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Anti-Coli

Reactivi de testare pentru aglutinare pe lama

INFORMATII PENTRU UZ PROFESIONAL
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Utilizare preconizata

Reactivii de testare sunt utilizati pentru identificarea serovarului de tulpini de E. coli izolate din materialul
de testat de origine umana sau alte origini prin aglutinare pe lama si reactia Widal (test de confirmare).

Principiul testului

Daca tulpina de E. coli contine un antigen acoperit de specificitatea reactivului de testat, acest antigen se
leaga atunci cand este amestecat cu anticorpul specific. Reactia antigen-anticorp are ca rezultat
aglutinarea clar vizibila a tulpinii.

Compozitie

Reactivii de testare sunt seruri absorbite de iepuri imunizati, un amestec de seruri absorbite de iepuri
imunizati si anticorpi monoclonali sau contin doar anticorpi monoclonali.

Conservant: azida de sodiu (NaNs) 0,9 mg/ml

Denumire Contin anticorpi impotriva

Anti-Coli | 0 26:K 60; O 44:K 74; O 114:K 90; O 125:K 70; O 142:K 86; O 158K -

Anti-Coli Il 0 55:K 59; 0 86:K61; 091:K-; O 111:K 58; O 119:K 69; O 126:K 71; O 127:K 63; O 128:K 67
Anti-Coli 111 0 25:K 11; 0 78:K 80; O 103:K -; O 118:K -; O 124:K 72; O 145:K -; O 157:K -; O 164K -

Denumire

Denumire

Denumire

Denumire

Anti-Coli O 25:K 11

Anti-Coli O 91:K -

Anti-Coli O 124:K 72

Anti-Coli O 145:K -

Anti-Coli O 26:K 60

Anti-Coli O 103:K -

Anti-Coli O 125:K 70

Anti-Coli O 157:K -

Anti-Coli O 44:K 74

Anti-Coli O 111:K 58

Anti-Coli O 126:K 71

Anti-Coli O 158:K -

Anti-Coli O 55:K 59

Anti-Coli O 114:K 90

Anti-Coli O 127:K 63

Anti-Coli O 164:K -

Anti-Coli O 78:K 80

Anti-Coli O 118:K -

Anti-Coli O 128:K 67

Anti-Coli O 86:K 61

Anti-Coli O 119:K 69

Anti-Coli O 142:K 86




Reactivii de testare polispecifici sunt liofilizati si trebuie dizolvati in 1 ml sau 5 ml de apa distilata
(cantitatea indicata pe etichet) inainte de utilizare si inchisi corespunzator folosind pipeta picuratoare
inclusa. Dupa rehidratare, reactivii sunt gata de utilizare.

Reactivii de testare monospecifici sunt liofilizati si vor fi rehidratati in 1 ml de apa distilata. Pentru
aglutinarea pe lama, reactivii de testare monospecifici rehidratati sunt gata de utilizare. Pentru testul
Widal in tub sau in placa de microtitrare, reactivul de testare rehidratat este utilizat pentru a pregati seria
de dilutii (vezi 2.1 si, respectiv, 2.2).

Mod de prezentare a produsului, termenul de valabilitate si conditii de depozitare

Daca sunt pastrati nedeschisi la 2...8 °C, acestia pot fi utilizati pana la data indicata pe eticheta. Odata
deschisi si rehidratati, acestia vor fi inchisi corespunzator folosind pipeta inclusa. Daca sunt pastrati la
2...8 °C, produsele polispecifice pot fi utilizate timp de cel putin 18 luni, iar produsele monospecifice timp
de cel putin 24 luni. A nu se utiliza dupa data indicata pe eticheta.

Reactivul de testare poate prezenta uneori turbiditate care nu este cauzata de microbi. O astfel de
turbiditate nu afecteaza eficacitatea reactivului, iar acesta poate fi limpezit prin centrifugare sau filtrare.

Tnainte de utilizare, reactivii de testare vor fi adusi la temperatura camerei (18...26 °C).
Avertismente si precautii

Reactivii de testare care contin material biologic sub forma de ser de iepure vor fi tratati ca fiind potential
infectiosi si vor fi manipulati in consecinta.

Intrucat anticorpii monoclonali sunt produsi prin metode biotehnologice, riscul de contaminare cu agenti
infectiosi este, practic, exclus. Deoarece acestia contin materiale de origine animala (ser fetal de vitel,
stabilizator), reactivii trebuie tratati ca avand potential infectios si vor fi manipulati in consecinta.

Pentru c& aceste materiale contin azida de sodiu, se va evita contactul cu pielea si mucoasele! In caz de
contact, clatiti cu multa apa.

Deoarece efectuarea testului de aglutinare pe lama implica lucrul cu materiale patogene native, vor fi
respectate toate procedurile de protectie a muncii care se impun (risc de infectie)!

Materiale si echipamente care nu sunt furnizate

Apa distilata, solutie salina fiziologica (NaCl), lame de sticla, baghete de agitare, recipiente pentru
eliminarea materialului infectios, eprubete sau placi de microtitrare (forma U), pipete, varfuri de pipeta,
baie de apa, incubator.

Materialele si metodologia de testare

Materialul de testare este aplicat pe medii de cultura de diferite selectivitati si este incubat timp de 16 - 20
de ore la 35...37 °C.

1. Aglutinare pe lama
1.1. Produse polispecifice

Transferati pe o lama cantitati mici de masa bacteriana din 5-10 colonii suspecte de E. coli si amestecati-
o pe fiecare cu o picatura de reactiv de testare (aproximativ 25 pl) astfel incat sa rezulte o suspensie
omogena, usor laptoasa. Asigurati-va ca lama este amplasata pe o suprafata intunecata. Rezultatul se
citeste cu ochiul liber tindnd lama n fata unei surse de lumina pe un fundal negru si balansand-o
(inclindnd-o Tnainte si inapoi). Mediile de cultura selective pot afecta aglutinabilitatea bacteriilor. Acest
factor poate fi eliminat prin indepartarea bacteriilor din materialul de cultura de nutrienti sau agar-sange



sau mediu Kligler. Pentru a controla aglutinarea spontana, in paralel va fi aplicat un control negativ
folosind NaCl in locul reactivului de testare.

Interpretarea rezultatelor testului
Testul poate fi evaluat numai Tn cazul in care controlul negativ raméane opac laptos.

Pozitiv: aglutinare vizibild dupa ce proba a fost inclinata inainte si inapoi de mai putin de 20 de ori. intr-o
reactie puternic pozitiva (PR), aglutinarea (floculenta grosiera sau find) apare imediat ce este amestecata
masa bacteriana. Intr-un rezultat slab pozitiv, aglutinarea apare numai dupa ce lama a fost inclinata
inainte si inapoi de 10-20 de ori.

PR > O . < NC

Negativ: daca suspensia ramane opaca laptoasa sau reactia incepe sa apara numai dupa ce lama a fost
inclinata fnainte si Tnapoi de mai mult de 20 de ori, rezultatul este negativ (NR).
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1.2. Produse monospecifice

Mai Tntai, se prepara o subcultura din colonie pe un mediu neselectiv (nutrient sau agar sange) care a
prezentat o reactie pozitiva in testul descris la 1.1. Apoi, investigati materialul din aceasta cultura asa cum
este descris la punctul 1.1., folosind anticorpii monospecifici continuti Tn reactivul de testare polispecific
relevant. Rezultatul pozitiv va fi verificat Tn reactia Widal (testul de confirmare) descrisa mai jos pentru a
exclude efectele oricaror aglutinari nespecifice paralele.

2. Reactia Widal (test de confirmare)

Clatiti bacteriile din subcultura cu solutie salina fiziologica (NaCl) si fierbeti timp de 1 ora, pentru a
distruge antigenele K termolabile. Apoi ajustati suspensia de bacterii cu NaCl la o densitate de germeni
de cca. 109 bacterii/ml (McFarland Standard 3) si utilizati-o ca suspensie de antigen.

2.1. Test cu tub Widal

Se prepara o serie de dilutii ale reactivului de testare monospecific omolog in NaCl, progresand
geometric cu un factor de 2 si incepand cu o dilutie de 1:25 (de exemplu, 50 pl reactiv de testare + 1,2 ml
NaCl). Mai intai, adaugati 0,5 ml NaCl in fiecare tub. Apoi, folosind o pipetd, adaugati 0,5 ml de reactiv de
testare prediluat (1:25) in primul tub din seria de dilutii descrescatoare (1:50).

Se amesteca bine si, cu ajutorul unei pipete, se transfera 0,5 ml din primul tub in al doilea tub. Procedati
in mod analog péna la ultimul tub din serie. La ultimul tub, dupa amestecare scoateti 0,5 ml si aruncati.
Se adauga 0,5 ml de suspensie de antigen ajustata in fiecare tub, ceea ce da o dilutie initiala a reactivului
de testare de 1:100. Acoperiti tuburile si incubati Tn baie de apa sau incubator timp de 16-20 ore la 50 °C.

2.2. Test cu placi de microtitrare Widal

Se prepara o serie de dilutii ale reactivului de testare monospecific omolog in NaCl intr-o placa de
microtitrare marcata corespunzator (forma U). Seria de dilutii ar trebui sa progreseze geometric cu un



factor de 2, incepand cu o dilutie de 1:25. Mai intai adaugati 50 pl NaCl in fiecare godeu dintr-o serie
(godeuri A—H). Apoi adaugati 50 ul de reactiv de testare prediluat (1:25) in primul godeu. Se amesteca
bine si, cu ajutorul unei pipete, se transferd 0,5 ml din primul godeu in al doilea godeu. Se amesteca bine
si se transfera 50 pl in al treilea godeu, si asa mai departe. La ultimul godeu, dupa amestecare scoateti
50 pl si aruncati. Apoi adaugati 50 pl de suspensie de antigen la fiecare dilutie de reactiv de testare, ceea
ce da o dilutie initiala de 1:100. Se agita placa de microtitrare, se acopera si se pune intr-o camera
umeda, unde trebuie incubata timp de 16-20 ore la 50 °C.

2.3. Controale de calitate
2.3.1. Control pozitiv

Pentru a verifica daca procedura de testare a fost respectata cu exactitate, va fi utilizata o tulpina de
referinta cu specificitate cunoscuta. Este important ca tulpinile utilizate in acest scop sa aiba antigenele
bine exprimate pe suprafata celulei. Pentru controlul calitatii, se recomanda, asadar, utilizarea tulpinilor
din teste de calitate inter-laboratoare sau a tulpinilor de origine definita care au fost complet caracterizate
de un laborator extern.

2.3.2. Control negativ

Controale reactivi de testare. Utilizati NaCl in locul antigenului de testat drept substanta ce trebuie
amestecata cu pre-dilutia 1:25 a anticorpului monospecific.

Controale antigen Utilizati NaCl in locul reactivului de testare drept substanta ce trebuie amestecata cu
suspensia de antigen de testat.

Controale solutie salind. Cu o pipeta, adaugati 1 ml (sau 100 pl) de solutie de NaCl intr-un tub (sau intr-
un godeu).

Evaluarea testului in tub

Evaluati aglutinarea, de preferinta folosind un aglutinoscop, dupa ce agitati usor tubul. Reactia este
pozitiva daca pot fi detectate aglutinate clar vizibile. intr-o reactie negativa, fluidul din tuburi raméane opac
laptos.

Evaluarea placii de microtitrare

Evaluati reactia din placa de microtitrare tindnd-o in lumina. Intr-o reactie pozitiva, aglutinatii precipita sub
forma de pelicula sau piele subtire. Reactia ar trebui, de asemenea, evaluata ca pozitiva daca aglutinatii
au format deja un buton, dar acest buton este semnificativ mai mic in comparatie cu controlul antigen si
nu se scurge atunci cand placa este tinuta vertical. Intr-o reactie negativa, antigenul se precipita pe fundul
godeului sub forma unui buton care se scurge in forma de limba atunci cand placa este tinuta vertical.

Interpretarea rezultatelor analizei

Atribuirea tulpinii testate la serotipul relevant este validata numai daca tulpina testata aglutineaza
reactivul monospecific utilizat in test pana la titrul O indicat pe eticheta flaconului (sunt permise abateri de
11 unitate de titru). Controalele negative trebuie sa nu prezinte nicio aglutinare.

Limitarile metodei

Reactivii de testare reactioneaza cu tulpinile E coli ce contin antigene de specificitatea enuntata in
denumire. Exista posibilitatea unor reactii incrucisate cu alte antigene de E. coli sau alte
Enterobacteriaceae, din cauza antigenelor inrudite. Procedurile de aglutinare sunt considerate ca
indicatoare orientative, dar nu furnizeaza si verificarea patogenitatii. Pentru alocarea fara echivoc a
izolatelor de E. coli la grupurile patogene, trebuie sa fie determinati factorii de virulenta (R. Prager, H.
Tschape, Mikrobiologie 17 (2007), 213-219).



Explicatia simbolurilor utilizate
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