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Rychly aglutinacni test k detekci a identifikaci Staphylococcus aureus




Staphaurex Plus*

POUZITI

Staphaurex Plus*je rychly latex aglutinaéni test pro identifikaci stafylokok( s ,clumping®
faktorem, proteinem A a/nebo povrchovymi antigeny charakteristickymi pro Staphylococcus
aureus.

SOUHRN A PRINCIP TESTU

Staphylococcus aureus ma fadu charakteristik, kterych se vyuziva pro potvrzeni identifikace.
Ktémto faktorlm patfi volna koagulasa, “clumping” faktor (vazana koagulasa),
termonukleasa a protein A'. Zkumavkovy koagulasovy test detekuje pfitomnost volné
koagulasy a je povazovan za referenéni test pro Staphylococcus aureus®. Tento test véak
trva 4 az 24 hodin a plazma muZe vykazovat variace mezi $arzemi’. B&hem posledni dekady
byly vyvinuty &asticové aglutinaéni testy, které umozfiuji mnohem rychlejsi identifikaci®*. Tato
prvni generace testl je zaloZzena na tom, ze na latexové Castice nebo Cervené krvinky je
navazan bud fibrinogen samotny - k detekci ,clumping® faktoru (vazané koagulas), nebo
fibrinogen a imunoglobulin G (IgG) k detekci vazané koagulasy a proteinu A.

V posledni dobé se ukazalo, ze tyto testy mohou selhat v pfipadé identifikace nékterych
kmena Staphylococcus aureus, predevS§im c¢asti kmend, které jsou rezistentni vUGi
meticilinu/oxacillinu (MRSA)*®’. Né&které z téchto kmenl produkuji vazanou koagulasu a
protein A v nedetekovatelné koncentraci ®.

Bylo zjisténo, ze s fenotypem meticilin/oxacillinové rezistence je asociovan vyskyt dvou
antigent, somaticky antigen typu 18° a kapsularni antigen typu 5'*"'. Zafazeni antisér viéi
témto antigendm do diagnostickych souprav muize vést ke zvysSeni citlivosti aglutinaéniho
testu k MRSA kmenum. Vyzkumy kmend, které jsou negativni v rychlych testech, prokazaly,
Ze protilatky proti jednomu somatickému nebo kapsularnimu antigenu nepostacuji k detekci
vSech téchto kmenu negativnich v aglutinacnich testech 1. generace. Souprava Staphaurex
Plus* vyuziva Castice, které jsou potazeny fibrinogenem - pro detekci vétSiny klinickych
kmenu, a IgG specifickym pro peclivé vybranou skupinu kment, které byly negativni v 1.
generaci testu.

PRINCIP METODY

Souprava Staphaurex Plus* obsahuje Zluté latexové Castice, které jsou potazeny
fibrinogenem a krali€¢im imunoglobulinem G (IgG) specifickym pro S. aureus. Je-li na reakéni
karté smichana suspenze téchto Castic se suspenzi S. aureus, dojde k okamzité aglutinaci
v disledku vazby (i) fibrinogenu a ,clumping® faktoru (vazané koagulasy), (ii) Fc ¢asti IgG a
proteinu A, (iii) specifického IgG a povrchovych buné&nych antigenu .

Nékteré kmeny rodu Staphylococcus, zejména S. saprophyticus mohou vyvolat
nespecifickou aglutinaci latexovych Castic. Proto je soucasti soupravy i kontrolni latex, ktery
pomuze identifikovat nespecifické reakce.



REAGENCIE

OBSAH SOUPRAVY

Staphaurex Plus* R309501°02 R309501°02

150 testd 450 testu
1. Testovaci latex (Test Latex, zluty uzavér) 1 kapaci lahvi¢ka 3 kapaci lahvi¢ky
2. Kontrolni latex (Control Latex, Sedy uzavér) 1 kapaci lahvicka 3 kapaci lahvi¢ky
3. Jednorazové reakéni karty (R30369001) 2 baleni 6 baleni
4. Jednorazové tycinky 3 svazky 9 svazku
5. Navod k pouziti 1 1

POPIS REAGENCII, PRIPRAVA PRED POUZITIM A DOPORUCENY ZPUSOB

SKLADOVANI

(viz také odd. Dulezité upozornéni)

Jf8°c Latexové suspenze jsou dodavany v pracovni koncentraci a mély by byt
2°C skladovany pfi 2 — 8 °C ve svislé poloze, aby si zachovaly reaktivitu po celou
dobu pouzitelnosti (datum je uvedeno na Stitku). NEMRAZIT. Je tfeba vyvarovat se delSiho
skladovani suspenzi pfi pokojové teploté (15 — 30 °C). Nevystavujte reagencie intenzivnimu
svétlu na laboratornim stole.

TEST LATEX | /\

[ CONTROL LATEX |

Testovaci latex (Test Latex)

Suspenze Zlutych polystyrenovych latexovych ¢astic potazenych
lidskym fibrinogenem a krali€im 1gG v pufru. Obsahuje 0,05%
Bronidox® jako konzervaéni &inidlo'.

Latky lidského pavodu byly testovany na pfitomnost povrchovych
antigenl hepatitidy B, anti-HCV a anti-HIV-1/HIV-2 a byly shledany
negativni.

Kontrolni latex (Control Latex)

Suspenze Zlutych polystyrenovych latexovych ¢astic potazenych
proteiny bovinniho séra, které nereaguji s S. aureus, v pufru. Obsahuji
0,05% Bronidox® jako konzervaéni &inidlo™.

Reakéni karty a michaci tyCinky se skladuji pfi pokojové teploté (15 — 30°C). Staphaurex
Plus™ byl vyvinut pro pouziti s reakéni kartou (R30369001). PFi pouziti testu Staphaurex Plus*
nezaménujte tuto reakéni kartu za jiné.

BEZPECNOSTNIi UPOZORNENI

Pouzivat pouze jako diagnostikum in vitro.

Uréeno pouze pro profesionalni pouziti.

Upozornéni: vyrobek obsahuje suchy pfirodni kaucuk.

Prosim, vénujte pozornost Udajim na bezpecénostnich listech a Stitcich v souvislosti
s informacemi o potencialné nebezpecnych latkach.



ZDRAVOTNI A BEZPECNOSTNIi INFORMACE

1.

Souprava obsahuje slozky lidského piivodu. Zadna z ovéfovacich metod nemuze
poskytnout Uplnou zaruku, zZe vzorek lidského plvodu nepfenasi infekci. Proto vSechny
slozky lidského plvodu musi byt povazovany za potencialné infekéni. Je doporuceno
zachazet se vSemi reagenciemi dle zavedenych zasad spravné laboratorni praxe (SLP).

Pomdcky uréené pro opakované pouzivani je tfeba sterilizovat po pouziti jakoukoli
vhodnou metodou. Doporu¢enou metodou je autoklavovani po dobu 15 min pfi 121°C.
Jednorazové pomlcky je tfeba autoklavovat nebo likvidovat ve spalovné. V pfipadé rozliti
potencialné infek&nich vzork(, je tfeba rozlitou tekutinu okamzité odstranit absorp&nim
papirovym ubrouskem a kontaminovanou plochu o3etfit standardnim antibakteridlnim
dezinfekénim ¢inidlem. Material, ktery byl pouzit pro ¢&isténi kontaminované plochy,
vcetné rukavic, by mél byt zlikvidovan jako biologicky nebezpe&ny material (biohazard).
Pfi manipulaci se vzorky a béhem testu pouZivejte laboratorni plast, jednorazové
rukavice a ochranné bryle. Po praci si dukladné omyjte ruce.

Pokud je souprava pouzivana v souladu s principy Spravné laboratorni praxe (SLP),
standardy zaméstnanecké hygieny a dle tohoto navodu, nepfedstavuji reagencie
soupravy zdravotni nebezpedi.

ANALYTICKA UPOZORNENI

NepouzZivat reagencie po uvedeném datu exspirace.

Latexové suspenze by mély byt pfed pouzitim vytemperovany na laboratorni teplotu (15 -
30°C). Latexové suspenze, které pred pouzitim vykazuji znamky agregace nebo
Zmolkovitosti, mohly zmrznout a nelze je pouZivat.

Je dllezité, aby kapaci lahvi€ky byly pfi kapani suspenze drzeny svisle a kapka se tvofila
pravé na okraji usti kapatka. Pokud je kapatko vihke, vytvofi se kapka nespravného
objemu kolem jeho konce, nikoliv v jeho usti (neni zaruen spravny objem kapky). Pokud
tato situace nastane, pred daldim pokraovanim je tfeba nejprve kapatko osusit.

Nedotykat se reakéni plochy na karté.

Aglutinaci, ktera se objevi az po 30 vtefinach nelze interpretovat jako pozitivni vysledek.
Prodlouzené promichavani muze vést kfaleSné pozitivnim reakcim s nékterymi
koagulasa-negativnimi izolaty.

Vyhnéte se mikrobiologické kontaminaci reagencii, aby nedoslo ke zkraceni Zivotnosti
vyrobku nebo nespravnym vysledkim.

ODBER A SKLADOVANI VZORKU

Detailni informace jsou uvedeny v monografiich a ugebnicich’. Kolonie mohou byt testovany
ze kteréhokoliv z nize uvedenych médii:

Krevni agar Columbia CNA agar

Nutrient agar Mueller Hinton agar s 5% krvi
Trypton soja agar Baird-Parker agar

Trypton soja agar s 5% krvi Mannitol-salt agar

Columbia krevni agar



* pozn.: Organismy kultivované na médiich obsahujicich antibiotika nebo s vysokou salinitou
(napf. manitol-salt agar) maji tendenci vytvaret pfi aglutinaci viaknité agregaty.

JE DOPORUCENO, ABY PRO IDENTIFIKACI BYLY POUZITY ROSTOUCI KOLONIE
KULTIVOVANE PRES NOC.

POSTUP
MATERIAL DODAVANY V SOUPRAVE

Mnozstvi v soupravé postacuje na provedeni 150 testd (R3095102) nebo 450 testl
(R30950201) testd, viz oddil Obsah soupravy.

POSTUP TESTU

Krok 1 Silné protfepejte latexové reagencie a zkontrolujte, zda nevykazuji
znamky agregace jesté pfed pouzitim. Pro bliz§i pokyny konzultujte
oddil Kontrola kvality a Vizualni kontrola.

Krok 2 Pro kazdy testovany vzorek naneste 1 kapku testovaciho latexu 1 kapka
(Test Latex) do jednoho kruhu na Reakéni karté (R30369001) a
jednu kapku kontrolniho latexu (Control Latex) do jiného kruhu.
Ubezpecdte se, Ze drzite kapaci lahviCku ve svislé poloze, cozZ zajisti
naneseni kapky o spravném objemu.

Krok 3 Pomoci michaci ty€inky odeberte dostateCné mnozstvi Cisté kultury
nebo dobfe izolovanych kolonii (mnozstvi pokryvajici tupy konec
michaci ty€inky, tj. odpovidajici pfiblizné Sesti primérné velkym
koloniim).

Krok 4 Emulgujte vzorek kultury v kapce testovaciho latexu (Test Latex) Emulgujte
pomoci plochého konce tyCinky. Rozetfete peclivé, ale ne pfilis silng, vzorek
aby nedoslo k poskozeni povrchu karty. Nékteré kmeny, zvlasté pak
jiné kmeny nez S. aureus, je obtizné emulgovat, coz je potieba vzit
v Uvahu, protoZe kousky neemulgované kultury mohou pfispét k
,hrubému” nebo ,vlaknitému“ vzhledu latexu. Rozetrete latex
pfiblizné po poloviné plochy kruhu. Michaci ty€inky bezpecné

zlikviduijte.

Krok 5 Pomoci nové tyC€inky emulgujte vzorek kultury s kontrolnim latexem  Emulgujte
(Control Latex) podobné jako v Kroku 4. Ty€inku bezpecné vzorek
zlikviduijte.

Krok 6 Pomalu naklapéjte kartu sem a tam po dobu az 30 sekund a Naklapéjte

pozorujte aglutinaci. Drzte kartu v bézné ¢teci vzdalenosti (asi 25-30
cm) od oci. Nepouzivejte lupu.

Krok 7 Pouzitou reakéni kartu bezpeéné zlikvidujte.

VYSLEDKY

Pozitivni vysledek

Aglutinace testovaciho latexu (Test Latex), spolu s absenci koagulace kontrolniho latexu
(Control Latex), indikuje pfitomnost koagulasy, proteinu A nebo antigenl typickych pro S.
aureus v testované kultufe. VétSina pozitivnich reakci nastane téméf okamzité. Odecitani
vysledkd az po uplynuti 30 sekund muze vést k faleSné pozitivnim vysledkdm.



Negativni vysledek

V pfipadé, Ze nedochazi k aglutinaci ani s jednim latexem, je pravdépodobné, Ze testovana
kultura neni S. aureus.

Neinterpretovatelné vysledky

Viditelna aglutinace kontrolniho latexu (Control Latex) - bez ohledu na to, je-li siln&jSi nebo
slab&i nez aglutinace testovaciho latexu, Test Latex) - indikuje nespecifickou reakci.

KONTROLA KVALITY

Kazda nova zasilka a Sarze této soupravy by méla byt otestovana na kontrolu kvality. Kazda
laboratof by méla postupovat podle narodnich a mistnich platnych pozadavkau.

Jakakoliv odchylka od o¢ekavanych vysledku indikuje mozny problém s reagenciemi, ktery je
tfeba fesit jesté pred aplikaci na klinické vzorky.

Vizualni kontrola

Po kazdém nakapani na reakéni kartu je tfeba zkontrolovat latexové suspenze, zda jiz
neobsahuji agregaty. Pokud je evidentni shlukovani (agregace) jesté pred pfFidanim
testovanych vzorku, nelze latexy pouzit. Po dlouhém skladovani mize nastat jista agregace
nebo vyschnuti v hrdle lahvi¢ky. Pokud tento jev zpozorujete, protiepejte lahvi¢ku intenzivné
po dobu nékolika vtefin az do kompletniho resuspendovani.

Kontrolni test

Uginnost reagencii (Test Latex, Control Latex) by se méla ovéfit pomoci &erstvych kultur
referenénich kmen( kultivovanych pfes noc, za dodrzeni podminek popsanych v Postupu
testu. Vhodné kmeny jsou uvedeny v tabulce:

Referenéni kmen Ocekavané vysledky

Testovaci latex Kontrolni latex
S. aureus (ATCC® 25923) + ]
S. epidermidis (ATCC® 12228) - ]
INTERPRETACE VYSLEDKU

Pozitivni reakce indikuje pfFitomnost jednoho nebo vice faktor( v testované kulture -
,clumping“ faktoru, proteinu A nebo povrchovych bunéénych antigenu, zatimco negativni
vysledek indikuje jejich absenci.

OMEZENIi METODY

1. Vzorky kultivované na médiich obsahujicich antibiotika nebo na médiich s vysokou
salinitou, napf. manitol-salt agaru, mohou pfi aglutinaci vytvaret vlaknité shluky

2. Nékteré druhy stafylokokd, spolu se Staphylococcus aureus zejména. S. hyicus a
S. intermedius, S. lungdunensis a S. schleiferi, mohou pozitivné reagovat v koagulasovém
testu a také v rychlém latexovém aglutinacnim testu. V nezbytném pfipadé je tfeba tyto
kmeny identifikovat pomoci biochemickych testl. S. hyicus a S. intermedius se vyskytuji
v klinické laboratofi vzacné.

3. Nékteré dalSi koagulasa negativni stafylokoky, napf. S. capitis, obsahuji vazebné faktory
plazmatickych bilkovin, které v3ak nereaguji v Staphaurex Plus* testu. Nékteré izolaty S.
saprophyticus vSak mohou vykazovat slabé pozitivni reakci a muze byt potfeba dalsi
identifikace téchto izolatl z modi.



4. Nékteré streptokoky a pfipadné dalSi mikroorganismy obsahuji imunoglobulin nebo
vazebné faktory plazmatickych proteind, které mohou reagovat v latexovém testu®®’'°,
Nékteré bakterie, napf. Escherichia coli mohou aglutinovat latexové castice nespecificky.
K vylouceni potencialni interference téchto mikroorganismd je vhodné provést Gramovo
barveni a katalasovou reakci, aby se testovaly jen mikroorganismy stafylokokové morfologie.

5. U v8echny spornych vysledkd by méla byt ovéfena Cistota vzorkd a kultury mély by byt
identifikovany jinymi metodami.

OCEKAVANE VYSLEDKY

Silna aglutinace s kulturami S. aureus; zadna aglutinace se stafylokoky neobsahujicimi
~clumping“ faktor, protein A nebo povrchoveé antigeny charakteristické pro S. aureus.

SPECIFICKA VYKONNOST TESTU

Souprava byla ovéfena ve Ctyfech laboratofich v Severni Americe a dvou evropskych
referenCnich mikrobiologickych laboratofich na celkem 646 rutinnich (presumptivné
stafylokokovych) klinickych vzorcich a 671 uchovavanych kulturach. lzolaty byly paralelné
testovany pomoci zkumavkového koagulasového testu, Gramova barveni a alespon jednim
rychlym testem pro identifikaci S. aureus. Vysledku jsou shrnuty v tab. 1 a 2.

KLINICKE IZOLATY

Meticilin rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA)

Celkem 151 vzork( rezistentnich vuéi jednomu nebo vice antibiotikim bylo testovano
v americkych a evropskych referencnich laboratofich. Pomoci soupravy Staphaurex Plus*
bylo spravné identifikovano 150 téchto izolatd. Neidentifikovany izolat byl pozitivni ve
zkumavkovém koagulasovem testu a v alternativnim rychlém latexovém testu.

Citlivost testu Staphaurex Plus* v této skupiné MRSA kultur byla 99,34% (150/151).

Meticilin senzitivni Staphylococcus aureus (MSSA)

Staphaurex Plus® test spravné identifikoval 335 ze 337 potvrzenych kultur S. aureus. Jeden
z neidentifikovanych kmenu byl rovnéZz negativni pfi testovani alternativnim rychlym
latexovym testem.

Citlivost testu Staphaurex Plus* v této skupiné MSSA kultur byla 99,41% (335/337).

Ostatni mikroorganismy rodu Staphylococcus

Bylo testovano celkem 157 Cerstvych izolatd S. aureus. Testovani soupravou Staphaurex
Plus* poskytlo 150 negativnich vysledkd u téchto izolatl, které zahrnovaly kmeny S.
saprophyticus, S. epidermidis a S. haemolyticus. Ze zbylych sedmi kultur, které poskytovaly
pozitivni vysledky pfi testovani soupravou Staphaurex Plus*, byly tfi izolaty pozitivni rovnéz
pfi pouziti alternativniho rychlého latexového testu.

SpecifiCnost testu Staphaurex Plus* v této skupiné kmenu jinych nez Staphylococcus aureus
byla 95,54% (150/157).

Celkové vysledky soupravy Staphaurex Plus* pro detekci Staphylococcus aureus
v porovnani se zkumavkovym koagulasovym testem



Relativni citlivost 99,4%
Relativni specifi¢nost 95,5%
Celkova shoda 98,4%

Pozn.: Staphaurex Plus* poskytl neinterpretovatelné vysledky u 0,15% (1/646) Cerstvych
kultur, které nebyly zahrnuty do vySe zminéného piehledu.

UCHOVAVANE KULTURY

Meticilin rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA)

Bylo testovano celkem 282 vzork( uchovavanych kultur S. aureus rezistentnich vuci
jednomu nebo vice antibiotikim. Staphaurex Plus* spravné identifikoval 281 téchto izolatu.
Neidentifikovany izolat byl pozitivni ve zkumavkovém koagulasovém testu a negativni
v alternativnim rychlém latexovém testu.

Citlivost testu Staphaurex Plus* v této skupiné MRSA kultur byla 99,65% (281/282).

Meticilin senzitivni Staphylococcus aureus (MSSA)

Staphaurex Plus* test spravné identifikoval 242 ze 248 potvrzenych kultur S. aureus
z referen€nich mikrobiologickych laboratofi. Jeden z neidentifikovanych kmend byl rovnéz
negativni pfi testovani alternativnim rychlym latexovym testem.

Citlivost testu Staphaurex Plus* v této skupiné MSSA kultur byla 97,6% (242/248).

Ostatni mikroorganismy rodu Staphylococcus

Bylo testovano celkem 139 cerstvych izolatd S. aureus. Testovani soupravou Staphaurex
Plus* poskytlo 132 negativnich vysledkd u téchto izolatll, které zahrnovaly kmeny S.
saprophyticus, S. epidermidis a S. haemolyticus. Ze zbylych sedmi kultur, které poskytovaly
pozitivni vysledky pfi testovani soupravou Staphaurex Plus*, byly tfi izolaty pozitivni rovnéz
pfi pouziti alternativniho rychlého latexoveho testu.

Specifi€nost testu Staphaurex Plus* v této skupiné kmenu jinych nez Staphylococcus aureus
byla 95,0% (132/139).

Celkova vykonnost soupravy Staphaurex Plus* pii detekci Staphylococcus aureus ve
srovnani se zkumavkovym koagulasovym testem

Relativni citlivost 98,7%
Relativni specifi¢nost 95,0%
Celkova shoda 97,9%

Pozn.: Staphaurex Plus* poskytl neinterpretovatelné vysledky u 0,3% (2/671) uchovavanych
kultur, které nebyly zahrnuty do vySe zminéného pfrehledu.



Tab.1: Reaktivita testu Staphaurex Plus* pri testovani predpokladanych izolati
klinickych izolat( Staphylococcus aureus?

vysledky Staphaurex Plus*
Pozitivni Negativni  celkem
Meticilin rezistentni S. aureus (MRSA) 150 1 151
Meticilin senzitivni S. aureus (MSSA) 335 2 337
Ostatni izolaty (neni S. aureus)® 7 150 157

a:. Staphaurex Plus* poskytl neinterpretovatelny vysledek u jednoho vzorku. Nebyl zahrnut
do tabulky.

b: v€etné S. saprophyticus, S. epidermidis a S. haemolyticus

Tab.2: Reaktivita testu Staphaurex Plus* pfi testovani uchovavanych vzorku
Staphylococcus aureus?

vysledky Staphaurex Plus*
Pozitivni Negativni  celkem
Meticilin rezistentni S. aureus (MRSA) 281 1 282
Meticilin senzitivni S. aureus (MSSA) 242 6 248
Ostatni izolaty (neni S. aureus)® 7 132 139

a:. Staphaurex Plus* poskytl neinterpretovatelné vysledky u dvou vzorkl(. Nebyly zahrnuty
do tabulky.

b: v€etné S. saprophyticus, S. epidermidis a S. haemolyticus
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Bronidox® je registrovana ochranna znadmka Cognis UK Ltd.
* obchodni znacka

Navod k pouziti IFU C09ZL33GB, datum posledni revize: 23. listopadu 2007
Datum revize ¢eského prekladu: 31. bifezna 2008
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