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Instrukcja uzywania C € IVD

Zestaw surowic SIT EnTy
Szybki Identyfikacyjny Test
do diagnostyki in vitro szczepéw Salmonella Enteritidis i Typhimurium
Zastosowanie
Zestaw surowic SIT EnTy jest wyrobem medycznym do diagnostyki in vitro stuzacym do szybkiej identyfikacji szczepéw Salmonella Enteritidis i
Typhimurium wyizolowanych z prébek pobranych od ludzi, zwierzat lub z innego materiatu badawczego.
Zestaw zawiera poliklonalne, absorbowane surowice do aglutynacji szkietkowej bakterii Salmonella. Surowice w przygotowanym zestawie
pozwalajg na peing identyfikacje serologiczng szczepdw Salmonella Enteritidis oraz Salmonella Typhimurium. Antygeny powierzchniowe bakterii
tworzg widzialne gotym okiem kompleksy ze swoistymi przeciwciatami zawartymi w surowicy (reakcja aglutynacji). Surowice w zestawie znajdujg
sie w szklanych butelkach z zakraplaczem. Sg przygotowane w postaci gotowej do uzycia. Produkt przeznaczony jest wytgcznie do profesjonalnego
zastosowania laboratoryjnego przez przeszkolony personel z zachowaniem podstawowych zasad antyseptyki i aseptyki.

Sktad
Surowice do aglutynacji szkietkowej pateczek Salmonella sg wykonane z przeciwciat pozyskanych od zwierzat immunizowanych inaktywowanymi
szczepami bakterii, absorbowane w celu uzyskania wybranych przeciwciat i rozcienczone 0,85% NaCl. Sg one kontrolowane z zestawem ponad
180 szczepdw. Surowice sg konserwowane 0,01% tiomersalem.
Zestaw SIT EnTy zawiera 15 buteleczek surowic wraz z zakraplaczem:

- poliwalentng surowice HM - 5 ml (~125 oznaczen),

- surowice do identyfikacji antygenéw somatycznych: O:4; O:9; 0:46, po 3 ml (~75 oznaczen),

- surowice do identyfikacji antygenéw rzeskowych: H:g,m; H:m; H:q; H:s; H:t; H:i; H:2; H:5, H:6 po 3 ml (~75 oznaczen),

- oraz surowice do hamowania dominujacej fazy rzeskowej: H:i i H:2 po 1 ml (~5 reakcji).

Sposoéb uzycia

Przygotowanie probek

Prébki nalezy pobra¢ do sterylnych pojemnikéw, przetransportowa¢ do laboratorium oraz przetwarza¢ zgodnie z wytycznymi dla danego rodzaju
probek. Nalezy wybiera¢ wyraznie odgraniczone, typowe kolonie. Do testéw nalezy uzywac niezanieczyszczonych hodowli bakteryjnych.

Przygotowanie badanych szczepow:

Po przeprowadzeniu testéw biochemicznych, ktérych wyniki sugeruja, ze badane szczepy nalezg do rodzaju Salmonella nalezy badane szczepy
hodowac¢ w temperaturze od +34 do +38°C przez 24+3 godziny na podiozu statym (dla okreslenia antygendéw somatycznych — 1,5% agar odzywczy,
dla antygenéw rzeskowych — podioze miekkie 0,5% wg Garda. (Rekomendujemy agar 1,5% - Immunolab, nr katalogowy PG002, PGS02 oraz
podioze agarowe migkkie wg Garda 0,5%- Immunolab, nr katalogowy PGO001, PGS01). Tak przygotowane testy nalezy podda¢ identyfikaciji
serologicznej w tescie aglutynacji szkietkowej.

Zasady przeprowadzenia testu aglutynacji szkietkowej:
W celu zachowania jatowosci produktu (ktorej brak moze uniemozliwi¢ wykonanie oznaczenia lub wtasciwg interpretacje wynikéw), wykonanie testu
powinno odbywac¢ sie w warunkach uniemozliwiajacych kontaminacje lub skazenie produktu.
Przed uzyciem doprowadzi¢ surowice do temperatury pokojowej (od +18 do +25°C). W przypadku zmetnienia surowice odwirowac.
I. Na odttuszczonym szkietku podstawowym umiesci¢ krople 3% NaCl lub surowicy.
Il. Jatowa eza/bagietkg pobra¢ szczep z podioza i umiesci¢ obok kropli. Rozciera¢ szczep na szkietku faczac z surowicg tak, aby powstata
jednolita zawiesina o mlecznym kolorze.
Ill.  Kotyszac lekko szkietkiem ruchem kolistym przez 10 — 30 sekund (najdiuzej do 1 minuty!) obserwowa¢ wynik reakcji. Uwazac, aby kropla
nie $ciekfa ze szkietka.

Odczyt i interpretacja wynikéw
Wystagpienie aglutynaciji jest dodatnim wynikiem reakcji. Brak aglutynaciji jest ujemnym wynikiem reakcji.

Odczytu aglutynacji nalezy dokona¢ wg nastepujgcej skali:

+++ obecne aglutynaty rozmieszczone w catej przezroczystej kropli lub na jej obwodzie,

++ obecne aglutynaty rozmieszczone w pétprzezroczystej kropli,

+ obecne drobne aglutynaty na obrzezu lub na dnie kropli, kropla mlecznobiata. Wynik taki nie pozwala na ustalenie rozpoznania. Najczesciej
wystepuje w szczepach dwufazowych z silnie rozwinietg jedng z faz. W celu ustalenia sktadu antygenéw rzeskowych nalezy zahamowac faze
silnie rozwinieta.

(-) brak aglutynatéw, kropla mlecznobiata.
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Aglutynacja jest lepiej widoczna, jezeli wynik reakcji obserwuje sie nad ciemnym ttem z uzyciem lupy o 5-cio krotnym powigkszeniu.
Nie dopuszcza¢ do wyschniecia kropli, gdyz daje to wynik falszywie pozytywny.
Na naszej stronie http://immunolab.com.pl/film zamieszczono film instruktazowy zawierajgcy instrukcje wykonania badania i interpretacji wynikow.

Przygotowanie badanych szczepow:
1. Wykonac¢ testy aglutynacji szkietkowej zgodnie ze Schematem kolejno$ci wykonywania testu aglutynacji szkietkowej dla SIT EnTy.

1.1. Wykonywanie identyfikacji nalezy zacza¢ od sprawdzenia szczepu z 3% roztworem NaCl.
Jezeli aglutynacja wystgpita, oznacza to, ze szczep jest szorstki i wykazuje auto-aglutynacje. Takiego szczepu nie mozna
identyfikowac serologicznie w te$cie aglutynacji szkietkoweyj.

1.2. Wykonaé aglutynacje z poliwalentng surowicg HM.
Pozytywny wynik potwierdza, ze badany szczep nalezy do rodzaju Salmonella.

1.3. Wykona¢ badanie z surowicami O:9 i O:4.


http://immunolab.com.pl/film

Pozytywna reakcja z jedng z surowic pozwala na wstepne okreslenie grupy serologicznej. Brak reakcji wskazuje na konieczno$¢
prowadzenia badan z dalszymi surowicami dla antygenéw grupowych. Oznacza to, ze w badanym materiale nie ma bakterii S.
Enteritidis i S. Typhimurium, ale moga byc¢ inne szczepy Salmonella.

1.4. Do przeprowadzenia petnej identyfikacji antygenow rzeskowych nalezy posia¢ bakterie na podtoze z agarem miekkim 0,5% wg Garda
i inkubowa¢ w temperaturze 34-38°C przez 24+3 godziny.

Nalezy pamietaé o tym, ze samo potwierdzenie obecnosci pozgdanych antygenow nie wystarczy. Trzeba wykluczyé mozliwe
wystepowanie innych antygenow, ktére odrézniajg szczep Salmonella od Salmonella Enteritidis i Typhimurium.

Ponizej przedstawione sg wtasciwe wyniki reakcji potwierdzajace obecnos$¢ Salmonella Enteritidis oraz Typhimurium (Tabela 1):

Tabela 1. Wyniki reakcji aglutynacji szkietkowej dla Salmonella Enteritidis oraz Salmonella Typhimurium.

Salmonella Enteritidis [1,9,12:g,m:-]

Faza | Faza ll

Sol/surowica | 3% NaCl HM 09 [ 046 | Higm | Hm | H:q | H:is | Hit -
Wynik - +++ +++ - +++ +++ - - - -
Salmonella Typhimurium * [1,4,12:i:1,2]

Faza | Faza ll
Sél/surowica 3% NaCl HM 0:4 H:i H:2 H:5 H:6
Wynik - +++ +++ +++ +++ - -

+++ reakcja dodatnia, aglutynacja widoczna gotym okiem

- reakcja ujemna, brak aglutynacji, mleczna zawiesina

*Nalezy pamieta¢, ze wystepujg roéwniez jednofazowe szczepy Salmonella Typhimurium o wzorze
antygenowym 1,4,[5],12:i:-

Dodatkowe informacje potrzebne do identyfikacji Salmonella Typhimurium

Jezeli aglutynacja z surowicg H:i jest dodatnia, a z surowicg H:2 jest ujemna, oznacza to silng pierwszg faze szczepu, ktérg trzeba zahamowac.
Drugg faze ujawnia sie przez hamowanie fazy dominujgcej poprzez dodanie do migkkiego podioza agarowego 0,5% wg Garda surowicy z
przeciwciatami przeciw antygenom silnej fazy, w tym wypadku surowicy H:i. Jezeli po zahamowaniu fazy wcigz nie uzyskuje sie potwierdzenia fazy
H:2 nalezy przyjaé, ze ma sie do czynienia z jednofazowym szczepem S. Typhimurium.

Hamowanie fazy dominujacej
Hamowanie przeprowadza sig¢ na ptytkach z migkkim podtozem agarowym 0,5% wg metody S. Garda, w sytuacji, gdy silne wystepowanie jednej z
faz uniemozliwia wykrycie drugiej fazy szczepu.

Wykonanie hamowania fazy:
W przypadku, gdy badany szczep wykazuje reakcje pozytywna tylko z surowicag przeciwko antygenom jednej z faz (faza dominujgca), a druga faza
jest niewykrywalna (faza utajona), nalezy przeprowadzi¢ hamowanie fazy dominujgcej, w celu indukc;ji fazy utajone;.
W tym celu nalezy:
1. Schtodzi¢ przygotowane, ptynne podtoze agarowe miekkie 0,5% wg Garda do temperatury ~ +45°C.
2. Nakropi¢ na $rodek dna matej, sterylnej plytki Petriego (& ok.5 cm) 100-200ul surowicy do hamowania. Nalezy zachowa¢ ostroznos¢, aby nie
dotykac¢ podfoza koncoéwka zakraplacza.
3. Do nakropionej surowicy doda¢ ok. 10 ml podioza agarowego miekkiego 0,5% wg Garda i wymiesza¢ delikatnie kotyszac ptytka.
4. Pozostawi¢ ptytke w temperaturze pokojowej, az do stezenia agaru. (Nie suszy¢!)
5. Za pomocgy jatowej ezy pobra¢ hodowle szczepu do hamowania (z ptytki agarowej 0,5%) izaszczepi¢ na podiozu agarowym w centralnej
czesci ptytki.
6. Inkubowac przez noc w temperaturze od +34 do +38°C.
Nie odwracac ptytki wieczkiem do dotu!
7. Materiat z peryferyjnych czesci ptytki jest odpowiedni do wykonania aglutynacji szkietkowej.

Wykonanie hamowania fazy- metoda alternatywna
1. Przygotowa¢ matg ptytke Petriego (d ok.5 cm) z ok. 10ml sterylnego, zestalonego podtoza agarowego miekkiego 0,5% wg Garda. Ptytke
przechowywac¢ w pozycji wieczkiem do gory. Nie suszyc!
2. Nakropi¢ na $rodek plytki z agarem 100-200pl surowicy do hamowania. Nalezy zachowaé ostroznos$¢, aby nie dotykac ptytki koncowka
zakraplacza.
3. Wetrze¢ surowice w powierzchnie agaru za pomocg jatowej gtaszczki.
4. Za pomocag ezy pobra¢ hodowle szczepu do hamowania (z ptytki agarowej 0,5%) i zaszczepi¢ na podtozu agarowym w centralnej czesci
plytki.
5. Inkubowac przez noc w temperaturze od +34 do +38°C. Nie odwracac¢ ptytki wieczkiem do dotu!
6. Materiat z peryferyjnych czesci ptytki jest odpowiedni do wykonania aglutynacji szkietkowej.
e  Jezeli dominujgca faza H nie zostata zahamowana, nalezy powtérzy¢ procedure.
e  Materiat do zaszczepienia nalezy pobrac¢ z ptytki, na ktérej przeprowadzano wczesniejsze hamowanie.

Kontrola jakosci przez uzytkownika

W trakcie stosowania surowicy zaleca sie testowanie kontrolne z uzyciem wzorcowych szczepéw Salmonella (zaréwno kontroli dodatnich, jak i
ujemnych), w celu zweryfikowania poprawnosci wykonania metody i dziatania surowic, postepujgc analogicznie jak w przypadku szczepdéw
badanych.

Ograniczenia metody

W wyjagtkowych przypadkach istnieje mozliwo$¢ reakcji krzyzowych z innymi gatunkami bakterii z rodziny Enterobacteriaceae (np. szczepy
Citrobacter spp., Hafnia alvei, Proteus spp., E. coli lub Shigella spp.) ze wzgledu na wysokie podobienstwo miedzy antygenami lub ich
pokrewienstwo. Z tego powodu niezbedne jest badanie biochemiczne w celu ustalenia przynaleznosci badanego szczepu do rodzaju Salmonella.
Produkt nie stuzy do identyfikacji innych bakterii niz z rodzaju Salmonella.

Materiaty potrzebne do pracy, ktére nie wchodza w sktad zestawu:
ciemne tlo, eza do posiewow bakteriologicznych, lupa, szkietka podstawowe, 3% roztwdr NaCl, pojemnik na skazone materiaty, szalka Petriego,

gtaszczka, film instruktazowy (dostepny na stronie http://immunolab.com.pl/film).


http://immunolab.com.pl/film

Warunki przechowywania

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

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

NIE ZAMRAZAC!

Chroni¢ od $wiatta.

Nie stosowac¢ po uptywie terminu waznosci zamieszczonego na opakowaniu.

Surowica jest produktem wielokrotnego uzytku.

Data waznosci dotyczy produktu w nienaruszonym opakowaniu, przechowywanego zgodnie z instrukcjg oraz produktu po otworzeniu,
uzywanego zgodnie z przewidzianym zastosowaniem, w warunkach opisanych w instrukcji oraz przechowywanym po otwarciu zgodnie z
instrukcja.

Nie stosowaé¢ surowicy o zmienionych cechach fizykochemicznych wskazujgcych na zanieczyszczenie mikrobiologiczne.

Nie sterylizowac¢ surowicy do uzycia.

W surowicy moze pojawi¢ sie zmetnienie i/lub osad nie spowodowany zanieczyszczeniem mikrobiologicznym. Surowica nadal nadaje sie
do uzytku, ale konieczne jest jej odwirowanie (8000rpm., przez 15 min.), w celu uzyskania prawidtowych wynikéw aglutynacji.

Srodki ostroznosci

Produkt nie stanowi zagrozenia dla zdrowia cztowieka i Srodowiska, jezeli jest uzytkowany zgodnie z instrukcja.

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

Nalezy Scisle przestrzegac instrukcji uzycia.

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

Srodki ostroznosci przy pracy z materiatem zakaznym:

Surowice krolicze zawierajg materiat pochodzenia zwierzecego i nalezy je traktowa¢ jako materiat potencjalnie zakazny, odpowiednio sie z
nimi obchodzac.

Wykonanie testu aglutynacji szkietkowej wigze sie z pracg z bakteriami chorobotwérczymi, w zwigzku z tym nalezy przestrzega¢ wszystkich
niezbednych zasad obowigzujgcych przy pracy z zakaznym materiatem mikrobiologicznym. Stosowaé odziez ochronng i rekawice
ochronne. Pobrany materiat do badan oraz materiat na szkietku zabezpieczy¢ przed dostepem oséb trzecich z uwagi na mozliwo$é
zakazenia 0sOb trzecich. Zuzyte szkietka z surowicg i materiatem zakaznym, oraz inne materiaty skazone nalezy poddac¢ sterylizacji w
autoklawie lub postepowa¢ zgodnie z obowigzujagcymi zasadami w laboratorium.
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Schemat kolejnosci wykonywania testu aglutynacji szkietkowej dla SIT EnTy
Szczep bakteryjny po przeprowadzeniu szeregu biochemicznego podejrzewany o przynaleznos¢ do rodzaju Salmonella (posiany na agar 1,5%)

Aglutynacja wstepna z 3% NaCl

[+++] [-]

Aglutynacja obecna - Brak aglutynaciji

- szczep nie moze zostaé J

zidentyfikowany

Aglutynacja wstepna
/ z surowicg HM \
[-] [+++/++]
Brak aglutynaciji - Aglutynacja obecna
- szczep nie nalezy do J

rodzaju Salmonella
Identyfikacja z surowicami O
0:9i0:4wgtabeli1i2

0:4 | 0:9 | 0:46 ™ 0:4 | 0:9
N ?’f
v N2
Przesianie bakterii na podioZze miekkie wg Garda

(Pobieranie materiatu z obrzeZy porosnietej strefy)
Identyfikacja z odpowiednimi surowicami H

o wg tabeli 1i 2 \‘
H:g,m | H:im | H:q | H:s | H:t H:i | H:2 | H:5 | H:6
+H+ | +++ | - | - | - +H+ [ +++ | - | -
N2 N2
Salmonella Enteritidis Salmonella Typhimurium®

* Nalezy pamietac¢, ze wystepujg rowniez jednofazowe szczepy Salmonella Typhimurium o wzorze antygenowym: 1,4,[5],12:i:-
0:4 | 0:9 | H:i | H:2 | H:5 | H:6
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