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E. coli 0157 Latex Test
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1. INTENDED USE

A qualitative latex slide agglutination test for the confirmatory
identification of E. coli serogroup 0157 isolates grown on agar.
Used in a diagnostic workflow to aid clinicians in treatment
options for patients suspected of having bacterial infections. The
device is not automated, is for professional use only and is not a
companion diagnostic.

2. SUMMARY AND PRINCIPLE OF TEST

A latex agglutination test for the identification of E. coli serogroup
0157.

Certain strains of Escherichia coli have been implicated in cases
of haemorrhagic colitis (HC) and haemolytic ureamic syndrome
(HUS).

It has been shown that these strains produce a vero-cytotoxin
(VT). The E. coli serotype most frequently isolated from HC and
HUS cases is 0157:H7. Isolation of this serotype from a diarrhoeal
stool particularly with the presence of blood is indicative of a
vero-cytotoxin producing strain 345678

The E. coli 0157 latex test will demonstrate by slide agglutination
E. coli strains possessing the 0157 serogroup antigen. The test is
best used in conjunction with Sorbitol MacConkey Agar (Oxoid
CMO0813). E. coli 0157:H7 strains do not ferment Sorbitol and
therefore give colourless colonies on this medium. The majority
of E. coli isolates do ferment Sorbitol and give characteristic pink
colonies.

Sorbitol MacConkey Agar should be used as the primary screen.
Non-sorbitol fermenting colonies can then be tested with the
latex reagents, to determine whether the isolate belongs to the
0157 serogroup and therefore a potential VT- producing strain.

3. COMPONENTS OF THE KIT

DR0621M Test Latex

Consists of blue latex particles sensitised with specific rabbit
antibody reactive with the 0157 somatic antigen. Each kit
contains sufficient reagent for 100 tests.

DR0622M Control Latex

Consists of blue latex particles sensitised with pre-immune rabbit
globulin. Each kit contains sufficient reagent for 100 tests.
DR0623M Positive Control Suspension

A suspension of inactivated E. coli 0157 cells in buffer. Sufficient
for 25 tests.

DR0624M Negative Control Suspension

A suspension of E. coli 0116 cells in buffer. Sufficient for 25 tests.
DRO0500G Reaction Cards

There are 35 disposable reaction cards provided in the kit.

Instructions for Use (IFU).
4. MATERIALS REQUIRED

The following materials are required but not provided in this kit
Microbiological loop and bunsen burner.
0.85% saline.

Suitable disinfectant e.g. sodium hypochlorite solution >1.3%
w/w.

Timer
5. PRECAUTIONS

The reagents are for in vitro diagnostic use only.
For professional use only.
In the event of malfunction do not use device.

Please refer to the Material Safety Data Sheet (MSDS), available
on the company website, and product labeling for information on
potentially hazardous components.

Any serious incident that has occurred in relation to the device
shall be reported to the manufacturer and the competent
authority of the Member State in which the user and/or the
patient is established.

Do not freeze.

Reagents with different lot numbers should not be interchanged.
Reagents contain 0.1% sodium azide as a preservative.

Sodium azide may react with lead or copper plumbing to
produce metal azides which are explosive by contact detonation.
To prevent azide accumulation in plumbing, flush with copious
amounts of water immediately after waste disposal.

Specimen materials may contain pathogenic organisms handle
with appropriate precautions.

6. STORAGE

This kit must be stored at 2 to 8°C. Under these conditions the
reagents will retain their reactivity until the expiry date shown
on the kit box.

7. CONTROL PROCEDURES

The Control Suspensions provided should be used to check the
correct working of the latex reagents each day before routine
tests are performed.

The Positive Control Suspension must cause visible agglutination
with the Test Latex reagent within one minute.

The Negative Control Suspension should cause no agglutination
with the Test and Control Latex within one minute.

Do not use the test if reactions with the Control Suspensions are
incorrect.

8. IMPORTANT PROCEDURE NOTES

Do not allow the reagents to become contaminated by letting the
dropper tip touch the specimen on the reaction card.

Ensure that the caps are securely fitted after each use to prevent
contamination and drying out of the reagent.

After use return the kit to the refrigerator ensuring that the
bottles are stored in an upright position.

9. CULTURE MATERIAL

Non-sorbitol fermenting (NSF) colonies may be taken from
Sorbitol MacConkey Agar (Oxoid CM0813) or alternatively NSF
isolates may be inoculated onto non- selective media such as
Nutrient Agar for testing. It is necessary to test up to 10 separate

NSF colonies to ensure a high probability of detecting any 0157

strains which may be in a mixed culture with NSF E. Coli of other

serotypes. The use of the Control Latex will ensure that the

isolate is not an autoagglutinating strain.

10. TEST METHOD

1. Allow the reagents to equilibrate to room temperature
before use. Make sure the latex suspensions are mixed by
vigorous shaking. Expel any latex from the dropper pipette
for complete mixing.

2. Dispense 1 drop of the Test Latex onto a circle on the
reaction card. Place it close to the edge of the circle.

3. Add some loopfuls or a pasteur pipette drop of saline to
the circle. Ensure that the latex and saline do not mix at
this stage.

4. Using a loop pick off a portion of the colony to be tested

and carefully emulsify in the saline drop. Ensure that the
resulting suspension is smooth.

5. Mix the Test Latex and suspension together and spread to
cover the reaction area using the loop. Flame the loop.

6. Rock the card in a circular motion observing for
agglutination. Do not rock the card for more than 1 minute
and do not use a magnifying glass.

7. If no agglutination occurs then proceed to test other NSF
colonies if these are present.

8. If agglutination with the Test Latex does occur, then it is
necessary to test a further portion of the colony with the
Control Latex reagent to ensure that the isolate is not an
auto-agglutinating strain.

9. When finished dispose of the reaction card into
disinfectant.

11. INTERPRETATION OF TEST RESULTS

Agglutination of the Test Latex within one minute is a positive
result. This indicates the presence of E. coli Serogroup 0157.

No agglutination occurring within one minute is a negative result.
This indicates the absence of E. coli Serogroup 0157.

Results cannot be interpreted if there is agglutination of both the
Test and Control Latex.

Granular or Stringy Reactions

Occasionally granular or stringy reactions may be seen due to
the particulate nature of the test material. When such reactions
are seen to occur they should be interpreted using the following
criteria:

Theresultis positive when, using the test reagent, greater clearing
of the blue background occurs compared with the reaction of
the control reagent. The result is negative, when there are no
significant changes in the clearing of the blue background using
the test and control reagents.

Some strains of E. coli are difficult to emulsify in saline and may
give a stringy type reaction with both the test and the control
reagents. This does not look like true agglutination and should be
ignored. If this stringiness is found to be too severe for a correct
judgement to be made then the colony should be suspended in
0.3 ml of saline. Allow the lumps to settle and retest this smooth
supernatant.

12. LIMITATIONS OF THE TEST

If a positive result is obtained on a colony of unknown species,
then biochemical tests should be performed to confirm that the
organism is an E. coli strain.

Neither the Sorbitol MacConkey Agar nor the E. coli 0157 latex
test will directly confirm the isolate as a toxin-producing strain.

Other serotypes have been found which produce the vero-
cytotoxin.

In addition other bacterial strains have been identified with
epitopes that mimic those of E. coli 0157 lipopolysaccharide.

Some strains of Escherichia hermanii may cross react with E. coli
0157 sera and the latex test due to a shared antigen (Borczyk
et al)®. E. hermanii may be differentiated from E. coli as they
ferment cellobiose, grow in the presence of potassium cyanide
(KCN) and produce a yellow pigment, which may be delayed?®.
13. PERFORMANCE CHARACTERISTICS

In clinical comparisons of the performance of the Oxoid E. coli
0157 latex test and commercially antisera, results demonstrated
99.3% (151/152) agreement between the two methods®. The
sensitivity of the Oxoid tests was 100% (49/49), and the specificity
was 99.0% (101/103). The discrepant sample was further tested
and found to be positive for E. coli 0157. This was in agreement
with the Oxoid test result.

The Oxoid reagents did not show cross reactivity with other E.
coli strains or non sorbitol fermenting organisms.

The Oxoid test was performed directly from a variety of culture
media. None of these media were found to cause interference
with the latex test.

The performance of the E. coli 0157 latex test was evaluated
at the Central Public Health Laboratory (CPHL), UK, in the
Laboratory of Enteric Pathogens (1998), using fully characterised
strains of target and non-target organisms.

All strains were tested after sub-culture onto Sorbitol MacConkey
agar (SMAC) and Sorbitol MacConkey agar containing Cefixime
Tellurite supplement (CT-SMAC). A lower number of organisms
were tested from CT-SMAC, as due its selective nature, some
organisms could not be cultured on this medium,

Sensitivity was calculated from results of testing known E. coli
0157 strains. Both sorbitol negative and sorbitol positive strains
were tested and used to calculate this. Specificity was calculated
from results of testing known non-sorbitol fermenting (NSF),
non-E. coli 0157 strains (i.e. other organisms, including other E.
coli strains).

Table 1. Results of testing organisms cultured on SMAC and CT-
SMAC.

SMAC (n=120) | CT-SMAC (n=95)
Organism
*lie k. ;gneif coli *lie k. ;grif coli
coli 0157) 0157 coli 0157) 0157
E. coli + 59 0 52 0
0157
Latex Test | - 1 60 0 43
Table 2. Statistical analysis of data.
Sensitivity % Specificity %
SMAC
E. coli 0157
Latex Test 983 100
CT-SMAC
E. coli 0157
Latex Test 100 100




On SMAC agar one culture, an E. coli 0157:H9, gave a false
negative result. This culture was also negative when tested with U K
a competitor kit and was therefore not re-tested. This organism

is not a verocytotoxin-producing E. coli VTEC) strain. No VTEC 2797 C n
strains were misidentified by the kit.

In addition, a total of 65 sorbitol fermenting, non-E. coli 0157

strains were tested from SMAC and 52 from CT-SMAC. None d Oxoid  Limited, ~Wade Road, Basingstoke,
gave a positive result with the E.coli 0157 latex test. One of the Hampshire, RG24 8PW, UK

sorbitol fermenting strain (Klebsiella oxytoca) was found to be
auto-agglutinating with the kit. On repeat testing this sorbitol
positive strain was found to be negative.
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1. URCENE POUZITI

Kvalitativni latexovy aglutinacni test provadény na sklicku
pro konfirmacni identifikaci izolatl E. coli séroskupiny 0157
kultivovanych na agaru. PouZiva se v diagnostickém pracovnim
postupu jako pomiicka pro Iékafe pfi vybéru mozZnosti |éCby
u pacientll s podezienim na bakterialni infekci. Tento prostfedek
neni automatizovany, je urcen pouze pro profesionalni pouZiti.
Nepredstavuje doprovodnou diagnostiku.

2. PREHLED A PRINCIP TESTU
Latexovy aglutinacni test pro identifikaci E. coli séroskupiny 0157.

Nékteré kmeny Escherichia coli se podilely na pfipadech
hemoragické kolitidy (HC) a hemolyticko-uremického syndromu
(HUS).

Bylo prokazéno, ze tyto kmeny produkuji verocytotoxin (VT).
Sérotyp E. coli nejéastéjiizolovany z pfipadt HCa HUS je 0157:H7.
I1zolace tohoto sérotypu z prijmové stolice, zejména s pfitomnosti
krve, svédc¢i o kmeni produkujicim verocytotoxin.h 345678

Latexovy test E. coli 0157 prokdze aglutinaci na sklicku kmeny
E. coli s antigenem séroskupiny O157. Test se nejlépe pouZiva
ve spojeni se sorbitol MacConkeyovym agarem (Oxoid CM0813).
Kmeny E. coli 0157:H7 sorbitol nefermentuji, a proto na
tomto médiu vytvareji bezbarvé kolonie. Vétsina izolatl E. coli
fermentuje sorbitol a vytvafi charakteristické rizové kolonie.

Pro primarni screening by mél byt pouzit sorbitol MacConkeytv
agar. Kolonie, které nefermentujisorbitol, Ize poté testovat pomoci
latexovych Cinidel, aby se zjistilo, zda izolat patfi do séroskupiny
0157, a je tedy potencialnim kmenem produkujicim VT.

3. OBSAH SOUPRAVY

DR0621M - zkuSebni latex

Obsahuje modré latexové castice senzibilizované specifickou
krali¢i protildtkou reagujici se somatickym antigenem 0157.
Kazdd souprava obsahuje dostatecné mnozstvi Cinidla na
100 test0.

DR0622M - kontrolni latex

Obsahuje modré latexové Céstice senzibilizované preimunnim
krali¢cim globulinem. Kazda souprava obsahuje dostate¢né
mnozstvi ¢inidla na 100 testd.

DR0623M - suspenze pozitivni kontroly
Suspenze inaktivovanych bunék E. coli 0157 v pufru. Dostatecné
mnozstvi pro 25 testd.

DR0624M - suspenze negativni kontroly

Suspenze bunék E. coli 0116 v pufru. Dostate¢né mnozstvi pro
25 testd.

DRO0500G - reakéni karty
Souprava obsahuje 35 jednorazovych reakcnich karet.

Navod k poufZiti.
4. POZADOVANE MATERIALY

Nasledujici materidly jsou poZadovény, nejsou ale s touto
soupravou poskytovany.

Mikrobiologicka klicka a Bunsendv kahan.
0,85% fyziologicky roztok.

Vhodny dezinfekéni prostfedek, napt. roztok chlornanu sodného
>1,3% hm./hm.

Casovac
5. BEZPECNOSTNi UPOZORNEN(
Cinidla jsou uréena pouze pro diagnostiku in vitro.

Urceno pouze pro profesionalni pouZiti.
V pfipadé poruchy prostfedek nepouzivejte.
Informace o potencidlné nebezpecnych slozkdch naleznete

v bezpecnostnim listu (BL), ktery je k dispozici na webovych
strankach spolecnosti, a na etiketé produktu.

Vsechny zavazné incidenty, které se vyskytnou v souvislosti s timto
prostfedkem, se museji nahlasit vyrobci a pfislusSnému organu
¢lenského statu, ve kterém je uZivatel a/nebo pacient usazen.
Nezmrazujte.

Cinidla s rznymi &isly $arzi by se neméla zamériovat.

Cinidla obsahuji jako konzervaéni latku azid sodny (0,1 %).

Azid sodny mulZe reagovat s olovénym nebo médénym
vodovodnim potrubim za vzniku azidG kovu, které jsou pfi
kontaktni detonaci vybusné. Abyste zabrdanili hromadéni azidu
ve vodovodnim potrubi, ihned po likvidaci odpadu potrubi
proplachnéte velkym mnoZstvim vody.

Vzhledem k tomu, Ze materidly vzorki mohou obsahovat
patogenni organismy, manipulujte s nimi v souladu s pfislusnymi
bezpecnostnimi opatienimi.

6. SKLADOVANI

Tato souprava musi byt skladovana pfi teploté od 2 do 8 °C. Za
téchto podminek si ¢inidla zachovaji svou reaktivitu az do data
pouZitelnosti uvedeného na krabicce.

7. KONTROLNi POSTUPY

Dodané kontrolni suspenze by mély byt pouzivdny ke kontrole
spravného fungovani latexovych Ccinidel kazdy den pred
provedenim rutinnich testd.

Suspenze pozitivni kontroly musi vyvolat viditelnou aglutinaci se
zkuSebnim latexovym cinidlem do jedné minuty.

Suspenze negativni kontroly by neméla zpUsobit aglutinaci se
zkusebnim a kontrolnim latexem béhem jedné minuty.

Pokud reakce s kontrolnimi
test nepouzivejte.

8. DULEZITE POZNAMKY K POSTUPU

Zamezte kontaminaci Cinidel, k niz by mohlo dojit, kdyz se Spicka
kapdtka dotkne vzorku na reakéni karté.

suspenzemi nejsou spravné,

Po kazdém pouZiti se ujistéte, Ze jsou uzavéry bezpecné nasazeny,
aby nedoslo ke kontaminaci a vyschnuti ¢inidel.

Po poutZiti vratte soupravu do chladnicky a zajistéte, aby lahvicky
byly uloZeny ve svislé poloze.

9. MATERIAL PRO KULTIVACI

Kolonie nefermentujici sorbitol (NSF) Ize odebrat ze sorbitol

MacConkeyova agaru (Oxoid CMO0813) nebo lze izolaty NSF

naockovat na neselektivni média, jako je Zivny agar, a provést

testovani. Je nutné testovat az 10 samostatnych kolonii NSF, aby

byla zajisténa vysoka pravdépodobnost detekce vsech kmeni

0157, které ve smisené kultufe s NSF E. Coli jinych sérotypl

mohou byt. PouZiti kontrolniho latexu zajisti, Ze izolat neni

autoaglutina¢nim kmenem.

10.  ZKUSEBNi METODA

1. Pfed pouZitim nechte ¢inidla vytemperovat na pokojovou
teplotu. Latexové suspenze silné protiepejte a presvédcte
se, ze se dukladné promichaly. Z pipetovaciho kapatka
vypustte veskery latex, aby doslo k UpInému promichani.

2. Nadavkujte 1 kapku zkuSebniho latexu na krouZek na
reakéni karté. Umistéte ji blizko okraje krouzku.

3. Do krouzku pridejte nékolik plnych klicek anebo kapku
fyziologického roztoku z Pasteurovy pipety. Dbejte na to,
aby se latex a fyziologicky roztok v této fazi nesmichaly.

4. Pomoci klicky oddélte ¢ast kolonie, ktera ma byt testovana,
a opatrné ji emulgujte v kapce fyziologického roztoku.
Zajistéte, aby vyslednd suspenze byla hladka.

5. Smichejte zkuSebni latex a suspenzi dohromady a rozetfete
je pomoci smycky tak, aby pokryly reakéni oblast. Viozte
klicku do plamene.

6. KrouZivymi pohyby kyvejte kartou a sledujte, zda
nedochazi k aglutinaci. Nekyvejte kartou déle nez 1 minutu
a nepouzivejte lupu.

7. Pokud nedojde k aglutinaci, pokracujte v testovani dalsich
kolonii NSF, pokud jsou pfitomné.

8. Pokud dojde k aglutinaci se zkuSebnim latexem, je nutné
otestovat dalsi ¢ast kolonie s kontrolnim latexovym
¢inidlem, abyste potvrdili, Ze izolat neni autoaglutinacnim
kmenem.

9. Po dokonceni zlikvidujte reakéni kartu do dezinfekéniho
prostredku.

11. INTERPRETACE VYSLEDKU TESTU

Aglutinace zkusebniho latexu do jedné minuty predstavuje
pozitivni vysledek. To wukazuje na pfitomnost E. coli
séroskupiny 0157.

Pokud do jedné minuty k Zddné aglutinaci nedojde, predstavuje
to negativni vysledek. To ukazuje na nepfitomnost E. coli
séroskupiny 0157.

Vysledky nelze interpretovat,
ze zkusebniho i kontrolniho latexu.

pokud dojde k aglutinaci

Zrnité nebo vlaknité reakce

PrileZitostné se mohou objevit zrnité nebo vldknité reakce
zpUsobené casticovou povahou testovaného materialu. Pokud
takové reakce nastanou, mély by byt interpretovany podle
nasledujicich kritérii:

Vysledek je pozitivni, pokud pfi pouZiti testovaciho ¢inidla
dojde ve srovnani s reakci kontrolniho ¢inidla k vétSimu
projasnéni modrého pozadi. Vysledek je negativni, pokud pfi
pouZiti testovacich a kontrolnich cinidel k vyraznym zménam
v projasnéni modrého pozadi nedojde.

Nékteré kmeny E. colise obtizné emulgujive fyziologickém roztoku
a mohou vyvolat vlaknitou reakci s testovacim i kontrolnim
¢inidlem. To nevypada jako skute¢na aglutinace a nemélo by se

to brat v Gvahu. Pokud se zjisti, Ze je vlaknitost pfilis silna na to,
aby bylo mozné provést spravny usudek, méla by byt kolonie
suspendovana v 0,3 ml fyziologického roztoku. Nechte hrudky
usadit a tento hladky supernatant otestujte znovu.

12.  OMEZENI TESTU

Pokud je ziskan pozitivni vysledek u kolonie neznamého druhu,
je tfeba provést biochemické testy, aby se potvrdilo, Ze se jedna
o kmen E. coli.

Sorbitol MacConkeylv agar ani latexovy test E. coli 0157
nepotvrdi pfimo, Ze je izoldt kmenem produkujicim toxin.

Byly nalezeny dalsi sérotypy, které produkuji verocytotoxin.

Kromé toho byly identifikovany dalsi bakteridlni kmeny s epitopy,
které napodobuji epitopy lipopolysacharidu E. coli 0157.1*
Nékteré kmeny Escherichia hermanii reaguji zkiizené se séry
E. coli 0157 a latexovym testem v dlsledku spole¢ného antigenu
(Borczyk et al).! E. hermanii lze odlisit od E. coli , protoze
fermentuje celobidzu, roste v pfitomnosti kyanidu draselného
(KCN) a produkuje Zluty pigment, coz mize byt opozdéno.*®

13. CHARAKTERISTIKY FUNKENOSTI

Pfi klinickém srovndani funkénosti latexového testu Oxoid E. coli
0157 a komeréné vyrdbénych antisér byla zjisténa 99,3%
(151/152) shoda mezi obéma metodami.® Citlivost testd Oxoid
byla 100 % (49/49) a specifi¢nost 99,0 % (101/103). Neshodny
vzorek byl dale testovdn a byl shledan pozitivnim na pfitomnost
E. coli 0157. To bylo v souladu s vysledkem testu Oxoid.

Cinidla Oxoid nevykazovala zkfiZenou reaktivitu s jinymi kmeny
E. coli nebo organismy nefermentujicimi sorbitol.

Test Oxoid byl proveden pfimo z rGznych kultivacnich médii.
U Zadného z téchto médii nebylo zjisténo, Ze by zpUsobovalo
interferenci s latexovym testem.

Funkénost latexového testu pro stanoveni E. coli 0157 byla
hodnocena v centralni laboratofi vefejného zdravi (Central Public
Health Laboratory, CPHL) ve Spojeném kralovstvi, v laboratofi
enterickych patogent (Laboratory of Enteric Pathogens,
1998) za pouziti plné charakterizovanych kmenud cilovych
a necilovych organism.

Vsechny kmeny byly testovany po subkultivaci na sorbitol
MacConkeyové agaru (SMAC) a sorbitol MacConkeyové agaru
obsahujicim doplnék v podobé teluri¢itanového cefiximu (CT-
SMAC). Z CT-SMAC byl testovan nizsi pocCet organismu, protoze
nékteré organismy nebylo mozné na tomto médiu kultivovat
kvali jeho selektivnimu charakteru.

Citlivost byla vypoétena z vysledkl testovani znamych kmen(
E. coli 0157. Testovany byly jak sorbitol negativni, tak sorbitol
pozitivni kmeny, které pak byly pouZity k vypoctu. Specifi¢nost
byla vypoctena na zékladé vysledkd testovani zndmych sorbitol
nefermentujicich (NSF) kmenu jinych neZ E. coli 0157 (tj. jinych
organism, véetné jinych kmen E. coli).

Tabulka 1. Vysledky testovani organismi kultivovanych na
SMAC a CT-SMAC.

SMAC (n = 120) | CT-SMAC (n = 95)
Organismus
. |- (4. jiné . |- (4. jiné
g(lt;;;— coll nez E. coli :)(1?,7&)— coli nez E. coli
0157) 0157)

Latexovy | , 59 0 57 0
test na
Ecoli 1 60 0 a3
0157




Tabulka 2. Statisticka analyza dat.

15. LEGENDA K SYMBOLOM

Citlivost (%) | Specifinost (%)

SMAC Katalogové Cislo

Latexovy test na 983 100 Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro
E. coli 0157 !

CT-SMAC Prostudujte si navod k pouZiti

Latexovy test na . , -

E. coli 0157 100 100 Teplotni omezeni (teplota skladovani)

Na agaru SMAC poskytla jedna kultura, E. coli 0157:H9, falesné
negativni vysledek. Tato kultura byla negativni i pfi testovani
konkurenéni soupravou, a proto nebyla znovu testovana. Tento
organismus neni kmen E. coli produkujici verocytotoxin (VTEC).
Zadny kmen VTEC nebyl soupravou chybné identifikovan.
Déle bylo testovano celkem 65 sorbitol fermentujicich kment
jinych nez E. coli 0157, ze SMAC a 52 ze CT-SMAC. Zadny z nich
neposkytl u latexového testu na E. coli 0157 pozitivni vysledek.
Bylo zjisténo, Ze jeden z kmend fermentujicich sorbitol (Klebsiella
oxytoca) se touto soupravou autoaglutinuje. Pfi opakovaném
testovani byl tento sorbitol pozitivni kmen shledan negativnim.
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1. SIHTOTSTARVE

See on kvalitatiivne alusklaasi lateksaglutinatsiooni

anallis agaril kasvatatavate E. coli seroriihma 0157
isolaatide kinnitavaks tuvastamiseks. Analtisi kasutatakse
diagnostika t66voos, et aidata kliinikutel leida ravivéimalusi
patsientidele, kellel kahtlustatakse bakteriaalset infektsiooni.
Seade pole automatiseeritud, on ainult ametialaseks
kasutamiseks ja ei ole sobivusdiagnostikaseade.

2. KOKKUVOTE JA ANALUUSI POHIMOTE

See on lateksaglutinatsiooni analliis E. coli
serorihma 0157 tuvastamiseks.

Teatud Escherichia coli tiived on seotud hemorraagilise koliidi
(HC) ja hemoludtilis-ureemilise siindroomi (HUS) juhtumitega.

On naidatud, et need tiived toodavad verotstitotoksiini

(VT). Kdige sagedamini HC- ja HUS-juhtumite korral
isoleeritud E. coli serotlitip on 0157:H7. Selle serotulibi
isoleerimine k&hulahtisuse véljaheitest, eriti vere olemasolul,
osutab verotsitotoksiini tootvale tivele® 345678

E. coli 0157 lateksanallils toob alusklaasi aglutinatsiooni
teel vilja E. coli tiived, millel on 0157-seroriihma antigeen.
AnalliUsi kasutatakse koos materjaliga Sorbitol MacConkey
Agar (Oxoid CM0813). E. coli tiived 0157:H7 ei kaarita
sorbitooli ja tekitavad seega selles s66tmes varvituid
kolooniaid. Enamik E. coli isolaate kaaritavad sorbitooli

ja tekitavad iseloomulikke roosasid kolooniaid.

Peamise sdelana tuleb kasutada materjali Sorbitol

MacConkey Agar. Sorbitooli mittekaaritavaid kolooniaid

saab seejdrel analulisida lateksreaktiividega, et

teha kindlaks, kas isolaat kuulub 0157 seroriihma

ja kas see on seega vGimalik VT-d tootev tivi.

3. KOMPLEKTI OSAD

DR0621M Test Latex

See sisaldab sinise lateksi osakesi, mis on sensibiliseeritud
kauliku antikehaga, mis reageerib 0157 somaatilise antigeeniga.
Iga komplekt sisaldab piisavalt reaktiivi 100 analtitsiks.

DR0622M Control Latex

Sisaldab sinise lateksi osakesi, mis on sensibiliseeritud
kauliku immuniseerimiseelse globuliiniga. Iga komplekt
sisaldab piisavalt reaktiivi 100 analusiks.

Positiivse kontrolli suspensioon DR0623M
See on suspensioon inaktiveeritud E. coli 0157-
rakkudest puhvris. Sellest piisab 25 analtiusiks.

Negatiivse kontrolli suspensioon DR0624M
See on suspensioon E. coli 0116-rakkudest
puhvris. Sellest piisab 25 analttsiks.

Reaktsioonikaardid DR0500G
Komplektiga on kaasas 35 tihekordselt
kasutatavat reaktsioonikaarti.

Kasutusjuhend
4. VAJAMINEV MATERJAL
Komplektiga pole kaasas jargnevat vajaminevat materjali.

Mikrobioloogiline silmus ja Bunseni pdleti
0,85% soolalahus

Asjakohane desinfektsioonivahend, nt naatriumi
hupokloriti lahus, > 1,3% (mass/maht)

Taimer

5. ETTEVAATUSABINOUD

Reaktiivid on ainult in vitro diagnostikas kasutamiseks.
Ainult ametialaseks kasutuseks.

Torke korral arge kasutage seadet.

Uurige materjali ohutuskaarti (MSDS), mis on saadaval
ettevGtte veebisaidil, ja tootemargistust teabe saamiseks
potentsiaalselt ohtlike komponentide kohta.

Koigist seadmega seotud ohujuhtumitest tuleb

teavitada tootjat ja selle liikmesriigi padevat

asutust, kus kasutaja ja/vdi patsient asuvad.

Mitte kiilmutada.

Eri partiinumbritega reaktiive ei tohi vahetusse lasta.

Reaktiivid sisaldavad sailitusainena 0,1% naatriumasiidi.
Naatriumasiid voib reageerida plii- voi vasktorudega ning

toota metalliasiide, mis on kokkupuutel I6hkemise tdttu
plahvatusohtlikud. Asiidi torudesse kogunemise valtimiseks
loputage torud parast jadtmete kdrvaldamist kohe rohke veega.
Proovimaterjalid voivad sisaldada patogeenseid organisme,
kdige nendega imber asjakohase ettevaatusega.

6. SAILITAMINE

Komplekti tuleb sailitada temperatuuril 2 °C kuni 8 °C. Nendes
tingimustes sailib reaktiivide reaktiivsus komplekti karbil toodud
kélblikkusajani.

7. KONTROLLPROTSEDUURID

Kaasasolevate kontrollsuspensioonide abil tuleb iga pdev enne
rutiinseid analluse lateksreaktiivide iget toimimist kontrollida.

Positiivse kontrolli suspensioon peab tekitama ndhtavat
aglutinatsiooni reaktiiviga Test Latex (ihe minuti jooksul.
Negatiivse kontrolli suspensioon ei tohi tekitada
nahtavat aglutinatsiooni reaktiividega Test

ja Control Latex (ihe minuti jooksul.

Arge kasutage analilisi, kui reaktsioonid
kontrollsuspensioonidega pole korrektsed.

8. OLULISED PROTSEDUURIMARKUSED

Arge laske reaktiividel saastuda nii, et lasete tilgutiotsal puutuda
reaktsioonikaardil vastu proovi.

Veenduge saastumise ja reaktiivi drakuivamise valtimiseks parast
iga kasutust, et korgid oleksid kindlalt peal.

Parast kasutust pange komplekt tagasi kiilmikusse veendumaks,
et pudeleid hoitaks pustiasendis.

9. KULTUURI MATERJAL

Sorbitooli mittekaaritavad (NSF) kolooniad saab koguda
so6tmest Sorbitol MacConkey Agar (Oxoid CM0813), teine
voimalus on inokuleerida NSF-i isolaadid analtitisimiseks
mitteselektiivsesse s66tmesse, nagu toitaineagar. Koos NSF-i
muude serotliiipide E. Coli’'ga kultuuri segatud mis tahes
0157-tuvede tuvastuse suure tdendosuse tagamiseks tuleb
analiisida kuni 10 eraldi NSF-kolooniat. Materjali Control Latex
kasutamisega tagatakse, et isolaat pole iseaglutineeruv tivi.

10. ANALUUSIMEETOD

1. Laske reaktiividel enne kasutamist toatemperatuurini
jouda. Veenduge, et lateksisuspensioone segataks
joulise raputamise teel. Véljutage mis tahes lateks
tilgutipipetist, et segunemine oleks korralik.

2. Dispenseerige ks tilk materjali Test Latex
reaktsioonikaardi ringile. Paigutage see ringi
serva juurde.

3. Lisage ringi mdni silmusetais v6i Pasteuri pipeti tilk
soolalahust. Veenduge, et selles staadiumis lateks
ja soolalahus ei seguneks.

4. Votke silmuse abil analtitisitava koloonia osa ja
emulgeerige see hoolikalt soolalahuse tilgas.
Veenduge, et saadud suspensioon oleks thtlane.

5. Segage Test Latex ja suspensioon kokku ning ajage see
silmuse abil laiali, et reaktsioonipiirkond oleks kaetud.
Steriliseerige silmus leegis.

6. Raputage kaarti ringjate liigutusega ja jalgige
aglutinatsiooni. Arge raputage kaarti kauem kui minut
aega ja arge kasutage suurendusklaasi.

7. Kui aglutinatsiooni ei teki, analttisige muid
NSF-kolooniaid, kui neid on.

8. Kui materjaliga Test Latex aglutinatsiooni ei toimu, tuleb
analtusida veel mdni koloonia osa reaktiivi Control Latex
abil veendumaks, et isolaat poleks iseaglutineeruv tivi.

9. Kui see on valmis, kdrvaldage reaktsioonikaart
desinfektsioonivahendisse.

11.  ANALUUSI TULEMUSTE TOLGENDAMINE

Materjali Test Latex aglutinatsioon ihe minuti
jooksul on positiivne tulemus. See naitab
E. coli seroriihma 0157 olemasolu.

Kui Ghe minuti jooksul aglutinatsiooni ei toimu, on tulemus
negatiivne. See nditab E. coli seroriihma 0157 puudumist.

Kui aglutinatsioon toimub nii materjaliga Test Latex kui ka
materjaliga Control Late, siis tulemusi télgendada ei saa.

Granulaarsed vai kiulised reaktsioonid

Aeg-ajalt vGivad anallusimaterjali osakeste omaduste
tottu ilmneda granulaarsed v&i kiulised reaktsioonid.
Taoliste reaktsioonide ilmnemisel tuleb neid
tdlgendada jargmiste kriteeriumite kohaselt.

Tulemus on positiivne, kui analtisireaktiivi kasutamisel
selgineb sinine taust vorreldes kontrollreaktiivi reaktsiooniga
rohkem. Tulemus on negatiivne, kui sinise tausta selginemine
anallusi- ja kontrollreaktiivi kasutamisel oluliselt ei erine.

M®ni E. coli tivi on keeruline soolalahuses emulgeerida
ja voib anda nii analtisi- kui ka kontrollreaktiiviga

kiulist tutipi reaktsiooni. See ei nde vélja nagu téeline
aglutinatsioon ja seda tuleb ignoreerida. Kui korraliku
hinnangu andmiseks ilmneb liigne kiulisus, tuleb koloonia
suspendeerida 0,3 ml soolalahusesse. Laske klompidel
I6hustuda ja tehke anallits uuesti Ghtlase supernatandiga.

12. ANALUUSI PIIRANGUD

Kui tundmatu liigi koloonia annab positiivse
tulemuse, tuleb biokeemiliste analiitside teel
kinnitada, et organism on E. coli tlvi.

Ei Sorbitol MacConkey Agar ega E. coli 0157 lateksanaltils
ei kinnita otseselt, et isolaat on toksiine tootev tivi.

Leitud on ka muid verotsiitotoksiini tootvaid serotuipe.

Lisaks on tuvastatud muid bakteriaalseid ttivesid, mille
epitoobid matkivad E. coli 0157 lipopoltisahhariidi omi.**

Mdned Escherichia hermanii tived vdivad ristreageerida
E. coli 0157 serotlilipidega ja lateksanaliilisiga Ghisest
antigeenist tulenevalt (Borczyk et al.)*. E. hermanii saab
E. coli hulgast eristada, kuna see kadritab tsellobioosi,
kasvab kaaliumtstianiidi (KCN) juuresolekul ning

toodab kollast pigmenti, mida saab viivitada®®.

13. TOIMIVUSNAITAJAD

Anallsi Oxoid E. coli 0157 ja kaubanduslikult kdttesaadavate
antiseerumite toimivuse kliinilise v6rdlus tulemused

néitasid kahe meetodi vahel 99,3% (151/152) Gihtivust®.
Ettevdtte Oxoid analiitside tundlikkus oli 100% (49/49) ja
spetsiifilisus 99,0% (101/103). Lahknevat proovi analiitsiti
veel ja leiti, et see oli E. coli 0157-tlive suhtes positiivne.

See Uhtis ettevStte Oxoid analuilisi tulemusega.

Ettevdtte Oxoid reaktiivid ei ilmutanud ristreaktiivsust muude
E. coli tuvedega ega sorbitooli mittekdaritavate organismidega.

EttevGtte Oxoid analtisimaterjal koguti otse
mitmesugustest kasvusédtmetest. Ukski sodde
ei ilmutanud lateksanaliitsi hairimist.

E. coli 0157 lateksianaliitisi hindas Uhendkuningriigi
Central Public Health Laboratory (CPHL),

Laboratory of Enteric Pathogens (1998), siht- ja
mittesihtorganismide taisiseloomustatud tiivede abil.

Koik tiived analtitsiti parast alamkultuuri kiilvi s66tmesse
Sorbitol MacConkey Agar (SMAC) ja s66tmesse Sorbitol
MacConkey Agar, mis sisaldas lisandit Cefixime Tellurite
(CT-SMAC). S66tmest CT-SMAC kogutud organisme
anallsiti vaiksemal arvul, kuna s66tme selektiivsete
omaduste t&ttu ei saanud mdnda organismi sinna kilvata.

Tundlikkus arvutati vélja teadaolevate E. coli 0157-tlivede
analllsitulemuste p&hjal. Selleks analtisiti ja kasutati

nii sorbitoolnegatiivseid kui ka sorbitoolpositiivseid
tivesid. Spetsiifilisus arvutati vélja teadaolevate
sorbitooli mittekaaritavate (NSF), E. coli 0157-

tivedest erinevate organismide (st teised organismid,

sh teised E. coli tived) analtusitulemuste pdhjal.



Tabel 1. SMAC ja CT-SMAC kultuuri organismide
analiilsitulemused.

15. SUMBOLITE SELETUS

SMAC(n=120) |  CT-SMAC(n=95) REF| | Katalooginumber
Organism
+(s.0E. coli E)(lssg E.coli |, (.0 . coli | (S:0E: colf [IVD] | in vitro diagnostiline meditsiiniseade
-st 0157-st
0157) erinev) 0157) erinev) . .
EE Tutvuge kasutusjuhendiga

E. coli + 59 0 52 0

0157 it

Latex Test | - 1 50 0 43 Jf Temperatuuripiirangud (ladustustemperatuur)

o - ;; N | Sisaldab piisavat kogust <N> analuilisi jaoks
Tabel 2. Andmete statistiline analiilis
Tundlikkuse % Spetsiifilisuse % LOT]| | Partiikood
SMAC
- g Aegumiskuupdev
E. coli 0157
Latex Test 98,3 100
Volitatud esindaja Euroopa Uhenduses

CT-SMAC

E. coli 0157 100 100 “ Tootja

Latex Test
SMAC-agaril andis tiks kultuur, E. coli 0157:H9, valenegatiivse
tulemuse. Kultuur oli negatiivne ka konkureeriva ettevotte
komplekti analiisis ja seeparast seda uuesti ei analtsitud.
Organism ei olnud verotsutotoksiini tootev E. coli (VTEC-)
tivi. Komplekt ei tuvastanud valesti Ghtegi VTEC-tlve. 2797

Kokku koguti analtitisiks SMAC-It 65 ja CT-SMAC-It 52
sorbitooli kdaritavat -E. coli 0157-st erinevat tlive.

Ukski ei andnud E.coli 0157 lateksanaliiisis positiivset
tulemust. Uks sorbitooli kaaritav tiivi (Klebsiella oxytoca)
osutus komplektiga iseaglutineeruvaks. Kordusanaliisis
osutus see sorbitoolpositiivne tlvi negatiivseks.
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1. KAYTTOTARKOITUS

Kvalitatiivinen lateksialuslevyagglutinaatiotesti agarilla
kasvatettujen E. colin seroryhman 0157 isolaattien
vahvistettuun tunnistukseen. Kdytetdan diagnostisessa
tyonkulussa terveydenhuoltohenkilékunnan apuna sellaisten
potilaiden hoidossa, joilla epdillddn bakteeritartuntaa.

Laite ei ole automaattinen, se on tarkoitettu vain
ammattilaiskdyttoon eikd se ole kumppanidiagnostiikkaa.

2. YHTEENVETO JA TESTIN PERIAATE

Lateksiagglutinaatiotesti E. colin
seroryhméan 0157 tunnistukseen.

Tietyt Escherichia colin kannat on liitetty
hemorragisen koliitin (HC) ja hemolyyttisen
virtsamyrkytysoireyhryman (HUS) tapauksiin.

On osoitettu, ettd ndma kannat tuottavat verosytotoksiinia
(VT). HC- ja HUS-tapauksista useimmin eristetty E. colin
serotyyppi on 0157:H7. Taman serotyypin eristys
ripuliulosteesta, erityisesti kun ulosteessa on verta, viittaa
verosytotoksiinia tuottavaan kantaan® 3% 6.7.8,

E. coli 0157 -lateksitesti osoittaa aluslevyagglutinaatiolla
E. coli -kannat, joissa on O157-seroryhman antigeeni.
Testi toimii parhaiten kaytettyna yhdessa MacConkey-
sorbitoliagarin (Oxoid CM0813) kanssa. E. coli 0157:H7
-kannat eivat fermentoi sorbitolia ja tuottavat siksi
varittdmia pesakkeitd tassa kasvualustassa. Suurin

osa E. coli -isolaateista fermentoi sorbitolia ja tuottaa
tunnusmerkillisid vaaleanpunaisia pesakkeita.

MacConkey-sorbitoliagaria on kdytettdva ensisijaisena
seulontana. Sorbitolia fermentoimattomat pesédkkeet
voidaan sitten testata lateksireagensseilla, jotta voidaan
maarittaa, kuuluuko isolaatti 0157-seroryhmaan ja
onko se siten mahdollisesti VT:ta tuottava kanta.

3. SARJAN KOMPONENTIT

DR0621M-testilateksi

Koostuu sinisista lateksihiukkasista, jotka on
herkistetty spesifiselld kaniinin vasta-aineella, joka
reagoi somaattisiin 0157-antigeeneihin. Yksi sarja
sisdltaa riittavasti reagenssia 100 testiin.

DR0622M-kontrollilateksi

Koostuu sinisista lateksihiukkasista, jotka on herkistetty
kaniinien esi-immunoglobuliineilla. Yksi sarja

sisdltaa riittavasti reagenssia 100 testiin.

DR0623M positiivinen kontrollisuspensio
Suspensio, jossa on inaktivoituja E. coli 0157
-soluja puskurissa. Riittda 25 testiin.

DR0624M negatiivinen kontrollisuspensio
Suspensio, jossa on inaktivoituja E. coli 0116
-soluja puskurissa. Riittaa 25 testiin.

DRO0500G-reaktiokortit
Sarjassa on 35 kertakadyttoista reaktiokorttia.

Kayttoohjeet (IFU).
4. TARVITTAVAT MATERIAALIT

Seuraavat materiaalit ovat tarpeen, mutta
niita ei toimiteta sarjan mukana.
Mikrobiologinen silmukka ja bunsenlamppu.
0,85-prosenttista keittosuolaa.

Sopivaa desinfiointiainetta, esim.
natriumhypokloriittiliuosta > 1,3 % w/w.
Ajastin

5. VAROTOIMET

Reagenssit on tarkoitettu vain
in vitro -diagnostiseen kayttoon.

Vain ammattilaiskayttoon.
Toimintahairion sattuessa laitetta ei saa kayttaa.

Katso lisatietoa mahdollisesti vaarallisista komponenteista
kayttoturvallisuustiedotteesta, joka on saatavilla
yrityksen verkkosivuilta, ja tuotteen merkinngista.

Kaikki vakavat laitteeseen liittyvat tapahtumat on
ilmoitettava valmistajalle ja kdyttdjan ja/tai potilaan
sijaintimaan toimivaltaisille viranomaisille.

Ei saa pakastaa.
Eri eristd peraisin olevia reagensseja ei saa sekoittaa.
Reagenssit sisaltavat 0,1 % natriumatsidia sédilontaaineena.

Natriumatsidi voi reagoida lyijy- tai kupariputkien kanssa
ja tuottaa metalliatsideja, jotka ovat réjahdysvaarallisia
kosketuksesta. Jotta atsideja ei kerry putkistoon, huuhtele

putkisto runsaalla maaralla vetta heti jatteen havityksen jalkeen.

Koska ndytemateriaalit voivat sisaltaa patogeenisia
organismeja niitd on kasiteltdva asianmukaisesti varoen.

6. SAILYTYS

Sarjaa on sdilytettdva lampotilassa 2—8 °C. Naissa
olosuhteissa reagenssien reaktiivisuus sailyy sarjan
kotelossa ilmoitettuun viimeiseen kdyttopaivaan asti.

7. KONTROLLITOIMENPITEET

Lateksireagenssien oikeanlainen toiminta on tarkistettava
mukana toimitettujen kontrollisuspensioiden avulla joka

pdiva ennen rutiininomaisten testien tekemista.

Positiivisen kontrollin suspension on aiheutettava nakyvaa
agglutinaatiota testilateksireagenssissa 1 minuutin sisalla.
Negatiivinen kontrollisuspensio ei saa aiheuttaa agglutinaatiota
testi- ja kontrollilateksissa 1 minuutin sisalla.

Ala kayta testia, jos reaktiot kontrollisuspensioiden

kanssa ovat virheellisia.

8. TARKEITA HUOMAUTUKSIA TOIMENPITEESTA

Al4 anna reagenssien kontaminoitua antamalla pipetin
karjen koskea reaktiokortilla olevaan nadytteeseen.

Tarkista, ettd korkit on kiinnitetty tiukasti kdyton
jalkeen, jotta reagenssi ei kontaminoidu tai kuivu.
Kayton jalkeen palauta sarja jadkaappiin ja varmista,
ettd pulloja sailytetaan pystyasennossa.

9. VILJELYMATERIAALI

12. TESTIN RAJOITUKSET

Muut kuin sorbitolia fermentoivat (NSF) pesdkkeet voidaan
ottaa MacConkey-sorbitoliagarilta (Oxoid CM0813) tai
vaihtoehtoisesti NSF-isolaatteja voidaan inokuloida
ei-selektiiviseen kasvualustaan, kuten ravintoaineagariin,
testausta varten. On tarpeen testata enintdan 10 erillista
NSF-pesdkettd, jotta voidaan varmistaa suuri todennakdisyys
havaita kaikki 0157-kannat, jotka voivat olla sekaviljelyssa
muiden serotyyppien NSF E. Colin kanssa. Kontrollilateksin
kdytto varmistaa, ettd isolaatti ei ole autoagglutinoiva kanta.

10. TESTIMENETELMA

1. Anna reagenssien tasaantua huoneenldmpé6n ennen
kayttéa. Varmista, ettd lateksisuspensiot sekoitetaan
ravistamalla voimakkaasti. Poista kaikki lateksi pipetista
tdydellista sekoitusta varten.

2. Lisaa 1 tippa testilateksia reaktiokortin ympyraan.
Aseta se ldhelle ympyran reunaa.
3. Lisaa joitakin silmukallisia tai pasteur-pipettitippa

keittosuolaa ympyraan. Varmista, etteivat lateksi ja
keittosuola sekoitu tdssa vaiheessa.

4. Poimi silmukalla testattavan pesdkkeen osa ja varovasti
emulgoi se keittosuolatippaan. Tarkista, ettd saatu
suspensio on tasainen.

5. Sekoita testilateksi ja suspensio yhteen ja levita
silmukalla peittdamaan reaktioalue. Liekitd silmukka.
6. Keinuta korttia pyorealla liikkeelld ja tarkkaile sitd

agglutinaation varalta. Al3 keinuta korttia yli 1 minuutin
ajan alaka kayta suurennuslasia.

7. Jos agglutinaatiota ei tapahdu, jatka muiden
NSF-pesdkkeiden testausta, jos niitd on.
8. Mikéli testilateksiagglutinaatiota tapahtuu, on tarpeen

testata lisdosa pesakkeesta kontrollilateksireagenssilla
sen varmistamiseksi, ettd isolaatti ei ole
autoagglutinoivaa kantaa.

9. Kun olet valmis, havitad reaktiokortti
desinfiointiaineeseen.

11. TESTITULOSTEN TULKINTA

Testilateksin agglutinaatio yhden minuutin sisalla on positiivinen
tulos. Tdma osoittaa E. coli -seroryhman 0157 lasndolon.

Mikéli agglutinaatiota ei ilmene yhden minuutin

sisélld, tulos on negatiivinen. Tama osoittaa

E. coli -seroryhméan 0157 puuttumisen.

Tuloksia ei voi tulkita, jos seka testi- etta

kontrollilateksissa on agglutinaatiota.

Rakeiset tai lankamaiset reaktiot

Joskus voi nakya rakeisia tai lankamaisia reaktioita
testimateriaalin hiukkasluonteen vuoksi. Kun sellaisia
reaktioita nakyy, ne on tulkittava seuraavilla kriteereilla:

Tulos on positiivinen, kun kaytettdessa testireagenssia
tapahtuu suurempi sinisen taustan puhdistuminen verrattuna
kontrollireagenssin reaktioon. Tulos on negatiivinen,

kun sinisen taustan puhdistumisessa ei ole merkittavia
muutoksia kdytettdessa testi- ja kontrollireagensseja.

Joitakin E. coli -kantoja on vaikea emulgoida keittosuolaan,
ja ne voivat tuottaa lankamaisen reaktion seka testi-

ettd kontrollireagensseilla. Tdma ei ndyta todellisen
agglutinaation kaltaiselta ja on jatettava huomiotta.

Jos lankamaisuus katsotaan lilan voimakkaaksi, etta voitaisiin
tehda oikeanlainen paatos, silloin on suspendoitava

pesdke 0,3 ml:aan keittosuolaa. Anna paakkujen asettua

ja testaa tdma tasainen supernatantti uudelleen.

Jos tuntemattoman lajin pesakkeestd saadaan
positiivinen tulos, on biokemiallisilla testeilla
varmistettava, ettd organismi on E. coli -kantaa.

MacConkey-sorbitoliagar- tai E. coli 0157
-lateksitesti eivat kumpikaan suoraan vahvista
isolaattia toksiinia tuottavaksi kannaksi.

Muita serotyyppeja on Ioydetty, jotka
tuottavat verosytotoksiinia.

Lisdksi on tunnistettu muita bakteerikantoja, joiden epitoopit
muistuttavat E. coli 0157 -lipopolysakkaridin epitooppeja.**

Jotkin Escherichia hermanii -kannat reagoivat

E. coli 0157 -seerumien ja lateksitestin kanssa yhteisen
antigeenin (Borczyk ym.) takia. E. hermaniin voi
erottaa E. colista, koska se fermentoi sellobioosia,
kasvaa kaliumsyanidin (KCN) Idsnd ollessa ja tuottaa
keltaista pigmenttid, mika voi olla viivastynytta®.

13. SUORITUSKYKYOMINAISUUDET

Oxoid E. coli 0157 -lateksitestin ja kaupallisesti saatavilla
olevien antiseerumien suorituskyvyn kliinisissa vertailussa
tulokset osoittivat 99,3 %:n (151/152) yhtapitdvyyden ndiden
kahden menetelman vilill3°. Oxoid-testien herkkyys oli

100 % (49/49) ja spesifisyys 99,0 % (101/103). Ristiriitaiselle
naytteelle tehtiin lisdtesteja ja sen havaittiin olevan E. coli 0157
-positiivinen. Tama oli yhtapitavaa Oxoid-testituloksen kanssa.

Oxoid-reagensseissa ei ilmennyt ristireaktiivisuutta
muiden E. coli -kantojen tai ei-sorbitolia
fermentoivien organismien kanssa.

Oxoid-testi tehtiin suoraan lukuisilta kasvualustoilta
otetuille pesdkkeille. Minkdan ndista kasvualustoista
ei havaittu aiheuttavan hairioita lateksitestissa.

E. coli 0157 -lateksitestin suorituskyky arvioitiin Central Public
Health Laboratory (CPHL) -laboratoriossa, Isossa-Britanniassa,
enteeristen patogeenien laboratoriossa (1998), kayttamalla
taysin luokiteltuja kohde- ja ei-kohdeorganismien kantoja.

Kaikki kannat testattiin MacConkey-sorbitoliagarille (SMAC) ja
kefiksiimitelluriittilisaa sisaltavalle MacConkey-sorbitoliagarille
(CT-SMAC) aliviljelemisen jalkeen. Pienempi mdara organismeja
testattiin CT-SMAC:sta, koska sen selektiivisen luoteen takia
joitakin organismeja ei voitu viljelld talla kasvatusalustalla.

Herkkyys laskettiin tunnettujen E. coli 0157 -kantojen
testaustuloksista. Sekd sorbitolinegatiivisia etta
sorbitolipositiivisia kantoja testattiin ja kdytettiin
laskemisessa. Spesifisyys laskettiin tunnettujen ei-sorbitolia
fermentoivien (NSF), ei-E. coli 0157 -kantojen (ts. muut
organismit, kuten muut E. coli -kannat) testaustuloksista.

Taulukko 1. SMAC- ja CT-SMAC-viljeltyjen
organismien testaustulokset.

SMAC(n=120) | CT-SMAC (n=095)
Organismi
+ (ts. E. - (ts. ei-E. |+ (ts. E. - (ts. ei-E.
coli 0157) |coli 0157) |coli0157) |coli 0157)
E.colio157 | * 59 0 52 0
-lateksitesti | _ 1 60 0 43




Taulukko 2. Tietojen tilastollinen analyysi.

SYMBOLIEN SELITYS

Herkkyys-% Spesifisyys-%

SMAC

Luettelonumero

E. coli 0157
-lateksitesti

98,3 100

In vitro -diagnostiikkaan tarkoitettu
lddkinnallinen laite

CT-SMAC

E. coli 0157
-lateksitesti

100 100

Katso kayttéohjeet (IFU)

Lampotilarajoitukset (sailytyslampotila)

SMAC-agarilla yksi viljely, E. coli 0157:H9, antoi
virheellisesti negatiivisen tuloksen. Tama viljelma oli
negatiivinen myos testattaessa se kilpailijan sarjalla,
ja siksi sita ei testattu uudelleen. Tdma organismi ei
ole verosytotoksiinia tuottavaa E. coli (VTEC) -kantaa.
Sarja ei tunnistanut vadrin yhtaan VTEC-kantaa.

Lisdksi yhteensa 65 sorbitolia fermentoivaa ei-E. coli
0157 -kantaa testattiin SMAC-agareista ja 52 CT-SMAC-
agareista. Mikaan ei tuottanut positiivista tulosta E.coli
0157 -lateksitestissd. Sarjan avulla yhden sorbitolia
fermentoivan kannan (Klebsiella oxytoca) havaittiin
olevan autoagglutinoiva. Toistotestauksessa tama
sorbitolipositiivinen kanta todettiin negatiiviseksi.

Sisalto riittda <n> testiin

Erdkoodi (eranumero)

Viimeinen kayttopaiva

Valtuutettu edustaja Euroopan yhteisdssa

E o8- |-E|E

Valmistaja
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E. coli 0157 Latex teszt
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1. RENDELTETESSZERU HASZNALAT

Kvalitativ latex targylemez-agglutinaciés teszt az E. coli 0157
szerocsoport agaron kitenyészett izolatumainak megerGsité
azonositdsahoz. Diagnosztikai munkafolyamatban hasznalhato,
hogy segitse a klinikusokat a bakteridlis fert6zésre gyanus
betegek kezelési lehetdségeinek kivélasztasdban. Az eszkdz nem
automatizalt, kizarélag szakemberek altali hasznalatra szolgdl,
és nem kotelezd diagnosztikai eszkoz.

2. A VIZSGALAT OSSZEFOGLALASA ES ELVE
0157

Latex agglutindciés teszt az E. coli
azonositdsahoz.

szerocsoport

Bizonyos Escherichia coli torzsek kapcsolatba hozhatdk a vérzéses
vastagbélgyulladassal (hemorragias kolitisz— HC) és a hemolitikus
urémias szindromaval (HUS).

A kutatdsok azt igazoljék, hogy ezek a torzsek verocitotoxinokat
(VT) termelnek. A HC és a HUS eseteknél leggyakrabban izolalt
E. coli szerotipus az 0157:H7. Ennek a szerotipusnak az izolaldsa
hasmenéses székletmintabdl, kilonosen, ha a széklet vért
is tartalmaz, verocitotoxin-termeld térzsre utal b 2345678

Az E. coli 0157 latex teszt targylemez-agglutinaciéval mutatja
ki az 0157 szerocsoport antigént tartalmazé E. coli torzseket.
A tesztet MacConkey szorbit agar (Oxoid CMO0813) tdptalajjal
egyutt érdemes haszndlni. Az E. coli 0157:H7 t6rzsek nem
fermentaljak a szorbitot, ezért ezen a taptalajon szintelen
telepeket képeznek. Az E. coli izolatumok tobbsége fermentalja
a szorbitot, és jellemzd rézsaszin telepeket képez.

Elsédleges sz(ir6ként MacConkey szorbit agart kell hasznalni.
Ezutdn a szorbitot nem fermentdlo telepeket a latexreagensekkel
vizsgadlva megdllapithatd, hogy az izoldtum az 0157
szerocsoporthoz tartozik-e, és ily médon potencidlis VT-termeld
torzsnek szamit-e.

3. A KESZLET OSSZETEVOI

DR0621M Vizsgalati latex

Az 0157 szomatikus antigénnel reagdld specifikus nyul antitesttel

szenzibilizalt kék latex részecskékbdl all. Az egyes készletek
100 teszthez elegendd reagenst tartalmaznak.

DR0622M Kontroll latex

Nydl preimmun imunglobulinokkal szenzibilizalt kék latex
részecskékbdl all. Az egyes készletek 100 teszthez elegendd
reagenst tartalmaznak.

DR0623M Pozitiv kontroll szuszpenzié

Inaktivalt E. coli 0157 sejtek szuszpenzidja
25 teszthez elegendd.

pufferben.

DR0624M Negativ kontroll szuszpenzid
E. coli 0116 sejtek szuszpenzidja pufferben. 25 teszthez elegendd.

DRO0500G Reakcidkartyak
A készlet 35 egyszer hasznalatos reakcidkdrtyat tartalmaz.

Hasznalati utmutaté (IFU).
4. SZUKSEGES ANYAGOK
Sziikséges, a készlet dltal nem tartalmazott anyagok

oltokacs és Bunzen-ég6;
0,85%-0s séoldat;
megfelel§ fertétlenitészer,
(>1,3% w/w);

stopper.

5. OVINTEZKEDESEK
A reagensek kizarolag in vitro diagnosztikai célokra hasznalhatdk.
Kizérélag szakemberek &ltali hasznalatra.

példaul natrium-hipoklorit oldat

Ha az eszkdz hibasan mikodik, ne hasznalja.

A potencidlisan veszélyes 6sszetevGkkel kapcsolatos informacidk
a véllalat weboldalan elérhet6 biztonsagi adatlapon (MSDS) és a
termékcimkén taldlhatdk.

A készilékkel 6sszefligg6 minden sllyos vératlan eseményt
jelenteni kell a gydrténak, valamint annak a tagallamnak
az illetékes hatdsaga felé, ahol a felhasznalé és/vagy
a beteg tartdzkodik.

Ne fagyassza le!

Ne keverje a kiilonb6z6 tételszamu reagenseket.

A reagensek 0,1% natrium-azid tartdsitdszert tartalmaznak.
Anatrium-aziddlom-vagyrézcsévekkelreakcidbalépvefém-azidokat
hozhat létre, amelyek kis energia hatasdra robbannak (contact
detonation). Az azidok vizcsévekben vald felhalmozddasanak
megelGzése érdekében hulladékartalmatlanitds utdn azonnal
Oblitse 4t a csoveket bGséges mennyiségli vizzel.

A vizsgalati mintakat megfelel§ korultekintéssel kell kezelni,
mivel kérokozé mikroorganizmusokat tartalmazhatnak.

6. TAROLAS

A készletet 2-8 °C-on kell térolni. llyen kortlmények kozott
a reagensek a készlet dobozan feltiintetett lejarati datumig
megdrzik reaktivitasukat.

7. ELLENORZESI ELJARASOK

A rutinvizsgalatok végrehajtasa el6tt a készletben talalhato
kontroll  szuszpenzidkkal ~minden nap ellendrizni  kell
a latexreagensek megfelel6 m(ikodését.

A pozitiv kontroll szuszpenzidnak egy percen belil lathatd
agglutindcidt kell kivéltania a vizsgélati latexreagenssel.

A negativ kontroll szuszpenzié egy percen belil nem valthat
ki agglutinaciot a vizsgalati és a kontroll latexreagenssel.

Ha a kontroll szuszpenzidkkal valé reakciok nem megfelelGek,
ne haszndlja a tesztet.

8. ELJARASRA VONATKOZO FONTOS MEGJEGYZESEK

Ne érintse a cseppentd hegyét a reakcidkartyan |évé vizsgalati
mintahoz, nehogy szennyezédjenek a reagensek.

Hasznalat utdn a szennyezGdések elkerlilése és a reagensek
kiszaradasdnak megakadalyozasa érdekében lgyeljen a kupakok
szoros rogzitésére.

Hasznalat utan tegye vissza a készletet a hiit6szekrénybe, ligyelve
arra, hogy a flakonok fliggéleges helyzetben maradjanak.

9. KULTURAK

Szorbitot nem fermentdlé (NSF) telepek MacConkey szorbit
agarrol (Oxoid CMO0813) nyerhet6k. Masik lehetdségként a
vizsgalathoz nem szelektiv taptalajokra, példaul tapagarra NSF-
izolatumokat lehet leoltani. Ahhoz, hogy nagy valdsziniiséggel
detektdlni lehessen az esetleg mas szerotipusi NSF E. coli
baktériumokkal kevert tenyészetben el6fordulé 0157 torzseket,
akdr 10 kalonalld NSF telep vizsgdlatara is szlikség lehet.
A kontroll latex segitségével lehet meggy6z6dni arrél, hogy az
izolatum nem autoagglutinald torzs.
10. _ VIZSGALATI MODSZER
1. Hasznalat el6tt hagyja a reagenseket szobahémérsékletre
melegedni. ErGteljes rdzogatédssal jol keverje Gssze
a latexszuszpenzidkat. A teljes keveredés érdekében
az Osszes latexet tavolitsa el a cseppent6 pipettabdl.

2. Cseppentsen 1 csepp vizsgélati latexet a reakcidkartyan lévé
egyik korre. A cseppet a kor szélének kdzelébe cseppentse.

3. Juttasson néhdany kacsnyi sdoldatot, vagy Pasteur-
pipettaval cseppentsen egy csepp séoldatot a korre.
Ugyeljen arra, hogy ebben a fazisban a latex ne keveredjen
a séoldattal.

4. Vegyen ki egy kacsnyit a vizsgalandé telepbdl, és dvatosan
emulgedlja a séoldatcseppben. Ugyeljen arra, hogy
a képz6d6 szuszpenzidé sima, csomémentes legyen.

5. Keverje 6ssze a vizsgdlati latexet és a szuszpenzidt, és
az oltdkacs segitségével oszlassa el a reakcidterileten
ugy, hogy a teljes teriiletet befedje. Ldngon fertétlenitse
az oltokacsot.

6. Korkorosen mozgassa a kartyat, és figyelje, hogy van-e
agglutinacid. 1 percnél tovdbb ne mozgassa a kdrtyat, és ne
hasznaljon nagyitot.

7. Ha nem kovetkezik be agglutinécio, végezze el az esetleges
t6bbi NSF telep vizsgélatat.

8. Ha agglutindcio lép fel a vizsgalati latexszel, a kontroll
latex reagenssel el kell végezni a telep egy masik
részének vizsgdlatat, hogy ki lehessen zarni az izoldtum
,autoagglutindld torzs” jellegét.

9. A vizsgélat befejezése utan helyezze fertStlenitGszerbe
a reakcidkartyat.

11. A VIZSGALATI EREDMENYEK ERTELMEZESE

A vizsgalati latex egy percen bellli agglutinacidja pozitiv

eredményt jelez. A pozitiveredmény az E. coli 0157 szerocsoport

jelenlétére utal.

Ha egy percen belil nem lép fel agglutinacid, az eredmény
negativ. A negativ eredmény azt jelenti, hogy nincs jelen
E. coli 0157 szerocsoport.

Ha mind a vizsgalati, mind a kontroll latexnél agglutindcid
észlelhetd, az eredmények nem értelmezhet6k.

Szemcsézettséget vagy szalasodast eredményezé reakciok

Egyes esetekben a vizsgdlati anyag szemcsés jellege miatt
szemcsézettséget vagy szdlasoddst eredményez6 reakcidk
figyelhet6k meg. Az ilyen reakcidkat az alabbi feltételek alapjan
kell értelmezni:

Ha a kontroll reagenshez képest a vizsgdlati reagens
alkalmazasakor jobban kitisztul a kék hattér, az eredmény
pozitiv. Ha a kék hattér kitisztulasat tekintve nincs szignifikdns
valtozas a vizsgalati és a kontroll reagens alkalmazasakor,
az eredmény negativ.

Némely E. coli toérzs soéoldatban nehezen emulgedlhato,
és el6fordulhat, hogy mind a vizsgdlati, mind a kontroll reagenssel
reagalva szalasodik, nyuldssa vélik. Ez nem valds agglutinacio,
figyelmen kiviil kell hagyni. Ha a szalasodas tul jelent6s ahhoz,
hogy megfelel§ dontést lehessen hozni, a telepet 0,3 ml
soéoldatban kell szuszpendalni. Hagyja, hogy a darabos részek
letlepedjenek, és a sima, csomdmentes fellliszéval végezze
el Ujra a vizsgalatot.

12. A TESZT KORLATAI

Ismeretlen fajokbdl &ll6 telepen kapott pozitiv eredmény
esetében biokémiai teszteket kell végezni annak megerdsitésére,
hogy a mikroorganizmus E. coli térzsbe tartozik-e.

Sem a MacConkey szorbit agar, sem az E. coli 0157 latex
teszt segitségével nem lehet kozvetlenll megerdsiteni, hogy
az izolatum valdban toxintermel§ torzs.

Mas szerotipusokrdl is kiderlt, hogy verocitotoxin-termel6k.

Tovébbda mas olyan baktériumtorzseket is azonositottak, amelyek
epitdpjai utanozzdk az E. coli 0157 lipopoliszacharidjaban
taldlhaté epitdpokat.'*

Egy kozOs antigén miatt az Escherichia hermanii torzsek
keresztreakcidba léphetnek az E. coli 0157 tartalmu szérumokkal
és a latex teszttel (Borczyk és mtsai).! Az E. hermanii a kdvetkezék
alapjan kulonboztetheté meg az E. coli baktériumtdl: fermentalja
a cellobidzt, kdlium-cianid (KCN) jelenlétében szaporodik és sarga
pigmentet képez, ami késleltetett lehet.®

13.  TELJESITMENYJELLEMZGK

Az Oxoid E. coli 0157 latex teszt és a kereskedelemben kaphatd
antiszérum teljesitményének klinikai 6sszehasonlitadsa alapjan
kapott eredmények 99,3%-os (151/152) egyezést mutattak
a két mddszer kozott.° Az Oxoid teszt szenzitivitdsa 100%
(49/49), specificitasa pedig 99,0% (101/103) volt. Az eltéré
eredményt adé minta a tovabb vizsgalatok alapjan pozitivnak
bizonyult az E. coli 0157 torzsre. Ez 6sszhangban volt az Oxoid
teszt eredményével.

Az Oxoid reagensek
mas E. coli torzsekkel,
mikroorganizmusokkal sem.

nem mutattak keresztreaktivitast
és a szorbitot nem fermentdld

Az Oxoid tesztet kilonféle taptalajokbdl kozvetlenul végezték.
Ezek kozll egyik sem mutatott interferenciat a latex teszttel.

Az E. coli 0157 latex teszt teljesitményét az Egyesiilt Kirdlysag
Kozponti Kozegészségligyi Laboratériumdnak (CPHL) bélben
el6fordulé  kérokozdkat vizsgdld  részlegében  értékelték
(1998), cél- és nem cél-mikroorganizmusok jol jellemzett
torzseit hasznalva.

Valamennyi torzs vizsgélatat MacConkey szorbit agarra (SMAC),
valamint cefixim és tellurit tartalmi MacConkey szorbit agarra
(CT-SMAC) valé tovabboltast kovetGen végezték. A CT-SMAC
agar esetében, annak szelektiv jellege miatt, kevesebb volt
a vizsgalt mikroorganizmusok szdma; egyes mikroorganizmusok
nem tenyészthet6k ezen a taptalajon.

AszenzitivitastismertE. coliO157 térzsek vizsgalata alapjan kapott
eredményekbdl szamoltak. Szorbit-negativ és szorbit-pozitiv
torzseket is vizsgaltak és hasznaltak a szamitashoz. A specificitast
szorbitot nem fermentdlé (NSF) ismert, nemeE. coli 0157 toérzsek
(vagyis mdas mikroorganizmusok, példaul mas E. coli torzsek)
eredményeibdl szamoltak.



1. tablazat SMAC és CT-SMAC tdptalajon kitenyészett
mikroorganizmusok vizsgalatanak eredményei

15. JELMAGYARAZAT

[REF]

Katalégusszam

[ivD]

In vitro diagnosztikai orvostechnikai eszkoz

Olvassa el a hasznalati utasitast

SMAC (n = 120) | CT-SMAC (n = 95)
Mikroorganizmus

+ (vagyis |- (vagyis + (vagyis — (vagyis

E. coli nem E. coli |E. coli nem E. coli

0157) 0157) 0157) 0157)
E. coli + 59 0 52 0
0157
Latex teszt| — 1 60 0 43

BE
1

H&mérséklet-korlatozasok (tarolasi hémérséklet)

2. tablazat Az adatok statisztikai elemzése

A tartalma <N> vizsgdlathoz elegend6

Szenzitivitas, % Specificitas, %

Tételkdd (tételszam)

SMAC

E. coli 0157

Latex teszt 98,3 100

Felhasznalhatésag datuma (lejarati datum)

CT-SMAC

[Ec] Hivatalos képvisel6 az Eurdpai K6z6sségben

E. coli 0157 100 100

L[ [8<

Gyartd

Latex teszt

A SMAC agaron egyetlen kultura, egy E. coli 0157:H9 adott
alnegativ eredményt. Ez a tenyészet a konkurens készlettel
vizsgalva is negativ volt, ezért Ujravizsgalatara nem kerdlt sor. Ez a
mikroorganizmus nem verocitotoxin-termel6 E. coli (VTEC) torzs.
A készlettel az 6sszes VTEC torzs sikeresen azonositasra kerdlt.

Ezen kivil a SMAC téptalajrdl 6sszesen 65, a CT-SMAC téptalajrol
pedig 52, szorbitot fermentdld, nem E. coli 0157 t6rzs vizsgalatat
végezték el. Egyik sem adott pozitiv eredményt az E. coli 0157
latex teszttel. A szorbitot fermentdld torzsek kozil az egyiknél
(Klebsiella oxytoca) a készlettel vizsgalva autoagglutinacid lépett
fel. A megismételt vizsgalat sordn ez a szorbit-pozitiv torzs
negativnak bizonyult.
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1. NUMATYTASIS NAUDOJIMAS

Kokybinis latekso agliutinacijos tyrimas ant objektinio stiklelio,
skirtas atlikti ant agaro uZauginty E. coli 0157 serologinés
grupés izoliaty patvirtinamajj nustatyma. Naudojamas
diagnostikoje, kad padéty gydytojams parinkti gydyma
pacientams, kuriems jtariama bakteriné infekcija. Priemoné néra
automating, skirta naudoti tik profesionalams ir néra papildoma
diagnostikos priemoné.

2. SANTRAUKA IR NAUDOJIMO PRINCIPAI

Latekso agliutinacijos tyrimas, skirtas identifikuoti E. coli 0157
serologine grupe.

Kai kurios Escherichia coli padermés buvo susietos suhemoraginio
kolito (HC) ir hemolizinio ureminio sindromo (HUS) atvejais.

Nustatyta, kad Sios padermés gamina verocitotoksing (VT). E. coli
serologinis tipas, daZniausiai iSskiriamas HC ir HUS atvejais,
yra 0157:H7. Jeigu Sis serologinis tipas iSskiriamas i$ iSmaty
viduriavimo atvejais, ypac jeigu jose yra kraujo, tai reiskia, kad
padermé gamina verocitotoksing® 3% %6 7.5,

E. coli 0157 latekso tyrimas agliutinacijos ant objektinio stiklelio
bldu parodo E. coli padermes, turinfias 0157 serologinés
grupés antigena. Tyrima geriausia naudoti kartu su ,Sorbitol
MacConkey“ agaru (,,Oxoid“ CM0813). E. coli 0157:H7 padermés
nevykdo sorbitolio fermentacijos, todél ant Sios terpés auga
bespalvés kolonijos. Dauguma E. coli izoliaty vykdo sorbitolio
fermentacijg ir auga bidingos rausvos kolonijos.

,Sorbitol MacConkey” agarg reikia naudoti kaip pirminj
atrankinés patikros metoda. Sorbitolio nefermentuojanciy
kolonijy tyrimus galima atlikti naudojant latekso reagentus,
norint nustatyti, ar izoliatas priklauso 0157 serologinei grupei
ir galimai VT gaminanciai padermei.

3. RINKINIO KOMPONENTAI

DR0621M Tyrimo lateksas

Sudarytas i§ mélyny latekso daleliy, jjautrinty specifiniais
triusio antik@nais, reaguojanciais su 0157 somatiniu antigenu.
Kiekviename rinkinyje yra reagento, kurio pakanka 100 tyrimy.
DR0622M Kontrolinis lateksas

Sudarytas is mélyny latekso daleliy, jjautrinty preimuniniu triusio
globulinu. Kiekviename rinkinyje yra reagento, kurio pakanka
100 tyrimy.

DR0623M Teigiamos kontrolinés medZiagos suspensija
Inaktyvuoty E. coli 0157 Igsteliy suspensija buferiniame tirpale.
Pakanka 25 tyrimams.

DR0624M Neigiamos kontrolinés medZiagos suspensija
E. coli 0116 lasteliy suspensija buferiniame tirpale Pakanka
25 tyrimams.

DRO0500G Reakcijos kortelés
Rinkinyje yra 35 vienkartinés reakcijos kortelés.

Naudojimo instrukcijos (IFU).
4. BUTINOS MEDZIAGOS

Toliau nurodytos medZiagos yra batinos, bet nepateikiamos
Siame rinkinyje

Mikrobiologiné kilpa ir Bunzeno degiklis
0,85 % fiziologinis tirpalas.

Tinkama dezinfekavimo priemoné, pvz., >1,3 % w/w natrio
hipochlorito tirpalas.

Laikmatis
5. ATSARGUMO PRIEMONES
Sie reagentai skirtai naudoti tik in vitro diagnostikai.

Skirta naudoti tik specialistams.

Nenaudokite priemoneés, jeigu ji sugedusi.

Informacija apie galimai pavojingas sudedamasias dalis zr. jmonés
interneto svetainéje pateiktame medZiagos saugos duomeny
lape (MSDL) ir gaminio etiketéje.

Apie bet kokj pavojingg incidentg, susijusj su priemone, batina
pranesti gamintojui ir kompetentingai 3alies narés, kurioje
registruotas naudotojas ir (arba) pacientas, institucijai.
NeuZzsaldyti.

Reagenty, kuriy partijos numeriai skiriasi, negalima maisyti
vienas su kitu.

Reagentuose yra konservanto 0,1 % natrio azido.

Natrio azidas gali reaguoti su vandentiekio jrenginiuose esanciu
Svinu arba variu ir sudaryti metaly azidus, kurie sprogsta jvykus
kontaktinei detonacijai. Po atlieky iSmetimo jas nedelsdami
nuplaukite dideliu kiekiu vandens, kad azidai nesikaupty
vandentiekio vamzdZiuose.

Meéginyje gali bati patogeniniy mikroorganizmy, todél juos
tvarkykite laikydamiesi tinkamy atsargumo priemoniy.

6. LAIKYMAS

Rinkinj laikykite nuo 2 iki 8 °C temperatiiroje. Siomis salygomis
reagentai isSlieka reaktyvls iki galiojimo pabaigos datos,
nurodytos ant rinkinio déZutés.

7. KONTROLES PROCEDUROS

Pateikiamas kontrolés suspensijas naudokite kiekvieng dieng
prie$ atlikdami jprastus tyrimus, kad patikrintuméte, ar latekso
reagentas veikia tinkamai.

Teigiamos kontrolinés medziagos suspensija turi per vieng
minute sukelti matoma tyrimo latekso reagento agliutinacija.

Neigiamos kontrolinés medZiagos suspensija turi per vieng minute
nesukelti tyrimo latekso ir kontrolinio latekso agliutinacijos.
Nenaudokite tyrimo, jeigu reakcijos su kontroliniy medZiagy
suspensijomis vyksta netinkamai.

8. SVARBI INFORMACIJA APIE PROCEDURA

Saugokite, kad neuZterStuméte reagenty, todél lasintuvo galiuku
nepalieskite ant reakcijos kortelés esancio méginio.

Po kiekvieno naudojimo tvirtai uZdarykite
kad neuzterStuméte reagento ir jis neisdziaty.

dangtelius,

Po naudojimo rinkinj jdékite atgal j Saldytuva ir uztikrinkite, kad
buteliukai laikomi statmenai.

9. KULTUROS MEDZIAGA

12. TYRIMO APRIBOJIMAI

Tyrimams skirtas sorbitolio nefermentuojancias (NSF) kolonijas
galima paimti i$ ,,Sorbitol MacConkey“ agaro (,,Oxoid”“ CM0813)
arba NSF izoliatus galima inokuliuoti ant neselektyvinés terpés,
pavyzdZiui, mitybinio agaro. Reikia istirti iki 10 atskiry NSF
kolonijy, kad uztikrintuméte didele kokiy nors 0157 padermiy,
galinc¢iy bati kultGry misinyje su kity serologiniy tipy E. Coli,
aptikimo tikimybe Kontrolinis lateksas naudojamas siekiant
uztikrinti, kad izoliatas néra autoagliutinacijg sukelianti paderme.

10. TYRIMO METODAS

1. PrieS naudojima reagentai turi pasiekti kambario
temperatlra. Latekso suspensijas sumaisykite jas stipriai
purtydami. I3 lasintuvo pipetés iSspauskite visg likusj
lateksg, kad uzbaigtuméte maisyma.

2. UZlasinkite 1 lasa tyrimo latekso ant reakcijos kortelés
apskritimo. UZlasinkite jj Salia apskritimo krasto.

3. Ant apskritimo uZlasinkite kelias pilnas kilpas arba Pastero
pipetés lasg fiziologinio tirpalo. UZtikrinkite, kad lateksas
ir fiziologinis tirpalas Sioje stadijoje nesusimaiSyty.

4. Kilpa paimkite dalj tiriamos kolonijos ir atsargiai
sumaidykite su fiziologinio tirpalo lasu, kad susidaryty
emulsija. Jsitikinkite, kad gauta suspensija yra tolygi.

5. Kilpa sumaisykite tyrimo lateksg ir suspensija bei
paskirstykite, kad padengty reakcijos sritj. Kilpg pakaitinkite
liepsnoje.

6. Judinkite kortele ratu ir stebékite, ar vyksta agliutinacija.

Nejudinkite kortelés ilgiau nei 1 minute ir nenaudokite
didinamojo stiklo.

7. Jeigu agliutinacija nevyksta, tirkite kitas NSF kolonijas,
jeigu jy yra.
8. Jeigu jvyksta agliutinacija su tyrimo lateksu, kitg kolonijos

dalj reikia istirti su kontroliniu lateksu ir jsitikinti, kad izoliatas
nepriklauso autoagliutinacijg sukelianciai padermei.
9. Baige iSmeskite reakcijos kortele j dezinfekavimo priemone.
11. TYRIMO REZULTATY INTERPRETAVIMAS

Rezultatas yra teigiamas, jeigu per vieng minute jvyksta
tyrimo latekso agliutinacija. Tai reiSkia, kad yra E. coli 0157
serologiné grupé.

Rezultatas yra neigiamas, jeigu per vieng minute nejvyksta
agliutinacija. Tai reiskia, kad néra E. coli 0157 serologinés grupés.

Rezultaty negalima interpretuoti, jeigu jvyksta ir tyrimo latekso,
ir kontrolinio latekso agliutinacija.

Reakcijos metu susidaro granulés arba pailgi agregatai

Kartais reakcijos metu susidaro granulés arba pailgi agregatai
dél tiriamosios medZiagos daleliy prigimties. Jeigu jvyko tokia
reakcija, ja reikia aiskinti taikant toliau nurodytus kriterijus:

Rezultatas yra teigiamas, jeigu naudojant tyrimo reagentg
mélynas fonas tampa skaidresnis nei naudojant kontrolés
reagenty. Rezultatas yra neigiamas, jeigu naudojant tyrimo
reagenta ir kontrolés reagenta, néra reikSmingy mélyno fono
skaidrumo pokyciy.

Kai kuriy E. coli padermiy emulsija fiziologiniame tirpale gauti
sunku, todél tiek su tyrimo reagentais, tiek su kontroliniais
reagentais reakcijos metu gali susidaryti pailgy agregaty. Jie
neatrodo kaip tikroji agliutinacija ir jy reikéty nepaisyti. Jeigu
deél tokiy pailgy agregaty sunku teisingai interpretuoti tyrimo
rezultatus, kolonijg reikia suspenduoti 0,3 ml fiziologinio tirpalo.
Palaukite, kol agregatai nusistovés, o tada pakartotinai istirkite
tolygy supernatanta.

Jeigu istyrus neZinomos risies kolonijg gaunamas teigiamas
rezultatas, reikia atlikti biocheminius tyrimus ir patvirtint,
kad mikroorganizmas priklauso E. coli padermei.

Nei tyrimas ant ,Sorbitol MacConkey“ agaro, nei E. coli 0157
latekso tyrimas tiesiogiai nepatvirtina, kad izoliatas priklauso
toksinus gaminandiai padermei.

Buvo aptikta kity verocitotoksing gaminanciy serologiniy tipy.

Be to, buvo nustatyta kity bakterijy padermiy, turinciy epitopus,
imituojancius E. coli 0157 lipopolisacharidus.**

Kai kurios Escherichia hermanii padermés gali dalyvauti
kryzminése reakcijose su E. coli 0157 serumu ir latekso tyrimo
reagentais, nes turi bendrg antigena (Borczyk et al)'. E. hermanii
galima atskirti nuo E. coli, nes jos vykdo celobiozés fermentacija,
auga esant kalio cianido (KCN) ir gamina geltong pigmenta, taciau
3i reakcija gali bati uzdelsta®.

13. VEIKSMINGUMO CHARAKTERISTIKOS

Atlikus klinikinius ,,Oxoid“ E. coli 0157 latekso tyrimo ir komercinio
antiserumo veiksmingumo palyginimus, rezultatai parodé,
kad dviejy metody atitiktis sieké 99,3 % (151/152)°. ,Oxoid”
tyrimo jautrumas buvo lygus 100 % (49/49), o specifiSkumas
buvo lygus 99,0 % (101/ 103). Nesutampantis meéginys buvo
iStirtas papildomai ir buvo nustatyta, kad jame yra E. coli 0157.
Tai sutampa su ,,Oxoid” tyrimo rezultatais.

,Oxoid“ reagentai nedalyvauja kryZminése reakcijose su kitomis
E. coli padermémis arba sorbitolio nefermentuojandciais
mikroorganizmais.

,Oxo0id“ tyrimas buvo atliktas tiesiogiai, naudojant jvairias
mitybines terpes. Nustatyta, kad nei viena i$ Siy terpiy netrikdo
latekso tyrimo.

E. coli 0157 latekso tyrimo veiksminguma jvertino Centriné
visuomenés sveikatos laboratorija (CPHL), JK, ir Enteropatogeny
laboratorija (1998), naudodamos visiskai charakterizuotas
tiksliniy ir netiksliniy mikroorganizmy padermes.

Visos padermés buvo istirtos po subkultiiros auginimo ant
,Sorbitol MacConkey” agaro (SMAC) ir ,Sorbitol MacConkey”
agaro, kuriame yra cefiksimo teldrito priedo (CT-SMAC). Buvo
iStirta maziau ant CT-SMAC uZauginty mikroorganizmy, nes Si
terpé yra selektyviné, todél kai kurie mikroorganizmai neauga
ant Sios terpés.

Jautrumas buvo apskaiciuotas remiantis Zinomy E. coli 0157
padermiy tyrimy rezultatais. Jam apskaiCiuoti buvo istirtos
ir naudojamos sorbitoliui neigiamos ir sorbitoliui teigiamos
padermés. Specifiskumas buvo apskaiciuotas remiantis Zinomy
sorbitolio nefermentuojanciy (NSF), ne E. coli 0157 padermiy
(t. y. kity mikroorganizmy, jskaitant kitas E. coli padermes)
tyrimy rezultatais.

1 lentelé. Ant SMAC ir CT-SMAC uzauginty mikroorganizmy
tyrimy rezultatai.

SMAC (n=120) | CT-SMAC (n=95)
Mikroorganizmas
-(ty. - (t.y.
Zo(,t’ 5'1[;'7) ne E. coli :o(ltr C\)/.li.7) ne E. coli

0157) 0157)
,E. coli + 59 0 52 0
0157 Latex”
tyrimas - 1 60 0 43




2 lentelé. Statistiné duomeny analizeé.

15. SIMBOLIO LEGENDA

Jautrumas, % SpecifiSkumas, %

SMAC Katalogo numeris
»E. coli 0157 983 100 In vitro diagnostikos medicinos prietaisas
Latex“ tyrimas !
CT-SMAC Zr. naudojimo instrukcija

E. coli0157 _ AT _
” Temperatiros ribojimai (laikymo temperatira
Latex” tyrimas 100 100 P ! (laiky P )

Vienos ant SMAC agaro uzaugintos kulttros E. coli 0157:H9
rezultatas buvo klaidingai neigiamas. Sios kultiros rezultatas
taip pat buvo neigiamas iStyrus kito gamintojo tyrimu, todél
ji nebuvo pakartotinai tiriama. Sis mikroorganizmas nepriklauso
verocitotoksing gaminanciai E. coli (VTEC) padermei. Nei viena
VTEC padermé nebuvo klaidingai identifikuota naudojant
$j rinkinj.

Be to, buvo istirtos i$ viso 65 uzaugintos ant SMAC ir 52 uzaugintos
ant CT-SMAC sorbitolj fermentuojancios neE. coli 0157
padermés. Nei vienos i$ jy E.coli 0157 latekso tyrimo rezultatas
nebuvo teigiamas. Nustatyta, kad viena sorbitolj fermentuojanti
padermé (Klebsiella oxytoca) vykdo autoagliutinacija su rinkiniu.
Atlikus pakartotinj tyrimg nustatyta, kad $i sorbitoliui teigiama
padermé yra neigiama.
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Test lateksowy E. coli 0157
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1. PRZEZNACZENIE

Jakosciowy szkietkowy test aglutynacji lateksowej przeznaczony
do potwierdzajacej identyfikacji izolatéw E. coli z serogrupy
0157 wyhodowanych na agarze. Uzywany podczas procedur
diagnostycznych utatwia lekarzom podejmowanie decyzji
dotyczacych opcji leczenia pacjentéw z podejrzeniem zakazen
bakteryjnych. Wyrdb nie jest zautomatyzowany, jest przeznaczony
wytacznie do uzytku profesjonalnego i nie jest przeznaczony do
stosowania na potrzeby diagnostyki towarzyszacej.

2. PODSUMOWANIE | ZASADY TESTU

Test aglutynacji lateksowej przeznaczony do identyfikacji izolatéw
E. coli z serogrupy 0157.

Niektore szczepy Escherichia coli powigzano z wystepowaniem
krwotocznego zapalenia okreznicy (haemorrhagic colitis, HC)
i zespotu hemolityczno-mocznicowego (haemolytic ureamic
syndrome, HUS).

Wykazano, ze szczepy te wytwarzaja werocytotoksyne
(vero-cytotoxin, VT). Serotypem bakterii E. coli najczesciej
izolowanym w przypadkach HC i HUS jest 0157:H7. lzolacja
tego serotypu z prébki stolca biegunkowego, szczegdlnie jesli
w prébce tej wystepuje krew, wskazuje na szczep wytwarzajacy
werocytotoksyngl 2345678,

Test lateksowy E. coli 0157 wykazuje obecnos$é szczepéw
E. coli zawierajacych antygen serogrupy 0157 metoda
aglutynacji szkietkowej. Testu najlepiej uzywaé w potgczeniu
z agarem MacConkeya z sorbitolem (Oxoid CM0813). Szczepy
E. coli 0157:H7 nie fermentujg sorbitolu, dlatego tworza na
tym podtozu bezbarwne kolonie. Wiekszo$¢ izolatéw E. coli
fermentuje sorbitol i tworzy charakterystyczne rézowe kolonie.

Do wstepnego badania przesiewowego nalezy uzy¢ agaru
MacConkeya z sorbitolem. Kolonie niefermentujgce sorbitolu
mozna nastgpnie zbada¢ przy uzyciu odczynnikéw lateksowych,
aby okresli¢, czy badany izolat nalezy do serogrupy 0157
i w zwigzku z tym jest potencjalnym szczepem wytwarzajacym VT.
3. ZAWARTOSC ZESTAWU

DR0621M Testowy odczynnik lateksowy

Zawiera czastki niebieskiego lateksu uwrazliwione swoistym
przeciwciatem kréliczym reagujgcym z antygenem somatycznym
0157. Kazdy zestaw zawiera ilo$¢ odczynnika wystarczajaca na
100 testow.

DR0622M Kontrolny odczynnik lateksowy

Zawiera czastki niebieskiego lateksu uwrazliwione globulinami
kréliczymi przed immunizacja. Kazdy zestaw zawiera ilos¢
odczynnika wystarczajgca na 100 testow.

DR0623M Zawiesina do kontroli dodatniej

Zawiesina inaktywowanych komérek bakterii E. coli 0157
w buforze. llo$¢ odczynnika wystarcza na 25 testow.
DR0624M Zawiesina do kontroli ujemnej

Zawiesina komorek bakterii E. coli 0116 w buforze.

llo$¢ odczynnika wystarcza na 25 testow.

DRO0500G Karty reakcyjne

Zestaw zawiera 35 jednorazowych kart reakcyjnych.
Instrukcja uzywania (IFU).

4. WYMAGANE MATERIALY

Ponizsze materialy s3 wymagane, ale nie sa dostarczane razem
z zestawem

Eza mikrobiologiczna i palnik Bunsena

Sél fizjologiczna w stezeniu 0,85%

Odpowiedni $rodek dezynfekujacy, np. roztwér podchlorynu
sodu w stezeniu >1,3% (w/w)

Stoper

5. SRODKI OSTROZNOSCI

Odczynniki sa przeznaczone do stosowania wytgcznie do
diagnostyki in vitro.

Wytgcznie do uzytku profesjonalnego.
W przypadku uszkodzenia nie uzywac wyrobu.

Informacje na temat potencjalnie niebezpiecznych sktadnikow
mozna znalez¢ w karcie charakterystyki substancji niebezpiecznej
(Material Safety Data Sheet, MSDS), dostepnej na stronie
internetowej firmy, oraz na etykietach produktu.

Wszelkie powazne incydenty zwigzane z wyrobem nalezy
zgtasza¢ do producenta oraz wiasciwego organu parstwa
cztonkowskiego, w ktérym uzytkownik i/lub pacjent ma siedzibe/
miejsce zamieszkania.

Nie zamrazac.

Odczynnikbw o réznych numerach serii nie mozna

stosowac wymiennie.

Odczynniki zawieraja konserwant w postaci azydku sodu
w stezeniu 0,1%.

Azydek sodu moze reagowad z otowianymi i miedzianymi
instalacjami wodociggowymi, prowadzac do wytworzenia
azydkéw metali o wtasciwosciach wybuchowych, ulegajgcych
detonacji wskutek kontaktu. Aby nie dopusci¢ do nagromadzenia
azydku w instalacji wodociggowej, po wylaniu odpaddw nalezy je
natychmiast sptukac duza iloscig wody.

Materiaty probek mogg zawiera¢ patogenne mikroorganizmy/
wirusy, dlatego nalezy z nimi postepowac z zastosowaniem
odpowiednich srodkéw ostroznosci.

6. PRZECHOWYWANIE

Zestaw nalezy przechowywaé w temperaturze 2—-8°C. W takich
warunkach odczynniki zachowuja reaktywnos¢ do daty waznosci
wskazanej na opakowaniu zestawu.

7. PROCEDURY KONTROLI

Dostarczonych zawiesin kontrolnych nalezy uzywac kazdego dnia
przed wykonaniem rutynowych testéw w celu sprawdzenia, czy
odczynniki lateksowe dziatajg prawidtowo.

W przypadku zawiesiny do kontroli dodatniej widoczna
aglutynacja z testowym odczynnikiem lateksowym musi wystgpic¢
w ciggu jednej minuty.

W przypadku zawiesiny do kontroli ujemnej w ciggu jednej
minuty nie moze doj$¢ do aglutynacji z testowym odczynnikiem
lateksowym ani z kontrolnym odczynnikiem lateksowym.

Nie uzywac testu, jesli reakcje przy uzyciu zawiesin kontrolnych
sg nieprawidtowe.

8. WAZNE UWAGI DOTYCZACE PROCEDURY

Nie dopusci¢ do zanieczyszczenia odczynnikow wskutek
dotkniecia koricdwka wkraplacza prébki na karcie reakcyjne;j.

Po kazdym uzyciu upewnic sie, ze zatyczki sg doktadnie zatozone,
aby unikna¢ zanieczyszczenia i wyschniecia odczynnika.

Po uzyciu odstawi¢ zestaw do chtodziarki i zadba¢ o to, aby
butelki byty przechowywane w pozycji pionowe;j.

9. MATERIALt HODOWLANY

Na potrzeby badania kolonie niefermentujace sorbitolu (NSF)
mozna pobiera¢ z agaru MacConkeya z sorbitolem (Oxoid
CMO0813) lub alternatywnie izolaty NSF mozna inokulowa¢ do
podtoza nieselektywnego takiego jak agar odzywczy. Konieczne
jest zbadanie do 10 oddzielnych kolonii NSF, aby zagwarantowac
wysokie prawdopodobieristwo wykrycia jakichkolwiek szczepéw
0157, ktére moga wystepowac sie w hodowli mieszanej z innymi
serotypami bakterii E. coli niefermentujgcych sorbitolu (NSF).
Uzycie kontrolnego odczynnika lateksowego zapewnia, ze
badany izolat nie jest szczepem, w przypadku ktérego dochodzi
do autoaglutynacji.

10. METODA BADANIA

1. Przed uzyciem odczekac, az odczynniki osiggng temperature
pokojowa. Odpowiednio wymieszaé zawiesiny lateksowe,
energicznie nimi wstrzgsajgc. W celu zapewnienia
catkowitego wymieszania wypusci¢ zawiesine lateksowa,
ktéra moze znajdowac sie w pipecie wkraplacza.

2. Nanies¢ 1 krople testowego odczynnika lateksowego na
kétko na karcie reakcyjnej. Umiescic jg blisko krawedzi
kotka.

3. Za pomoca ezy lub pipety Pasteura nanies¢ krople soli

fizjologicznej na kétko. Upewni¢ sie, ze na tym etapie nie
dojdzie do wymieszania odczynnika lateksowego i soli
fizjologicznej.

4. Za pomocg ezy pobrac porcje kolonii przeznaczonej
do badania i ostroznie zemulgowa¢ materiat w kropli
soli fizjologicznej. Upewnic sie, ze uzyskano jednolitg
zawiesine.

5. Wymiesza¢ testowy odczynnik lateksowy i zawiesine,
a nastepnie rozprowadzi¢ mieszaning przy uzyciu ezy, aby
pokry¢ caty obszar reakcyjny. Opali¢ eze.

6. Kotysa¢ karta, wykonujac okrezne ruchy, i obserwowac ja
pod katem aglutynacji. Nie kotysac kartq dtuzej niz 1 minute
i nie uzywac szkta powiekszajacego.

7. W przypadku braku aglutynacji przejs¢ do badania
kolejnych kolonii NSF, jesli sa obecne.

8. W przypadku wystgpienia aglutynacji z testowym
odczynnikiem lateksowym konieczne jest zbadanie
kolejnej porcji kolonii przy uzyciu kontrolnego odczynnika
lateksowego w celu sprawdzenia, czy badany izolat nie jest
izolatem autoaglutynujgcym.

9. Po zakoriczeniu badania wyrzuci¢ karte reakcyjng do srodka
dezynfekujacego.

11. INTERPRETACJA WYNIKOW TESTU

Aglutynacja z testowym odczynnikiem lateksowym, ktdra zaszta
W ciggu jednej minuty, oznacza wynik dodatni. Wskazuje to na
obecnosc bakterii E. coli z serogrupy 0157.

Brak aglutynacji w ciggu jednej minuty oznacza wynik ujemny.
Wskazuje to na brak bakterii E. coli z serogrupy 0157.

Wyniki nie moga by¢ zinterpretowane, jesli do aglutynacji doszto
zaréwno z testowym odczynnikiem lateksowym, jak i kontrolnym
odczynnikiem lateksowym.

Reakcje granulkowe lub ktaczkowate

Czasami moga by¢ obserwowane reakcje granulkowe Iub
ktaczkowate wynikajace z obecnosci czastek statych w badanym
materiale. Reakcje takie nalezy interpretowaé w oparciu
o nastepujace kryteria:

Wynik jest dodatni, gdy przy uzyciu odczynnika testowego
obserwowane jest wieksze oczyszczenie niebieskiego tta
w poréwnaniu z reakcja odczynnika kontrolnego. Wynik jest
ujemny, gdy miedzy odczynnikiem testowym a odczynnikami
kontrolnymi nie ma istotnych réznic w oczyszczeniu
niebieskiego tta.

Niektore szczepy E. coli s trudne do zemulgowania w soli
fizjologicznej i moga dawac reakcje typu ktaczkowatego zaréwno
z odczynnikiem testowym, jak i odczynnikiem kontrolnym.
Reakcje te nie wygladajg jak rzeczywista aglutynacja i powinny
zostaé zignorowane. Jezeli okaze sie, ze reakcja ktaczkowata
jest zbyt silna, aby mozna byto dokona¢ prawidtowej oceny,
nalezy zawiesi¢ kolonie w 0,3 ml soli fizjologicznej. Nalezy
poczeka¢, az grudki opadng na dno, i powtdrzy¢ test, uzywajac
jednolitego supernatantu.

12. OGRANICZENIA DZIALANIA TESTU

W przypadku dodatniego wyniku uzyskanego dla kolonii
nieznanego gatunku nalezy wykona¢ testy biochemiczne w celu
potwierdzenia, ze badany mikroorganizm jest szczepem E. coli.

Agar MacConkeya z sorbitolem oraz test lateksowy E. coli 0157
nie zapewnia bezposredniego potwierdzenia, ze badany izolat
jest szczepem wytwarzajgcym toksyne.

Odnotowywano inne serotypy wytwarzajgce werocytotoksyne.

Ponadto zidentyfikowano inne szczepy bakteryjne z epitopami
nasladujgcymi lipopolisacharyd bakterii E. coli z serogrupy
0157*.

Z powodu wspdlnego antygenu niektére szczepy z gatunku
Escherichia hermanii mogg reagowaé krzyzowo z surowicami
przeciwko antygenowi serogrupy 0157 bakterii E. coli i testem
lateksowym (Borczyk et al.)'. Bakterie E. hermanii mozna
odrézni¢ od bakterii E. coli, poniewaz fermentujg celobioze,
rosng w obecnosci cyjanku potasu (KCN) i wytwarzajg zétty
pigment, ktéry moze pojawic sie z opdznieniem?™.

13. CHARAKTERYSTYKA DZIAtANIA

Podczas klinicznego pordéwnania dziatania testu lateksowego
E. coli 0157 firmy Oxoid i komercyjnie dostepnych surowic
odpornosciowych uzyskane wyniki wskazywaty na zgodnosc
obu metod na poziomie 99,3% (151/152)°. Czuto$¢ testéw firmy
Oxoid wyniosta 100% (49/49), a swoistos¢ — 99,0% (101/103).
Probke, w przypadku ktdérej wystapity rozbieznosci, poddano
dalszym testom i uzyskano dla niej wynik dodatni wzgledem
serotypu 0157 bakterii E. coli. Wynik ten zgadzat sie z wynikiem
testu firmy Oxoid.




Odczynniki  firmy Oxoid nie wykazywaty reaktywnosci
krzyzowej z innymi szczepami E. coli lub mikroorganizmami
niefermentujacymi sorbitolu.

Test firmy Oxoid przeprowadzano bezposrednio na materiale
pobranym z réznych pozywek hodowlanych. Zadna z pozywek
nie powodowata zaktécen w tescie lateksowym.

Dziatanie testu lateksowego E. coli 0157 oceniono
w centralnym laboratorium zdrowia publicznego (Central
Public Health Laboratory, CPHL) na terenie Wielkiej Brytanii,
w laboratorium patogendw jelitowych (1998) przy uzyciu w petni
scharakteryzowanych szczepdéw mikroorganizméw docelowych
i innych mikroorganizméw, niebedacych mikroorganizmami
docelowymi.

Wszystkie szczepy badano po pobraniu z hodowli pochodnej
na agarze MacConkeya z sorbitolem (SMAC) oraz agarze
MacConkeya z sorbitolem i dodatkiem cefiksymu i tellurytu
(CT-SMAC). W przypadku agaru CT-SMAC zbadano mniejszg
liczbe mikroorganizmdw, poniewaz ze wzgledu na jej selektywny
charakter niektére mikroorganizmy nie mogly byé na
niej hodowane.

Czuto$¢ obliczono na podstawie wynikéw testéw znanych
szczepow E. coli 0157. Do obliczenia tego parametru uzyto
wynikéw testdw zaréwno szczepdw niefermentujgcych sorbitolu,
jak i szczepdw fermentujgcych sorbitol. Swoistosé obliczono na
podstawie wynikéw testéw znanych szczepdw niefermentujacych
sorbitolu (NSF) innych niz szczepy E. coli 0157 (tj. innych
mikroorganizméw, w tym innych szczepéw E. coli).

Tabela 1. Wyniki testow mikroorganizméw wyhodowanych na
agarach SMAC i CT-SMAC.
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15. LEGENDA SYMBOLI

Numer katalogowy

Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro

Zapoznac sie z instrukcjg uzywania (IFU)

Ograniczenia dotyczace temperatury
(temperatura przechowywania)

Tabela 2. Statystyczna analiza danych.

SMAC (n=120) | CT-SMAC (n=95) Zawartos$¢ wystarcza do wykonania <N> testow
Drobnoustrdj
+(tj. - (tj. inny niz |+ (tj. - (tj. inny niz Kod partii (numer serii)
E. coli 0157) |E. coli 0157) |E. coli 0157) | E. coli 0157)
Test + 59 0 50 0 Data przydatnosci (termin waznosci)
lateksowy
E. coli0157 | - 1 60 0 43 Upowazniony przedstawiciel we

Czutos$é, % Swoistos¢, %

Wspdlnocie Europejskiej

L E-|-ER

Producent

SMAC

Test lateksowy

E. coli 0157 983 100

CT-SMAC

Test lateksowy

E. coli 0157 100 100

W przypadku agaru SMAC jedna hodowla, E. coli 0157:H9, data
wynik fatszywie ujemny. Hodowla ta data wynik ujemny réwniez
w tescie przy uzyciu konkurencyjnego zestawu i z tego wzgledu
nie zostata poddana kolejnym testom. Badany mikroorganizm
nie byt szczepem E. coli wytwarzajacym werocytotoksyne (VTEC).
Zaden szczep VTEC nie zostat bfednie zidentyfikowany przy
uzyciu zestawu.

Dodatkowo zbadano facznie 65 fermentujacych sorbitol
szczepow niebedacych szczepami E. coli 0157 wyhodowanych
na agarze SMAC i 52 szczepy wyhodowane na agarze CT-SMAC.
Zaden ze szczepéw nie dat dodatniego wyniku testu lateksowego
E.coli 0157. Odnotowano, ze jeden ze szczepéw fermentujgcych
sorbitol  (Klebsiella oxytoca) wykazywat autoaglutynacje
z zestawem. Po ponownym badaniu ten szczep fermentujacy
sorbitol dat wynik ujemny.
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Test E. coli 0157
Latex Test
DROB20M...coccccvvvvvrenssssncnssnesssssnnsssnessssssnnsseee ¥/ 100

DR0623M Suspensie de control pozitiv

O suspensie a celulelor E. coli 0116 in solutie tampon. Suficient
pentru 25 de teste.

DRO0500G Carduri de reactie

Exista 35 de carduri de reactie de unica folosinta in kit.
Instructiuni de utilizare (IFU).

4. MATERIALE NECESARE

Urmatoarele materiale sunt necesare, dar nu au fost furnizate
n acest kit

Ansd microbiologica si arzdtor Bunsen.
Solutie salina 0,85%.

Dezinfectant adecvat, de exemplu, solutie de hipoclorit de sodiu
>1,3% w/w.

Cronometru
5. MASURI DE PRECAUTIE

1. DOMENIUL DE UTILIZARE

Un test de aglutinare latex calitativ pentru identificarea
de confirmare a izolatelor serogrupului E. coli 0157 dezvoltate
pe agar. Se utilizeaza intr-un flux de lucru de diagnosticare pentru
a ajuta medicii la determinarea optiunilor de tratament pentru
pacientii suspecti de infectii bacteriene. Dispozitivul nu este
automatizat, este destinat exclusiv utilizarii profesionale si nu
este un dispozitiv de diagnostic companion.

2. REZUMATUL SI PRINCIPIUL DE TESTARE

Un test de aglutinare latex pentru identificarea serogrupului
E. coli 0157.

Anumite tulpini de Escherichia coli au fost implicate in cazuri
de colitd hemoragica (CH) si sindrom ureamic hemolitic (SHU).

S-a demonstrat cd aceste tulpini produc o verocitotoxind (VT).
Serotipul E. coli cel mai frecvent izolat din cazurile HC si HUS
este 0157:H7. Izolarea acestui serotip dintr-un scaun diareic,
in special cu prezenta sangelui, indica o tulpind producatoare
de verocitotoxina.» >3 4567.8

Testul latex E. coli 0157 va demonstra prin aglutinare pe lame
tulpini de E. coli care poseda antigenul serogrupului 0157. Testul
este cel mai bine utilizat impreuna cu Sorbitol MacConkey Agar
(Oxoid CM0813). Tulpinile de E. coli 0157:H7 nu fermenteaza
sorbitolul si, prin urmare, au ca rezultat colonii incolore pe acest
mediu. Majoritatea izolatelor de E. coli fermenteaza sorbitolul
si au ca rezultat colonii roz caracteristice.

Sorbitol MacConkey Agar trebuie utilizat pentru screening
primar. Coloniile care fermenteaza fara sorbitol pot fi apoi testate
cu reactivii latex, pentru a determina daca izolatul apartine
serogrupului 0157 si, prin urmare, unei tulpini potentiale
producdtoare de VT.

3. COMPONENTELE KITULUI

DR0621M Latex de test

Consta n particule de latex albastre sensibilizate cu reactiv de
anticorpi de iepure specifici, reactivi cu antigenul somatic 0157.
Fiecare kit contine suficient reactiv pentru 100 de teste.

DR0622M Latex de control

Consistd Tn particule de latex albastre sensibilizate cu globulina
de iepure preimuna. Fiecare kit contine suficient reactiv pentru
100 de teste.

DR0624M Suspensie de control negativ
O suspensie a celulelor E. coli 0157 inactivate in solutie tampon.
Suficient pentru 25 de teste.

Reactivii sunt destinati exclusiv utilizarii pentru diagnostic
in vitro.

Exclusiv pentru utilizare profesionala.

Tn cazul unei defectiuni, nu utilizati dispozitivul.

Consultati fisa tehnicd de securitate a produsului (MSDS)

disponibild pe site-ul web al companiei si etichetele produsului
pentru informatii despre componentele potential periculoase.
Orice incident grav care a avut loc in legatura cu dispozitivul va
fi raportat producatorului si autoritdtii competente din statul
membru in care este stabilit utilizatorul si/sau pacientul.

A nu se congela.

Reactivii cu numere de lot diferite nu trebuie interschimbati.
Reactivii contin 0,1% azidd de sodiu drept conservant.

Azida de sodiu poate reactiona cu instalatiile sanitare din plumb
si cupru pentru a produce azide metalice care sunt explozive
prin detonare de contact. Pentru a impiedica acumularea azidei
in instalatiile sanitare, clatiti cu cantitati semnificative de apa
imediat dupa eliminarea deseurilor.

Materialele de probda pot contine organisme patogene,
manipulati-le cu mdsuri de precautie corespunzatoare.

6. DEPOZITARE

Acest kit trebuie depozitat la 2-8 °C. Tn aceste conditii, reactivii
isi vor pdstra reactivitatea pand la data expirdrii indicatd
pe cutia kitului.

7. PROCEDURI DE CONTROL

Suspensiile de control furnizate trebuie utilizate pentru a verifica
functionarea corectda a reactivilor latex in fiecare zi Tnainte
de efectuarea testelor de rutind.

Suspensia controlului pozitiv trebuie sa cauzeze aglutinarea
vizibild cu reactivul latex de test in decurs de un minut.

Suspensia controlului negativ nu trebuie sa cauzeze aglutinarea
cu latexul de test sau de control in decurs de un minut.

Nu utilizati testul daca reactiile cu suspensiile de control
sunt incorecte.

8. NOTE DE PROCEDURA IMPORTANTE

Nu ldsati reactivii sa se contamineze lasand varful picurdtorului
sa atinga proba de pe cardul de reactie.

Dupa fiecare utilizare, capacele trebuie verificate in privinta

etanseitdtii acestora, pentru a preveni contaminarea
si uscarea reactivului.
Dupa utilizare, returnati kitul in frigider, asigurdndu-va

ca flacoanele sunt depozitate in pozitie verticala.

9. MATERIAL DE CULTURA

12. LIMITARILE TESTULUI

Coloniile care fermenteaza fara sorbitol (NSF) pot fi prelevate din
Sorbitol MacConkey Agar (Oxoid CM0813) sau, alternativ, izolatele
NSF pot fiinoculate pe medii neselective, cum ar fi Nutrient Agar,
pentru testare. Este necesar sa testati pana la 10 colonii NSF
separate pentru a asigura o probabilitate mare de a detecta orice
tulpind de 0157 care poate fi intr-o culturd mixta cu NSF E. Coli
de alte serotipuri. Utilizarea latexului de control va asigura faptul
ca izolatul nu este o tulpina autoaglutinantd.
10. METODA DE TEST
1. Ldsati toti reactivii sa atingd temperatura camerei inainte
de utilizare. Asigurati-vd cd suspensiile de latex sunt

amestecate, prin scuturare puternica. Eliminati latexul din
picuratorul tip pipeta pentru amestecare completa.

2. Distribuiti 1 picdturd de latex de test pe un cerc de pe cardul
de reactie. Plasati-l aproape de marginea cercului.
3. Adaugati cateva anse sau o picdtura de pipeta Pasteur de

solutie salina in cerc. Asigurati-va ca latexul si solutia salind
nu se amesteca la aceastd etapa.

4. Folosind o ansa, scoateti o portiune din colonia de testat
si emulsionati cu atentie Tn picdtura de solutie salina.
Asigurati-va ca suspensia rezultatd este omogena.

5. Amestecati latexul de test si suspensia si distribuiti-
le pentru a acoperi zona de reactie utilizdnd ansa.
Ardeti ansa.

6. Clatinati cardul intr-o miscare circulara, observand

aglutinarea. Nu clatinati cardul pentru mai mult de 1 minut
si nu utilizati o lupa.

7. Daca nu are loc aglutinarea, continuati sa testati alte colonii
NSF, daca exista.
8. Daca aer loc aglutinarea cu latexul de test, este necesara

testarea unei alte portiuni a coloniei cu reactivul latex de
control, pentru a asigura faptul ca izolatul nu este o tulpind
autoaglutinanta.

9. La final, eliminati cardul de reactie in dezinfectant.
11. INTERPRETAREA REZULTATELOR TESTULUI

Aglutinarea latexului de testn decurs de un minut este un rezultat
pozitiv. Acest lucru indicd prezenta serogrupului E. coli 0157.

Dacd nu are loc aglutinarea in decurs de un minut, aceasta
fnseamna ca rezultatul este negativ. Acest lucru indicd absenta
serogrupului E. coli 0157.

Rezultatele nu pot fi interpretate dacd exista aglutinare atat
la nivelul latexului de test, cat si al celui de control.

Reactii granulare sau filamentoase

Ocazional, pot fi observate reactii granulare sau filamentoase,
avand n vedere natura sub formd de particule a materialului
de testare. Atunci cand sunt observate astfel de reactii, acestea
trebuie interpretate utilizdnd urmatoarele criterii:

Rezultatul este pozitiv atunci cand, folosind reactivul de testare,
are loc o mai mare clarificare a fundalului albastru in comparatie
cu reactia reactivului de control. Rezultatul este negativ atunci
cand nu existd diferente semnificative in ceea ce priveste
clarificarea fundalului albastru folosind reactivii de testare
si de control.

Unele tulpini de E. coli sunt dificil de emulsionat in solutie salina
si pot da o reactie de tip filamentos atat cu reactivii de testare,
cat si cu cei de control. Aceasta nu pare sa fie aglutinare reald si
trebuie ignorata. Dacd se constatd cd aceasta filamentare este
prea severa pentru a se efectua o judecata corecta, atunci colonia
trebuie suspendatd in 0,3 ml de solutie salina. Lasati cocoloasele
sa se aseze si retestati acest supernatant omogen.

Dacd este obtinut un rezultat pozitiv pe o colonie de specii
necunoscute, trebuie efectuate teste biochimice pentru
a confirma faptul cd organismul este o tulpina E. coli.

Nici testul Sorbitol MacConkey Agar si nici testul latex E. coli 0157
nu vor confirma in mod direct izolatul ca o tulpina producdtoare
de toxine.

Au fost identificate alte serotipuri care produc verocitoxina.

Tn plus, au fost identificate alte tulpini bacteriene cu epitopi care
ii imitd pe cei ai lipopolizaharidei E. coli 0157.**

Unele tulpini de Escherichia hermanii pot reactiona incrucisat
cu serurile de E. coli 0157 si testul latex avand in vedere un
antigen comun (Borczyk et al)l. E. hermanii se poate diferentia
de E. coli , deoarece fermenteaza celobioza, cresc in prezenta
cianurii de potasiu (KCN) si produc un pigment galben, care poate
fi intarziat?°.,

13. CARACTERISTICI DE PERFORMANTA

Tn comparatiile clinice ale performantei testului latex Oxoid E. coli
0157 si antiserurile comerciale, rezultatele au demonstrat un
acord de 99,3% (151/152) intre cele doud metode®. Sensibilitatea
testelor Oxoid a fost de 100% (49/49), iar specificitatea
de 99,0% (101/103). Proba discrepanta a fost testatd suplimentar
si rezultatul a fost pozitiv pentru E. coli 0157. Acest lucru a fost
n acord cu rezultatul testului Oxoid.

Reactivii Oxoid nu au prezentat reactivitate incrucisata cu alte
tulpini de E. coli sau cu organisme care nu fermentau sorbitol.

Testul Oxoid a fost efectuat direct dintr-o varietate de medii de
cultura. S-a concluzionat faptul cd niciunul dintre aceste medii nu
cauzeaza interferenta cu testul latex.

Performanta testului latex E. coli 0157 a fost evaluatd
la Laboratorul central de sanatate publicd (CPHL), Regatul Unit,
in Laboratorul de patogeni enterici (1998), folosind tulpini
complet caracterizate de organisme tinta si netintd.

Toate tulpinile au fost testate dupa subcultura pe agar Sorbitol
MacConkey (SMAC) si agar Sorbitol MacConkey care contine
supliment Cefixime Telurit (CT-SMAC).  Un numdr mai mic
de organisme au fost testate din CT-SMAC, deoarece, avand
in vedere natura sa selectivd, unele organisme nu au putut
fi cultivate pe acest mediu,

Sensibilitatea a fost calculatd pe baza rezultatelor testarii
tulpinilor E. coli 0157 cunoscute. Au fost testate atat tulpini
sorbitol negative, cat si tulpini sorbitol pozitive, fiind utilizate
pentru acest calcul. Specificitatea a fost calculatd pe baza
rezultatelor testarii cunoscute cu fermentare non-sorbitol (NSF),
non-E. coli 0157 (adicd alte organisme, inclusiv alte tulpini
de E. coli).

Tabelul 1. Rezultatele testarii organismelor cultivate pe SMAC
si CT-SMAC.

SMAC (n=120) | CT-SMAC (n=95)

Organism (Microorganism
+ (respectiv |- (respectiv |+ (respectiv |- (respectiv
E. coli non-E. coli |E. coli non-E. coli
0157) 0157) 0157) 0157)
Test E. + 59 0 52 0
coli 0157
Latex Test | - 1 60 0 43




Tabelul 2. Analiza statistica a datelor.

% sensibilitate % specificitate
SMAC
Test E. coli 0157
Latex Test 983 100
CT-SMAC
Test E. coli 0157
Latex Test 100 100

Pe o culturd de agar SMAC, o tulpind E. coli 0157:H9 a avut
un rezultat fals negativ. Aceasta cultura a fost, de asemenea,
negativa cand a fost testata cu un kit competitor si, prin urmare,
nu a fost retestata. Acest organism nu este o tulpind E. coli
VTEC care produce verocitotoxind. Nu au existat tulpini VTEC
identificate gresit de kit.

Tn plus, un total de 65 de sorbitol care fermenteaza, non-E. coli
0157 aufost testate delaSMACsi 52 de la CT-SMAC. Niciuna dintre
acestea nu a avut un rezultat pozitiv cu testul latex E.coli 0157.
S-a constatat cd una dintre tulpinile de fermentare a sorbitolului
(Klebsiella oxytoca) se autoaglutineaza cu kitul. La repetarea
testarii, aceasta tulpina sorbitol pozitivd a fost negativa.
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1. ZAMYSLANE POUZITIE

Kvalitativny latexovy sklickovy aglutinacny test na potvrdenie
identifikdcie izolatov 0157 séroskupiny E. coli kultivovanych na
agare. PouZiva sa v ramci diagnostického pracovného postupu
ako pomdcka pre lekarov pri volbe moznosti liecby pacientov
s podozrenim na bakteridlne infekcie. Tato pomédcka nie
je automatizovand a je urcena len na profesionalne pouzitie
a nesluzi na sprievodnu diagnostiku.

2. ZHRNUTIE A PRINCIP TESTU
identifikaciu

Latexovy aglutinacny test na

E. coli 0157.

Niektoré kmene Escherichia coli boli implikované v pripadoch
hemoragickej kolitidy (HC) a  hemolyticko-uremického
syndromu (HUS).

séroskupiny

Bolo preukdzané, Ze tieto kmene produkuji verocytotoxin
(VT). Najcastejsim sérotypom E. coli izolovanym z pripadov HC
a HUS je 0157:H7. Izolacia tohto sérotypu zo vzoriek stolice
pri hnacke, najma ak obsahuje krv, indikuje kmen produkujuci
verocytotoxin® %345 678

Test E. coli 0157 Latex bude prostrednictvom aglutinicie
demonstrovat kmene E. coli, ktoré su nositelmi antigénu
séroskupiny 0157. PouZitie tohto testu je najvhodnejsie
v kombinacii so sorbitolovym MacConkeyho agarom (Oxoid
CMO0813). Kmene E. coli 0157:H7 nespdsobuju kvasenie
sorbitolu, preto su vysledkom kultivaicie na tomto médiu
bezfarebné koldnie. Vacsina izolatov E. coli spdsobuje kvasenie
sorbitolu a vysledkom kultivacie st koldnie s charakteristickou
ruzovou farbou.

Sorbitolovy MacConkeyho agar by sa mal pouZivat ako primérny
skrining. Kolénie bez kvasenia sorbitolu sa ndasledne moézu
testovat pomocou latexovych reagencii na stanovenie toho, ¢
izolat patri do séroskupiny 0157, a tym aj do skupiny kmerov,
ktoré potencialne produkuju VT.

3. KOMPONENTY SUPRAVY

Testovaci latex DR0621M

Pozostava z modrych latexovych Castic so zvySenou citlivostou
prostrednictvom 3pecifického kréli¢ieho antigénu reagujiceho
so somatickym antigénom 0157. Kazdd suprava obsahuje
dostato¢né mnoZstvo reagencie na 100 testov.

Kontrolny latex DR0622M

Pozostava z modrych latexovych &astic so zvysenou citlivostou
prostrednictvom krali¢ieho globulinu pred imunitnou reakciou.
Kazdad suprava obsahuje dostatocné mnoZstvo reagencie
na 100 testov.

Pozitivna kontrolna suspenzia DR0623M
Suspenzia inaktivovanych buniek E. coli 0157 v timiacom roztoku.
Postaduje na 25 testov.

Negativna kontrolna suspenzia DR0624M
Suspenzia buniek E. coli 0116 v timiacom roztoku. Postacuje na
25 testowv.

Reakéné karty DRO500G
Suprava obsahuje 35 jednorazovych reakénych kariet.

Navod na pouZitie.
4. POTREBNY MATERIAL

Potrebny je nasledujuci material, ktory sa vSak nedodava spolu
so supravou

Mikrobiologicka slucka a Bunsenov kahan.
0,85 % fyziologicky roztok.

Vhodny dezinfekény prostriedok, napriklad roztok chlérnanu
sodného >1,3 % w/w.

Casova¢
5. PREVENTIVNE OPATRENIA

Tieto reagencie sU uréené len na diagnostické pouzitie
in vitro.

Len na profesiondlne pouZzitie.

V pripade poruchy pomdcku nepouzivajte.

Informdcie o potencidlne nebezpecnych komponentoch
najdete v karte bezpe¢nostnych Gdajov o materidloch (KBUM),

ktora je k dispozicii na webovej stranke spolocnosti, a na
oznaceniach vyrobku.

Akykolvek vaziny incident, ktory sa vyskytne v suvislosti s touto
poméckou, musi byt nahlaseny vyrobcovi a prislusnému organu
¢lenského statu, v ktorom mad pouzivatel a/alebo pacient sidlo.
Nezmrazujte.

Reagencie s réznymi ¢islami Sarzi sa nesmu miesat.

Reagencie obsahuju 0,1 % azidu sodného ako konzervac¢nu latku.
Azid sodny méZe reagovat s olovenymi alebo medenymi
armatdrami a vytvérat azidy kovov, ktoré su vybusné a mozu
sposobit kontaktnd expléziu. Na zabranenie hromadeniu
azidov vyplachnite odtok kanalizacie mnoZstvom vody hned' po
likvidacii odpadu.

Materidly vzoriek méZu obsahovat patogénne organizmy.
Primanipuldciis nimidodrZiavajte prislusné bezpe¢nostné opatrenia.
6. SKLADOVANIE

Tato suprava sa musi skladovat pri teplote 2 az 8 °C. Pri tychto
podmienkach si reagencie zachovaju svoju reaktivitu aZ do
datumu exspiracie uvedeného na Skatuli supravy.

7. POSTUPY KONTROLY

Na kontrolu spravneho fungovania latexovych reagencii by sa
mali kazdy def pred vykonavanim rutinnych testov pouZivat
dodané kontrolné suspenzie.

Pozitivna kontrolnd suspenzia musi spdsobit viditelnd aglutindciu
s testovacou latexovou reagenciou do jednej minuty.

Negativna kontrolnd suspenzia nesmie sposobit Ziadnu
aglutindciu s testovacim a kontrolnym latexom do jednej mindty.

Test nepouZivajte, ak su reakcie s kontrolnymi suspenziami
nespravne.

8. DOLEZITE PROCEDURALNE POZNAMKY

Nedotykajte sa Spitkou kvapkadla vzorky na reakénej karte,
aby ste zabranili kontamindcii reagencii.

Po kaidom poufZiti sa uistite, Ze uzdvery su bezpec¢ne nasadené,

aby sa zabranilo kontamindcii a vysusaniu reagencie.

Po poufZiti vratte sipravu do chladni¢ky a uistite sa, Ze flasti¢ky

su uskladnené vo vzpriamenej polohe.

9. KULTIVAENY MATERIAL

Koldnie, ktoré nespdsobuju kvasenie sorbitolu (NSF), mézu byt

odobraté zo sorbitolového MacConkeyho agaru (Oxoid CM0813)

alebo sa na testovanie mozu izolaty NSF alternativne naockovat

do neselektivneho média, ako je napriklad vyZivovy agar. Je

potrebné otestovat az 10 samostatnych koldnii NSF na zaistenie

vysokej pravdepodobnosti detekcie akychkolvek kmenov 0157,

ktoré sa mozu nachadzat v zmieSanych kultirach s NSF E. Coli

inych sérotypov. PouZitie kontrolného latexu zaisti, Ze izolat

nepatri medzi aglutinujice kmene.

10. TESTOVACIA METODA

1. Pred pouZitim nechajte reagencie ustdlit priizbovej teplote.
Intenzivne pretraste na zaistite dokladného premiesania
latexovych suspenzii. Na kompletné premiesanie vytlacte
vsetok latex z pipety kvapkadla.

2. Davkujte 1 kvapku testovacieho latexu na kruzok
na reakénej karte. Kvapkajte blizko okraja kruzku.

3. Na kruzok naneste niekolko pInych sluciek fyziologického
roztoku alebo kvapku fyziologického roztoku z pasteurovej
pipety. V tejto faze sa uistite, Ze latex a fyziologicky roztok
sa nezmiesaju.

4. Pomocou slu¢ky odoberte ¢ast koldnie na testovanie
a dokladne ju emulgujte v kvapke fyziologického roztoku.
Uistite sa, Ze vyslednd suspenzia je hladka.

5. Zmiesajte testovaci latex a suspenziu a pomocou slucky
rozotrite tak, aby bola pokryta celd reakénd oblast. Slu¢ku
zahrejte nad plameriom.

6. Krizivym pohybom preklapajte kartu, pricom sledujte
aglutinaciu. Kartu nepreklapajte dlhsie ako 1 minutu
a nepouZzivajte lupu.

7. Ak nenastane Ziadna aglutinacia, prejdite na testovanie
dalsich koldnii NSF, ak je to relevantné.

8. Ak nastane aglutinacia s testovacim latexom, bude
potrebné vykonat testovanie dal3ej ¢asti koldnie pomocou
kontrolnej latexovej reagencie s ciefom uistit sa, Ze izolat
nepatri medzi automaticky aglutinujice kmene.

9. Po skonceni vyhodte reakénu kartu do dezinfekéného
prostriedku.

11. INTERPRETACIA VYSLEDKOV TESTU

Aglutindcia testovacieho latexu do jednej minuty predstavuje
pozitivny vysledok. Znamena to pritomnost séroskupiny
E. coli 0157.

Ziadna aglutinacia do jednej minGty predstavuje negativny
vysledok. Znamend to nepritomnost séroskupiny E. coli 0157.

Vysledky sa nedaju interpretovat, ak nastane aglutindcia
testovacieho aj kontrolného latexu.

Zrnité alebo vlaknité reakcie

Ob¢éas sa modzu pozorovat zrnité alebo vlaknité reakcie v dosledku
Casticovej povahy testovacieho materidlu. Ak sa vyskytnu takéto
reakcie, mali by sa interpretovat podfa nasledujlcich kritérii:

Vysledok je pozitivny, ak pouZitim testovacej reagencie nastane
kontrolnej reagencie. Vysledok je negativny, ak nie su Ziadne
vyznamné zmeny medzi vy¢irenim modrého pozadia pouZitim
testovacej a kontrolnej reagencie.

Niektoré kmene E. coli sa tazko emulguju vo fyziologickom roztoku
a vysledkom mozu byt reakcie vlaknitého typu pri testovacej
aj kontrolnej reagencii. Nevyzerd to ako skutocnd aglutindcia
a tieto vysledky by sa mali ignorovat. Ak je takdto vldknitost prili§
vyrazna na spravne posudenie, mala by sa koldnia suspendovat
v 0,3 ml fyziologického roztoku. Nechajte, aby sa zhluky usadili,
a zopakujte testovanie tohto hladkého supernatantu.

12. OBMEDZENIA TESTU

Ak sa dosiahne pozitivny vysledok pri kolénii neznameho druhu,
mali by sa vykonat biochemické testy s ciefom overit, ¢&i je dany
organizmus kmen E. coli.

Test so sorbitolovym MacConkeyho agarom ani test E. coli 0157
Latex priamo nepotvrdia, Ze izolat je kmen produkujdci toxiny.

Zistili sa viaceré sérotypy, ktoré produkuju verocytotoxin.

Okrem toho boli identifikované aj iné baktérie s epitopmi, ktoré
napodobriuju epitopy lipopolysacharidu E. coli 0157.%

Niektoré kmene Escherichia hermanii mdzu krizovo reagovat so
sérami E. coli 0157 a latexovym testom z d6évodu spolo¢ného
antigénu (Borczyk a kol.)'. Kmen E. hermanii sa da odli$it od E. coli,
pretoZe spdsobuje kvasenie celobidzy, rastie za pritomnosti
kyanidu draselného (KCN) a produkuje Zlty pigment, ktory moze
byt oneskoreny°.

13. VYKONNOSTNE CHARAKTERISTIKY

Pri klinickych porovnaniach vykonnosti latexového testu Oxoid
E. coli 0157 a komeréného antiséra vysledky preukazovali 99,3 %
(151/152) zhodu medzi tymito dvomi metédami®. Citlivost testov
Oxoid bola 100 % (49/49) a $pecifickost bola 99,0 % (101/103).
0Odlisna vzorka bola dalej testovana a zistila sa ako pozitivna
na E. coli 0157. Bolo to v sulade s vysledkom testu Oxoid.

Reagencie Oxoid nevykazovali krizovu reaktivitu s inymi kmenmi
E. coli ani s organizmami, ktoré nespdsobuju kvasenie sorbitolu.

Test Oxoid sa vykonaval priamo z réznych kultivaénych médii.
Zistilo sa, Ze Ziadne z tychto médii nespdsobuje interferencie
s latexovym testom.

Vykonnost testu E. coli 0157 Latex bola hodnotena v laboratériu
Central Public Health Laboratory (CPHL) v Spojenom kralovstve
v laboratériu enteropatogénov (1998) pouzitim plne
charakterizovanych kmenov cielovych a necielovych organizmov.

Vsetky kmene boli testované po vedlajSej kultivdcii
na sorbitolovom MacConkeyho agare (SMAC) a sorbitolovom
MacConkeyho agare obsahujucom cefixim-teluritovy doplnok
(CT-SMAC). Z média CT-SMAC sa testoval nizsi pocet organizmov
z dévodu jeho selektivnej povahy — niektoré organizmy sa nedali
kultivovat na tomto médiu.

Citlivost bola vypocitand z vysledkov testovania znamych
kmenov E. coli 0157. Boli testované a na tento vypocet pouzité
sorbitol-negativne aj sorbitol-pozitivne kmene. Specifickost
bola vypocitana z vysledkov testovania znamych kmerov, ktoré
nespdsobuju kvasenie sorbitolu (NFS), inych ako E. coli 0157
(t. j. iné organizmy vréatane inych kmenov E. coli).



Tabulka 1 Vysledky testovania organizmov kultivovanych
na SMAC a CT-SMAC.

15. LEGENDA K SYMBOLOM

SMAC (n=120) | CT-SMAC (n = 95) REF| | Katalogové &islo
Organizmus
e | (tj.iny |, e | (t.j.iny ||VD Diagnostickd zdravotnicka pomécka in vitro
coli0157) [2ROE- Ol 1 o) 0157) [KCE: coli — —
0157) 0157) EE Pozrite si ndvod na pouZitie

Test E. + 59 0 52 0

coli 0157 Jf Teplotné obmedzenia (teplota skladovania)
Latex - 1 60 0 43

;; N | Obsah postacuje na <N> testov
Tabulka 2 Statisticka analyza Gdajov.
Citlivost v % Specifickost v % K6d série (kod Sarze)

SMAC g Datum spotreby (datum exspirécie)

Test E. coli 983 100 . . ’ ]
0157 Latex Autorizovany zastupca v Eurépskom spoloéenstve
CT-SMAC

Test E. coli 100 100 “ Vyrobca

0157 Latex

Na agare SMAC jedna kultura, E. coli 0157:H9, poskytla falosne

negativny vysledok. Tato kultira bola negativna aj pri testovani

pomocou konkurencnej supravy a preto nebola opakovane
testovana. Tento organizmus nie je kmen E. coli (VTEC)

produkujuci verocytotoxin. Touto suUpravou sa nespravne 2797

neidentifikovali Ziadne kmene VTEC.
Okrem toho sa testovalo 65 kmeriov, ktoré nespdsobuju

kvasenie sorbitolu, inych ako E. coli 0157 z média SMAC a 52  IFU X4147D, revidované Vytlacené v
z média CT-SMAC. Ziadny z nich neposkytol pozitivny vysledok v oktébri 2021 Spojenom krélovstve

s latexovym testom E.coli 0157. Zistilo sa, Ze jeden z kmenov
sposobujucich kvasenie sorbitolu (Klebsiella oxytoca) v suprave
automaticky aglutinuje. Pri opakovanom testovani bolo tento
sorbitol-pozitivny kmen zisteny ako negativny.
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E. coli 0157 Latex Test
DA

DRO620M...coorrrm. 100 Tests

1. ANVENDELSE

En kvalitativ, objektglasbaseret latexagglutinationstest til
bekraeftende identifikation af E. coli serogruppe O157-isolater,
som er dyrket pa agar. Anvendes i en diagnostisk arbejdsgang som
en hjeelp til klinikere ved fastleeggelse af behandlingsmuligheder
for patienter, hvor der er mistanke om bakteriel infektion.

2. TESTENS PRINCIPPER

En latexagglutinationstest til identifikation af E. coli serogruppe
0157.

Visse stammer af Escherichia coli har vaeret impliceret i tilfelde af
haemoragisk colitis (HC) og haemolytisk-uraemisk syndrom (HUS).

Det er blevet pavist, at disse stammer producerer en
verocytotoksin (VT). Den E. coli serotype, som hyppigst rendyrkes
fra HC- og HUS-tilfeelde er 0157:H7. Rendyrkningen af denne
serotype fra diaréaffgrring, iseer ved tilstedeveaerelse af blod i

denne, er indikativ for en verocytotoksin producerende stamme®
2,3,4,56,7,8

Oxoid E. coli 0157 latextesten vil pavise E. coli stammer, der
besidder 0157 serogruppe antigenet, ved praeparatglas-
agglutination. Det er bedst at bruge testen sammen med Sorbitol
MacConkey Agar (Oxoid CMO0813). E. coli 0157:H7 stammer
forgeerer ikke sorbitol og giver derfor farvelgse kolonier pa dette
substrat. Flertallet af E. coli rendyrkninger forgeerer sorbitol og
giver karakteristiske lysergde kolonier.

Sorbitol MacConkey Agar skal bruges som den primaere
screening. lkke-sorbitol forgeerende kolonier kan derefter testes
med latexreagenserne for at bestemme, hvorvidt rendyrkningen
tilhgrer 0157 serogruppen og derfor er en potentielt VT-
producerende stamme.

3. KITTETS KOMPONENTER

DR621M Testlatex

Bestar af bla latexpartikler, der er sensibiliseret

med specifikke kaninantistoffer, som reagerer

med det 0157 somatiske antigen. Hvert kit

indeholder tilstraekkelig reagens til 100 test.
DR622M Kontrollatex

Bestar af bld latexpartikler, der er blevet

sensibiliseret med praeimmun kaninglobulin.

Hvert kit indeholder tilstraekkelig reagens til
100 test.

DR623M Positiv kontroloplgsning

En oplgsning af inaktiverede E. coli 0157 celler
i en buffer. Tilstraekkelig til 25 test.

DR624M Negativ kontroloplgsning

En oplgsning af E. coli 0116 celler i en buffer.
Tilstraekkelig til 25 test.

DR500G Reaktionskort
Kittet indeholder 35 reaktionskort til
engangsbrug.

Instruktionsvejledning

4. PAKRZVNE MATERIALER
Pakraevne materialer, som ikke medleveres:

Mikrobiologisk gjepodenal og bunsenbraender.
0,85% saltvand.

Passendedesinfektionsmiddelsomf.eks.natriumhypochloritoplgsning
>1,3% w/v

5. FORHOLDSREGLER
Dette produkt er kun beregnet til in vitro diagnostisk brug.

Ma ikke nedfryses.
Reagenser med forskellige batchnumre ma ikke bruges sammen.
Reagenserneindeholder0,1 % natriumazid som konserveringsmiddel.

Natriumazid kan reagere med bly- eller kobbervandrgr og danne
metalazider, som er eksplosive ved kontaktdetonation. For
at forhindre en ophobning af azid i rgrinstallationer, skal der
efterskylles med masser af vand, efter det bortskaffes.

Da prgvematerialer kan indeholde patogene organismer, skal de
handteres i overensstemmelse med behgrige forholdsregler.

Oplysninger om potentielt farlige komponenter fremgar af
sikkerhedsdatabladet, der er tilgeengeligt pa Thermo Fishers
website, og produktmaerkningen.

Alle alvorlige haendelser, der matte opsta med relation til brugen
af udstyret, skal indrapporteres til producenten og til den
kompetente myndighed i det medlemslandland, hvor brugeren
og/eller patienten opholder sig.

Brug ikke enheden i tilfeelde af funktionsfejl.

ADVARSEL: Dette produkt indeholder natriumazid. Farlig ved
indtagelse.

6. OPBEVARING

Kittet skal opbevares ved 2 - 8°C. Under disse forhold vil
reagenserne bibeholde deres aktivitet indtil den udlgbsdato, som
er angivet pa aesken.

7. KONTROLPROCEDURER

Kontroloplgsningerne skal bruges til at kontrollere, at
latexreagenserne virker korrekt hver dag, fgr rutinemaessige tests
udfgres.

Den positive kontroloplgsning skal vise synlig agglutination med
latexreagenset indenfor ét minut.

Den negative kontroloplgsning ma ikke vise nogen agglutination
inden ét minut.

Ma ikke anvendes, hvis kontroloplgsningerne giver ukorrekte
reaktioner.

8. VIGTIGE PROCEDUREBEMARKNINGER

Undga at reagenser bliver kontamineret ved at drypspidsen
kommer i bergring med prgven pa reaktionskortet.

Sgrg for at heetterne saettes rigtigt pa efter brug, for at forhindre
kontaminering og at reagenserne udtgrrer.

Efter brug skal kittet returneres til kgleskab, og det skal sikres, at
flasken opbevares i lodret tilstand.

9. PODNINGSMATERIALE

Ikke-sorbitol forgaerende (NSF) kolonier kan udtages fra Sorbitol
MacConkey Agar (Oxoid CMO0813) eller NSF rendyrkninger kan
alternativt inokuleres pa et non-selektivt substrat, som f.eks.
Nutrient Agar (naeringssubstrat) fgr de testes. Det er ngdvendigt
at teste op til 10 separate NSF-kolonier for at sikre en hgj
sandsynlighed for, at detektere eventuelle 0157 stammer, som

kan veere i en blandet kultur sammen med andre NSF E. coli

serotyper. Brugen af kontrollatex vil sikre, at rendyrkningen ikke

er en autoagglutinerende stamme.

10. TESTMETODE

1. Bring latexreagenserne op pa stuetemperatur. Sgrg for,
at latexoplgsningerne blandes ved ryste dem grundigt.
Tem eventuel latex fra pipetten for at sikre, at der blandes
fuldstaendigt.

2. Tilseet 1 drabe af testlatexen pa en cirkel pa reaktionskortet.
Placér den teet pa kanten af cirklen.

3. Tilseet et par gjepodenale fulde saltvand eller en drabe
saltvand fra en Pasteurpipette til cirklen. Sgrg for, at latex
og saltvand ikke blandes pa dette tidspunkt.

4. Brug en gjepodenal til at udtage en del af den koloni, som
skal testes og opsleem den forsigtigt i saltvandsdraben.
Kontrollér, at oplgsningen bliver jeevn.

5. Bland testlatexen og oplgsningen sammen og udstryg
dem med gjepodenalen, sa de daekker reaktionsomradet.
Flambér podenalen.

6. Rok kortet rundt og rundt og undersgg det for agglutination.
Kortet ma ikke rokkes i mere end 1 minut og der ma ikke
bruges forstgrrelsesglas til afleesning af resultatet.

7. Hvis der ikke opstar nogen agglutination, skal man fortsaette
med at teste andre NSF kolonier, hvis sadanne findes.

8. Hvis der forekommer agglutination med testreagenset,
vil det veere ngdvendigt at teste en yderligere portion
af kolonien for at sikre, at rendyrkningen ikke er en
autoagglutinerende stamme.

9. Nar testen er fuldfgrt, skal reaktionskortene bortskaffes i et
desinfektionsmiddel.

11. FORTOLKNING AF TESTRESULTATER

Agglutination af testlatexen indenfor et minut er et positivt

resultat. Dette indikerer tilstedeveerelsen af E. coli serogruppe

0157. Hvis der ikke opstar nogen agglutination indenfor et

minut, er resultatet negativt. Dette indikerer at der ikke er E. coli

serogruppe 0157 til stede.

Resultater kan ikke fortolkes, hvis der forekommer agglutination
med bade test- og kontrollatexen.

Nogle E. coli stammer er svaere at opsleemme i saltvand og
de kan give en tradagtig type reaktion med bade test- og
kontrolreagenserne. Dette ligner ikke zegte agglutination og skal
ignoreres. Hvis reaktionen er for tradagtig til, at der kan udfgres
en korrekt bedgmmelse, skal en anden koloni opsleemmes i 0,3ml
saltvand. Lad klumperne satte sig og test igen med denne jeevne
supernatant.

12. PROCEDUREBEGRANSNINGER

Hvis et positivt resultat forekommer med en koloni af ukendt
art, skal der udfgres biokemiske analyser for at bekreefte, at
organismen er en E. coli stamme.

Hverken Sorbitol MacConkey Agar eller E. coli 0157 latextesten
vil direkte bekraefte rendyrkningen som en toksin-producerende
stamme.

Andre serotyper, som producerer verocytotoksin, er blevet
fundet.

Nogle Escherichia hermanii stammer kan krydsreagere med E. coli
0157 sera og latextesten pa grund af et faelles antigen(Borczyk et
al)l. E. hermanii kan differentieres fra E. coli idet de fermenterer
cellobiose, vokser ved tilstedevaerelsen af KCN og producerer et

gult pigment, som kan vaere forsinket®.

13. PRASTATIONSDATA

| kliniske sammenligninger af Oxoid E. coli 0157 latextestens
og kommercielt antiseras praestation viste resultaterne en
overensstemmelse pd 99,3% (151/152) mellem de to metoder®.
Oxoid testens fglsomhed var 100% (49/49) og specificiteten var
99,0% (101/103). Den uoverensstemmende prgve blev testet
yderligere og den testedes positiv for E. coli 0157. Dette var i
overensstemmelse med Oxoid testresultatet.

Oxoid reagenserne viste ingen krydsreaktioner med andre E. coli
stammer og ikke-sorbitol forgerende organismer.Oxoid testen
blev udfgrt direkte fra et udvalg af dyrkningssubstrater.

Ingen af disse substrater havde nogen indvirkning pa latextesten.

Ydeevnen af E. coli O157-latextesten blev evalueret pa Central
Public Health Laboratory (CPHL), Storbritannien, i Laboratory
of Enteric Pathogens (1998), ved brug af fuldt karakteriserede
stammer af mal- og ikke-malorganismer.

Alle stammer blev testet efter kontroludsdning pa sorbitol-
MacConkey-agar (SMAC) og sorbitol-MacConkey-agar, som
indeholdt cefixim-tellurit-supplement (CT-SMAC). Et lavere
antal organismer blev testet pa CT-SMAC, da visse organismer
pa grund af deres selektive natur ikke kunne dyrkes pa dette
medium. Sensitiviteten blev beregnet ud fra resultaterne fra
testning af kendte E. coli 0157-stammer. Bade sorbitol-negative
og sorbitol-positive stammer blev testet og brugt til at beregne
dette. Specificiteten blev beregnet ud fra resultaterne fra
testning af kendte ikke-sorbitol-fermenterende (NSF), ikke-E. coli
0157-stammer (dvs. andre organismer, herunder andre E. coli-
stammer).

Tabel 1. Resultater fra testning af organismer dyrket pa SMAC
og CT-SMAC.

SMAC (n=120) | CT-SMAC (n=95)
Organism
. - (i.e. . - (i.e.
+(i.e. E. . |+ (ie. E .
. non-E. coli . non-E. coli
coli 0157) 0157) coli 0157) 0157)
E. coli + 59 0 52 0
0157
Latex Test | - 1 60 0 43
Tabel 2. Statistisk analyse af data.
Sensitivity % Specificity %
SMAC
E. coli 0157
Latex Test 983 100
CT-SMAC
E. coli 0157
Latex Test 100 100

Pa SMAC-agar gav én kultur, en E. coli 0157:H9, et falsk negativt
resultat. Denne kultur var ogsa negativ, da den blev testet med
et konkurrerende kit, og blev derfor ikke testet igen. Denne
organisme er ikke en verocytotoxin-producerende E. coli (VTEC)-
stamme. Ingen VTEC-stammer blev fejlidentificeret af kittet.

Derudover blev i alt 65 sorbitol-fermenterende, ikke-E. coli
0157-stammer testet pa SMAC og 52 pa CT-SMAC. Ingen
gav et positivt resultat med E. coli 0157-latextesten. En af de
sorbitol-fermenterende stammer (Klebsiella oxytoca) viste sig at
autoagglutinere med kittet. Ved gentagen testning blev denne



sorbitol-positive stamme fundet at vaere negativ.
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E. coli 0157 Latex Test

DE
1. VERWENDUNGSZWECK

DRO620M.

100 Tests

DR 500G Einweg-Testkarten

35 Einweg-Testkarten mit je sechs Testfeldern.
Werden weniger als sechs Tests durchgefthrt,
kénnen die Karten vor Gebrauch entsprechend
geschnitten werden.

4. GEBRAUCHSANWEISUNG

En kvalitativ, objektglasbaseret latexagglutinationstest til
bekraeftende identifikation af E. coli serogruppe O157-isolater,
som er dyrket pa agar. Anvendes i en diagnostisk arbejdsgang som
en hjeelp til klinikere ved fastleggelse af behandlingsmuligheder
for patienter, hvor der er mistanke om bakteriel infektion.

2. TESTPRINZIP
Latex-Agglutinationstest zum Nachweis von E. coli Serotyp 0157

Verschiedene Stdmme von Escherichia coli sind  bei
hamorrhagischer Kolitis (HC) und beim hamolytisch-uremischen
Syndrom (HUS) beteiligt.

Es konnte gezeigt werden, dass diese Stamme ein Zytotoxin
bilden, das auf Verozellen toxisch wirkt und daher als Verotoxin
bezeichnet wird. Der bei hamorrhagischer Kolitis und hamolytisch-
uremischem Syndrom am hdaufigsten isolierte Serotyp von E. coli
ist 0157:H7. Die Isolierung dieses Serotyps aus diarrhdischem
Stuhl, besonders bei Anwesenheit von Blut, deutet auf einen
Verotoxin-bildenden Stamm hin® 345678

Mit dem OXOID E. coli 0157 Latex-Test kann durch Latex-
Agglutination gezeigt werden, ob der betreffende E. coil-Stamm
das Antigen der Serogruppe 0157 besitzt. Er sollte am besten
in Kombination mit dem Sorbit-MacConkey-Nahrboden (OXOID,
Art.-Nr. CM0813) eingesetzt werden. Beiihm wurde Lactose durch

Sorbit ersetzt. Da E. coli 0157:H7- Stamme Sorbit nicht verwerten,
wachsen sie als farblose Kolonien. Die Mehrzahl der E. coli-Isolate
dagegen verwertet Sorbit; diese Kolonien sind charakteristisch
rosarot gefdrbt.

Mit dem Sorbit-MacConkey-Ndhrboden kann eine
Vordifferenzierung durchgefiihrt werden. Mit dem OXOID E. coli
Latex-Text kdnnen dann Sorbitnegative Kolonien darauf getestet
werden, ob das Isolat zur Serogruppe 0157 gehort und damit
moglicherweise ein Verotoxin-bildendender Stamm ist.

3. BESTANDTEILE DES TESTS

DR 621M Latex-Testreagenz

Blaue Latex-Partikel, beschichtet mit
spezifischen Kaninchen-Antikérpern gegen
das somatische 0157-Antigen; ausreichend
fiir 100 Tests.

DR 622M Latex-Kontrollreagenz
Blaue Latex-Partikel, beschichtet mit
Immunglobulin von nicht-immunisiertem
Kaninchen; ausreichend fiir 100 Tests.

DR 623M Positive Kontrollsuspension
Inaktivierte E. coli 0157-Zellen in Puffer;
ausreichend fur 25 Tests.

DR 624M Negative Kontrollsuspension
E. coli 0116-Zellen in Puffer; ausreichend fir
25 Tests.

Zusétzlich benotigte Materialien:

Impfése und Bunsenbrenner Stoppuhr

Natriumchlorid-Lésung (0,85%, w/v)

Desinfektionslésung (z. B. Natriumhypochlorid-Lésung, >1,3%,
w/w)

5. VORSICHTSMASSNAHMEN

In vitro Diagnosticum

Die Reagenzienverschiedener Chargensollten nicht untereinander
ausgetauscht werden.

Die Reagenzien enthalten zur Konservierung Natriumazid (0,1%).
Da eine Natriumazidanreicherung in Bleioder Kupferrohren
zur Bildung explosiver Metallazide fiihren kann, sollten flissige
Abfalle sofort mit reichlich Wasser nachgespilt werden.

Das Probenmaterial kann pathogene Organismen enthalten, es
sollten die vorgeschriebenen Vorsichtsmanahmen eingehalten
werden.

Hinweise auf potentiell gefahrliche Substanzen entnehmen
Sie bitte dem Sicherheitsdatenblatt, das auf der Website von
ThermoFisher verfugbar ist, und den Produktetiketten.

Alle schwerwiegenden Vorkommnisse, die im Zusammenhang mit
dem Produkt aufgetreten sind, miissen dem Hersteller sowie der
zustandigen Behorde des Mitgliedsstaates, in dem der Anwender
und/oder Patient ansassig ist, gemeldet werden.

Im Falle einer Stérung darf das Testkit nicht verwendet werden.

ACHTUNG: Product enthédlt Natriumazid. Gesundheitsschadlich
beim Verschlucken.

6. LAGERUNG

Reagenzien bei 2 - 8°C lagern. Nicht einfrieren. Unter diesen
Bedingungen behalten die Reagenzien ihre Aktivitdt bis zum
aufgedruckten Verfallsdatum.

7. KONTROLLEN

Mit den Kontrollsuspensionen sollte die Reaktivitdt des Latex-
Reagenzes taglich vor der Routinetestung Gberprift werden.

Mit der positiven Kontrollsuspension muss mit dem Latex-Reagenz
innerhalb einer Minute eine sichtbare Agglutination erfolgen.

Mit der negativen Kontrollsuspension darf innerhalb einer Minute
keine sichtbare Agglutination erfolgen.

Der Test darf bei fehlerhafter Reaktion
Kontrollsuspensionen nicht eingesetzt werden.

8. WICHTIGE ANWENDUNGSHINWEISE

mit  den

Die Tropfpipetten der Reagenz- Fldschchen nicht mit der Probe
oder den Kontrollsuspensionen in Bertihrung kommen lassen, um
Kontaminationen der Latex-Reagenzien zu verhindern.

Fldschchen fest verschlieBen

E. coli Latex-Test nach Gebrauch im Kihlschrank aufbewahren,
dabei sicherstellen, dass die Flaschchen aufrecht stehen.

9. KULTURMATERIAL

Sorbit-negative  Kolonien kdnnen vom Sorbit-MacConkey-
Néhrboden (OXOID, Art.-Nr. CM0813) oder alternativ von einem

nichtselektiven Nahrboden (z. B. Nahragar) entnommen werden.
Es sollten bis zu zehn separate Sorbit-negative Kolonien getestet
werden, um die Wahrscheinlichkeit des Nachweises von E. coli
0157 aus einer Sorbit-negativen E. coli-Mischkultur zu erhéhen.
Durch die Testung mit dem Kontroll-Reagenz wird ausgeschlossen,
dass das Isolat ein autoagglutinierender Stamm ist.

10. TESTMETHODE

1. Latex-Reagenzien auf Raumtemperatur bringen. Die
Tropfpipetten jeweils vollig in die Fldaschchen entleeren und
dann die Latex-Suspension kraftig schitteln.

2. Einen Tropfen Latex-Testreagenz am inneren Rand eines
Testfeldes aufbringen.

3. Einige Impfosen isotonische Kochsalz- Losung oder einen
Tropfen aus einer Pasteur-Pipette auf das Testfeld geben.
Aufgebrachtes Latex-Testreagenz und Kochsalz-Losung bei
diesem Schritt nicht miteinander vermischen!

4, Mit einer Impfose einen Teil der zu testenden Kolonie
abnehmen und vorsichtig im Salzlésungs-Tropfen
suspendieren; die entstehende Suspension sollte homogen
sein.

5. Latex-Testreagenz und Salzlésung/Proben-Suspension mit
der Impfése vermischen und Uber das gesamte Testfeld
verteilen. Impfése abflammen.

6. Testkarte vorsichtig bis zu einer Minute kreisformig bewegen
und auf Agglutination Uberpriifen.

7. Erscheint keine Agglutination, den Test mit einer weiteren
Sorbit-negativen Kolonie, falls vorhanden, fortsetzen.

8. Wenn mit dem Latex-Testreagenz eine Agglutination
erscheint, sollte ein weiterer Teil dieser Kolonie mit dem
Latex-Kontrollreagenz getestet werden, um auszuschlieRBen,
dass es sich um einen autoagglutinierenden Stamm handelt.

9. Benutzte Testkarten in ein Desinfektionsmittel eintauchen
und entsorgen.

11. INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

Eine Agglutination des Latex- Testreagenzes innerhalb einer

Minute kann als positives Ergebnis gewertet werden. Es zeigt die

Anwesenheit eines E. coli-Stammes des Serotyps 0157 an.

Erscheint innerhalb einer Minute keine Agglutination, ist dies
als negatives Ergebnis zu werten; es zeigt die Abwesenheit von
E. coli-Stdmmen des Serotyps 0157 an.

Die Ergebnisse sind nicht auswertbar, wenn sowohl mit dem
Latex-Testreagenz als auch mit dem Latex-Kontrollreagenz eine
Agglutination erscheint.

Einige E. coli-Stamme lassen sich nur schwer in isotonischer
Kochsalz-Lésung emulgieren und zeigen sowohl mit dem Latex-
Testreagenz als auch mit dem Latex-Kontrollreagenz eine
faserige Reaktion. Diese unterscheidet sich von der eigentlichen
Agglutination und kann ignoriert werden. Wenn diese faserigen
Reaktionen fiir eine korrekte Beurteilung zu stark sind, kann
die Kolonie in 0,3 ml isotonischer Kochsalz-Lésung suspendiert
werden. Feste Bestandteile absetzen lassen und den homogenen
Uberstand erneut testen.

12. TESTBESCHRANKUNGEN

Wenn mit einer Kolonie einer unbekannten Spezies ein positives
Ergebnis erhalten wird, sollte mit biochemischen Tests bestimmt
werden, ob es sich um einen E. coli-Stamm handelt.

Weder mit Sorbit-MacConkey-Nahrboden noch mit dem E. coli
0157 Latex-Test kann direkt bestétigt werden, dass das Isolat ein

Toxin-bildender Stamm ist.**

Einige Escherichia hermanii-Stamme koénnen mit E. coli 0157-
Seren und dem Latex-Test auf Grund eines gemeinsamen Antigens
(Borczyk et al.)* eine Kreuzreaktion zeigen. E. hermanii kann durch
folgende Reaktionen von E. coli differenziert werden: E. hermanii
verwertet Cellobiose, wachst in Anwesenheit von KCN und die
Kolonien weisen (z. T. verspétet) eine gelbe Pigmentierung auf'°.

13. LEISTUNGSCHARAKTERISTIKA

In klinischen Studien wurde die Leistungsfahigkeit des OXOID
E. coli 0157 Latex-Tests mit kommerziell erhéltlichen Antiseren
verglichen. Die Ergebnisse zeigen eine Ubereinstimmung der
beiden Methoden von 99,3% (151/152)°. Die Sensitivitat des
OXOID Tests betrug 100% (49/49); die Spezifitat 99,0% (101/103).
Die nicht Ubereinstimmende Probe wurde nachgetestet und war
flr E. coli 0157 positiv; dies entsprach dem Ergebnis im OXOID
E. coli 0157 Latex-Test.

Die OXOID Reagenzien zeigten keine Kreuzreaktion mit anderen
E. coli- Stammen oder Sorbit-negativen Organismen. Der OXOID
E. coli 0157 Latex-Test ist fur den direkten Einsatz fir Kolonien
von verschiedenen Kulturndhrbéden ausgelegt; die Bestandteile
der Nahrboden beeinflussen das Testergebnis nicht.

Ydeevnen af E. coli O157-latextesten blev evalueret pa Central
Public Health Laboratory (CPHL), Storbritannien, i Laboratory
of Enteric Pathogens (1998), ved brug af fuldt karakteriserede
stammer af mal- og ikke-malorganismer.

Alle stammer blev testet efter kontroludsdning pd sorbitol-
MacConkey-agar (SMAC) og sorbitol-MacConkey-agar, som
indeholdt cefixim-tellurit-supplement (CT-SMAC). Et lavere
antal organismer blev testet pa CT-SMAC, da visse organismer
pa grund af deres selektive natur ikke kunne dyrkes pa dette
medium. Sensitiviteten blev beregnet ud fra resultaterne fra
testning af kendte E. coli 0157-stammer. Bade sorbitol-negative
og sorbitol-positive stammer blev testet og brugt til at beregne
dette. Specificiteten blev beregnet ud fra resultaterne fra
testning af kendte ikke-sorbitol-fermenterende (NSF), ikke-E. coli
0157-stammer (dvs. andre organismer, herunder andre E. coli-
stammer).

Tabel 1. Resultater fra testning af organismer dyrket pa SMAC
og CT-SMAC.

SMAC (n=120) | CT-SMAC (n=95)
Organism
. - (i.e. . - (i.e.
+(i.e. E. . |+ (ie. E .
. non-E. coli . non-E. coli
coli 0157) 0157) coli 0157) 0157)
E. coli + 59 0 52 0
0157
Latex Test | - 1 60 0 43

Tabel 2. Statistische Analyse der Daten

Sensitiviteten % Specificiteten %
SMAC
E. coli 0157
Latex Test 983 100
CT-SMAC
E. coli 0157
Latex Test 100 100

Pa SMAC-agar gav én kultur, en E. coli 0157:H9, et falsk negativt
resultat. Denne kultur var ogsa negativ, da den blev testet med



et konkurrerende kit, og blev derfor ikke testet igen. Denne
organisme er ikke en verocytotoxin-producerende E. coli (VTEC)-
stamme. Ingen VTEC-stammer blev fejlidentificeret af kittet.

Derudover blev i alt 65 sorbitol-fermenterende, ikke-E. coli
0157-stammer testet pa SMAC og 52 pa CT-SMAC. Ingen
gav et positivt resultat med E. coli 0157-latextesten. En af de
sorbitol-fermenterende stammer (Klebsiella oxytoca) viste sig at
autoagglutinere med kittet. Ved gentagen testning blev denne
sorbitol-positive stamme fundet at veere negativ.
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4. MATERIAL REQUERIDO
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ES

1. USO PREVISTO

Prueba cualitativa de aglutinaciéon en portaobjetos de latex
para la identificacion confirmatoria de cepas aisladas de E. coli
del serogrupo 0157 cultivadas en agar. Se utiliza en un flujo de
trabajo de diagndstico para ayudar a los médicos en las opciones
de tratamiento para pacientes con sospecha de infecciones
bacterianas.

2. PRINCIPIO

Prueba de aglutinacion de Latex para identificacion de E coli
serogrupo O157.

Ciertas razas de Escherichia coli se han implicado recientemente
en algunos casos de colitis hemorragica (HC) y sindrome urémico
hemolitico (HUS).

Se ha demostrado que estas razas producen una verocitotoxina
(VT). El serotipo de E coli mas frecuentemente aislado en casos
de HC y HUS es el 0157:H7. El aislamiento de este serotipo de
heces diarreicas especialmente con sangre es indicativo de raza
productora de verocitotoxina® 345678,

La prueba de Litex 0157:H7 de Oxoid demuestra por
aglutinacién en portaobjetos razas E. coli que poseen el
antigeno de serogrupo 0157. Es muy conveniente la utilizacién
de Sorbitol Mac Conkey Agar (Oxoid CM0813) en conjuncion
con esta prueba. E. coli 0157:H7 no fermenta el sorbitol y por
tanto dara colonias incoloras en este medio. La mayoria de los
aislamientos de E. coli fermentan el sorbitol y daran por tanto las
caracteristicas colonias rosas.

El Agar Sorbitol Mac Conkey debe utilizarse como medio de
cribaje primario. Las colonias que no fermentan el sorbitol
pueden por tanto ser ensayadas con el reactivo de Latex, para
determinar si el aislamiento pertenece al serogrupo 0157 y ser
potencialmente productoras de VT.
3. COMPONENTES DEL EQUIPO
DR 621M Latex Test
Particulas azules de Latex sensibilizadas con
Anticuerpos especificos de conejo reactivos
frente al antigeno somatico 0157. Cada
equipo contiene reactivo suficiente para 100
pruebas.
DR 622M Latex Control
Particulas azules de Latex sensibilizadas
con globulinas de conejo preinmunes. Cada
equipo contiene reactivo suficiente para 100
pruebas.
DR 623M Suspensién de Control Positivo
Suspensién de células de E. coli 0157
en buffer inactivadas. Suficiente para 25
pruebas.

DR 624M Suspension de Control Negativo
Suspension de células de E. coli 0116 en
buffer. Suficiente para 25 pruebas.

DR 500G Tarjetas de Reaccion

Cada equipo: contiene 35 tarjetas de
reaccion desechables.

El siguiente material se requiere pero no se suministra con este
equipo:

asa microbioldgica. mechero bunsen.

Solucidn salina 0.85%.

Desinfectante apropiado ejem. Hipoclorito sédico>1.3% p/p.
5. PRECAUCIONES

Este producto es exclusivamente para diagnostico “in vitro”.

No congelar.
No deben intercambiarse reactivos con distinto nimero de lote.

No los use si hay indicios de contaminacién u otros signos de
deterioro.

Cualquier incidente grave que se haya producido en relacién con
el dispositivo deberd notificarse al fabricante y a la autoridad
competente del Estado miembro en el que se encuentre el
usuario y/o el paciente.

Consulte la Hoja de datos de seguridad (SDS) en el sitio web de la
empresa para obtener informacién detallada sobre los reactivos
quimicos.

En caso de mal funcionamiento, no utilice el dispositivo.

En caso de averia, no utilice el dispositivo.Los reactivos contienen
0.1 % de azida sodica como conservador. La azida sédica puede
reaccionar con el plomo o cobre de las tuberias produciendo
azidas metdlicas que son explosivas por detonacion de contacto.
Para prevenir la acumulacién de azidas en las tuberias, dejar
correr abundante agua inmediatamente después de haberse
desecho del material.

Las muestras pueden contener organismos
Manipular con las debidas precauciones.
6. CONSERVACION

El equipo debe ser conservado entre 2- 8°C. Bajo estas
condiciones los reactivos permanecerdn utiles hasta la fecha de
caducidad que figura en la caja del equipo.

7. PROCEDIMIENTO DE CONTROL

Las suspensiones control que se suministran deben utilizarse
para comprobar el correcto funcionamiento de los reactivos de
latex cada dia. antes de ensayar los problemas.

patdgenos.

La suspensidn de control positivo debe producir aglutinacién
visible con el reactivo de latex en un minuto.

La suspensién de control negativo no debe producir aglutinacion
en un minuto.

No utilizar la prueba si las reacciones con las suspensiones
control son incorrectas.

8. NOTAS IMPORTANTES AL PROCEDIMIENTO

No dejar que los reactivos de latex se contaminen por permitir
que la punta del goteador toque la muestra sobre la tarjeta de
reaccion.

Asegurarse que las tapas estan firmemente ajustadas y cerradas
tras su uso para prevenir la contaminacién y desecacién de los
reactivos.

Tras su utilizacidn devolver el equipo a la nevera asegurdndose
que las botellas quedan en su perfecta posicion hacia arriba.

9. MATERIAL DE CULTIVO

12. LIMITACIONES DE LA PRUEBA

Las colonias que no fermentan el sorbitol(NSF) pueden
obtenerse a partir de sorbitol Mac Conkey Agar (Oxoid CM0813)
o alternativamente pueden inocularse sobre un medio no
selectivo tal como un agar nutritivo. Es necesario probar unas
10 colonias NSF separadas para asegurar una alta probabilidad
de deteccion de razas 0157 que puedan estar en en cultivo
mixto con E. coli NSF de otros serotipos. La utilizacién del
control de Latex aseguraré, que el aislamiento no es una raza
autoaglutinable.
10.  METODO DE TRABAJO
1. Permitir que los reactivos alcancen la temperatura
ambiente. Asegurar la perfecta mezcla de la suspension
de Latex por agitacion vigorosa. Retirar cualquier resto de
Latex que haya quedado en la pipeta del goteador.

2. Dispensar una gota del Latex Test sobre uno de los circulos
de la tarjeta de reaccidn. Colocarla en uno de los extremos
del circulo.

3. Afiadir con asa o con pipeta pasteur una gota de solucién

salina al circulo. Asegurarse que el Latex y la solucidn salina
no se mezclan en este estadio.

4. Por medio de un asa recoger una porcién de la colonia
a estudiar y cuidadosamente emulsionarla en la gota de
seccidn salina. Asegurar que la suspension resultante es
uniforme.

5. Mezclar el Latex Test junto con la suspension y extender
hasta cubrir la mayor parte del area de reaccion, utilizando
para ello un asa. Flamear el asa.

6. Rotar el porta con movimiento circular buscando la
aglutinacién. No rotar la tarjeta mas de un minuto y no
utilizar lupa para observar la aglutinacién.

7. Si no se da la aglutinacién proceder a probar otra colonia
NSF si estan presentes.

8. Si se da la aglutinacién con el reactivo Test es necesario
probar otra porcién de la misma colonia con el reactivo
control para asegurar que el aislamiento no es una raza
autoaglutinable.

9. Cuando se haya finalizado desechar las tarjetas de reaccion
en desinfectante.

11. INTERPRETACION DE RESULTADOS

Se obtiene un resultado positivo si el Latex aglutina en un
tiempo méaximo de 1 minuto. Esto indicara a presencia de E. coli
serogrupo 0157.

La aglutinacién que no aparezca en un minuto debe interpretarse
como resultado negativo, indica ausencia de E. coli serogrupo
0157.

Los resultados no deben interpretarse si ha habido aglutinacion
del Latex Test y Latex control.

Algunas razas de E. coli son dificiles de emulsionar en solucién
salina y pueden dar una reaccién de tipo fibroso con ambos
reactivos Test y Control.

Esto no es verdaderamente una aglutinacién y debe ser
ignorada. Si esta fibrosidad es demasiado acusada como para
confundir la interpretacion del resultado, la colonia debe ser
entonces suspendida en 0,3 mi, de solucién salina, permitir que
el poso sedimente y retestar el sobrenadante.

Si se da un resultado positivo en una colonia de especie
desconocida se deben realizar pruebas bioquimicas para
confirmar que el organismo es una raza de E. coli.

Ni el sorbitol Mac Conkey Agar ni el Latex Test E. coli 0157
confirmaran directamente el aislamiento como raza productora
de toxina.

Se han encontrado otros

Verocitotoxina.

serotipos productores de

Algunas razas de Escherichia hermanii pueden dar reaccion
cruzada con suero E. coli 0157 y con Latex test debido a
un antigeno compartido (Borczyk) et al* E. hermanii puede
diferenciarse de E coli ya que fermentan la celobiosa, crecen en
presencia de KCN y producen un pigmento amarillo que puede
ser tardio®®.

13. CARACTERISTICAS DE FUNCIONAMIENTO

La comparaciéon del Latex Test de Oxoid E. coli 0157 y otros
antisueros comercialmente disponibles ha demostrado una
correlacién del 99.3% (151/152) entre ambos métodos®. La
sensibilidad de la prueba de Oxoid fue de 100% (49/49) y la
especificidad del 99% (101/103). Las muestras discrepantes
fueron posteriormente ensayadas y encontradas positivas para
E. Coli 0157. Lo cual estd en concordancia con los resultados de
la prueba Oxoid.

Los reactivos de Oxoid no demostraron reaccion cruzada con
otras razas de E. coli u otros microorganismos no fermentadores
del sorbitol. El test de Oxoid fue realizado directamente de una
gran variedad de medios de cultivo. Ninguno de estos medios
causo interferencia con el Latex Test.

El rendimiento de la prueba en latex de E. coli 0157 se evalud
en el Central Public Health Laboratory (CPHL), Reino Unido, en
LaboratoryofEntericPathogens(1998),concepascompletamente
caracterizadas de microorganismos diana y no diana.
Todas las cepas se analizaron después del subcultivo en agar
MacConkey con sorbitol (SMAC) y agar MacConkey con sorbitol
con suplemento de cefixima-telurito (CT-SMAC). Se analizé un
numero menor de microorganismos de CT-SMAC, ya que debido
a su naturaleza selectiva, algunos organismos no se pudieron
cultivar en este medio. La sensibilidad se calculd a partir de los
resultados de las pruebas de cepas conocidas de E. coli 0157.
Tanto las cepas positivas para sorbitol como las negativas se
analizaron y utilizaron para hacer este calculo. La especificidad
se calculd a partir de los resultados de las pruebas conocidas
de microorganismos no fermentadores de sorbitol (NSF), no E.
coli 0157 (es decir, otros organismos, incluidas otras cepas de
E. coli).

Tabla 1. Resultados de las pruebas de organismos cultivados
en SMACy CT-SMAC.

SMAC (n=120) | CT-SMAC (n=95)
Organism
*lie E. nf)lneE coli *lie E hgne-E coli
coli 0157) 0157) coli 0157) 0157)
Pruebaen | + 59 0 52 0
latex de E.
coli 0157 | - 1 60 0 43




Tabla 2. Andlisis estadistico de datos.

Evaluacion del cumplimiento normativo de Reino

UK
CcA Unido

Evaluacién de conformidad europea

M Fabricante

Sensitivity % Specificity %
SMAC
Prueba en latex
de E. coli 0157 %83 100
CT-SMAC
Prueba en latex
de E. coli 0157 100 100

En el agar SMAC, un cultivo de E. coli 0157:H9 dio un resultado
falso negativo. Este cultivo también dio negativo cuando se
analizé con un kit de la competencia y, por lo tanto, no se volvié
a analizar. Este organismo no es una cepa de E. coli (VTEC)
productora de verocitotoxina. El kit no identific erréneamente
ninguna cepa de VTEC.

Ademds, se analizaron 65 cepas no E. coli 0157 fermentadoras
de sorbitol procedentes de SMACy 52 de CT-SMAC. Ninguna dio
resultado positivo en la prueba del latex para E. coli 0157. Una
de las cepas fermentadoras de sorbitol (Klebsiella oxytoca) se
aglutind automaticamente con el kit. Al repetir la prueba, esta
cepa positiva para sorbitol dio resultado negativo.
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1. UTILISATION PREVUE

Test qualitatif d’agglutination au latex pour l'identification
confirmative de I'E. coli de sérogroupe 0157 a partir d’isolats
cultivés sur gélose. Ce test est utilisé dans le cadre d’un processus
diagnostique afin d’aider les cliniciens dans le choix d’options
thérapeutiques pour les patients susceptibles de présenter des
infections bactériennes.

2. PRINCIPE DU TEST
Test d’agglutination au latex pour I'identification d’E. coli 0157.

Certaines souches d’Escherichia coli ont été impliquées dans
des cas de colit hémorragique et de syndrome urémique
hémolytique.

Ces souches produisent des véro-cytotoxines. Le sérotype d’E.
coli, reconnu comme le plus fréquemment responsable de cette
pathologie est le, sérotype 0157:H7.

Lisolement de ce sérotype a partir d’'une selle diarrhéique
et hémorragique est le signe d’une souche produisant une
vérocytotoxine 345678,

Le test Oxoid met en évidence par agglutination de particules
de latex sur lame les souches d’E. coli possédant I'antigene
0157. Il est préférable d’utiliser parallelement a ce test la gélose
Mac Conkey au sorbitol (Oxoid CM0813). Les souches d’E. coli
0157:H7 ne fermentent pas le sorbitol et donnent donc des
colonies incolores sur ce milieu, contrairement a !a majorité des
autres souches d’E. coli qui fermentent le sorbitol et donnent
des colonies roses caractéristiques.

La gélose Mac Conkey au sorbitol permet une premiére
orientation. Les colonies qui ne fermentent pas le sorbitol
peuvent alors étre testées avec le réactif au latex pour confirmer
leur appartenance au sérogroupe 0157 et donc leur aptitude a
produire une véro-cytotoxine.

3. REACTIFS

DR 621M latex test

Particules de latex bleues sensibilisées
par des anticorps de lapin dirigés contre
I'antigéne somatique 0157. 100 tests.

DR 622M latex de controle
Particules de latex bleues sensibilisées

par des immunoglobulines de lapin non
spécifiques. 100 tests.

DR 623M contréle positif

Suspension d’E. coli 0157 inactivé. 25 tests
DR 624M contréle négatif

Suspension d’E. coli 0116 inactivé. 25 tests
DR 500G cartes tests

35 cartes jetables
4. MATERIEL NECESSAIRE, NON FOURNI
oese.

solution saline a 0,85%.

solution désinfectante - solution d’hypochlorite de sodium
>1,3% p/p.

5. PRECAUTIONS

Exclusivement pour usage in vitro.

Ne pas congeler.
Ne pas mélanger les réactifs appartenant a des lots différents.

réactifs contiennent de I'azide de sodium a 0,1%. Celui-ci peut
réagir avec les tuyauteries en plomb ou en cuivre et donner des
composés potentiellement explosifs. Pour éviter I'accumulation
dans les canalisations, rincer abondamment, immédiatement
apres élimination du réactif.

Se reporter a la fiche de données de sécurité, disponible sur le
site Web ThermofFisher, et a I'étiquetage du produit pour prendre
connaissance des informations relatives aux composants
potentiellement dangereux.

Il convient de signaler tout incident grave survenu en lien avec
le dispositif au fabricant et a l'autorité compétente de I'Etat
membre dans lequel I'utilisateur et/ou le patient sont établis.

En cas de dysfonctionnement, n’utilisez pas le dispositif.
ATTENTION: Ce produit contient d’azoture de sodium. Nocif en
cas d’'ingestion.

6. CONSERVATION

Les réactifs doivent, étre conservés a 2-8°C jusqu’a la date de
péremption indiquée sur le coffret.

7. CONTROLES

Les suspensions de controle doivent étre utilisées une fois
par jour, avant d’effectuer les tests, pour vérifier le bon
fonctionnement des réactifs au latex.

Le controle positif doit donner une agglutination bien visible avec
le latex test en moins d’une minute.

Le controle négatif ne doit pas présenter d’agglutination en une
minute.

Si le contréle est incorrect, ne pas utiliser le réactif.
8. REMARQUES

Ne pas toucher I'échantillon avec le compte-gouttes de fagon a
ne pas contaminer les latex.

Revisser correctement les bouchons aprés usage pour éviter
|’évaporation ou la contamination des réactifs.

Remettre le coffret au réfrigérateur apres usage et veiller a ce
que les flacons restent en position verticale.

9. CULTURE

Les colonies a tester peuvent étre prélevées soit sur une gélose
Mac Conkey au sorbitol - Oxoid CM0813 (colonies incolores),
soit sur un milieu non sélectif. Il est nécessaire de tester environ
10 colonies différentes pour augmenter la probabilité de détecter
une souche d’E coli 0157 qui peut se trouver en culture mixte
avec d’autres sérotypes. L'utilisation du latex de contrdle permet
de s’assurer que la souche n’est pas autoagglutinable.

10. MODE OPERATOIRE

1. Ramener les réactifs au latex a température ambiante.
Bien mélanger les suspensions de latex en agitant
vigoureusement aprés avoir vidé le compte-gouttes.

2. Déposer une goutte de latex test sur un cercle de la lame
de réaction, prés du bord du cercle.

3. Ajouter une goutte de solution saline a I'aide d’une pipette
Pasteur. Sassurer que le latex et la solution saline ne se
mélangent pas.

4. Prélever a I'oese une partie de la colonie a tester et

I’émulsionner dans la solution saline de fagon a obtenir
une suspension fine et homogéne.

5. Mélanger cette suspension et le latex test en couvrant toute
la surface du cercle de réaction.
Imprimer a la lame un mouvement de rotation et observer
I'agglutination. L'agglutination doit apparaitre en une
minute maximum. Ne pas utiliser de loupe pour la lecture.

7. Siaucune agglutination n'apparait, tester une autre colonie.

8. S’ily a agglutination, tester I'autre partie de la colonie avec
le latex de contrdle pour s’assurer que la souche n’est pas
autoagglutinable.

9. Eliminer la lame de réaction dans une solution désinfectante

11. _ INTERPRETATION DES RESULTATS

L'agglutination du latex test en moins d’une minute signe un

résultat positif et indique la présence d’E. coli 0157.

Si aucune agglutination n’apparait en une minute, le résultat est
négatif et indique I'absence de E. coli 0157.

Les résultats ne peuvent pas étre
d’agglutination du latex de contréle.

interprétés en cas

Certaines souches d’E. coli s'émulsionnent difficilement
dans la solution saline et peuvent donc donner une réaction
filamenteuse avec le latex test et le latex de contréle. Ce type de
réaction n’est pas une véritable agglutination et ne doit pas étre
pris en compte.

Si cette réaction filamenteuse est trop importante pour
permettre une interprétation correcte, mettre la colonie en
suspension dans 0,3 ml de solution saline. Laisser sédimenter les
particules et tester le surnageant.

12. LIMITES DU TEST

Lorsqu’un résultat positif est obtenu avec une colonie non
identifiée, des tests biochimiques doivent étre réalisés pour
confirmer qu’il s’agit bien d’'une souche d’E. coli.

Ni la gélose Mac Conkey au sorbitol, ni le test au latex, ne
peuvent prouver que la souche isolée est une souche productrice
de toxine.

A linverse, d’autres sérotypes peuvent produire une véro-
cytotoxine

Certaines souches d’Escherichia hermanii peuvent présenter
une fraction antigénique commune avec E. coli 0157 et peuvent
donc donner une réaction croisée avec le test au latex (Borczyk
et coll.)™.

E. hermanii peut étre différencié d’E. coli car il fermente le
cellobiose, pousse en présence de KCN et produit un pigment
jaune qui peut apparaitre tardivement®.

13. PERFORMANCE DU TEST

Les essais cliniques ont montré une corrélation de 99,3%
(151/152) entre le test Oxoid et les antisérums disponibles®.

La sensibilité du test est de 100% (49/49) et la spécificité de 99%
(101/103)

L'échantillon divergent a été testé avec un troisieme antisérum

et a été trouvé positif en Ag 0157. Ceci était en accord avec les
résultats du test Oxoid.

Le réactif Oxoid n’a pas montré de réactions croisées avec
d’autres sérotypes d’E. coli ou des germes ne fermentant pas le
sorbitol. Il a été testé sur différents milieux de culture et aucun
n’a donné d’interférence.

Les performances du test au latex E. coli 0157 ont été évaluées au

Central Public Health Laboratory (CPHL), au Royaume-Uni, dans
un laboratoire appelé Laboratory of Enteric Pathogens (1998), a
I'aide de souches entierement caractérisées d’organismes ciblés
et non ciblés.

Toutes les souches ont été testées aprés une sous-culture sur
de la gélose MacConkey au sorbitol (SMAC) et sur de la gélose
MacConkey au sorbitol avec céfixime-tellurite (CT-SMAC). Un
nombre plus faible d’organismes a été testé sur CT-SMAC puisque,
en raison de sa nature sélective, certains organismes n‘ont pas pu
étre cultivés sur ce milieu. La sensibilité a été calculée a partir des
résultats de tests de souches connues d’E. coli 0157. Des souches
positives au sorbitol et des souches négatives au sorbitol ont été
testées et utilisées pour ce calcul. La spécificité a été calculée a
partir des résultats de tests de souches connues non E. coli 0157
(c.-a-d. d’autres organismes, y compris les autres souches d’E.
coli) qui ne fermentent pas le sorbitol (NSF).

Tableau 1. Résultats des tests réalisés sur des organismes
cultivés sur SMAC et CT-SMAC.

SMAC (n=120) | CT-SMAC (n=95)
Organisme
*lie. k. |-'1£>Ine-E coli *lie. k. AS:E coli
coli 0157) 0157) coli 0157) 0157)
E. coli + 59 0 52 0
0157
Latex Test | - 1 60 0 43
Tableau 2. Analyse statistique des données.
Sensibilité % Spécificité %
SMAC
E. coli 0157 083 100
Latex Test
CT-SMAC
E. coli 0157
Latex Test 100 100

Sur la gélose SMAC, une culture (E. coli 0157:H9) a donné un
faux résultat négatif. Cette culture a également donné un résultat
négatif lorsqu’elle a été testée avec un kit concurrent. Elle n'a
donc pas fait I'objet d’un nouveau test. Cet organisme n’est
pas une souche VTEC (E. coli productrices de vérocytotoxines).
Aucune souche VTEC n’a été erronément identifiée par le kit.

En outre, un total de 65 souches connues non E. coli 0157 qui ne
fermentent pas le sorbitol (NSF) ont été testées sur SMAC et 52
sur CT-SMAC. Aucune n’a donné un résultat positif avec le test
au latex E. coli 0157. On a découvert que I'une des souches qui
fermentent pas le sorbitol (Klebsiella oxytoca) s’auto-agglutinait
au kit. Aprés un nouveau test, cette souche positive au sorbitol a
donné un résultat négatif.
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E. coli 0157 Latex Test
IT

DRO620M ..o 100 Tests

1. APPLICAZIONI

Test qualitativo di agglutinazione al lattice su vetrino per
I'identificazione di conferma di isolati di E. coli sierogruppo 0157
coltivati su agar. Il dispositivo & indicato per 'uso in un flusso
di lavoro diagnostico per aiutare i medici a individuare opzioni
terapeutiche per i pazienti con sospetta infezione batterica.

2. PRINCIPIO DEL TEST

Test di agglutinazione al lattice per I'identificazione di E. coli
sierogruppo 0157.

Alcuni ceppi di Escherichia coli sono stati riconosciuti come causa
di colite emorragica (HC) e di sindrome uremica emolitica (HUS).

E stato dimostrato che questi ceppi producono una vero-
citotossina (VT). Nei casi di HC e HUS, il sierotipo 0157 : H7 di
E. coli & quello piu frequentemente isolato. L'isolamento di questo
sierotipo da feci diarroiche, in particolare se contenenti sangue,
indica presuntivamente la presenza di un ceppo produttore di
vero-citotossina® 3 4>6 7.8,

E. coli 0157 Latex Test permette di identificare, mediante
agglutinazione su vetrino, i ceppi di E. coli che possiedono
I'antigene 0157.

Il test fornisce i migliori risultati quando e utilizzato in associazione
con Sorbitol MacConkey Agar (Oxoid CM0813). E. coli 0157 : H7
non fermenta il sorbitolo e produce colonie incolori. Al contrario,
la maggior parte dei sierotipi di E coli fermenta il sorbitolo e forma
le caratteristiche colonie rosa.

Il Sorbitol MacConkey Agar & raccomandato come terreno di
screening. Successivamente si consiglia di saggiare le colonie
isolate, non fermentanti il sorbitolo, con i reagenti al lattice
per determinare la loro appartenenza al sierotipo 0157 e la
conseguente potenziale produzione di VT.

3. MATERIALI COMPRESI NET KIT

DR 621M Test Latex

Particelle di lattice di colore blu, sensibilizzate
con un anticorpo di coniglio specifico contro
I’'antigene somatico 0157, sufficienti per
effettuare 100 determinazioni.

DR 622M Control Latex

Particelle di lattice di colore blu, sensibilizzate

con immunoglobuline di coniglio aspecifiche,

sufficienti per effettuare 100 determinazioni.
DR 623M Positive Control Suspension

Sospensione di E. coli 0157 inattivata, in

soluzione tampone, sufficiente per effettuare

25 determinazioni,

DR 624M Negative Control Suspension

Sospensione di E. coli 0116 inattivata, in
soluzione tampone, sufficiente per effettuare
25 determinazioni.

DR 500G Disposable Reaction Cards
Cartoncini di reazione monouso Il kit contiene
35 cartoncini

Foglietto di istruzioni.

4. MATERIALI ADDIZIONALI
L'ESECUZIONE DEL TEST

Anse batteriologiche

RICHIESTI PER

Becco Bunsen
Soluzione fisiologica (NaCl 0.85%)

Soluzione disinfettante (per es. soluzione d’ipoclorito di sodio
>1.3%)

5. PRECAUZIONI
Il prodotto e indicato esclusivamente per uso diagnostico in vitro.

Non congelare.

| reagenti con numeri di lotto differenti non devono essere
interscambiati.

| reagenti contengono, sodio azide come conservante. La sodio
azide puo reagire a contatto con il rame o il piombo delle tubature
producendo azidi metalliche che sono esplosive per detonazione
da contatto. Per evitare I'accumulo di azidi nelle tubature, far
scorrere molta acqua dopo aver eliminato i residui.

| campioni contenenti microrganismi potenzialmente patogeni
devono essere maneggiati con le opportune precauzioni.

Fare riferimento alla scheda di sicurezza, disponibile sul sito web
di ThermoFisher, e all’etichetta del prodotto per informazioni sui
componenti potenzialmente pericolosi.

Qualsiasi incidente grave verificatosi in relazione al dispositivo
deve essere segnalato al produttore e all’'autorita competente
dello Stato membro in cui I'utilizzatore e/o il paziente & ubicato.
In caso di malfunzionamento, non utilizzare il dispositivo.

AVVERTENZA: Questo prodotto contiene sodio azide. Nocivo per
ingestione.

6. CONSERVAZIONE

| reagenti devono essere conservati a 2- 8°C. In queste condizioni
i reagenti mantengono la loro validita fino alla data di scadenza
evidenziata in etichetta.

7. PROCEDURE DI CONTROLLO

Si consiglia di controllare giornalmente, prima dell'esecuzione
dei test di routine, il corretto funzionamento dei reagenti al
lattice, saggiandoli con le sospensioni di controllo, incluse nella
confezione.

La sospensione di controllo positivo deve evidenziare, entro un
minuto, una evidente agglutinazione del Test Latex.

La sospensione di controllo negativo, invece, non causera alcuna
agglutinazione delle particelle di lattice entro un minuto.

Non utilizzare il prodotto in presenza di reazioni non appropriate
con le sospensioni di controllo.

8. IMPORTANTI NOTE PROCEDURALI

Evitare assolutamente la contaminazione del Test Latex, che puo
intervenire toccando i campioni, depositati sul cartoncino di
reazione, con il contagocce del flacone.

Assicurarsi che i flaconi siano ben chiusi, al fine di prevenire
contaminazioni e perdite di reagente.

Dopo l'uso, riporre il kit in frigorifero, assicurandosi che i flaconi
siano conservati in posizione verticale.

9. PREPARAZIONE DELLE COLTURE

| ceppi batterici da identificare colonie non fermentanti il
sorbitolo (NSF), possono essere prelevati da Sorbitol MacConkey
Agar (Oxoid CMO0813). In alternativa, si possono prelevare

le colonie NSF isolate su terreno non selettivo, per esempio
Nutrient Agar. Per garantire un’alta probabilita di evidenziazione
del sierotipo 0157, che pu0 trovarsi in coltura mista con altri
sierotipi di E. coli NSF, & necessario saggiare almeno 10 colonie
NSF separatamente.

Il Control Latex & utilizzato per verificare che la colonia isolata

non appartenga ad un ceppo autoagglutinante.

10. TECNICA

1. Portare i reagenti al lattice a temperatura ambiente.
Agitare vigorosamente i reagenti al lattice per assicurare
I'omogeneita delle sospensioni. Eliminare il lattice
eventualmente trattenuto nel contagocce, al fine di
ottenere una sospensione completamente omogenea.

2. Distribuire una goccia di Test Latex all’interno
dell’appropriato cerchio sul cartoncino di reazione.

3. Con una pipetta Pasteur aggiungere una goccia di soluzione
fisiologica nel medesimo cerchio, facendo attenzione che il
lattice e la soluzione fisiologica, in questa fase, rimangano
separati.

4. Usando un’ansa, prelevare una porzione della colonia
da saggiare e sospenderla accuratamente nella goccia
di soluzione fisiologica. Assicurarsi che la sospensione
risultante sia omogenea.

5. Mescolare insieme il lattice e la sospensione e, servendosi
diun’ansa, stendere la miscela su tutta I'area delimitata dal
cerchio di reazione. Flambare I'ansa.

6. Ruotare delicatamente il cartoncino, osservando I'eventuale
comparsa di agglutinazione. Non ruotare il cartoncino per
pit di 1 minuto. Non utilizzare lenti di ingrandimento per
la lettura.

7. Se non si ottiene agglutinazione, saggiare altre colonie NSF
eventualmente presenti.

8. In caso di agglutinazione, prelevare un’ulteriore porzione
della medesima colonia e saggiarla con il Control Latex per
verificare che non si tratti di un ceppo autoagglutinante.

9. Eliminare in una soluzione disinfettante i cartoncini di
reazione utilizzati.

11. INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

Reazione positiva: I'agglutinazione del Test Latex interviene in
un tempo inferiore al minuto. La reazione positiva segnala la
presenza di E. coli sierogruppo 0157.

Reazione negativa: assenza di agglutinazione entro un minuto. La
reazione negativa segnala I'assenza di E. coli sierogruppo 0157.

| risultati non possono essere interpretati qualora si sia ottenuta
agglutinazione sia con il Test Latex che con il Control Latex.

Alcuni ceppi di E. coli si sospendono con difficolta in soluzione
fisiologica e possono dare una reazione di tipo vischioso con
entrambi i reagenti. Reazioni di questo tipo non devono essere
interpretate come vere agglutinazioni e, quindi, trascurate. Se
la vischiosita € molto forte e pregiudica una interpretazione
corretta, sospendere la colonia In 0.3 ml di soluzione fisiologica.
Lasciare sedimentare la frazione piu grossolana della sospensione
e, utilizzando il sovranatante, ripetere il test.

12. LIMITAZIONI DEL TEST

Se si ottiene reazione positiva da una colonia appartenente ad
una specie non ancora identificata, si raccomanda di eseguire
prove biochimiche, per confermare I'appartenenza del ceppo
alla specie E. coli.

Né Sorbitol MacConkey Agar né E Coli 0157 Latex Test possano
assicurare che la colonia isolata sia produttrice di vero-
citotossina.

E stato dimostrato che altri sierotipi, diversi dallo 0157, sono
produttori di vero-citotossina.!*

Ceppi di Escherichia hermanii possono agglutinare con gli antisieri
verso E. coli 0157 e con E. coli 0157 Latex Test per la presenza di
un antigene comune con E. coli 0157 (Borczyk et al.)*. E. hermanii
puo essere differenziata da E. coli in base alla ferementazione di
E. hermanii del cellobiosio, dalla crescita in presenza di KCN e
dalla pigmentazione gialla che puo apparire in ritardo™.

13. CARATTERISTICHE DEL METODO

Le valutazioni cliniche condotte per confrontare Iefficienza
dell’E. coli 0157 Latex Test con quella di antisieri disponibili
commercialmente, hanno evidenziato una concordanza tra
i due metodi del 99,3 % (151/152)°. E. coli 0157 Latex Test ha
mostrato una sensibilita pari al 100% (49/49) ed una specificita
del 99,0% (101/103). Il campione che ha fornito risultati discordi,
saggiato ulteriormente e risultato positivo, in concordanza con
il test Oxoid.

| reagenti contenuti nell’E. coli 0157 Latex Test non hanno
evidenziato cross- reazioni con altri microrganismi non
fermentanti il sorbitolo. Infine, il test Oxoid & stato utilizzato con
Ceppi cresciuti su diversi terreni di coltura, nessuno dei quali ha
prodotto interferenze con il test al lattice.

Le prestazioni del test al lattice per la ricerca di E. coli 0157
sono state valutate presso il Central Public Health Laboratory
(CPHL), Regno Unito, nel Laboratory of Enteric Pathogens (1998),
utilizzando ceppi completamente caratterizzati di microrganismi
target e non target.

Tutti i ceppi sono stati testati dopo subcoltura su agar Sorbitol
MacConkey (SMAC) e agar Sorbitol MacConkey arricchiti
con Cefixime Tellurite (CT-SMAC). Un numero inferiore di
microrganismi e stato testato da CT-SMAC, poiché, trattandosi
di un test di tipo selettivo, non & stato possibile coltivare alcuni
microrganismi su questo terreno. La sensibilita & stata calcolata
dai risultati dei test su ceppi noti di E. coli 0157. Sia i ceppi
negativi sia quelli positivi al sorbitolo sono stati testati e utilizzati
per calcolare tale valore. La specificita é stata calcolata sulla base
dei risultati dei test eseguiti su ceppi noti non E. coli 0157, non
fermentanti il sorbitolo (Non-Sorbitol Fermenting, [NSF]); vale a
dire altri microrganismi, inclusi altri ceppi di E. coli).

Tabella 1. Risultati dei test sui microrganismi coltivati su SMAC
e CT-SMAC.

SMAC (n=120) | CT-SMAC (n=95)
Organismo
. - (i.e. . - (i.e.
+ (i.e. E. .|+ (i.e. E. .
. non-E. coli . non-E. coli
coli 0157) 0157) coli 0157) 0157)
E. coli + 59 0 52 0
0157
Latex Test | - 1 60 0 43
Tabella 2. Analisi statistica dei dati.
Sensibilita % Specificita %
SMAC
E. coli 0157
Latex Test 983 100
CT-SMAC




E. coli 0157

Latex Test 100 100

Rappresentante autorizzato

Su SMAC agar una coltura di E. coli 0157:H9, ha dato un risultato
falso negativo. Questa coltura é risultata negativa anche quando
testata con un kit competitor e pertanto non é stata ritestata.
Questo microrganismo non e un ceppo di E. coli produttore
di verocitotossina (VerocyTotoxin-producing E. coli, [VTEC]).
Nessun ceppo di VTEC e stato erroneamente identificato dal kit.

Inoltre, un totale di 65 ceppi non E. coli 0157 fermentanti il
sorbitolo sono stati testati da SMAC e 52 da CT-SMAC. Nessuno
ha dato un risultato positivo con il test al lattice di E.coli 0157.
Uno dei ceppi fermentanti il sorbitolo (Klebsiella oxytoca) &
risultato autoagglutinante con il kit. Alla ripetizione del test,
questo ceppo positivo al sorbitolo € risultato negativo.
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E. coli 0157 Latex Test

DRO620M..

1. UTILIZACAO PREVISTA

Um teste qualitativo de aglutinagdo de laminas de latex para a
identificagdo confirmatdria de isolados de E. coli serogrupo 0157
cultivados em agar. Utilizado num fluxo de trabalho de diagndstico
para ajudar os médicos nas opgdes de tratamento para doentes
suspeitos de terem infegBes bacterianas.

2. PRINCIP10S DO TESTE

Certas cepas de Escherichia coli tem sido relacionadas com casos
de colite hemorragica (CH) e de sindrome urémica hemolitica
(SUH).

Tem sido mostrado que estas cepas produzem uma verocitotoxina
(VT). O sorotipo de E. coli mais frequientemente isolado de casos
de CH e SUH é 0 0157:H7. O isolamento deste sorotipo nas fezes
diarréicas, particularmente quando se observa presenca de

sangue, é indicativo de uma cepa produtora de verocitotoxina®
2,3,4,5,6,7,8

O teste em latex Oxoid E. coli 0157 demonstrard por aglutinagdo
em lamina, cepas de E. coli que possuem o antigeno do sorogrupo
0157. O teste é melhor utilizado em conjunto com Agar Sorbitol
MacConkey (Oxoid CMO0813). As cepas de E. coli 0157:H7
ndo fermentam o Sorbitol, dando portanto origem a colénias
incolores neste meio. A maioria dos isolados de E. coli fermentam
o Sorbitol, dando origem a col6nias tipicas na cor rosa.

O Agar Sorbitol MacConkey deve ser utilizado como triagem
primaria. As colonias ndo fermentadoras de Sorbitol podem
ser testadas com reagentes de latex, para determinar se o
isolado pertence ao sorogrupo 0157, sendo portanto uma cepa
potencialmente produtora de VT.

3. COMPONENTES DO KIT

DR621M Latex Teste

Consiste em particulas de latex azul
sensibilizadas com anticorpos de coelho
especificos reativos com o antigeno somatico
0157. Cada kit contém reagente suficiente
para 100 testes.
DR622M Latex Controle
Consiste em particulas de latex azul
sensibilizadas com globulina de coelho pré-
imune. Cada kit contém reagente suficiente
para 100 testes.
DR623M Suspensdo Controle Positivo
Uma suspensdo em tampdo de células de E.
coli 0157 inativadas. Suficiente para 25 testes.
DR624M Suspensdo Controle Negativo
Uma suspensdo em tampdo de células de E.
coli 0116. Suficiente para 25 testes.
DR500G Cartdes de Reagdo
O kit contém 35 cartGes de reacdo descartdveis.
Folheto de Instrugdes (IFU)

4. MATERIAIS NECESSARIOS

Os seguintes materiais sdo necessarios mas ndo estdo incluidos
neste kit:

Alga microbioldgica e bico de Bunsen. Solugdo Salina 0,85%.

Desinfetante apropriado, p. ex. uma solugdo de hipoclorito de
sédio >1,3% p/p.

5. PRECAUCOES
Apenas para utilizacdo diagnostica in vitro.

N3do congelar.

Reagentes com diferentes nimeros de lotes ndo devem ser
intercambiados.

Os reagentes contém azida sédica a 0,1% como conservante.

A azida sddica pode reagir com os encanamentos de chumbo
ou cobre, formando azidas metdlicas explosivas por detonagdo
de contato. Para evitar o acimulo deste material na tubulagdo,
utilizar grandes volumes de agua imediatamente apds a
eliminagdo dos residuos.

As amostras podem conter organismos patogénicos. Manusear
corn o devido cuidado.

Consulte a ficha de dados de seguranca, disponivel no site
da ThermoFisher, e a etiquetagem do produto para obter
informagdes sobre componentes potencialmente perigosos.
Qualquer incidente grave que tenha ocorrido e esteja relacionado
com o dispositivo deve ser comunicado ao fabricante e a
autoridade competente do Estado-Membro em que o utilizador
e/ou os pacientes se encontram.

Em caso de mau funcionamento, ndo utilize o dispositivo

AVISO: Este produto contém azida sddica. Nocivo por ingestdo.
6. ARMAZENAGEM

Este kit deve ser armazenado entre 2° e 8°C. Nessas condigGes
os reagentes mantém sua reatividade até o prazo de validade
indicado na caixa do kit.

7. PROCEDIMENTOS DE CONTROLE

As suspensdes de controle fornecidas devem ser utilizadas

diariamente para verificar o correto funcionamento dos reagentes
de latex, antes de se realizarem os testes de rotina.

A suspensdo de controle positivo deve mostrar uma aglutinagdo
visivel com o reagente de latex no intervalo de um minuto.

A suspensdo de controle negativo ndo deve mostrar nenhuma
aglutinagdo no intervalo de espago de 1 minuto.

N&o utilizar o teste caso as reagdes com as suspensdes controles
sejam incorretas.

8. OBSERVACOES IMPORTANTES DE PROCEDIMENTO
Ndo permitir a contaminagdo dos reagentes através do contato da

ponta do conta-gotas com a amostra que se encontra no cartdo
de reacdo.

Depois de utilizar os reagentes, verificar se as tampas estdo
bem encaixadas, para evitar que os mesmos contaminem ou
ressequem.

Depois de utilizar o kit, voltar a coloca-lo no refrigerador,
permanecendo os frascos na posicdo vertical.
9. MATERIAL PARA A CULTURA

Coldnias ndo fermentadoras de Sorbitol (NFS), podem ser retiradas
do Agar Sorbitol MacConkey (Oxoid CM0813) ou alternativamente
isolados NFS podem ser inoculados em meios ndo seletivos como

Agar Nutriente, para serem testados. E necessario realizar o teste

em pelo menos 10 colbnias de NFS distintas para assegurar com

grande probabilidade a identificagdo de quaisquer cepas de 0157

que estejam em cultura mista com E. coli NFS de outros sorotipos.

A utilizagdo do latex controle permite assegurar que o isolado ndo

seja uma cepa auto- aglutinante.

10. METODO DE PROCEDIMENTO

1. Deixe os reagentes atingirem a temperatura ambiente
antes de utilizar. Agitar vigorosamente os frascos para
misturar as suspensdes de latex. Expelir o latex que se
encontra no conta-gotas, para obter uma mistura totalmente
homogénea.

2. Dispensar 1 gota do latex teste no circulo do cartdo de
reacdo. Colocar a gota proximo a borda do circulo.

3. Adicionar ao circulo soro fisiolégico utilizando algumas algas
ou uma gota da pipeta Pasteur. Ndo deixar o latex e o soro
fisiol6gico se misturarem.

4. Utilizando uma alga, coletar uma parte da colénia que se
deseja testar, emulsionando-a cuidadosamente na gota de
soro fisiolégico. Homogeneizar completamente a suspensdo.

5. Misturar o latex teste a suspens&o e espalhar a mistura com
aalca, de forma a cobrir a area da reagdo. Levar a algaauma
chama.

6. Empreender movimentos circulares ao cartdo, procurando

visualizar sinais de aglutinagdo. Ndo movimentar o cartdo
durante mais de 1 minuto e ndo utilizar uma lente.

7. Se ndo for observada nenhuma aglutinacdo, testar outras
coldénias de NFS, caso estejam presentes.

8. Se a aglutinagdo com o reagente teste ocorrer, torna-se
necessdrio testar outra por¢do da coldnia com o reagente
latex controle, para garantir que o isolado ndo é uma cepa
auto- aglutinante.

9. Quando finalizado, descartar o cartdo de reagdo em
recipiente contendo solugdo desinfetante.

11. INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

A aglutinagdo do latex teste no espago de um minuto demonstra

um resultado positivo, indicando a presenca do sorogrupo

E. coli 0157. A auséncia de qualquer aglutinagdo no espago de

um minuto é um resultado negativo, indicando a auséncia do

sorogrupo E. coli 0157.

Resultados ndo podem ser interpretados se a aglutinagdo for
observada no latex teste e no latex controle.

Algumas cepas de E. coli sdo dificeis de serem emulsionadas
ao soro fisiolégico, podendo também apresentar uma reagdo
filamentosa com os reagentes teste e controle. Esta reagdo ndo
se assemelha a verdadeira aglutinagdo e deve ser ignorada. Caso
esta viscosidade seja demasiado pronunciada para permitir uma
avaliagdo correta, ressuspender a colénia em 0,3 ml de soro
fisioldgico. Deixar sedimentar os fragmentos e testar o liquido
sobrenadante homogéneo.

12. LIMITACOES DO TESTE

Se um resultado positivo for obtido em uma coldnia de espécie
desconhecida, testes bioquimicos devem ser realizados para
confirmar se o organismo é uma cepa de E. coli.

Nem o Agar Sorbitol MacConkey nem o teste de latex E. coli
0157 confirmardo diretamente se o isolado é ou ndo uma cepa
produtora de toxina.

Outros sorotipos produtores de verocitotoxina foram encontrados.

Algumas cepas de Escherichia hermanii podem apresentar reagdo
cruzada com os soros de E. coli 0157 no teste de latex devido a
um antigeno compartilhado por ambos (Borczyk et al)**.

E. hermanii pode ser diferenciado de E. coli por serem
fermentadores de celobiose, crescerem na presenga de KCN e
produzirem um pigmento amarelo, o qual pode ser tardio°.

13. CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Nas comparagbes clinicas entre o desempenho do teste de
latex Oxoid E. coli 0157 e de antisoros comerciais, os resultados
demonstraram uma concordancia de 99,3% (151/152) entre
os dois métodos9. A sensibilidade do teste Oxoid foi de 100%
(49/49), e a especificidade de 99,0% (101/103). A amostra
discrepante foi novamente testada e o resultado foi positivo para
E. coli 0157, concordando com o resultado do teste Oxoid.

Os reagentes Oxoid ndo mostraram uma reatividade cruzada com
outras cepas de E. coli ou com organismos ndo fermentadores de
Sorbitol. O teste Oxoid foi realizado diretamente a partir de uma
variedade de meios de cultura.

Nenhum destes meios demonstrou causar interferéncia com o
teste de latex.

O desempenho do teste do latex de E. coli 0157 foi avaliado
no Central Public Health Laboratory (CPHL), Reino Unido, no
Laboratory of Enteric Pathogens (1998), utilizando estirpes
totalmente caracterizadas de organismos-alvo e ndo-alvo.

Todas as estirpes foram testadas apds subcultura em agar Sorbitol
MacConkey (SMAC) e agar Sorbitol MacConkey com suplemento
de Cefixima Telurite (CT-SMAC). Foi testado um menor nimero
de organismos em CT-SMAC, uma vez que, devido a sua natureza
seletiva, alguns organismos ndo podiam ser cultivados neste
meio. A sensibilidade foi calculada a partir dos resultados dos
testes de estirpes conhecidas de E. coli 0157. Para o célculo
da sensibilidade, foram testadas e utilizadas estirpes sorbitol
negativas e sorbitol positivas. A especificidade foi calculada a
partir dos resultados dos testes de estirpes conhecidas que ndo
fermentam sorbitol (NSF) e que ndo sdo E. coli 0157 (ou seja,
outros organismos, incluindo outras estirpes de E. coli).

Tabela 1. Resultados dos organismos de teste cultivados em
SMAC e CT-SMAC.

SMAC (n=120) | CT-SMAC (n=95)
Organism
. -(i.e. . - (i.e.
+(i.e. E. .|+ (e E .
. non-E. coli . non-E. coli
coli 0157) 0157) coli 0157) 0157)
E. coli + 59 0 52 0
0157
Latex Test | - 1 60 0 43
Tabela 2. Andlise estatistica de dados.
Sensitivity % Specificity %
SMAC
E. coli 0157
Latex Test 983 100
CT-SMAC
E. coli 0157 100 100
Latex Test

Em agar SMAC, uma cultura, uma E. coli 0157:H9, deu um
resultado falso negativo. Esta cultura também foi negativa
quando testada com um kit concorrente, pelo que ndo foi testada



novamente. Este organismo ndo é uma estirpe de E. coli produtora
de verocitotoxina (VTEC). O kit ndo identificou incorretamente
nenhuma estirpe VTEC.

Além disso, foi testado um total de 65 estirpes de SMAC e 52 de
CT-SMAC que ndo eram E. coli 0157 e que fermentavam sorbitol.
Nenhuma deu um resultado positivo no teste do latex para E.
coli 0157. Verificou-se que uma das estirpes fermentadoras de
sorbitol (Klebsiella oxytoca) se auto-aglutinava com o kit. Ao
repetir o teste, verificou-se que esta estirpe sorbitol positiva era
negativa.
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E. coli 0157 Latex Test

Lampligt desinfektionsmedelmedel, t.ex.

natriumhypokloritlésning > 1,3% v/v.
5. FORSIKTIGHETSATGARDER

DRO620M..vverevreee. 100 Tests

1. AVSEDD ANVANDNING

Ett  kvalitativt  latexagglutinationstest ~ for  bekraftande
identifiering av E. coli serogrupp 0157-isolat odlade pa agar.
Anvands i ett diagnostiskt arbetsflode for att hjalpa kliniker
med behandlingsalternativ for patienter som misstanks ha
bakterieinfektioner.

2. TESTETS PRINCIP

En latexagglutinationstest for identifiering av E. coli serogrupp
0157.

Vissa stammar av Escherichia coli har satts i samband med
hemorragisk kolit (HC) och hemolytiskt uremiskt syndrom (HUS).

Dessa stammar har visats sig producera ett verocytotoxin (VT).

E. coli serotyp 0157:H7 ar den mest frekventa som isolerats fran
HC- och HUS-fall. Isolering av denna serotyp fran en diarroisk
faeces, i synnerhet med forekomst av blod, ar indikativ for en
verocytotoxin producerande starn® 345678,

Latextesten for E. coli 0157 pavisar genom agglutination E. coli-
stammar som innehaller 0157-serogruppantigenen.

Testen anvands bast tillsammans med Sorbitol MacConkey-Agar
(Oxoid CM0813). E. coli 0157:H7-stammar jaser inte sorbitol och
ger darfor farglosa kolonier pa detta media. De flesta E. coli- isolat
jaser sorbitol och ger upphov till karakteristiska rosa kolonier.

Sorbitol MacConkey-Agar anvdnds vid primdr avldsning. De icke-
sorbitoljdsande kolonierna kan sedan testas med latexreagenser
for att faststdlla om isolatet tillhér 0157-serogruppen och darfor
en potentiell VT-producerande stam.

3. KITETS INNEHALL

DR621M Testlatex

Innehaller bla latexpartiklar som sensibiliserats
med specifika kaninantikroppar som reagerar
med somatiskt O157-antigenen. Varje kit
innehaller reagens som racker till 100 tester.

DR622M Kontrollatex
Innehaller bla latexpartiklar som sensibiliserats

med pre-immuniserat kaninglobulin. Varje kit
innehaller reagens som réacker till 100 tester.

DR623M Positiv kontrollsuspension

Enl6sning med inaktiverade E. coli 0157-celler
i buffert. Racker till 25 tester.

DR624M Negativ kontrollsuspension

En I6sning med E. coli 0116- celler i buffert.
Racker till 25 tester.

DR500G Agglutinationskort

Kitet innehaller 35 agglutinationskort for
engangsbruk.

Metodbeskrivning
4. MATERIAL SOM BEHOVS
Foljande material behévs men ingér inte i kittet:

Steril 6gla.
0,85%- saltlosning

Denna produkt ar endast avsedd for in vitro-bruk.

Far inte frysas.

Blanda inte reagenser fran kit med olika batchnummer.
Reagenserna innehaller 0,1% natriumazid som
konserveringsmedel. Natriumazid kan reagera med bly- eller
kopparledningar och bilda metallazider som i sin tur ar explosivt.
For att forebygga att natriumazid inte ackumuleras i ledningarna,
spola rikligt med vatten direkt efter kassering.

Provmaterialet kan innehalla patogena organismer, beakta
darfor lampliga forsiktighetsatgarder.

Se sakerhetsdatabladet, som finns pa ThermoFishers webbplats,
och produktmarkningen for information om potentiellt farliga
komponenter.

“Allaallvarligaincidentersom harintraffatiforhallandetillenheten
ska rapporteras till tillverkaren och till den behériga myndigheten
i den medlemsstat dar anvandaren eller patienten befinner sig.”
Anvand inte instrumentet i hdndelse av funktionsfel.

VARNING: Denna produkt innehdller natriumazid. Farligt vid
fortaring.

6. FORVARING

Forvara kittet vid 2 till 8°C. Vid denna temperatur behaller
reagenserna sin aktivitet till den sista anvdandningsdag som anges
pa forpackningen.

7. KONTROLLPROCEDUR

De medféljande kontrollsuspensionerna ska anvandas for
kontroll av att latexreagenserna fungerar, innan rutinmdssiga
tester genomfors.

Den positiva kontrollsuspensionen maste visa

agglutination med latexreagensen inom 1 minut.

synbar

Den negativa kontrollsuspensionen skall inte agglutinera inom
1 minut.

Anvand inte testet om kontrollsuspensionernas reaktion blir
felaktiga.

8. VIKTIG INFORMATION OM UTFORANDET

Se till att reagenserna inte kontamineras genom att pipettspetsen
kommer i kontakt med proven pa agglutinationskortet.

Se till att locken &r ordentligt atskruvade efter anvéandningen, sa
att reagenserna inte kontamineras eller torkar ut.

Stall tillbaka kittet i kylskapet efter anvandningen och se till att
flaskorna forvaras staende.

9. ODLINGSMATERIAL

Icke-sorbitoljasande (NSF) kolonier kan plockas fran Sorbitol
MacConkey-Agar (Oxoid CMO0813) eller ocksa kan NSF-isolat
inokuleras pa icke-selektiva medier sasom Nutrient Agar for
att testas. Det ar nodvandigt att testa upp till 10 separata NSF-
kolonier for att med hogsta sannolikhet detektera eventuella
0157- stammar som kan finnas i en blandad odling med
NSF-E. coli av andra serotyper. Anvandning av kontrollatexten
sakerstaller att isoiatet inte dr en autoagglutinerande stam.

10. TESTMETOD

1. Se till att latexreagenserna uppnar rumstemperatur. Blanda
om latexsuspensionen ordentligt genom att skaka kraftigt
Tom eventuell latex fran droppipetten till flaskan for

fullstandig blandning.

2. Tillsatt 1 droppe av testlatexen pa en cirkel pa
reaktionskortet. Placera den nara kanten pa cirkeln.

3. Tillsatt en droppe saltlésning fran nagra fulla sterila 6glor,
eller en pasteurpipett till cirkeln. Se till att latexten och
saltlésningen inte blandar sig med varandra i detta skede.

4, Ta med en 6gla upp en del av kolonin for testning, och
blanda den forsiktigt i saltlosningen. Se till att det blir en
jamn suspension.

5. Blanda testlatexen och bakteriesuspensionen och sprid med
oglan sa att blandningen tacker reaktionsomradet.

6. Vagga kortet forsiktigt i en cirkelrérelse och titta efter
agglutination. Vagga inte kortet i mer &n 1 minut, anvand
inte férstoringsglas vid avlasningen.

7. Om det inte blir nagon agglutination g da vidare och testa
andra NSF kolonier om sadana finns.

8. Om agglutination med testreagensen sker dr det nédvandigt
att testa ytterligare en del av kolonin med kontrollatexen for
att forsakra sig om att isoiatet inte ar en autoagglutinerande
stam.

9. Kassera agglutinationskorten i ett desinfektionsmedel.

11. TOLKNING AV TESTRESULTAT

Om agglutination av testlatexen sker inom en minut innebar

det ett positivt resultat. Detta indikerar forekomst av E. coli

serogrupp O0157. Om ingen agglutination sker inom en minut

innebédr det ett negativt resultat. Detta innebdr avsaknad av E.

coli serogrupp 0157.

Resultaten kan inte tolkas om savél test-som kontrollatexen
agglutinerar.

Vissa stammar av E. coli ar svara att blanda med saltlésningen
och kan ge upphov till en tradig reaktion med savil test- som
kontrollreagenserna. Detta ser inte ut som en riktig agglutination
och skall ignoreras. Om tradigheten visar sig vara for grav for att
gora en korrekt bedémning skall kolonin slammas upp i 0,3 ml
saltlésning. Lat klumparna sjunka och testa sedan den jamna
supernatanten pa nytt.

12. TESTETS BEGRANSNINGAR

Om ett positivt resultat erhalls med en koloni av okdnd art skal
biokemiska tester utféras for att bekrafta om organismen &r en
E. coli-stam.

Varken Sorbitol MacConkey-Agar- eller E. coli 0157-latextesten
bekréftar att isolatet &r en toxinproducerande stam.

Andra serotyper som producerar verocytotoxin har patraffats.'!

Vissa stammar av Escherichia hermanii kan korsreagera med E
coli 0157-serum och latextesten pa grund av ett gemensamt
antigen (Borczyk et al)'. E. hermanii bor differentieras fran E. coli
genom att E.hermanii har cellobiosjasning, véxer i narvaro of KCN
och producerar ett gult pigment, som kan vara fordréjd®.

13. TESTETS PRESTANDA

Vid kliniska jamforelser av prestandan for Oxoids E. coli 0157-
latextest och kommersiella antiserum visade resultaten
en Overensstimmelse pa 99,3% (151/152) mellan de tva
metoderna®. Kansligheten for Oxoidtesten var 100% (49/49)
och specificiteten var 99,0% (101/103). De avvikande proven
testades ytterligare och befanns vara positiva fér E. coli 0157.
Detta 6verensstamde med resultatet av Oxoidtesten.

Oxoidreagenserna korsreagerade inte med andra E. coli- stammar
eller icke- sorbitoljasande organismer. Oxoidtesten utférdes

direkt fran olika odlingsmedier. Inget av dessa medier inverkade
storande pa latextesten.

Prestandan hos E. coli 0157-latextestet utvarderades vid Central
Public Health Laboratory (CPHL), Storbritannien, i Laboratory
of Enteric Pathogens (1998), med anvdndning av fullstandigt
karakteriserade stammar av mal- och icke-malorganismer.

Alla stammar testades efter subkultur pa Sorbitol MacConkey-
agar (SMAC) och Sorbitol MacConkey-agar innehallande Cefixime
Tellurite-tillskott (CT-SMAC). Ett farre antal organismer testades
fran CT-SMAC, eftersom vissa organismer pa grund av dess
selektiva natur inte kunde odlas pa detta medium. Sensitiviteten
beraknades utifran resultaten av testning av kdnda E. coli 0157-
stammar. Bade sorbitolnegativa och sorbitolpositiva stammar
testades och anvdndes for att berdkna detta. Specificiteten
berdknades utifran resultaten av testning av kanda icke-
sorbitolfermenterande (NSF), icke-E. coli O157-stammar (dvs.
andra organismer, inklusive andra E. coli-stammar).

Tabell 1. Resultat av testning av organismer odlade pa SMAC
och CT-SMAC.

SMAC (n=120) | CT-SMAC (n=95)
Organism
*lie E ;\gne—E coli *lie E ;gne—E coli
coli 0157) 0157) coli 0157) 0157)
E. coli + 59 0 52 0
0157
Latex Test | - 1 60 0 43

Tabell 2. Statistisk analys av data.

Sensitiviteten % Specificiteten %

SMAC

E. coli 0157

Latex Test 983 100

CT-SMAC

E. coli 0157

Latex Test 100 100

Pa SMAC-agar gav en kultur, en E. coli 0157:H9, ett falskt negativt
resultat. Denna kultur var ocksa negativ ndr den testades med
ett konkurrerande kit och testades darfor inte pa nytt. Denna
organism &r inte en verocytotoxinproducerande E. coli (VTEC)-
stam. Inga VTEC-stammar identifierades felaktigt av kitet.

Dessutom testades totalt 65 sorbitolfermenterande, icke-E.
coli 0157-stammar fran SMAC och 52 fran CT-SMAC. Ingen
gav ett positivt resultat med E. coli 0157-latextestet. En av de
sorbitolfermenterande stammarna (Klebsiella oxytoca) befanns
autoagglutinera med kitet. Vid upprepad testning befanns denna
sorbitolpositiva stam vara negativ.
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