UWAGA: Czasteczki lateksowe wykorzystywane w testowych i
kontrolnych zawiesinach lateksowych Wellcogen N. meningitidis
B/ E. coli K1 nie sg takie same jak w innych odczynnikach i
charakteryzujg sie drobniejsza aglutynacja.

Rysunek 1 Rysunek 2

INTERPRETACJA WYNIKOW
Wynik dodatni

Wyrazna aglutynacja pojedynczego lateksu testowego, ktorej
towarzyszg reakcje ujemne dla wszystkich innych odczynnikéw
lateksu testowego i lateksu kontrolnego oznacza wystepowanie
i tozsamos¢ antygenu bakteryjnego w badanej prébce. Zasada
0golng jest to, ze dodatni wynik dla Wellcogen N. meningitidis B/E.
coli K1 w prébce pochodzacej od noworodka sugeruje infekcje
E. coli K1; u starszych pacjentéw bardziej prawdopodobna jest
infekcja meningokokami z grupy B.

Wynik ujemny

Ujemne reakcje dla wszystkich odczynnikéw lateksu testowego
oznaczajg brak mozliwego do wykrycia poziomu antygendw
bakteryjnych w badanym ptynie — nie wyklucza to mozliwosci
infekcji spowodowanej przez te organizmy i jezeli objawy
utrzymuja sie, pozagdanym moze okazac sie wykonanie badania
na kolejnych lub alternatywnych prébkach, badzZ po zageszczeniu
prébki moczu. W przypadku hodowli, brak aglutynacji w
odczynnikach Wellcogen N. meningitidis B/E. coli K1 oznacza
niskie prawdopodobieristwo, ze jest to N. meningitidis z grupy B
lub E. coli K1.

Wynik niemozliwy do zinterpretowania

Aglutynacja wiecej niz jednego odczynnika lateksu testowego
lub odpowiednich latekséw testowych i kontrolnych oznacza
reakcje nieswoistg. W wiekszosci przypadkdéw reakcje nieswoiste
w odniesieniu do ptynéw ustrojowych mozna wyeliminowaé
poprzez ogrzanie i klarowanie probek* (patrz: Przygotowanie
prébek klinicznych, rozdziat 8). Jezeli wystgpi nieswoista reakcja
dla supernatantu z hodowli krwi, to nalezy ogrzewac prébke we
wrzacej tazni wodnej przez 5 minut, schtodzi¢ do temperatury
pokojowej (18 do 30°C), wyklarowac przez wirowanie i powtdrzy¢
badanie.

11. OGRANICZENIA DZIAtANIA

11.1 W przypadku ptynédw ustrojowych pochodzacych od
noworodka (tylko paciorkowce grupy B) — moga wystgpié¢
wynikifatszywie ujemne w przypadku prébek zawierajacych
poziomy antygendw ponizej granic wykrywania niniejszego
zestawu testowego. Po uzyskaniu wynikéw ujemnych
nalezy wykona¢ selektywng hodowle bulionowg. Wynik
dodatni wskazuje na obecnos$¢ antygenu paciorkowcow
grupy B; wynik niekoniecznie oznacza obecnosé¢ zywych
organizmow.

11.2 W przypadku ptyndw ustrojowych pochodzacych
od noworodka (tylko paciorkowce grupy B) — uzycie
niniejszego zestawu testowego nie powinno zastepowaé
hodowli  mikrobiologicznej.  Dziatanie  niniejszego
zestawu testowego w zakresie przewidywania chordb
powodowanych przez paciorkowce grupy B na podstawie
badarn moczu noworodka nie zostato sprawdzone.

11.3 Infekcje paciorkowcem grupy B wystepuja gtéwnie u
noworodkéw. Dodatnie wyniki uzyskane dla prébek
ptynéw ustrojowych pobranych od pacjentéw w wieku
powyzej szesciu miesiecy nalezy interpretowac ostroznie.
Dodatnie wyniki uzyskane dla supernatantéw z hodowli
krwi pacjentéw w dowolnym wieku moga by¢ znaczace.

11.4 Dodatni wynik testu uzalezniony jest od obecnosci
wykrywalnego poziomu antygenu w ptynie ustrojowym lub

pozywce do posiewu krwi.

W zakresie wykrywania antygenu w moczu lub surowicy
przy uzyciu Wellcogen N. meningitidis B/E. coli K1 (Tabela
6) dostepne sg ograniczone dane kliniczne. Nie s3 dostepne
zadne dane kliniczne dotyczace wykrywania antygenu w
moczu przy uzyciu Wellcogen N. meningitidis ACY W135
(Tabela 5). Jednakze obecnos¢ antygenu zostata wykryta w
probkach moczu ACY W135°.

Znanych jest kilka przyktadéw bakterii niespokrewnionych,
ktére posiadajg antygeny wspdlne i, podobnie jak w
kazdym systemie testu immunologicznego, nie mozna
wykluczy¢ ewentualnosci wystgpienia reakcji krzyzowych
w tescie lateksowym?®3&2,
12. WYNIKI OCZEKIWANE

Prébki zawierajgce wykrywalne poziomy antygenu paciorkowca
z grupy B, antygenu H. influenzae typu b, antygenu otoczkowego
S. pneumoniae, antygenéw N. meningitidis A, C, Y, W135
lub antygenu N. meningitidis B / E. coli K1 wywotajg reakcje
aglutynacji z odpowiednim lateksem testowym.

13. 13 CHARAKTERYSTYKA DZIAtANIA
13.1 Ptyny ustrojowe i posiewy krwi

Badania kliniczne przeprowadzono w 15 centrach z uzyciem
prébek ptyndw ustrojowych (Swiezych i przechowywanych
w postaci zamrozonej) oraz supernatantéw z hodowli krwi.
W badaniach nad posiewami krwi wykorzystano zaréwno
tradycyjne, jak i radiometryczne techniki hodowlane.

Przechowywane probki ptyndw ustrojowych nie byty
poddawane obrébce termicznej zgodnie z opisem w czesci
Przygotowanie prébek klinicznych, rozdziat 8. Obszerne
badania laboratoryjne wykazaty brak znacznej utraty
antygenu po ogrzaniu z wykorzystaniem tej procedury.

Czutosé

Czutos$¢ kazdego lateksu w zestawie zostata ustalona na
podstawie badan na prébkach dajacych dodatni wynik
hodowli dla organizmu homologicznego lub dla ktérych
istniaty inne dowody infekcji (rozpoznanie kliniczne plus
dodatni wynik innego testu antygenowego).

Tabele od 2 do 6 podajg liczby kazdego typu prdbek
przebadanych indywidualnymi preparatami lateksowymi
wraz z liczbg uzyskanych wynikéw dodatnich. Czutos¢
kazdego lateksu w wykrywaniu antygendw bakteryjnych
w ptynie mdézgowo-rdzeniowym wynosita 67% (12/18)
dla Wellcogen Strep B, 97% (87/90) dla Wellcogen H.
influenzae b, 88% (45/51) for Wellcogen S. pneumoniae,
71% (29/41) dla Wellcogen N. meningitidis ACY W135 oraz
65% (11/17) dla Wellcogen N. meningitidis B/E. coli K1.

Specyficznosé

Specyficzno$¢  kazdego z odczynnikéw  Wellcogen
oszacowano wykorzystujgc probki ptynu ustrojowego
(Swieze i zamrozone) oraz probki z hodowli krwi

pochodzace od pacjentéw z bakteryjnym lub aseptycznym
zapaleniem opon mdzgowych i innymi nieskojarzonymi
stanami. Z  zainfekowanej  prébki  wyizolowano
nastepujace organizmy: H. influenzae b, S. pneumoniae,
N. meningitidis wtgcznie z grupami A, B, C, Y, E. coli,
Staphylococcus aureus, Enterobacter aerogenes, Klebsiella
pneumoniae, Mycobacterium tuberculosis, Proteus
mirabilis, Staphylococcus epidermidis, alfa-hemolizujacy
paciorkowiec, beta-hemolizujgcy paciorkowiec z grupy A,
Klebsiella oxytoca, Pseudomonas, Streptococcus sanguis,
Toxoplasma gondii oraz bakterie z grupy coli.

Specyficznosé¢ wszystkich pieciu latekséw Wellcogen w
badaniach na ptynie mdzgowo-rdzeniowym byta wyisza
od 98%. Szczegbtowe dane dotyczace liczby przebadanych
prébek oraz specyficznosci kazdego testu Wellcogen dla
kazdego typu prébki podano w tabelach od 2 do 6.

13.2 Posiewy ptytkowe (N. meningitidis B/E. coli K1).

Hodowle N. meningitidis oraz E. coli prowadzone na
wzbogaconej pozywce agarowej zostaty przebadane
w laboratoriach szpitalnych oraz w wewnetrznych
laboratoriach firmy. Wszystkie hodowle N. meningitidis z
grupy B oraz E. coli K1 zostaty prawidtowo zidentyfikowane.
Nie wystapity zadne reakcje krzyzowe z innymi grupami N.
meningitidis lub innymi antygenami E. coli K (Tabela 7).
Duza cze$¢ hodowli E. coli z innymi antygenami K, ktére
poddano badaniom, data reakcje nieswoiste (Tabela 7).

Tabela 1

Probki, ktére zbadano przy uzyciu indywidualnych
odczynnikéw lateksowych Wellcogen

Probka Wellcogen
Strep. B H. influenzae bS. pneumoniae N. meningitidis N. meningitidis
ACY W135 B/E. coli K1

Plyn
mozgowordzeniowy + + + + +
Surowica + + + + +*
Mocz + + + 4* -
Posiew krwi + + + + +
Kolonie bakteryjne — - - - +

Objasnienia
+ Dostepne dane wspierajace niniejsze zastosowania.
+* Dostepne ograniczone dane.

— Brak dostepnych danych.
Tabela 2
Wyniki badan klinicznych nad Wellcogen Strep B
Czutosc? Specyficznos¢®
Probka Liczba Liczba Liczba Liczba
przebadanych dodatnich przebadanych dodatnich
Ptyn mézgowordzeniowy 18 12 58 1°
Surowica 19 13 7 0
Mocz 20 17 22 1¢
Posiew krwi 9 9 369 4°

2 beta-hemolizujacy paciorkowiec z grupy B wyizolowany/wykryty
(diagnoza kliniczna / inny test antygenowy).

® bakterie inne niz paciorkowce. B/brak wzrostu.

¢ E. coli wyizolowane.

9 P. mirabilis wyizolowane.

¢ Staph. epidermidis; beta-hemolizujgcy strep. z grupy A; E. coli +
Enterococcus; Staph. epidermidis + Enterococcus wyizolowane.

Tabela 3
Woyniki badan klinicznych nad WellcogenTM H. influenzae b

Czutos¢ Specyficznose

Probka Liczba Liczba Liczba Liczba
przebadanych dodatnich przebadanych dodatnich

Ptyn mézgowordzeniowy 90 87 375° 2
Surowica 21 20 21 0
Mocz 10 10 236 0
Posiew krwi 54 54 1566° 5

2 Jedna dodatkowa prébka ptynu mdzgowo-rdzeniowego data
reakcje nieswoista.

® Jedna préobka aseptyczna; E. coli wyizolowane z innej prébki.

¢ Dwa dodatkowe supernatanty z hodowli krwi daty reakcje
nieswoiste.

4 Jedna préobka aseptyczna. Wzrost w pozostatych prébkach: Staph.
aureus; E. coli + Staph. epidermidis; K. oxytoca; alfa-hemolizujacy
paciorkowiec.

Tabela 4
Wyniki badan klinicznych nad WellcogenTM S. pneumoniae

Czutosc Specyficznosé

Prébka Liczba Liczba Liczba Liczba
przebadanych dodatnich przebadanych dodatnich

Ptyn mézgowordzeniowy 51 45 4832 2
Surowica 6 6 13 0
Mocz 105 46 320° 0
Posiew krwi 13 109 1512 7¢

2 Jedna dodatkowa prébka ptynu mdzgowo-rdzeniowego data
reakcje nieswoista.

® Enterobacter aerogenes; bakterie z grupy coli.

¢ Trzy dodatkowe prébki moczu daty reakcje nieswoiste.

¢ Pseudomonas; Strep. sanguis; Staph. epidermidis + Enterococcus;
Strep. viridans wyizolowane z 4 prébek.

Tabela 5

Wyniki badan klinicznych nad
WellcogenTM. meningitidis ACY W135

Czutos¢ Specyficznos¢
Probka Liczba Liczba Liczba Liczba
przebadanych dodatnich przebadanych dodatnich
Ptyn mézgowordzeniowy 412 29 423 2
Surowica 5 3 36 0
Mocz 0 - 229° 0
Posiew krwi 7 7 1615 2¢
2 Obejmuje 8 z grupy A, 25 z grupy Ci 1 z grupy Y (pozostate nie
pogrupowane).

b K. aerogenes; E. coli.

¢ Pie¢ dodatkowych prébek moczu dato reakcje nieswoiste.

4 Strep. sanguis; Staph. epidermidis + Enterococcus.
Tabela 6

Wyniki badan klinicznych nad Wellcogen
N. meningitidis B/E. coli K1

Czutosc¢

Specyficznosé
Probka Liczba Liczba Liczba Liczba

przebadanych dodatnich przebadanych dodatnich

Ptyn mézgowordzeniowy

N. meningitidis B 1" 7 128 0
E. coli K12 6 4 128 0
Surowica:

N. meningitidis B 2 1 3 0
Mocz:

N. meningitidis B 2 1 7 0
Posiew krwi:

N. meningitidis B 7 5 461 3

@ Prébki przechowywane w postaci zamrozonej. Wszystkie inne
prébki badane jako swieze.
> Hodowle tlenowe i beztlenowe (beta-hemolizujgcy strep A) dla
tego samego pacjenta; gronkowiec koagulazo-ujemny.
Tabela 7

Identyfikacja hodowli przy uzyciu Wellcogen
N. meningitidis B/E. coli K1

Kultura® + -
N. meningitidis grupa A 0 16
N. meningitidis grupa B 10 0
N. meningitidis grupa C 0 18
N. meningitidis grupa 29E 0 8
N. meningitidis grupa W135 0 7
N. meningitidis grupa X 0 4
N. meningitidis grupa Y 0 5
N. meningitidis grupa Z 0 3
E. coli K1 7 0
E. coli — inne antygeny 0 13°

a Hodowle identyfikowane poprzez aglutynacje szkietkowa.
b 10 dodatkowych hodowli dato reakcje nieswoiste.
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