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1. INTENDED USE

Wellcolex™ Colour Shigellais a qualitative latex slide agglutination
test for the detection and species identification of Shigella isolates
present on solid culture media. 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.

For in vitro diagnostic use only.

2. SUMMARY AND EXPLANATION OF THE TEST

Organisms of the genus Shigella cause bacillary dysentery, one
of the most common diarrhoeal diseases throughout the world.
The symptoms, which include acute abdominal pain and bloody
diarrhoea, are associated with invasion of the gastric mucosa by
the organisms, but further systemic penetration is unusual. The
infectious dose may be as low as ten organisms, which assists the
rapid dissemination of infection as a result of faecal contamination
of the environment. Most cases of infection are relatively mild and
require simple supportive therapy, but severe cases can be fatal if
appropriate antibiotics are not provided. It is important that the
causative organisms are identified accurately and as rapidly as
possible to enable the judicious provision of antibiotic therapy,
essential to minimise the prevalence of strains with multiple
antibiotic resistance and to control outbreaks of disease®.

Shigella strains are classified into four species, Shigella boydii,
Shigella dysenteriae, Shigella flexneri and Shigella sonnei. The
classification may be achieved by serological tests on the basis of
cell-associated O-antigens, according to which the species may
be further subdivided into serological types. Wellcolex Colour
Shigella provides a rapid simple serological procedure for species
identification of the majority of Shigella serotypes encountered
in clinical bacteriology.

3. PRINCIPLE OF THE PROCEDURE

In Wellcolex Colour Shigella, a suspension of bacteria is reacted
with two test reagents, each consisting of a mixture of red and blue
latex particles. Each coloured latex is coated with antibody specific
for a different Shigella species. In the presence of homologous
antigen one of the colours in a mixture will agglutinate, and the
identity of the antigen is indicated by the colour of the aggregated
particles with a contrasting change in the colour of the background.
Each combination is easily distinguished from the others and from
a negative result in which the particles remain in smooth purple
suspension, and the occasional non-specific result in which all
the particles agglutinate into purple aggregates against a cleared
background.

4. REAGENTS
KIT CONTENTS

N/ 50 (z¢51/R30858401)
1 dropper bottle (white cap)

WELLCOLEX COLOUR SHIGELLA

e Latex Reagent 1

¢ Latex Reagent 2 1 dropper bottle (white cap)

e Red Positive Control 1 dropper bottle (red cap)

Blue Positive Control 1 dropper bottle (blue cap)

¢ Disposable Sampling Sticks 2 bundles
¢ Disposable Reaction Cards 1 pack

¢ Disposable Sample Dispensers 2 packs

¢ Disposable Suspension Tubes 1 pack

e Instructions for Use 1

¢ Reading Guide 1

5. DESCRIPTION, PREPARATION FOR
RECOMMENDED STORAGE CONDITIONS

See also Warnings and Precautions

A d

Unless otherwise stated, all components should be stored at 2
to 8°C, under which condition they will retain activity until the
expiry date of the kit.

LATEX
REAGENT

USE AND

Latex Reagent 1

One dropper bottle containing a purple
suspension of polystyrene latex particles
in buffer containing 0.05% Bronidox®
preservative. The latex particles are coated
with rabbit antibody with the following

specificity:

Red Latex Shigella sonnei
(forms | & Il)

Blue Latex  Shigella flexneri

(types 1to 6, X & Y)
Latex Reagent 2

2
REAGEN One dropper bottle containing a purple
suspension of polystyrene latex particles
in buffer containing 0.05% Bronidox”
preservative. The latex particles are coated

with rabbit antibody with the following

specificity:

Red Latex Shigella dysenteriae
(types 1 to 12)

Blue Latex  Shigella boydii

(types 1 to 15)

Red Positive Control

[RED | CONTROL | + |

Contains killed bacterial suspension of
organisms representative of Shigella
sonnei and Shigella dysenteriae. Containing
0.05% Bronidox” and 0.5% formalin as
preservative.

BLUE [ CONTROL [+] Blue Positive Control

Contains killed bacterial suspension of
organisms representative of Shigella
flexneri and Shigella boydii. Containing
0.05% Bronidox” and 0.5% formalin as
preservative.

Once opened, reaction cards should be stored at room tempera-
ture (18 to 30°C).

6. WARNINGS AND PRECAUTIONS
For in vitro diagnostic use only. For professional use only.

Please refer to the Safety Data Sheet, available on the company
website, and the product labelling for information on potentially

Colony identification

Step 1 Dispense approximately 200 pl of saline into a Suspension
Tube. The Disposable Sample Dispenser which is graduated at
approximately 200 pl may be used.

hazardous components. Step 2 From an overnight culture pick one or two average-sized (1
to 2 mm) suspected Shigella colonies from the culture plate
In the event of malfunction do not use device using the flat end of a Sampling Stick and carefully emulsify
Any serious incident that has occurred in relation to the device the bacteria in the saline. With small colonies more will need
shall be reported to the manufacturer and the competent authority to be picked; the end of the Sampling Stick should be covered.
of the Member State in which the user and/or the patient is Discard the Sampling Stick for safe disposal.
established. Step 3 Resuspend Latex Reagents 1 and 2 by shaking vigorously for
6.1. HEALTH AND SAFETY INFORMATION a few seconds. Hold the bottle vertically and dispense one
free-falling drop of each Latex Reagent into a separate circle
6.1.1  In accordance with the principles of Good Laboratory on a flat Reaction Card. Burst any air bubbles with the end of
Practice, it is strongly recommended that all clinical a Sampling Stick.
specimens and materials should be handled as Step 4 Using a Disposable Sample Dispenser held vertically, transfer
potentially infectious and used with all necessary one free-falling drop (40 pl) of bacterial suspension to each of
precautions. Ideally, the procedure should be performed the two circles. Take care not to dispense air bubbles. Discard
in a suitable microbiological safety cabinet?. the Dispenser for safe disposal.
6.1.2 The Red and Blue Positive Controls contain 0.5% Step5 Using a Sampling Stick, mix the contents of each circle and
formalin which is classified per applicable European spread to cover the whole area of the circle. The same stick may
Union and UK Regulations as a sensitizer. The following be used for both circles and then discarded for safe disposal.
are the appropriate Hazard (H) and Precautionary (P)
statements. Step 6 Place the card on a suitable flat-bed rotator and run at
[FEBconTRoLT= 150 + 5 rpm for 2 minutes (see Analytical Precautions). Switch
[BLUE [conTRoL [£] H350 May cause cancer off and observe for agglutination without removing the card
DANGER |EuH208 Contains formaldehyde. May from the rotator.The c.ard should be viewed from directly above
produce an allergic reaction at a normal rea.dlr)g distance (25 to 35 cm frpm the eyes). Do
not use a magnifying lens. The patterns obtained are clear cut
P201 Obtain  special instructions and can be recognised easily under normal lighting conditions.
before use If there is any doubt about whether agglutination has occurred
P281 Use personal protective the test should be repeated using a 40 pl drop of saline. There
equipment as required should l?e no visible e?gglut|nat|on. This result should be used
as a basis for comparison.
P308+P313 | IF e)fposed .or concerr\ed‘ Get Step 7 Discard the used reaction circles for safe disposal. Ensure that
medical advice/ attention the Latex Reagents are returned to the refrigerator (2 to 8°C).
Restricted to professional users 9. RESULTS
6.1.3 Non-disposable  apparatus should be sterilised READING OF RESULTS
after use, by autoclaving for 15 minutes at 121°C; Refer to Wellcolex Colour Shigella Reading Guide.
disposables should be autoclaved or incinerated. .
Spillage of potentially infectious materials should Positive
be removed immediately with absorbent paper A colourchange occursin the reaction due to agglutination of one
tissue and the contaminated areas swabbed with an of the coloured latex suspensions in the mixture which causes
effective disinfectant. Materials used to clean spills, a contrasting change in the colour of the background. (Figures
including gloves, should be disposed of as potentially 1 and 2). Usually a single colour will agglutinate in one Latex
biohazardous waste. Do not autoclave materials Reagent, but with a mixed Shigella culture, both colours may
containing sodium hypochlorite. agglutinate in one Latex Reagent (in this event further isolation
6.1.4 Do not pipette by mouth. Wear disposable gloves, procedures should be 'u'ndertaker'l), o.r a' 5|'ngle colour in both
X X N 8 Reagents. These possibilities are easily discriminated. If the pattern
gowns and eye protection while handling specimens ) N I
A of reaction differs from that shown in Figures 1 and 2, the speed
and pgrformlng the assay. Wash hands thoroughly of the rotator should be checked and adjusted if necessary.
when finished. i
6.1.5 If any of the reagents come into contact with the skin or Negative
eyes, wash the area extensively by immediately rinsing Neither Latex Reagent agglutinates and the smooth purple
with plenty of water. appearance remains substantially unchanged throughout the test
6.1.6 Avoid ingestion of the reagents. (Figure 3). Note, however, that faint traces of granularity may be

6.2. ANALYTICAL PRECAUTIONS
6.2.1
6.2.2

Do not use the reagents beyond the stated expiry date.

Microbiological contamination of reagents must be
avoided as this may reduce the life of the product and
cause erroneous results.

Allow all reagents and samples to come to room
temperature (18 to 30°C) before use. Immediately
after use ensure bottles are tightly sealed and return to
fridge. Latex Reagents which show signs of aggregation
when dispensed for the first time may have been frozen
and should not be used.

Store Latex Reagents and Controls upright at 2 to 8°C.
After prolonged storage some aggregation or drying
around the top of the bottle may have occurred with
the Latex Reagents. Under these circumstances the
Latex Reagents should be shaken vigorously for a few
seconds until resuspension is complete.

Personnel with colour vision defects should be able
to see agglutination but may experience difficulty in
differentiating the colour reactions; if a problem is
encountered, reactions should be referred to someone
with normal colour vision.

Itis important to hold the dropper bottles vertically and
that the drop forms at the tip of the nozzle. If the nozzle
becomes wet, a drop of incorrect volume will form
around the end and not at the tip; if this occurs, dry the
nozzle before progressing.

6.2.7 Use of a flat-bed rotator is essential. For optimum
performance ensure that the rotator is level and has

been calibrated to run at 150 + 5 rpm.

Do not touch the reaction areas on the cards. It
is important to ensure that the Reaction Cards
lie completely flat on the rotator otherwise clear
agglutination patterns will not be seen.

Ensure that the Positive Controls are resuspended by
shaking or vortexing vigorously for ten seconds. DO NOT
vortex the Latex Reagents.

7. SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION OF
CULTURES

For details of specimen collection and preparation of cultures,
a standard textbook should be consulted***. The test may be
performed on non-lactose-fermenting colonies growing in primary
culture on selective media (for example MacConkey Agar, Hektoen
Enteric Agar or Xylose Lysine Deoxycholate Agar), in subculture
from enrichment broth on these media or in pure culture (for
example Nutrient Agar plates or slopes (slants)).

If it is necessary to confirm the results of the test, the bacterial
suspension used for the colour test may be subcultured
subsequently for further identification. The same suspension
may also be used for testing with Wellcolex Colour Salmonella
(2C50/R30858301).

8. PROCEDURE

MATERIALS PROVIDED

Wellcolex Colour Shigella ZC51/R30858401 contains sufficient
materials for 50 tests, see Kit Contents.

MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED
1.  0.85% sterile saline.

2. The test should be performed on a flat bed rotator with an
orbital diameter of 1.5 inches (38 mm)/1.25 inches (32 mm)
operating at approximately 150 rpom. The speed and orbital
diameter are critical to the performance of the assay.

No other materials or equipment are needed.
TEST PROCEDURE

CAUTION: Precautions appropriate to the handling of live cultures
should be taken while performing the test.

detected in negative patterns, depending on the visual acuity of
the operator.

Non-specific

All the particles agglutinate giving rise to purple clumps against
a cleared background (Figure 4). It is possible that some purple
clumps may develop in the presence of a positive or negative
reaction. If there has been a clear colour change in the test or if
the background remains uniformly purple, these purple clumps
should be ignored.

10. QUALITY CONTROL

Visual Inspection

The Latex Reagents should always be inspected for aggregation as
they are dropped onto the Reaction Card and if there is evidence of
clumping before addition of the bacterial suspension, that Reagent
should not be used.

Control Procedures

Quality control testing should be run with each shipment and new
kit lot number received. Each laboratory should follow their state
and local requirements.

Positive Control Procedure

Confirm the performance of the Latex Reagents using the Positive
Controls provided.

Step 1 Into 4 separate Reaction Circles, dispense 2 drops of Latex
Reagent 1 and 2 drops of Latex Reagent 2 (one drop per circle).

Step 2 Add one drop of each Positive Control to 2 of the Reaction Circles
(one containing Latex Reagent 1 and one containing Latex

Reagent 2).

Step 3 Mix the reagents using a separate Disposable Sampling Stick

for each Positive Control.

Step 4 Rotate the card at 150 £ 5 rpm for 2 minutes on a mechanical
rotator. After this time definitive agglutination should be visible
in all 4 Reaction Circles.

Step 5 Discard the used Reaction Card for safe disposal.

The colour of the agglutinated latex in Reagent 1 and Reagent
2 should correspond to the colour of the Positive Control (Blue
or Red).

Stock cultures of known Shigella species may be used in place of
the Positive Control.

Negative Control Procedure

Repeat the test procedure using saline instead of the test sample.
There should be no significant agglutination.

11. INTERPRETATION OF RESULTS

A positive result (coloured agglutination) indicates the presence
and at the same time identifies the species of Shigella in the
sample, as follows:

Colour of Reagent

Clumps Background 1 2

Red Blue Shigella Shigella
sonnei dysenteriae

Blue Pink Shigella Shigella
flexneri boydii

None Purple Negative

Purple Cleared Not interpretable (further
isolation procedures required)

The reagents will detect Shigella sonnei forms | and Il, Shigella
flexneri serotypes 1 to 6 and X and Y variants, Shigella
dysenteriae serotypes 1 to 12 and Shigellla boydii serotypes 1
to 15.

A negative result indicates that the organisms under the test do
not belong to the serotypes of Shigella species covered by the
reagents. If require they can be further characterised by alternative
procedures®*. Mixed growths of non-lactose fermenters are
frequently present in stool cultures, and if a negative result is
obtained it may be necessary to repeat the test on other selected

lactose-negative colonies before discarding the culture as negative.

If a non-specific reaction is obtained the result is not interpretable,
and alternative procedures for identification should be followed**.

12. LIMITATIONS OF THE PROCEDURE
12.1.

Wellcolex Colour Shigella will identify Shigella isolates to
the species level. If full serological identification of types
within the species is required, this may be performed
by alternative procedures; selection of the appropriate
antisera may be guided by the results of the Wellcolex
test.

12.2. The genus Shigella is closely related to other members
of the family Enterobacteriaceae, and many of the
somatic antigens are shared with organisms from other
species, particularly Escherichia coli, but including Hafnia
alvei, Plesiomonas shigelloides and other species. These
represent common antigens, not cross-reactions, and can

be differentiated on the basis of biochemical tests. Many,
but not all, ferment lactose.

12.3. Some strains of Shigella carry envelope antigens reported
to inhibit ‘O’ agglutination of suspensions. These have
not been encountered in trials of the Reagents, but if
necessary the envelope may be inactivated by heating
the suspension at 100°C for two hours?. If a biochemically
well-characterised isolate still fails to react with the
Reagents it may be sent to a reference laboratory for

investigation if required.

12.4. The quality of the agglutination pattern obtained is
dependent on the speed and orbital diameter of the

rotator and the use of a flat Reaction Card.

Before implementation of WGS (Whole Genome
Sequencing), Shigella flexneri belonging to ST1753 was
misidentified as Shigella boydii. This type of Shigella
flexneri has a mutation which means that the S. flexneri
O-antigen is not expressed meaning the serology for
S. flexneri in this instance is falsely negative’.

13. EXPECTED RESULTS

12.5.

Strains belonging to the common serotypes of S. sonnei, S. flexneri,
S. dysenteriae and S. boydii will give a red or blue agglutination with
the corresponding component of Latex Reagent 1 or 2.

14. SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS

External Evaluation

A multicentre study, involving one Public Health Laboratory in
the UK, three hospital laboratories in the USA, two in the Arabian
Peninsula and three in South East Asia, was performed to evaluate
Wellcolex Colour Shigella on routine cultures®.

Each laboratory performed tests on one or more of the following
samples from each faecal specimen.

1. Lactose negative colonies direct from primary selective-
differential agar plates (MacConkey, XLD, DCA, SS and
Hektoen).

2. Lactose negative colonies direct from enrichment broth
subcultures on selective-differential agar plates.

3. Pure subcultures of lactose negative colonies on nutrient
agar.

A rotator was used throughout. The results are shown in Table 1.

The performance of Wellcolex Colour Shigella was determined
by comparison with results of traditional bacteriological analysis
of the samples.

In this study the sensitivity of Wellcolex Colour Shigella from
primary plate cultures was 98.9% (88/89), 100% (58/58) from
enrichment broth subcultures and 100% (299/299) from pure
cultures. (See Table 1).

The specificity of Wellcolex Colour Shigella in this study was
99.4% (521/524) from primary plate cultures, 100% (320/320)
from enrichment broth subcultures and 95.2% (60/63) from pure
cultures.

The predictive value of a positive result from plate cultures was
98.7% (445/451) and of a negative result 99.9% (901/902).

The incidence of Shigella in the samples studied was 33.0%
(446/1353).

The occurrence of non-specific reactions with Wellcolex Colour
Shigella was 3.0% (19/632) for primary plate cultures, 1.8%
(7/385) for enrichment broth subcultures and 2.1% (8/385) for
pure cultures. These samples have been excluded from Table 1.

Other organisms tested, and found to be negative, with
Wellcolex Colour Shigella included Escherichia coli, Proteus spp.,
Salmonella spp., Campylobacter jejuni, Enterobacter spp. and
Citrobacter freundii.

Additionally, 208 Shigella reference cultures, which included up to
five strains from each of the serotypes of each species of Shigella,
were tested in an independent study®. Wellcolex Colour Shigella
correctly identified 195 cultures and gave an expected negative
result with 13 isolates of Shigella boydii serotypes 16 to 18.

NOTE: Consult the scientific literature for further details of
serological biochemical test procedures for the identification of
Shigella.

Table 1
Identification of Shigella from Plate Cultures

Wellcolex Routine Result Total

schci’lgtljlg Positive® | Negative

Result
Primary Positive 88 3be 91
Culture Negative 14 521 522
Subculture Positive 58 0 58
From Broth Negative 0 3200 | 320
Pure Positive 299 3bf 302
Subculture Negative 0 60 60
Total 446 9078 1353

@ 33 Shigella boydii, 15 Shigella dysenteriae, 247 Shigella flexneri
and 151 Shigella sonnei

5 2 Plesiomonas shigelloides (1 Shigella boydii and 1 Shigella
sonnei reaction)

¢ Hafnia alvei (Shigella boydii reaction)
4 Shigella sonnei

¢ includes 7 cultures where Shigella was isolated from primary
culture plate only

' Escherichia coli (Shigella dysenteriae reaction)
& includes Escherichia coli, Proteus spp., Salmonella spp.,
Campylobacter jejuni, Enterobacter spp. and Citrobacter freundii

Please note: This study was carried out prior to implementation
of WGS (Whole Genome Sequencing). Refer to limitations of the
procedure (12.5)
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1. URCENE POUZITI

Wellcolex™ Colour Shigella je kvalitativni latexovy aglutina¢ni test
pro detekci a druhovou identifikaci izolatl Shigella pfitomnych
na pevnych kultivaénich médiich. PouZivd se v diagnostickém
pracovnim postupu jako pomticka pro Iékafe pfi vybéru moznosti
1é¢by u pacient(l s podezienim na bakteridlni infekci. Tento
prostfedek neni automatizovany, je ur¢en pouze pro profesionalni
pouZziti. Nepredstavuje doprovodnou diagnostiku.

Urceno pouze pro diagnostické poutZiti in vitro.
2. SOUHRN A VYSVETLENI TESTU

Organismy rodu Shigella zpGsobuji bacilarni Uplavici, jedno
z nejcastéjsich prajmovych onemocnéni na celém svété. Priznaky,
mezi néZ patfi akutni bolest bficha a krvavy prujem, jsou spojeny
sinvazi organismu do Zaludecni sliznice, dalsi systémova penetrace
ale neni obvykla. Infekéni dévka maze byt pouhych deset
organismU, coZz napomaha rychlému Sifeni infekce v dasledku
fekdlni kontaminace prostiedi. Vétsina pfipadd infekce je relativné
mirnd a vyzaduje jednoduchou podptirnou lécbu, ale tézké pripady
mohou byt smrtelné, pokud nejsou podana vhodna antibiotika. Je
dulezité, aby plvodci onemocnéni byli identifikovéni pfesné a co
nejrychleji, aby bylo moiné uvazlivé nasadit antibiotickou lé¢bu,
ktera je nezbytna pro minimalizaci vyskytu kmen( s mnohocetnou
rezistenci na antibiotika a pro kontrolu ohnisek onemocnéni.®

Kmeny Shigella se déli na Ctyfi druhy: Shigella boydii, Shigella
dysenteriae, Shigella flexneri a Shigella sonnei. Klasifikace mize byt
provedena sérologickymi testy na zékladé O-antigen( asociovanych
s burikami, podle nichZ Ize druhy dale rozdélit na sérologické typy.
Souprava Wellcolex Colour Shigella poskytuje rychly jednoduchy
sérologicky postup pro druhovou identifikaci vétsiny sérotypu
Shigella, které se vyskytuji v klinické bakteriologii.

3. PRINCIP POSTUPU

V soupravé Wellcolex Colour Shigella reaguje suspenze bakterii
se dvéma testovacimi ¢inidly, z nichZ kazdé se sklada ze smési
cervenych a modrych latexovych castic. Kazdy barevny latex je
potazen protilatkou specifickou pro jiny druh Shigella. V pfitomnosti
homologniho antigenu dojde k aglutinaci jedné z barev ve smési
a identita antigenu je indikovana barvou agregovanych ¢astic
s kontrastni zménou barvy pozadi. Kazdou kombinaci Ize snadno
odlisit od ostatnich a od negativniho vysledku, kdy ¢astice zGstavaji
v hladké purpurové suspenzi, a od pfileZitostného nespecifického
vysledku, kdy vSechny ¢éstice aglutinuji do purpurovych agregatu
na vyjasnéném pozadi.

4. CINIDLA
OBSAH SOUPRAVY

N/ 50 (z¢51/R30858401)

1 lahvicka s kapatkem
(bily uzavér)

WELLCOLEX COLOUR SHIGELLA

Latexové Cinidlo 1

Latexové Cinidlo 2 1 lahvicka s kapatkem

(bily uzavér)

Cervend pozitivni kontrola 1 lahvicka s kapatkem

(Cerveny uzaveér)

Modrd pozitivni kontrola 1 lahvi¢ka s kapatkem

(modry uzavér)

¢ Jednordzové vzorkovaci tycinky 2 svazky
¢ Jednorazové reakéni karty 1 baleni
¢ Jednorazové davkovace vzorkl 2 baleni
¢ Jednorazové suspenzni zkumavky 1 baleni
¢ Navod k pouZiti 1
e Prlvodce odecitanim 1

5. POPIS, PRIPRAVA K POUZITi A DOPORUCENE PODMINKY
SKLADOVANI

Viz také ¢ast Varovani a bezpecnostni opatfeni

A d

Pokud neni uvedeno jinak, mély by byt vSechny slozky skladovany
priteploté 2 az 8 °C, za téchto podminek si zachovaji aktivitu az do
data exspirace soupravy.

LATEX Latexové cinidlo 1

REAGENT n

Jedna lahvic¢ka s kapatkem obsahujici
purpurovou suspenzi polystyrenovych
latexovych ¢éstic v pufru obsahujicim
0,05 % konzervacdni latky Bronidox™.
Latexové castice jsou potazeny kralici
protilatkou s ndsledujici specifi¢nosti:

Cerveny latex  Shigella sonnei

(formy lall)

Modry latex Shigella flexneri

(typy 1az6,Xay)

g Latexové cinidlo 2

REAGEN

Jedna lahvic¢ka s kapatkem obsahujici
purpurovou suspenzi polystyrenovych
latexovych ¢éstic v pufru obsahujicim
0,05 % konzervacni latky Bronidox™.
Latexové castice jsou potazeny kralici
protilatkou s nésledujici specifi¢nosti:

Cerveny latex  Shigella dysenteriae
(typy 1 az 12)
Shigella boydii
(typy 1 az 15)

Cervena pozitivni kontrola

Modry latex

[ RED [ CONTROL [ + |

Obsahuje suspenzi usmrcenych bakterif
reprezentativnich pro Shigella sonnei
a Shigella dysenteriae. Obsahuje 0,05 %
Bronidoxu™ a 0,5 % formalinu jako
konzervacni latku.

BLUE [ CONTROL [+] Modra pozitivni kontrola

Obsahuje suspenzi usmrcenych bakterif
reprezentativnich pro Shigella flexneri
a Shigella boydii. Obsahuje 0,05 %
Bronidoxu™ a 0,5 % formalinu jako
konzervacni latku.

Po otevieni by se reakéni karty mély skladovat pfi teploté mistnosti
(18 a% 30 °C).

6. VAROVANI A BEZPECNOSTNi OPATRENI

Urceno pouze pro diagnostické pouZiti in vitro. UrCeno pouze
pro profesionalni pouZiti.

Informace o potencidlné nebezpecnych slozkdch naleznete
v bezpecnostnim listu, ktery je k dispozici na webovych strankach
spoleénosti, a na etiketé produktu.

V pfipadé poruchy prostfedek nepouZivejte.

V3echny zdvazné incidenty, které se vyskytnou v souvislosti s timto
prostiedkem, se museji nahlasit vyrobci a pfislusSnému organu
Clenského statu, ve kterém je uZivatel a/nebo pacient usazen.

6.1. INFORMACE O OCHRANE ZDRAVi A BEZPECNOSTI

6.1.1 V souladu se zasadami spravné laboratorni praxe
se dlirazné doporucuje, aby se vSemi klinickymi
vzorky a materialy bylo zachazeno jako s potencialné
infekénimi a aby byly pouZivany s veskerymi nezbytnymi
bezpecnostnimi opatfenimi. V idedlnim pripadé by
mél byt postup provadén ve vhodné mikrobiologické
bezpecnostni skini.t

Cervend a modréa pozitivni kontrola obsahuji 0,5 %
formalinu, ktery je podle platnych predpist Evropské unie
a Spojeného kralovstvi klasifikovan jako senzibilizator.
Nasleduji pfislusné standardni véty o nebezpecnosti (H)
a pokyny pro bezpec¢né zachazeni (P).

oy :
[BIDE[conmoL %] H350 Mize vyvolat rakovinu.
NEBEZPEC| | EUH208 Obsahuje formaldehyd. Muze
vyvolat alergickou reakci.
P201 Pfed pouZitim si obstarejte
specidlni instrukce.
P281 Podle potieby pouZivejte osobni
ochranné prostredky.
P308+P313 | PRI expozici nebo podezfeni
na ni: Vyhledejte Iékarskou
pomoc/osetieni.
Vyhrazeno pro profesiondlni
uZivatele.
6.1.3 Prostfedky, které nejsou urceny k jednordzovému

pouziti, by mély byt po pouziti sterilizovdny
autoklavovanim po dobu 15 minut pfi teploté 121 °C;
prostfedky na jedno pouZziti by mély byt autoklavovény
nebo spaleny. Uniklé materidly potencidlné infekcni
povahy by mély byt okamZzité odstranény pomoci
savého papirového ubrousku a kontaminovana mista by
méla byt potfena ucinnym dezinfekénim prostfedkem.
Materidly pouzité k ¢isténi uniklych materidlQ, véetné
rukavic, by mély byt likvidovany jako biologicky
potencidlné nebezpeény odpad. Materidly s obsahem
chlornanu sodného neautoklavujte.

6.1.4 Nepipetujte Usty. Pfi manipulaci se vzorky a provadéni
testu pouZivejte jednorazové rukavice, plasté a ochranu
odi. Po dokonéeni si dikladné umyijte ruce.

6.1.5 Pokud se nékteré z Cinidel dostane do kontaktu s k{zi
nebo zasahne o¢i, dikladné omyjte misto okamzitym
oplachnutim velkym mnoZstvim vody.

6.1.6 Vyvaruijte se poziti ¢inidel.

6.2. ANALYTICKA BEZPECNOSTNI OPATRENI
6.2.1
6.2.2

Cinidla nepouzivejte po uplynuti data exspirace.

Je tfeba zabréanit mikrobiologické kontaminaci Cinidel,
ktera mulze zkratit Zivotnost produktu a zapficinit
chybné vysledky.

Pfed pouzitim nechte vSechna C(cinidla a vzorky
vytemperovat na teplotu mistnosti (18 az 30 °C). Ihned
po pouZiti se ujistéte, Ze jsou lahvicky pevné uzavieny,
a vratte je do chladni¢ky. Latexova €inidla, ktera pfi
prvnim davkovani vykazuji zndmky agregace, mohla byt
zmrazena a neméla by se pouZivat.

Latexova cinidla a kontroly skladujte ve svislé poloze
pfi teploté 2 az 8 °C. Po delSim skladovéni mize dojit
k uréitému shlukovani — agregaci nebo vysychani kolem
horni ¢asti lahvicky s latexovymi Cinidly. Za téchto
okolnosti je tfeba latexova ¢inidla nékolik sekund silné
protfepavat, dokud nedojde k jejich resuspendovani.

Pracovnici s vadami barevného vidéni by méli byt
schopni aglutinaci vidét, ale mohou mit potize
s rozlisenim barevnych reakci; pokud se vyskytne
problém, méli by byt reakce preddny osobé s normalnim
barevnym vidénim.

Je duleZité drzet lahvicky s kapatkem ve svislé poloze
a dbat na to, aby se kapka vytvorila na Spicce trysky.
Pokud se tryska namoci, vytvofi se kapka nespravného
objemu kolem zakonceni, nikoliv na S3picce; pokud
k tomu dojde, pfed zpracovanim trysku vysuste.

6.2.7 Je nutné pouZivat rotator s plochym loZzem. Pro dosazeni
optimalniho vykonu se ujistéte, Ze je rotator v roviné

a Ze byl kalibrovan na 150 + 5 otacek za minutu.

Nedotykejte se reakénich oblasti na kartdch. Je dllezité
zajistit, aby reakéni karty leZely na rotétoru zcela rovné,
jinak nebudou vidét jasné aglutinacni vzorce.

6.2.9 Intenzivnim protfepavanim nebo vifenim po dobu
deseti sekund se ujistéte, Ze jsou pozitivni kontroly

resuspendovany. Latexové ¢inidlo NEVORTEXUJTE.
7. ODBER VZORKU A PRiIPRAVA KULTUR

Podrobnosti o odbéru vzorkd a pripravé kultur lze nalézt
ve standardnim manualu.>** Test lze provadét na koloniich
nefermentujicich laktézu, které rostou v primarni kultufe na
selektivnich médiich (napfiklad MacConkeylv agar, Hektoen
entericky agar nebo xylose-lysin-deoxycholat agar), v subkulture
z z2ivného bujonu na téchto médiich nebo v Cisté kulture (napfiklad
na plotnach Zivného agaru nebo na Sikmém agaru).

Pokud je nutné potvrdit vysledky testu, mize byt bakteridlni
suspenze pouzitd pro barevny test nasledné subkultivovana pro
dalsiidentifikaci. Stejnou suspenzi lze pouZit také k testovani pomoci
prostfedku Wellcolex Colour Salmonella (ZC50/R30858301).

8. POSTUP
DODAVANE MATERIALY

Souprava Wellcolex Colour Shigella ZC51/R30858401 obsahuje
dostate¢né mnozstvi materialu pro 50 testd, viz Obsah sady.

POTREBNE MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTI DODAVKY
1. 0,85% sterilni fyziologicky roztok.

2. Test by se mél provddét na rotdtoru s plochym loZzem
o priméru obézného kola 1,5 palce (38 mm) / 1,25 palce
(32 mm), ktery pracuje pfi priblizné 150 otackach za minutu.
Otacky a primér obéiného kola jsou pro provedeni testu
rozhodujici.

Zadné dalsi materidly ani vybaveni nejsou potteba.

POSTUP STANOVEN(

UPOZORNENI: Pi provadéni testu je tfeba dodrzovat bezpec¢nostni
opatfeni vhodnd pro manipulaci s Zivymi kulturami.

Identifikace kolonii

Krok1 Do suspenzni zkumavky nadéavkujte priblizné 200 pl
fyziologického roztoku. Lze pouZit jednorazovy davkovac
vzorkd, ktery je odstupriovan po pfiblizné 200 pl.

Krok 2 Z kultury narostlé pfes noc vyberte jednu nebo dvé primérné
velké (1 az 2 mm) kolonie s podezienim na Shigella z kultivacni
desticky. PouZijte k tomu plochy konec vzorkovaci tycinky
a bakterie opatrné emulgujte ve fyziologickém roztoku.
U malych kolonii je tfeba odebrat vice vzork; konec vzorkovaci
tycinky by mél byt pokryty. Vzorkovaci tyéinku vyhodte
a bezpecné zlikvidujte.

Krok 3 Latexova cinidla 1 a 2 resuspendujte silnym protfepavanim
po dobu nékolika sekund. Lahvicku drzte ve svislé poloze
a naddvkujte jednu volné padajici kapku kazdého latexového
Cinidla do samostatného kruhu na ploché reakéni karté. Koncem

vzorkovaci ty¢inky rozruste vSechny vzduchové bubliny.

Krok 4 Pomoci jednordzového dévkovace vzorkd, ktery drzite ve
svislé poloze, pfeneste jednu volné padajici kapku (40 pl)
bakterialni suspenze do kazdého ze dvou kruh(. Dbejte na to,
aby se nenadavkovaly vzduchové bubliny. Davkova¢ vyhodte
a bezpecné zlikvidujte.

Krok 5 Pomoci vzorkovaci tycinky promichejte obsah kazdého kruhu
a rozetfete jej tak, aby pokryl celou plochu kruhu. Stejnou
tycinku Ize pouzit pro oba kruhy; poté ji bezpecné zlikvidujte.
Krok 6 Umistéte kartu na vhodny rotédtor s plochym lozem a spustte jej
pfi 150 % 5 otdckdch za minutu po dobu 2 minut (viz Analyticka
bezpecnostni opatieni). Vypnéte, a aniz byste vyjmuli kartu
zrotatoru, pozorujte, zda nedochazi k aglutinaci. Kartu je tieba
sledovat pfimo shora z bézné vzdélenosti pro odedet (25 az
35 c¢m od oci). Nepouzivejte lupu. Ziskané vzory jsou zietelné
a lze je snadno rozpoznat za béznych svételnych podminek.
V pfipadé pochybnosti, zda doslo k aglutinaci, je tieba test
opakovat s pouzitim 40ul kapky fyziologického roztoku. Neméla
by byt patrnd zadnd aglutinace. Tento vysledek by mél slouzit
jako zaklad pro srovnani.

Krok 7 PouZité reakéni kruhy bezpecné zlikvidujte. Zajistéte, aby se
latexova cinidla vratila do chladnicky (2 az 8 °C).

9. VYSLEDKY
ODECET VYSLEDKU

Viz privodce odecitanim pro soupravu Wellcolex Colour Shigella.

Pozitivni

V reakci dochazi ke zméné barvy v disledku aglutinace jedné
z barevnych latexovych suspenzi ve smési, coz zplisobuje kontrastni
zménu barvy pozadi. (obrazky 1 a 2). Obvykle aglutinuje jedna barva
v jednom latexovém cinidle, ale u smiSené kultury Shigella mohou
aglutinovat obé barvy v jednom latexovém Ccinidle (v takovém
pFipadé je tfeba provést dalsi izolaéni postupy) nebo jedna barva
v obou cinidlech. Tyto mozZnosti Ize snadno rozlisit. Pokud se
prubéh reakce lisi od reakce zndzornéné na obrazcich 1 a 2, je
tfeba zkontrolovat a pfipadné upravit otacky rotatoru.

Negativni

Z4dné z latexovych ¢inidel neaglutinuje a hladky purpurovy vzhled
zUstava po celou dobu testu v podstaté nezménén (obrazek 3).
Méjte vSak na paméti, Ze v zavislosti na ostrosti zraku operatora
mohou byt v negativnich vzorcich detekovany slabé stopy zrnitosti.
Nespecifické

Vsechny castice aglutinuji a vytvéreji purpurové shluky na
vyjasnéném pozadi (obrazek 4). Je mozné, Ze v pfipadé pozitivni
nebo negativni reakce se mohou vytvofit purpurové shluky. Pokud
v testu doslo ke zietelné zméné barvy nebo pokud pozadi zGstava
rovnomeérné purpurové, je tfreba tyto purpurové shluky ignorovat.

10. KONTROLA KVALITY

Vizualni kontrola

Latexova cinidla by se méla vidy po nakapani na reakéni kartu
zkontrolovat, zda se neshlukuji, a pokud se pfed pfidanim vzorku
bakterialni suspenze objevi znamky shlukovéni, dané ¢inidlo by
se nemélo pouZzivat.

Kontrolni postupy

Testy kontroly kvality by mély byt provadény s kazdou dodavkou
a novym Cislem SarZe soupravy. Kazda laboratof by se méla Fidit
prislusnymi statnimi a mistnimi poZadavky.

Postup s pozitivni kontrolou

Utinnost latexovych &inidel ovéfujte pomoci dodanych pozitivnich
kontrol.

Krok1 Do 4 oddélenych reakénich kruhd nadavkujte 2 kapky
latexového Cinidla 1 a 2 kapky latexového ¢inidla 2 (jednu kapku
do kazdého kruhu).

Pridejte jednu kapku kazdé pozitivni kontroly do 2 z reakénich
kruht (jeden obsahuje latexové ¢inidlo 1 a druhy latexové
¢inidlo 2).

Smichejte ¢inidla pomoci samostatné jednorazové vzorkovaci
tycinky pro kazdou pozitivni kontrolu.

Krok 2

Krok 3

Krok 4 Otacejte kartu rychlosti 150 + 5 otac¢ek za minutu po dobu

2 minut na mechanickém rotatoru. Po této dobé by méla byt
ve viech 4 reakénich kruzich viditelna definitivni aglutinace.

Krok 5 Pouzitou reakéni kartu vyhodte a bezpecné zlikvidujte.

Barva aglutinovaného latexu v ¢inidle 1 a ¢inidle 2 by méla
odpovidat barvé pozitivni kontroly (modra nebo cervena).

Misto pozitivni kontroly lze pouZit zdsobni kultury znamych
druht Shigella.

Postup s negativni kontrolou

Zopakujte postup testu s pouzitim fyziologického roztoku misto
testovaného vzorku. Neméla by byt patrna zadna vyznamna
aglutinace.

11. INTERPRETACE VYSLEDKU

Pozitivni vysledek (barevna aglutinace) indikuje pfitomnost
a zéroven identifikuje druh Shigella ve vzorku, a to ndsledovné:

Barva Cinidlo
Shluky Pozadi 1 2
Cervené Modré Shigella Shigella
sonnei dysenteriae
Modré RGZové Shigella Shigella
flexneri boydii
Zadné Purpurové Negativni
Purpurové Ciré Nelze interpretovat
(nutné dalsi izola¢ni postupy)

Cinidla detekuji Shigella sonnei formy | a Il, Shigella flexneri
sérotypy 1 aZz 6 a varianty X a Y, Shigella dysenteriae sérotypy
1az 12 a Shigellla boydii sérotypy 1 az 15.

Negativni vysledek znamena, Ze testované organismy nepatfi
k sérotyptm druhG Shigella, které Cinidla pokryvaji. V pfipadé
potieby je lze dale charakterizovat alternativnimi postupy.®*
V kulturdch stolice se ¢asto vyskytuji smisené narusty nelaktézovych
fermentor(, a pokud je ziskdn negativni vysledek, mGze byt nutné,

neZ se kultura vyradi jako negativni, test opakovat na dalsich
vybranych koloniich negativnich na laktézu.

Pokud je ziskdna nespecifickd reakce, vysledek nenf
interpretovatelny a je tfeba poufZit alternativni postupy pro
identifikaci.>*

12. OMEZENI POSTUPU
12.1.

Souprava Wellcolex Colour Shigellaumoznujeidentifikovat
izolaty Shigella az na Groveri druht. Pokud je pozadovana
Uplna sérologicka identifikace typl v rdmci druhu, Ize ji
provést alternativnimi postupy; vybér vhodnych antisér
se mlze fidit vysledky testu Wellcolex.

12.2. Rod Shigella je Uzce pfibuzny s ostatnimi ¢leny celedi
Enterobacteriaceae a mnoho somatickych antigent sdili
s organismy jinych druhd, zejména s Escherichia coli, ale
také s Hafnia alvei, Plesiomonas shigelloides a dalSimi
druhy. Ty pfedstavuji spole¢né antigeny, nikoli zkFizené
reakce, a lze je rozlisit na zékladé biochemickych testd.
Mnohé z nich, ale ne vSechny, fermentuji laktézu.

12.3. Nékteré kmeny Shigella nesou obalové antigeny, o nichz
se uvadi, Ze inhibuji aglutinaci suspenzi 0. Pfi zkouskach
¢inidel se s nimi nesetkdvdme, ale v pfipadé potreby lze
obalovy antigen inaktivovat zahratim suspenze na teplotu
100 °C po dobu dvou hodin.? Pokud biochemicky dobfe
charakterizovany izolat presto s Cinidly nereaguje, miize
byt v pfipadé potfeby odeslan k vysetieni do referencni
laboratore.

12.4. Kvalita ziskaného aglutinaéniho vzorce zavisi na rychlosti
a priméru obézného kola rotatoru a na pouziti ploché

reakéni karty.

Pfed zavedenim sekvenovani celého genomu (WGS)
byvala Shigella flexneri patfici do ST1753 chybné
identifikovdna jako Shigella boydii. Tento typ Shigella
flexneri ma mutaci, kterd znamena, Ze antigen O S. flexneri
neni exprimovan, coz znamena, Ze sérologie pro S. flexneri
je vtomto pripadé falesné negativni.’

13. OCEKAVANE VYSLEDKY

Kmeny patfici k béZnym sérotyptm S. sonnei, S. flexneri,
S. dysenteriae a S. boydii budou poskytovat ¢ervenou nebo modrou
aglutinaci s odpovidajici slozkou latexového Cinidla 1 nebo 2.

14. SPECIFICKE PRACOVNI CHARAKTERISTIKY

Externi hodnoceni

Byla provedena multicentrickd studie, do které se zapojila
jedna laboratof verejného zdravi ve Spojeném kralovstvi, tFi
nemocnicni laboratore v USA, dvé na Arabském poloostroveé a tfi
v jihovychodni Asii, ktera hodnotila prostfedek Wellcolex Colour
Shigella u rutinnich kultur.®

Kazdd laboratof provedla testy jednoho nebo vice nasledujicich
vzork( z kazdého vzorku vykal(.

1. Kolonie negativni na laktézu pfimo z primarnich selektivné-
diferenciacnich agarovych ploten (MacConkey, XLD, DCA,
SS a Hektoen).

2. Kolonie negativni na laktozu pfimo ze subkultur ze Zivného
bujénu na selektivné-diferenciacnich agarovych plotnach.

3. Cisté subkultury kolonii negativnich na laktdzu na Zivném agaru.
Pokazdé byl pouzivan rotator. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 1.

Pracovni charakteristiky prostfedku Wellcolex Colour Shigella byly
stanoveny porovndnim s vysledky tradi¢nich bakteriologickych
analyz na vzorcich.

V této studii byla citlivost prostfedku Wellcolex Colour Shigella
z primarnich desti¢kovych kultur 98,9 % (88/89), 100 % (58/58)
ze subkultur Zivného bujénu a 100 % (299/299) z &istych kultur
(viz tabulka 1).

Specifi¢nost prostfedku Wellcolex Colour Shigella v této studii byla
99,4 % (521/524) z primarnich desti¢kovych kultur, 100 % (320/320)
ze subkultur Zivného bujénu a 95,2 % (60/63) z Cistych kultur.

Prediktivni hodnota pozitivniho vysledku kultivace z desti¢ek byla
98,7 % (445/451) a negativniho vysledku 99,9 % (901/902).

Vyskyt Shigella ve studovanych vzorcich byla 33,0 % (446/1353).

Vyskyt nespecifickych reakci s prostfredkem Wellcolex Colour
Shigella byl 3,0 % (19/632) u primarnich desti¢kovych kultur, 1,8 %
(7/385) u subkultur Zivného bujénu a 2,1 % (8/385) u Cistych kultur.
Tyto vzorky byly z tabulky 1 vyfazeny.

Mezi dalsi organismy testované pomoci prostfedku Wellcolex
Colour Shigella, které byly negativni, patfily Escherichia coli, Proteus
spp., Salmonella spp., Campylobacter jejuni, Enterobacter spp. a
Citrobacter freundii.

Kromé toho bylo v nezdvislé studii testovdno 208 referencnich
kultur Shigella, které zahrnovaly aZ pét kmend od kazdého sérotypu
kazdého druhu Shigella.® Souprava Wellcolex Colour Shigella
spravné identifikovala 195 kultur a poskytla ocekavany negativni
vysledek u 13 izol4tl Shigella boydii sérotypl 16 az 18.

POZNAMKA: Dalsi podrobnosti o sérologickych biochemickych
testech pro identifikaci Shigella najdete v odborné literature.

Tabulka 1
Identifikace Shigella z destickovych kultur

Vysledek ze Rutinni vysledek Celkem
soupravy Pozitivni* | Negativni
Wellcolex
Colour
Shigella
Primarni Pozitivni 88 3be 91
kultura Negativni 14 521 522
Subkultury Pozitivni 58 0 58
zbujonu Negativni 0 320° 320
Cista Pozitivni 299 3bf 302
subkultura [ o ativni 0 60 60
Celkem 446 907¢ 1353

2 33 Shigella boydii, 15 Shigella dysenteriae, 247 Shigella flexneri
a 151 Shigella sonnei

2 Plesiomonas shigelloides (1 Shigella boydii a 1 reakce
Shigella sonnei)

¢ Hafnia alvei (reakce Shigella boydii)
Shigella sonnei

¢ Zahrnuje 7 kultur, kde Shigella byla izolovana pouze z primarni
kultivacni desticky

Escherichia coli (reakce Shigella dysenteriae)

& Zahrnuje Escherichia coli, Proteus spp., Salmonella spp.,
Campylobacter jejuni, Enterobacter spp. a Citrobacter freundii

Upozornéni: Tato studie byla provedena pred zavedenim
sekvenovdni celého genomu (WGS). Viz omezeni postupu (12.5).
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1. ANWENDUNGSBEREICH

Der Wellcolex™ Colour Shigella ist ein qualitativer Latex-
Objekttrager-Agglutinationstest zum Nachweis und zur
Speziesidentifikation von Shigella-1solaten auf festen
Kulturmedien. Der Test unterstitzt Kliniker im diagnostischen
Arbeitsablauf bei der Auswahl von Behandlungsoptionen fiir
Patienten mit Verdacht auf bakterielle Infektionen. Das Gerat
ist nicht automatisiert, darf nur durch Fachpersonal verwendet
werden und ist kein Begleitdiagnostikum.

In-vitro-Diagnostikum.
2. ZUSAMMENFASSUNG UND ERLAUTERUNG

Organismen der Gattung Shigella verursachen bakterielle
Dysenterie, eine der weltweit am haufigsten vorkommenden
Durchfallerkrankungen. Die Symptome, zu denen akute abdominale
Schmerzen und blutige Diarrhoe gehéren, sind auf das Eindringen
der Organismen in die Magenschleimhaut zuriickzufihren. Die
Organismen dringen jedoch selten weiter in das Organsystem ein.
Die geringe Dosis von nur 10 Organismen kann bereits infektios sein
und zu einer schnellen Verbreitung der Infektion aufgrund einer
fakalen Kontamination der Umwelt fihren. In den meisten Fallen
verlauft die Infektion relativ leicht und kann mit einer einfachen
unterstltzenden Therapie behandelt werden. In schweren Fallen
kann die Infektion jedoch todlich sein, wenn keine geeigneten
Antibiotika verabreicht werden. Die Erregerorganismen missen
genauestens und so schnell wie moglich identifiziert werden,
damit eine angemessene Antibiotika-Therapie ermoglicht werden
kann, um somit die Pravalenz von Bakterienstammen, die gegen
mehrere Antibiotika resistent sind, moglichst gering zu halten und
den Ausbruch einer Epidemie zu verhindern.®

Shigella-Stamme werden in 4 Spezies unterteilt: Shigella boydii,
Shigella dysenteriae, Shigella flexneri und Shigella sonnei. Die
Einteilung kann mit Hilfe von serologischen Tests auf der Grundlage
von zellverwandten O-Antigenen erfolgen. Dementsprechend
kénnen die Spezies weiter in Serotypen unterteilt werden.
Der Wellcolex Colour Shigella ist ein schnelles und einfaches
serologisches Verfahren zur Speziesidentifikation der meisten in
der klinischen Bakteriologie vorkommenden Shigella-Serotypen.

3. TESTPRINZIP

Beim Wellcolex Colour Shigella wird eine Bakteriensuspension
mit 2 Testreagenzien, die jeweils aus einer Mischung aus roten
und blauen Latexpartikeln bestehen, vermischt. Jeder farbige
Latex ist mit Antikérpern beschichtet, die jeweils fiir eine
andere Spezies von Shigella spezifisch sind. Bei Vorliegen eines
homologen Antigens kommt es bei einer der Farben in der
Mischung zu einer Agglutination. Die Farbe der aggregierten
Partikel und eine kontrastierende Farbveranderung des
Hintergrundes geben Aufschluss tiber die Identitdt des Antigens.
Die Farbkombinationen kénnen leicht sowohl voneinander als
auch von einem negativen Ergebnis, bei dem die Partikel in einer
homogenen purpurroten Suspension verbleiben, sowie von einem
gelegentlich auftretenden nicht spezifischen Ergebnis, bei dem alle
Partikel zu purpurroten Klumpen vor einem klaren Hintergrund
agglutinieren, unterschieden werden.

4. REAGENZIEN

INHALT DES KITS

WELLCOLEX COLOUR SHIGELLA
e Latexreagenz 1

V 50 (ZC51/R30858401)

1 Tropfflaschchen
(weiRer Verschluss)

Latexreagenz 2 1 Tropfflaschchen

(weiler Verschluss)

Rote positive Kontrolle 1 Tropfflaschchen

(roter Verschluss)

¢ Blaue positive Kontrolle 1 Tropfflaschchen
(blauer Verschluss)
e Einweg-Probenentnah- 2 Biindel
mestdbchen
¢ Einweg-Reaktionskarten 1 Packung

Einweg-Probendispenser 2 Packungen

¢ Einweg-Suspensionsréhrchen 1 Packung
¢ Gebrauchsanweisung 1
e Ableseschema 1

5. BESCHREIBUNG, VORBEREITUNG FUR
DIE ANWENDUNG UND EMPFOHLENE
LAGERUNGSBEDINGUNGEN

Siehe auch Warnhinweise und VorsichtsmaBnahmen

oA d

Sofern nicht anders angegeben, mussen alle Komponenten bei
2 — 8 °C gelagert werden. Unter diesen Lagerungsbedingungen
bleibt die Reaktivitat bis zum Verfallsdatum des Kits erhalten.

Latexreagenz 1

LATEX
REAGENT

Ein Tropfflaschchen mit einer purpurroten
Suspension aus Polystyrol-Latexpartikeln
in Puffer mit 0,05 % Bronidox™ als
Konservierungsmittel. Die Latexpartikel
sind mit Kaninchen-Antikérper mit der
folgenden Spezifitat beschichtet:

Roter Latex Shigella sonnei

(Form lund 1)

Blauer Latex Shigella flexneri
(Typen 1 -6, Xund Y)

Latexreagenz 2

Ein Tropfflaschchen mit einer purpurroten
Suspension aus Polystyrol-Latexpartikeln
in Puffer mit 0,05 % Bronidox” als
Konservierungsmittel. Die Latexpartikel
sind mit Kaninchen-Antikorper mit der

folgenden Spezifitat beschichtet:
Roter Latex Shigella dysenteriae
(Typen 1-12)

Blauer Latex Shigella boydii
(Typen 1-—15)

[RED [ CONTROL

Rote positive Kontrolle

Enthélt eine abgetdtete
Bakteriensuspension von Organismen,
die fur Shigella sonnei und Shigella
dysenteriae reprasentativ sind. Enthalt
0,05 % Bronidox™ und 0,5 % Formalin als
Konservierungsmittel.

[ BLUE | CONTROL Blaue positive Kontrolle

Enthélt eine abgetdtete
Bakteriensuspension von Organismen,
die fiir Shigella flexneri und Shigella
boydii reprasentativ sind. Enthélt 0,05 %
Bronidox™ und 0,5 % Formalin als
Konservierungsmittel.

Nach dem Offnen sollten die Reaktionskarten bei Raumtemperatur
(18 — 30 °C) gelagert werden.

6. WARNHINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN

In-vitro-Diagnostikum. Nur zur Verwendung durch
Fachpersonal.

Hinweise auf potentiell gefdhrliche Substanzen entnehmen
Sie bitte dem Sicherheitsdatenblatt, das auf der Website des
Unternehmens verfligbar ist, und den Produktetiketten.

Im Falle einer Stérung darf das Testkit nicht verwendet werden

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

6.1. GESUNDHEITS- UND SICHERHEITSINFORMATIONEN

6.1.1 In Ubereinstimmung mit den GLP-Richtlinien gelten
alle klinischen Proben und Materialien als potentiell
infektios und mussen mit &duBerster Vorsicht
gehandhabt werden. Im Idealfall sollte das Verfahren
in einem geeigneten Abzug flir mikrobiologische Tests

durchgefiihrt werden.*

Die roten und blauen positiven Kontrollseren enthalten
0,5 % Formalin, das entsprechend den geltenden
Richtlinien der Europdischen Union (EU) und des
Vereinigten Konigreichs als Sensibilisierer klassifiziert
ist. Im Folgenden werden die entsprechenden Gefahren-
und Sicherheitshinweise beschrieben.

[RED [CONTROL [ +]
H350 Kann Krebs erzeugen
GEFAHR EUH208 Enthalt Formaldehyd
Kann allergische
Reaktionen hervorrufen
P201 Vor Gebrauch besondere
Anweisungen einholen
P281 Vorgeschriebene personliche
Schutzausriistung verwenden
P308+P313 | BEI Exposition oder falls betroffen:
Arztlichen Rat einholen/
arztliche Hilfe hinzuziehen
Nur fiir professionelle Anwender
6.1.3 Wiederverwendbare Gerdte sollten nach Gebrauch

durch Autoklavieren bei 121 °C 15 Minuten lang
sterilisiert ~ werden.  Einwegmaterialien = missen
autoklaviert oder verbrannt werden. Verschittete oder
verspritzte potentiell infektiose Materialien missen
sofort mit saugfahigen Papiertiichern entfernt und
die kontaminierten Flachen mit einem wirksamen
Desinfektionsmittelgereinigtwerden.DaszumEntfernen
von Spritzern verwendete Material, einschlieBlich
Handschuhe, sollte als potenziell biologisch gefédhrlicher
Abfall entsorgt werden. Natriumhypochlorithaltige

Materialien nicht autoklavieren.

6.1.4 Nicht mit dem Mund pipettieren. Bei der Handhabung
von Proben und wahrend der Testdurchfiihrung
Einweghandschuhe, Laborkittel und Schutzbrille
tragen. Nach Beendigung des Verfahrens die Hande
grindlich waschen.

6.1.5 Kommen die Augen oder die Haut mit einem der
Reagenzien in Beriihrung, sofort grindlich mit viel
Wasser absptlen.

6.1.6 Verschlucken der Reagenzien vermeiden.

6.2. VORSICHTSHINWEISE FUR DIE ANALYSE

6.2.1 Die Reagenzien nicht Uber
Verfallsdatum hinaus verwenden.

das angegebene

6.2.2 Eine mikrobiologische Kontamination der Reagenzien
ist zu vermeiden, da dies die Haltbarkeit des Produktes

verkirzen und zu falschen Ergebnissen fiihren kann.

Vor Gebrauch abwarten, bis alle Reagenzien und
Proben Raumtemperatur (18 — 30 °C) erreicht haben.
Unmittelbar nach dem Gebrauch sicherstellen, dass die
Flaschchen dicht verschlossen sind und wieder in den
Kuhlschrank stellen. Latexreagenzien, die Anzeichen
einer Aggregation aufweisen, wenn sie zum ersten Mal
getropft werden, kdnnen eingefroren gewesen sein und
sollten nicht verwendet werden.

Latexreagenzien und Kontrollen aufrecht bei 2 — 8 °C
lagern. Nach langeren Lagerungszeiten kann es
bei den Latexreagenzien zu Aggregations- oder
Austrocknungserscheinungen im oberen Bereich
des Flaschchens kommen. In diesem Fall sollten die
Latexreagenzien einige Sekunden lang kraftig geschittelt
werden, bis sie vollstdndig resuspendiert sind.

6.2.5 Farbenfehlsichtige sollten in der Lage sein, eine
Agglutinationzuerkennen, kdnntenaber Schwierigkeiten
bei der Differenzierung der Farbreaktionen haben. Falls
ein Problem beim Ablesen auftritt, sollten die Ergebnisse
von einer Person mit normalem Farbempfinden

abgelesen werden.

Die Tropfflaschchen miissen senkrecht gehalten werden.
Der Tropfen muss sich an der Spitze der Ausgussoffnung
bilden. Wird die Ausgusséffnung nass, bildet sich
ein Tropfen mit falschem Volumen am gesamten
Rohrchenende und nicht an der Spitze. In diesem Fall
die Ausgussoffnung abtrocknen, bevor mit dem Test
fortgefahren wird.

Die Verwendung eines Flachbett-Rotators ist von
entscheidender Bedeutung. Um die optimale Leistung
zu erreichen, stellen Sie bitte sicher, dass der Rotator
richtig ausgerichtet und so kalibriert ist, dass er bei
150 + 5 U/min lauft.

Die Reaktionsfelder auf den Karten nicht berthren. Es ist
wichtig, dass die Reaktionskarten vollkommen flach auf
dem Rotator liegen. Andernfalls wird es nicht méglich
sein, klare Agglutinationsmuster zu erkennen.

Stellen Sie bitte sicher, dass die positiven Kontrollen
resuspendiert sind, indem Sie sie 10 Sekunden lang
kraftig schitteln oder auf dem Vortex mischen. Die
Latexreagenzien NICHT auf dem Vortex mischen.

7. PROBENGEWINNUNG UND ANLEGEN DER KULTUREN

Detaillierte Informationen zur Probengewinnung und zum Anlegen
von Kulturen entnehmen Sie bitte einem Standardlehrbuch.?** Der
Test kann mit nicht-Laktose-vergdrenden Kolonien durchgefiihrt
werden, die in Primarkulturen auf selektiven Medien (z. B.
MacConkey-Agar, Hektoen-Enteric-Agar oder Xylose-Lysin-
Desoxycholat-Agar), in Subkulturen aus Anreicherungsbouillon
auf o. g. Medien oder in reinen Kulturen (z. B. Agar-N&hrplatten
oder Schragagar) wachsen.

Wenn es notwendig ist, die Testergebnisse zu bestétigen, kann
aus der Bakteriensuspension, die fir den Farbtest verwendet
wurde, anschlieBend eine Subkultur fir eine weitere Identifikation
angelegt werden. Die gleiche Suspension kann auch fir Tests mit
dem Wellcolex Colour Salmonella (ZC50/R30858301) verwendet
werden.

8. VERFAHREN
MITGELIEFERTE MATERIALIEN

Wellcolex Colour Shigella ZC51/R30858401 enthalt ausreichend
Materialien flr 50 Tests, siehe Inhalt des Kits.

ERFORDERLICHE MATERIALIEN, DIE NICHT IM LIEFERUMFANG
ENTHALTEN SIND

1. 0,85 % sterile Kochsalzlésung.

2. Der Test muss in einem Flachbett-Rotator mit einem
Orbitaldurchmesser von 38 mm/32 mm durchgefihrt
werden, der mit ca. 150 U/min lauft. Die Geschwindigkeit
und der Orbitaldurchmesser sind fiir die Leistung des Assays
von entscheidender Bedeutung.

Es werden keine weiteren Materialien oder Gerate bendétigt.
TESTDURCHFUHRUNG

ACHTUNG: Wéahrend der Durchfihrung des Tests sollten
entsprechende VorsichtsmaBnahmen zur Handhabung lebender
Kulturen getroffen werden.

Kolonie-Identifikation

Schritt1 Ca. 200 pl Kochsalzlésung in ein Suspensionsrohrchen
pipettieren. Hierzu kann der Einweg-Probendispenser,
der bei ca. 200 pl mit einer MaReinteilung versehen ist,
verwendet werden.

Schritt 2 Entnehmen Sie von der Kulturplatte mit dem flachen Ende
eines Probenentnahmestabchens aus einer am Vortag
angelegten Kultur 1 oder 2 durchschnittlich groRe (1 -2 mm)
Kolonien, die vermutlich Shigella enthalten, und emulgieren
Sie die Bakterien vorsichtig in der Kochsalzlosung. Bei kleinen
Kolonien muss eine groRere Menge entnommen werden. Das
Ende des Probenentnahmestdbchens sollte bedeckt sein.

Entsorgen Sie das Probenentnahmestédbchen sicher.

Schritt 3 Die Latexreagenzien 1 und 2 resuspendieren, indem Sie
sie einige Sekunden lang kréftig schiitteln. Das Flaschchen
senkrecht halten und einen frei fallenden Tropfen jedes
Latexreagenzes in einen separaten Kreis auf einer flachen
Reaktionskarte pipettieren. Alle Luftblasen mit der Spitze

eines Probenentnahmestdbchens entfernen.

Schritt4 Mit einem Einweg-Probendispenser, der senkrecht
gehalten wird, je einen frei fallenden Tropfen (40 pl)
Bakteriensuspension in jeden der beiden Kreise pipettieren.
Achten Sie bitte darauf, dass keine Luftblasen pipettiert

werden. Den Dispenser sicher entsorgen.

Schritt 5 Den Inhalt jedes Kreises mit einem Probenentnahmestabchen
mischen und so verteilen, dass jeweils die gesamte
Kreisflache ausgefiillt ist. Dasselbe Stabchen kann fiir beide
Kreise verwendet werden und muss anschlieBend sicher

entsorgt werden.

Schritt 6 Die Karte auf einen geeigneten Flachbett-Rotator stellen
und bei 150 + 5 U/min 2 Minuten laufen lassen (siehe
Vorsichtshinweise fiir die Analyse). Den Rotator ausschalten
und beobachten, ob es zu einer Agglutination kommt,
ohne die Karte vom Rotator zu nehmen. Zum Ablesen des
Ergebnisses sollte die Karte bei normalem Leseabstand
(25 — 35 cm von den Augen entfernt) direkt von oben
betrachtet werden. Kein VergréRerungsglas verwenden. Die
Agglutinationsmuster sind klar umrissen und bei normalen
Lichtverhaltnissen leicht zu erkennen. Falls Zweifel dariiber
bestehen, ob es zu einer Agglutination gekommen ist, sollte
der Test mit einem Tropfen (40 pl) Kochsalzlésung wiederholt
werden. Hierbei sollte es zu keiner sichtbaren Agglutination
kommen. Dieses Ergebnis sollte als Grundlage fir einen
Vergleich dienen.

Schritt 7 Die gebrauchten Reaktionskarten sicher entsorgen. Stellen
Sie bitte sicher, dass die Latexreagenzien wieder in den

Kuhlschrank (2 — 8 °C) gestellt werden.
9. ERGEBNISSE
ABLESEN DER ERGEBNISSE

Weitere Informationen entnehmen Sie bitte dem Ableseschema
zum Wellcolex Colour Shigella.

Positiv

Bei der Reaktion kommt es zu einer Farbverdnderung, die auf
die Agglutination einer der farbigen Latexsuspensionen in dem
Gemisch zurlckzufiihren ist. Durch die Agglutination kommt es
zu einer kontrastierenden Farbverdnderung des Hintergrundes
(Abbildungen 1 und 2). In der Regel agglutiniert in einem
Latexreagenz nur eine Farbe. In einer gemischten Shigellen-Kultur
konnen jedoch beide Farben in einem Latexreagenz (in diesem
Fall sollten weitere Isolationsverfahren durchgefiihrt werden)
oder eine einzige Farbe in beiden Reagenzien agglutinieren.
Diese Moglichkeiten kénnen leicht unterschieden werden.
Unterscheiden sich die Reaktionsmuster von den in Abbildung 1
und 2 dargestellten, sollte die Geschwindigkeit des Rotators
uberprift und gegebenenfalls richtig eingestellt werden.
Negativ

Keines der beiden Latexreagenzien weist eine Agglutination
auf, und das homogene purpurrote Aussehen bleibt wahrend
des Tests im Wesentlichen unverdndert (Abbildung 3). In den
negativen Mustern kdnnen jedoch leichte Spuren von granulierten
Strukturen beobachtet werden, was von der Sehscharfe des
Beobachters abhangt.

Nicht spezifisch

Alle Partikel agglutinieren zu purpurroten Klumpen vor einem
klaren Hintergrund (Abbildung 4). Es ist moglich, dass es bei
einer positiven oder negativen Reaktion zur Bildung von einigen
purpurroten Klumpen kommt. Hat sich wahrend des Tests
eine deutliche Farbverdanderung abgezeichnet, oder bleibt der
Hintergrund einheitlich purpurrot, sollten diese purpurroten
Klumpen ignoriert werden.

10. QUALITATSKONTROLLE

Visuelle Untersuchung

Die Latexreagenzien sollten stets auf Aggregation untersucht
werden, wahrend sie auf die Reaktionskarte getropft werden. Falls
ein Reagenz vor der Zugabe der Bakteriensuspension Anzeichen
einer Verklumpung aufweist, sollte es nicht verwendet werden.

Kontrollverfahren

Tests zur Qualitdtskontrolle sollten fir jede Lieferung und jede neu
erhaltene Kit-Chargennummer durchgefiihrt werden. Jedes Labor
muss die staatlichen und lokalen Vorschriften befolgen.

Verfahren der positiven Kontrolle
Bestatigen Sie die Leistungsfahigkeit der Latexreagenzien mit den
mitgelieferten positiven Kontrollen.

Schritt1 In 4 verschiedene Reaktionskreise jeweils 2 Tropfen
Latexreagenz 1 und 2 geben (1 Tropfen pro Kreis).

Schritt 2 1Tropen jeder positiven Kontrolle auf 2 Reaktionskreise geben
(1 Kreis mit Latexreagenz 1 und 1 Kreis mit Latexreagenz 2).

Schritt 3 Fir jede positive Kontrolle die Reagenzien mit einem
separaten Einweg-Probenentnahmestabchen mischen.

Schritt 4 Die Karte bei 150 + 5 U/min 2 Minuten lang auf einem
mechanischen Rotator rotieren. Danach sollte eine eindeutige
Agglutination bei allen 4 Reaktionskreisen sichtbar sein.

Schritt 5 Die gebrauchte Reaktionskarte sicher entsorgen.

Die Farbe des agglutinierten Latex in Reagenz 1 und 2 sollte mit
der Farbe der positiven Kontrolle tibereinstimmen (blau oder rot).

Es kdnnen anstelle der positiven Kontrolle Stammkulturen von
bekannten Shigella-Gattungen verwendet werden.

Verfahren der negativen Kontrolle

Das Testverfahren mit Kochsalzlosung anstelle der Testprobe
wiederholen. Hierbei sollte es zu keiner signifikanten Agglutination
kommen.

11. INTERPRETATION DER ERGEBNISSE
Ein positives Ergebnis (farbige Agglutination) zeigt das Vorliegen

von Shigellenin der Probe an und lasst gleichzeitig darauf schlieRen,
welcher Spezies sie angehoren (siehe folgende Tabelle):

Farbe Reagenz

Klumpen Hintergrund 1 2

Rot Blau Shigella Shigella
sonnei dysenteriae

Blau Rosa Shigella Shigella
flexneri boydii

Keine Purpurrot Negativ

Purpurrot Klar Nicht interpretierbar
(weitere Isolationsverfahren
erforderlich)

Mit den Reagenzien werden Shigella sonnei, Form [ und I,
Shigella flexneri, Serotypen 1 — 6 sowie die Serovarianten X und
Y, Shigella dysenteriae, Serotypen 1 — 12 und Shigella boydii,
Serotypen 1 —15, nachgewiesen.

Ein negatives Ergebnis bedeutet, dass die getesteten Organismen
nicht zu den Serotypen der Shigella-Spezies gehoren, die mit den
Reagenzien nachgewiesen werden kénnen. Bei Bedarf kdnnen
sie mittels alternativer Verfahren weiter identifiziert werden.>*
Gemischte Zuchtungen von Nicht-Laktose-Vergarern liegen haufig
in Stuhlkulturen vor. Wenn ein negatives Ergebnis erzielt wird, ist es
moglicherweise erforderlich, den Test mit anderen ausgewahlten
laktosenegativen Kolonien zu wiederholen, bevor die Kultur als
negativ verworfen wird.

Im Falle einer nicht spezifischen Reaktion ist das Ergebnis nicht
interpretierbar. Die Identifikation sollte mittels alternativer
Verfahren erfolgen.>*

12. EINSCHRANKUNGEN DES VERFAHRENS
12.1.

Mit dem Wellcolex Colour Shigella kdnnen Shigella-1solate
bis zur Ebene der Spezies nachgewiesen werden Bei
Bedarf sollte eine vollstdndige serologische Identifikation
der Spezies-Typen mit Hilfe alternativer Verfahren
durchgefiihrt werden. Die Auswahl geeigneter Antiseren
kann anhand der Wellcolex Testergebnisse erfolgen.

Die Gattung Shigella ist eng verwandt mit anderen
Vertretern der Familie der Enterobacteriaceae. Viele
somatische Antigene werden mit Organismen aus
anderen Spezies geteilt, insbesondere aus Escherichia
coli, aber auch aus Hafnia alvei, Plesiomonas shigelloides
und anderen Spezies. Dies sind verbreitete Antigene und
keine kreuzreagierenden Substanzen. Sie konnen anhand
von biochemischen Tests unterschieden werden. Viele,

jedoch nicht alle, vergédren Laktose.

12.3. Einige Shigella-Stimme tragen umhillte Antigene, die
Berichten zufolge die ,0“-Agglutination von Suspensionen
hemmen. Solche Stdimme traten bei den Studien zu den
Reagenzien nicht auf. Falls es erforderlich ist, kann die
Hulle jedoch durch 2-stiindiges Erhitzen der Suspension
bei 100 °C inaktiviert werden.? Reagiert ein biochemisch
gut charakterisiertes Isolat immer noch nicht mit den
Reagenzien, sollte es bei Bedarf zur Untersuchung an ein
Referenzlabor geschickt werden.

12.4. Die Qualitdt des erzielten Agglutinationsmusters hdngt
von der Geschwindigkeit und dem Orbitaldurchmesser
des Rotators sowie von der Verwendung einer flachen

Reaktionskarte ab.

12.5. Vor der Implementierung von WGS (Whole Genome
Sequencing), wurde Shigella flexneri, das zu ST1753
gehort, falschlicherweise als Shigella boydii identifiziert.
Diese Art von Shigella flexneri weist eine Mutation auf, was
bedeutet, dass das S. flexneri O-Antigen nicht exprimiert
wird, was bedeutet, dass die Serologie fir S. flexneri in

diesem Fall falsch negativ ist.’
13. ERWARTETE ERGEBNISSE

Stamme, die den herkémmlichen Serogruppen S. sonnei, S. flexneri,
S. dysenteriae und S. boydii angehdren, zeigen eine rote oder blaue
Agglutination mit der zugehorigen Latexreagenz-Komponente
1 oder 2.

14. SPEZIFISCHE LEISTUNGSMERKMALE

Externe Evaluierung

Eine Multicenter-Studie, an der 1 Labor des Gesundheitsamtes
in GroRbritannien, 3 Krankenhauslabors in den USA, 2 auf der
arabischen Halbinsel und 3 in Stidostasien teilnahmen, wurde zur
Beurteilung des Wellcolex Colour Shigella beim Test auf Shigellen
in Routine-Kulturen durchgefiihrt.®

In jedem Labor wurden Tests mit mindestens einer der folgenden
Stuhlproben durchgefiihrt.

1. Laktosenegative Kolonien direkt von priméren selektiv-
differentialen Agarplatten (MacConkey, XLD, DCA, SS
und Hektoen)

2. Laktosenegative Kolonien direkt von Anreicherungsbouillon-
Subkulturen auf selektiv-differentialen Agarplatten
3. Reine Subkulturen laktosenegativer Kolonien auf

Agar-Ndhrboden
Bei der Untersuchung wurde stets ein Rotator verwendet.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Die Leistung des Wellcolex Colour Shigella wurde durch den
Vergleich mit Ergebnissen aus herkémmlichen bakteriologischen
Analysen der Proben bestimmt.

Bei dieser Studie lag die Sensitivitat des Wellcolex Colour
Shigella fir primare Plattenkulturen bei 98,9 % (88/89), fur
Anreicherungsbouillon-Subkulturen bei 100 % (58/58) und fir

reine Kulturen bei 100 % (299/299, siehe Tabelle 1).
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Die Spezifitat des Wellcolex Colour Shigella betrug in dieser
Studie bei primaren Plattenkulturen 99,4 % (521/524), bei
Anreicherungsbouillon-Subkulturen 100 % (320/320) und bei
reinen Kulturen 95,2 % (60/63).

Der Vorhersagewert fur ein positives Ergebnis betrug bei
Plattenkulturen 98,7 % (445/451) und fiir ein negatives Ergebnis
99,9 % (901/902).

Die Inzidenz von Shigellen in den untersuchten Proben lag bei
33,0 % (446/1.353).

Das Vorkommen nicht spezifischer Reaktionen mit dem Wellcolex
Colour Shigella lag fiir primére Plattenkulturen bei 3,0 % (19/632),
fur Anreicherungsbouillon-Subkulturen bei 1,8 % (7/385) und
fiir reine Kulturen bei 2,1 % (8/385). Diese Proben sind nicht in
Tabelle 1 aufgefiihrt.

Zu anderen Organismen, die mit dem Wellcolex Colour Shigella
getestet wurden und ein negatives Ergebnis lieferten, zdhlten
Escherichia coli, Proteus spp., Salmonella spp., Campylobacter
Jjejuni, Enterobacter spp. und Citrobacter freundii.

Zusatzlich wurden 208 Shigella Referenzkulturen mit bis zu
5 Stdmmen jedes Serotyps von jeder Shigella-Spezies in einer
unabhingigen Studie getestet.® Mit dem Wellcolex Colour
Shigella wurden 195 Kulturen richtig identifiziert und ergaben
erwartungsgemaR ein negatives Ergebnis mit 13 Isolaten der
Serotypen 16 — 18 von Shigella boydii.

HINWEIS: Weitere detaillierte Informationen Uber serologische
und biochemische Testverfahren zum Nachweis von Shigella
entnehmen Sie bitte der wissenschaftlichen Fachliteratur.

Tabelle 1.

Nachweis von Shigella auf Plattenkulturen

Wellcolex Routine-Ergebnis gesamt

Colour itive i

Shigella positiv® | negativ

Ergebnis
Primar- positiv 88 3b¢ 91
Kultur negativ 14 521 522
Subkultur positiv 58 0 58
aus Bouillon negativ 0 320° 320
Reine positiv 299 30f 302
Subkultur negativ 0 60 60
gesamt 446 907¢ 1.353

2 33 Shigella boydii, 15 Shigella dysenteriae, 247 Shigella flexneri
und 151 Shigella sonnei

5 2 Plesiomonas shigelloides (1 Shigella boydii- und 1 Shigella
sonnei-Reaktion)

¢ Hafnia alvei (Shigella boydii-Reaktion)
4 Shigella sonnei

¢ darunter 7 Kulturen, bei denen Shigella nur von primaren
Kulturplatten isoliert wurde

f Escherichia coli (Shigella dysenteriae-Reaktion)

& darunter Escherichia coli, Proteus spp., Salmonella spp.,
Campylobacter jejuni, Enterobacter spp. und Citrobacter freundii

Bitte beachten: Diese Studie wurde vor der Implementierung
von WGS (Whole Genome Sequencing) durchgefiihrt. Siehe
Einschrdnkungen des Verfahrens (12.5).
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1. MNPOBAEMNOMENH XPH:H

Vso

To Wellcolex™ Colour Shigella ivat pia ootk Sokiury cuykOAAnong pe
Aaté€ oe avtikelpevodopo TAGKA yLa TNV aVixveuon Kat Thv Tautornoinon
£16WV anmopovwpévwY otedexwy Shigella o otépea péoa KOALEPYELAC.
Xpnotpomnoteital otn SlayvwaTtikh pon epyaclwy wg Bordnua yio toug
KAWLKOUG LatpoUg oTLg BepameuTikég emAOYEG yLa aoBeVe(G yLa Toug omoioug
untapxet urtoia BaktnpLakwy AotpwEEwV. To LATPOTEXVOAOYLKO TTPOTOV Sev
elval autopatonownpévo. Mpoopiletal amoKAELOTIKA yLo eTayyEAROTIKA
Xpnon kot Sev anotehel cLVOSO SLAYVWOTIKO LECO.

Movo yLa in vitro Slayvwaotiki xprion.
2.  IYNOWH KAI ENEZHIHZH THZ AOKIMHZ

Mikpoopyaviopoi tou yévoug Shigella mpokahoUv Baktnplakn Sucevtepia,
pia o TG Mo KOWEG SLappoikég vOoOUG TOyKOOHIWG. Ta CUMMTWHATA,
1oL TtepAapBAvouV 0§U KOALAKO GAYOG Kat SLAPPOLA LE TIApOUGLa aliaToc,
OUGOXETI{OVTOL HE TNV ELGBOAN LLLKPOOPYAVIGHWY OTOV YALGTPLKO BAEVVOYOVO,
wotdoo Sev elvat oUuvnBeg va apatnpeitat mepaTépw cuTn KA Steioduon.
H poAuopatikr 660N wopel va eivat akOpa Kot SEKa LOVO LLKPOOPYAVLOUOL,
yeyovog rtou BonBdet otnv taxeia S1dSoon g Aoinwéng we anotéeopa tng
EMLUOAUVONG Tou TtEPLBAAAOVTOG He KOTIpava. OLTTEPLOCATEPEG TEPUTTWOELG
Aolpwéng eivat OXETIKA ATILEG KOt artattoVV arthr|, UTtOOTNPLKTLIKY Bepareia,
oAG mepLotatikd Bapldg popdng punopei va aroBouv Bavatndopa edv Sev
napaoxeBouv ta katdAnAa avtBlotikd. Eivat onpavtiko va tautonotnfouv
OWOTA KAl 600 TO SUVATOV TAXUTEPD OL VOGOAOYLKOL TTIOPAYOVTES, WOTE Vol
napaocxebei n owotr avtBlotikr Bepaneia, n onola eivat anapaitntn yia
TNV EAQXLOTOTOIN G TOU EMUTOAACHOU OTEAEXWV HE AvOEKTIKOTNTA 08 TTOAG
avTBLoTIKA Kat va eAeyxBouv oL eTudnpieg tng vooou®.

STeAEXN Tou yévouc Shigella tafvopouvtal oe técoepa £i8n, Shigella boydii,
Shigella dysenteriae, Shigella flexneri xat Shigella sonnei. H ta§wopnan
uropet va mpaypartornotnBel pe opohoytkég SokLpég ou Bacifovtal ota
avtyova O mou oxetifovtal pe To KUTTapo, cUdwva pe Ta onoia ta eién
UITopoUV va KatnyopLomotnBolv mepattépw og 0poloykoUg Tunoug. To
Wellcolex Colour Shigella mapéxet pia taxeia, amhr, opoloyikr Stadikacio
yla TNV tautonoinon tng mMAELOVOTNTOG TwV opotunwy tng Shigella mou
avtpetwrifovtat otnv KAWL Baktnploloyia.

3. APXH THZ AIAAIKAZIAZ

510 Wellcolex Colour Shigella, éva evawwpnua Baktnpiwv avidpd pe dvo
avTiSpaoctripla SoKLung, kabe éva amd ta onoia amoteAeitat and éva
piypa KOKKWwY Kat pimAe cwpatdiwv Aatés. Kabe xpwuatiopévo Aatég
elvat erkoAuppévo pe el81K6 avtiowpa yia ta Stadopetikd €i6n Shigella.
MNapouoia opdloyou avtyévou, éva anod ta xpwpata Tou piypatog Ba
epdavicel GUYKOAANON Kat N TAUTOTNTA TOU avTlyovou Ba umodelkvUeTal
Qo TO XPWHA TWV CUYKOMNUEVWY CWUATISWY, 08 QVTLSLAoTOAr HE TNV
avtiBeon oto xpwpa tou unoPfdabpou. Kabe cuvbuaopog Slakpivetat
£UKOAQ md TOUG UTIOAOLITOUG KOl QItO OPVNTIKO QTOTEAECHA, TO OMOi0
umodelkvleTaL Mo TN SLathpnon Twv cwuaTtdiwv oe opald, Lweg
EVOLWPNHA, KAL TA TEEPLOTOOLAKA KN ELSIKA amoteAéopata, T omoia
epdavifovral pe OAa ta cwpatidia va oxnuatifouv lWwdelg cuykoAR oL
og kKaBapd undBabpo.

4.  ANTIAPASTHPIA
MEPIEXOMENA TOY KIT
WELLCOLEX COLOUR SHIGELLA
o Avtidpaotriplo Aaté€ 1

\Y/ 50 (2C51/R30858401)

1 LAAN Ue oTayOVOUETPO
(Aeuko mwpa)

Avtidpaotrplo Aatég 2 1 $LdAn pe oTayovoUETPO

(Aeukd mwpa)

1 LdAN pe oTayovOUETPO
(kOKKLWVO TLWHa)

Kokkwvog BeTikdg paptupag

Mrihe BeTIKOG papTupag 1 GLAAN Ue oTAYOVOUETPO

(urmAe mwpa)

e AvoAwaotpo §UAGKLa

Setypatohndiag 2 deopibeg
* AVOAWOLUEG KAPTEG avTiSpaong 1 nakéto
¢ AvoAwotpol Staveuntég Selypatog 2 makéTa
¢ AVOAWOLUO CWANVAPLL

EVALWPHAUATOC 1 nakéto
* O8nyieg xpriong 1
* 08nyog eppnveiag 1

5. MNEPITPA®H, NMPOETOIMAZIA TIA XPHZH KAl IYNIZTOMENEZ
ZYNOHKE:Z OYAAZHZ

BA. entiong Nposidomnotfjoelg kat tpodpuldgerg

oA u

Eddoov Sev Sivetal Stadopetikr) odnyia, 6Aa ta otoleia Ba mpénel va
duldooovrtat otoug 2 wg 8°C, ouvBrikeg otLg omoieg Ba Statnpricouv ™
SpaoTKOTNTA TOUG WG TNV NUEPOUNVia ARENG TOU KIT.

Avudpaotrplo Aaté§ 1

LA
REAGENT

Mia dLEAN Pe OTAYOVOUETPO TTOU TIEPLEXEL LWEEG
svauwpnua cwpatidiwv Aaté€ moAuotupeviou oe
PUBULOTIKO SLAAULA TIOU TIEPLEXEL CUVTNPNTIKO
0,05% Bronidox®. Ta cwpatibia Aatég eivat
ETUKOAUPPEVA e QVTIOWHO KOUVEALOU HE TV
£€1¢ eldkOTNTAL

Kokkwo Aaté€  Shigella sonnei

(Hopdeg | & 1)
Mrhe Aaté€ Shigella flexneri
(tumot 1 éwg 6, X & Y)
Avudpaotriplo Aaté§ 2

Mia dLEAN pe OTAYOVOUETPO TTOU TIEPLEXEL LWEEG
evauwpnua owpatidiwv Aaté€ moAuotupeviou oe
PUBULOTIKO SLAAULLO TIOU TIEPLEXEL CUVTNPNTIKO
0,05% Bronidox®. Ta cwpatibia Aatég eivat
ETUKOAUUPEVA e QVTIOWHO KOUVEALOU HE TV
£€1¢ eldkOTNTAL:

Kokkwo Aaté€  Shigella dysenteriae

(tumot 1 €wg 12)

Shigella boydii
(turot 1 €wg 15)

Mrhe Aaté€

[RED [ CONTROL [ + |

KOKKvog BeTIKOG paptupag

MepLEXEL EVOLWPN QA OTTO VEKPOUG BOKTNPLAKOUG
ULKPOOPYQVLOHOUG TIOU QVTLITPOCWTEVOUV
ta Shigella sonnei kat Shigella dysenteriae.
Mepiéxet ouvinpntikd 0,05% Bronidox” kat 0,5%
doppaAivn.

[BLUE] CONTROL]#] Mrie Betuss uaprupas

MepLéXeL evalwpn o amo VEKPoUG BakTnpLaAKoUG
ULKPOOPYOVIGHOUG TOU QVTLTPOCWIEVOUV Ta
Shigella flexneri xau Shigella boydii. NepléxeL
ouvtnpntiké 0,05% Bronidox® kat 0,5%
doppoAivn.
O Kapteg avtidpaong, HOAG avolxtouy, Ba mpémnetl va duldooovtal oe
Beppokpacia Swpatiou (18 £éwg 30°C).

6 NMPOEIAOMNOIHIEIZ KAl TPODYAAZEIZ

Movo yiain vitro SLayvwotiki xprion. MOvo yLo emayyeAUOTIKE Xpron.
Avatpé€te oto Seltio Sedopévwy aohEleLag, Tou BpioKeTaL 0TOV LOTOTOTO
™g etatpeiag, Kot T orjpavon mpolovtog yia mAnpodopieg OXETIKA pe
SuVNTIKA eMkivéuva cLUCTATIKA.

T€ MepMTwon EAATIWHATOG, NV XPNOLLLOTIOLELTE TO LATPOTEXVOAOYLKO TIPOLOV

OnotoSnAote coBapd cuUPBAV EXELTIPOKUEL OE OXEDH LE TO LATPOTEXVOAOYLKO
TPOTOV TIPEMEL VAL AvVaPEPETAL OTOV TTAPOOKEVOOTH KAl 0TNV ApproSLa apyr
ToU KpAToug LEAOUG oTo omoio eSpevEL 0 Xprotng /kat o acBevig.

6.1. MAHPO®OPIEZ FNA THN YTEIA KAI THN AZDAAEIA

6.1.1 ZOpdwva e TIG apXES TNG 0pONG KALVIKNAG TIPAKTLKNAG, CUVLOTATOL
£vBeppa OAa Ta KAWIKA Selypata Kot UALKE va avTipetwtifoviot
WG SUVNTIKA MOAUCHOTIKA KATA TOV XEWPLOMO TOUG Kol va
xpnowornotovuvtat e OAeG TL avaykaieg mpoduAGEeLS. I5avikd,
n Sladikaoia Ba TMPEMEL VA TPAYHATOTOLEITAL 08 KATAAANAO
UKpoPLohoyLko eppdplo achaleiogt.

6.1.2 OL KOKKWOL, MMAE Kol TipAowol BeTikol HAPTUPEG TEPLEXOUV
0,5% ¢opuahivn, n omoia tawopeital cOupwva He TOUG
OXETKOUG KavovIopoUg tng Eupwraikig Evwong kat tou HB
w¢ evatoBntomonTkd. AkolouBolv oL LoxUouoeg SnAwoELg

emukwduvotntag (H) kat mpodUAagng (P).

[RED[CONTROL [+]
BLUE | CONTROL | +

KINAYNOZ

H350
EUH208

Mropei va ipokaAéoeL Kapkivo

MNepiéxet doppaAdeilidn. Mmopei va
nipokaA€oel aAAepyLKT| avtidpaon

P201 Edobiaoteite pe TG e18KEG 06nyieg

TPV QTto T Xprion

P281 Xpnouwporoteite  KatdAAnAa  péoa

OTOUIKNAG pooTaciag

P308+P313 |Ze mepimtwon €kBeong 1 mbavig
£kBeonc: SupBouleuBeite/

ErokedOeite ylatpo

Movo yla emayyeAHaTkn xprion

6.1.3 0 enavaypnowonotjolog efomhiopdg Ba  mpémel  va
QIOCTEPWVETAL META TN XPAOnN ME aooteipwon o€
autékauoto otoug 121°C ywa 15 Aemtd. Ta avaAwolpa
Ba TPEMEL VA QMOCTELPWVOVTAL OTOV OUTOKAUOTO N va
anoteppwvovtat. Tuxov Slappor SuvNTIKE  HOAUCHATIKWY
VAlkwv Ba Tpémel va amokabiotatal dpeca pe  xpron
QamoppoPnTIKOU XAPTOU KaL N EMLHONUCUEVEG TIEPLOXEG Ba
TpEMeL va kaBapifovtal e QMOTEAECHATIKO QTOAUUAVTLKO.
Ta VA& Tou Ba xpnoonotnBolv yla TV amoKaTAoTacn g
SLappor|g, CUMMEPAAUBAVOUEVWY TWV yavTLWY, Ba TpEneL va
anopptdBolv wg duvntikd Proloykd emikivbuva amdBAnta.
Mnv tomoBeteite OTOV QUTOKAUOTO UAWKA TIOU TIEPLEXOLV
UTIOXAWPLWEEG VATPLO.

6.1.4 Mnv npoBaivete o avappddnon pe TWETO QO TO OTOMA.
Dopdte yavtia piog xprong, mMoSWd KAl TPOCTATEUTIKA
HaTWWV evw XElpileote Selypota KAl TPAYUATOMOLETE TOV
npooSloplopd. MAUvete moAU kaAd ta yxépla cog adol
oAokAnpwoete tn Sladikaocia.

Edwv omotoénmote and ta avudpaoctrpla £pBet oe enadr pe T0
Sépua A Ta pdrtia, TAUVETE TNV TEEPLOXT| OXOAAOTIKA EETAEvovTaG
ue adpBovo vepd.

6.1.6
6.2.

6.2.1

AntodeVUYETE TNV KATATIOON TWV AVTLEpacTnpiwy.
MPO®MYAAZEIZ KATA TH AOKIMH

Mn Xpnotponoteite Ta avildpaotipla HETE TV avaypadopevn

nuepounvia Aféng.

H pwkpoBrakn €mpoluvon twv avudpaotnpiwv Tpénel va

anodevyetal, kKaBWE Uopel va Pewwoel T Stapkela (WG Tou

Tpoldvtog Kat va epdavicel AavBaopéva anoteAéopata.

6.2.2

6.2.3 Adrivete 0ha ta avidpactipla kat Seiypoata va dtdoouv
oe Beppokpaocia Sdwpatiou (18 ¢wg 30°C) mpw amd T
xpnon. Apéowg petd t xprion, BeBawwdeite OtL oL draAeg
€xouv odppaylotel kaAd kat emiotpéPte TeG oto Yuyeio. Ta
avtuspaotripla Aaté mou epdavilouv onpeio CUCCWHATWONG
KT TNV pwtn Stavopr toug propei va éxouv PuxBei kat Sev
Ba pEMEL va XpNOLLOTIOLOUVTOL.

6.2.4 AnoBnkevete ta avtudpaotipla Aaté€ kat Control oe OpOla
Béon otoug 2 éwg 8°C. MeTd amod mapateTtapévn anobrnkeuon
evbéxetal va mpokUEL cuykOAnon 1 §npavon yvpw amd
T0 GKpo ™G GLAANG Twv avidpactnpiwv Aatéf. Ynod TEToleg
OUVONKEG, Ba TTPETIEL VAL QVOKWVAOETE T avTdpaoThpLa Aatég
KOG yla HEPKA SeutepOAemta péXPL va OAokAnpwOel n
EMOVEVALWPNON.

6.2.5 Atopa tou mpoowrikol pe eMNAeippara petaBoAig tng
avtiAnPng twv Xpwpdtwv Ba Wopolv v MApATnProcouV
TUXOV oLykOAAnon, aAAd Ba SuckoleUovtal otn Stadopornoinon
TWV XPWHOTIKWY avTtdpdoewv. EQv mpokU el Tétoto mpdBANnpa,
n eppnveia Twv avudpdoewv Ba MPEMEL VO TTAPATEUTETAL OF

Kdrotov pe puotohoyikh avtiAndn Twv XpwHAETWV.

6.2.6 Elvat onpavtikd va kpatdte Tig GLAAEG He oTayoVOUETPO KABeTa
KOL OL OTAYOVEG VAL oXNHaTilovTal oTnv aKpn Tou akpodbuaoiou.
Edwv to akpoduoto eival Bpeypévo, Ba oxnuatiotel AavBaopévog
OyKog otayovag yUpw amd To GKPo TOU Kol OXL MAvw oTo
AKkpo tou. EGv mpokUPEL QUTO, OTEYVWOTE TO AKPOPUOLO TPV
ouveyioete.

6.2.7 H xpnon mepiotpodéa miatdoppag eivat amapaitntn. la
BéAtiotn anddoon, Siaodaliote ot o meplotpodéag eival

eninedog kat éxet BabpovounBei va Aettoupyei otig 150 £ 5 rpm.

6.2.8 Mnv ayyilete tg meploxég aviidpaong twv kaptwv. Eivat
ONUAVTKO va Staodalilete OTL oL kapTeg avtibpaong Bpiokovtal
oe MAfpn enadn pe tnv eninedn emupdvela Tou mepLoTpodEA.
Awdopetikd, Sev  Ba  oxnuatotolv  Slakptd  potifa
GUYKOAANONG.

6.2.9 Atoodaliote OtL oL Betikol paptupeg enavevatwpouvtat KaA&
e avddeuvon iy mepldivnon ya Séka Seutepderta. MHN
untoPBalete oe mepldivnon ta avildpactrhpla AaTeS.

7. IYAAOTH AEITMATQN KAI MPOETOIMAZIA KAAAIEPTEIQN

Oa mpémnel va cupPouleuteite mpodTUTIA eyXeELPiSLa yia avaAUTIKEG
ri\npodopieg doov adopd tn cUANOYR KoL TV TEpoeToLacia KOALEPYELWV,
H Sokuur prtopei va ripaypatornoinBei og armotkieg mou Sev ektedouv Upwon
AQKTOTNG KOl AVaITTUGOOVTOL OE TPWTEVUOU T KAANLEPYELX OE EKAEKTIKA pHETQ
(r.x. MacConkey Agar, Hektoen Enteric Agar fj Xylose Lysine Deoxycholate
Agar), og urtokaAALEpyeLa amd {wWHO EUMAOUTIOHOU OE QUTA TOL LECA 1) OE
kaBapn kaAAEpyeta (.. tpuBAia i kekAipéva owAnvapia e Nutrient Agar).

Edv amnatteital va enaAnBeloete ta anoteAéopata tng SOKLUAG, TO
BOKTNPLOKO EVOLWPNHA TIOU XPNOLLOTIOONKE yla TN XPWHATIKN SOKLUA
unopel emakohoVBwG va avantuxBei o€ LUTIOKAAALEPYELD yLa TTEPALTEPW
tautornoinon. To 8lo evawwpnpa propet eniong va xpnotponotnBet yia tn
Sokuur) pe to Wellcolex Colour Salmonella (ZC50/R30858301).

8. AIAAIKAZIA

YAIKA NOY NAPEXONTAI

To Wellcolex Colour Shigella ZC51/R30858401 meptéxet eMapKr UAKA yLa
50 SokLuEg, BA. MepLEXOHEVE TOU KLT.

YAIKA NOY ANAITOYNTAI AAAA AEN MAPEXONTAI

1. Anootelpwpévog ductohoytkdg opog 0,85%.

2. H Sokuur) Ba pénetL va nipaypatornonBel oe meplotpodéa mAathoppag
pe SLapetpo tpoxLag 1,5 wrowv (38 mm)/1,25 ivtoeg (32 mm)
miou Aettoupyel otig 150 rpm katd mpoogyylon. H taxvtnta kat n
SLapetpog TpoxLag givan kpiowng onpaciag yla tnv andédoon tou
npoodiopLopou.
Aev xpeLdovrat dANa UALKG 1 EO0TIALOHOG,.

AIAAIKAZIA EZETAZHZ

MPOZOXH: Katd tnv npaypatornoinon tng Sokng, Ba nmpémnet va tnpouvtal
oL TPodUAGEELG TTOU LOXUOUV YL TOV XELPLOKO KAAALEPYELWY LWVTWV
ULKPOOPYQVLOHLWV.

Tautomnoinon anowiog

BApa 1 Awaveipete mepimouv 200 pl puctoloyikol opol 0To cwAnvapLo
EVaLWPAHATOG. Mropel va xpnotpomnotnBel o avoAwotpog
Slavepntng Seiypatog o omoiog ivat Babupoloynuévog
nepinou ota 200 pl.

Brpa 2 Emé€te amod ohovuytia kaAlEpyeLa pia r U0 armolkieg pecaiov
peyéBoug (1 €éwg 2 mm) ou Bewpeital OtL arotehovvtaL Ao
Shigella ard tpuPAict KOIANLEPYELOG E TO TTEMAATUCHEVO AKPO
tou §uhakiou SetypatoAniag Kot YOAKTWHATOTOLROTE
T(POCEKTIKA Ta BaKTpLa 0TOV GUGLOAOYIKO 0pO. Ma HLKPES
amnotkieg, Ba mpémel va cUAEEETE TIEPLOGOTEPEG WG OTOU
kaAudBel To dkpo Tou Eulakiou SetypatoAnyiog. Arnoppidte
0 §UAAKL SetypatoAnyiog oe ko yla aodalr andppupn.

Bripa 3 Emavevauwpriote ta avudpaotripla Aateé 1 ka2 avadevovtag
KaAQ yla pepika deutepolemta. Kpatdte tn GpLédAn kabeta
Kat Staveipete pia otayova mou €XeL TECEL AVEUTTOSLOTA QIO
KABe avtdpaotriplo Aatég oe EexwpLoTo KUKAO o€ pLa eminedn
Kapta avtidpaong. EmAoTe TUXOV GUCaAISeg aépa e TO GKPO
Eulakiou SelypatoAnyiag.

Bripa 4 Me avolwotpo Stavepntr Seiypatog nmou kpatdrte KdBeta,
petapépete pio otayova mou xeL méoel avepnodiota (40 pl)
Baktnplakol evalwpnipatog o kdbe évav and toug dvo
KUKAOUG. Mpooégte wote va pnv Staveipete Guoalideg aépa.
Anoppilte tov Stavepntn oe kado yla acdaln anodppudn.

BApa 5 Me éva EuNakL SetypatoAniag, avauifte To meplexopevo kabe
KUKAOU Kol mAWOTE TO WOoTe va KaAUYEL TNV TIAAPN €KTaon
Tou KUKAou. To {810 EuNAKL puropet va xpnotpornotnOei kat ylo
Toug U0 KUKAOUG Kat, 0T CUVEXELQ, va aroppldBel og KASo
ya aodoAr anodppudn.

BApa 6 TomoBetrote tNV KApTa oe KAtdAAnAo meplotpodéa
mhatpoppag kat Oéote tov oe Aettoupyia otig 150 5 rpm yla
2 Aerttd (BA. NpoduldéeLg Katd Tth SOKLpR). ATtevepyomoLoTe
TOV KOl TOPATNPHAOTE YL TUXOV OUYKOAANON Xwpic va
adaPETETE TNV KAPTA Ao ToV TepLlotpodéa. Oa TPEMEL va
TIOPATNPELTE TNV KAPTA OKPLBWE Ao TAVW TNG OE KOVOVIKA
anootaon avayvwong (25 éwg 35 cm and ta pdata). Mnv
Xpnotyomoleite peyebuvtikd dakd. Ta potifa mov Ba
napaxBouv eival Slakpltd Kot uropolv va yivouv eukola
avTtANTtd og GUOLOAOYIKEG OLVORKEG dWTLOUOV. EAv UTTApXEL
apdLBolia ylato av éxeL oxnpatiotel cuykOAAnon, n Sokur Ba
npeneLva enavoAndOei pe xprion otayovag 40 pl puctohoyikol
opoU. Aev Ba TpEMeL va UTIAPXEL opath cUYKOAANon. Autd to
anotéleopa Ba mpEneL va xpnotponoinBel wg Bdon yua T
olykpLon.

Bripa 7 Artoppilte TOUG XpNoLomoLnévoug KUKAOUG avtibpaong oe
ka0 yLa aodolr andppubn. Ataodaliote thv emoTpodn Twv
avudpaotnpiwv Aateg oe Puyeio (2 €wg 8°C).

9. ANOTEAEIMATA

EPMHNEIA TQN ANOTEAEIMATQN

Avatpé€te otov 06nyod epunveiag tou Wellcolex Colour Shigella.
Oetkd

Mpokurtel ahhayn XpwHATog otV avtibpacn Aoyw cuykoAAnong evog and
T EVALWPH LOTA XPWHATIOMEVOU AaTEE 0T0 piypa Ttou ipokakel aAlayr) tou
£pxetaL o avtiBeon pe To xpwpo tou urtoBdBpou (Ewkdveg 1 kaw 2). TuvrhBwg
Ba eppavioTEL GUYKOANGN LE LOVO EVa XpWLOL OE éva avTLSpaoTripLop Aates,
MG yla piktég KaALEpyeLeg Shigella, pnopet va epdaviotel cuykoAAnon
pe SUo xpwpata oe éva avidpaotiplo Aaté€ (otnv mepintwon auth, Ba
TpENEL va mpaypatonotnBolv nepattépw Sladlkacieg amopovwong) 1
He éva povo xpwpa kot ota Vo avidpaotrpla. AUuTéG oL TBavoTnTeg
Slakpivovrtat pe eukohia. EGv to potifo tng avtidpaong Stadépet and autd
1o epdaviletal otig Ewkoveg 1 kat 2, Oa npénel va eheyxBei n taxvtnta
tou neplotpodéa kot va S1opBwBei epdoov anatteitat.

ApvnTikod

Aev epdavilel cuykdAAnon kavéva and ta SUo avidpaotripla Aaté§ kat
n opodn, Wwdng epdavion Statnpeital onpavtkd apetdBAnTn Katd tn
Sudpketa TG Sokipung (Ewkdva 3). InpelwveTal, wotdoo, OTL Unopel va
QVLXVEUTOUV aXva (v KOKKLWEOUG epdAviong og apvnTikd potifa, avaloya
LE TNV OTTTIKY 0§UTNTA TOU XELPLOTH.

Mn eldwn

OAa ta cwpatidia epdavifouv cuykOAANGn Kot TPOKUTTOUV Lwdn
cuosowpatwpata o kKaBapd unoBabpo (Ewkdva 4). Yapxel to evéexdpevo
Vo avarntuxBoUv opLopéva LWN CUCOWHATWHATA Ttapousia BETKAG 1
apvnTkrg avtidpaong. Edv unrpée Stakpit aAlayrh xpWHATOG KATd Tt
Sokn 1 €dv to unoPabpo mapapével opolopopda LWdeG, Ba TPEMEeL va
QyVONOETE QUTA TA LWEN CUCCWHATWHATA.

10. NOIOTIKOZ EAErX0Z

Oontkn emBewpnon

Taavidpaotripla Aaté€ Ba npénel va emBewpouvtal avta yia cuykOAAnon
KaBwg Slavépovtal oty KApTa avtidpaong Kat, v urtdpxouv vBeigelg
CUCOWHATWAONG TIPLV ATtO TNV POCOKN TOU BAKTNPLOKOU EVOLWPAHATOG,
To avudpaoctripto Sev Ba TPEMEL va xpnoLponoteitat.

Awadikaocieg eAéyyou

H Soktun ototikou eAéyxou Ba mpémnel va ekteAeital pe tnv apahafn kabe
véag anootoAng i véou aplBuoul kit. Kabe epyactriplo Ba mpénet va tnpet
TLG EBVIKEC KAl TOTUKEC QTTOUTH OELG.

Awadikacia BeTikoU paptupa

EmBepaiwote tnv anddoon twv avudpactnpiwv Aaté§ pe tn xprion Twv
BETIKWV LOPTUPWV TTOU TLOPEXOVTAL.

BApa 1 3& 4 SLadopetikolg KUKAOUG avTiSpaong, SLAVEILETE 2 OTOYOVES
avtidpaotnpiou Aaté€ 1 kat 2 otayoveg avidpaotnpiou
Aate€ 2 (pio otayova ava KUKAO).

BApa 2 NMpooBéote pia otayova amod kabe BeTikd paptupa oe 2
arnd toug KUKAoug avtipaong (oTov €vav mou TePLEXEL
avtidpaotiplo Aaté€ 1 kal oTtov €vav Tou TEPLEXEL TO
avtdpaoctiplo Aaté€ 2).

Bripa 3 Avapite ta avidpaotripla He EEXWPLOTO aVOAWOLUO EUAGKL
Selypatohnyiag yia kdbe BeTkd paptupa.

Bripa 4 MNeplotpéPte TNV Kdpta otig 150 £ 5 rpm yia 2 Aentd o€
HNXovLko meplotpodéa. Metd and auto to Brpa, Ba mpénet
va epdaviletal opLloTik GUYKOAANGCN Kot 0Toug 4 KUKAOUG
avtidpaong.

Bripa 5 Aroppilite tn Xxpnotpomnotnpévn kapta avtidpaong oe kado
ya aododr anodppubn.

To xpwHa tou Aaté€ cUYKOAANONG 0TO AVTLSPaCTHPLO 1 KALTO avildpaotriplo 2

O PEMEL VAL QVTLOTOLKEL 0TO XpWHa Tou BETKOU paptupa (Mre 1y KOKKOG).

MropoUv va xpnotponotnBolv UNTPLKEG KOALEPYELEG YWWOTWY EL8WV

Shigella avti ya to avtidpactrplo BeTkol paptupa.

Aadwacio apvnTikou paptupa

EnavaAdBete tn Stadkacia Sokiprg pe tn xprion ductoloyikol opol avti

yla Selypa Sokipng. Aev Ba mpémeL va UTIAPXEL ONUAVTLKA GUYKOAANON.

11. EPMHNEIA ANOTEAEZMATQN

To Betikd anotéAeopa (€yxpwpn cuykOAAnon) unodetkvUeL mapouaoia Kot
TautoXpova Tautonolel to eidog Shigella oto Selypa wg e§A¢:

Xpwpa AvtiSpactrplo
Juoowpatwpata | YmoBabpo 1 2
KOKKvo MrmAe Shigella Shigella

sonnei dysenteriae
MrmAe Pol Shigella Shigella
flexneri boydii
Kavéva lwéeg ApvnTiKO
lwdeg KaBapd Mn gppnveloo
(amattovvtal mepattépw
Slabikacieg aropovwong)

Ta avtdpaotipla Ba avixveloouv Shigella sonnei popdng | kad ll,
Shigella flexneri opotUnwv 1 éwg 6 kat mapalhaywv X kat Y, Shigella
dysenteriae opotunwv 1 éwg 12 kat Shigellla boydii opotinwv 1 €wg 15.

Eva apvnTIKO QMOTEAECHA UTTOSELKVUEL OTL OL UTIO SOKLUF HLKPOOPYOVLOMOL

Sev avikouv oToug opdTUTIOUG TwV 18wV Shigella Tou kaAUTTTOVTOL ATLO T
avtdpaotrpta. Edv amatteitat, pnopel va yivel emutAéov xapaktnplopog
pe evahhaktikég Stadikaoieg>®. Bplokovtal cUXVA MIKTEG amoLkieg amnd
U QUHWTEG TG AaKTOTNG 0 KAANLEPYELEG KOTIPAVWY KL, EGV T(POKUPEL
apVNTIKO QMOTEAECHA, MITOpPEL va arauteital n emavaAndn thg Sokiurg oe
GAEG ETUAEYHEVEG QPVNTLKEG YLt AAKTOYN QITOLKLEG TIPLV QTto TNV amoppubn
™G KOAALEPYELAG WG APVNTLIKAG.

Edwv mpokUeL pn €18LKN avtidpaon, To anotéAeopa eival pn EpUNVEUCLUO
Kat Ba mpémnel va paypatonotnBolv eVaANaKTIKEG SLadIkaoieg yla tnv
tautomnoinon.

12. NEPIOPIZMOI THZ AIAAIKAZIAZ
12.1.

To Wellcolex Colour Shigella Ba tautomotcel amopovwpéva
oteléxn Shigella oe enineo eidoug. Edv amauteitat mArpng
opoloylkr) tautoroinon  evtog tou  eidoug, pmopel  va
nipaypatornotnBei pe evaAaktikég Stadikaoiec. Ta anoteAéopata
¢ Sokiung Wellcolex pmopouv va kabodnyroouv tnv emhoyr
TWV KATAAANAWV QVTLOPWV.

12.2.  To yévog Shigella cuyyevelel otevd pe GANa LEAN TNG OLKOYEVELAG
Twv Enterobacteriaceae kat TOMGE Qo TO CWHATIKA QvTLyOva
elval KOWGE PE QUTA UIKPOOPYAVIOUWY dANoU £ibouc, l8ikd Tou
Escherichia coli, aA\& cupmep\apBavopévwy kat twv Hafnia alvei,
Plesiomonas shigelloides kat AA\wV eL8wv. AUTA AVTUTPOCWTEUOUV
KOWGQ avTlydva Kat OXL SLaoTaUPOUHEVEG AVTLEPAOELG KOL UITOPOUV
va SladopornoinBolv pe Baon Tig Bloxnuikég SokES. MoAAd amd
auTd, aAAG OxL OAa, gival UPWTEG TNG AAKTOTNG.

12.3.  Opopéva  otehéxn Shigella dépouv  avilydva  pepppdavng
mou avadépetal 6Tl avactéANOUV T OUYKOAAnon «O» twv
evaLwpNUATwy. Aev éxouv amovtnBei tétola ot SOKIUEG TWV
avudpaotnpiwv, aMa edv anatteitatr, n pepuPpavn pmopel va
adpavoronBel pe Béppavon tou evalwprpatog otoug 100°C
ya Vo wpeg Edv €va KoAd XApaKTNPLOUEVO amo BLoxnuikn
anoPin anopovwpévo otélexog dev epdavilel aviidpaon pe ta
avTdpaotrpLa, HMopel va anootalel o€ epyactriplo avadopdg
yla Stepevivnon, edpocov amnatteital.

12.4.  H mowdtnta tou potifou cuykdAAnong mou AapBdvetal e§aptdral
artd TV TayUTNTO KoL TV TPOXLOKT SLAUETPO TOU TepLoTpodEQ KoL

™ xpron eninedng kdptog avtidpaonc.

12.5. Mpw and v edapupoyr tou WGS (AAnAouxion oAdkAnpou
yoviSwwpatog), n Shigella flexneri mou avrkel oto ST1753
Tautornotovtav AavBaocpéva wg Shigella boydii. Autog o timog
Shigella flexneri dépel mapallayr|, yeyovog mou onpaivel OtL To
avtydvo O tou S. flexneri Sev ekdpdletal, EMOUEVWE O OPOAOYLKOG
é\eyxog tou S. flexneri otnv mepimtwon autr eivat Yeudwg
apVNTKOG .

13. ANAMENOMENA ANOTEAEZMATA

STeNéXN TOU AVAKOUV OTOUG KowoUG opdtunoug S. sonnei, S. flexneri,
S. dysenteriae kat S. boydii Ba §0o0UV GUYKOAANGN KOKKLVOU 1 MITAE
XPWHOTOG TAPOUGLO TOU QVTIOTOLXOU GUOTOTIKOU TwV avtdpaotnpiwv
Aaté€ 1A 2.

14. EIAIKA XAPAKTHPIZTIKA ANOAOZHZ

E§wtepikr) a§loAdynon

Mo TTOAUKEVTPLKH HEAETN, TTOU TIEPAQUBAVEL VA EPYOOTAPLO TOU TOUEQ TNG

Snudotag vyeiag oto HB, tpia voookopelakd epyaoctripla otig HMA, §Uo otnv

ApaBiki Xepodvnoo kat tpia otnv Notoavatolwkr) Acia, tpaypatornot|fnke

ylatv a§lodoynon tou Wellcolex Colour Shigella oe kaAAépyeLeg poutivac®.

K&Be epyaotrplo mpaypotonoince SoKLHEG OE €va I TIEPLOCOTEPQ QIO TA

Tapakdtw Selypata and kabe Seiypa kompavwy.

1. ATtotkieg apvnTIKEG yla Aaktoln aneubeiag and mpwtelouoes
KaAALépyeleg oe ekAekTikA TpuPBAia dyap-tpuBAia dyap
Stadopomnoinong (MacConkey, XLD, DCA, SS kat Hektoen).

2. ATotkieg apvnTikég yla Aaktoln aneuBeiag and umokaAAEpyeLeg
oe {wHO epmAouTiopol o€ ekAeKTIKA TpuBAia dyap-tpuBAia dyap
Slapopornoinong.

3. KaBapég uroKaAALEPYELEG QTIOLKLWV APVNTIKWY ylol AaKToln o€

Bpemtikd dyap.

Ma 6Aa xpnotpomnotiOnke neptotpodéag. Ta anoteAéopata nopatibevral
otov Mivaka 1.

H anédoon tou Wellcolex Colour Shigella tpoadiopiotnke pe cUykpLon pe ta
QMOTEAECHOTA TWV CUPBATIKWY BaKTnPLOAOYIKWY avaAUoewy o€ Selypata.

stnv napovoa pehétn, n evatoBnoia tou Wellcolex Colour Shigella and
TPWTEVOVOEC KAMLEPYELEG O TPUPBALO fTtav 98,9% (88/89), 100% (58/58) amtd
UTIOKOAALEPYELEG OE {WHO EUMAOUTLONOU Kot 100% (299/299) ard kabapég
KaAALEpyeLeg. (BA. Mivaka 1).

H eldwdtnta tou Wellcolex Colour Shigella og autriv tnv pehétn ftav 99,4%
(521/524) oe mpwtevouoeg kaAhEpyeleg og TpuBAio, 100% (320/320) oe
UTIOKOAALEPYELEG 08 LWHO EUMAOUTIONOU Kot 95,2% (60/63) oe Kabapég
KOANLEPYELEG.

H npoyvwotikr agia Betikol anoteAdéopatog and thv kaAAEpyela oe tpuBAio
ntav 98,7% (445/451) koL apvntkol anoteAéoparog 99,9% (901/902).

O emunoAacpog tng Shigella ota und pelétn Seiypata frav 33,0%
(446/1.353).

H gpddvion pn eldikwv aviidpdoswy pe to Wellcolex Colour Shigella fitav
3,0% (19/632) yia Tig mpwtelovoeg KaAALEpyeLeg oe TpuPAio, 1,8% (7/385)
yla urtokaAALEPYELEG OE TwHO EUMAOUTLOMOU Kat 2,1% (8/385) yla kabapég
KaAALEpYELEG. AUTA Ta Selyparta éxouv e§atpeBel ano tov Mivaka 1.

AN\oL pkpoopyaviopol ou UrtoBARBNKav og SOKLUNA Kal £5woav apvnTKO
anotéleopa pe to Wellcolex Colour Shigella mepilapBdavouv ta Escherichia
coli, Proteus spp., Salmonella spp., Campylobacter jejuni, Enterobacter spp.
kav Citrobacter freundii.

EnutAéov, 208 kah\Epyeteg avadopag Shigella, ou mep\dpBavay £wg Kot
Tévte otehéxn amnd kdBe opotuno kdBe eidoug Shigella, unoBARBnKav oe
Sokiun oe ave§aptntn pehétn®. To Wellcolex Colour Shigella tautomnoinoe
OwOoTA 195 KAAALEPYELEG KOL TTAPIYAYE QVAUEVOIEVO OPVNTIKO ATTOTEAECHLAL
yla 13 anopovwpéva oteléxn Shigella boydii opdtunwv 16 £wg 18.

SHMEIQIH: ZupBouleuteite Ty emtotnpoviki BuBAoypadia ylo mepattépw
AEMTOUEPELEG OXETIKA PE TLG SLaSIKAoieEG 0PONOYIKAG - BLOXNILKAG SOKLUAG
yla TV Tautonoinon tng Shigella.

Nivakag 1

Tavtonoinon Shigella ané kaAAiépyeleg o€ TpuBAio

Anoteléoparta AnotéAeopa poutivag | ZUvola
Tou Wellcolex ; ;
Colour Shigella OeTko* ApvnTikd
Mpwtevouvoa QeTkd 88 3By 91
KoAALEpYELDL
ApvnTikd 1¢ 521 522
YriokaMEpyeLa Oetiko 58 0 58
ané twus ApvnTiKé 0 320¢ 320
KaBaph OeTkO 299 3ot 302
urtokoAALEpYELaL X
ApvnTiko 0 60 60
SUvola 446 907¢ 1.353

@ 33 Shigella boydii, 15 Shigella dysenteriae, 247 Shigella flexneri ko
151 Shigella sonnei

B2 Plesiomonas shigelloides (1 avtidpaon Shigella boydii kat 1 avtidpaon
Shigella sonnei)

v Hafnia alvei (avtibpaon Shigella boydii)
5 Shigella sonnei

¢ mepapPavel 7 kahEpyeLeg amnd Tig onoieg anopovwOnke Shigella povo
and npwtevovoa kaAALEpyeLa o€ TpuBAio

o Escherichia coli (avtipaon Shigella dysenteriae)

¢ meplhapBdvel Escherichia coli, Proteus spp., Salmonella spp.,

Campylobacter jejuni, Enterobacter spp. kat Citrobacter freundii
AdBete unoyn oti: Auth n UEAETN SLevepyriOnke TIPLV amod TV eQapoyr
tou WGS (AAAnAouytan oAdkAnpou yovibiwuartog). Avatpééte atoug
neploptopous e Sadikaoiag (12.5)
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16. EMEZHIHZH 2YMBOAQN

AplBUoG KataAdyou

In vitro SLayvwaoTiko LatpoTeXVOAOYLKO Ttpoiov

SupBouleuteite g o8nyieg xpriong (IFU)

‘Opla Beppokpaoiag
(@eppokpacio anobrikeuong)

MepLéxel emapkn moodtnTa yla <N> e§eTA0ELG

Aev nipoopiletal yla mapakAivieg eEeTAOELS

Kw8kog maptidag (Apdpog naptidac)

Xprion €wg (Hpepopnvia AAgng)

Eloaywyéag

ATIOKAELOTIKO QVAYVWPLOTIKO
TEXVOAOYLKOU TPOLOVTOG

E€ouo1080TNEVOG QVTUTPOOWTTOG 0TV
Eupwraikr Kowotnta

AfloAdynon cuppopdwong HB

Eupwrnaikn a§loAdynon cuppopdwong

MopaoKELAOTHG

EQ%EE@EE®§*EE

r

UK
2797€ Cn

To Bronidox” amoteAel KATOXWPLOUEVN EUTOPLKA EMWVUMIA TNG
Cognis UK Ltd.

Remel Europe Ltd.
Clipper Boulevard West, Crossways

Dartford, Kent, DA2 6PT, HB
www.thermofisher.com

L0 TeXVIKN BorBELa, EMKOWVWVHOTE [E TOV TOTILKO 00G SLavopéa.

‘EkSoon Huepopnvia eloaywyrg TPONonoL cewv

X7798C loUviog 2023
Evnpépwon wote va mAnpouvtat
ot anattrjoetg IVDR

T

unwenke oto Hvwpévo Bacilelo
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Wellcolex
Colour Shigella

R30858401 ....oorvvrnevrneirnessneisnees /50
1. USO PREVISTO

Wellcolex™ Colour Shigella es una prueba cualitativa de aglutinacién
en portaobjetos de latex para la deteccion e identificacion de especies
de aislados de Shigella presentes en medios de cultivo sélidos. Se usa
en flujos de trabajo de diagndstico para ayudar a los profesionales
médicos a elegir opciones de tratamiento para pacientes de los que
se sospecha que padecen infecciones bacterianas. El dispositivo no
es automatizado, es exclusivamente para uso profesional y no esta
disefiado para diagnéstico complementario.

Solo para uso diagnéstico in vitro.
2. RESUMEN Y EXPLICACION DE LA PRUEBA

Los microrganismos del género Shigella causan disenteria bacilar,
una de las enfermedades diarreicas mas comunes en todo el
mundo. Los sintomas, que incluyen dolor abdominal agudo y diarrea
sanguinolenta, estan asociados a la invasion de la mucosa gastrica por
los organismos, pero la penetracién sistémica posterior es inusual.
La dosis infecciosa puede ser tan baja como diez microrganismos,
lo que ayuda a la rapida diseminacion de la infeccion como resultado
de la contaminacién fecal del medio ambiente. La mayoria de los
casos de infeccidon son relativamente leves y requieren un simple
tratamiento de apoyo, pero los casos graves pueden ser mortales
si no se administran los antibidticos adecuados. Es importante que
los microrganismos causantes se identifiquen con precision y lo mas
rapidamente posible para permitir la administracién juiciosa del
tratamiento antibidtico, esencial para minimizar la prevalencia de
cepas con resistencia multiple a los antibidticos y para controlar los
brotes de enfermedad.®

Las cepas de Shigella se clasifican en cuatro especies, Shigella boydii,
Shigella dysenteriae, Shigella flexneriy Shigella sonnei. La clasificacion
puede realizarse mediante pruebas seroldgicas basadas en los
antigenos «O» asociados a las células, segun las cuales las especies
pueden subdividirse a su vez en tipos seroldgicos. Wellcolex Colour
Shigella proporciona un procedimiento seroldgico rapido y sencillo
para la identificacion de especies de la mayoria de los serotipos de
Shigella encontrados en bacteriologia clinica.

3. PRINCIPIO DEL PROCEDIMIENTO

En Wellcolex Colour Shigella, se hace reaccionar una suspension
de bacterias con dos reactivos de prueba, cada uno de los cuales
consiste en una mezcla de particulas de latex rojas y azules. Cada
latex coloreado estd recubierto de anticuerpos especificos para una
especie de Shigella. En presencia de antigeno homélogo, uno de los
colores de la mezcla se aglutinarg, y laidentidad del antigeno se indica
por el color de las particulas agregadas con un cambio contrastado en
el color del fondo. Cada combinacidn se distingue facilmente de las
demdsy de un resultado negativo en el que las particulas permanecen
en suspensiéon homogénea de color morado, y del resultado
inespecifico ocasional en el que todas las particulas se aglutinan en
agregados de color morado sobre un fondo transparente.

4. REACTIVOS
CONTENIDO DEL KIT

W 50 (ZC51/R30858401)

1 frasco cuentagotas (tapdn blanco)

WELLCOLEX COLOUR SHIGELLA

Reactivo de latex 1

Reactivo de latex 2 1 frasco cuentagotas (tapdn blanco)

Control positivo rojo 1 frasco cuentagotas (tapon rojo)

Control positivo azul 1 frasco cuentagotas (tapon azul)

Varillas de muestreo
desechables

2 conjuntos

Tarjetas de reaccion
desechables

1 paquete

Dispensadores de muestras 2 paquetes
desechables

e Tubos para suspension 1 paquete
desechables

e Instrucciones de uso 1

¢ Guia de lectura 1

5. DESCRIPCION, PREPARACION PARA ELUSO Y
CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO RECOMENDADAS

Consulte también la seccion Advertencias y precauciones

A d

A menos que se indique lo contrario, todos los componentes deben
conservarse entre 2 y 8 °C, condiciones en las que conservaran su
actividad hasta la fecha de caducidad del kit.

LATEX Reactivo de latex 1

REAGENT n

Un frasco cuentagotas que contiene una
suspension morada de particulas de latex
de poliestireno en tampdn que contiene
conservante Bronidox” al 0,05 %. Las
particulas de latex estan recubiertas con
anticuerpo de conejo con la siguiente
especificidad:

Latex rojo Shigella sonnei
(formas 1y Il)
Latex azul Shigella flexneri

(tipos1a6,XeY)

E Reactivo de latex 2

REAGENT

Un frasco cuentagotas que contiene una
suspension morada de particulas de latex
de poliestireno en tampdn que contiene
conservante Bronidox” al 0,05 %. Las
particulas de latex estan recubiertas con
anticuerpo de conejo con la siguiente
especificidad:

Latex rojo Shigella dysenteriae
(tipos 1a12)
Latex azul Shigella boydii

(tipos 1 a 15)

[RED [ CONTROL Control positivo rojo

Contiene suspension bacteriana inactivada
de microrganismos representativos de
Shigella sonnei y Shigella dysenteriae.
Contiene Bronidox" al 0,05 % y formalina al
0,5 % como conservantes.

[ BLUE [ CONTROL Control positivo azul

Contiene suspension bacteriana inactivada
de microrganismos representativos de
Shigella flexneri'y Shigella boydii. Contiene
Bronidox” al 0,05 % y formalina al 0,5 %
como conservantes.
Una vez abiertas, las tarjetas de reaccion deben almacenarse a
temperatura ambiente (entre 18y 30 °C).

6.  ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

SoIo para uso diagndstico in vitro. Unicamente para uso
profesional.

Para obtener informacién sobre los componentes potencialmente
peligrosos, consulte la hoja de datos sobre seguridad, disponible
en el sitio web de la compafiia, y la documentacion del producto.

En caso de mal funcionamiento, no utilice el dispositivo.

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.

6.1. INFORMACION SANITARIA Y DE SEGURIDAD

6.1.1 De acuerdo con los principios de las buenas practicas
de laboratorio, se recomienda encarecidamente que
todas las muestras y materiales clinicos se manipulen
como potencialmente infecciosos y se utilicen con
todas las precauciones necesarias. Lo ideal es realizar el
procedimiento en una cabina de seguridad microbioldgica
adecuada.!

Los controles positivos rojo y azul contienen formalina
al 0,5 %, que esta clasificada como sensibilizante segun
las normativas aplicables de la Unién Europea y del
Reino Unido. A continuacién se indican las instrucciones
correspondientes sobre riesgos (H) y precauciones (P).

RED | CONTROL | + <
H350 Puede causar cancer
PELIGRO | EUH208 Contiene formaldehido. Puede
producir una reaccién alérgica
P201 Pedir instrucciones
especiales antes del uso
P281 Utilizar el equipo de proteccion
individual obligatorio
P308+P313 | EN CASO DE exposicion
manifiesta o presunta:
Consultar a un médico
Limitado a usuarios
profesionales
6.1.3 Los aparatos no desechables deben esterilizarse después

de su uso, en autoclave durante 15 minutos a 121 °C; los
desechables deben someterse a autoclave o incineracion.
Los vertidos de materiales potencialmente infecciosos
deben eliminarse de inmediato con tejido de papel
absorbente y las dreas contaminadas deben limpiarse
con un desinfectante efectivo. Los materiales empleados
para limpiar vertidos, incluidos los guantes, deben
desecharse como si se tratara de residuos potencialmente
biopeligrosos. No esterilizar en autoclave materiales que

contengan hipoclorito de sodio.

6.1.4 No pipetee con la boca. Lleve guantes desechables,
bata de laboratorio y proteccién ocular durante la
manipulacion de las muestras y la realizacion del ensayo.

Lavese las manos minuciosamente al acabar.

6.1.5 Si alguno de los reactivos entra en contacto con la piel
o los ojos, lave abundantemente la zona enjuagando

inmediatamente con mucha agua.
6.1.6 No ingiera los reactivos.
6.2. PRECAUCIONES ANALITICAS

6.2.1 No utilice los reactivos después de la fecha de caducidad

indicada.

6.2.2 Debe evitarse la contaminacién microbiolégica de los
reactivos, ya que puede reducir la vida Util del producto y

provocar resultados erréneos.

Deje que todos los reactivos y muestras alcancen la
temperatura ambiente (entre 18 y 30 °C) antes de usarlos.
Inmediatamente después de su uso, asegurese de que los
frascos estén bien cerrados y vuelva a guardarlos en el
frigorifico. Los reactivos de ldtex que muestren signos de
agregacion cuando se dispensen por primera vez, pueden
haber sido congelados y no deben utilizarse.

6.2.4 Almacene los reactivos de litex y los controles en
posicion vertical entre 2 y 8 °C. Tras un almacenamiento
prolongado, es posible que los reactivos de latex se hayan
aglutinado o secado alrededor de la parte superior del
frasco. Si se observa esto, los reactivos de latex deben
agitarse enérgicamente durante unos segundos hasta que

se complete la resuspension.

El personal con defectos de visién cromética deberia ser
capaz de ver la aglutinacion, pero puede experimentar
dificultades para diferenciar las reacciones cromdticas;
si se encuentra algun problema, las reacciones deben
remitirse a alguien con vision cromatica normal.

Es importante que los frascos cuentagotas se mantengan
en posicién vertical y que la gota se forme en la punta de
la boquilla. Si la boquilla se moja, se formard una gota
de volumen incorrecto alrededor del extremo y no en la
punta; si esto ocurre, seque la boquilla antes de continuar.

Es esencial el uso de un dispositivo de rotacién de lecho
plano. Para un rendimiento éptimo, asegurese de que el
dispositivo de rotacion esté nivelado y se haya calibrado
para funcionar a 150 £ 5 rpm.

No toque las areas reactivas de las tarjetas. Es importante
asegurarse de que las tarjetas de reaccion queden
completamente planas sobre el dispositivo de rotacion, de
lo contrario no se verdn patrones de aglutinacion claros.

Asegurese de que los controles positivos se resuspenden
agitando o agitando en vértex enérgicamente durante
diez segundos. NO agite con vortex los reactivos de latex.

7. RECOGIDA DE MUESTRAS Y PREPARACION DE CULTIVOS

Para obtener mas detalles sobre la recogida de muestras
y la preparacién de cultivos, se debe consultar un libro de
texto estandar.>** La prueba puede realizarse en colonias no
fermentadoras de lactosa que crecen en cultivo primario en medios
selectivos (por ejemplo, agar MacConkey, agar entérico Hektoen o
agar desoxicolato de xilosa-lisina), en subcultivo a partir de caldo de

enriquecimiento en estos medios o en cultivo puro (por ejemplo,
placas o pendientes [portaobjetos] de agar nutritivo).

Si es necesario confirmar los resultados de la prueba, la suspensién
bacteriana utilizada para la prueba colorimétrica puede subcultivarse
posteriormente para su posterior identificacion. La misma suspension
puede utilizarse también para realizar pruebas con Wellcolex Colour
Salmonella (ZC50/R30858301).

8. PROCEDIMIENTO
MATERIALES SUMINISTRADOS

Wellcolex Colour Shigella ZC51/R30858401 contiene suficiente
material para 50 pruebas; véase la seccién Contenido del kit.

MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS

1.  Solucién salina estéril al 0,85 %.

2. La prueba debe realizarse en un dispositivo de rotacién
de lecho plano con un didmetro orbital de 1,5 pulgadas
(38 mm)/1,25 pulgadas (32 mm) que funcione a
aproximadamente 150 rpm. La velocidad y el didmetro orbital
son fundamentales para el rendimiento del ensayo.

No son necesarios mas materiales ni equipos.
PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA

PRECAUCION: Al realizar la prueba deben tomarse las precauciones
adecuadas para la manipulacién de cultivos vivos.

Identificacién de colonias

Paso 1 Dispense unos 200 pl de solucién salina en un tubo de suspension.
Se puede usar el dispensador de muestras desechable que estd
graduado a unos 200 pl.

Paso 2 De un cultivo de una noche, tome una o dos colonias sospechosas
de contener Shigella de tamafio promedio (de 1 a 2 mm) de
la placa de cultivo utilizando el extremo plano de una varilla
de muestreo y emulsione cuidadosamente las bacterias en la
solucidn salina. Con colonias pequefias sera necesario recoger
mas; el extremo de la varilla de muestreo debe estar cubierto.

Descarte la varilla de muestreo para desecharla de forma segura.

Paso 3 Resuspenda los reactivos de latex 1y 2 agitando vigorosamente
durante unos segundos. Mantenga el frasco en posicion vertical
y dispense una gota en caida libre de cada reactivo de latex en un
circulo independiente en una tarjeta de reaccion plana. Explote

las burbujas de aire con el extremo de una varilla de muestreo.

Paso4 Con un dispensador de muestras desechable sostenido
verticalmente, transfiera una gota en caida libre (40 pl) de
suspension bacteriana a cada uno de los dos circulos. Tenga
cuidado de no dispensar burbujas de aire. Descarte el dispensador

para desecharlo de forma segura.

Paso 5 Con una varillade muestreo, mezcle el contenido de cada circulo
y esparza para cubrir toda el area del circulo. Se puede utilizar el
mismo bastoncillo para ambos circulos y después desecharlo de
forma segura.

Paso 6 Coloque la tarjeta en un dispositivo de rotacion de lecho plano
adecuado y ejecute a 150 + 5 rpm durante 2 minutos (véase la
seccion Precauciones analiticas). Desconecte y observe si hay
aglutinacion sin extraer la tarjeta del dispositivo de rotacion.
La tarjeta se debe poder ver directamente desde arriba a una
distancia de lectura normal (de 25 a 35 cm de los ojos). No use
lupas. Los patrones obtenidos son nitidos y pueden reconocerse
con facilidad en condiciones de iluminacién normales. En caso de
duda sobre la aglutinacidn, se repetira la prueba con una gota de
40 pl de una solucidn salina. No debe haber aglutinacion visible.
Este resultado se debe usar como base para la comparacion.

Paso 7 Descarte los circulos de reaccion empleados para desecharlos de

forma segura. Asegurese de que los reactivos de latex se vuelven
a colocar en el refrigerador (entre 2y 8 °C).

9. RESULTADOS
LECTURA DE RESULTADOS

Consulte la guia de lectura de Wellcolex Colour Shigella.

Positivo

Se produce un cambio de color en la reaccién debido a la aglutinacion
de una de las suspensiones de latex coloreadas en la mezcla, que
causa un cambio contrastado en el color del fondo. (Figuras 1y 2).
Por lo general, un solo color se aglutinara en un reactivo de latex,
pero con un cultivo mixto de Shigella, ambos colores se pueden
aglutinar en un reactivo de latex (en este caso, se debe someter a
procedimientos mas exhaustivos de aislamiento), o un solo color en
ambos reactivos. Estas posibilidades se discriminan con facilidad. Si el
patron de reaccion difiere del mostrado en las Figuras 1y 2, debera
comprobarse la velocidad del dispositivo de rotacion y ajustarse
si es necesario.

Negativo

Ninguno de los reactivos de latex se aglutina y el aspecto homogéneo
morado se mantiene practicamente inalterado durante toda la
prueba (Figura 3). Obsérvese, no obstante, que pueden detectarse
débiles rastros de granularidad en los patrones negativos,
dependiendo de la agudeza visual del operador.

Inespecifico

Todas las particulas se aglutinan dando lugar a grumos de color
morado sobre un fondo transparente (Figura 4). Es posible que se
desarrollen algunos grumos de color morado en presencia de una
reaccion positiva o negativa. Si se ha producido un claro cambio
de color en la prueba o si el fondo sigue siendo de color morado
uniformemente, estos grumos de color morado deben ignorarse.
10. CONTROL DE CALIDAD

Inspeccidn visual

Los reactivos de latex deben inspeccionarse siempre en busca de
agregacion cuando se dejan caer sobre la tarjeta de reaccion vy, si
hay indicios de aglutinacién antes de afiadir la suspensién bacteriana,
no debe utilizarse ese reactivo.

Procedimientos de control

Se deben realizar pruebas de control de calidad de cada envio y de
cada nimero de lote de kit nuevo recibido. Todos los laboratorios
deben cumplir los requisitos estatales y locales.

Procedimiento de control positivo

Confirme el rendimiento de los reactivos de latex usando los controles
positivos suministrados.

Paso 1 En 4 circulos de reaccién independientes, dispense 2 gotas de
reactivo de latex 1y 2 gotas de reactivo de latex 2 (una gota por
circulo).

Paso 2 Afiada una gota de cada control positivo a 2 de los circulos
de reaccidn (uno que contenga reactivo de latex 1 y uno que

contenga reactivo de latex 2).

Mezcle los reactivos con una varilla de muestreo desechable
independiente para cada control positivo.

Paso 3

Paso 4 Gire latarjetaa 150+ 5 rpm durante 2 minutos en un dispositivo
de rotacion mecdnico. Transcurrido este tiempo, la aglutinacion

definitiva debe ser visible en los 4 circulos de reaccion.

Paso 5 Descarte la tarjeta de reaccion empleada para desecharla de

forma segura.

El color del latex aglutinado en el reactivo 1 y el reactivo 2 debe
corresponder al color del control positivo (azul o rojo).

En lugar del control positivo pueden utilizarse cultivos madre de
especies conocidas de Shigella.

Procedimiento de control negativo

Repita el procedimiento de prueba utilizando solucién salina en lugar
de lamuestra de la prueba. No debe haber aglutinacion significativa.

11. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Un resultado positivo (aglutinacién coloreada) indica la presencia
y, al mismo tiempo, identifica la especie de Shigella en la muestra,
de la siguiente manera:

Color de Reactivo

Grumos Fondo 1 2

Rojo Azul Shigella Shigella
sonnei dysenteriae

Azul Rosa Shigella Shigella boydii
flexneri

No hay Morado Negativa

Morado Transparente No interpretable (precisa de mds
procedimientos de aislamiento)

Los reactivos detectaran las formas | y Il de Shigella sonnei,
los serotipos 1 a 6 y las variantes X e Y de Shigella flexneri, los
serotipos 1 a 12 de Shigella dysenteriae y los serotipos 1 a 15
de Shigellla boydiii.

Un resultado negativo indica que los microrganismos sometidos a la
prueba no pertenecen a los serotipos de la especie Shigella cubierta
por los reactivos. Si es necesario, pueden caracterizarse ain mas
mediante procedimientos alternativos.>* En los cultivos de heces
suelen aparecer crecimientos mixtos de no fermentadores de lactosa,
y si se obtiene un resultado negativo puede ser necesario repetir la
prueba en otras colonias lactosa negativas seleccionadas antes de
descartar el cultivo como negativo.

Si se obtiene una reaccidn inespecifica, el resultado no es
interpretable y deben seguirse los procedimientos alternativos de
identificacion.>*

12. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

12.1.

Wellcolex Colour Shigella identificara aislados de Shigella
a nivel de especies. Si se requiere una identificacion
serolégica completa de los tipos dentro de la especie, esta
puede realizarse mediante procedimientos alternativos; la
seleccion de los antisueros apropiados puede guiarse por
los resultados de la prueba Wellcolex.

El género Shigella esta muy relacionado con otros miembros
de la familia Enterobacteriaceae, y muchos de los antigenos
somaticos se comparten con microrganismos de otras
especies, en particular de Escherichia coli, pero también
de Hafnia alvei, Plesiomonas shigelloides y otras especies.
Representan antigenos comunes, no reacciones cruzadas,
y pueden diferenciarse mediante pruebas bioquimicas.

Muchos fermentan la lactosa, aunque no todos.

12.3. Algunas cepas de Shigella portan antigenos de envoltura
que inhiben la aglutinacién «O» de las suspensiones. No
se han encontrado en los ensayos de los reactivos, pero
si es necesario se puede inactivar la envoltura calentando
la suspensién a 100 °C durante dos horas.? Si un aislado
bioquimicamente bien caracterizado sigue sin reaccionar
con los reactivos, puede enviarse a un laboratorio de

referencia para que lo investigue si es necesario.

12.4. lacalidad del patrén de aglutinacion obtenido depende de la
velocidad y del didmetro orbital del dispositivo de rotacion,

asi como de la utilizacién de una tarjeta de reaccién plana.

Antes de la implantacién de la secuenciacién del genoma
completo (WGS), Shigella flexneri perteneciente a ST1753
fue identificada erréneamente como Shigella boydii. Este
tipo de Shigella flexneri presenta una mutacion que hace
que el antigeno O de S. flexneri no se exprese, lo que
significa que la serologia para S. flexneri en este caso es
falsamente negativa.’

13. RESULTADOS ESPERADOS

Las cepas pertenecientes a los serotipos comunes de S. sonnei,
S. flexneri, S. dysenteriae y S. boydii daran como resultado una
aglutinacion de color rojo o azul con el componente correspondiente
del reactivo de latex 1 0 2.

14. CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO ESPECIFICAS

Evaluacién externa

Se realizé un estudio multicéntrico, en el que participaron un
laboratorio de salud publica del Reino Unido, tres laboratorios
hospitalarios de EE.UU., dos de la peninsula arabiga y tres del sudeste
asidtico, para evaluar el Wellcolex Colour Shigella en cultivos de
rutina.®

Cada laboratorio realizé pruebas en una o mas de las siguientes
muestras de cada una de las muestras fecales.

1. Colonias lactosa negativas directas de placas primarias de agar
selectivo-diferencial (MacConkey, XLD, DCA, SS y Hektoen).

2. Colonias lactosa negativas directas de subcultivos de caldo
de enriquecimiento en placas de agar selectivo-diferencial.

3. Subcultivos puros de colonias lactosa negativas en agar
nutritivo.

Se utilizé un dispositivo de rotacién en todo momento. Los resultados
se muestran en la Tabla 1.

El rendimiento de Wellcolex Colour Shigella se determind
comparandolo con los resultados de los andlisis bacterioldgicos
tradicionales de las muestras.

En este estudio, la sensibilidad del Wellcolex Colour Shigella a partir
de cultivos primarios en placa fue del 98,9 % (88/89), del 100 %
(58/58) a partir de subcultivos en caldo de enriquecimiento y del
100 % (299/299) a partir de cultivos puros. (Consulte la Tabla 1).

La especificidad del Wellcolex Colour Shigella en este estudio fue del
99,4 % (521/524) a partir de cultivos primarios en placa, del 100 %
(320/320) a partir de subcultivos en caldo de enriquecimiento y del
95,2 % (60/63) a partir de cultivos puros.

Elvalor predictivo de un resultado positivo de los cultivos en placa fue
del 98,7 % (445/451) y de un resultado negativo del 99,9 % (901/902).

La incidencia de Shigella en las muestras estudiadas fue del 33,0 %
(446/1353).

La aparicion de reacciones inespecificas con Wellcolex Colour
Shigella fue del 3,0 % (19/632) para los cultivos primarios en placa,
del 1,8 % (7/385) para los subcultivos en caldo de enriquecimiento
y del 2,1 % (8/385) para los cultivos puros. Se han excluido estas
muestras de la Tabla 1.

Otros microrganismos analizados con Wellcolex Colour Shigella
y que resultaron negativos fueron los siguientes: Escherichia coli,
Proteus spp., Salmonella spp., Campylobacter jejuni, Enterobacter
spp. y Citrobacter freundii.
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Ademas, 208 cultivos de referencia de Shigella, que incluian hasta
cinco cepas de cada uno de los serotipos de cada especie de Shigella,
se analizaron en un estudio independiente.® Wellcolex Colour
Shigella identificd correctamente 195 cultivos y dio un resultado
negativo esperado con 13 aislamientos de los serotipos 16 a 18 de
Shigella boydii.

NOTA: Consulte la literatura cientifica para obtener mas detalles
sobre los procedimientos de las pruebas bioquimicas serolégicas
para la identificacién de Shigella.

Tabla 1
Identificacion de Shigella procedente de cultivos en placa
Resultado Resultado rutinario Total
de Wellcolex . .
Positivo® | Negativo
Colour
Shigella
Cultivo Positivo 88 3be 91
primario Negativo 14 521 522
Subcultivo Positivo 58 0 58
procedente ) .
de caldo Negativo 0 320 320
Subcultivo Positivo 299 3bf 302
pure Negativo 0 60 60
Total 446 907¢ 1353

2 33 Shigella boydii, 15 Shigella dysenteriae, 247 Shigella flexneriy
151 Shigella sonnei

b 2 Plesiomonas shigelloides (reaccién de 1 Shigella boydii
y 1 Shigella sonnei)

¢ Hafnia alvei (reaccién de Shigella boydii)
4 Shigella sonnei

¢ incluye 7 cultivos en los que se aisl6 Shigella procedente de cultivos
primarios en placa Unicamente

' Escherichia coli (reaccién de Shigella dysenteriae)

¢ incluye Escherichia coli, Proteus spp., Salmonella spp.,
Campylobacter jejuni, Enterobacter spp. y Citrobacter freundii

Tenga en cuenta lo siguiente: este estudio se llevé a cabo antes de
implementar la secuenciacion del genoma completo (WGS). Consulte
las limitaciones del procedimiento (12.5)
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Wellcolex
Colour Shigella

R30858401 ....oorvvrnevrneirnessneisnees /50
1. SIHTOTSTARVE

Wellcolex™ Colour Shigella on kvalitatiivne lateksaglutinatsiooni
alusklaasianaliilis tahketes kilvisdotmetes esinevate Shigella
isolaatide tuvastamiseks ja liigi identifitseerimiseks. Analtsi
kasutatakse diagnostika tédvoos, et aidata kliinikutel leida
ravivGimalusi patsientidele, kellel kahtlustatakse bakteriaalseid
infektsioone. Seade pole automatiseeritud, on ainult ametialaseks
kasutamiseks ja ei ole sobivusdiagnostikaseade.

Ainult in vitro diagnostiliseks kasutamiseks.
2. ANALUUSI KOKKUVOTE JA SELGITUS

Perekonna Shigella organismid tekitavad batsillilist diisenteeriat,
mis on Uks maailma levinuimaid k&hulahtisushaigusi. Simptomid,
mis hdlmavad dgedat kdhuvalu ja verist kdhulahtisust, on
seotud organismide invasiooniga mao limaskestas, kuid suurem
slisteemne sissetung on ebaharilik. Nakkav annus v&ib olla
ainult kimme organismi, mis muudab infektsiooni keskkonna
fekaalisaaste tulemusena kiiresti dissemineeruvaks. Enamik
infektsioonijuhtumeid on suhteliselt kerged ja eeldavad lihtsat
toetavat ravi, kuid rasked juhtumid vdivad olla surmavad, kui ei
anta asjakohaseid antibiootikume. On oluline, et haigust tekitavad
organismid tuvastataks tapselt ja voimalikult kiiresti, et saaks anda
moistlikul kombel antibiootilist ravi, mis on hadavajalik mitme
antibiootikumi resistentsusega tiivede olemasolu minimeerimiseks
ja haiguspuhangute kontrolli all hoidmiseks.®

Shigella tuved jagunevad nelja liiki: Shigella boydii, Shigella
dysenteriae, Shigella flexneri ja Shigella sonnei. Liigitus on vdimalik
seroloogiliste analttside abil rakuga seonduvate O-antigeenide
pdhjal, mille jargi saab liigid omakorda liigitada seroloogilisteks
tutipideks. Wellcolex Colour Shigella vGimaldab kiiret ja lihtsat
seroloogilist protseduuri enamiku kliinilises bakterioloogias
esinevate Shigella serotulipide liigi identifitseerimiseks.

3. ANALUUSI POHIMOTE

Wellcolex Colour Shigella analtusis reageeritakse
bakterisuspensiooni kahe analtisireaktiiviga, millest kumbki
sisaldab punase ja sinise lateksi osakeste segu. Iga vérviline
lateks on kaetud antikehadega, mis on spetsiifilised eri
Shigella liigi suhtes. Homoloogse antigeeni juuresolekul
aglutineerub segu Uks varvustest ning koondunud osakeste
vdrvuse kontrastne muutus tausta varvusest nditab antigeeni
olemust. Iga kombinatsioon on selgesti eristatav teistest ja
negatiivsest tulemusest, mispuhul osakeste suspensioon pusib
lilla, ja aeg-ajalt aset leidvast mittespetsiifilisest tulemusest,
mispuhul osakesed aglutineeruvad lilladesse agregaatidesse ja
taust selgineb.

4. REAKTIIVID
KOMPLEKTI SISU

N/ 50 (z¢51/R30858401)
1 tilgutipudel (valge korgiga)

WELLCOLEX COLOUR SHIGELLA

Lateksreaktiiv 1

Lateksreaktiiv 2 1 tilgutipudel (valge korgiga)

Red Positive Control
(punane positiivne
kontrollmaterjal)

1 tilgutipudel
(punase korgiga)

Blue Positive Control
(sinine positiivne
kontrollmaterjal)

1 tilgutipudel
(sinise korgiga)

o Uhekordselt kasutatavad 2 kimpu
proovivdtupulgad

o Uhekordselt kasutatavad 1 pakk
reaktsioonikaardid

o Uhekordselt kasutatavad 2 pakki
proovidosaatorid

o Uhekordselt kasutatavad 1 pakk
suspensioonikatsutid

e Kasutusjuhend 1

e N&idu vétmise juhend 1

5. KIRJELDUS, ETTEVALMISTUS KASUTAMISEKS
JA SOOVITATAVAD HOIUTINGIMUSED

Vt ka Hoiatused ja ettevaatusabindud.

A d

Kui pole 6eldud teisiti, tuleb komponente hoida temperatuuril 2 kuni
8 °C, siis pusib nende aktiivsus kuni komplekti kdlblikkusaja I&puni.

LATEX
REAGENT

Lateksreaktiiv 1

Uks tilgutipudel lilla polistiireenlateksi
osakeste suspensiooniga puhvris, mis
sisaldab 0,05% ulatuses sailitusainet
Bronidox”. Lateksiosakesed on kaetud
janese antikehadega, mille spetsiifilisus
on jargmine:

Punane lateksShigella sonnei
(vormid I ja Il)

Sinine lateks Shigella flexneri
(tutibid 1 kuni 6, X ja Y)

g Lateksreaktiiv 2

Uks tilgutipudel lilla pollstireenlateksi
osakeste suspensiooniga puhvris, mis
sisaldab 0,05% ulatuses sailitusainet
Bronidox”. Lateksiosakesed on kaetud
janese antikehadega, mille spetsiifilisus
on jargmine:
Punane lateks Shigella dysenteriae
(tutbid 1 kuni 12)
Shigella boydii
(tuitibid 1 kuni 15)
Red Positive Control (punane
positiivne kontrollmaterjal)

Sinine lateks

[ RED [ CONTROL

Sisaldab surmatud bakterisuspensiooni,
mis koosneb organismidest,

mis kuuluvad liikidesse Shigella

sonnei ja Shigella dysenteriae.

Sisaldab 0,05% Bronidox™-i ja 0,5%
formaliini sailitusainena.

Blue Positive Control (sinine
positiivne kontrollmaterjal)

[BLUE [ CONTROL

Sisaldab surmatud bakterisuspensiooni,
mis koosneb organismidest, mis kuuluvad
lilkidesse Shigella flexneri ja Shigella
boydii. Sisaldab 0,05% Bronidox™-i ja 0,5%
formaliini sailitusainena.

Avatuna tuleb reaktsioonikaarte hoida toatemperatuuril

(18 kuni 30 °C)

6. HOIATUSED JA ETTEVAATUSABINOUD

Ainult in vitro diagnostiliseks kasutamiseks. Ainult
ametialaseks kasutuseks.

Potentsiaalselt ohtlike koostisosade teabe saamiseks vt
ohutuskaart ettevotte veebisaidil ja toote margistus.

Torke korral arge kasutage seadet.

K&igist seadmega seotud ohujuhtumitest tuleb teavitada
tootjat ja selle liikmesriigi pddevat asutust, kus kasutaja ja/vdi
patsient asuvad.

6.1. TERVISE-JA OHUTUSALANE TEAVE

6.1.1 Hea laboritava p&himd&tete kohaselt on rangelt
soovitatav kdigi kliinilisi proovide ja materjalidega
Umber kaia kui potentsiaalselt nakkusohtlike ainetega
ning nende kasutamisel jargida ko&iki vajalikke
ettevaatusabindusid. Ideaalis tuleb protseduur ldbi viia

sobivas mikrobioloogilise ohutuse kabinetis®.

Punane ja sinine positiivne kontrollmaterjal (Red ja
Blue Positive Control) sisaldab 0,5% formaliini, mis on
liigitatud Euroopa Liidu ja Uhendkuningriigi maaruste
jargi sensibiliseerivaks aineks. Jargnevad asjakohased
ohu- (H) ja hoiatuslaused.

[RED [ CONTROL [ +] . . Sl
[eroe [contror [x] | 1320 VGib tekitada vahki.
OHT EUH208 |Sisaldab formaldehudi.
VGib vallandada allergilise reaktsiooni.
P201 Hankige enne kasutamist erijuhised
P281 Kasutage vajaduse kohaselt
isikukaitsevahendeid
P308+ |KUItoimub kokkupuude vdi
P313 tekib probleem: Pidage arstiga
ndu v8i hankige arstiabi.
Lubatud ainult kutselistele
kasutajatele.
6.1.3 Korduskasutatavad seadmed tuleb parast kasutamist

steriliseerida 15-minutilise autoklaavimise teel
temperatuuril 121 °C, kulumaterjalid tuleb
autoklaavida voi tuhastada. Potentsiaalselt
nakkusohtlike ainete lekked tuleb kohe eemaldada
absorbeeriva paberratiku abil ning saastunud

alad puhastada tdhusa desinfektsioonivahendiga.
Lekete puhastamiseks kasutatavad vahendid,

sh kindad, tuleb kdrvaldada potentsiaalselt
bioohtlike jaadtmetena. Arge autoklaavige

naatriumhupokloritit sisaldavaid materjale.

6.1.4 Arge pipettige suuga. Kandke proovidega timberkaimisel
ning anallisi tegemisel Uhekorrakindaid, pdllesid ja
silmakaitset. Kui olete Idpetanud, peske korralikult kded.

6.1.5 Kui mis tahes reaktiiv puutub kokku naha vdi silmadega,
peske piirkonda ulatuslikult: loputage rohke veega.

6.1.6 Viltige reaktiivide allaneelamist.

6.2. ETTEVAATUSABINOUD ANALUUSIMISEL

6.2.1 Arge kasutage reaktiive paikapandud kdlblikkusajast
kauem.

6.2.2 Reaktiivide mikrobioloogilist saastumist tuleb é&ra
hoida, kuna see vdib vahendada toote eluiga ja anda
vigaseid tulemusi.

Viige koik reaktiivid ja proovid enne kasutamist
toatemperatuurile (18 kuni 30 °C). Veenduge kohe
parast kasutamist, et pudelid oleksid kindlalt suletud
ja kilmikusse tagasi pandud. Lateksreaktiivid, mis
ilmutavad esmakordsel doseerimisel agregatsiooni
maérke, vdivad olla kiilmunud ja neid ei tohi kasutada.
Hoidke lateksreaktiive ja kontrollmaterjale pustiasendis
temperatuuril 2 kuni 8 °C. Parast pikaajalist hoiustamist
vGib  pudeli llaosas esineda lateksreaktiivide
mdningast agregatsiooni v&i kuivamist. Sel juhul tuleb
lateksreaktiive paar sekundit tugevasti raputada, kuni
need on resuspendeerunud.

Puuduliku  vdrvindgemisega  tO6tajad peaksid
olema vdimelised aglutinatsiooni ndgema, kuid
varvusreaktsioonide eristamisel v&ib neil tekkida
raskusi — probleemi korral tuleb reaktsioone naidata
normaalse varvinagemisega isikule.

Oluline on hoida tilgutipudeleid vertikaalasendis ning
see, et tilk moodustub otsaku otsas. Kui otsak saab
marjaks, moodustub vale mahuga tilk serva tUmber,
mitte otsale — sel juhul kuivatage enne jatkamist otsak.
Oluline on kasutada lamedapdhjalist rotaatorit.
Optimaalse toimivuse huvides veenduge, et rotaator
oleks loodis ning kalibreeritud t66ks podrdesagedusega
150 £ 5 p/min.

Arge puudutage kaartide reaktsioonialasid. Oluline on
tagada, et reaktsioonikaardid oleksid rotaatoril taiesti
lapikult, muidu eiole selged aglutinatsioonimustrid ndha.
Tagage kimnesekundise raputamise voi keerutamise
teel, et positiivne kontrollmaterjal resuspendeeruks.
ARGE segage keerutamisega lateksreaktiive.

7. PROOVIDE KOGUMINE JA
KULTUURIDE ETTEVALMISTAMINE

Uksikasjad proovide kogumise ja kultuuride ettevalmistamise kohta
leiate standardkasiraamatust.>** Analliusi saab teha kolooniatega,
mis laktoosi ei kaarita ja mis kasvavad selektiivses s66tmes
primaarse kultuurina (nt MacConkey agar, Hektoeni enteerne
agar voi ksulooslisiindesokslikolaatagar), nendes so6tmetes
subkultuurina rikastuspuljongist vdi puhaskultuurina (nt toiteagari
plaadid voi kalded (kaldkatsutid)).

Kui analtitsi tulemusi on vaja kinnitada, saab kilvata varvianaltsi
jaoks kasutatud bakterisuspensiooni subkultuuri edasiseks
identifitseerimiseks. Sama suspensiooni saab kasutada ka
Wellcolex Colour Salmonella analiiusides (ZC50/R30858301).

8. PROTSEDUUR

6.2.3

6.2.4

6.2.5

6.2.8

ANALUUSIPROTSEDUUR

ETTEVAATUST! Enne anallilsi tegemist tuleb rakendada
eluskultuuridega imberkdimisel asjakohased
ettevaatusabindud.

Kolooniate tuvastamine

Etapp 1 Doseerige suspensioonikatsutisse u 200 pl soolalahust.
Kasutada voib ihekordselt kasutatavat proovidosaatorit, mille
koguseks on reguleeritud u 200 pl.

Etapp 2 Valige tile 66 seisnud kultuurist kilviplaadilt proovivétupulga
lameda otsaga uiks vdi kaks keskmise suurusega (1 kuni 2 mm)
Shigella kahtlusega kolooniat ning emulgeerige hoolikalt
bakterid soolalahuses. Vdikeste kolooniate korral tuleb vétta
rohkem: proovivGtupulga ots peab olema kaetud. Visake

proovivatupulk dra ohutuks kdrvaldamiseks.

Etapp 3 Resuspendeerige lateksreaktiivid 1 ja 2 paarisekundise
joulise raputamise teel. Hoidke pudelit vertikaalasendis ning
doseerige Uks vabalt langev tilk iga lateksreaktiivi lapikult
paigutatud reaktsioonikaardil eraldi ringi. Ldhkuge proovipulga

otsaga mis tahes dhumullid.

Etapp 4 Hoidke Gihekordselt kasutatavat proovidosaatorit
vertikaalasendis ja viige Uks vabalt langev tilk (40 ul)
bakteriaalset suspensiooni mdlemasse ringi. Olge
ettevaatlik, et ei doseeritaks 6humulle. Visake dosaator

dra ohutuks kdrvaldamiseks.

Etapp 5 Segage proovipulga abil iga ringi sisu ja hajutage see, et kogu
ringi ala oleks kaetud. Sama pulka saab kasutada mdlemas
ringis ja seejarel eemaldada ohutuks kdrvaldamiseks.

Etapp 6 Pange kaart sobivasse lameda pdhjaga rotaatorisse ning kditage
sagedusel 150 + 5 p/min 2 minutit (vt Ettevaatusabindud
analiiiisimisel). Lulitage vélja ja jargige aglutinatsiooni ilma
kaarti rotaatorist eemaldamata. Kaarti tuleb vaadata otse
ulevalt tavalisel lugemiskaugusel (silmadest 25 kuni 35 cm).
Arge kasutage suurendusklaasi. Saadud mustrid on selged ja
hdlpsasti aratuntavad normaalsetes valgustingimustes. Kui on
mis tahes kahtlus aglutinatsiooni toimumises, tuleb analtilsi
korrata soolalahuse 40 pl tilgaga. Nahtavat aglutinatsiooni ei
tohi esineda. See tulemus annab vérdlusaluse.

Etapp 7 Visake kasutatud reaktsiooniringid dra ohutuks kdrvaldamiseks.

Veenduge, et lateksreaktiivid ennistataks kiulmikusse
(2 kuni 8 °C).

9. TULEMUSED
TULEMUSTE LUGEMINE

Vt Wellcolex Colour Shigella analiitsi ndidu vétmise juhend

Positiivne

Reaktsioonis ilmneb vdarvuse muutus segu Uhe vérvilise
latekssuspensiooni aglutinatsioonist tingituna, nii et muutus on
tausta vdrvusega kontrastne (joonised 1 ja 2). Uhes lateksreaktiivis
aglutineerub tavaliselt Gks varvus, kuid Shigella segakultuuris
voivad Uhes lateksreaktiivis aglutineeruda mélemad véarvused
(sel juhul tuleb teha isoleerimise lisaprotseduurid) v6i mélemas
reaktiivis tks varvus. Need vdimalused on selgesti eristatavad.
Kui reaktsioonimuster erineb joonistel 1 ja 2 kujutatust, tuleb
rotaatori kiirust kontrollida ning vajaduse korral reguleerida.
Negatiivne

Kumbki lateksreaktiiv ei aglutineeru ning kogu analtusi valtel plsib
muutumatuna thtlane lilla valimus (joonis 3). Siiski tuleb arvestada,
et negatiivsetes mustrites vdib tuvastada graanulilisuse ahmaseid
jalgi olenevalt operaatori nagemisteravusest.

Mittespetsiifiline

Koik osakesed aglutineeruvad, nii et tekivad lillad klombid
selginenud taustaga (joonis 4). Kui reaktsioon on positiivne voi
negatiivne, on vGimalus mdne lilla klombi tekkeks. Kui analtsis
on selge varvuse muutus voi kui taust pusib thtlaselt lilla, tuleb
lillasid klompe ignoreerida.

10. KVALITEEDIKONTROLL

Visuaalne iilevaatus

Kui latsreaktiivid reaktsioonikaardile tilgutatakse, tuleb neid
alati jalgida agregatsiooni, ning klompumise markide korral enne
bakteriaalse suspensiooni lisamist ei tohi seda reaktiivi kasutada.

Kontrollprotseduurid

Kvaliteedikontrolli analtitsid tuleb Idbi viia saadud iga uue tarne ja
uue komplekti partiinumbriga. Iga labor peab jargima oma riiklikke
ja kohalikke ndudeid.

Protseduur positiivse kontrollmaterjaliga

Lateksreaktiivide toimivuses saate veenduda kaasasoleva positiivse
kontrollmaterjali abil.

Etapp 1 Doseerige 4 eraldi reaktsiooniringi 2 tilka lateksreaktiivi
1 ja 2 tilka lateksreaktiivi 2 (Uks tilk ringi kohta).

Etapp 2 Lisage uks tilk kumbagi positiivset kontrollmaterjali
kahte reaktsiooniringi (iihes on lateksreaktiiv 1 ja teises
lateksreaktiiv 2).

Etapp 3 Segage reaktiivid kummagi positiivse kontrollmaterjali jaoks

eraldi thekordselt kasutatavat proovivétupulka kasutades.

Etapp 4 Keerutage kaarti mehaanilisel rotaatoril sagedusel

150 + 5 p/min 2 minutit. Seejarel peaks téielik aglutinatsioon

olema nahtav kdigis neljas reaktsiooniringis.

Etapp 5 Visake kasutatud reaktsioonikaart dra ohutuks
korvaldamiseks.

Aglutineeritud lateksi varvus reaktiivis 1 ja reaktiivis 2 peab
olema kooskdlas positiivse kontrollmaterjali varvusega (sinine
Vi punane).

Positiivse kontrollmaterjali asemel v&ib kasutada teadaolevate
Shigella liikide p&hikultuure.

Protseduur negatiivse kontrollmaterjaliga

Korrake analtusiprotseduuri soolalahuse abil selle asemel, et
kasutada analtusiproovi. Markmisvdarset aglutinatsiooni ei
tohi esineda.

11. TULEMUSTE TOLGENDAMINE

Positiivne tulemus (varviline aglutinatsioon) naitab Shigella
olemasolu proovis ja tuvastab samal ajal selle liigi jargmisel viisil.

KAASASOLEVAD MATERJALID

Wellcolex Colour Shigella ZC51/R30858401 sisaldab piisavalt
materjali 50 analtusiks, vt Komplekti sisu.

VAJALIKUD MATERJALID, MIDA KAASAS POLE
1.  Steriilne 0,85% soolalahus

2. Analuus tuleb teha lamedapdhjalises rotaatoris, mille
orbitaalldbimdét on 38 mm (1,5 tolli) vdi 32 mm (1,25 tolli)
jamis téodtab sagedusel u 150 p/m. Kiirus ja orbitaallibiméat
on analiiiisi toimimiseks dliolulised.

Muid materjale ega vahendeid pole vaja.

Varvus Reaktiiv

Klombid Taust 1 2

Punane Sinine Shigella Shigella
sonnei dysenteriae

Sinine Roosa Shigella Shigella
flexneri boydii

Puudub Lilla Negatiivne

Lilla Selginenud Tolgendamatu (vajalikud on
isoleerimise lisaprotseduurid)

Reaktiividega tuvastatakse Shigella sonnei vormid | ja Il, Shigella
flexneri serotlitibid 1 kuni 6 ja variandid X ning Y, Shigella
dysenteriae serotltibid 1 kuni 12 ja Shigella boydii serotttibid

1 kuni 15.

Negatiivne tulemus nditab, et analtisitavad organismid ei kuulu
reaktiivide kaetud Shigella liikide hulka. Vajaduse korral saab neid
tdpsemalt iseloomustada alternatiivsete protseduuride abil.>*

Laktoosi mittekaaritavate organismide kolooniad esinevad sageli
véljaheitekolooniates ning negatiivse tulemuse korral v8ib olla vaja
korrata analiitisi muude valitud laktoosinegatiivsete kolooniatega
enne kultuuri kdrvaldamist negatiivsena.

Kui saadakse mittespetsiifiline reaktsioon, pole tulemus
tblgendatav ja tuleb jérgida alternatiivseid tuvastusprotseduure.>*

12. PROTSEDUURI PIIRANGUD
12.1.

Wellcolex Colour Shigella
isolaadid liigi tasandini. Kui vajalik on liigisiseste
tilpide tdielik seroloogiline identifitseerimine, saab
seda teha alternatiivsete protseduuridega, asjakohaste
antiseerumite valik vdib Idhtuda analiitisi Wellcolex
tulemustest.

identifitseerib ~ Shigella

12.2. Perekond Shigella on ldhedases suguluses muude
sugukonna Enterobacteriaceae liikkmetega ja nende
paljud somaatilised antigeenid on thised muude liikide
organismidega, eelkdige Escherichia coli, kuid ka Hafnia
alvei, Plesiomonas shigelloides jm liigid. Need kujutavad
endast Ghiseid antigeene, mitte ristreaktsioone, ning neid
saab biokeemiliste analliside pdhjal eristada. Paljud,
kuid mitte k&ik, kaaritavad laktoosi.

12.3. Mdned Shigella tived kannavad Umbrisantigeene, mille
kohta on tdheldatud suspensioonide O-aglutinatsiooni
inhibeerimine. Neid pole tdheldatud reaktiivide katsetes,
kuid vajaduse korral saab Umbrise inaktiveerida
suspensiooni kuumutamise teel temperatuuril 100 °C
kaks tundi.? Kui biokeemiliselt p&hjalikult iseloomustatud
isolaat ei reageeri ikkagi reaktiividega, saab selle vajaduse
korral saata uurimiseks vordluslaborisse.

12.4. Saadud aglutinatsioonimustri kvaliteet
oleneb rotaatori orbitaalldbimdddust ja

lapiku reaktsioonikaardi kasutamisest.

Enne WGS-i (tdisgenoomi sekveneerimine) rakendamist
identifitseeriti ST1753 alla kuuluv Shigella flexneri valesti
Shigella boydii’'na. Seda tltpi Shigella flexneri kannab
mutatsiooni, mis tdhendab, et S. flexneri O-antigeeni
ei ekspresseerita ning S. flexneri seroloogia on selles
olukorras valenegatiivne.”

13. EELDATAVAD TULEMUSED

S. sonnei, S. flexneri, S. dysenteriae ja S. boydiilevinud serotiitipide
hulka kuuluvad tlived annavad tulemuseks punase vdi sinise
aglutinatsiooni lateksreaktiivi 1 vdi 2 vastava koostisosaga.

14. SPETSIIFILISED TOIMIVUSNAITAJAD

Viline hindamine

Wellcolex Colour Shigella hindamiseks tavaparaste kultuuridega viidi
1abi mitmekeskuseline uuring, mis hdImas iihte Uhendkuningriigi
rahvatervise laborit, kolme haiglalaborit USA-s, kahte Araabia
poolsaarel ja kolme Kagu-Aasias.®

Igas laboris viidi Iabi anallsid Ghe vdi mitmega iga fekaaliproovi
jargmistest proovidest.

1. Laktoosinegatiivsed kolooniad otse primaarsetelt
selektiivse-diferentsiaalse agari plaatidelt (MacConkey,
XLD, DCA, SS ja Hektoen)

2. Laktoosinegatiivsed kolooniad otse rikastuspuljongi
subkultuuridest selektiivse-diferentsiaalse agari plaatidel

3. Laktoosinegatiivsete kolooniate puhtad subkultuurid
toiteagaris

Labivalt kasutati rotaatorit. Tulemused on esitatud tabelis 1.

Wellcolex Colour Shigella toimivus tehti kindlaks vordluse teel
proovide tavaparaste bakterioloogiliste anallusidega.

Selles tundlikkusuuringus oli Wellcolex Colour Shigella tundlikkus
primaarsetes plaadikultuurides 98,9% (88/89), rikastuspuljongi
subkultuurides 100% (58/58) ja puhaskultuurides 100% (299/299)
(vt tabel 1).

Wellcolex Colour Shigella selle uuringu spetsiifilisus
primaarsetes plaadikultuurides oli 99,4% (521/524),
rikastuspuljongi subkultuurides 100% (320/320) ja
puhaskultuurides 95,2% (60/63).

Plaadikultuuride positiivse tulemuse prognoosvaartus oli
98,7% (445/451) ja negatiivse tulemuse prognoosvaartus
99,9% (901/902).

Shigella esinemismaar uuritavates proovides oli

33,0% (446/1353).

Tdlgendamatute reaktsioonide esinemismaar Wellcolex
Colour Shigella analtiusides oli primaarsetes plaadikultuurides
3,0% (19/632), rikastuspuljongi subkultuurides 1,8% (7/385),
puhaskultuurides 2,1% (8/385). Need proovid on tabelist

1 vilja jaetud.

Muud analiitisiga Wellcolex Colour Shigella analtiisitud
organismid, mis loeti negatiivseks, olid Escherichia coli, Proteus’e
liigid, Salmonella liigid, Campylobacter jejuni, Enterobacter’i
liigid ja Citrobacter freundii.

Lisaks anallusiti séltumatus uuringus Shigella 208
vordluskultuuri, mis hdlmasid iga Shigella liigi igas serotutibis
kuni viit tive.® Wellcolex Colour Shigella tuvastas korrektselt
195 kultuuri ja andis eeldatava negatiivse tulemuse Shigella
boydii serotutipide 16 kuni 18 hulgas 13 isolaadile.

MARKUS: lisateavet Shigella tuvastamise biokeemiliste
anallusiprotseduuride kohta leiate teaduskirjandusest.

Tabel 1.
Shigella tuvastamine plaadikultuurides
Wellcolex Tavaparane tulemus Kokku
Si:lg?ljl; Positiivne® | Negatiivne

tulemus
Primaarne Positiivne 88 3be 91
kultuur Negatiivne 14 521 522
Subkultuur | Positiivne 58 0 58
puliongist | Negatiivne 0 320° 320
Puhas Positiivne 299 30f 302
subkultuur [ o atiivne 0 60 60
Kokku 446 9078 1353

@ 33 Shigella boydii, 15 Shigella dysenteriae, 247 Shigella flexneri
ja 151 Shigella sonnei tulemust

5 2 Plesiomonas shigelloides’e tulemust (1 Shigella boydii ja
1 Shigella sonnei reaktsioon)

¢ Hafnia alvei (Shigella boydii reaktsioon)
4 Shigella sonnei

¢ Holmab 7 kultuuri, milles Shigella oliisoleeritud ainult primaarse
kultuuri plaadilt

' Escherichia coli (Shigella dysenteriae reaktsioon)

e Ho6lmab liiki Escherichia coli, Proteus’e liike, Salmonella liike,
liiki Campylobacter jejuni, Enterobacter liike ja liiki Citrobacter
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Wellcolex
Colour Shigella

R30858401 ....
1. KAYTTOTARKOITUS

/50

Wellcolex™ Colour Shigella on kvalitatiivinen lateksialus|
evyagglutinaatiotesti kiintealla viljelmadkasvatusalustalla
olevien Shigella-isolaattien havaitsemiseen ja lajin
tunnistukseen. Kdytetdan diagnostisessa tydnkulussa
auttamaan terveydenhoitohenkilékuntaa hoitovaihtoehdoissa
potilaille, joilla epailladn bakteeritartuntaa. Laite ei ole
automaattinen, on tarkoitettu vain ammattilaiskayttoon eika
ole kumppanidiagnostiikkaa.

Tarkoitettu in vitro -diagnostiseen kayttoon.
2. TESTIN YHTEENVETO JA SELITYS

Shigella-suvun organismit aiheuttavat basillaarista punatautia,
yhtd maailman yleisimmista ripulitaudeista. Oireet, joita

ovat akuutti vatsakipu ja verinen ripuli, liittyvat organismien
tunkeutumiseen vatsan limakalvoon, mutta syvempi systeeminen
tunkeutuminen on epatavallista. Tarttuva annos voi olla jopa
vain kymmenen organismia, mikd auttaa tartunnan nopeaa
levidmistd ympariston ulostekontaminaation myotad. Useimmat
tartuntatapaukset ovat suhteellisen lievid ja edellyttavat
yksinkertaista tukihoitoa, mutta vaikeat tapaukset voivat olla
kuolemaan johtavia, jos tarvittavia antibiootteja ei anneta.

On tarkeda tunnistaa aiheuttaneet organismit tarkasti ja
mahdollisimman nopeasti, jotta oikea antibioottihoito voidaan
aloittaa, silla se on tarkeda sellaisten kantojen esiintyvyyden
minimoimisessa, joilla on useita antibioottiresistenssejd, seka
taudin tartuntaryppaiden hallitsemisessa®.

Shigella-kannat luokitellaan neljaan lajiin, Shigella boydii,

Shigella dysenteriae, Shigella flexneri ja Shigella sonnei.

Luokitus voidaan saavuttaa serologisilla testeilla soluvalitteisten
O-antigeenien perusteella sen mukaan, mika laji voidaan alijakaa
lisda serologisiin tyyppeihin. Wellcolex Colour Shigella mahdollistaa
nopean yksinkertaisen serologisen toimenpiteen suurimman osan
kliinisessa bakteriologiassa tavattujen Shigella-serotyyppien lajin
tunnistamiseen.

3. MENETELMAN PERIAATTEET

Wellcolex Colour Shigella -testissa bakteerisuspensio reagoi
kahden testireagenssin kanssa, joista kumpikin koostuu punaisten
ja sinisten lateksihiukkasten seoksesta. Jokainen varillinen lateksi
on paallystetty eri Shigella-lajille spesifiselld vasta-aineella.
Homologisen antigeenin lasndollessa yksi seoksen vareista
agglutinoituu ja antigeenin identiteetti nakyy aggregoituneiden
hiukkasten véristd ja taustan varin kontrastimuutoksesta.

Kukin yhdistelma erottuu helposti muista ja negatiivisesta
tuloksesta, jossa hiukkaset pysyvat tasaisessa purppuranvarisessa
suspensiossa, seka ajoittain esiintyvasta epaspesifisesta tuloksesta,
jossa kaikki hiukkaset agglutinoituvat purppuranvarisiksi
aggregaateiksi kirkkaalla taustalla.

4. REAGENSSIT

SARJAN SISALTO

WELLCOLEX COLOUR SHIGELLA W 50 (ZC51/R30858401)

Lateksireagenssi 1 1 pipettipullo (valkoinen korkki)

Lateksireagenssi 2 1 pipettipullo (valkoinen korkki)

Punainen positiivinen
kontrolli

1 pipettipullo (punainen korkki)

Sininen positiivinen kontrolli 1 pipettipullo (sininen korkki)

o Kertakdyttoiset 2 nippua
naytteenottotikut
o Kertakdyttoiset reaktiokortit 1 pakkaus

Kertakdyttoiset
nayteannostelijat

2 pakkausta

o Kertakdyttoiset 1 pakkaus
suspensioputket

o Kayttoohjeet 1

¢ Luentaopas 1

5. KUVAUS, KAYTON VALMISTELEMINEN JA
SUOSITELLUT SAILYTYSOLOSUHTEET

Katso myds Varoitukset ja varotoimet

A d

Ellei muuta sanota, kaikkia komponentteja on sailytettava
lampétilassa 2—8 °C, ja ndissd olosuhteissa niiden aktiivisuus sdilyy
sarjan viimeiseen kayttopaivaan asti.

n Lateksireagenssi 1

Yksi pipettipullo purppuranvarista
polystyreenilateksihiukkasia siséltavaa
suspensiota puskurissa, jossa on

0,05 % Bronidox’-siilontaainetta.
Lateksihiukkaset on paallystetty
kaniinin vasta-aineella, jolla on
seuraava spesifisyys:

Punainen lateksi  Shigella sonnei
(muodot | & 1)
Sininen lateksi Shigella flexneri

(tyypit 1-6, X & Y)

g Lateksireagenssi 2

REAGENT

Yksi pipettipullo purppuranvarista
polystyreenilateksihiukkasia sisédltavaa
suspensiota puskurissa, jossa on

0,05 % Bronidox’-siiléntiainetta.
Lateksihiukkaset on paallystetty
kaniinin vasta-aineella, jolla on seuraava

spesifisyys:

Punainen lateksi  Shigella dysenteriae
(tyypit 1-12)

Sininen lateksi Shigella boydii

(tyypit 1-15)

[RED [ CONTROL

Punainen positiivinen kontrolli

Sisaltaa tapetun bakteerisuspension
organismeja, jotka edustavat Shigella
sonneita ja Shigella dysenteriaeta.
Sisaltdd 0,05 % Bronidox’-ainetta

ja 0,5-prosenttista formaliinia
sdilontaaineena.

[ BLUE | CONTROL

Sininen positiivinen kontrolli

Sisaltaa tapetun bakteerisuspension
organismeja, jotka edustavat
Shigella flexnerid ja Shigella boydiita.
Sisaltda 0,05 % Bronidox’-ainetta

ja 0,5-prosenttista formaliinia
sdilontdaineena.

Kun pakkaus on avattu, reaktiokortteja on sailytettava
huoneenlammassa (18-30 °C).

6. VAROITUKSET JA VAROTOIMET

Tarkoitettu in vitro -diagnostiseen kayttoon. Vain
ammattilaiskdyttoon.

Katso lisdtietoa mahdollisesti vaarallisista komponenteista
kayttoturvallisuustiedotteesta, joka on saatavilla
verkkosivuiltamme, ja tuotteen merkinngista.

Toimintahairion sattuessa laitetta ei saa kayttaa.

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

6.1. TERVEYS-JA TURVALLISUUSTIEDOT

6.1.1 Hyvan laboratoriokdytannon periaatteiden mukaisesti
on erittdin suositeltavaa, etta kaikkia kliinisia

ndytteitd ja materiaaleja kasitelladn mahdollisesti
tartuntavaarallisina ja kdytetdan kaikkien tarpeellisten
varotoimien mukaisesti. Ihanteellisesti toimenpide pitdaisi

suorittaa sopivassa mikrobiologisessa turvakaapissa®.

Punainen ja sininen positiivinen kontrolli sisaltaa 0,5 %
formaliinia, joka on luokiteltu sovellettavien Euroopan
unionin ja Ison-Britannian saddésten mukaisesti
herkistinaineeksi. Seuraavat ovat asianmukaisia
vaaralausekkeita (H) ja varotoimenpidelausekkeita (P).

[RED [GONTROL [+][ ;35 Voi aiheuttaa syopad
[BLUE] CONTROL [ +]
VAARA EUH208 Sisaltaa formaldehydia. Voi
aiheuttaa allergisen reaktion
P201 Lue erityisohjeet ennen kayttoa
P281 Kayta vaadittuja
henkilénsuojaimia
P308+P313 | Altistumisen tapahduttua
tai jos epdillddn altistumista:
Hakeudu laakariin
Rajoitettu ammattilaiskayttéon
6.1.3 Ei-kertakdyttdinen laite on steriloitava kadyton jalkeen

autoklaavissa 15 minuuttia lampdtilassa 121 °C;
kertakayttoiset laitteet on steriloitava autoklaavissa
tai poltettava. Mahdollisesti tartuntavaarallisten
materiaalien ldikynndt on poistettava valittdmasti
imukykyiselld paperipyyhkeelld ja kontaminoituneet
alueet pyyhittava tehokkaalla desinfiointiaineella.
Laikyntojen puhdistamisessa kaytetyt materiaalit,
kuten kasineet, on havitettava mahdollisesti
biovaarallisena jatteend. Natriumhypokloriittia

sisaltdvid materiaaleja ei saa steriloida autoklaavissa.

Al3 pipetoi suulla. Kayta kertakayttoisia
kasineitd, suojavaatteita ja suojalaseja, kun
kasittelet ndytteitd ja teet maarityksen. Pese
kadet perusteellisesti, kun olet valmis.

Jos jokin reagensseista pdasee kosketuksiin ihon
tai silmien kanssa, pese alue perusteellisesti
huuhtomalla se valittémasti runsaalla vedella.

6.1.6 Valta nielemasta reagensseja.
6.2. ANALYYSIIN LIITTYVAT VAROTOIMET

6.2.1 Al3 kiyta reagensseja mainitun
viimeisen kdyttopdivan jalkeen.
6.2.2 Reagenssien mikrobiologista kontaminaatiota

on valtettdva, koska tdma voi lyhentaa tuotteen

kayttoikaa ja aiheuttaa virheellisia tuloksia.

6.2.3 Anna kaikkien reagenssien ja naytteiden saavuttaa
huoneenlampétila (18-30 °C) ennen kayttoa.
Varmista valittdmasti kayton jalkeen, ettd pullot

on suljettu tiukasti, ja palauta ne jadkaappiin.
Lateksireagenssit, joissa nakyy merkkeja
aggregaatiosta, kun niitd otetaan ensimmaista kertaa,

on ehka pakastettu eika niita pitdisi kayttaa.

Sailyta lateksireagensseja ja kontrolleja pystyasennossa
ldmpotilassa 2-8 °C. Pitkdn sailytyksen jalkeen
lateksireagensseissa on saattanut tapahtua jonkin
verran aggregaatiota tai kuivumista pullon yldosan
ympdrilld. N&issa olosuhteissa lateksireagensseja

on ravistettava pontevasti muutaman sekunnin

ajan, kunnes uudelleensuspendointi on valmis.

Varindkdongelmaisten pitdisi kyetd nakemaan
agglutinaatio, mutta he voivat kokea vaikeuksia
varireaktioiden erottamisessa; jos tassa

on ongelmia, reaktiot on annettava varit
normaalisti ndkevan henkilon katsottavaksi.

On térkeda pidella pipettipulloja pystysuorassa
ja varmistaa, ettd tippa muodostuu suuttimen
karjessa. Jos suutin kastuu, kdrjen sijaan paan
ympdrille muodostuu vaarankokoinen tippa; jos
nain kay, kuivaa suutin ennen jatkamista.

Littedalustaisen pydrityslaitteen kdyttdminen
on tarkeaa. Optimaalista toimintaa varten on
varmistettava, etta pyorityslaite on vaakasuorassa
ja kalibroitu toimimaan nopeudella 150 + 5 r/min.

Al3 koske korttien reaktioalueisiin. On tarke&a
varmistaa, ettd reaktiokortit on asetettu tdysin
tasaisesti pyorityslaitteeseen, koska muuten
selvid agglutinaatiokuvioita ei ndy.

Varmista, etta positiiviset kontrollit
uudelleensuspendoidaan ravistamalla tai
vorteksoimalla pontevasti 10 sekunnin ajan.
ALA vorteksoi lateksireagensseja.

7. NAYTTEIDEN OTTO JA VILJELMIEN VALMISTELU

Naytteenotosta ja viljelmien valmistelusta on katsottava

ohjeita kirjallisuudesta®**. Testi voidaan tehda ei-laktoosia
fermentoiville pesékkeille, jotka kasvavat ensisijaisessa viljelmassa
selektiiviselld kasvatusalustalla (esimerkiksi MacConkey-agar,
Hektoen Enteric -agar tai ksyloosilysiinidesoksikolaattiag

ar), rikastuskasvatusalustasta valmistetussa alaviljelméassa tai
puhtaassa viljelmassa (esimerkiksi ravintoaineagar-levyt tai luiska
[viistopinta]).

Jos on tarpeen varmistaa testin tulokset, varitestissa kaytettya
bakteerisuspensiota voidaan aliviljelld mydhemmin lisdtunnistusta
varten. Samaa suspensiota voidaan kayttaa myos Wellcolex Colour
Salmonella (ZC50/R30858301) -testilld testaamiseen.

8. MENETTELY

MUKANA TULEVAT MATERIAALIT

Wellcolex Colour Shigella ZC51/R30858401 sisaltaa riittavasti
materiaalia 50 testiin, katso Sarjan sisalto.

TARVITTAVAT MATERIAALIT, JOTKA EIVAT TULE PAKKAUKSEN
MUKANA

1. 0,85-prosenttinen steriili keittosuolaliuos.

2. Testion tehtdva littedalustaisella pyorintdlaitteella, jonka
radan halkaisija on 38/32 mm (1,25/1,5 tuumaa) ja joka
toimii noin nopeudella 150 r/min. Nopeus ja radan halkaisija
ovat ddrimmadisen tarkeitd maarityksen suorituskyvyn
kannalta.

Muita materiaaleja tai laitteita ei tarvita.
TESTITOIMENPIDE

HUOMIO: elavien viljelmien kasittelya koskeviin asianmukaisiin
varotoimiin on ryhdyttéva testin tekemisessa.

Pesdkkeen tunnistus

Vaihe 1 Lisaa noin 200 pl keittosuolaliuosta suspensioputkeen.
Voit kayttaa kertakdyttoista ndyteannostelijaa, jossa on
asteikko noin 200 pl:ssa.

Vaihe 2 Ota yli yon viljellysta viljelmasta yksi tai kaksi keskimaaraisen
kokoista (1-2 mm) epailtya Shigella-peséketta viljelylevylta
naytetikun littealla paalla ja emulgoi bakteerit huolellisesti
keittosuolaliuokseen. Pienista pesdkkeista on poimittava
enemman; ndytetikun paan pitaisi peittya. Havita naytetikku
turvallisesti.

Vaihe 3 Uudelleensuspendoi lateksireagenssit 1 ja 2 ravistamalla
voimakkaasti muutaman sekunnin ajan. Pida pulloa
pystysuorassa ja lisaa yksi vapaasti putoava tippa kutakin
lateksireagenssia erilliseen ympyraan littealla reaktiokortilla.
Puhkaise mahdolliset ilmakuplat ndytetikun paalla.

Vaihe 4 Siirra pystysuorassa pidetylla kertakayttoiselld
ndyteannostelijalla yksi vapaasti putoava tippa (40 pl)
bakteerisuspensiota kumpaankin ympyraan. Ole varovainen,
ettet annostele ilmakuplia. Havitd annostelija turvallisesti.

Vaihe 5 Sekoita ndytetikun avulla kunkin ympyran sisdlto ja levita se
peittamaan ympyran koko pinta-ala. Samaa tikkua voi kayttaa
molempiin ympyréihin ja sitten havittaa turvallisesti.

Vaihe 6 Aseta kortti sopivaan littedalustaiseen pyorityslaitteeseen ja
aja nopeudella 150 + 5 r/min 2 minuutin ajan (katso Analyysiin
liittyvat varotoimet). Sammuta pyorityslaite ja seuraa
agglutinaation varalta poistamatta korttia pyorityslaitteesta.
Korttia on katseltava suoraan ylapuolelta normaalilta
luentaetéisyydelta (25-35 cm silmista). Ala kayta
suurennuslasia. Saadut kuviot ovat selkeitd ja voidaan
tunnistaa helposti normaaleissa valaistusolosuhteissa. Jos on
epdilyksia, onko agglutinaatiota tapahtunut, testi on toistettava
kayttamalla 40 pl:n tippa keittosuolaliuosta. Nakyvaa
agglutinaatiota ei pitdisi olla. Tatd tulosta on kaytettava
vertailun perusteena.

Vaihe 7 Havita kaytetyt reaktioympyrét turvallisesti. Varmista,
etta lateksireagenssit palautetaan jadkaappiin (2-8 °C).

9. TULOKSET

TULOSTEN LUKEMINEN

Katso Wellcolex Colour Shigella -testin luentaopas.

Positiivinen

Reaktiossa tapahtuu varimuutos seoksen yhden varillisen
lateksisuspension agglutinaation vaikutuksesta sekd taustan
varissa kontrastoiva muutos. (Kuvat 1 ja 2.) Yleensa yksittdinen
vari agglutinoituu yhdessa lateksireagenssissa, mutta
Shigella-sekaviljelmdssa molemmat varit voivat agglutinoitua
yhdessa lateksireagenssissa (tdssa tapauksessa on tehtava
lisderistystoimenpide) tai yksi vari kummassakin reagenssissa.
Nama mahdollisuudet erottuvat toisistaan helposti.

Jos reaktiokuvio eroaa kuvissa 1 ja 2 esitetyistd, pyorityslaitteen
nopeus on tarkistettava ja saddettava.

Negatiivinen

Kumpikaan lateksireagenssi ei agglutinoidu ja tasainen
purppuranvarinen ulkondkd sailyy oleellisesti muuttumattomana
koko testin ajan (kuva 3). Huomaa kuitenkin, ettd hienoisia
rakeisuuden jalkia voidaan havaita negatiivisissa kuvioissa
kayttdjan nakotarkkuuden mukaan.

Epaspesifinen

Kaikki hiukkaset agglutinoituvat, mika tuottaa purppuranvarisia
paakkuja ldpinakyvalla taustalla (kuva 4). On mahdollista, etta
joitakin purppuranvaérisia paakkuja kehittyy positiivisessa tai
negatiivisessa reaktiossa. Jos testissa on ollut erottuva varimuutos
tai jos tausta pysyy tasaisesti purppuran vdrisend, ndma purppurat
paakut on jatettava huomiotta.

10. LAADUNVALVONTA

Visuaalinen tarkastus

Lateksireagenssit on aina tarkastettava aggregaation varalta,

kun niitd tiputetaan reaktiokortille, ja jos on todisteita
paakkuuntumisesta ennen bakteerisuspension lisddmistd, kyseista
reagenssia ei pida kayttaa.

Kontrollitoimenpiteet

Laadunvalvontatestaus on tehtdva jokaisen vastaanotetun
lahetyksen ja uuden sarjan erdnumeron osalta. Jokaisen
laboratorion on noudatettava valtiollisia ja paikallisia vaatimuksia.

Positiivinen kontrollitoimenpide
Tarkista lateksireagenssien toiminta mukana tulevilla positiivisilla
kontrolleilla.

Vaihe 1 Lisaa neljaan erilliseen reaktioympyraan kaksi tippaa
lateksireagenssia 1 ja kaksi tippaa lateksireagenssia 2
(yksi tippa per ympyra).

Vaihe 2 Lisaa yksi tippa kutakin positiivista kontrollia kahteen
reaktioympyraan (yhteen, jossa on lateksireagenssia 1,
ja toiseen, jossa on lateksireagenssia 2).

Vaihe 3 Sekoita reagenssit kunkin positiivisen kontrollin erilliselld
kertakayttoiselld naytteenottotikulla.

Vaihe 4 Py6rita korttia 150 + 5 r/min 2 minuutin ajan mekaanisessa
pyorityslaitteessa. Taman ajan jalkeen varman agglutinaation
pitdisi ndkya kaikissa neljassa reaktioympyrassa.

Vaihe 5 Havita kaytetty reaktiokortti turvallisesti.

Agglutinoituneen lateksin véarin reagenssissa 1 ja reagenssissa 2
pitdisi vastata positiivisen kontrollin varia (sininen tai punainen).

Tunnettujen Shigella-lajin varastoviljelmia voidaan kayttaa
positiivisen kontrollin sijaan.

Negatiivinen kontrollitoimenpide

Toista testitoimenpide kdyttamalla keittosuolaliuosta testindytteen
sijaan. Merkittavaa agglutinaatiota ei pitdisi olla.

11. TULOSTEN TULKITSEMINEN

Positiivinen tulos (vérillinen agglutinaatio) osoittaa Shigella-
lajin lasndoloa ndytteessa ja samanaikaisesti erittelee sen lajin
seuraavasti:

Vari Reagenssi

Paakut Tausta 1 2

Punainen Sininen Shigella Shigella
sonnei dysenteriae

Sininen Vaaleanpunainen Shigella Shigella
flexneri boydii

Ei mitdan Purppura Negatiivinen

Purppura Lapindkyva Ei tulkittavissa
(lisderistystoimia tarvitaan)

Reagenssit havaitsevat Shigella sonnein muodot | ja I,
Shigella flexnerin serotyypit 1-6 seka X- ja Y-variantit, Shigella
dysenteriaen serotyypit 1-12 ja Shigellla boydiin serotyypit 1-15.

Negatiivinen tulos osoittaa, etta testattavat organismit eivat
kuulu reagenssin kattamiin Shigella-lajin serotyyppeihin.
Tarvittaessa ne voi luokitella vaihtoehtoisilla toimenpiteilla“.
Ei-laktoosifermentoijien sekakasvua on usein ulosteviljelyissa

ja jos saadaan negatiivinen tulos, voi olla tarpeen toistaa testi
muilla valituilla laktoosinegatiivisilla pesékkeilla ennen viljelman
tuomitsemista negatiiviseksi.

Jos saadaan epaspesifinen reaktio, tulos ei ole tulkittavissa,
ja vaihtoehtoisia tunnistustoimenpiteitd on kaytettava®*.

12. MENETELMAN RAJOITUKSET

12.1.  Wellcolex Colour Shigella tunnistaa Shigella-

isolaatit lajitasolle. Jos lajin sisdisten tyyppien tdysi
serologinen tunnistus on tarpeen, sen voi tehda
vaihtoehtoisilla menetelmilld; Wellcolex-testin tulokset

voivat ohjata sopivien antiseerumien valintaa.

Shigella-suku on laheistd sukua Enterobacteriaceae-
perheen muille jasenille ja jakaa monia somaattisia
antigeeneja muiden lajien organismien kanssa, kuten
Escherichia colin, mutta myos Hafnia alvein, Plesiomonas
shigelloidesin ja muiden lajien kanssa. Ndma edustavat
yleisid antigeenejd, eivat ristireaktioita, ja ne voidaan
erottaa biokemiallisten testien perusteella. Monet

niista fermentoivat laktoosia, mutta eivat kaikki.

Jotkin Shigella-kannat kantavat kapseliantigeenejd,
joiden on raportoitu inhiboivan suspensioiden ‘O’-
agglutinaatiota. N&ita ei ole havaittu reagenssien
tutkimuksissa, mutta tarvittaessa kapseli voidaan
inaktivoida lammittamalla suspensiota 100 °C:ssa kahden
tunnin ajan?. Jos biokemiallisesti hyvin luokiteltu isolaatti
ei vieldkaan reagoi reagenssien kanssa, se voidaan
lahettaa viitelaboratorioon tutkittavaksi tarvittaessa.

Saadun agglutinaatiokuvion laatu riippuu
pyorityslaitteen nopeudesta ja radan halkaisijasta
seka littedn reaktiokortin kdytosta.

12.5. Ennen WGS:n (Whole Genome Sequencing) kdyttdonottoa
ST1753:een kuuluva Shigella flexneri tunnistettiin

vaarin Shigella boydiiksi. Tamantyyppisessa Shigella
flexnerissd on mutaatio, mika tarkoittaa, etta S. flexnerin
O-antigeenia ei ekspressoida eli S. flexnerin serologia

on tassa tapauksessa virheellisesti negatiivinen’.
13. ODOTETUT TULOKSET

S. sonnein, S. flexnerin, S. dysenteriaen ja S. boydiin yleisiin
serotyyppeihin kuuluvat kannat tuottavat punaisen tai sinisen
agglutinaation lateksireagenssin 1 tai 2 vastaavalla komponentilla.

14. SPESIFISET SUORITUSKYKYOMINAISUUDET

Ulkoinen arviointi

Wellcolex Colour Shigella arvioitiin rutiininomaisilla viljelmilla
monikeskustutkimuksessa, johon osallistui yksi julkisen
terveydenhuollon laboratorio Isossa-Britanniassa, kolme
sairaalalaboratoriota Yhdysvalloissa, kaksi sairaalalaboratoriota
Arabian niemimaalla ja kolme sairaalalaboratoriota
Kaakkois-Aasiassa®.

Kukin laboratorio teki testeja yhdelle tai useammalle seuraavalle
naytteelle kustakin ulostendytteesta.

1. Laktoosinegatiiviset pesakkeet suoraan ensisijaisista
selektiivisdifferentiaalisista agarlevyista (MacConkey, XLD,
DCA, SS ja Hektoen).

2. Laktoosinegatiiviset pesakkeet suoraan rikastusliuoksen
aliviljelmista selektiivisdifferentiaalisilla agarlevyilla.

3. Puhtaat laktoosinegatiivisten pesakkeiden aliviljelmat
ravintoaineagarista.

Pyorityslaitetta kdytettiin kaikissa testeissa. Tulokset on esitetty
taulukossa 1.

Wellcolex Colour Shigella -testin suorituskyky maaritettiin
vertaamalla perinteisilla bakteriologisella analyysilld naytteista
saatuihin tuloksiin.

Tassa tutkimuksessa Wellcolex Colour Shigella -testin herkkyys
ensisijaisista levyviljelmista oli 98,9 % (88/89), 100 % (58/58)
rikastusliuoksen aliviljelmistd ja 100 % (299/299) puhtaista
viljelmista. (Katso taulukko 1.)

Tassa tutkimuksessa Wellcolex Colour Shigella -testin spesifisyys
ensisijaisista levyviljelmista oli 99,4 % (521/524), rikastusliuoksen
aliviljelmistd 100 % (320/320) ja puhtaista viljelmista 95,2 %
(60/63).

Positiivisen tuloksen ennustearvo levyviljelmista oli 98,7 %
(445/451) ja negatiivisen tuloksen ennustearvo 99,9 % (901/902).

Shigellan esiintyvyys tutkituissa naytteissa oli 33,0 % (446/1353).

Wellcolex Colour Shigella -testin epaspesifisten reaktioiden
esiintyvyys oli 3,0 % (19/632) ensisijaisten levyviljelmien osalta,
1,8 % (7/385) rikastusliuoksen aliviljelmien osalta, 2,1 % (8/385)
puhtaiden viljelmien osalta. Nama naytteet on jatetty pois
taulukosta 1.

Muita Wellcolex Colour Shigella -testilld testattuja ja negatiivisiksi
todettuja organismeja olivat Escherichia coli, Proteus spp.,
Salmonella spp., Campylobacter jejuni, Enterobacter spp. ja
Citrobacter freundii.

Lisaksi 208 Shigella-viiteviljelmaa, jotka sisélsivat enintdan viisi
kantaa Shigellan jokaisen lajin jokaisesta serotyypista, testattiin
erillisessa tutkimuksessa®. Wellcolex Colour Shigella tunnisti oikein
195 viljelmaa ja antoi odotetun negatiivisen tuloksen 13 Shigella
boydiin serotyyppien 16—18 isolaateista.

HUOMAUTUS: katso tieteellisestd kirjallisuudesta lisétietoja
serologisista biokemiallisista testitoimenpiteistd Shigellan
tunnistamiseksi.
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Taulukko 1

Shigellan tunnistus levyviljelmista

Wellcolex Rutiinitulos Yhteensa
COIOL“_' Shigella Positiivinen® | Negatiivinen
-testin tulos
Ensisijainen Positiivinen 88 3be 91
vilielma Negatiivinen 1 521 522
Aliviljelma Positiivinen 58 0 58
Eii‘;i::snu' Negatiivinen 0 320¢ 320
Puhdas Positiivinen 299 30f 302
alivilielma [ o atiivinen 0 60 60
Yhteensa 446 907¢ 1353

o

33 Shigella boydiita, 15 Shigella dysenteriaeta, 247 Shigella
flexnerid ja 151 Shigella sonneita

b 2 Plesiomonas shigelloides (1 Shigella boydii ja 1 Shigella
sonnei -reaktio)

¢ Hafnia alvei (Shigella boydii -reaktio)

Shigella sonnei

¢ sisaltaa 7 viljelmaa, joissa Shigella eristettiin vain ensisijaiselta

viljelylevylta

Escherichia coli (Shigella dysenteriae -reaktio)

& sisdltda Escherichia colin, Proteus spp:n, Salmonella spp:n,
Campylobacter jejunin, Enterobacter spp:n ja Citrobacter
freundiin

Huomautus: Témd tutkimus suoritettiin ennen WGS:n

(Whole Genome Sequencing) kédyttéénottoa. Katso menetelmdn
rajoitukset (12.5).
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1. UTILISATION PREVUE

Wellcolex™ Colour Shigella est un test qualitatif d’agglutination
au latex sur lame pour la détection et I'identification de I'espéce
d’isolats de Shigella dans les milieux de culture solides. Ce test est
utilisé dans le cadre d’un flux de travail diagnostique afin d’aider les
cliniciens dans le choix d’options thérapeutiques pour les patients
susceptibles de présenter des infections bactériennes. Ce dispositif
n’est pas automatisé, n’est destiné qu’a un usage professionnel et
n’est pas un test diagnostique complémentaire.

Réservé a un usage diagnostique in vitro.
2. RESUME ET EXPLICATION DU TEST

Les organismes du genre Shigella provoquent la dysenterie
bacillaire, une des maladies diarrhéiques les plus courantes au
monde. Les symptémes, qui comprennent une douleur abdominale
aigué et une diarrhée hémorragique, sont associés a I'invasion
de la muqueuse gastrique par les organismes. Cependant,
les pénétrations systémiques plus poussées sont rares. Dix
organismes peuvent suffire pour former une dose infectieuse ;
cette particularité contribue a la dissémination rapide de I'infection
a travers la contamination fécale de I'environnement.La plupart
des cas d’infection sont relativement légers et nécessitent un
simple traitement d’appoint, mais les cas graves peuvent étre
mortels si des antibiotiques appropriés ne sont pas administrés.
Il estimportant d’identifier correctement et aussi rapidement que
possible les organismes causaux, afin de guider la mise en ceuvre
du traitement antibiotique, de limiter la prévalence de souches
résistantes a plusieurs antibiotiques et de contréler les éclosions®.

Les souches de Shigella sont divisées en quatre espéces, Shigella
boydii, Shigella dysenteriae, Shigella flexneri et Shigella sonnei. La
classification peut étre réalisée au moyen de tests sérologiques sur
la base d’antigénes O cellulaires, a partir desquels I'espece peut
étre classée davantage en types sérologiques. Wellcolex Colour
Shigella offre une procédure sérologique simple et rapide pour
I'identification de I'espéce de la majorité des sérotypes Shigella
rencontrés dans le contexte de la bactériologie clinique.

3. PRINCIPE DE LA PROCEDURE

Dans Wellcolex Colour Shigella, une réaction est provoquée dans
une suspension bactérienne au moyen de deux réactifs de test,
chacun composé d’un mélange de particules de latex rouges et
bleues. Chaque latex de couleur est enrobé d’anticorps spécifiques
a une espéce de Shigella différente. En présence d’antigénes
homologues, une des couleurs dans le mélange s’agglutine et
I'identité de I'antigéne est indiquée par la couleur des particules
agrégées et contrastant avec la couleur du fond. Chaque
combinaison se distingue facilement des autres combinaisons,
d’un résultat négatif dans lequel les particules restent dans une
suspension violette lisse et d’un résultat non spécifique dans
lequel toutes les particules s’agglutinent en agrégats violets avec
un arriére-plan devenu transparent.

4. REACTIFS

CONTENUS DES KITS
WELLCOLEX COLOUR SHIGELLA
o Réactif latex 1

V 50 (ZC51/R30858401)

1 flacon compte-gouttes
(capuchon blanc)

Réactif latex 2 1 flacon compte-gouttes

(capuchon blanc)

Contréle positif rouge 1 flacon compte-gouttes

(capuchon rouge)

Contréle positif bleu 1 flacon compte-gouttes

(capuchon bleu)

e Batonnets d’échantillonnage 2 bundles
jetables

e Cartes de réaction jetables 1 pack

o Distributeurs d’échantillon 2 bundles
jetables

e Tubes de suspension jetables 1 pack

¢ Mode d’emploi 1

e Guide de lecture 1

5. DESCRIPTION, PREPARATION POUR UTILISATION ET
CONDITIONS DE CONSERVATION RECOMMANDEES

Voir également Avertissements et précautions.

A d

Sauf mention contraire, tous les composants doivent étre stockés
entre 2 et 8°C ; dans ces conditions, ils conserveront leur activité
jusqu’a la date de péremption du kit.

LATEX Réactif latex 1
ekl

Un flacon compte-gouttes contenant
une suspension violette de particules de
latex de polystyréne dans une solution
tampon contenant 0,05 % de conservateur
Bronidox®. Les particules de latex sont
enrobées d’anticorps de lapin avec la
spécificité suivante :

Latex rouge Shigella sonnei

(formes | et Il)

Latex bleu  Shigella flexneri

(types1a6, XetY)
Réactif latex 2

&Rt | 2]
Un flacon compte-gouttes contenant
une suspension violette de particules de
latex de polystyrene dans une solution
tampon contenant 0,05 % de conservateur
Bronidox®. Les particules de latex sont
enrobées d’anticorps de lapin avec la
spécificité suivante :

Latex rouge Shigella dysenteriae
(types 1a 12)

Shigella boydii
(types 1 a 15)

Latex bleu

[ RED [ CONTROL Contrdle positif rouge

Contient une suspension bactérienne
morte d’organismes représentatifs de
Shigella sonnei et Shigella dysenteriae.
Contient 0,05 % de Bronidox” et 0,5 % de
formaline en tant que conservateur.

BLUE [ CONTROL [ + |

Contrdle positif bleu

Contient une suspension bactérienne
morte d’organismes représentatifs de
Shigella flexneri et Shigella boydii. Contient
0,05 % de Bronidox” et 0,5 % de formaline
en tant que conservateur.

Apres ouverture, les cartes de réaction doivent étre conservées a
température ambiante (18 a 30°C)

6. AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS

Réservé a un usage diagnostique in vitro. A usage
professionnel uniqguement.

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

En cas de dysfonctionnement, n’utilisez pas le dispositif.

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

6.1. ASPECTS SANITAIRES ET DE SECURITE

6.1.1 Conformément aux principes des bonnes pratiques
de laboratoire, il est fortement recommandé que
tous les échantillons et matériaux soient considérés
comme potentiellement infectieux et manipulés avec
toutes les précautions désormais. La procédure doit
idéalement étre réalisée dans une enceinte de sécurité
microbiologique adaptée®.

6.1.2 Les contréles positifs rouges et bleus contiennent
0,5 % de formaline, une substance considérée comme
sensibilisante selon les réglementations en vigueur
dans I'Union européenne et le Royaume-Uni. Voici les

phrases de danger (H) et de précaution (P) appropriées.

g; H350 Peut provoguer le cancer.
[coNTROL ] EUH208 |Contient du formaldéhyde. Peut
DANGER provoquer une réaction allergique.
P201 Se procurer des instructions
spéciales avant |'utilisation.
P281 Utilisez I'équipement de
protection individuel requis.
P308+P313 |SI exposé ou concerné :
demander un avis médical /
consulter un médecin.
Strictement réservé aux
utilisateurs professionnels
6.1.3 Les instruments non jetables doivent étre stérilisés

apres utilisation avec un passage a 'autoclave pendant
15 minutes a 121°C ; les éléments jetables doivent
étre passés a l'autoclave ou incinérés. Les matériaux
potentiellementinfectieux quiseraient déversésdoivent
immédiatement étre éliminés avec du papier absorbant,
et les zones contaminées doivent étre tamponnées avec
un désinfectant efficace. Les matériaux utilisés pour
nettoyer les déversements, y compris les gants, doivent
étre mis au rebut en tant que déchets potentiellement
nocifs pour I'organisme. Ne pas autoclaver de matériaux

contenant de I'hypochlorite de sodium.

6.1.4 Ne pas pipeter a la bouche. Porter des gants jetables,
une blouse et des lunettes de protection lors de la
manipulation des échantillons et de la réalisation
du test. Se laver soigneusement les mains lorsque la
procédure est terminée.

6.1.5 En cas de contact d’un des réactifs avec la peau ou les
yeux, rincer immédiatement et abondamment la zone
concernée avec de grandes quantités d’eau.

6.1.6 Eviter toute ingestion des réactifs.

6.2. PRECAUTIONS ANALYTIQUES

6.2.1 Ne pas utiliser les réactifs au-dela de la date de
péremption indiquée.

6.2.2 La contamination microbiologique des réactifs doit étre
évitée, cela risquerait de réduire la durée de vie du

produit et de produire des résultats erronés.

Laisser l'ensemble des réactifs et des échantillons
arriver a température ambiante (entre 18 et 30°C) avant
utilisation. Immédiatement aprés utilisation, veiller
a ce que les flacons soient fermés hermétiquement
et replacés dans le réfrigérateur. Les réactifs latex
qui montrent des signes d’agrégation lorsqu’ils sont
distribués pour la premiére fois peuvent avoir subi une
congélation et ne doivent pas étre utilisés.

Conserver les réactifs et contrdles latex a la verticale
entre 2 et 8°C. Apres un stockage prolongé, les réactifs
latex peuvent légerement s’'étre agrégés ou avoir séché
en haut du flacon. Si cela se produit, les réactifs latex
doivent étre vigoureusement agités pendant quelques
secondes jusqu’a ce que la remise en suspension
soit effectuée.

6.2.5 Les membres du personnel présentant un daltonisme
devraient pouvoir observer une agglutination, mais
ils risquent d’avoir du mal a différencier les réactions
de couleur. En cas de probléme, la réaction doit étre
présentée a une personne sans trouble de vision de

la couleur.

Il est important de maintenir les flacons compte-gouttes
a la verticale et que la goutte se forme a la pointe de la
canule. Si la canule est mouillée, une goutte au volume
incorrect se formera vers I'extrémité, et non a la pointe ;
dans ce cas, sécher la canule avant de continuer.

6.2.7 Il est impératif d’utiliser un agitateur rotatif a lit plat.
Pour une performance optimale, veiller a ce que
I'agitateur rotatif soit de niveau et ait été étalonné pour

un fonctionnement a 150 + 5 tr/min.

Ne pas toucher les zones de réaction sur les cartes.
Il est important de veiller a ce que les cartes de réaction
soient posées complétement a plat sur l'agitateur
rotatif ; sinon, les modeéles d’agglutination ne pourront
pas étre observés.

Veiller a ce que les contréles positifs soient remis en
suspension en les agitant vigoureusement a la main ou
au vortex pendant dix secondes. NE PAS agiter au vortex
les réactifs latex.

7. PRELEVEMENT DES ECHANTILLONS ET PREPARATION
DES CULTURES

Pour en savoir plus sur le préléevement des échantillons et la
préparation des cultures, consulter une référence standard®*4.
Le test peut étre réalisé sur des colonies a fermentation non
lactique proliférant dans une culture primaire sur un milieu sélectif
(par exemple, gélose MacConkey, gélose entérique Hektoen ou
gélose désoxycholate lysine xylose), dans une sous-culture du
bouillon d’enrichissement sur ces milieux ou dans une culture pure
(par exemple, plaques droites ou inclinées de gélose nutritive).

S’il s’avére nécessaire de confirmer les résultats du test,
la suspension bactérienne utilisée pour le test de couleur peut étre
mise en sous-culture ultérieurement pour une identification plus
poussée. Il est également possible d’utiliser la méme suspension
pour un test avec Wellcolex Colour Salmonella (ZC50/R30858301).

8. PROCEDURE
MATERIEL FOURNI

Wellcolex Colour Shigella ZC51/R30858401 contient suffisamment
de matériel pour 50 tests, voir Contenus des kits.

MATERIEL REQUIS MAIS NON FOURNI
1.  Sérum physiologique stérile 0,85 %.

2. Letest doit étre réalisé sur un agitateur rotatif a lit plat avec
un diamétre orbital de 38 mm / 32 mm tournant a environ
150 tr/min.La vitesse et le diamétre orbital jouent un réle
crucial dans les performances du test.

Aucun autre matériel ou équipement n’est nécessaire.
PROCEDURE DU TEST

ATTENTION : des précautions appropriées pour la manipulation de
cultures vivantes doivent étre prises pendant la réalisation du test.

Identification de colonie

Etape 1 Distribuer environ 200 pl de sérum physiologique dans un tube
de suspension. Le distributeur d’échantillon jetable gradué
a environ 200 ul peut étre utilisé.

Etape 2 Depuis une culture préparée la veille, choisir une ou deux colonies
de Shigella suspectées de taille moyenne (1 a2 mm) dans la plaque
de culture avec 'extrémité plate d’un batonnet d’échantillonnage,
puis émulsifier délicatement les bactéries dans le sérum
physiologique. Il faudra en prélever davantage si les colonies sont
de petite taille ; 'extrémité du batonnet d’échantillonnage doit
étre couverte. Jeter le batonnet d’échantillonnage de fagon a ce
qu'il soit éliminé en toute sécurité.

Etape 3 Remettre en suspension les réactifs latex 1 et 2 en agitant
vigoureusement pendant quelques secondes. Tenir le flacon
a la verticale et laisser tomber une goutte de chaque réactif
latex dans un cercle différent sur une carte de réaction plate.
Eclater les éventuelles bulles d’air avec I'extrémité d’un
batonnet d’échantillonnage.

Etape 4 Avec un distributeur d’échantillon jetable tenu a la verticale,
laisser tomber une goutte (40 pl) de suspension bactérienne
dans chacun des deux cercles. Veiller a ne pas distribuer de
bulles dair. Jeter le distributeur de fagon a ce qu’il soit éliminé

en toute sécurité.

Etape5 Avec un batonnet d’échantillonnage, mélanger le contenu de
chaque cercle et étaler de fagon a couvrir toute la surface du
cercle. Ce méme batonnet peut étre utilisé pour les deux cercles,

puis jeté de fagon a ce qu'il soit éliminé en toute sécurité.

Etape 6 Placer la carte sur un agitateur rotatif a lit plat adapté et faire
tourner a 150 £ 5 tr/min. pendant 2 minutes (voir Précautions
analytiques). Eteindre et observer des signes d’agglutination
sans retirer la carte de I'agitateur. La carte doit étre lue a une
distance normale de lecture (25 a 35 cm des yeux). Ne pas
utiliser de loupe grossissante. Les motifs obtenus sont nets
et facilement interprétables dans des conditions normales
d’éclairage. En cas de doute sur une agglutination, le test doit
étre répété avec une goutte de 40 pl de sérum physiologique.
Aucune agglutination ne devrait étre visible. Ce résultat peut
étre utilisé a titre de comparaison.

Etape 7 Jeter les cercles de réaction utilisés de fagon a ce qu'’ils soient

éliminés en toute sécurité. Veiller a ce que les réactifs latex
soient remis dans le réfrigérateur (2 a 8°C).

9. RESULTATS
LECTURE DES RESULTATS

Se reporter au guide de lecture Wellcolex Colour Shigella.

Positif

Un changement de couleur s’opére dans la réaction en raison
de I'agglutination d’une des suspensions de latex colorées dans
le mélange, avec un contraste par rapport a la couleur du fond.
(Figures 1 et 2.) En régle générale, une seule couleur s’agglutinera
dans un réactif latex ; cependant, dans le cas d’une culture Shigella
mixte, les deux couleurs peuvent s’agglutiner dans un réactif latex
(auquel cas des procédures d’isolation plus poussées doivent
étre mises en ceuvre), ou bien une seule couleur dans les deux
réactifs. Ces différentes possibilités sont faciles a différencier. Sile
modele de réaction différe de ceux illustrés dans les figures 1 et
2, la vitesse de I'agitateur rotatif doit étre contrdlée et ajustée
si nécessaire.

Négatif

Le réactif latex ne s’agglutine pas et I'aspect violet lisse reste
notablement inchangé tout au long du test (figure 3). Il convient
cependant de noter que des traces subtiles de granularité peuvent
étre détectées dans des profils négatifs, en fonction de I'acuité
visuelle de I'opérateur.

Non spécifique

Tous les particules s’agglutinent pour former des agrégats violets
avec un arriere-plan devenu transparent (figure 4). Il est possible
que certains agrégats violets se forment en cas de réaction positive
ou négative. Si un changement de couleur net a eu lieu pendant le
test ou si le fond reste uniformément violet, ces agrégats violets
doivent étre ignorés.

10. CONTROLE QUALITE

Inspection visuelle

Il est nécessaire de toujours vérifier I'absence d’agrégation
au niveau des réactifs latex lorsqu’ils sont déposés sur la carte
de réaction ; s’il y a des signes d’agglomération avant I'ajout de
la suspension bactérienne, le réactif ne doit pas étre utilisé.

Procédures de contréle

Un test de controle qualité doit étre effectué a chaque expédition
et a chaque réception d’un nouveau numéro de lot de kit. Chaque
laboratoire doit respecter les exigences locales et nationales.
Procédure de contréle positif

Confirmer la performance des réactifs latex avec les controles
positifs fournis.

Etape 1 Dans 4 cercles de réaction séparés, distribuer 2 gouttes de
réactif latex 1 et 2 gouttes de réactif latex 2 (une goutte par
cercle).

Etape 2 Ajouterunegouttedechaquecontrélepositifdans2descerclesde
réaction (un contenant le réactif latex 1 et un contenant le réactif
latex 2).

Etape 3 Mélanger les réactifs avec un batonnet d’échantillonnage
jetable différent pour chaque contréle positif.

Etape 4 Agiter la carte a 150 % 5 tr/min. pendant 2 minutes sur un
agitateur rotatif mécanique. Aprés cela, une agglutination claire
devrait étre visible dans chacun des 4 cercles de réaction.

Etape 5 Jeter la carte de réaction utilisée de fagon a ce qu’elle soit
éliminée en toute sécurité.

La couleur du latex agglutiné dans le réactif 1 et le réactif 2 devrait

correspondre a celle du contréle positif (bleu ou rouge).

Des cultures souches d’especes Shigella connues peuvent étre

utilisées a la place du contrdle positif.

Procédure de contrdle négatif

Répéter la procédure de test avec du sérum physiologique a la
place de I’échantillon de test. Aucune agglutination significative
ne devrait étre visible.

11. INTERPRETATION DES RESULTATS

Un résultat positif (agglutination colorée) indique la présence de
Shigella et identifie son espéce dans I’échantillon de la maniére
suivante :

Couleur du / des Réactif

Agrégats Fond 1 2

Rouge Bleu Shigella Shigella
sonnei dysenteriae

Bleu Rose Shigella Shigella
flexneri boydii

Aucun Violet Négatif

Violet Transparent Non interprétable
(procédures d’isolation
ultérieures requises)

Les réactifs détectent les formes | et Il de Shigella sonnei,
les sérotypes 1 a 6 et les variants X et Y de Shigella
flexneri, les sérotypes 1 a 12 de Shigella dysenteriae et les
sérotypes 1 a 15 de Shigellla boydii.

Un résultat négatifindique que les organismes testés n’appartiennent
pas aux sérotypes des especes de Shigella couvertes par les réactifs.
Si nécessaire, ils peuvent étre caractérisés davantage par des
procédures alternatives®*. Les proliférations mixtes d’organismes
a fermentation non lactique sont fréquemment présentes dans
les cultures de selles. Si un résultat négatif est obtenu, il peut étre
nécessaire de répéter le test sur certaines autres colonies négatives
au lactose avant de considérer que la culture est négative.

Si une réaction non spécifique est obtenue, le résultat n’est
pas interprétable et des procédures d’identification alternatives
doivent étre appliquées®*.

12. LIMITES DE LA PROCEDURE

12.1.

Wellcolex Colour Shigella identifie les isolats de Shigella
au niveau de 'espéce. Si une identification sérologique
compléte des types dans l'espéce est requise, cela
peut étre fait au moyen de procédures alternatives ;
la sélection des antisériques appropriés peut étre guidée
par les résultats du test Wellcolex.

Le genre Shigella est étroitement lié aux autres membres
de la famille Enterobacteriaceae et de nombreux
antigénes somatiques sont partagés avec des organismes
d’autres espéces, en particulier Escherichia coli, ainsi
que Hafnia alvei, Plesiomonas shigelloides et d’autres
especes. Il s’agit d’antigénes communs et non de réactions
croisées, mais il est possible de faire une différenciation
sur la base de tests biochimiques. La plupart d’entre eux

ont une fermentation lactique, mais pas tous.

12.3. Certaines souches de Shigella portent des antigénes
a enveloppe qui inhibent [Iagglutination “O” des
suspensions. Elles n‘ont pas été rencontrées durant les
essais menés sur les réactifs ; cependant, si nécessaire,
I'enveloppe peut étre désactivée en chauffant la
suspension a 100°C pendant deux heures?. Si un isolat
bien caractérisé biochimiquement ne présente toujours
pas de réaction avec les réactifs, il peut étre envoyé a un
laboratoire de référence pour une enquéte si nécessaire.

12.4. Laqualité du modele d’agglutination obtenu dépend de la
vitesse et du diametre orbital de I'agitateur rotatif et de

I'utilisation d’une carte de réaction plate.

12.5. Avant la mise en ceuvre du séquengage du génome
entier (WGS), Shigella flexneri appartenant a ST1753
était identifié incorrectement comme étant Shigella
boydii. Ce type de Shigella flexneri présente une mutation
faisant que I'antigene O de S. flexneri n’est pas exprimé ;
cela signifie que dans ce contexte, la sérologie pour

S. flexneri donnera un faux négatif’.
13. RESULTATS ATTENDUS

Les souches appartenant aux sérotypes communs de S. sonnei,
S. flexneri, S. dysenteriae et S. boydii donnent une agglutination rouge
ou bleue avec le composant correspondant du réactif latex 1 et 2.

14. CARACTERISTIQUES SPECIFIQUES DE PERFORMANCES

Evaluation externe

Une étude multicentrique impliquant un laboratoire de santé
publique au Royaume-Uni, trois laboratoires hospitaliers aux
Etats-Unis, deux dans la Péninsule arabique et trois en Asie du
Sud-Est a été menée pour évaluer Wellcolex Colour Shigella sur
des cultures de routine®.

Chaque laboratoire a réalisé des tests sur un ou plusieurs des
échantillons suivants a partir de chaque échantillon de selles.

1. Colonies négatives au lactose directement tirées de plaques
de gélose sélectives-différentielles primaires (MacConkey,
XLD, DCA, SS et Hektoen).

2. Colonies négatives au lactose directement tirées de sous-
cultures de bouillon d’enrichissement sur des plaques
de gélose sélectives-différentielles.

3. Sous-cultures pures de colonies négatives au lactose de la
gélose nutritive.

Un agitateur rotatif a été utilisé dans chaque procédure.
Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 1.

La performance de Wellcolex Colour Shigella a été déterminée
en comparaison avec les résultats des analyses bactériologiques
traditionnelles des échantillons.

Dans cette étude, la sensibilité de Wellcolex Colour Shigella a partir
de cultures sur plaque primaire était de 98,9 % (88/89), de 100 %
(58/58) a partir de sous-cultures de bouillon d’enrichissement et
de 100 % (299/299) a partir de cultures pures. (Voir le tableau 1.)
La spécificité de Wellcolex Colour Shigella dans cette étude était de
99,4 % (521/524) a partir de cultures sur plague primaire, de 100 %
(320/320) a partir de sous-cultures de bouillon d’enrichissement
et de 95,2 % (60/63) a partir de cultures pures.

La valeur prédictive d’un résultat positif a partir d’'une culture sur
plaque était de 98,7 % (445/451) et de 99,9 % (901/902) pour un
résultat négatif.

L’incidence de Shigella dans les échantillons étudiés était
de 33,0 % (446/1 353).
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L’occurrence de réactions non spécifiques avec Wellcolex Colour
Shigella était de 3,0 % (19/632) pour les plaques de culture
primaire, de 1,8 % (7/385) pour les sous-cultures de bouillon
d’enrichissement et de 2,1 % (8/385) pour les cultures pures. Ces
échantillons ont été exclus du tableau 1.

Les autres organismes testés et ayant donné des résultats
négatifs avec Wellcolex Colour Shigella comprenaient Escherichia
coli, Proteus spp., Salmonella spp., Campylobacter jejuni,
Enterobacter spp. et Citrobacter freundii.

En outre, 208 cultures de référence de Shigella comprenant
jusqu’a cing souches de chacun des sérotypes de chaque espéce de
Shigella ont été testées dans une étude indépendante®. Wellcolex
Colour Shigella a identifié correctement 195 cultures et produit
un résultat négatif attendu avec 13 isolats des sérotypes 16 a 18
de Shigella boydii.

REMARQUE : consulter la littérature scientifique pour plus
d’informations sur les procédures de test biochimique et
sérologique pour I'identification de Shigella.

Tableau 1
Identification de Shigella a partir de cultures sur plaque
Résultat de Résultat de routine Total
chgllcc:)c;lrex Positif* Négatif
Shigella

Culture Positif 88 3be 91
primaire Négatif 14 521 522
Sous-culture Positif 58 0 58
de bouillon Négatif 0 320° 320
Sous-culture Positif 299 3bf 302
pure Négatif 0 60 60
Total 446 9078 1353

2 33 Shigella boydii, 15 Shigella dysenteriae, 247 Shigella flexneri
et 151 Shigella sonnei

b 2 Plesiomonas shigelloides (1 réaction Shigella boydii
et 1 réaction Shigella sonnei)

¢ Hafnia alvei (réaction Shigella boydii)
4 Shigella sonnei

¢ comprend 7 cultures pour lesquelles Shigella a été isolé a partir
d’une plaque de culture primaire uniquement

' Escherichia coli (réaction Shigella dysenteriae)

& comprend Escherichia coli, Proteus spp., Salmonella spp.,
Campylobacter jejuni, Enterobacter spp. et Citrobacter freundii

Remarque : cette étude a été menée avant la mise en ceuvre du
séquengage du génome entier (WGS). Se reporter aux limites de
la procédure (12.5)
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R30858401 ...
1. RENDELTETESSZERU HASZNALAT

A Wellcolex™ Colour Shigella egy kvalitativ latex targylemez
agglutinacios teszt a szilard tdptalajon tenyésztett Shigella
izoldtumok kimutatdsara és fajazonositasara. Diagnosztikai
munkafolyamatban hasznalhatd, hogy segitse a klinikusokat
a bakteridlis fert6zésre gyanus betegek kezelési lehetGségeinek
kivélasztasaban. Az eszkdz nem automatizalt, kizardlag szakemberek
altali hasznalatra szolgal, és nem kotelez6 diagnosztikai eszkoz.

Kizarolag in vitro diagnosztikai hasznélatra.
2. ATESZT OSSZEFOGLALASA ES ISMERTETESE

A Shigella nemzetséghez tartozé mikroorganizmusok bacillaris
dizentériat okoznak, amely az egyik leggyakoribb hasmenéses
betegség vildgszerte. A tiinetek (tobbek kozott akut hasi fajdalom
és véres hasmenés) a mikroorganizmusok gyomornyalkahartyaba
torténd betoréséhez kapcsolddnak, a szisztémds behatolds
azonban nem megszokott. A fert6zést akar tiz mikroorganizmus
is kivalthatja, ez elGsegiti a fert6zés gyors terjedését a kdrnyezet
széklettel torténé szennyezésének eredményeként. A legtobb
fert6zés viszonylag enyhe lefolyasu és egyszer(i tdmogatd terdpiat
igényel, de a sulyos esetek a megfelel§ antibiotikum-kezelés
hidnydban végzetesek lehetnek. Fontos, hogy a kérokozdkat
pontosan és a lehetd leggyorsabban azonositsdk, ez ugyanis
lehet&vé teszi az antibiotikum-terdpia korultekintd alkalmazasat,
ami elengedhetetlen a t6bbszorés antibiotikum-rezisztencidval
rendelkez6 torzsek el6forduldsdnak minimalizalasdhoz
és a jarvanykitorések megfékezéséhez®.

/50

A Shigella térzsek négy fajba sorolhaték: Shigella boydii,
Shigella dysenteriae, Shigella flexneri és Shigella sonnei.
A besorolds a sejtekhez kapcsol6dé O-antigének alapjan végzett
szerologiai tesztekkel végezhetd el, amelyek alapjan a fajokat
tovabbi szeroldgiai tipusokra lehet osztani. A Wellcolex Colour
Shigella teszt gyors, egyszerl szeroldgiai eljarast biztosit
a klinikai bakteriolégiaban el6forduld Shigella szerotipusok
tobbségének fajazonositasara.

3. AZ ELJARAS ELVE

A Wellcolex Colour Shigella esetében a baktériumszuszpenziét
két tesztreagenssel reagéltatjak, amelyek mindegyike piros és
kék latexrészecskék keverékébdl all. Mindegyik szines latexet
egy-egy Shigella fajra specifikus antitesttel vonjak be. Homoldg
antigén jelenlétében a keverékben 1év6 egyik szin(i latexrészecskék
agglutinalédnak, és az antigén mibenlétét az aggregdlt részecskék
szine jelzi, a hattér szinének egyidejl kontrasztos valtozasa mellett.
Mindegyik kombinacio konnyen megkilonboztethetd a tobbitdl és
a negativ eredménytdl, amikor a részecskék agglutinaciomentes
lila szuszpenziéban maradnak, valamint az esetenként el6forduld
nem specifikus eredménytél, amikor az 6sszes részecske lila
aggregatumokka agglutinalddik atlatszé hattér elétt.

4. REAGENSEK
A KESZLET TARTALMA

WELLCOLEX COLOUR SHIGELLA V 50 (ZC51/R30858401)
¢ Latexreagens 1 1 cseppent6s flakon
(fehér kupakos)

Latexreagens 2 1 cseppentds flakon

(fehér kupakos)

Piros pozitiv kontroll 1 cseppentés flakon

(piros kupakos)

Kék pozitiv kontroll 1 cseppentds flakon

(kék kupakos)
¢ Eldobhat6 mintavételi palcak 2 koteg
¢ Eldobhato reakcidkartyak 1 csomag
¢ Eldobhaté mintaadagoldk 2 csomag
¢ Eldobhato szuszpenzids csovek 1 csomag
e Hasznalati utasitds 1
¢ Leolvasdsi utmutatd 1

5. LEIRAS, ELOKESZITES FELHASZNALASHOZ ES AJANLOTT
TAROLASI FELTETELEK

Lasd még a Figyelmeztetések és dvintézkedések cim(i részt.

oA d

Eltér6 rendelkezés hianyaban az 6sszeteviket 2—8 °C kozott kell
tarolni, amely koérilmények kdzott megdbrzik aktivitasukat a készlet
lejarati idejéig.

LATEX
REAGENT

1-es latexreagens

Polisztirol latex részecskék lila szuszpenzidja,
0,05% Bronidox® tartdsitészeres
pufferben, egy cseppentds flakonban.
A latexrészecskék nyul ellenanyaggal
vannak bevonva, a kovetkezd specificitdssal:

Piros latex  Shigella sonnei
(l-es és ll-es forma)
Kék latex Shigella flexneri

(1-6-0s, X és Y tipus)

g 2-es latexreagens

Polisztirol latex részecskék lila szuszpenzidja,
0,05% Bronidox® tartdsitészeres
pufferben, egy cseppentds flakonban A
latexrészecskék nyul ellenanyaggal vannak

bevonva, a kdvetkez§ specificitassal:

Piros latex  Shigella dysenteriae
(1-12-es tipus)
Kék latex Shigella boydii

(1-15-0s tipus)
Piros pozitiv kontroll

[RED [ CONTROL [ + |

A Shigella sonnei és a Shigella dysenteriae
reprezentativ mikroorganizmusainak el6lt
baktériumszuszpenzidjat tartalmazza.
0,05% Bronidox” és 0,5% formalin
tartdsitoszert tartalmaz.

Kék pozitiv kontroll
A Shigella flexneri és a Shigella boydii
reprezentativ mikroorganizmusainak eldlt
baktériumszuszpenzidjat tartalmazza.
0,05% Bronidox® és 0,5% formalin
tartositdszert tartalmaz.

Felbontas utan a reakciokartydkat szobahémérsékleten (18-30 °C)
kell tarolni.

6. FIGYELMEZTETESEK ES OVINTEZKEDESEK

Kizérélag in vitro diagnosztikai hasznalatra. Kizardlag
szakemberek dltali haszndlatra.

A potencidlisan veszélyes 6sszetevékkel kapcsolatosan a vallalat
weboldaldn elérhetd biztonsagi adatlapon és a termékcimkén
taldl informacidkat.

Meghibdsodas esetén ne haszndlja a késziléket

A készllékkel 6sszefiiggé minden sulyos vératlan eseményt
jelenteni kell a gyarténak, valamint annak a tagéllamnak az illetékes
hatdsédga felé, ahol a felhaszndlo és/vagy a beteg tartdzkodik.

6.1. MUNKAVEDELMI SZABALYOK

6.1.1 A helyes laboratériumi gyakorlat elveivel 6sszhangban
er@sen ajanlott, hogy minden klinikai mintat és anyagot
potencidlisan fert6z6ként kezeljenek, és valamennyi
sziikséges Ovintézkedés alkalmazasa mellett
hasznaljanak. Idedlis esetben az eljardst megfelel6

mikrobioldgiai biztonsagi fiilkében kell elvégezni.

A piros és kék pozitiv kontrollok 0,5%-os formalint

tartalmaznak, amely a vonatkozd eurdpai unios és brit

rendeletek szerint szenzibilizal6 hatdsinak minésil. Az

aldbbiakban taldlhatdk a megfelel figyelmeztetd (H) és

Ovintézkedésre vonatkozé (P) mondatok.

[RED [CONTROL [+]

H350
EUH208

VESZELY

Rékot okozhat

Formaldehidet tartalmaz.
Allergias reakciét okozhat.

P201 Haszndlat eltt ismerje
meg az anyagra vonatkozd

kilonleges utasitasokat.

P281 Az elGirt egyéni véddfelszerelés

hasznalata kotelezd.

P308+P313 | Expozici6 vagy annak gyanuja

esetén: Orvosi ellatast kell kérni

Kizarélag szakemberek
altal hasznalhaté

6.1.3 A nem egyszer haszndlatos késziilékeket haszndlat
utan sterilizélni kell 15 perces 121 °C-on torténé
autoklavozdssal. Az egyszer hasznalatos eszkdzoket
autoklavozni kell vagy el kell égetni. A kiomlott
potencidlisan fert6z6 anyagokat azonnal fel kell
torolni  nedvszivd papirkendével, és a fertdzott
tertletet le kell t6rélni hatékony fertétlenitGszerrel.
Akiomlott anyagok feltakaritasdhoz hasznalt anyagokat,
beleértve a keszty(iket is, bioldgiailag potencialisan
veszélyes hulladékként kell drtalmatlanitani.
A natrium-hipokloritot tartalmazé anyagokat nem

szabad autoklavozni.

6.1.4 Ne pipettazzon szajjal. A mintdk manipuldlasa és a
vizsgdlat elvégzése soran viseljen egyszer haszndlatos
keszty(it, kopenyt és védGszemiveget. Befejezés utdn

a kezét alaposan mossa meg.

6.1.5 Ha a reagensek barmelyike bérrel vagy szemmel

érintkezik, a tertiletet bé vizes 6blitéssel alaposan le kell
mosni.

6.1.6
6.2. ANALITIKAI OVINTEZKEDESEK
6.2.1

Kerdilje a reagensek lenyelését.

Ne haszndlja a
ddtum utan.

reagenseket a megadott lejdrati

6.2.2 Kerdlni kell a reagensek mikrobiolégiai szennyez&dését,
mivel ez csokkentheti a termék élettartamat és téves
eredményeket okozhat.

Haszndlat el6tt az 6sszes reagenst és mintat hagyni kell
szobahémérsékletre (18-30 °C) melegedni. Haszndlat
utan azonnal zdrja le szorosan a flakonokat és tegye
vissza azokat a h(itGszekrénybe. Azok a latexreagensek,
amelyek az els§ adagolaskor aggregdcio jeleit mutatjak,
lehet, hogy le voltak fagyasztva, és nem hasznélhatdk fel.

6.2.4 A latexreagenseket és kontrollokat flggéleges
helyzetben, 2-8 °C-on tdrolja. Hosszabb tarolas utan
el6fordulhat, hogy a latexreagenses flakon teteje
koril némi aggregacié vagy szaradas kovetkezett be.
llyen esetben a latexreagenst néhany masodpercig
ergsen fel kell razni, amig teljesen végbe nem megy
az Ujraszuszpendalas.

6.2.5 A szinlatasi zavarokkal kiizd6 személyzeti tagok
észlelhetik az agglutindcidt, de nehézséget okozhat
szamukra a szinreakciok megkllonboztetése.
Ha probléma merdl fel, a reakcidkat normadlis szinlatassal

rendelkezd személyhez kell atirdnyitani.

Fontos, hogy a cseppent8s Uvegeket fliggblegesen
tartsak, és hogy a csepp a cseppentd hegyénél alakuljon
ki. Ha a cseppent6 benedvesedik, akkor nem a hegyénél,
hanem a vége koril fog nem megfelel§ térfogatu csepp
képz6dni. llyen esetben szaritsa meg a cseppentét,
miel6tt tovdbblépne.

A sikagyas forgdkeverd haszndlata elengedhetetlen.
Az optimdlisteljesitmény érdekében tgyelnikellarra, hogy
a forgdkeverd vizszintesen élljon, és 150 + 5 fordulat/perc
fordulatszdmra legyen kalibralva.

Ne érintse meg a kartydk reakcidterileteit. Fontos
biztositani, hogy a reakcidkartyak teljesen vizszintesen
fekidjenek a forgdkeverén, kilénben nem lesz
egyértelm(i az agglutindcids mintazat

6.2.9 Tiz masodpercig tarté erGteljes razassal vagy
vortex-keveréssel  biztositsa a pozitiv kontrollok
Ujraszuszpendaldsat. NE keverje fel a latexreagenseket.

7. MINTAVETEL ES KULTURAK ELOKESZITESE

A mintavétel és a kultirak készitésének részleteirél a megfeleld
hivatalos tankdnyvben olvashat?**. A teszt elvégezhet6 elsGdleges
kulturdban szelektiv tdptalajon (példaul MacConkey agaron,
enteralis Hektoen agaron vagy xildz-lizin-dezoxikolat agaron)
tenyésztett, nem laktézfermentdld kolénidkkal, az ezeken
a tadptalajokon alkalmazott dusité taplevesbdl szarmazé
szubkulturaban vagy tiszta (példaul tapanyagos agar lemezeken
vagy ferde taptalajon tenyésztett) kultdraban.

Ha meg kell erGsiteni a teszt eredményeit, a szinteszthez
hasznalt baktériumszuszpenzidbdl szubkultirat lehet tenyészteni
a tovabbi azonositas céljabdl. Ugyanez a szuszpenzidé hasznélhatd
a Wellcolex Colour Salmonella (ZC50/R30858301) készlettel vald
teszteléshez is.

8. AZ ELJARAS MENETE

11. AZ EREDMENYEK ERTELMEZESE

BIZTOSITOTT ANYAGOK

A Wellcolex Colour Shigella ZC51/R30858401 50 teszthez elegendd
anyagot tartalmaz, lasd: ,, A készlet tartalma” cim( részt.

SZUKSEGES, DE NEM BIZTOSITOTT ANYAGOK
1.  0,85%-os steril séoldat.

2. A tesztet 38/32 mme-es (1,5/1,25 hivelykes) orbitalis
atmérével rendelkezd, és korulbelil 150 fordulat/perc
fordulatszamon m(ikodé sikagyas forgokeverdn kell végezni.
A sebesség és az orbitdlis atmérd kritikus fontossaguak
az assay teljesitménye szempontjabal.

Egyéb anyagokra vagy felszerelésre nincs szlikség.
TESZTELIARAS

VIGYAZAT: A teszt elvégzése soran az él6 kulturdkat megfeleld
Svatossaggal kell kezelni.

Koldniaazonositas
1. lépés Adagoljon koérulbelil 200 pl séoldatot egy szuszpenzids
csGbe. Korilbelil 200 pl-es beosztasu egyszer hasznalatos
mintaadagold hasznélhato.

2. 1épés Egy éjszakai kulturabdl vegyen ki egy vagy két atlagos méreti
(1-2 mme-es) Shigella-gyanus koldniat a kultdralemezrél
a mintavételi palca lapos végével, és dvatosan emulgealja
a baktériumokat a séoldatban. Kisebb koldnidk esetén
tobbet kell kivenni; annyit, amennyi lefedi a mintavételi
palca végét. Dobja ki a mintavételi palcat a biztonsagos
artalmatlanitas érdekében.

3.1épés Az 1. és 2. latexreagenst szuszpenddlja Gjra néhany
mdsodpercig tarté erételjes razassal. Tartsa fuggblegesen
a flakont, és adagoljon egy-egy szabadon esd cseppet
mindkét latexreagensbdl egy lapos reakcidkartyan 1évé kilon
korbe. A mintavételi palca végével tavolitsa el az esetleges
légbuborékokat.

4. 1épés Egy fliggblegesen tartott egyszer haszndlatos mintaadagoldval
helyezzen 4t egy-egy szabadon esé cseppnyi (40 pl)
baktériumszuszpenziét a két kor mindegyikébe. Ugyelje arra,
hogy ne adagoljon légbuborékokat. Dobja ki az adagoldt
a biztonsagos artalmatlanitas érdekében.

5.1épés Egy mintavételi pélca segitségével keverje Gssze az egyes
korok tartalmat, és teritse szét, hogy a kor teljes teriletét
befedje. Ugyanaz a palca mindkét korhoz felhasznélhatd,
majd biztonsagos artalmatlanitds céljabdl eldobhatd.

6. lépés Helyezze a kartyat egy megfelel§ sikdgyas forgdkeverére,
és futtassa 150 + 5 fordulat/perc sebességgel 2 percig (lsd:
Analitikai vintézkedések). Kapcsolja ki a kever6t és figyelje
meg az agglutindcidt anélkul, hogy a kartyat levenné a
forgokeverdrél. A kartyat kozvetlendl feltilrl, normal olvasasi
tavolsagbdl (25-35 cm-re a szemtdl) kell nézni. Ne hasznaljon
nagyitd lencsét. Az igy kapott mintazatok egyértelm(iek és
normal fényviszonyok kozott konnyen felismerheték. Ha
barmilyen kétség merul fel azzal kapcsolatban, hogy tortént-e
agglutinacio, a vizsgédlatot meg kell ismételni 40 pl-nyi
sooldattal. Ezzel nem torténhet lathatd agglutinacid. Ezt az
eredményt kell 6sszehasonlitasi alapként hasznalni.
7.1épés Dobja ki a hasznalt reakcios koroket a biztonsagos
artalmatlanitas érdekében. Gondoskodjon arrdl, hogy a
latexreagensek visszakertljenek a hiitészekrénybe (2-8 °C).

9. EREDMENYEK
EREDMENYEK LEOLVASASA

Lasd a Wellcolex Colour Shigella leolvasasi Gtmutatét.

Pozitiv

A reakcidban szinvéltozas kovetkezik be a keverékben 1évé6 egyik
szines latex szuszpenzié agglutindcidja miatt, ami a hattér szinének
kontrasztos véltozasat okozza. (1-2. abra). Altalaban egyetlen
szin agglutindlodik az egyik latexreagensben, de kevert Shigella
kultura esetén mindkét szin agglutindlédhat egy latexreagensben
(ilyen esetben tovabbi izoldcids eljarasokat kell végezni), vagy
egyetlen szin mindkét reagensben. Ezek a valtozatok kdonnyen
megkulonboztethet6k. Ha a reakcié mintazata eltér az 1. és
a 2. dbran lathat6é mintazattdl, ellendrizni kell a sebességet
és a forgokeverd miikodését, és sziikség esetén at kell allitani.
Negativ

Egyik latexreagens sem agglutinalddik, és az agglutindciomentes lila
megjelenés lényegében véltozatlan marad a teszt soran (3. abra).
Vegye azonban figyelembe, hogy a kezel§ latasélességétdl figgben
eléfordulhat, hogy a negativ mintdkban halvany szemcsenyomok
észlelhetdk.

Nem specifikus

Minden részecske agglutindlddik, ezdltal lila csomok keletkeznek a
tiszta hattér el6tt (4. abra). Lehetséges, hogy pozitiv vagy negativ
reakcié esetében is kialakul néhdny lila csomé. Ha a tesztben
hatdrozott szinvéltozas tortént, vagy ha a hattér egyenletesen lila
marad, ezeket a lila csomokat figyelmen kivil kell hagyni.

10. MINOSEG-ELLENORZES

Ellenérzés szemrevételezéssel

A latexreagenseket mindig ellenérizni kell az aggregacid
szempontjabdl, amikor a reakcidkartyara cseppentjik azokat, és
ha a baktériumszuszpenzié hozzaadasa el6tt 6sszecsapzéddsra
utald jeleket észlellink, az adott reagenst nem szabad felhasznalini.

Ellendrzési eljarasok

A mingség-ellendrzési vizsgalatokat minden egyes szallitmany és uj
készlet-tételszam esetén el kell végezni. Minden laboratériumnak
kovetnie kell az dllami és helyi kovetelményeket.

Eljaras pozitiv kontroll esetén

Ellenérizze a latexreagensek teljesitményét a mellékelt pozitiv
kontrollok segitségével.

1. lépés Adagoljon 4 kulonalld reakcidkorbe 2 csepp 1-es latexreagenst
és 2 csepp 2-es latexreagenst (koronként egy cseppet).

2.1épés Adagoljon egy cseppet mindegyik pozitiv kontrollbdl
2 reakciokorbe (amelyik kozil az egyik 1-es latexreagenst,
a masik pedig 2-es latexreagenst tartalmaz).
3.1épés Keverje Ossze a reagenseket egy kulon egyszer hasznalatos
mintavevé palcat hasznélva az egyes pozitiv kontrollokhoz.
4.lépés Forgassa a kdrtyat 150 + 5 fordulat/perc sebességgel
2 percig mechanikus forgdkeverén. A két perc elteltével mind
a4 reakciokorben végleges agglutinacionak kell megjelennie.
5.1épés Dobja ki a haszndlt reakcidokartydt a biztonsagos
artalmatlanitas érdekében.

Az 1. és 2. reagensben |évé agglutindlt latex szinének meg kell
egyeznie a pozitiv kontroll szinével (kék vagy piros).

A pozitiv kontroll helyett ismert Shigella fajok torzstenyészetei
is hasznalhatok.

Eljaras negativ kontroll esetén

Ismételje meg a teszteljarast séoldattal a tesztminta helyett.
Ezzel nem torténhet jelentds agglutindcio.

A pozitiv eredmény (szines agglutinacio) a Shigella faj jelenlétét
jelzi a mintdban, és egyuttal azonositja azt, az aldbbiak szerint:

A reagens szine

Csomok Hattér 1 2

Piros Kék Shigella Shigella
sonnei dysenteriae

Kék Roézsaszin Shigella Shigella
flexneri boydii

Nincs Lila Negativ

Lila Letisztult Nem értelmezhetd (tovabbi
izolacios eljarasok sziikségesek)

A reagensekkel kimutathatd a Shigella sonnei I-es és ll-es
formdja, a Shigella flexneri 1-6 kozotti szerotipusa, valamint X
és Y valtozata, a Shigella dysenteriae 1-12 koz6tti szerotipusa
és a Shigellla boydii 1-15 koz6tti szerotipusa.

A negativ eredmény azt jelzi, hogy a vizsgdlt szervezetek nem
tartoznak a reagensek altal lefedett Shigella fajok szerotipusaihoz.
Ha szikséges, alternativ eljarasokkal tovabb jellemezhet8k*.
A székletkulturdkban gyakran eléfordulnak nem laktézfermentald
baktériumok vegyes tenyészetei, és negativ eredmény esetén,
szliikség lehet a vizsgdlat megismétlésére mas kivalasztott
koldnidkkal, mielStt a kulturat negativnak kdnyvelnénk el.

Ha nem specifikus reakciét kapunk, azeredmény nem értelmezhetd,
és az azonositashoz alternativ eljarasokat kell kdvetni®*.

12. AZ ELJARAS KORLATAI
12.1.

A Wellcolex Colour Shigella a Shigella izolatumokat
fajszintig azonositja. Ha a fajon bellli tipusok teljes
szerologiai azonositasdra van sziikség, ez alternativ
eljarasokkal végezhetd el. A Wellcolex-teszt eredményei
segithetik a megfelel& antiszérumok kivalasztasat.

12.2. A Shigella nemzetség szoros rokonsagban  all
az Enterobacteriaceae csaldd mds tagjaival, és szamos
szomatikus antigénje koz6s mds fajok, kilondsen
azEscherichiacoli,deaHafniaalvei,aPlesiomonasshigelloides
és mas fajok mikroorganizmusainak antigénjeivel. Ezek
kozos antigének, nem pedig keresztreakciok, és biokémiai
tesztekkel megkulonboztethetSk. Koziluk tobb, de nem

mindegyik fermentalja a laktozt.

A Shigella egyes torzsei olyan burokantigéneket
hordoznak, amelyek egyes beszamolok alapjan gatoljak
aszuszpenziok, 0" agglutindcidjat. A reagensekkel végzett
vizsgdlatok soran ilyenek nem voltak kimutathatdk,
de sziikség esetén a burok inaktivdlhaté a szuszpenzié
két oran at tartd, 100 °C-on torténé melegitésével®
Ha egy biokémiailag jol jellemzett izoldtum mégsem
reagdl a reagensekkel, akkor sziikség esetén elkildheté
egy referencialaboratériumba vizsgalatra.

12.4. A kapott agglutindcidés mintazat mindsége a forgdkeverd
sebességétsl és orbitdlis dtmérdjétdl, valamint a lapos
reakciokartya hasznélatatol fugg.

A WGS (Whole Genome Sequencing, teljes
genomszekvenalds) bevezetése el6tt az ST1753-hoz
tartozé Shigella flexnerit tévesen Shigella boydiiként
azonositottak. A Shigella flexneri ezen tipusa mutdcidval
rendelkezik, ami azt jelenti, hogy a S. flexneri O-antigénje
nem expresszalddik, vagyis a S. flexneri szeroldgiai teszt
ebben az esetben tévesen negativ’.

13. VART EREDMENYEK

A S. sonnei, S. flexneri, S. dysenteriae és S. boydii gyakori
szerotipusaihoz tartozd torzsek piros vagy kék agglutinaciot
mutatnak az 1-es vagy 2-es latexreagens megfelel§ 6sszetevGjével.

14. SPECIFIKUS TELJESITMENYJELLEMZGK
Kiils6 értékelés

12.5.

A Wellcolex Colour Shigella rutintenyészeteken torténd
értékelésére tobbkdzpontu vizsgdlatot végeztek egy egyesiilt
kiralysagbeli kozegészségligyi laboratérium, harom egyesiilt
allamokbeli kérhazilaboratérium, az Arab-félszigeten taldlhato két
laboratérium és harom délkelet-dzsiai laboratérium részvételével®.

Minden laboratérium az alabbi mintak kozil egy vagy tébb mintat
vizsgalt meg minden egyes székletmintabal.

1. Kozvetleniul els6dleges szelektiv differencialis
agarlemezekrél (MacConkey, XLD, DCA, SS és Hektoen)
szarmazé laktdz-negativ koldniak.

2. Szelektiv differencialis agarlemezeken tenyésztett
kozvetlendl dusitd tapleves szubkultirakbdl szarmazé
laktdz-negativ koldniak.

3. Tépanyagos agaron tenyésztett laktdz-negativ koloniak
tiszta szubkultdrai.

Forgdékeverdt haszndltak a vizsgalat teljes id6tartama alatt.
Az eredményeket az 1. tablazatban ismertetjiik.

A Wellcolex Colour Shigella teljesitményének meghatérozasdhoz
az eredményeket 6sszehasonlitottak a mintakon elvégzett
hagyomanyos bakteriolégiai elemzések eredményeivel.

Ebben a vizsgdlatban a Wellcolex Colour Shigella készlet
szenzitivitasa 98,9%-0s (88/89) volt az elsédleges lemezkulturakbal,
100%-0s (58/58) a dusitd tapleves szubkulturdibdl és 100%-os
(299/299) a tiszta kulturdkbdl szdrmazé tenyészetek esetében.
(Lasd az 1. tablazatot)

AWellcolex Colour Shigella készlet specificitdsa ebben a vizsgélatban
99,4%-0s (521/524) volt az elsGdleges lemezkulturakbol, 100%-o0s
(320/320) a dusito tapleves szubkultiraibdl és 95,2%-os (60/63)
a tiszta kulturdkbdl szarmazé tenyészetek esetében.

A lemeztenyészetekbdl szdrmazé pozitiv eredmény prediktiv
értéke 98,7%-0s (445/451), a negativ eredményé pedig 99,9%-0s
(901/902) volt.

A vizsgalt mintakban a Shigella el6forduldsa 33,0%-0s volt
(446/1353).

A Wellcolex Colour Shigella készlettel a nem specifikus reakcidk
eléforduldsa 3,0% (19/632) volt az els6dleges lemezkultarak, 1,8%
(7/385) a dusit6 tapleves szubkulturak, és 2,1% (8/385) a tiszta
kultdrak esetében. Ezeket a mintakat kihagytuk az 1. tablazatbol.
A Wellcolex Colour Shigella készlettel vizsgalt és negativ eredményt
ado egyéb mikroorganizmusok kozé tartoztak az Escherichia coli,
Proteus spp., Salmonella spp., Campylobacter jejuni, Enterobacter
spp. és a Citrobacter freundlii.

Ezenkivil 208 Shigella referenciatenyészetet vizsgdltak meg
egy fuggetlen vizsgalatban, amelyek az egyes Shigella fajok
minden egyes szerotipusabdl legfeljebb &t torzset tartalmaztak®.
A Wellcolex Colour Shigella készlettel 195 kulturat azonositottak
helyesen, és a Shigella boydii 16—18-as szerotipusanak 13 izoldtuma
esetében a vart negativ eredményt kaptak.

MEGJEGYZES: A Shigella azonositasara szolgald szeroldgiai
biokémiai teszteljdrasok tovabbi részleteirél a tudomanyos
szakirodalomban olvashat.
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1. tablazat

A Shigella azonositasa lemezkulttrakbdl

A Wellcolex Rutin eredmény | Osszesen

eredmény
Elsédleges Pozitiv 88 3be 91
kultdra Negativ 14 521 522
Saubkultdra Pozitiv 58 0 58
taplevesbdl Negativ 0 320° 320
Tiszta Pozitiv 299 3vf 302
szubkultdra Negativ 0 60 60
Osszesen 446 907¢ 1353

2 33 Shigella boydii, 15 Shigella dysenteriae, 247 Shigella flexneri
és 151 Shigella sonnei

b 2 Plesiomonas shigelloides (1 Shigella boydii és 1 Shigella
sonnei reakcid)

¢ Hafnia alvei (Shigella boydii reakcid)
Shigella sonnei

¢ 7 olyan tenyészet tartozik ide, amely esetében a Shigelldt csak
az elsédleges kultdralemezrdl izolaltédk.

f Escherichia coli (Shigella dysenteriae reakcid).

& A kovetkezék tartoznak ide: Escherichia coli, Proteus spp.,
Salmonella spp., Campylobacter jejuni, Enterobacter spp. és
Citrobacter freundii.

Figyelem! Ezt a vizsgdlatot a WGS (Whole Genome Sequencing,
teljes genomszekvendlds) bevezetése el6tt végezték. Ldsd,, Az eljards
korldtai” cimdi részt (12.5)
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Wellcolex
Colour Shigella

R30858401 ....oorvvrnevrneirnessneisnees /50
1. USO PREVISTO

Wellcolex™ Colour Shigella & un test di agglutinazione su vetrino
al lattice qualitativo per il rilevamento e I'identificazione di isolati
di Shigella presenti su terreni di coltura solidi. E utilizzato in un
flusso di lavoro diagnostico per aiutare i medici a determinare
le opzioni di trattamento per i pazienti con sospette infezioni
batteriche. Il dispositivo non & automatizzato, € solo per uso
professionale e non & un test diagnostico di accompagnamento.

Esclusivamente per uso diagnostico in vitro.
2. RIEPILOGO E SPIEGAZIONE DEL TEST

| microrganismi del genere Shigella causano la dissenteria bacillare,
una delle patologie diarroiche piu diffuse in tutto il mondo.
La sintomatologia, che include dolori addominali acuti e diarrea
emorragica, si associa all'invasione della mucosa gastrica da parte dei
microrganismi, alla quale di solito non fa seguito una penetrazione
sistemica. La quantita infettante, che puo essere anche di soli dieci
microrganismi, contribuisce alla rapida diffusione dell'infezione
come risultato della contaminazione fecale dell’ambiente. Nella
maggior parte dei casi, le infezioni sono relativamente lievi ed
€ necessaria una semplice terapia di supporto, ma i casi gravi
possono risultare fatali se non vengono somministrati gli antibiotici
adeguati. E importante identificare con esattezza e il prima possibile
imicrorganismi responsabiliin modo da provvedere alla giusta terapia
antibiotica, essenziale per minimizzare la prevalenza di ceppi resistenti
a pit antibiotici nonché per controllare I'insorgenza di epidemie®.

| ceppi di Shigella sono classificati in quattro specie:
Shigella boydii, Shigella dysenteriae, Shigella flexneri e Shigella
sonnei. La classificazione puo essere ottenuta con test sierologici
in base ad antigeni O somatici, secondo i quali le specie possono
essere ulteriormente suddivise in tipi sierologici. Wellcolex Colour
Shigella rappresenta una procedura sierologica rapida e semplice
per I'identificazione delle specie della maggior parte dei sierotipi
di Shigella che si riscontrano in batteriologia clinica.

3. PRINCIPI DELLA PROCEDURA

In Wellcolex Colour Shigella, una sospensione di batteri viene fatta
reagire con due reagenti del test, ognuno dei quali consiste in una
miscela di particelle al lattice rosse e azzurre. Ciascun lattice colorato
e rivestito di anticorpi specifici per una specie diversa di Shigella.
In presenza di un antigene omologo, uno dei colori presenti in
una miscela si agglutinera e l'identita dell’antigene si manifestera
tramite il colore delle particelle aggregate con un cambiamento in
contrasto del colore del fondo. Ciascuna combinazione é facilmente
distinguibile dalle altre e da un risultato negativo nel quale le
particelle restano in una sospensione omogenea di colore porpora
e dal risultato non specifico occasionale nel quale tutte le particelle
si agglutinano in aggregati porpora contro un fondo limpido.

4. REAGENTI
CONTENUTO DEL KIT

N/ 50 (z¢51/R30858401)

1 contagocce (tappo bianco)

WELLCOLEX COLOUR SHIGELLA

¢ Reagente al lattice 1

o Reagente al lattice 2 1 contagocce (tappo bianco)

e Controllo positivo rosso 1 contagocce (tappo rosso)

Controllo positivo azzurro 1 contagocce (tappo azzurro)

Bastoncini di 2 fasci

campionamento monouso

Cartoncini di reazione monouso 1 confezione

Dispensatori di campioni monouso 2 confezioni

Provette di sospensione monouso 1 confezione

Istruzioni per I'uso 1

Guida alla lettura 1

5. DESCRIZIONE, PREPARAZIONE PER L'USO E CONDIZIONI
DI CONSERVAZIONE RACCOMANDATE

Si veda anche Avvertenze e precauzioni

oA d

Salvo indicazione contraria, tutti i componenti devono essere
conservati a 2-8 °C, condizione che consente loro di preservare la
propria attivita fino alla data di scadenza del kit.

LAT
REAGENT

Reagente al lattice 1

Un flacone contagocce contenente una
sospensione porpora di particelle al lattice di
polistirene in tampone contenente Bronidox®
allo 0,05% come conservante. Le particelle
al lattice sono rivestite di anticorpi di coniglio

con la seguente specificita:
Lattice rosso Shigella sonnei
(forme lell)
Lattice azzurro  Shigella flexneri
(tipi 1-6, X e Y)

Reagente al lattice 2

Un flacone contagocce contenente una
sospensione porpora di particelle al lattice di
polistirene in tampone contenente Bronidox®
allo 0,05% come conservante. Le particelle
al lattice sono rivestite di anticorpi di coniglio
con la seguente specificita:

Lattice rosso Shigella dysenteriae
(tipi 1-12)

Lattice azzurro  Shigella boydii
(tipi 1-15)

[RED | CONTROL Controllo positivo rosso

Contiene una sospensione di batteri
uccisi di microrganismi rappresentativi
di Shigella sonnei e Shigella dysenteriae.
Contiene Bronidox® allo 0,05% e formalina
allo 0,5% come conservante.

[ BLUE | CONTROL [+] Controllo positivo azzurro

Contiene una sospensione di batteri
uccisi di microrganismi rappresentativi di
Shigella flexneri e Shigella boydii. Contiene
Bronidox® allo 0,05% e formalina allo 0,5%
come conservante.

Una volta aperti, i cartoncini di reazione devono essere conservati
a temperatura ambiente (18-30 °C).

6. AVVERTENZE E PRECAUZIONI

Esclusivamente per uso diagnostico in vitro. Solo per
uso professionale.

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

In caso di malfunzionamento, non utilizzare il dispositivo

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.

6.1. INFORMAZIONI PER LA SALUTE E LA SICUREZZA

6.1.1 Conformemente alle norme di buona pratica di
laboratorio, si raccomanda vivamente di trattare tutti
i campioni clinici e i materiali come potenzialmente
infettivi e di utilizzarli prendendo tutte le precauzioni
necessarie.ldealmente, laprocedura deve essere eseguita
in un’idonea cabina di sicurezza per uso microbiologico®.

6.1.2 | controlli positivi rosso e azzurro contengono
formalina allo 0,5% che e classificata dalle normative
vigenti dell’Unione Europea e del Regno Unito come
sensibilizzatore. Di seguito sono riportate le indicazioni
appropriate di pericolo (H) e precauzione (P).

& i
[BLuE [controLTH] H350 Puo causare il cancro
PERICOLO |EUH208 Contieneformaldeide.Puoprodurre
una reazione allergica
P201 Procurarsi istruzioni  specifiche
prima dell’'uso
P281 Utilizzare dispositivi di protezione
personale secondo necessita
P308+P313 | In caso di esposizione o di possibile
esposizione: consultare un medico
Uso ristretto agli utilizzatori
professionali
6.1.3 Gli apparecchi non monouso devono essere sterilizzati

dopo l'uso, tramite trattamento in autoclave per
15 minuti a 121 °C; i materiali monouso devono
essere sterilizzati in autoclave o inceneriti. Eventuali
fuoriuscite di materiali potenzialmente infettivi devono
essere rimosse immediatamente con carta assorbente
e le aree contaminate devono essere tamponate
con un disinfettante efficace. | materiali utilizzati per
pulire le fuoriuscite, compresi i guanti, devono essere
smaltiti come rifiuti a potenziale rischio biologico. Non
sterilizzare in autoclave i materiali contenenti ipoclorito

di sodio.

6.1.4 Non pipettare con la bocca. Utilizzare guanti monouso,

camici e protezioni oculari durante la manipolazione dei
campioni e I'esecuzione del test. Lavarsi accuratamente
le mani dopo aver finito.

6.1.5 Se tali reagenti dovessero venire a contatto con la pelle

o gli occhi, lavare immediatamente le aree interessate
sciacquando abbondantemente con acqua.

6.1.6 Evitare di ingerire i reagenti.
6.2. PRECAUZIONI ANALITICHE

6.2.1
6.2.2

Non utilizzare i reagenti oltre la data di scadenza indicata.

Evitare la contaminazione microbiologica dei reagenti
in quanto puo ridurre la durata del prodotto e causare
risultati erronei.

6.2.3 Attendere che tutti i reagenti e i campioni raggiungano
la temperatura ambiente (18-30 °C) prima dell’'uso.
Immediatamente dopo I'uso assicurarsi che i flaconi
siano ben sigillati e riporli in frigorifero. | reagenti al
lattice che presentano segni di aggregazione, quando
dispensati per la prima volta, potrebbero essere stati
congelati e non devono essere utilizzati.

Conservare i reagenti al lattice e i controlli in posizione
verticale a 2-8 °C. Dopo un periodo di conservazione
prolungato, potrebbero formarsi degli aggregati
o potrebbe verificarsi un essiccamento intorno
alla parte superiore dei flaconi dei reagenti al lattice.
In questo caso, agitare energicamente i reagenti al
lattice per qualche secondo fino al completamento della
risospensione.

Gli operatori affetti da difetti di visione cromatica sono
solitamente in grado di identificare I'agglutinazione,
tuttavia possono riscontrare difficolta nel differenziare
le reazioni cromatiche. In caso di problemi, la lettura
deve essere effettuata da persone con visione cromatica
nella norma.

6.2.6 E importante mantenere i flaconi contagocce in
posizione verticale per consentire la corretta formazione
della goccia sulla punta del beccuccio. Se il beccuccio
si bagna, si formeranno gocce di volume inappropriato
attorno al bordo invece che sulla punta; se cio si verifica,
asciugare il beccuccio prima di continuare.

Lluso di un agitatore rotante su base piana
e fondamentale. Per prestazioni ottimali, accertarsi
che I'agitatore rotante sia in piano e sia stato calibrato
a 150 + 5 giri/min.

Non toccare le aree di reazione dei cartoncini.
E importante accertarsi che i cartoncini di reazione siano
in posizione perfettamente orizzontale sull’agitatore
rotante, altrimenti non si vedranno chiari schemi
di agglutinazione.

Accertarsi che i controlli positivi siano riportati in
sospensione, agitando energicamente a mano o al
vortex per dieci secondi. NON agitare al vortex i reagenti
al lattice.

7. PRELIEVO DEL CAMPIONE E PREPARAZIONE DELLE COLTURE

Per dettagli sul prelievo del campione e la preparazione delle
colture & necessario consultare un manuale standard®**. Il test
puo essere eseguito su colonie non fermentanti il lattosio che
crescono in coltura primaria su terreni selettivi (per esempio agar
di MacConkey, agar enterico Hektoen oppure agar di xiloso lisina
desossicolato), in sottocoltura da brodo di arricchimento su questi
terreni oppure in coltura pura (per esempio piastre di agar nutritivo
o provette a becco di clarino).

Se & necessario confermare i risultati del test, la sospensione
batterica utilizzata per il test cromogeno puo essere ripartita
in sottocolture ai fini di un’ulteriore identificazione. La stessa
sospensione puo essere utilizzata anche per il test con Wellcolex
Colour Salmonella (ZC50/R30858301).

8. PROCEDURA
MATERIALI FORNITI

Wellcolex Colour Shigella ZC51/R30858401 contiene materiali
sufficienti per 50 test, vedere Contenuto del kit.

MATERIALI NECESSARI MA NON FORNITI
1.  Soluzione salina sterile allo 0,85%.

2. Il test deve essere eseguito su un agitatore rotante su base
piana con un diametro orbitale di 38 mm (1,5 pollici)/32 mm
(1,25 pollici) che funziona approssimativamente a
150 giri/min. Il diametro orbitale e la velocita sono
fondamentali per le prestazioni del saggio.

Non sono necessari altri materiali, né dispositivi.
PROCEDURA DEL TEST

ATTENZIONE: durante I'esecuzione del test & opportuno osservare
le precauzioni idonee al trattamento di colture vive.

Identificazione della colonia

Fase 1 Dispensare circa 200 pl di soluzione salina in una provetta di
sospensione. Si puo utilizzare il dispensatore del campione
monouso che & graduato a circa 200 pl.

Fase 2 Da una coltura incubata per una notte, raccogliere una o due
colonie di dimensioni medie (1-2 mm), sospettate di contenere
Shigella dalla piastra di coltura, utilizzando I'estremita piatta del
bastoncino di campionamento ed emulsionare con attenzione
i batteri nella soluzione salina. Se si tratta di colonie piccole
sara necessario raccoglierne un numero maggiore, in modo
da ricoprire I'estremita del bastoncino. Smaltire il bastoncino
di campionamento rispettando le norme di sicurezza.

Fase 3 Risospendereireagential lattice 1 e 2 agitandoli energicamente
per qualche secondo. Tenendo il flacone in posizione verticale,
dispensare una goccia di ciascun reagente al lattice facendola
cadere liberamente in un cerchio distinto del cartoncino di
reazione, tenuto in posizione piana. Eliminare le bolle d’aria

con 'estremita del bastoncino di campionamento.

Fase 4 Con un dispensatore del campione monouso tenuto in posizione
verticale, trasferire, facendola cadere liberamente, una goccia
(40 pl) di sospensione batterica in ciascuno dei due cerchi.
Prestare attenzione a non dispensare bolle d’aria. Smaltire

il dispensatore rispettando le norme di sicurezza.

Fase5 Usando un bastoncino di campionamento, miscelare
il contenuto di ogni cerchio e spanderlo fino a coprire I'intera
area. Lo stesso bastoncino puo essere utilizzato per entrambi
i cerchi e deve poi essere smaltito nel rispetto delle norme
di sicurezza vigenti.

Fase 6 Posizionareil cartoncino su unidoneo agitatore rotante su base
piana e far funzionare a 150 + 5 giri/min per 2 minuti (vedere
Precauzioni analitiche). Spegnere |’agitatore e osservare
I"agglutinazione senza rimuovere il cartoncino dall’agitatore
rotante. Il cartoncino deve essere visto direttamente,
tenendolo a una normale distanza di lettura dagli occhi (25-35
cm). Non usare lenti d’ingrandimento. Gli schemi ottenuti sono
chiari e visibili in normali condizioni di illuminazione. In caso
di dubbi sulla presenza dell’agglutinazione, il test deve essere
ripetuto utilizzando una goccia di 40 pl di soluzione salina. Non
deve esserci agglutinazione visibile. Il risultato deve essere
utilizzato come base per il confronto.

Eliminare i cerchi del cartoncino di reazione usati secondo le
norme di sicurezza vigenti. Accertarsi che i reagenti al lattice
siano riposti in frigorifero (2-8 °C).

9. RISULTATI
LETTURA DEI RISULTATI
Fare riferimento alla guida alla lettura del Wellcolex Colour Shigella.

Fase 7

Positivo

Si verifica un cambiamento di colorazione nella reazione causata
dall’agglutinazione di una delle sospensioni al lattice colorate nella
miscela che causa un cambiamento contrastante del colore del
fondo (Figure 1 e 2). Solitamente si agglutina un unico colore in
un reagente al lattice, tuttavia con una coltura mista di Shigella,
entrambi i colori possono agglutinarsi in un unico reagente al
lattice (in questo caso & necessario eseguire ulteriori procedure di
isolamento) o un unico colore in entrambi i reagenti. Tali reazioni
sono facilmente distinguibili. Se il modello di reazione differisce
da quello mostrato nelle Figure 1 e 2, & necessario controllare la
velocita dell’agitatore rotante e regolarla di conseguenza.

Negativo

Nessuno dei due reagenti al lattice si agglutina e I'aspetto
omogeneo color porpora rimane sostanzialmente invariato nel
corso del test (Figura 3). Va osservato comunque che, anche
in uno schema negativo, si potrebbero riscontrare lievi tracce
di granulosita, a seconda dell’acutezza visiva dell’operatore.

Non specifico

Tutte le particelle si agglutinano dando luogo ad aggregati color
porpora su fondo limpido (Figura 4). In presenza di una reazione
positiva o negativa e possibile che si sviluppi qualche aggregato
di colore porpora. Se si & prodotto un chiaro cambiamento
di colorazione nel test o se il fondo resta uniformemente porpora,
ignorare gli aggregati porpora.

10. CONTROLLO DI QUALITA

Ispezione visiva

| reagenti al lattice vanno sempre esaminati per la presenza di
aggregazione nel momento in cui sono dispensati sul cartoncino di
reazione e, se si osservano segni di aggregati prima di aggiungere
la sospensione batterica, non devono essere utilizzati.

Procedure di controllo

Il test di controllo di qualita deve essere eseguito a ogni spedizione
e nuovo lotto di kit ricevuto. Ogni laboratorio deve rispettare
le norme vigenti locali e governative.

Procedura di controllo positivo

Verificare le prestazioni dei reagenti al lattice usando il controllo
positivo fornito.

Fase 1 Dispensare 2 gocce di reagente al lattice 1 e 2 gocce direagente
al lattice 2 su 4 diversi cerchi di reazione (una goccia per
cerchio).

Fase 2 Aggiungere una goccia di ciascun controllo positivo a 2 dei
cerchi direazione (uno contenente il reagente al lattice 1 e uno

contenente il reagente al lattice 2).

Fase 3 Miscelare i reagenti usando un bastoncino di campionamento

monouso per ciascun controllo positivo.

Fase 4 Ruotare il cartoncino a 150 + 5 giri/min per 2 minuti
su un agitatore rotante meccanico. Allo scadere dei
due minuti, in tutti e 4 i cerchi di reazione deve essere visibile

un’agglutinazione definitiva.

Smaltire il cartoncino di reazione usato secondo le norme
di sicurezza vigenti.

Fase 5

La colorazione del lattice agglutinato nel reagente 1 e reagente 2
deve corrispondere a quella del controllo positivo (azzurro o rosso).

Le colture in stock di specie note di Shigella possono essere
utilizzate al posto del controllo positivo.

Procedura di controllo negativo

Ripetere la procedura del test usando una soluzione

salina anziché il campione da esaminare. Non deve esserci
agglutinazione significativa.

11. INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

Un risultato positivo (agglutinazione colorata) indica la presenza
e identifica al contempo le specie di Shigella nel campione, nel
modo seguente:

Colore di Reagente
Aggregati Fondo 1 2
Rosso Azzurro Shigella Shigella
sonnei dysenteriae
Azzurro Rosa Shigella Shigella
flexneri boydii
Nessuno Viola Negativo
Viola Limpido Non interpretabile
(& necessaria una ulteriore
procedura di isolamento)

| reagenti identificheranno le forme | e Il della Shigella sonnei,
i sierotipi da 1 a 6 e le varianti X e Y della Shigella flexneri,

i sierotipi da 1 a 12 della Shigella dysenteriae e i sierotipi

da 1 a 15 della Shigellla boydii.

Un risultato negativo indica che i microrganismo in esame non
appartengono ai sierotipi delle specie Shigella rilevate con i reagenti.
Se necessario si puo procedere a ulteriore caratterizzazione tramite
procedure alternative®*. Le crescite miste di colonie che non
fermentano il lattosio si riscontrano con frequenza in colture di feci
e, se si ottiene un risultato negativo, potrebbe risultare necessario
ripetere il test su altre colonie lattosio-negative selezionate prima
di eliminare la coltura come negativa.

Se si ottiene una reazione non specifica, il risultato non & interpretabile
e per l'interpretazione & necessario seguire procedure alternative®*.

12. LIMITI DELLA PROCEDURA
12.1.

Wellcolex Colour Shigella identifichera isolati di Shigella
a livello di specie. Se & necessaria un’identificazione
sierologica completa dei tipi di specie, si deve ricorrere
a procedure convenzionali; la selezione degli antisieri
adeguati puo essere guidata dai risultati del test Wellcolex.

12.2. llgenere Shigella é strettamente correlato ad altri membri
della famiglia Enterobacteriaceae e molti degli antigeni
somatici sono comuni a microrganismi di altre specie,
in particolare Escherichia coli, ma includono Hafnia
alvei, Plesiomonas shigelloides e altre specie. Questi
rappresentano antigeni comuni che non danno luogo a
reazioni crociate e possono essere differenziati in base a
test biochimici. Molti, ma non tutti, fermentano il lattosio.

12.3. E stato riportato che alcuni ceppi di Shigella trasportano
antigeni dell’involucro che inibiscono I'agglutinazione ‘O’
delle sospensioni. Questi ceppi non sono stati riscontrati
nelcorsodistudisuireagentima,all’occorrenza,l'involucro
puo essere inattivato riscaldando la sospensione a 100 °C
per due ore?. Se un isolato ben caratterizzato dal punto
di vista biochimico continua a non reagire con i reagenti,
& possibile inviarlo a un laboratorio di riferimento per
ulteriori indagini, se necessario.

La qualita del modello di agglutinazione che si ottiene dipende
dalla velocita e dal diametro orbitale dell'agitatore rotante
oltre che dall’utilizzo di un cartoncino di reazione piatto.

Prima  dellimplementazione del sequenziamento
del genoma completo (WGS, Whole Genome
Sequencing), la  Shigella  flexneri, appartenente
a ST1753, & stata erroneamente identificata come
Shigella  boydii. Questo tipo di Shigella flexneri
mostra una mutazione che implica che I'antigene O di
S. flexneri non e espresso. Di conseguenza, la sierologia di
S. flexneri in questo caso é falsamente negativa’.

13. RISULTATI PREVISTI

| ceppi appartenenti ai sierotipi comuni di S. sonnei, S. flexneri,
S. dysenteriae e S. boydii presenteranno agglutinazione di colore
rosso o azzurro con il componente corrispondente del reagente
al lattice 1 or 2.

14. CARATTERISTICHE PRESTAZIONALI SPECIFICHE

Valutazione esterna

12.5.

Per valutare il test Wellcolex Colour Shigella su colture di routine
sono stati condotti uno studio multicentrico, che ha coinvolto
un laboratorio sanitario pubblico nel Regno Unito, tre laboratori
ospedalieri negli Stati Uniti, due nella penisola Arabica e tre nel
Sudest asiatico®.

Il personale di ciascun laboratorio ha eseguito dei test su uno o piu
dei seguenti campioni da ciascun campione fecale.

1. Colonie lattosio-negative provenienti direttamente da
piastre primarie di agar selettivo differenziale (MacConkey,
XLD, DCA, SS e Hektoen).

2. Colonie lattosio-negative provenienti direttamente da
sottocolture di brodo di arricchimento su piastre di agar
selettivo differenziale.

3. Sottocolture pure di colonie lattosio-negative su
agar nutritivo.

E stato utilizzato un agitatore rotante per tutta la procedura.
| risultati sono mostrati nella Tabella 1.

Le prestazioni di Wellcolex Colour Shigella sono state determinate
confrontando i risultati delle analisi batteriologiche tradizionali
sui campioni.

In questo studio, la sensibilita del test Wellcolex Colour Shigella
e risultata del 98,9% (88/89) per colture primarie su piastra, del
100% (58/58) per sottocolture in brodo di arricchimento e del 100%
(299/299) per colture pure (vedere la Tabella 1).

La specificita del test Wellcolex Colour Shigella in questo studio &
risultata del 99,4% (521/524) per colture primarie su piastra, del
100% (320/320) per sottocolture in brodo di arricchimento e del
95,2% (60/63) per colture pure.

Il valore predittivo di un risultato positivo ottenuto da colture
su piastra ¢ risultato del 98,7% (445/451) e quello di un risultato
negativo del 99,9% (901/902).

L'incidenza di Shigella nei campioni studiati era del 33,0%
(446/1353).

Con il test Wellcolex Colour Shigella la frequenza di reazioni
non specifiche & stata del 3,0% (19/632) per le colture su
piastra primaria, del 1,8% (7/385) per le sottocolture in
brodo di arricchimento e del 2,1% (8/385) per le colture pure.
Questi campioni sono stati esclusi dalla Tabella 1.

Altri microrganismi analizzati, che hanno dato risultati negativi
al test con Wellcolex Colour Shigella, hanno compreso
Escherichia coli, Proteus spp., Salmonella spp., Campylobacter
jejuni, Enterobacter spp. e Citrobacter freundii.

Inoltre, in uno studio indipendente, sono state analizzate 208
colture di riferimento di Shigella, che includevano fino a cinque
ceppi provenienti da ciascuno dei sierotipi di ogni specie di
Shigella®. Wellcolex Colour Shigella ha individuato correttamente
195 colture e ha prodotto, come previsto, un risultato negativo
con 13 isolati dei sierotipi da 16 a 18 di Shigella boydii.
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NOTA: consultare la letteratura scientifica per ulteriori
informazioni sulle procedure di analisi biochimiche sierologiche
per I'identificazione della Shigella.

Tabella 1
Identificazione della Shigella da colture in piastra

Risultato Risultato di routine Totale

chtlllzc;lfx Positivo® | Negativo

Shigella
Coltura Positivo 88 3be 91
primaria Negativo 14 521 522
Sottocoltura | Positivo 58 0 58
del brodo Negativo 0 320° 320
Sottocoltura Positivo 299 30f 302
pura Negativo 0 60 60
Totale 446 9078 1353

2 33 Shigella boydii, 15 Shigella dysenteriae, 247 Shigella flexneri
e 151 Shigella sonnei

5 2 Plesiomonas shigelloides (1 reazione Shigella boydii
e 1 Shigella sonnei)

¢ Hafnia alvei (reazione Shigella boydii)
4 Shigella sonnei

¢ include 7 colture in cui la Shigella é stata isolata solo dalla piastra
della coltura primaria

' Escherichia coli (reazione Shigella dysenteriae)

¢ include Escherichia coli, Proteus spp., Salmonella spp.,
Campylobacter jejuni, Enterobacter spp. e Citrobacter freundii

Nota: questo studio é stato condotto prima dell'implementazione
del sequenziamento del genoma completo (WGS, Whole Genome
Sequencing). Consultare i limiti della procedura (12.5)
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1. NUMATYTOJI PASKIRTIS

,Wellcolex™ Colour Shigella“ yra kokybinis latekso agliutinacijos
ant objektinio stiklelio tyrimas, skirtas aptikti ir identifikuoti Shigella
izoliaty ant kietos auginimo terpés rasis. Naudojama diagnostikoje,
siekiant padéti gydytojams parinkti gydyma pacientams, kuriems
jtariama bakteriné infekcija. Si priemoné néra automatizuota, skirta
naudoti tik specialistams ir néra pagalbiné diagnostikos priemoné.

Skirta naudoti tik in vitro diagnostikai.
2. SANTRAUKA IR TYRIMO PAAISKINIMAS

Shigella genties mikroorganizmai sukelia bakterine dizenterijg —
vieng i$ labiausiai pasaulyje paplitusiy viduriavimg sukelianciy ligy.
Simptomus, kurie apima Gmuy pilvo skausma ir viduriavima su krauju,
sukelia j skrandZio gleivine pateke mikroorganizmai, taciau tolesnis
prasiskverbimas j sistema jvyksta retai. UZsikrésti pakanka vos
desimties mikroorganizmuy, todél infekcija sparciai plinta, jeigu aplinka
yra uztersta iSmatomis. Daugelis infekcijos atvejy yra palyginus lengvi
ir pakanka taikyti paprastg palaikomajj gydyma, taciau sunkds atvejai
gali baigtis mirtimi, jeigu neskiriami tinkami antibiotikai. Svarbu tiksliai
ir kiek jmanoma skubiau nustatyti ligg sukélusius mikroorganizmus,
kad baty galima pradéti taikyti tinkama gydyma antibiotikais, kuris
labai svarbus siekiant sumaZinti keliems antibiotikams atspariy
padermiy plitimg ir valdyti ligos protrikius®.

Shigella padermé skirstoma j keturias rasis: Shigella boydii, Shigella
dysenteriae, Shigella flexneri ir Shigella sonnei. Klasifikuoti galima
atlikus serologinius tyrimus, kurie paremti su lastelémis susijusiais
O antigenais, pagal kuriuos rasis galima klasifikuoti pagal serologinius
tipus. ,,Wellcolex Colour Shigella“ uztikrina, kad daugelio klinikinéje
bakteriologijoje pasitaikanciy Shigella serologiniy tipy serologiné
rGsiy nustatymo proceddra yra greita ir paprasta.

3.  PROCEDUROS PRINCIPAS

Naudojant ,,Wellcolex Colour Shigella“ bakterijy suspensija reaguoja
su dviem tyrimo reagentais, kuriy kiekviena sudaro raudony ir mélyny
latekso daleliy misinys. Kiekviena spalvota latekso dalelé yra padengta
skirtingoms Shigella rasims specifiniais antikdnais. Esant homologiniy
antigeny, vyksta vienos i$ misinyje esanciy spalvy agliutinacija,
o antigena galima nustatyti pagal sukibusiy daleliy spalvg ir smarkiai
pakitusia fono spalva. Kiekvienas derinys lengvai atskiriamas nuo kity
deriniy ir nuo neigiamy rezultaty, kai dalelés lieka pasiskirsciusios
tolygioje purpurinéje suspensijoje, bei nuo atsitiktiniy nespecifiniy
rezultaty, kai jvyksta visy daleliy agliutinacija ir susidaro purpuriniai
daleliy agregatai skaidriame fone.
4. REAGENTAI

RINKINIO SUDETIS

WELLCOLEX COLOUR SHIGELLA

e Latex Reagent 1

\Y/ 50 (2C51/R30858401)

1 buteliukas su lasintuvu
(baltas dangtelis)

1 buteliukas su lasintuvu
(baltas dangtelis)

1 buteliukas su lasintuvu
(raudonas dangtelis)

Latex Reagent 2

Red Positive Control

1 buteliukas su laSintuvu
(mélynas dangtelis)

Blue Positive Control

¢ Vienkartinés méginio 2 pak.
émimo lazdelés

¢ Vienkartinés reakcijos kortelés 1 pak.

¢ Vienkartiniai méginio dozatoriai 2 pak.

¢ Vienkartiniai suspendavimo 1 pak.
mégintuvéliai

¢ Naudojimo instrukcija 1vnt.

e Rezultaty aiSkinimo vadovas 1lvnt.

5.  APRASYMAS, PARUOSIMAS NAUDOJIMUI IR
REKOMENDUOJAMOS LAIKYMO SALYGOS

Taip pat Zr. ,,Jspéjimai ir atsargumo priemonés”

A a

Jeigu nenurodyta kitaip, visus komponentus laikykite 2—-8 °C
temperatlroje, nes Siomis sglygomis komponentai islieka reaktyvis
iki rinkinio galiojimo pabaigos datos.

LATEX
REAGENT

1 latekso reagentas

Vienas buteliukas su lasintuvu, kuriame
yra purpuriné polistireno latekso daleliy
suspensija buferiniame tirpale, kuriame yra
konservanto 0,05 % ,Bronidox™. Latekso
dalelés yra padengtos triusio antikdnais,
pasizymindiais toliau nurodytu specifiskumu:
Raudonas lateksas Shigella sonnei
(l'ir Il forma)

Meélynas lateksas Shigella flexneri

(1-6, Xir Y tipai)

g 2 latekso reagentas
REAGENT ) . . ’
Vienas buteliukas su lasintuvu, kuriame
yra purpuriné polistireno latekso daleliy
suspensija buferiniame tirpale, kuriame yra
konservanto 0,05 % ,,Bronidox"“. Latekso
dalelés yra padengtos triusio antikdnais,
pasizyminciais toliau nurodytu specifiskumu:

Raudonas lateksas Shigella
dysenteriae
(1-12 tipai)

Mélynas lateksas Shigella boydii
(1-15 tipai)

[RED | CONTROL | + |

Raudona teigiama kontroliné medziaga

Negyvy Shigella sonnei ir Shigella
dysenteriae bakterijy suspensija. Sudétyje
yra konservanty 0,05 % ,,Bronidox"“ir 0,5 %
formalino.

BLUE | CONTROL

Meélyna teigiama kontroliné medziaga

Negyvy Shigella flexneri ir Shigella
boydii bakterijy suspensija. Sudétyje yra
konservanty 0,05 % ,,Bronidox™ ir 0,5 %
formalino.

Atidarius pakuote reakcijos korteles reikia laikyti kambario
temperatiroje (18-30 °C).
6. |SPEJIMAI IR ATSARGUMO PRIEMONES

Skirta naudoti tik in vitro diagnostikai. Skirta naudoti
tik specialistams.

Informacija apie galimai pavojingas sudedamasias dalis Zr. jmonés
interneto svetainéje pateiktame saugos duomeny lape ir gaminio
etiketéje.

Nenaudokite priemoneés, jeigu ji sugedusi

Apie bet kokj rimtg incidentgq, susijusj su priemone, bitina pranesti
gamintojui ir kompetentingai Salies nareés, kurioje jsiklires naudotojas
ir (arba) pacientas, institucijai.

6.1. SVEIKATOS IR SAUGOS INFORMACUA

6.1.1 Vadovaujantis geros laboratorinés praktikos principais,
grieztai rekomenduojama visus klinikinius méginius
ir medziagas naudoti kaip galimai uzkréstus ir imtis
visy reikiamy atsargumo priemoniy. Geriausia, jeigu
procediira atliekama tinkamoje mikrobiologinés saugos
spintoje’.

Raudonoje ir mélynoje teigiamose kontrolinése medziagose
yra0,5 % formalino, kuris priskiriamas jautruma didinancioms
medZiagoms pagal galiojancius Europos Sajungos ir JK
reglamentus. Toliau pateikiamos atitinkamos pavojingumo (H)
ir atsargumo (P) frazés.

[RED [CONTROL [+

[BLuETcontRoL %] H350 Gali sukelti vézj
PAVOJUS | EUH208 Sudétyje yra formaldehido.
Gali sukelti alergine reakcijg
P201 Pries$ naudojima gauti
specialias instrukcijas
P281 Naudoti reikalaujamas
asmenines apsaugos priemones
P308+P313 | Esant salyCiui arba jeigu
numanomas salytis:
kreiptis j gydytoja
Skirta naudoti tik specialistams.
6.1.3 Ne vienkartinius aparatus po naudojimo reikia sterilizuoti

autoklave 15 minuciy 121 °C temperatiroje; vienkartines
priemones reikia sterilizuoti autoklave arba sudeginti.
ISsiliejusias galimai infekcines medZiagas reikia nedelsiant
iSvalyti sugeriamuoju popieriumi, o uZterSta vietg
nuvalyti veiksminga antibakterine dezinfekcine medziaga
sudrékintu tamponu. Issiliejusioms medZiagoms iSvalyti
naudotas medZiagas, jskaitant pirstines, reikia iSmesti kaip
galimai biologiskai pavojingas atliekas. MedZiagy, kuriose

yra natrio hipochlorito, negalima sterilizuoti autoklave.

6.1.4 Netraukite pipetés burna. Tvarkydami méginius ir vykdydami
tyrima dévékite vienkartines pirstines, chalata ir apsauginius
akinius. Po naudojimo kruopsciai nusiplaukite rankas.

6.1.5 Jeigu ant odos arba j akis pateko kurio nors reagento,
paZzeistgq sritj nedelsdami plaukite dideliu kiekiu vandens.

6.1.6 Nenurykite reagenty.

6.2. SU ANALIZE SUSIJUSIOS ATSARGUMO PRIEMONES

6.2.1 Nenaudokite reagenty, jeigu praéjusi jy nurodyta galiojimo

data.

6.2.2 Reikia vengti mikrobiologinio reagenty uztersimo, nes dél
to gali sutrumpéti gaminio tinkamumo laikas ir gali bati
gauti klaidingi rezultatai.

PrieS naudojima visi reagentai ir méginiai turi susilti iki
kambario temperatiros (18-30 °C). IS karto po naudojimo
buteliukus sandariai uzdarykite ir jdékite atgal j Saldytuva.
Jeigu iSpylus pirma karta latekso reagentuose pastebima
agregacijos pozymiy, gali bati, kad reagentai uzsalo ir jy
nebegalima naudoti.

Latekso reagentus ir kontrolines medziagas laikykite
vertikalioje padétyje 2-8 °C temperatdroje. Dél ilgo
laikymo Siek tiek reagento gali agreguotis arba isdziati ties
virSutine buteliuko dalimi. Tokiu atveju latekso reagentg
kelias sekundes stipriai purtykite, kol resuspenduosite.

Darbuotojai, kuriy spalvy matymas sutrikes, turéty gebéti
pamatyti agliutinacijg, taciau jiems gali bati sunku atskirti
spalvines reakcijas, todél kilus problemy reakcijas turéty
vertinti spalvas normaliai matantys darbuotojai.

6.2.6 Buteliukus su lasintuvu svarbu laikyti vertikaliai ir
uztikrinti, kad lasas susiformuoja ties antgalio galiuku.
Jeigu antgalis suSlampa, netinkamoje vietoje (ne ties
galiuku) susiformuoja netinkamo tdrio lasas. Jeigu antgalis
suslapo, pries tesdami proceddra jj nusausinkite.

Itin svarbu naudoti rotatoriy lygiu dugnu. Siekiant uztikrinti
optimaly veikima, rotatorius turi bati padétas ant lygaus
pavirSiaus ir sukalibruotas veikti 150 * 5 aps./min. greiiu.

6.2.8 Nelieskite reakcijy viety ant kortelés. Reakcijy korteles
butina padéti ant rotatoriaus visiskai lygiai, nes kitu atveju

agliutinacija nebus aiskiai matoma.

Teigiamas kontrolines medZiagas resuspenduokite,
jas desimt sekundziy smarkiai purtydami arba maisydami
sukurine maisykle. Latekso reagenty NEGALIMA maisyti
stkurine maisykle.

7. MEGINIO EMIMAS IR KULTURY PARUOSIMAS
Informacijg apie meéginiy paémimg ir kultdry paruosima Zzr.
standartiniame vadovélyje?**. Tyrimg galima atlikti ant laktozés
fermentacijos nevykdanciy kolonijy, auganciy pirminéje kultlroje
ant selektyvinés terpés (pavyzdziui, ,MacConkey” agaro, ,,Hektoen
Enteric” agaro arba ksilozés lizino deoksicholato agaro), i§ gausinimo
terpés gauty ant $iy terpiy uZauginty subkultlry arba grynoje
kultGroje (pavyzdZiui, lékstelése su mitybiniu agaru arba ant
nuozulnaus agaro mégintuvélyje).

Jeigu reikia patvirtinti tyrimo rezultatus, tolesniam identifikavimui
galima naudoti spalviniam tyrimui naudotos bakterijy suspensijos
subkultirg. T pacia suspensijg galima naudoti , Wellcolex Colour
Salmonella“ (ZC50/R30858301) tyrimui.

8. PROCEDURA
PATEIKTOS MEDZIAGOS

,Wellcolex Colour Shigella“ ZC51/R30858401 rinkinyje esanciy
medziagy pakanka 50 tyrimy atlikti, Zr. ,,Rinkinio sudétis”.

REIKALINGOS, BET NEPATEIKTOS MEDZIAGOS

1. 0,85 % sterilus fiziologinis tirpalas.

2. Tyrima reikia atlikti ant rotatoriaus lygiu dugnu, kurio orbitos
skersmuo siekia 38 mm (1,5 col.) / 32 mm (1,25 col.) ir veikia 150
aps./min. greiciu. Sis greitis ir orbitos skersmuo yra kritiskai
svarbis tyrimo veiksmingumui.

Kity medZiagy ar jrangos nereikia.

TYRIMO PROCEDURA

PERSPEJIMAS. Atliekant §j tyrima btina taikyti atsargumo priemones,

kurios taikomos naudojant gyvas kultdras.

Kolonijos identifikavimas
1Zingsnis | suspendavimo meégintuvélj jpilkite apie 200 pl fiziologinio
tirpalo. Galima naudoti vienkartinj meéginio dozatoriy,
sugraduotg iki mazdaug 200 pl.
2 Zingsnis Meéginio émimo lazdelés ploksciuoju galu i$ léksteléje per
naktj augintos kultiiros paimkite vieng ar dvi vidutinio dydzio
(1-2 mm), kaip jtariama, Shigella kolonijas ir jas atsargiai
iSmaisykite fiziologiniame tirpale, kad susidaryty emulsija.
Jeigu kolonijos mazos, jy reikia paimti daugiau; méginio émimo
lazdelés galas turi bati visiSkai padengtas. Méginio émimo
lazdele iSmeskite laikydamiesi saugumo reikalavimy.
3 Zingsnis Resuspenduokite 1ir 2 latekso reagentus, juos kelias sekundes
stipriai purtydami. Buteliukg laikydami vertikaliai iSpilkite
kiekvieno latekso reagento po vieng laisvai krintantj lasg j
kiekvieng apskritimg ant lygiai padétos reakcijos kortelés.
Visus susidariusius oro burbuliukus pradurkite méginio émimo
lazdelés galiuku.
4 Zingsnis  Vienkartinj méginio dozatoriy laikydami vertikaliai, perkelkite
po viena laisvai krintantj lasg (40 pl) bakterijy suspensijos j abu
apskritimus. Bkite atsargts, kad nejpiltuméte oro burbuliuky.
Dozatoriy iSmeskite laikydamiesi saugumo reikalavimy.
5 Zingsnis Méginiy émimo lazdele sumaisykite ant kiekvieno apskritimo
esancias medziagas ir paskirstykite, kad jos uzdengty
visg apskritimo plotg. Tq pacig lazdele galima naudoti
abiems apskritimams, o tuomet iSmesti laikantis saugumo
reikalavimy.
6 Zingsnis Kortele padékite ant tinkamo rotatoriaus lygiu dugnu ir sukite
150 + 5 aps./min. grei¢iu 2 minutes (Zr. ,,Su analize susijusios
atsargumo priemonés”). ISjunkite ir nenuimdami kortelés nuo
rotatoriaus stebékite, ar vyksta agliutinacija. | kortele ZiGrékite
tiesiai i$ virsaus, jg laikydami jprastu atstumu (25-35 cm) nuo
akiy. Nenaudokite didinamojo stiklo. Gauti vaizdai yra aiskls
ir lengvai matomi esant normalioms apsvietimo salygoms.
Jeigu abejojate, ar agliutinacija jvyko, tyrima reikéty pakartoti
naudojant 40 pl fiziologinio tirpalo. Agliutinacija neturi bati
matoma. Sis rezultatas turi bati naudojamas kaip palyginimo
etalonas.
7 Zingsnis Panaudotas reakcijos korteles iSmeskite laikydamiesi
saugumo reikalavimy. Latekso reagentus jdékite atgal j
Saldytuva (2-8 °C).

9. REZULTATAI
REZULTATY AISKINIMAS

Zr. ,Wellcolex Colour Shigella“ rezultaty aiskinimo vadova.

Teigiamas

Dél vienos i$ miSinyje esanciy spalvoty latekso suspensijy
agliutinacijos pasikeicia reakcijos miinio spalva ir smarkiai pasikeicia
fono spalva (1 ir 2 pav.). Paprastai jvyksta vieno latekso reagento
vienos spalvos daleliy agliutinacija, taciau jeigu naudojamas Shigella
kultdry misinys, gali jvykti vieno latekso reagento abiejy spalvy
daleliy agliutinacija (tokiu atveju reikia atlikti papildomas izoliavimo
procediras) arba abiejy reagenty vienos spalvos daleliy agliutinacija.
Sie variantai lengvai atskiriami. Jeigu reakcijos eiga skiriasi nuo
1 ir 2 pav. parodyty pavyzdZiy, reikia patikrinti ir, jeigu reikia,
tinkamai sureguliuoti rotatoriaus greitj.

Neigiamas

Nevyksta nei vieno latekso reagento agliutinacija, o tolygus
purpurinés spalvos vaizdas nesikeiia viso tyrimo metu (3 pav.).
Taciau atminkite, kad neigiamuose méginiuose, priklausomai nuo
operatoriaus regos astrumo, gali buti matomas neryskus gridétumas.
Nespecifinis rezultatas

Vyksta visy daleliy agliutinacija, todél susidaro purpuriniai agregatai
skaidriame fone (4 pav.). Siek tiek purpuriniy agregaty gali susidaryti
esant teigiamai ar neigiamai reakcijai. Jeigu tyrimo metu spalva
aiskiai pasikeité arba jeigu fonas liko tolygios purpurinés spalvos, Siy
purpuriniy agregaty reikéty nepaisyti.

10. KOKYBES KONTROLE

Apiiura

Latekso reagentus reikia visuomet apZitréti, ar juose nejvyko
agregacija; uzlasinkite latekso reagento ant reakcijos kortelés ir
apziarékite; nenaudokite reagento, jeigu pries pridedant bakterijy
suspensijos jame yra matomy sukibusiy daleliy.

Kontrolés procediros

Reikia atlikti kiekvienos naujos pristatytos partijos ir gauto naujo
rinkinio partijos numerio kokybés kontrolés tyrimg. Kiekviena
laboratorija turi laikytis valstybiniy ir vietos reikalavimy.

Teigiamos kontrolés procediira

Latekso reagenty veiksminguma patvirtinkite naudodami pridedamas
teigiamas kontrolines medziagas.

1 Zingsnis | 4 atskirus reakcijos apskritimus jlasinkite 2 lasus 1 latekso
reagento ir 2 lasus 2 latekso reagento (po vieng lasa j
apskritima).

2 Zingsnis ]lasinkite po vieng lasg kiekvienos teigiamos kontrolinés

medzZiagos j du reakcijos apskritimus (vienas apskritimas,

kuriame yra 1 latekso reagento, ir vienas apskritimas, kuriame
yra 2 latekso reagento).

3 Zingsnis Sumaisykite reagentus, kiekvienai teigiamai kontrolinei

medZiagai naudodami atskirg vienkartine méginio émimo

lazdele.

Sukite kortele ant mechaninio rotatoriaus 150 + 5 aps./min.

greiciu 2 minutes. Po to agliutinacija turi bati aiSkiai matoma
visuose 4 reakcijos apskritimuose.

4 Zingsnis

5 Zingsnis Panaudotg reakcijos kortele iSmeskite laikydamiesi saugumo

reikalavimy.

Sukibusiy 1 reagento ir 2 reagento latekso daleliy spalva turi atitikti
teigiamos kontrolinés medziagos spalva (mélyna arba raudona).

Vietoje teigiamos kontrolinés medziagos galima naudoti Zinomy

Neigiamas rezultatas reiskia, kad tiriami mikroorganizmai nepriklauso
Shigella rGsiy serologiniams tipams, kuriuos galima nustatyti su
Siais reagentais. Jeigu reikia, juos galima charakterizuoti atliekant
alternatyvias procediras®*. ISmaty kultirose daznai pasitaiko misriy
laktozés fermentacijos nevykdanciy kultry, todél jei gaunamas
neigiamas rezultatas, prieS atmetant kultlirg kaip neigiama gali
tekti pakartoti tyrima su kitomis atrinktomis laktozei neigiamomis
kolonijomis.

Jei gaunama nespecifiné reakcija, rezultato negalima paaiskinti, todél
reikia atlikti alternatyvias identifikavimo procediras®*.

12. PROCEDUROS APRIBOJIMAI
12.1.

,Wellcolex ColourShigella“identifikuoja Shigellaizoliaty rasj.
Jeigu reikia atlikti visy rasies serologiniy tipy identifikacija,
tai galima atlikti taikant alternatyvias procediras, o tinkama
antiseruma galima pasirinkti atsizvelgiant j ,Wellcolex”
tyrima.

Shigella gentis yra smarkiai susijusi su kitais Enterobacteriaceae
Seimai priklausanciais mikroorganizmais, taip pat daugel;
somatiniy antigeny turi kity rasiy mikroorganizmai, ypac
Escherichia coli, taip pat Hafnia alvei, Plesiomonas shigelloides
ir kitos rGsys. Tai yra jprasti antigenai, nesusije su kryZminémis
reakcijomis, ir juos galima diferencijuoti biocheminiais tyrimais.
Daugelis, taciau ne visi, vykdo laktozés fermentacija.

Kai kuriy Shigella padermiy bakterijos turi apvalkalo antigenus,
kurie, kaip praneSama, suspensijose slopina O agliutinacija. Jos
nebuvo jtrauktos j reagenty tyrimus, taciau prireikus apvalkalg
galima inaktyvuoti kaitinant suspensijg 100 °C temperatiroje
dvi valandas?. Jeigu biochemiskai gerai charakterizuotas
izoliatas vis tiek nereaguoja su reagentais, jeigu reikia, jj galima
perduoti j etalonine laboratorijg, kad istirty.

12.4. )vykusios agliutinacijos kokybé priklauso nuo rotatoriaus
sukimo greicio ir orbitos skersmens bei lygios reakcijos

kortelés naudojimo.

Pries jdiegiant WGS (viso genomo sekos nustatymas, angl.
Whole Genome Sequencing), Shigella flexneri, priklausanti
ST1753, buvo klaidingai identifikuota kaip Shigella boydii.
Sio tipo Shigella flexneri turi mutacija, dél kurios S. flexneri
O antigeno ekspresija nevyksta, todél Siuo atveju S. flexneri
serologinio tyrimo rezultatas yra klaidingai neigiamas’.

13. TIKETINI REZULTATAI

Vyksta jprastiems S. sonnei, S. flexneri, S. dysenteriae ir S. boydii
serologiniams tipams priklausanciy padermiy raudony arba mélyny
daleliy agliutinacija su atitinkamais 1 arba 2 latekso reagenty
komponentais.

14. SPECIALIOSIOS VEIKSMINGUMO CHARAKTERISTIKOS

13orinis vertinimas

Daugiacentris tyrimas buvo atliktas vienoje JK visuomenés
sveikatos laboratorijoje, trijose JAV ligoniniy laboratorijose,
dvejose laboratorijose, jsikirusiose Arabijos pusiasalyje, ir trijose
laboratorijose, jsikiirusiose PietryCiy Azijoje, siekiant jvertinti
,Wellcolex Colour Shigella“ tiriant jprastas kultdras®.

Kiekvienoje laboratorijoje buvo atlikti tyrimai su vienu ar daugiau i3

toliau nurodyty méginiy, paimty is kiekvieno iSmaty méginio.

1. Laktozei neigiamos kolonijos tiesiogiai i$ pirminiy selektyviniy-
diferenciniy agaro léksteliy (,MacConkey”, XLD, DCA,
SSir ,Hektoen”).

2. Laktozei neigiamos kolonijos tiesiogiai i gausinimo terpés
subkultdiry ant selektyvinés-diferencinés agaro terpés léksteléje.

3. Laktozei neigiamy kolonijy grynos subkultiros ant mitybinio
agaro.

Per visus tyrimus buvo naudojamas rotatorius. Rezultatai pateikiami
1 lenteléje.

,Wellcolex Colour Shigella“ veiksmingumas nustatytas palyginus su
tradicinés bakteriologinés méginiy analizés rezultatais.

Siame tyrime , Wellcolex Colour Shigella“ jautrumas tiriant pirmines
kultdras lékstelése buvo 98,9 % (88 i$ 89), gausinimo terpés
subkultiras—100 % (58is 58), isgrynintas kultdras—100 % (299 i$ 299)
(zr. 1 lentele).

Siame tyrime , Wellcolex Colour Shigella“ specifiskumas buvo 99,4 %
(521 i8 524) tiriant pirmines kultlras lékstelése, 100 % (320 i$ 320)
tiriant gausinimo terpés subkultdras ir 95,2 % (60 iS 63) tiriant grynas
kultdras.

Teigiamy rezultaty prognostiné verté tiriant kultdras lékstelése sieké
98,7 % (445 i$ 451), neigiamo rezultato prognostiné verté — 99,9 %
(901 i§ 902).

Shigella paplitimas tirtuose méginiuose buvo 33,0 % (446 i$ 1 353).

Nespecifiniy reakcijy daznis naudojant tyrima ,,Wellcolex Colour
Shigella“ buvo 3,0 % (19 i§ 632) tiriant pirmines kultdras lékstelése,
1,8 % (78 385) tiriant gausinimo terpés subkultrasir 2,1 % (8 i$ 385)
tiriant i$grynintas kulttras. Sie méginiai nebuvo jtrauktij 1 lentele.
Kiti su ,Wellcolex Colour Shigella” tirti mikroorganizmai, kuriy
rezultatai buvo neigiami, buvo Escherichia coli, Proteus spp.,
Salmonella spp., Campylobacter jejuni, Enterobacter spp. ir
Citrobacter freundii.
Be to, papildomame tyrime buvo istirtos 208 Shigella etaloninés
kultlros, kurios apémeé iki penkiy kiekvienos Shigella risies kiekvieno
serologinio tipo padermiy®. ,Wellcolex Colour Shigella“ teisingai
identifikavo 195 kultlras, o tikétinas neigiamas rezultatas gautas
13 Shigella boydii 16—18 serologiniy tipy izoliaty atveju.
PASTABA. Daugiau informacijos apie Shigella identifikavimo
serologiniy biocheminiy tyrimy proceduras zr. mokslinéje literatdroje.
1 lentelé.

Shigella identifikavimas lékStelése uzaugintose kultiirose

Shigella rasiy pirmines kultdras. Wellcolex |prastas rezultatas &
Neigiamos kontrolés procediira Colour viso
. _ L . L i . “ Teigiamas® | Neigiamas
Tyrimo proceddirg pakartokite vietoje tiriamojo méginio naudodami Shigella
fiziologinj tirpalg. Agliutinacija neturi bati matoma. rezultatas
11. REZULTATY INTERPRETAVIMAS Pirminé Teigiamas 88 3be 91
Teigiamas rezultatas (spalvoty daleliy agliutinacija) reiskia, kad méginyje | kultdra Neigiamas 1¢ 521 522
yra Shigella ir tuo paciu identifikuoja méginyje esancias rasis:
Subkultdra Teigiamas 58 0 58
Spalva Reagentas is so?|n|mo Neigiamas 0 320¢ 320
terpés
Agregatai Fonas 1 2
- - - 13gryninta Teigiamas 299 30f 302
Raudona Mélyna Shigella Shigella subkultira
sonnei dysenteriae Neigiamas 0 60 60
Meélyna Roziné Shigella Shigella 1S viso 446 9078 1353
flexneri boydii 2 33 Shigella boydii, 15 Shigella dysenteriae, 247 Shigella flexneri ir
Néra Purpuriné Neigiamas 151 Shigella sonnei
Purpuriné Skaidrus Negalima paaigkinti (reikia 2 Ples'/omm.v.as shigelloides (1 Shigella boydii ir 1 Shigella
o A sonnei reakcija)
atlikti tolesnj izoliavima) X i i . .
¢ Hafnia alvei (Shigella boydii reakcija)

Reagentai aptinka | ir Il formos Shigella sonnei, 1-6 serologiniy
tipy ir X bei Y varianty Shigella flexneri, 1-12 serologiniy tipy
Shigella dysenteriae ir 1-15 serologiniy tipy Shigellla boydii.

4 Shigella sonnei

¢ jskaitant 7 kultdras, kuriose Shigella buvo isskirta tik i$ pirminiy
kultary léksteliy

Escherichia coli (Shigella dysenteriae reakcija)
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¢ jskaitant Escherichia coli, Proteus spp., Salmonella spp.,

Campylobacter jejuni, Enterobacter spp. ir Citrobacter freundii
Pastaba. Sis tyrimas buvo atliktas pries jdiegiant WGS (viso genomo
sekos nustatymas, angl. Whole Genome Sequencing). Zr. procediiros
apribojimus (12.5).
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Wellcolex
Colour Shigella

R30858401 ... /50
1. DOMENIUL DE UTILIZARE

Wellcolex™ Colour Shigella este un test de aglutinare a lamelor de
latex calitative pentru detectarea si identificarea speciilor de izolate
Shigella prezente pe medii de cultura solide. Utilizat intr-un flux de
lucru de diagnosticare pentru a ajuta medicii in cazul 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.

Destinat exclusiv utilizérii pentru diagnosticare in vitro.
2. REZUMATUL SI EXPLICAREA TESTULUI

Organismele din genul Shigella cauzeaza dizenterie bacilara, una
dintre cele mai comune boli diareice din lume. Simptomele, care
includ durere abdominala acuta si diaree cu sange, sunt asociate
cu invazia mucoasei gastrice de cdtre organisme, dar patrunderea
sistemica ulterioard este neobisnuita. Doza infectioasa poate fi
scazutd, de pana la zece organisme, ceea ce ajutd la diseminarea
rapidd a infectiei ca urmare a contaminarii cu fecale a mediului.
Majoritatea cazurilor de infectie sunt relativ usoare si necesitd o
terapie de sustinere simpla, dar cazurile severe pot fi fatale daca nu
sunt furnizate antibiotice adecvate. Este important ca organismele
cauzale sa fie identificate cu acuratete si cat mai rapid posibil pentru
a permite furnizarea judicioasd a terapiei cu antibiotice, esentiala
pentru a minimiza prevalenta tulpinilor cu rezistenta multipla la
antibiotice si pentru a controla focarele de boala.>.

Tulpinile Shigella sunt clasificate in patru specii, Shigella boydii,
Shigella dysenteriae, Shigella flexneri si Shigella sonnei. Clasificarea
poate fi realizata prin teste serologice pe baza antigenelor O asociate
celulelor, conform cdrora specia poate fi subdivizata in continuare
n tipuri serologice. Wellcolex Color Shigella oferd o procedurd
serologica simpla rapida pentru identificarea speciilor pentru
majoritatea serotipurilor Shigella intalnite in bacteriologia clinica.

3. PRINCIPIUL PROCEDURII

n Wellcolex Color Shigella, o suspensie de bacterii reactioneaza cu doi
reactivi de testare, fiecare constand dintr-un amestec de particule de
latex rosii si albastre. Fiecare latex colorat este acoperit cu anticorp
specific pentru o specie diferita de Shigella. in prezenta antigenului
omolog, una dintre culorile dintr-un amestec se va aglutina, iar
identitatea antigenului este indicata de culoarea particulelor agregate
cu o schimbare contrastanta a culorii fundalului. Fiecare combinatie
se distinge cu usurinta de celelalte si dintr-un rezultat negativ in
care particulele rdman in suspensie de culoare mov uniforma si
rezultatul ocazional nespecific in care toate particulele se aglutineaza
n agregate mov pe un fundal limpede.

4. REACTIVI
CONTINUTUL KITULUI
WELLCOLEX COLOUR SHIGELLA

Reactiv cu latex 1

N/ 50 (z¢51/R30858401)

1 flacon cu picurator (capac alb)

Reactiv cu latex 2 1 flacon cu picurator (capac alb)

Control pozitiv rosu 1 flacon cu picurator (capac rosu)

Control pozitiv albastru 1 flacon cu picurator

(capac albastru)

¢ Betisoare de prelevare 2 pachete
a probelor de unica folosinta

e Carduri de reactie 1 pachet
de unica folosinta

e Dispensere de proba 2 pachete
de unica folosinta

e Tuburi de suspensie 1 pachet
de unica folosintd

e Instructiuni de utilizare 1

¢ Ghid de citire 1

5. DESCRIEREA, PREGATIREA PENTRU UTILIZARE SI
CONDITIILE DE DEPOZITARE RECOMANDATE

Consultati, de asemenea, Avertismente si masuri de precautie

A d

Cu exceptia cazuluiin care se mentioneaza altfel, toate componentele
trebuie depozitate la 2-8 °C, caz in care acestea isi vor pastra
valabilitatea pana la data de expirare a kitului.

LATEX
REAGENT

Reactiv cu latex 1

Un flacon cu picurdtor care contine o
suspensie mov de particule de latex de
polistiren in solutie tampon care contine
conservant Bronidox® 0,05%. Particulele de
latex sunt acoperite cu anticorp de iepure cu
urmatoarea specificitate:

Latex rosu Shigella sonnei

(formele | &11)

Shigella flexneri
(tipurile 1-6, X & Y)

Reactiv cu latex 2

Latex albastru

LATEX

REAGENT o .
Un flacon cu picurdtor care contine o
suspensie mov de particule de latex de
polistiren in solutie tampon care contine
conservant Bronidox® 0,05%. Particulele de
latex sunt acoperite cu anticorp de iepure cu
urmatoarea specificitate:

Latex rosu Shigella dysenteriae
(tipurile 1-12)
Latex albastru  Shigella boydii

(tipurile 1-15)

Control pozitiv rosu

[RED | CONTROL | + |

Contine suspensie bacteriana distrusd a
organismelor reprezentative ale Shigella
sonnei si Shigella dysenteriae. Contine 0,05%
Bronidox® si 0,5% formol drept conservant.

[BLUE[ CONTROL [+]| Control pozitiv albastru

Contine suspensie bacteriana distrusd a
organismelor reprezentative ale Shigella
flexneri si Shigella boydii. Contine 0,05%
Bronidox® si 0,5% formol drept conservant.

Dupa deschidere, cardurile de reactie trebuie depozitate la
temperatura camerei (intre 18 °C si 30 °C).

6. AVERTISMENTE S| MASURI DE PRECAUTIE

Destinat exclusiv utilizarii pentru diagnosticare in vitro. Exclusiv
pentru utilizare profesionala.

Consultati Fisa cu date de securitate, disponibild pe site-ul web
al companiei si etichetele produselor pentru informatii despre
componentele potential periculoase.

Tn cazul unei defectiuni, nu utilizati dispozitivul

Orice incident grav care are loc in legaturd cu dispozitivul trebuie
raportat producdtorului si autoritdtii competente din statul membru
n care este stabilit utilizatorul si/sau pacientul.

6.1. INFORMATII PRIVIND SANATATEA $I SIGURANTA

6.1.1 n conformitate cu principiile bunelor practici de laborator,
se recomanda insistent ca toate probele si materialele
clinice sa fie manipulate ca potential infectioase si
utilizate cu toate precautiile necesare. In mod ideal,
procedura ar trebui efectuatd intr-un cabinet de siguranta

microbiologic adecvat'.

Controalele pozitive rosii si albastre contin 0,5% formol,
care este clasificat in conformitate cu reglementarile
aplicabile ale Uniunii Europene si ale Regatului Unit ca
sensibilizant. Urmatoarele sunt frazele de pericol (H) si de
precautie (P) corespunzatoare.

H350 Poate cauza cancer
PERICOL | EuH208 Contine formaldehid3. Poate
produce o reactie alergicd
P201 Obtineti instructiuni speciale
nainte de utilizare
P281 Utilizati echipament de
protectie personald, dupa
cum este necesar
P308+P313 | TN CAZ DE expunere sau
ngrijorare: Consultati un medic
Restrictionat la
utilizatori profesionisti
6.1.3 Aparatele care nu sunt de unicd folosinta trebuie sterilizate

dupad utilizare, prin autoclavare timp de 15 minute la
121 °C; articolele de unica folosinta trebuie autoclavate
sau incinerate. Materialele potential infectioase varsate
trebuie indepadrtate imediat cu un servetel absorbant de
hartie, iar zona contaminata trebuie tamponatd cu un
dezinfectant eficient. Materialele utilizate pentru curdtarea
scurgerilor, inclusiv manusile, trebuie eliminate ca deseuri
potential periculoase. Nu autoclavati materialele care contin

hipoclorit de sodiu.

6.1.4 Nu pipetati cu gura. Purtati manusi de unica folosintd,
halate si protectie pentru ochi in timp ce manipulati
probele si efectuati testul. Spalati bine mainile dupa ce
ati terminat.

6.1.5 Daca vreunul dintre reactivi intrd in contact cu pielea
sau cu ochii, spalati zona abundent, cldtind imediat cu
multa apa.

6.1.6 Evitati ingerarea reactivilor.

6.2. MASURI DE PRECAUTIE ANALITICE
6.2.1
6.2.2

Nu utilizati reactivii dupa data de expirare indicatd.

Trebuie evitatd contaminarea microbiologica a reactivilor,
deoarece aceasta poate reduce durata de viatd a
produsului si poate cauza rezultate eronate.

Ldsati toti reactivii sitoate probele sa ajunga latemperatura
camerei (intre 18 °C si 30 °C) inainte de utilizare. Imediat
dupa utilizare, asigurati-va ca flacoanele sunt inchise
etans si puneti-le din nou in frigider. Reactivii cu latex care
prezintd semne de agregare cand sunt distribuiti pentru
prima data pot fi inghetati si nu ar trebui utilizati.

Pdstrati reactivii cu latex si controalele in pozitie verticala
la 2 pand la 8 °C. Dupd depozitare prelungita, este
posibil sa se fi produs o anumitd agregare sau uscare
n jurul partii superioare a sticlei cu reactivii cu latex.
Tn aceste circumstante, reactivii cu latex trebuie agitati
cu putere timp de cateva secunde pana cand resuspensia
este incheiata.

6.2.5 Personalul cu defecte de vedere a culorilor ar trebui sa
poatd vedea aglutinarea, dar pot intdmpina dificultati la
diferentierea reactiilor de culoare; daca se intdlneste o
problema, reactiile trebuie redirectionate catre cineva cu

vedere normald a culorilor.

6.2.6 Este important sa tineti flacoanele cu picurator in pozitie
verticald si ca picdtura sa se formeze la varful duzei.
Daca duza se umezeste, se va forma o picdturd de volum
incorect in jurul capatului si nu la varf; dacd se intampla

acest lucru, uscati duza inainte de a continua.

6.2.7 Utilizarea unui rotator plat este esentiald. Pentru o
performanta optimd, asigurati-va cd rotatorul este nivelat

si a fost calibrat pentru a functiona la 150 + 5 RPM.

Nu atingeti zonele de reactie de pe carduri. Este important
sd vd asigurati ca cardurile de reactie se afla complet plat pe
rotator, altfel nu se vor vedea modele clare de aglutinare.

Asigurati-vd ca controalele pozitive sunt resuspendate
prin agitare sau agitare pe vortex timp de zece secunde.
NU agitati pe vortex reactivii cu latex.

7.  RECOLTAREA PROBELOR SI PREPARAREA CULTURILOR

Pentru detalii despre recoltarea probelor si prepararea culturilor,
trebuie consultat un manual standard?*#, Testul poate fi efectuat pe
colonii nefermentante de lactoza care se dezvolta in cultura primara
pe medii selective (de exemplu, MacConkey Agar, Hektoen Enteric
Agar sau Xilose Lysine Deoxycholate Agar), in subcultura din bulion
de imbogatire pe aceste medii sau in cultura pura (de exemplu, placi
de agar nutritiv sau pante (inclinate)).

Dacd este necesar sa se confirme rezultatele testului, suspensia
bacteriana utilizata pentru testul de culoare poate fi subcultivata
ulterior pentru o identificare ulterioara. Aceeasi suspensie poate
fi utilizata si pentru testarea cu Wellcolex Color Salmonella
(2C50/R30858301).

8. PROCEDURA
MATERIALE FURNIZATE

Wellcolex Colour Shigella ZC51/R30858401 contine materiale
suficiente pentru 50 de teste, consultati Continutul kitului.

MATERIALE NECESARE, DAR CARE NU SUNT FURNIZATE

1.  Solutie salind sterila 0,85%.

2. Testultrebuie efectuat pe un rotator plat cu un diametru orbital
de 1,5 inchi (38 mm)/1,25 inchi (32 mm) care functioneaza la
aproximativ 150 RPM. Viteza si diametrul orbital sunt critice
pentru performanta testului.

Nu sunt necesare alte materiale sau echipamente.

PROCEDURA DE TESTARE

ATENTIE: Tn timpul efectudrii testului, trebuie luate masuri de
precautie adecvate pentru manipularea culturilor vii.

Identificarea coloniilor

Pasul 1 Distribuiti aproximativ 200 pl de solutie salinad intr-un tub de
suspensie. Poate fi utilizat dispenserul de proba de unica folosinta
care este gradat la aproximativ 200 pl.

Pasul 2 Dintr-o cultura lasata peste noapte, alegeti una sau doua colonii
suspecte (intre 1 si 2 mm) de Shigella de pe placa de cultura
utilizdnd capatul plat al unui betisor de prelevare a probelor
si emulsionati cu atentie bacteriile in solutie salina. Cu colonii
mici, va trebui cules mai mult; capatul betisorului de prelevare
a probelor trebuie acoperit. Aruncati betisorul de prelevare a
probelor pentru o eliminare in conditii de siguranta.

Pasul 3 Resuspendati reactivii cu latex 1 si 2 agitand puternic timp de
cateva secunde. Tineti flaconul vertical si distribuiti o picatura
care sa cada liber din fiecare reactiv cu latex intr-un cerc separat
pe un card de reactie plat. Spargeti orice bula de aer cu capatul
unui betisor de prelevare a probelor.

Pasul 4 Utilizadnd un dispenser de proba de unica folosinta tinut vertical,
transferati o picatura care sa cadd liber (40 pl) de suspensie
bacteriand in fiecare dintre cele doud cercuri. Aveti grija sa nu
distribuiti bule de aer. Aruncati dispenserul pentru o eliminare
n conditii de siguranta.

Pasul 5 Utilizand un betisor de prelevare a probelor, amestecati continutul
fiecarui cerc siintindeti-l pentru a acoperi intreaga zona a cercului.
Poate fi utilizat acelasi betisor pentru ambele cercuri si apoi
aruncat pentru o eliminare in conditii de siguranta.

Pasul 6 Plasati cardul pe un rotator plat adecvat si prelucrati la
150 + 5 RPM pentru 2 minute (consultati Masuri de precautie
analitice). Opriti si observati aglutinarea fara a scoate cardul
din rotator. Cardul trebuie vizualizat direct din partea de sus, la
o distantd de citire normald (intre 25 si 35 cm fata de ochi). Nu
utilizati o lentild de mdrire. Modelele obtinute sunt clare si pot fi
recunoscute cu usurinta in conditii normale de iluminare. Dacd
exista vreo indoiald cu privire la aglutinare, testul trebuie repetat
utilizdnd o picatura de 40 pl de solutie salind. Nu ar trebui sa existe
aglutinare vizibild. Acest rezultat ar trebui utilizat ca baza pentru
comparatie.

Pasul 7 Aruncati cercurile de reactie utilizate pentru o eliminare in conditii
de siguranta. Asigurati-va cd reactivii cu latex sunt pusi inapoi in
frigider (intre 2 °Csi 8 °C).

9. REZULTATE
CITIREA REZULTATELOR

Consultati ghidul de citire Wellcolex Colour Shigella.

Pozitiv

O schimbare de culoare are locin reactie ca urmare a aglutindrii uneia
dintre suspensiile de latex colorate din amestec, ceea ce determina
o schimbare contrastantd a culorii fundalului. (Figurile 1 si 2). De
obicei, o singurd culoare se va aglutina intr-un reactiv cu latex,
dar cu o cultura mixta Shigella, ambele culori se pot aglutina intr-
un reactiv cu latex (in acest caz ar trebui efectuate proceduri de
izolare suplimentare) sau o singura culoare in ambii reactivi. Aceste
posibilitdti sunt discriminate cu usurintd. Daca modelul de reactie
difera de cel prezentat in figurile 1 si 2, viteza rotatorului trebuie
verificata si ajustatd, daca este necesar.

Negativ

Nici reactivul cu latex nu aglutineazad, iar aspectul mov uniform
rdmane substantial neschimbat pe tot parcursul testului (Figura 3).
Retineti, totusi, ca pot fi detectate urme slabe de granularitate in
modelele negative, in functie de acuitatea vizuald a operatorului.
Nespecific

Toate particulele se aglutineaza dand nastere unor aglomerdri mov
pe un fundal clar (Figura 4). Este posibil ca unele aglomerari mov
sd se dezvolte in prezenta unei reactii pozitive sau negative. Daca a
existat o schimbare clard a culorii in test sau daca fundalul rdmane
uniform mov, aceste aglomerdri violet trebuie ignorate.

10. CONTROLUL CALITATII

Inspectie vizuala

Reactivii cu latex trebuie intotdeauna inspectati pentru agregare,
deoarece sunt eliminati pe cardul de reactie si, dacd existd dovezi de
aglomerare inainte de adaugarea suspensiei bacteriene, respectivul
reactiv nu trebuie utilizat.

Proceduri de control

Testarea pentru controlul calitatii trebuie efectuatd cu fiecare livrare
si numar de lot al noului kit primite. Fiecare laborator trebuie sa
respecte cerintele nationale si locale.

Procedura pentru control pozitiv

Confirmati performanta reactivilor cu latex utilizdind controalele
pozitive furnizate.

Pasul 1 Tn 4 cercuri de reactie separate, distribuiti 2 picituri de reactiv cu
latex 1 si 2 picaturi de reactiv cu latex 2 (o picatura per cerc).

Pasul 2 Adaugati o picatura din fiecare control pozitiv in 2 dintre cercurile
de reactie (unul care contine reactiv cu latex 1 si unul care contine
reactiv cu latex 2).

Pasul 3 Amestecati reactivii utilizdnd cate un betisor de prelevare a
probelor de unica folosintd pentru fiecare control pozitiv.

Pasul 4 Rotiti cardul la 150 + 5 RPM timp de 2 minute pe un rotator
mecanic. Dupd acest timp, aglutinarea definitiva ar trebui sa fie
vizibild in toate cele 4 cercuri de reactie.

Pasul 5 Aruncati cardul de reactie utilizat pentru o eliminare in conditii
de siguranta.

Culoarea latexului aglutinat din reactivul 1 si reactivul 2 trebuie sa
corespunda cu culoarea controlului pozitiv (albastru sau rosu).

Culturilor stoc ale speciilor de Shigella cunoscute pot fi utilizate in
locul controlului pozitiv.

Procedura pentru control negativ

Repetati procedura de testare utilizand solutie salina in locul probei
de testare. Nu ar trebui sa existe aglutinare semnificativa.

11. INTERPRETAREA REZULTATELOR

Un rezultat pozitiv (aglutinare coloratd) indica prezenta si in acelasi
timp identificd specia de Shigella in probd, dupd cum urmeaza:

Culoare Reactiv

Aglomerari Fundal 1 2

Rosu Albastru Shigella Shigella
sonnei dysenteriae

Albastru Roz Shigella Shigella
flexneri boydii

Niciuna Mov Negativ

Mov Transparent Nu se poate interpreta (sunt
necesare proceduri de izolare
suplimentare)

Reactivii vor detecta formele | si Il de Shigella sonnei, serotipurile
Shigella flexneri 1 pana la 6 si variantele X si Y, serotipurile
Shigella dysenteriae 1 pana la 12 si serotipurile Shigellla boydii 1
pana la 15.

Un rezultat negativ indicd faptul ca organismele supuse testului nu
apartin serotipurilor speciei Shigella acoperite de reactivi. Dacd este
necesar, acestea poate fi caracterizate suplimentar prin proceduri
alternative®*. Dezvoltdri mixte de fermentatoare fard lactoza sunt
frecvent prezente in culturile de scaun si, daca se obtine un rezultat
negativ, poate fi necesar sa se repete testul pe alte colonii selectate
cu lactozd negativa inainte de a elimina cultura ca fiind negativa.

Daca se obtine o reactie nespecifica, rezultatul nu este interpretabil
si trebuie urmate proceduri alternative de identificare®*.

12. LIMITELE PROCEDURII
12.1.

Wellcolex Colour Shigella va identifica izolatele de Shigella la
nivel de specie. Daca este necesara identificarea serologica
completd a tipurilor din cadrul speciei, aceasta poate fi
efectuatad prin proceduri alternative; selectarea antiserurilor
adecvate poate fi ghidata de rezultatele testului Wellcolex.

12.2.  Genul Shigella este strans inrudit cu alti membri ai familiei
Enterobacteriaceae si multe dintre antigenele somatice sunt
Tmpartdsite cu organisme dinalte specii, in special Escherichia
coli, dar incluzand Hafnia alvei, Plesiomonas shigelloides si
alte specii. Acestea reprezintd antigene comune, nu reactii
incrucisate si pot fi diferentiate pe baza testelor biochimice.
Multe, insd nu toate, fermenteaza lactoza.

12.3. Unele tulpini de Shigella poarta antigene de finvelis
raportate cd inhiba aglutinarea ,,0” a suspensiilor. Acestea
nu au fost intalnite in testele cu reactivi, dar, dacd este
necesar, invelisul poate fi inactivat prin incalzirea suspensiei
la 100 °C timp de doud ore.? Dacd un izolat bine caracterizat
biochimic inca nu reactioneaza cu reactivii, acesta poate fi
trimis la un laborator de referintd pentru investigatii, daca
este necesar.

12.4. Calitatea modelului de aglutinare obtinut depinde de viteza
si diametrul orbital al rotatorului si de utilizarea unui card

de reactie plat.

12.5. Tnainte deimplementarea WGS (Whole Genome Sequencing),
Shigella flexneri apartinand ST1753 a fost identificatd gresit
ca Shigella boydii. Acest tip de Shigella flexneri are o mutatie,
ceea ce inseamna ca antigenul O S. flexneri nu este exprimat,
respectiv serologia pentru S. flexneriin aceastd instantd este

fals negativa’.
13. REZULTATE PRECONIZATE

Tulpinile apartinand serotipurilor comune de S. sonnei, S. flexneri,
S. dysenteriae si S. boydii vor da o aglutinare rosie sau albastra cu
componenta corespunzatoare a reactivului cu latex 1 sau 2.

14. CARACTERISTICI SPECIFICE DE PERFORMANTA

Evaluare externa

Un studiu multicentric, care a implicat un laborator de sandtate
publica din Regatul Unit, trei laboratoare spitalicesti din SUA, doua
n Peninsula Arabicd si trei in Asia de Sud-Est, a fost efectuat pentru
a evalua Wellcolex Color Shigella pe culturi de rutina®.

Fiecare laborator a efectuat teste pe una sau mai multe dintre
urmatoarele probe din fiecare specimen de fecale.

1. Colonii negative la lactoza direct de pe placi de agar
diferentiale selective primare (MacConkey, XLD, DCA,
SS si Hektoen).

2. Colonii negative la lactoza direct din subculturi de bulion de
imbogatire pe placi de agar diferentiale selective.

3. Subculturi pure de colonii negative la lactoza pe agar nutritiv.

Afost folosit un rotator pe tot parcursul procesului. Rezultatele sunt
furnizate in Tabelul 1.

Performanta Wellcolex Color Shigella a fost determinatd prin
comparatie cu rezultatele analizei bacteriologice traditionale
a probelor.

n acest studiu, sensibilitatea Wellcolex Color Shigella din culturile de
pldci primare a fost de 98,9% (88/89), 100% (58/58) din subculturi de
bulion de imbogatire si 100% (299/299) din culturi pure. (Consultati
Tabelul 1).

Specificitatea Wellcolex Color Shigella in acest studiu a fost de
99,4% (521/524) din culturile de placi primare, 100% (320/320) din
subculturi de bulion de imbogatire si 95,2% (60/63) din culturi pure.

Valoarea predictiva a unui rezultat pozitiv din culturile pe placa a fost
de 98,7% (445/451) iar a unui rezultat negativ de 99,9% (901/902).

Incidenta Shigella in probele studiate a fost de 33,0% (446/1353).

Aparitia reactiilor nespecifice cu Wellcolex Color Shigella a fost de
3,0% (19/632) pentru culturile de placi primare, 1,8% (7/385) pentru
subculturi de bulion de imbogatire si 2,1% (8/385) pentru culturile
pure. Aceste probe au fost excluse din Tabelul 1.

Alte organisme testate si identificate drept negative, cu Wellcolex
Colour Shigella auinclus Escherichia coli, Proteus spp., Salmonella spp.,
Campylobacter jejuni, Enterobacter spp. si Citrobacter freundii.

Tn plus, 208 de culturi de referintd Shigella, care au inclus pana la
cinci tulpini din fiecare dintre serotipurile fiecarei specii de Shigella,
au fost testate intr-un studiu independent®. Wellcolex Color Shigella a
identificat corect 195 de culturi si a dat un rezultat negativ preconizat
cu 13 izolate de serotipuri Shigella boydii 16 pana la 18.

NOTA: Consultatiliteratura de specialitate pentru detalii suplimentare
privind procedurile de testare biochimica serologica pentru
identificarea Shigella.

Tabelul 1
Identificarea Shigella din culturile de pe placi
Rezultat Rezultatul rutinei Total
Wellcolex L .
Pozitiv® Negativ
Colour
Shigella
Culturd Pozitiv 88 3be 91
primard Negativ 1 521 | 522
Subculturs Pozitiv 58 0 58
din bulion Negativ 0 320° 320
Subculturd Pozitiv 299 30f 302
pura Negativ 0 60 60
Total 446 9078 1353

2 33 Shigella boydii, 15 Shigella dysenteriae, 247 Shigella flexneri
si 151 Shigella sonnei

2 Plesiomonas shigelloides (1 reactie Shigella boydii si 1 reactie
Shigella sonnei)

¢ Hafnia alvei (reactie Shigella boydii)

Shigella sonnei

¢ include 7 culturiin care Shigella a fost izolata numai din placa de

cultura primara

Escherichia coli (reactie Shigella dysenteriae)

& include Escherichia coli, Proteus spp., Salmonella spp.,
Campylobacter jejuni, Enterobacter spp. si Citrobacter freundii

Retineti: Acest studiu a fost realizat inainte de implementarea WGS
(Whole Genome Sequencing). Consultati limitele procedurii (12.5)
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