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LIOFILIZOWANE OSOCZE KROLICZE DO
WYKRYWANIA KOAGULAZY

IVD

Instrukcja uzywania

Zastosowanie

Liofilizowane osocze krélicze do wykrywania koagulazy jest wyrobem medycznym
do diagnostyki in vitro stuzgcym do identyfikacji gronkowcéw koagulazo-dodatnich
(w tym Staphylococcus aureus).

Jest to test jakosciowy do oznaczania koagulazy wolnej oraz koagulazy zwigzanej
(clumping factor) wytwarzanej przez Staphylococcus aureus.

Opis

Produkt przeznaczony jest wylgcznie do profesjonalnego zastosowania
laboratoryjnego przez przeszkolony personel z zachowaniem podstawowych zasad
antyseptyki i aseptyki.

Osocze znajduje si¢ w szklanej fiolce z korkiem oraz kapslem. Jedna fiolka zawiera
2 ml liofilizowanego osocza kréliczego. Produkt przed uzyciem nalezy uwodni¢
zgodnie z instrukcja.

Sktad

Osocze krélicze do identyfikacji gronkowcéw koagulazo-dodatnich jest wykonane z
krwi kroliczej pobranej na antykoagulant CPDA, a nastgpnie kontrolowane z
zestawem szczepdw wzorcowych i terenowych gronkowcoéw koagulazo-dodatnich
oraz koagulazo-ujemnych. Taki proces kontroli pozwala na uzyskanie rzetelnych
wynikéw badan. Nastepnie osocze jest liofilizowane. Produkt jest jatowy.

Wiasciwosci

Koagulaza jest enzymem produkowanym przez niektdére szczepy gronkowcow - tzw.
gronkowce koagulazo-dodatnie (w tym Staphylococcus aureus). Koagulaza u
gronkowcow wystepuje w dwoch postaciach - wolnej (uwalnianej do $rodowiska)
oraz zwigzanej ze $ciang komdrkowa bakterii.

Koagulazg¢ wolng oznacza si¢ w tescie metodg probowkowg, mieszajgc w
probéwce uwodnione osocze z 24-godzinng hodowlg bakteryjng. Po odpowiednim
czasie inkubacji odczytuje sie wynik. Pojawienie sig¢ w probéwce skrzepu $wiadczy
o wyniku dodatnim. W tescie probéwkowym, biatko koagulaza jest uwalniane do
otoczenia przez bakterie koagulazo-dodatnie, ktére przeksztatca zawarty w osoczu
fibrynogen w fibryne, co jest obserwowane w formie skrzepu.

Natomiast koagulaze zwigzang (clumping factor, czynnik skupiania) oznacza sie w
teScie metodg szkietkowg. W kropli soli fizjologicznej, znajdujacej sie na szkietku
podstawowym, zawiesza si¢ $wiezg hodowle bakteryjng pobrang z nieselektywnego
podioza agarowego, a nastgpnie dodaje ezg osocze krélicze. Pojawienie sie
charakterystycznych ktaczkéw w kropli z osoczem kréliczym $wiadczy o wyniku
dodatnim. Clumping factor jest receptorem fibrynogenu na powierzchni komoérek
bakterii koagulazododatnich. Fibrynogen, przeksztatcajac sie w fibryne, tworzy nici
miedzy komoérkami, taczac je w agregaty obserwowane gotym okiem.

Sposéb uzycia

Przygotowanie préobek

Prébki nalezy pobraé do sterylnych pojemnikéw, przetransportowac do laboratorium
oraz przetwarza¢ zgodnie z wytycznymi dla danego rodzaju prébek. Nalezy
wybiera¢ wyraznie odgraniczone, typowe kolonie. Do testow nalezy uzywac
niezanieczyszczonych hodowli bakteryjnych.

Przygotowanie hodowli bakteryjnej

Do badania koagulazy wolnej metoda probéwkowa nalezy przesia¢ badany szczep
na podfoze ptynne, namnazajgce np. bulion wzbogacony i inkubowa¢ przez 24 + 2
godziny w temp. 37 = 1°C.

Do badania koagulazy zwigzanej metodg szkietkowg nalezy przesia¢ badany
szczep na podioze state namnazajgce (agarowe) i inkubowac¢ przez 24h w temp.
+37 £ 1°C.

Przygotowanie osocza

Osocze przed uzyciem nalezy uwodni¢ dodajgc jatowo, do fiolki z osoczem 2ml
jatowej dejonizowanej wody. Nastepnie osocze nalezy delikatnie wymieszaé, az do
jego catkowitego rozpuszczenia.

W celu zachowania jatowosci produktu (ktérej brak moze uniemozliwi¢ wykonanie
oznaczenia lub wiasciwg interpretacje wynikéw), przygotowanie osocza i wykonanie
testu powinno odbywac sie¢ w warunkach uniemozliwiajgcych kontaminacje lub
skazenie produktu.

Procedura oznaczania koagulazy wolnej metoda probéwkowa

1. Do jatowej probdéwki nalezy doda¢ 500 pl uwodnionego osocza. Nastgpnie dodaé
500 pl szczepu z hodowli bulionowej.

2. Probowki inkubowa¢ 24 + 2 godziny w temp. +37 + 1°C.

Odczyt i interpretacja wynikow

Wynik nalezy odczytywac¢ po 2 godz., 4 godz., 6 godz. oraz 24 + 2 godz. od

rozpoczegcia inkubaciji.

! Nie wstrzgsa¢ i nie miesza¢ zawarto$ci probowki (moze to doprowadzi¢ do

uzyskania wynikéw fatszywie ujemnych wskutek mechanicznego rozpadu skrzepu).

Pojawienie sie w probowce skrzepu swiadczy o wyniku dodatnim reakcji. Brak

skrzepu w probéwce oznacza wynik ujemny.

Odczytu wyniku nalezy dokonaé¢ wg nastepujacej skali:

— S—
- +1 +2 +3 +4

- ujemny: brak skrzepu

1+ dodatni: staby niezwarty skrzep

2+ dodatni: stabo zwarty skrzep

3+ dodatni: silnie zwarty skrzep

4+ dodatni: skrzep zajmuje catg objeto$¢ probowki i nie przemieszcza sie po
odwrdéceniu probowki

UWAGA: Niektére szczepy Staphylococcus aureus wytwarzajg fibrynolizyne -
enzym, ktéry rozktada skrzep. Moze to spowodowaé powstawanie wynikow
fatszywie ujemnych po 24 godz., dlatego tez probdwki nalezy obserwowac nie tylko
po 24 + 2 godz., ale takze po 2, 4, 6 godz. od rozpoczecia inkubacji. Szczepy
Staphylococcus aureus powodujg koagulacje osocza kréliczego w czasie od pot
godziny do 24 godz. + 2h. Zwykle osocze jest catkowicie skrzepniete (posta¢ stata w
probéwce), ale jakikolwiek stopien krzepniecia plazmy nalezy uzna¢ za wynik
dodatni.

Na naszej stronie http://immunolab.com.pl/fim zamieszczono film instruktazowy
zawierajgcy instrukcje wykonania badania metodg probéwkowa i interpretacii
wynikow.

Procedura oznaczania koagulazy zwigzanej (clumping factor) metoda

szkietkowa

1.Na szkietko podstawowe nalezy nakropi¢ obok siebie dwie krople roztworu soli
fizjologicznej.

2.W obu kroplach zawiesi¢ te sama hodowle bakteryjng pobrang z nieselektywnego
podioza agarowego. Zawiesina powinna by¢ gesta i jednorodna.

3.Do jednej z kropli doda¢ ezg z oczkiem o pojemnosci 10 ul osocze krélicze i
delikatnie wymieszac.

4.Kotysac lekko szkietkiem ruchem kolistym. Obserwowa¢ wynik reakgji.

Interpretacja wynikow:

Jezeli w czasie 60 sekund od dodania osocza krdliczego pojawig sig

charakterystyczne kfaczki (wytrgcenia), to wynik nalezy uznaé¢ za dodatni.

UWAGA: Kontrola negatywna (zawiesina bakterii bez dodatku osocza) powinna

pozosta¢ jednorodna. W przeciwnym przypadku badany szczep wykazuje

autoaglutynacje, co oznacza, ze nie mozna oznaczy¢ clumping factor.

Reakcja jest lepiej widoczna, jesli wynik reakcji obserwuje sie nad ciemnym ttem.

Na naszej stronie http://immunolab.com.pl/film zamieszczono film instruktazowy
zawierajgcy instrukcje wykonania badania metodg szkietkowg i interpretaciji
wynikéw.

Kontrola jakosci przez uzytkownika

W trakcie stosowania osocza zaleca sig¢ testowanie kontrolne z uzyciem
wzorcowych szczepow zaréwno koagulazo-dodatnic, jak i koagulazo-ujemnych w
celu zweryfikowania poprawnosci wykonania metody i dziatania osocza, postepujac
analogicznie jak w przypadku szczepdw badanych.

Ograniczenia metody

Oprécz Staphylococcus aureus, do bakterii koagulazo-dodatnich, ktére mogtyby
wejsé w reakcje z osoczem kréliczym, mozna zaliczy¢ inne bakterie z rodzaju
Staphylococcus, takie jak S. anaerobius, S. delphini, S. hyicus, S. intermedius, S.
lutrae i S. schleiferi subsp. coagulans. Sa to jednak bakterie znacznie rzadziej
spotykane niz Staphylococcus aureus - gtéwnie odpowiedzialne za infekcje u
zwierzat.

Nalezy pamieta¢, ze nie wszystkie szczepy S. aureus produkujg enzym koagulaze
- okresla sie je jako atypowe. Oznacza to, ze niektore szczepy (zwtaszcza izolaty
kliniczne badz wykazujgce oporno$¢ na metycyline) moga dawac ujemny wynik w
tescie na obecnos¢ koagulazy wolnej badz zwigzanej.

Do analiz nalezy wykorzystywac wytgcznie czyste hodowle bakteryjne gronkowcéw.
Obecnos$¢ cytrynianu moze powodowaé fatszywie dodatnie reakcje z innymi
mikroorganizmami (np. Enterococcus faecalis, Serratia marcescens, bakterie z
rodzaju Pseudomonas i Streptococcus).

Materiaty potrzebne do pracy niewchodzace w sktad zestawu

Ciemne tto, sdl fizjologiczna, jatowa woda dejonizowana, ezy, probdwki, plytki
Petriego, szkietka podstawowe, jatowe koncoéwki do pipet, pojemnik na skazone
materiaty, filmy instruktazowe (dostepne na stronie http:/immunolab.com.pl/film).
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Weryfikacja i walidacja metody

czutosé koagulaza wolna: 100%(() 0/50)
clumping factor: 100% (65/65)
(ilo$¢ wynikow prade|W|e dodatnlch/ suma ilosci
wynikéw prawdziwie dodatnich i fatszywie ujemnych)
swoistos¢ koagulaza wolna: 100% (23/23)

clumping factor: 100% (32/32)
(ilo$¢ wynikow prawdziwie ujemnych/ suma ilosci
wynikéw prawdziwie ujemnych i fatszywie dodatnich)

powtarzalnosé koagulaza wolna: 100% (156/156)
clumping factor: 100% ( 147/147)
(ilo$¢ powtdrzonych zgodnych wynikow

reakcji/catkowita liczba wynikow)

odtwarzalnos¢ koagulaza wolna: 100% 4149/149)
clumping factor: 100% (141/141
(ilo$¢ odtworzonych zgodnych WankOW reakcji/

catkowita ilo$¢ wynikow

Warunki przechowywania

. Liofilizowane osocze nalezy przechowywac¢ w temperaturze od +2 do
+8°C.

. Transport do 3 dni w temperaturach dodatnich nieprzekraczajgcych
+15 do +25°C nie zmienia wtasciwosci produktu.

. Nie stosowa¢ po uptywie terminu waznos$ci zamieszczonego na
opakowaniu.

. Data waznosci dotyczy produktu w nienaruszonym opakowaniu
przechowywanego zgodnie z instrukcja.

. Osocze jest produktem wielokrotnego uzytku.

. Uwodnione osocze nalezy przechowywa¢ w temperaturze od +2 do
+8°C nie dtuzej niz 14 dni od daty uwodnienia lub w temperaturze -20°C
nie diuzej niz 30 dni.

° Chroni¢ od $wiatta.

. Nie uzywa¢ osocza w przypadku zmetnienia lub pojawienia sie skrzepu.
Jezeli osocze jest trudno rozpuszczalne, nie nalezy go uzywac.

. Nie stosowa¢ osocza o zmienionych cechach fizykochemicznych
wskazujgcych na zanieczyszczenie mikrobiologiczne. Nie sterylizowaé
osocza do uzycia.

Srodki ostroznosci

] Produkt nie stanowi zagrozenia dla $rodowiska i zdrowia cztowieka, jesli
jest uzytkowany zgodnie z instrukcja.

. Nalezy przestrzega¢ aseptycznej techniki pracy i stosowaé $rodki
ostroznosci w  kwestii zagrozenia mikrobiologicznego podczas
wykonywania wszystkich procedur.

. Nalezy $cisle przestrzegac¢ instrukgcji uzycia.

. Kazdy powazny incydent zwigzany z wyrobem nalezy zgtosi¢
producentowi i wiasciwemu organowi panstwa czlonkowskiego, w
ktérym uzytkownik ma miejsce zamieszkania lub siedzibe.

Srodki ostroznosci przy pracy z materiatem zakaznym:

. Osocze krolicze zawiera materiat pochodzenia zwierzgcego. W zwigzku
z tym nalezy je traktowa¢ jako materiat potencjalnie zakazny i
odpowiednio sie z nim obchodzi¢.

. Wykonanie testu moze wigza¢ sie z pracg z bakteriami
chorobotwérczymi. W zwigzku z tym nalezy przestrzega¢ wszystkich
niezbednych zasad obowigzujgcych przy pracy z zakaznym materiatem
mikrobiologicznym: stosowa¢ odziez ochronng i regkawice ochronne.
Pobrany materiat do badan oraz materiat na szkietku i w probéwce
zabezpieczy¢ przed dostepem oséb trzecich, z uwagi na mozliwo$é
zakazenia os6b trzecich. Zuzyte szkietka i probdwki oraz inne materiaty
skazone nalezy podda¢ sterylizacji w autoklawie lub postepowac
zgodnie z obowigzujgcymi zasadami w laboratorium.

Zawartos¢ jednostkowego opakowania

1 fiolka zawiera 2ml liofilizowanego osocza.

Po uwodnieniu umozliwia to przeprowadzenie ok. 4 testéw oznaczania koagulazy
wolnej lub ok. 200 testéw oznaczania koagulazy zwigzane;j.
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RABBIT COAGULASE PLASMA (LYOPHILIZED)

Instruction for Use

Intended use

The rabbit coagulase plasma (lyophilized) is an in vitro diagnostic medical device
used to identify coagulase-positive staphylococci (including Staphylococcus
aureus). It is a qualitative test used to determine free and bound coagulase
(clumping factor) produced by Staphylococcus aureus.

Description

Product for professional laboratory application only that should be used by qualified
personnel following basic aseptic and antiseptic principles.

The plasma is in a glass vial with a stopper and a flip-off cap. One vial contains 2 ml
of lyophilized rabbit plasma. The product must be rehydrated before use according
to the instructions.

Composition

The rabbit plasma for identifying coagulase-positive staphylococci is made from
rabbit blood collected with an CPDA anticoagulant, and then controlled with a set of
reference and field strains of coagulase-positive and coagulase-negative
staphylococci. Such a control process allows obtaining reliable results. The plasma
is then lyophilized. The product is sterile.

Properties

Coagulase is an enzyme produced by some strains of staphylococci - so-called
coagulase-positive staphylococci (including Staphylococcus aureus). Coagulase in
staphylococci occurs in two forms - free (released into the environment) and bound
with the bacterial cell wall.

Free coagulase is detected in the tube test method by mixing rehydrated plasma in
a tube with a 24-hour bacterial culture. The result is checked after the appropriate
incubation time. The appearance of a clot in the tube indicates a positive result. In
the tube test, coagulase protein is released into the suspension by
coagulase-positive bacteria. Coagulase converts the fibrinogen present in the
plasma into fibrin, which is then observed in the form of a clot.

On the other hand, bound coagulase (also known as clumping factor) is determined
by the slide test. The slide test is performed in the following manner: a fresh
bacterial culture taken from a non-selective agar medium is suspended in a drop of
saline on a glass slide, and then with the use of a sterile loop rehydrated plasma is
added to the mixture. The appearance of characteristic flocs after adding the rabbit
plasma drop indicates a positive result. Clumping factor is a fibrinogen receptor on
the surface of coagulase-positive bacterial cells. Fibrinogen, by converting to fibrin,
forms threads between cells linking them in aggregates visible to the naked eye.

Method

Preparation of samples

Samples should be collected to sterile containers, transported to the laboratory and
processed according to guidelines for the specific type of sample. Clearly defined,
typical colonies should be selected. Uncontaminated bacterial cultures should be
used for testing.

Preparation of bacterial culture

To test for free coagulase using the tube method, the selected strain should be
inoculated to a liquid, growth-promoting medium such as enriched broth and
incubated for 24 + 2 hours at 37°C.

To test for bound coagulase using the slide method, the selected strain should be
streaked on the appropriate solid (containing agar), growth-promoting medium and
incubated for 24 hours at 37°C.

Plasma preparation

Before use, the rabbit plasma should be rehydrated by adding 2 ml of sterile
deionized water to the vial. Thereafter, the plasma should be gently mixed until it is
completely dissolved.

In order to maintain the aseptic nature of the product (lack of which can prevent the
test from being performed or the results from being properly interpreted), the
preparation of the plasma and the performance of the test should take place in
conditions that prevent contamination or pollution of the product.

Procedure for determining free coagulase using the tube method

1. Add 500 pl of rehydrated plasma to a sterile test tube. Add 500 pl of the strain
from the broth culture.

2. Incubate test tubes for 24 + 2 hours at 37 + 1 °C.

Reading and interpreting the results

The results should be checked after 2, 4, 6 and 24 *

incubation.

The appearance of a clot in the tube indicates a positive test result. The absence of

a clot in the tube indicates a negative result.

! Do not shake or mix the contents of the tube (this may lead to the obtaining of

false-negative results due to the mechanical breakdown of the clot).

2 hours from the start of

Interpretation of the test results shoul m. rding to the followin le:
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- negative: no clot

+ positive: weak uncompact clot

2+ positive: weak compact clot

3+ positive: strong compact clot

4+ positive: the clot occupies the whole volume of the tube and does not move
when the tube is inverted.

NOTE: Some strains of Staphylococcus aureus produce fibrinolysin - an enzyme
that breaks down clots. This may cause false-negative results after 24 + 2 hours,
therefore the tubes should be observed not only after 24 + 2 hours, but also after 2,
4, 6 hours from the start of incubation.

Staphylococcus aureus strains cause coagulation of rabbit plasma within half an
hour to 24 hours. Usually the plasma is completely clotted (solid form in the tube)
but any degree of clotting should be considered as a positive result.

An instructional video with detailed information on how to perform the tube method
test and how to interpret the obtained results is available on our website:
http://immunolab.com.pl/film.

Procedure for determining bound coagulase (clumping factor) using glass

slide method

1. Place two drops of physiological saline solution next to each other on a clean,
dry glass slide.

2. In both drops suspend the same bacterial culture taken from a non-selective
agar medium. The suspensions should be dense and homogeneous.

3. Add 10 pl of rabbit plasma to one of the drops with a sterile bacteriological loop
and mix gently.

4. Gently rock the slide in a circular motion. Observe the result of the reaction.

Interpretation of the test results

If characteristic clumps (precipitates) appear within 60 seconds of adding rabbit

plasma ,then the result should be considered positive.

NOTE: The negative control (bacterial suspension without the addition of rabbit

plasma) should remain homogeneous. Otherwise, the tested strain shows

autoagglutination, which means that the clumping factor cannot be determined.

The reaction is more visible if it is observed over a dark background.

An instructional video with detailed information on how to perform the glass slide
method test and how to interpret the obtained results is available on our website:
http://immunolab.com.pl/film.

Quality control performed by user

During the application of plasma it is recommended to perform control tests using
standard coagulase-positive and coagulase-negative strains in order to verify the
correct performance of the method and the effectiveness of plasma, proceeding
similarly as in the case of tested strains.

Limitations of the method

Besides Staphylococcus aureus, coagulase-positive bacteria that could react with
rabbit plasma include other bacteria of the Staphylococcus genus, such as S.
anaerobius, S. delphini, S. hyicus, S. intermedius, S. lutrae and S. schleiferi subsp.
coagulans. However, these bacteria are less common than Staphylococcus aureus
and are mainly responsible for infections in animals.

It should be noted that not all strains of S. aureus produce the coagulase enzyme
and those are considered atypical. This means that some strains (especially clinical
isolates or those showing methicillin resistance) may give a negative result in the
test for the presence of free or bound coagulase.

For analysis, only pure bacterial cultures of staphylococci should be used. The
presence of citrate may cause false positive reactions with other microorganisms
(e.g. Enterococcus faecalis, Serratia marcescens, bacteria belonging to the
Pseudomonas and Streptococcus genre).

Materials required to perform the assay not included in the kit

Dark background, physiological saline, sterile deionized water, droppers, test tubes,
Petri dishes, glass slides, sterile pipette tips, container for contaminated materials,
an instructional video (available on our website: http://immunolab.com.pl/film).

Validation and verification of the method

sensitivity free coagulase: 100% (38/38)
clumping factor: 100% (35/35)
(number of true positive results/ sum of true positive
and false negative results)

specificity free coagulase: 100% (14/14)

clumping factor: 100% (16/16)
(number of true negative results/ sum of true
negative and false negative results)

repeatability free coagulase: 100% (156/156)
clumping factor: 100% ( 147/147)
(number of repeated compatible results/total number

of results)

reproducibility free coagulase: 100% (149/149)
clumping factor: 100% (141/141)
(number of reproduced compatible results/ total

number of results)

Storage conditions
e The lyophilized plasma should be stored at a temperature of +2 to +8°C.
e Transport for up to 3 days at temperatures not exceeding +15 to +25°C does
not change the properties of the product.
e Do not use after the expiration date on the packaging.
e The expiration date applies to the product in intact packaging, stored in
accordance with the instructions.

The plasma is a reusable product.

e Reconstituted plasma should be stored at a temperature of +2 to +8°C no
longer than 14 days from the date of rehydration or at a temperature of -20°C
no longer than 30 days.

e Protect from light.

e Do not use plasma if it is cloudy or has clotted. If the plasma is difficult to
dissolve, do not use it.

e Do not use plasma with altered physico-chemical properties indicating

microbiological contamination. Do not sterilize plasma prior to use.

Precautions

e The product does not pose a threat to the environment or human health if used
in accordance with the instructions.

e Aseptic working conditions must be observed and precautions against
microbiological hazards should be taken during all procedures.

e The instructions for use must be strictly followed.

e Any serious incident involving the device should be reported to the
manufacturer and the competent authority of the Member State in which the
user resides or has his place of business.

Precautions when working with infectious material:

e Rabbit plasma contains animal-derived material so should be treated as
potentially infectious material and handled accordingly.

e The test may involve working with pathogenic bacteria so all necessary
precautions for working with infectious microbiological material should be
observed. Wear protective clothing and gloves. Collected material for testing
and material on slides and in tubes should be protected from access by third
parties due to the possibility of infection. Used slides, test tubes and other
contaminated materials, should be sterilized in an autoclave or disposed of in
accordance with the laboratory's standard procedures.

Contents of a single package

1 vial contains 2ml of lyophilized plasma.

When rehydrated it allows approximately 4 tests for determining free coagulase or
approximately 200 tests for determining bound coagulase.

u Manufacturer

Research and Development Department of Salmonella Center
"IMMUNOLAB" Ltd.

Address: ul. Ktadki 24, 80-822 Gdansk, Poland

Phone/Fax: 0048 58 781-44-91

E-mail: info@immunolab.com.pl

www.immunolab.com.pl
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IVD

In vitro diagnostic
medical device
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