Czestochowa, dn.01.02.2016r.
Zamawiajacy:
Wojewaddzki Szpital Specjalistyczny
im. Najswietszej Maryi Panny
ul. Bialska 104/118,
42-200 Czestochowa

WSZYSCY WYKONAWCY

dot. przetargu nieograniczonego
DOSTAWA TESTOW AGLUTYNACYINYCH, LATEKSOWYCH DO IDENTYFIKACII SZCZEPOW S.AUREUS, S.PNEUMONIAE,
GRUP SEROLOGICZNYCH, PACIORKOWCOW BETA — HEMOLIZUJACYCH ORAZ AG WYKRYWANYCH BEZPOSREDNIO W PMR
I SUROWICY KRWI ORAZ DZIERZAWA WIROWEK LABORATORYINYCH DLA POTRZEB ZAKELADU DIAGNOSTYKI
LABORATORYINE] PRZY UL. BIALSKIE] I PCK.

DAZ.26.011.2016
Ldz. 248 /16
WYJASNIENIA TRESCI SIWZ

W zwigzku z art. 38 ust. 1 ustawy z dnia 29 stycznia 2004 r. Prawo zamowien publicznych (tekst
jednolity Dz. U. z 2015 r. poz. 2164), Zamawiajacy udziela wyjasnien tresci specyfikacji istotnych
warunkow zamaowienia /dalej: SIWZ/.

Pytanie 1 Cze$¢ 1 - Testy aglutynacyjne, lateksowe do identyfikacji szczepow S.aureus,
S.pneumoniae, grup serologicznych paciorkowcow beta-hemolizujgcych oraz Ag  wykrywanych
bezposrednio w PMR i surowicy krwi dla Zaktadu Mikrobiologii Klinicznej na okres 24 miesiecy, poz. 1
Czy Zamawiajacy dopusci mozliwos¢ zaoferowania testu aglutynacyjnego lateksowego do
identyfikacji szczepow S.aureus- wykrycie czynnika clumbing factor, biato A, grupowo specyficzny
antygen powierzchniowy opakowanie a 100 testow z odpowiednim przeliczeniem ilosci opakowan
wedtug zapotrzebowania Zamawiajgcego?
Odpowiedz: Tak, dopuszczamy.

Pytanie 2 Czes¢ 1 - Testy aglutynacyjne, lateksowe do identyfikacji szczepéw S.aureus,
S.pneumoniae, grup serologicznych paciorkowcow beta-hemolizujacych oraz Ag wykrywanych
bezposrednio w PMR i surowicy krwi dla Zaktadu Mikrobiologii Klinicznej na okres 24 miesiecy, poz. 2
Czy Zamawiajacy dopusci mozliwos¢ zaoferowania testu lateksowego do identyfikacji Ag.
N.meningitidis/E.coli K1,H.influenzae B,S.pneumoniae,S gr.B,N.meningitidis A,C,Y/W 135 bezp. w PMR
i surowicy a 30 testow z odpowiednim przeliczeniem ilosci opakowan wedtug zapotrzebowania
Zamawiajacego?
Odpowiedz: Tak, dopuszczamy.

Pytanie 3 Czes¢ 1 - Testy aglutynacyjne, lateksowe do identyfikacji szczepdw S.aureus,

S.pneumoniae, grup serologicznych paciorkowcdw beta-hemolizujacych oraz Ag wykrywanych

bezposrednio w PMR i surowicy krwi dla Zaktadu Mikrobiologii Klinicznej na okres 24 miesigcy, poz. 4
Czy Zamawiajacy dopusci mozliwos¢ zaoferowania testu aglutynacyjnego lateksowego do

ident. szczepdw S. pneumoniae z hodowli a 30 testéw z odpowiednim przeliczeniem ilosci opakowan

wedtug zapotrzebowania Zamawiajacego?

Odpowiedz: Tak, dopuszczamy.




Dotyczy projektu umowy, stanowiacego zatacznik nr 7 do SIWZ.

Pytanie 4 dot. projektu umowy zat. nr 7:

Czy Zamawiajgcy wyrazi zgode na dodanie ponizszego zapisuw § 2 :

LZamawiajacy zastrzega sobie prawo do czesciowe] realizacjyi umowy, jednak niezrealizowana wartosc
umowy nie moze byc wigksza niz 15% wartosci umowy”.

Zgodnie z opinia UZP instvtucia prawa zaklada, ze zamawiajacy kazdorazowo okresla minimalny
poziom zamowienia, ktory zostanie na pewno zrealizowany, co pozwala wykonawcom na rzetelne |
wilasciwe dokonanie wyceny oferty, wskazujac jednoczesnie dodatkowy zakres, ktdrego realizacja jest
uzalezniona od wskazanych w kontrakcie okolicznosci i stanowi uprawnienie zamawiajgcego, z ktorego
moze, ale nie musi on skorzystac. W orzeczeniu Krajowej Izby Odwotawczef z dnia U stycznia 2008 r.
(sygn. akt KIO/UZP 22/07) Izba wskazata, Ze niedopuszczalng praktyka jest okreslenie przez
zamawiajacego jedynie gornej granicy swojego zobowiazania, bez wskazania nawet minimalnej flosci,
czy wartosci, ktora na pewno wyda na potrzeby realizacii przedmiotu zamowienia. , Taki sposob
okreslenia przedmiotu zamowienia nie spefnia wymogow art. 29 ust 2 ustawy Pzp, ktory nakazuje, aby
przedmiot zamowienia byt opisany w sposob wyczerpujacy i konkretny', izba uznata ponadto w tym
przypadku, Ze ,zamawiajacy zastosowal praktyke handlowa, ktora pozostawia wykonawce w
niepewnosci, co do zZakresu, jaki uda mu sle zrealizowac w ramach umowy, oraz uniemoZzliwia
kalkulacje ceny umownej. W efekcie na wykonawce zostaje przerzucone cafe ryzyko gospodarcze
kontraktu, co z kolei stoi w sprzecznosci z zasada rownosci stron umowy”. Instytucia prawa opci
pozwala zatem na precyzyjne okreslenie poziomu zamowienia, ktory zostanie przez zamawiajqcego
zrealizowany, co pozwala wykonawcom na prawidfowe dokonanie wyceny oferty (por. wyrok KIO z
dnia 23 lipca 2010 r., sygn. akt KIO/UZP 1447/10, wyrok KIO z dnia, sygn. akt KIO/UZP 2376/10).
Dodatkowo, chcielibysmy zwrdcic uwage Zamawiajacego na faki, 7 powyzsza konstrukcia
kwestionowanego zapisu stoi w razacej dysproporci wzgledem zapisu § 6 ust. 1 pkt, 2, w ktorym
Zamawiajacy okresiit wysokosc kary umownej, liczonef od wartoscl niezrealizowanef wartosci umowy
brutto. JeZeli Zamawiajacy zakiada zmniejszenie konsumpcii przedmiotu zamowienia, pozbawiajac
Jednoczesnie Wykonawcow ,wynagrodzenia uzupetniajacego” lub ,.innych roszczeri”, to wydaje sie byc
zasadnym wprowadzenie rownowagi dia drugiej strony kontraktu zarowno poprzez modyfikacie § 1 jak
i § 6 ust. 1 pkt. 2 przedmiotowej umowy.

Odpowiedz: Zamawiajacy nie wyraza zgody.

Pytanie 5 dot. projektu umowy zatacznik nr 7:

W nawigzaniu do zapisow SIWZ, sugerujacych koniecznos¢ uwzglednienia w cenie oferty wszystkich
kosztow zwigzanych z realizacja zamdwienia, zwracamy sie z prosba o podanie prognozowanej ilosci
zamowien, sktadanych przez Zamawiajacego w trakcie realizacji umowy w sprawie zamowienia
publicznego.

Powyzsze stanowi niezbedne informacje, konieczne do wtasciwego przygotowania oferty przetargowej
w zakresie dokonania wtasciwej wyceny asortymentu w koszt ktérego Wykonawcy powinni
wkalkulowa¢ koszt wykonywanych dostaw.

Dodatkowo wnosimy o wprowadzenie do projektu umowy zapisu o nastepujgcym brzmieniu:
~Zamawiajacy oswiadcza, ze w trakcie realizacji umowy przewiduje realizacje maksymalnie .... dostaw
miesiecznie, co daje liczbe ..... dostaw przez peten okres obowigzywania niniejszej umowy. W
przypadku ztozenia wiekszej ilosc zamowien od ilosci prognozowanych w okresie miesiecznym,
Zamawiajacy wyraza zgode na realizacje zamdwienia w terminie dostosowanym do prognoz.”
Odpowiedz: Zamawiajacy, podajac ilosci w formularzu asortymentowo — cenowym
wyliczyl je na podstawie faktycznego zuzycia w okresie ostatnich 24 miesiecy. Ilosci
zamawiane w trakcie trwania umowy sa skladane na biezace potrzeby, bez robienia
zapasow. Nie ma wiec mozliwosci podania konkretnej liczby dostaw przez peten okres
niniejszej umowy.



Pytanie 6 dot. projektu umowy zatacznik nr 7:

Wnosimy o wykreslenie ze wzoru umowy § 8 ust. 4 mowigcego o nie wstrzymywaniu dostaw
w razie zalegtosci ptatniczych Zamawiajacego do 30 dni.
Zapis ten sprzeczny jest z art. 353 ze znaczkiem 1 oraz art. 552 kodeksu cywilnego. Zamawiajacy
dokonat ograniczenia praw Wykonawcy przynaleznych mu w przypadku nie wykonania zobowiazani
Zamawiajacego.
Odpowiedz: Zamawiajacy nie wyraza zgody.

Pytanie 7 — dotyczy wzoru umowy § 8 ust 7:

Czy Zamawiajacy dopuszcza mozliwos¢ wytaczenia zakazu cesji wierzytelnosci oraz ustanawia
ich przedmiotem poreczenia przez Wykonawce bez nakiadania kary umownej ?
W tym miejscu nalezy wskaza¢ , ze ograniczenie mozliwosci dokonania cesji wierzytelnosci z tytutu
wynagrodzenia na rzecz instytucji finansowych moze w znacznym zakresie utrudni¢ finansowanie
realizacji zamowienia, co spowoduje koniecznosc zwiekszenia wartosci oferty Wykonawcy.
Odpowiedz: Zamawiajacy nie wyraza zgody.

Pytanie 8 — dotyczy wzoru umowy § 8 ust 7:

Czy Zamawiajacy wyrazi zgode na usuniecie tego postanowienia, ewentualnie na uzupetnienie
o nastepujace sformutowanie: ,przy czym Zamawiajacy hie moze odmowi¢ zgody na cesje
wierzytelnosci bez uzasadnionej przyczyny”? Zwracamy uwage, ze dokonujac dostawy i odraczajac
termin ptatnosc wykonawca w pewnym zakresie kredytuje Zamawiajacego. W Przypadku nie
zrealizowania przez Zamawiajacego jego zobowigzan w zakresie zaptaty wykonawca powinien miec
prawo do odzyskania naleznego mu wynagrodzenia m.in. przez przeniesienie wierzytelnosci na osobe
trzecia. Wskazane postanowienie ogranicza w praktyce prawa Wykonawcy do dochodzenia swoich
naleznosci wytacznie na drodze sadowe;.
Odpowiedz: Zamawiajacy nie wyraza zgody.

Pytanie 9 - dotyczy: Czes¢ nr 1

Czy Zamawiajgcy wyrazi zgode na zaoferowanie z pozycji nr 1 testu _ (wedtug
zataczonej metodyki — zatgcznik nr 1) zawierajacego w opakowaniu 100 testow i zaoferowanie tacznie 90 takich

opakowan?
Odpowiedz: Dopuszczamy.

Pytanie 10 - dotyczy: Czesc nr 1

Czy Zamawiajacy wyrazi zgode na zaoferowanie z pozycii nr 1 testu | N EEREEEEEN (\.-ciuo
zataczonej metodyki — zatacznik nr 1) zawierajacego w opakowaniu 500 testow i zaoferowanie tacznie 18 takich
opakowan?

Odpowiedz: Dopuszczamy.

Pytanie 11 - dotyczy: Czesc nr 1

Czy Zamawiajacy wyrazi zgode na zaoferowanie z pozydji nr 2 testu | E R RN
(wedtug zataczonej metodyki — zatacznik nr 2) zawierajacego w opakowaniu 30 testéw i zaoferowanie facznie 3
takich opakowan?

Odpowiedz: Dopuszczamy, z zachowaniem ilosci oznaczen podanych w formularzu asortymentowo
— cenowym.

Pytanie 12 - dotyczy: Czesé nr 1

Czy Zamawiajacy wyrazi zgode na zaoferowanie z pozycgji nr 2 testu

(wedtug zataczonej metodyki — zatgcznik nr 2) zawierajacego w opakowaniu 30 testow i zaoferowanie facznie 4
takich opakowan?

Odpowiedz: Dopuszczamy, z zachowaniem ilosci oznaczen podanych w formularzu asortymentowo-
cenowym.



Zadane pytania nr 13-16 dotycza pozycji nt 4.

Pytanie 13 - dotyczy: Czes¢ nr 1

Czy Zamawiajacy wyrazi zgode na zaoferowanie z pozycji nr 3 testu _ Streptococcus pneumoniae
Test (wedtug zataczonej metodyki — zatacznik nr 3) zawierajgcego w opakowaniu 12 testow i zaoferowanie
tacznie 16 takich opakowan?

Odpowiedz: Dopuszczamy, z zachowaniem ilosci oznaczen podanych w formularzu asortymentowo-
cenowym.

Pytanie 14 - dotyczy: Czes¢ nr 1

Czy Zamawiajacy wyrazi zgode na zaoferowanie z pozycji nr 3 testu | NN steptococcus pneumoniae
Test (wedtug zataczonej metodyki — zatacznik nr 3) zawierajacego w opakowaniu 12 testow i zaoferowanie
tacznie 17 takich opakowan?

Odpowiedz: Dopuszczamy, z zachowaniem ilosci oznaczen podanych w formularzu asortymentowo-
cenowym.

Pytanie 15 - dotyczy: Czesé nr 1

Czy Zamawiajacy wyrazi zgode na zaoferowanie z pozycji nr 3 testu _ Streptococcus pneumoniae
Test (wedtug zalaczonej metodyki — zalacznik nr 3) zawierajacego w opakowaniu 22 testow i zaoferowanie
tacznie 9 takich opakowan?

Odpowiedz: Dopuszczamy, z zachowaniem ilosci oznaczen podanych w formularzu asortymentowo-
cenowym,

Pytanie 16 - dotyczy: Czesé nr 1

Czy Zamawiajacy wyrazi zgode na zaoferowanie z pozycji nr 3 testu | N st-<ptococcus pneumoniae
Test (wedlug zalaczonej metodyki — zatacznik nr 3) zawierajacego w opakowaniu 22 testow i zaoferowanie
tgcznie 10 takich opakowan?

Odpowiedz: Dopuszczamy, z zachowaniem ilosci oznaczen podanych w formularzu asortymentowo-
cenowym.

W oparciu o art. 38 ust. 2 ustawy PZP niniejsze wyjasnienia stanowigce integralng czes¢ SIWZ,
udostepnia sie Wszystkim Zainteresowanym przedmiotowym postepowaniem, zamieszczajac je na
stronie internetowej Zamawiajacego tj. www.szpitalparkitka.com.pl.

Konieczne jest bezwzgledne ujecie wskazanych zmian w skladanych ofertach.

Informujemy, Ze dotychczas nie przekazano SIWZ zgodnie z art. 42 ust. 2 ustawy Prawo zamowien
publicznych. Stosownie do art. 38 ust.2 uPzp wyjasnienia tresci SIWZ Zamawiajacy przesyta tylko tym
Wykonawcom, ktorym przekazat SIWZ na ich wniosek. Pozostali Wykonawcy winni zapoznac sie z
trescia wyjasnien do SIWZ zamieszczong na  stronie  internetowej  Zamawiajacego
www.szpitalparkitka.com.pl.

Zamawiajacy zachowuje wyznaczony na dzien 04.02.2016 r. termin sktadania i otwarcia ofert.

ZATWIERDZIL:

DYREKTOR
Wojewodzkiego Szpitala Specjalistycznego
im. Najswietszej Maryi Panny w Czestochowie

lek.med. Barbara Magnuszewska-Pankiewicz

Zatgczniki:

1) Metodyki — zat. nr1,2,3.




PRZEZNACZENIE TESTU
B b testem lateksowym do potwierdzenia identyfikacii prawdopodobnych kolonit Staphylococcus

anres 7 podlozy wzrostowych do wstepnej izolacji, dzialajaeym na zasadzie aglutynacii szkielkowe;.

ZASADA TESTU

Czasteczki latcksowe sa pokryte fibrynogenem (do ktorego wiaze si¢ koagulaza) 1 IgG (ktore wiaza si¢ z biatkiem A). Po
zmicszaniu 2 zawicsing JS. awrens crasteczki lateksowe blyskawicznie reaguja tworzac zauwazalne agregary. Zadna zauwazalna
aglutynacja nie zachodzi w nicobecnosci posiadajacych koagulaze/biatko A gronkowcow.

ZAWARTOSC OPAKOWANIA

Odczynnikr odczynnik lateksowy na iruﬂkuwcc:

5ml 5x5ml
Czasteczki lateksowe pokryte ludzkim fibrynogenem 1 [gG konserwowane 0,099% roztworem azydku sodowego (niebieska
nakretka).

Kontrola ? kontrola dodatnia:

1 ml 2x 1:ml
Inaktywowany preparat 5. auress konserwowany 0,099% roztworem azydku sodowego (czarna nakretka).

Instrukcja uzycia

Jednorazowe kartoniki aglutynacyjne

Jednorazowe pateczki do mieszania

DODATKOWE MATERIALY WYMAGANE, ALE NIE WCHODZACE W SKEAD ZESTAWU
* ¢y bakteriologiczne

SRODKI OSTROZNOSCI

Srodki bezpieczenstwa:

1. Odczynniki dostarczone w tym zestawie przeznaczone sa tylko do diagnostyki ix vitre.

2. Azydek sodowy, ktdry stuzy do konserwowania odezynnikow w zestawie, moze reagowac z olowiana lub miedziana
instalacja kanalizacyjna, tworzac potencjalnie wybuchowe azydki metali. Utylizowaé zalewajac duza objgtodcia wody, aby
zapobiec dsadzaniu si¢ azydkow.

3. IgG i fibrynogen uzyte do uczulenia czasteczek lateksu otrzymano z ludzkiej plazmy, ktoéra po przebadaniu okazala sig
ujemna na obecnosé przeciweial przeciw HIV-1, HIV-2 i HbsAg. Pomimo tego powinno si¢ odczynnik traktowac jak
material potencjalnie zakazny.

4. Nalezy podja¢ odpowiednie $rodki ostroznosdci podczas pracy i utylizacji potencjalnych patogendw. Dekontaminacie
materialu zakaznego powinno si¢ przeprowadzac przy pomocy podchlorynu sodowego w koncowym stezeniu 3%
przez 30 min. Scieki plynne zawierajace kwasy nalezy neutralizowac przed wylaniem.

5. Kontrola dodatnia zostala inaktywowana w czasie procesu wytwarzania. Jednak powinna by¢ traktowana jak
material potencjalnie zakazny.

Srodki proceduralne:
1 powinien by¢ uzywany zgodnie z dolaczona instrukcja.
Pozwoli¢ wszystkim odczynnikom na osiagnigcie temperatury pokojowej przed uzyciem.
Nie rozcienczac¢ zadnego odczynnika 2 zestawu.
Nie mieszaé¢ odezynnikow z roznych partii i zestawow.
Nie zamrazac¢ zadnych odczynnikow.
Uwazaé, zeby vakraplacz # odczynnikiem lateksowym nie dotknal kontroli dodatniej lub probek bakteryjnych.
Zachowac ostroznosc podezas zapisywania wynikow aglutynacii. Reakeje, ktore s zbyt silne lub ,,wlokniste” moga nie
byc prawdziwa aglutynacja.
8.  Przed uzyciem upewnic si¢, ze karta jest czysta i sucha,

Mowa P

PRZECHOWYWANIE I TERMIN WAZNOSCI
powinien byé przechowywany w temp. 2 - 8°C, kiedy nie jest uzywany. Zestawu nic nalezy uzywac po
uplywie daty waznosci wydrukowanej na naklejce na kartonie.
MATERIAL DO BADANIA
Wybraé 1 - 2 izolowane kolonie rosnace przez 18 - 24 godz. w temp. 35 - 37°C na podlozu do izolacji wstepnej, takim jak agar z
5% krwi. Morfologia badanych drobnoustrojow powinna przypominaé morfologic §. anrens. Powinno si¢ bada¢ pojedyncze czyste
kolonie, aby zminimalizowa¢ mozliwos¢ blednych wynikow. Jezeli to konieczne, rozizolowac szczep na nowej plytce agarowe;.
Bakterie z kolonii o atypowej morfologii sprawdzi¢ pod wzgledem  barwienia metoda  Grama, aby zwickszy¢
prawdopodobienistwo, ze wybrano do badania gronkowee.
SPOSOB WYKONANIA
Kontrola jakosci:
1. Kontrola dodatnia: doda¢ jedna krople kontroli dodatnie; _) do kolka na karcie testowey. Wymieszac lateks
przez delikatne odwracanie buteleczki idodaé¢ 1 krople do tego samego kolka na karcie
reakcyjnej; zamiesza paleczka. Nie pozwolié, zeby zakraplacz dotknal do kontroli dodatniej. Delikatnie obracac



karte. Po 2 minutach powinna uwidocznic si¢ aglutynacja, wskazujaca na wynik dodatni. Jezeli nie wida¢ aglutynacji,
powinno si¢ uzy¢ nowy zestaw.
Kontrola ujemna: wymieszac lateks _ przez delikatne odwracanie buteleczki i dodaé 1 krople do
kotka na karcie reakceyjnej. Pobrad jedna $wieza (18-24 godz.) koloni¢ znanego gronkowca koagulazo-ujemnego, np.
Staphylococens epidermidis i zawiesi¢ ja w kropli odezynnika latcksowego na karcie. Delikatnie obracac kartg przez 2 minuty.
Nie powinna zajs¢ zadna aglutynacja.
Procedura badawcza:

1. Wymiesza¢ lateks ||| || |AAAA :-c- dclikane odwracanic buteleczki i dodaé 1 krople do kdlka na czyste,

suchej karcie reakcyjnej.

[

2. DPobra¢ jatowa cza jedna koloni¢ badancgo szezepu i zawiesic w kropli odezynnika lateksowego na karcie.
Rozprowadzi¢ na powierzchni kolka paleczka do mieszania.
3. Delikatnie obraca¢ karte przez 2 minuty i obserwowaé, czy pojawia si¢ aglutynacja.
4. Po odezycie wrzuci¢ zuzyte karty i paleczki do roztworu odpowiedniego érodka dezynfekeyjnego.
INTERPRETACJA WYNIKOW
Aglutynacja po 2 minutach jest wynikiem dodatnim i wskazuje na obecnosc 5. awrews. Brak aglutynacji wskazuje na nicobecnosé S.
anrens 1 innych szczepow gronkowcow koagulazo-dodatnich, posiadajacych bialko A.
OGRANICZENIA TESTU
Wyniki nalezy interpretowac w polaczeniu ze wszystkimi dostgpnymi informacjami laboratorynymi i klinicznymi.
Badac tylko czyste, pojedyncze kolonie, poniewaz mieszane kolonie moga dawac bledne wyniki.
Hodowle starsze od 30-godzinnych moga dawac auroaglutynacye.
Podloza o wysokiej zawartosci soli, takie jak Mannitol Salt Agar, hamuja wytwarzanie biatka A, co moze prowadzic do
falszywic ujemnych wynikow.
5. Szorstkie szczepy gronkowcow moga dawaé falszywie dodatnie reakcje. Szezepy te spotyka si¢ rzadko i mozna je
odrozni¢ od pladkich szczepow po morfologii kolonii. Obecnos¢ szezepu szorstkiego mozna potwierdzic przez
zawieszenic kolonii w soli fizjologiczne] 1 sprawdzenie, czy zawicsina jest gladka, czy nie,
Wiloknista reakcja na karcie moze nic byé prawdziwa reakcja dodatnia. Wymagane sq dalsze testy biochemiczne.
7. Pewne drozdzaki moga dawa¢ falszywie dodatnie wyniki.
8. Wazystkie koagulazo-dodatnic gronkowce reaguja i dlatego S. awrens nie mozna w ten sposob
odrdznié od S. intermedius 1 5. hyiens. |ednak te dwa ostatnic gatunki rzadko izoluje si¢ z materialow od ludzi. Czgscie)
izoluje si¢ je od zwierzat lub sg saprofitami.

ek i

=

9. jest przesnaczony do identyfikacy wstepnej J. awrens.  Tdentyfikacje koloni dajacych wyniki

dodatnie powinno si¢ porwierdzi¢ testami biochemicznymi.

CHARAKTERYSTYKA POROWNAWCZA

Porownano _ z dobrze znanym dostgpnym w handlu latcksowym testem aglutynacyjnym dla S anreus.
Badano przy pomocy obu testow 121 szczepow 5. aureus tinnych Scisle spokrewnionych szezepéw gronkowcowych oraz 56
potencjalnie reagujacych krzyzowo bakteri.

I |
() o e
Komercyjny test (+) 63 0 63
lateksowy (— 0 114 114
Ogotem 63 114 177
Czulosc: 63/63 = 100%
Swoistosc: 114/114 = 100%
Zgodnosc: 177/177 = 100%

*Sposrad 63 szezepow z tej grupy, 9 reagowalo krzyzowo z obu testami. Byly to szczepy C. diversus (1), A. bawmanii (2), P. stuartii
(1), B.cerens (2), K. oxytoca (1), paciorkowce (2).

Jednak wszystkic wyzej wymienione szczepy albo nie rosly, albo mialy bardzo nietypowa morfologie, kiedy hodowano je na
podiozach wybiorezych dla gronkowedw. W praypadku B. cerens aglutynacja byla nietypowa (wldknista).

ODTWARZALNOSC

Odtwarzalno§é w obrebie serii ustalono badajac czulosé 1 swoistos¢ testow z jednej serii dla rozciericzed seryjnych antygenow
szczepow referencyjnych i antygenu kontrolnego z zestawu oraz dla panclu materiatéw  bakteryjnych. Roézni operatorzy
wykonywali testy przy 3 roznych okazjach. Korcowe rozciciiczenia otrzymane dla antygenow szczepow referencyjnych 1 kontroli
dodatniej oraz wyniki jakosciowe dla panelu badanego byly identyczne dla wszystkich trzech oznaczen.

Odtwarzalnos¢ dla réznych serii badano oznaczajac ceutosé 1 swoistosé 3 serii produktu dla seryjnych rozcieiczen antygendw
szezepow referencyjnych i kontroli dodatnicj oraz dla panelu materialéw bakteryjnych. Nie zaobserwowano rozbieznosei pod
wrgledem koficowego miana dla 3 serii, a wyniki jakosciowe dla panclu szezepdw byly zgodne w 100%.




Zatacznik nr 2

PRZEZNACZENIE

zawiera zestaw testow lateksowych do jakosciowego wykrywania antygenow
streptokokéw grupy B, Haemophilus influenzae typu b, Streptococcus pneumoniae (pneumococcus), Neisseria meningitidis
(meningococcus) typow A, B, C, Y lub W135 1 Escherichia coli K1 obecnych w plynie mézgowo-rdzeniowym (PMR). Test
moze by¢ réwniez uzywany do badania innych plyndéw ustrojowych lub supernatantéw z posiewu krwi w kierunku
wigkszosci wymienionych antygendw, oraz hodowli w kierunku N. meningitidis grupy B lub E. coli K1 (patrz tabela 1).
PODSUMOWANIE

Zapalenie opon mézgowych (meningitis) ma wiele potencjalnych przyczyn, zaréwno infekcyjnych jak i nieinfekeyjnych.
Nieodpowiednio leczone bakteryjne zapalenie opon mézgowych moze by przyczyng $mierci. Wezesna identyfikacja
czynnika infekcyjnego moze mie¢ duze znaczenie w ustaleniu odpowiedniej terapii. Wiele szczepdw bakterii moze braé
udzial w zapaleniu opon mézgowych. Streptokoki grupy B i E. coli K1 s3 dwoma najczestszymi czynnikami powodujacymi
sepse u noworodkow, podezas gdy u starszych pacjentow najczesciej izolowane sg H. influenzae typu b, S. pneumoniae, N.
meningitidis A, B, C, Y i WI135. Te organizmy posiadajg specyficzne polisacharydowe antygeny powierzchniowe, ktérych
pewna iloé¢ przenika do pozywek hodowlanych, plynéw ustrojowych takich jak PMR, surowicy lub moczu. Antygeny te

moga by¢ wykrywane przy pomocy czulych metod immunologicznych takich jak immunoelektroforeza i aglutynacja
lateksowa.

ZASADA TESTU

Odezynniki testu || N -2vieraja crzastki lateksu oplaszezone przeciwcialami przeciwko antygenom bakteryjnym.
Czastki lateksu aglutynuja w obecnosci homologicznego antygenu. Odczynniki dla Streptococcus i H. influenzae sa
specyficzne odpowiednio do grupy B i typu b, odczynnik dla §. preumoniae jest uczulony przeciwcialami oczyszczonymi z
wielowalentnej surowicy, a poliwalentny odczynnik dla N. meningitidis reaguje z antygenami grup A, C, Y 1 W135. Antygen
meningokokow z grupy B jest trudniejszy do wykrycia i jest strukturalnie 1 immunologicznie zwiazany z antygenem E. coli
K1, obydwa antygeny reaguja z odczynnikiem dla N. meningitidis grupy B.

ODCZYNNIKI

SKLAD ZESTAWU

_ 30 oznaczen

1. Lateks Testowy 1 butelka (rézowa zakretka)

2. Lateks Testowy H. influenzae b 1 butelka (jasno nicbieska zakrgtka)
3. Lateks Testowy S. preumoniae 1 butelka (zdtta zakretka)

4. Lateks Testowy N. meningitidis || N N 1 butelka (szara zakretka)

5. Lateks Testowy N. meningitidis B/E. coli K1 1 butelka (brazowa zakrgtka)

6. Lateks Kontrolny 5 butelek (ciemno niebieskie zakrgtki)
7. Poliwalentna kontrola dodatnia 2 butelki ( czerwona zakretka)

8. Kontrola ujemna 1 buteleczka ( biata zakretka)

8. Jednorazowe karty reakcyjne | paczka

9. Jednorazowe paleczki 2 paczki

10. Jednorazowe zakraplacze 1 pojemnik

11. Instrukcja 1

OPIS ODCZYNNIKOW, PRZYGOTOWANIE I ZALECANE WARUNKI PRZECHOWYWANIA

Patrz rowniez Ostrzezenia i srodki ostroznosci.

Przed otwarciem wszystkie odczynniki powinny by¢ przechowywane w temperaturze 2-8°C, Tak przechowywane
odczynniki zachowujg aktywnos¢ do daty waznosci umieszczonej na etykiecie.

i Lateksy Testowe. 0,5% zawiesina czastek lateksu w buforze zawierajacym 0,05% _ i/lub 0,1% azydku
sodowego jako konserwant. Czastki lateksu sa oplaszczone odpowiednimi przeciwciatami pochodzenia kroliczego oprocz
reagentu N. meningitidis B/E.coli K1, ktory jest oplaszczony mysimi przeciweiatami monoklonalnym.

2. Lateksy kontrolne. 0,5% zawiesina czastek lateksu w buforze zawierajacym 0,05% _ i/lub 0,1% azydku
sodowego jako konserwant. Czastki lateksu sg oplaszczone kréliczym biatkiem oprocz odezynnika dla N. meningitidis B/E.
coli K1, ktéry jest oplaszezony mysimi monoklonalnymi przeciwcialami przeciwko Bordetella bronchiseptica.

Zawiesiny lateksowe sg dostarczone w postaci gotowej do uzycia. Powinny by¢ przechowywane w pozycji pionowej w
temperaturze 2-8°C. Po dlugim okresie przechowywania moga pojawic sig skupienia czastek lateksu w butelce. W takim
przypadku nalezy wstrzasaé energicznie butelkg z odezynnikiem przez kilka sekund. NIE ZAMRAZAC.

3. Poliwalentna kontrola dodatnia. Liofilizowane ekstrakty bakteryjne zawierajace antygeny z reprezentatywnych
szczepdw dla kazdego badanego gatunku. Zawiera 1,0% tiomersal przed uwodnieniem, a po uwodnieniu 0,02%.

Uwodnié przy uzyciu 3,6ml sterylnej wody destylowanej. Po dodaniu wody pozostawi¢ butelke na kilka minut, nastgpnie
wymieszac.

Po rekonstytucji przechowywaé w temperaturze 2-8°C przez maksymalnie 6 miesigey.

OSTRZEZENIA I SRODKI OSTROZNOSCI

Test wylacznie do diagnostyki in vitro.




Test wylacznie do profesjonalnego uzytku.

Nalezy zwrdci¢ uwage na informacje na temat niebezpiecznych skladnikow zawarte w kartach bezpieczenstwa i na
etykietach.

OCHRONA ZDROWIA [ BEZPIECZENSTWO

1.

Poliwalentna kontrola dodatnia zawiera 1,0% tiomersal, ktory w Dyrektywie EEC zostal okreélony jako toksyczny
(T). Z odezynnikiem zwigzane sg nastepujace zwroty ryzyka (R) i bezpieczenstwa (S):

R23/24/25 dziala toksycznie przez drogi oddechowe, w kontakcie ze skorg i po polknigciu

R33 niebezpieczenstwo kumulacji w organizmie

S12 przechowywaé pod zamknigciem i chroni¢ przed dziec¢mi

536/37/39 nosi¢ odpowiednia odziez ochronna, odpowiednie r¢kawice ochronne i okulary lub ochrong
twarzy

545 w przypadku awarii lub jezeli Zle si¢ poczujesz, niezwlocznie zasiggnij porady lekarza, jezeli to

mozliwe pokaz etykiete
Testowe i kontrolne lateksy dla streptokokdéw grupy B, /. influenzae typu b, S. pneumoniae, N. meningitidis ACY
W135 zawieraja azydek sodowy w stezeniu 0,1%. Jest on sklasyfikowany wg Dyrektywy EEC jako szkodliwy
(Xn). Z odczynnikiem zwiazane sa nastgpujace zwroty ryzyka (R) i bezpieczenstwa (S):

R22 dziata szkodliwie po polknigciu

R32 w kontakcie z kwasami uwalniania bardzo toksyczne gazy

S2 chroni¢ przed dzie¢mi

S13 nie przechowywac razem z zywnoscig, napojami i paszami dla zwierzat

S36 nosi¢ odpowiednig odziez ochronng

S46 w razie polknigcia, niezwlocznie zasiegnij porady lekarza, pokaz opakowanie lub etykiete

Azydki moga reagowaé z miedzia i olowiem tworzac wybuchowe zwiazki. Tlosci odczynnika uzyte w tym tescie sg male.
Pomimo to przy usuwaniu odczynnikdw zawierajacych azydek nalezy spluka¢ je duza iloscia wody.

3

4.

T

Wszystkie materialy pochodzenia ludzkiego powinny by¢ traktowane jako potencjalnie zakazne. Zaleca sig

postgpowanie zgodne z dobrg praktyka laboratoryjna.

W przypadku stosowania radioaktywnych materiatéw do hodowli nalezy przestrzegac nastgpujacych zasad:

radioaktywne materialy powinny by¢ przechowywane w przeznaczonym do tego pomieszczeniu

praca z materialami radioaktywnymi musi odbywac si¢ w przeznaczonym do tego pomieszczeniu

nie pipetowaé ustami

nie jes¢, nie pic, nie pali¢ w miejscu pracy

po pracy dokltadnie umy¢ rece

nalezy przestrzegac ]okalnych przepisdw
Materlab nie jednorazowe powinny by¢ wysterylizowane po uzyciu. Zalecang metoda jest autoklawowanie przez
15 minut w 121°C. Materialy jednorazowe powinny zosta¢ autoklawowane lub spalone. Rozlane plyny, ktore sa
potencjalnie zakazne powinny zosta¢ usunigte absorbujacym recznikiem, a powierzchnie zdezynfekowane
antybakteryjnym $rodkiem lub alkoholem 70%. Nie uzywaé podchlorynu sodowego. Materialy uzyte do usuwania
rozlanych plynéw lgcznie z rekawiczkami powinny zostac usunigte jak inne materiaty zakazne.
Nie pipetowac ustami. W czasie wykonywania oznaczenia nalezy stosowac odziez ochronna,

jednorazowe rgkawiczki i okulary ochronne. Umy¢ rgce po pracy z zestawem.

moe s o

Postepowanie zgodne z dobra praktyka laboratoryjna, standardami higieny i dostarczonymi

z testem informacjami sprawia, Ze skladniki zestawu nie stanowia zagrozenia dla zdrowia.

ANALITYCZNE SRODKI OSTROZNOSCI

1.
2.

ERuEh

Nie uzywac reagentow po uplywie terminu waznosci.

Przed uzyciem doprowadzi¢ odczynniki do temperatury pokojowej (18-30°C). Odczynnik lateksowy, w ktérym

pojawia sie skupiska i grudy nie powinien by¢ uzywany gdyz oznacza to, ze odczynnik byl zamrozony.

Nalezy unika¢ zanieczyszczenia mikrobiologicznego gdyz moze to ograniczy¢ okres trwalosci lub spowodowac

blgdne wyniki.

Wazne jest, aby w czasie nakrapiania odczynnika trzymac butelki pionowo. Umozliwia to dozowanie wlasciwych

objgtosci.

Nie nalezy uzywaé odezynnikéw pochodzacych z zestawdw o réznych numerach serii.

Nie dotyka¢ pol reakeyjnych na kartach.

W oznaczeniach mozna uzywaé mechanicznej wytrzasarki o nastepujacych parametrach:

a. plaska wytrzasarka o obrotach 100-150rpm, $rednica ruchu 3,0-34cm. Kartonik reakcyjny po zdjeciu z
wytrzasarki powinien byé krétko poruszany ruchami kotyszacymi przed odczytem.

b. orbitalna wytrzgsarka pracujaca przy obrotach 25rpm i kacie 9-10,5° lub 18rpm i kat 16-17,5°.

POBIERANIE 1 PRZECHOWYWANIE PROBEK

a.  Prébkiz plynéw ustrojowych (PMR, surowica, mocz) powinny by¢ badane jak najszybeiej po pobraniu. Jezeli probka
nie moze byé przetestowana natychmiast po pobraniu mozna ja przechowywaé w 2-8°C przez noc lub diuzej w
temperaturze -15 do -20°C. Jezeli konicczne sa jakickolwiek bakteriologiczne oznaczenia z probki, powinny by¢
wykonane przed testem lateksowym, aby unikna¢ zanieczyszczenia probki.

b. Hodowle krwi moga byé badane po 18-24 godzinach inkubacji w 37°C lub wezesnigj, jezeli pojawi sig wzrost bakterii.

c. Hodowle plytkowe (N. meningitidis B/E. coli K1). Kolonie rosnace na wzbogaconym podtozu (agar krwawy,
czekoladowy) moga by¢ badane po catonoenej inkubacji w 37°C. Razem z testem lateksowym nalezy wykona¢
barwienie Grama



PROCEDURA
MATERIALY DOSTARCZONE
Patrz skfad zestawu.
MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZONE
 LaZnia wodna
*  Wirdwka lub filtry membranowe (0,45um)
e Wytrzgsarka (opcjonalnie)
PRZYGOTOWANIE PROBEK KLINICZNYCH
a. Proébki z plynéw ustrojowych musza by¢ ogrzane przed testem, aby zminimalizowac¢ niespecyficzne reakcje.
Zaleca sig nastgpujace procedury:

1) Dla PMR i moczu nalezy ogrzewac probkg 5 minut w tazni z wrzaca woda. Ochlodzi¢ probke do
temperatury pokojowej (18-30°C) i odwirowac lub przefiltrowac przez filtr 0,45um. Dla uzyskania
maksymalnej czulosci, probki moczu mozna 25 krotnie zagesci¢ przy uzyciu koncentratora
‘ (Amicon). Odwirowac lub przefiltrowac jak powyzej.

2) Dla surowicy nalezy dodac 3 objetosci 0,1M EDTA o pH 7.4 na 1 objgtos¢ surowicy, podgrzewac
przez 5 minut w lazni z wrzaca woda. Ochlodzié probke do temperatury pokojowej (18-30°C) i
odwirowacé lub przefiltrowac.

b. Hodowle krwi. 1-2ml probki nalezy odwirowaé, aby oddzieli¢ czerwone krwinki. Np. przy 1000g przez 5-10
minut. Supernatant nalezy uzy¢ do testu.
¢. Hodowle plytkowe (N. meningitidis B/E. coli K1). Test wykonywac bezposrednio z hodowli.

PROCEDURA TESTU

Przed wykonaniem testu zapoznac si¢ z Analitycznymi Srodkami Ostroznosci.

Praobki z plynéw ustrojowych, supernatanty z hodowli krwi.

Uwaga: Najpierw nalezy wykonac¢ reakcjg z Lateksami Testowymi (Test Latex) a jezeli wynik dla ktéregos z lateksow
testowych jest dodatni, wykonaé reakcje badanego materialu z odpowiednim Lateksem Kontrolnym (Control Latex).

Etap 1 Przygotowac probke jak opisano.
Etap 2 Wstrzasnaé odezynniki lateksowe.
Etap 3 Umiescié po jednej kropli kazdego Lateksu Testowego na osobnych polach reakeyjnych | 1 kropla

(oznaczonych tym samym kolorem co zakretki buteleczek). W trakcie dozowania butelki
trzymac pionowo.

Etap 4 Uzywajac jednorazowego zakraplacza odmierzy¢ jedng kroplg (okolo 40ul) materialu | 1 kropla
badanego i nalozy¢ obok kazdej kropli lateksu

Zmieszaé¢ krople paleczka i rozprowadzi¢ na calej powierzchni pola reakcyjnego. Dla
Etap 5 kazdego pola uzywac osobnej paleczki.

Porusza¢ kartonikiem ruchami kolistymi. Sprawdzi¢ czy pojawia si¢ aglutynacja. Odczyt
Etap 6 wykonaé¢ w ciggu 3 minut, wizualnie z odleglosci okoto 25-35cm. Nie uzywac szkiel | 3 minuty
powigkszajacych. Mozna stosowa¢ mechaniczng wytrzasarke. Otrzymane wyniki powinny
by¢ wyraznie widoczne w normalnych warunkach oswictleniowych.

W przypadku pojawienia si¢ aglutynacji w ktoryms z pol wykonac¢ kontrole reakcji
niespecyficznych za pomocg odpowiedniego Lateksu Kontrolnego (Control Latex).

Etap 7 Kontrola reakeji niespecyficznych:

- Na wolne pole na kartoniku testowym (oznaczone na granatowo) umiesci¢ jedna krople
Lateksu Kontrolnego (Control Latex) odpowiadajgcemu Lateksowi Testowemu
Etap 8 dajgcemu aglutynacje. W trakcie dozowania butelke trzymac pionowo.

-Za pomocy jednorazowego zakraplacza nanies¢ jedna krople (okolo 40ul) materialu
badanego obok Lateksu Kontrolnego.

-Zmieszaé krople paleczka i rozprowadzi¢ na calej powierzchni pola reakcyjnego.

-Porusza¢ kartonikiem ruchami kolistymi. Sprawdzi¢ czy pojawia sig¢ aglutynacja. Odczyt
wykonaé w ciagu 3 minut, wizualnie z odleglosci okolo 25-35¢m.

- Pojawiajaca si¢ aglutynacja swiadczy o reakcjach niespecyficznych — wynik jest
niemozliwy do interpretacji.

Etap 9 Usunac zuzyte karty.




Hodowle plytkowe
(Tylko N. meningitidis B/E. coli K1)

Etap | Wstrzgsnaé odczynniki lateksowe.

Etap 2 Dla kazdej badanej hodowli umiesci¢ po jednej kropli kazdego Lateksu Testowego na | 1 kropla
osobnych polach reakcyjnych.

Etap 3 Plaska strona paleczki przenies¢ material z plytki z hodowla na pole reakcyjne.
Odpowiednig iloscig do testu jest ilos¢ odpowiadajaca jednej duzej kolonii.

Probka

Rozetrzeé probke delikatnie w kropli odezynnika. Nie uszkodzi¢ powierzchni karty.

Etap 4 Doprowadzi¢ do powstania emulsji. Rozprowadzi¢ na calej powierzchni pola reakcyjnego.
Uzywajac osobnej paleczki powtérzyé czynnoéé dla Lateksu Kontrolnego.

Etap 5 Poruszaé kartonik ruchami kolistymi. Sprawdzi¢ czy pojawia si¢ aglutynacja. Odczyt
wykonaé w ciagu 20 sekund, wizualnic z odleglosci okoto 25-35cm. Nie uzywac szkiel
powigkszajacych. Mozna stosowaé mechaniczna wytrzasarke. Otrzymane wyniki powinny

Etap 6 by¢ wyraznie widoczne w normalnych warunkach oswietleniowych.

Etap 7 Usungé zuzyte kartoniki. 20 sekund

WYNIKI ,

ODCZYT WYNIKOW

Aglutynacja w ciggu 3 minut mieszania lateksu z probka $wiadezy o wyniku dodatnim (dla badania prébki kolonii 20

sekund) — Rys. 1.

Szybkosé i wyglad aglutynacji zalezy od sily antygenu. Aglutynacja moze mie¢ wyglad od duzych skupisk pojawiajacych si¢
po kilku sekundach mieszania do matych pojawiajacych sie raczej powoli. W przypadku badania hodowli wigkszos¢ reakeji

dodatnich jest prawie natychmiastowa.

W przypadku reakeji ujemnej nie pojawia sie aglutynacja, a mleczny wyglad mieszaniny pozostaje niezmieniony w czasie
testu (Rys. 2). Jakkolwiek $ladowe granulki moga by¢ widoczne w obrazie wyniku ujemnego. W przypadku badania kolonii
niektore szczepy moga powodowacé ,,zytkowate™ skupiska lateksu na mlecznym tle, taka reakcja powinna by¢ interpretowana
jako ujemna.

UWAGA: czastki lateksu uzyte w lateksie testowym i kontrolnym do N. meningitidis B/E. coli K1 sa inne od uzytych do

pozostalych odczynnikéw.

Rys. 1 Rys. 2




KONTROLA JAKOSCI

Zaleca si¢ wykonywanie nastgpujacych procedur kontrolnych z kazdym nowo dostarczonym zestawem jak rowniez dla
kazdej serii oznaczen. Kazde odstepstwo od spodziewanych wynikéw wskazujace na problem z odczynnikami, musi by¢
wyjasnione przed uzyciem testu do badania probek klinicznych.

Sprawdzanie wizualne

Zawiesiny lateksu po nalozeniu na kartonik testowy powinny byé zawsze skontrolowane pod katem aglutynacji. Jezeli
widoczna jest aglutynacja lateksu przed nalozeniem probki badanej, zawiesina nie moze by¢ uzywana.

W czasie przechowywania nieliczne agregacje lub straty moga pojawi¢ sig na gorze buteleczki. Jezeli zostanie to zauwazone
buteleczka powinna by¢ wytrzasana az do catkowitego rozpuszezenia czasteczek.

Kontrola dodatnia: Dzialanie Latekséw Testowych moze by¢ sprawdzone przez dodanie poliwalentnej Kontroli Dodatniej
(Positive Control) do pola testowego, w ktérym nie zaobserwowano aglutynacji Lateksu Testowego z badana probka w
ciggu trzech minut mieszania. Wyrazna aglutynacja powinna wystapi¢ w przypadku wszystkich lateksow.

Etap | Uzywajac jednorazowego zakraplacza nakropli¢ jedna krople Kontroli Dodatniej na pole | 1 kropla
testowe na ktérym nie zaobserwowano aglutynacji Lateksu Testowego z badana probka.
Wymiesza¢ odczynnik pateczka 1 usunaé bezpiecznie paleczke.

Etap 2 Poruszaé kartonik ruchami kolistymi przez 3 minuty. Po tym czasie powinna by¢
Etap 3 obserwowana wyrazna aglutynacja. 3 minuty
Etap 4 Usungg bezpiecznie zuzyte kartoniki

Kontrola ujemna:

Jezeli uzyskano przynajmniej jeden wynik ujemny w czasie pracy z testem dla Lateksu Testowego i Lateksu Kontrolnego
(lub dla samego Lateksu Testowego w przypadku gdy nie wykonywano préby z Lateksem Kontrolnym) nie wymagana jest
dodatkowa kontrola ujemna.

Jezeli probka badana daje aglutynacje z Lateksem Testowym i brak aglutynacji z Lateksem Kontrolnym powinna by¢
wykonana kontrola z odczynnikiem Kontroli Ujemnej (Negative Control) lub z niezaszczepionym podlozem do hodowli
krwi zgodnie z ponizszg procedura.

Etap 1 Umiescié jedng krople Lateksu Testowego (Test Latex) na jednym polu kartonika | 1 kropla
testowego.
Etap 2 Pobraé 1 krople Kontroli Ujemnej (Negative Kontrol) lub niezaszezepionego podtoza do | | kropla

hodowli krwi i umiesci¢ obok kropli Lateksu Testowego.

Zmieszaé krople pateczka i rozprowadzi¢ na calej powierzchni pola reakcyjnego. Dla
Etap 3 kazdego pola uzywaé osobnej paleczki. 3 minuty

Porusza¢ kartg ruchami kolistymi. Sprawdzi¢ czy pojawia sig aglutynacja. Odczyt wykonac
Etap 4 w ciagu 3 minut. Po tym czasie nie powinna by¢ widoczna aglutynacja.
Etap 5 Usunaé bezpiecznie zuzyte kartoniki

Przy badaniach plynow ustrojowych nalezy uzywac Kontrole Ujemna (Negative Control) dostarczong razem z testem.

Dla prébek hodowli krwi jako kontrola ujemna moze by¢ stosowane niezaszczepione podloze do hodowli krwi pochodzace z
tego samego zrodla.

Uwagi:

1. Wezedniej oznaczone probki ujemne i dodatnie, zamrozone i przechowywane w temperaturze -15 do-25°C lub nizszej,
moga byé stosowane jako dodatnie i ujemne kontrole. Kontrola dodatnia moze by¢ stosowana w miejsce probki badane;.

2. Przy identyfikacji wyrostych kolonii (tylko — N. meningitidis B/E coli K;) kontrolg odczynnikéw mozna
przeprowadzié za pomocy $wiezej, calonocnej hodowli szezepu referencyjnego postepujac zgodnie z procedura opisang w
Wykonaniu Testu.

Odpowiednie szczepy referencyjne to :

ATCC 13090 — N. meningitidis groupa B (reakcja dodatnia)

ATCC 23503 — E. coli typ K1 (reakcja dodatnia)

ATCC 13077 — N. meningitidis groupa A (reakcja ujemna)

ATCC 13090 and ATCC 23503 powinny wykazaé aglutynacje z Lateksem Testowym oraz brak aglutynacji z Lateksem
Kontrolnym,

ATCC 13077 powinno wykazywacé brak aglutynacji zaréwno z Lateksem Kontrolnym jak [ Testowym.

INTERPRETACJA WYNIKOW

Wynik dodatni

Wyraina aglutynacja w reakcji z jednym Lateksem Testowym oraz brak aglutynacji z pozostalymi Lateksami
Testowymi (Test Latex) i Lateksami Kontrolnymi (Control Latex) swiadczy o obecnosci danego antygenu bakteryjnego
w probee.

Generalng zasada jest, ze dodatni wynik w reakcji probki od noworodka z lateksem N. meningitidis B/E. coli K1 $wiadczy o
infekcji E. coli K1, u starszych pacjentow bardziej prawdopodobny jest meningococcus grupy B.
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Wynik ujemny

Ujemna reakcja ze wszystkimi odczynnikami lateksowymi wskazuje na brak antygenu bakteryjnego na poziomie
mozliwym do wykrycia w probee — nie wyklucza to mozliwosci infekeji spowodowane) przez te mikroorgamzmy. Jezel
symptomy utrzymujg si¢ konieczne jest wykonanie testu na alternatywnej probce lub test po zaggszczeniu moczu.

Brak aglutynacji w reakcji z lateksem N. meningitidis B/E. coli K1 wskazuje, ze nie jest prawdopodobne iz jest to N.
meningitidis B lub E. coli K1.

Wynik niemozliwy do interpretacji

Aglutynacja w reakcji z wigcej niz jednym Lateksem Testowym (Test Latex) lub aglutynacja z Lateksem Testowym
(Test Latex) i odpowiednim Lateksem Kontrolnym (Control Latex) swiadczy o niespecyficznej reakeji. W wigkszosci
przypadkow niespecyficzne reakcje mozna wyeliminowa¢ przez ogrzewanie i doprowadzenie do klarownosci probki (patrz
Przygotowanie prabek klinicznych). Jezeli niespecyficzna reakcja pojawi sig w reakcji supernatantu z hodowli krwi nalezy
podgrza¢ probke we wrzacej wodzie przez 5 minut schlodzi¢ do temperatury pokojowej (18-30°C), odwirowac i powtorzy¢
test.

UWAGA: test wykonywany bezposrednio na prébkach klinicznych jest przeznaczony do przesiewowej diagnostyki i nie
zastepuje hodowli i identyfikacji. Wyniki testu musza by¢ powiazane z innymi informacjami takimi jak: objawy, wyniki
innych testow, obraz kliniczny itp.

OGRANICZENIA PROCEDURY

1. Dla probek plyndw ustrojowych od noworodkéw (tylko grupa B streptokokow) falszywie ujemne wyniki moga
wystapi¢ gdy poziom antygendw w probee jest ponizej czulosci testu. Ujemne wyniki testu musza by¢
potwierdzone wynikami hodowli na bulionach selektywnych. Wyniki dodatnie wskazuja na obecnos¢ antygenow
Streptokokéw grupy B — wynik nie musi wskazywaé na obecnos¢ zywych mikroorganizméw

2. Dla probek plynow ustrojowych od matych dzieci (tylko grupa B streptokokow) stosowanie testu nie moze zastapic
hodowli mikroorganizméw. Wykonanie testow w celu diagnozowania choréb wywotywanych paciorkowcami z
grupy B na probkach moczu od matych dzieci nie jest potwierdzone.

3. Zakazenia wywolane przez paciorkowce grupy B wystepujg glownie u noworodkéw. Dodatnie wyniki otrzymane z
prébek plynéw ustrojowych od pacjentéw starszych niz 6 miesigcy powinny byc interpretowane z duzg
ostroznoscig. Dodatnie wyniki otrzymane z hodowli krwi od pacjentow w kazdym wieku moga mie¢ duze
znaczenie.

4. Wynik dodatni jest uzalezniony od obecnosci antygenu bakteryjnego w probee na poziomie wykrywalnym.

5. Dostepne sa tylko ograniczone informacje na temat wykrywania w moczu lub surowicy antygenu N. meningitidis
B/E. coli K1 (Tabela 6). Brak jest klinicznych informacji na temat wykrywania w moczu antygenu N. meningitidis
ACY W135 (Tabela 5). Jakkolwiek stwierdzano ten antygen w probkach moczu.

6. Stwierdzono kilka przypadkdw wystgpowania niespokrewnionych bakterii posiadajacych wspolne antygeny.
Dlatego nie nalezy wyklucza¢ mozliwosci krzyzowych reakcji w tescie lateksowym,

OCZEKIWANE WYNIKI

Probki zawierajace wykrywalne poziomy antygenu: streptokokow grupy B, /. influenzae typu b, antygenu otoczkowego S.
preumoniae, antygendw N. meningitidis A, C, Y, W135, lub antygenow N. meningitidis B / E. coli K1 bgda dawaly
aglutynacje z odpowiednim Lateksem Testowym.

CHARAKTERYSTYKA

1. Probki z plynow ustrojowych
W 15 osrodkach prowadzono badania z probkami z plynéw ustrojowych (Swiezymi i zamrazanymi) |
supernatantami z hodowli krwi. Przechowywane prdbki nie byly poddawane ogrzewaniu jak opisano w
Przygotowaniu probek. Nie stwierdzono znaczacej utraty antygenu po procedurze ogrzewania.

Czulosé
Czulo$é testu okreslono na podstawie badan dodatnich probek.

Tabele 2 do 6 ukazujg liczbe probek badanych na poszezegodlnych lateksach i liczbe dodatnich wynikéw. Czulosci
dla poszezegdlnych latekséw w badaniu PMR byly nastepujace: 67% (12/18) dla w
165% (11/17) dla i

Specyficznosé
Specyficzno$é kazdego z pigeiu odezynnikdw lateksowych bylta sprawdzana na plynach ustrojowych ($wiezych i
mrozonych) oraz probkach hodowli krwi od pacjentéw z bakteryjnym lub aseptycznym zapaleniem opon
moézgowych i 0 innym, nieznanym pochodzeniu.
Wyizolowano z probek : H. influenzae b, S. pneumoniae, N. meningitidis z groupy A, B, C, Y, E. coli,
Staphylococcus aureus, Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Mycobacterium tuberculosis, Proteus
mirabilis, Staphylococcus epidermidis, alpha-hemolityczne streptococcus, beta-hemolityczne streptococcus groupa
A, Klebsiella oxytoca, Pseudomonas, Streptococcus sanguis, Toxoplasma gondii oraz bakterie z grupy coli.
Specyficznoéé wszystkich pigciu odezynnikéw testu h w badaniach probek PMR okreslono na wigksza od
98% (57/58). Szczegdlowe dane zawarte sa w tabelach 2-6.

2. Hodowle plytkowe (N. meningitidis B/E. coli K1).
N. meningitidis i E. coli hodowano na wzbogaconym podlozu. Wszystkie N. meningitidis grupy B i1 E. coli Kl
zostaly prawidlowo zidenty fikowane. Nie wystapily krzyzowe reakcje z innymi grupami N. meningitidis ani innymi
antygenami E. coli (Tabela 7). Stosunkowo duzo hodowli E. coli z innymi antygenami dawalo niespecyficzne
reakcje (Tabela 7).
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Tabela 1.
Probki badane na poszczegdlnych odezynnikach testu _

Probka e
Strep B H. influenzae S. pneumoniae N. meninii.fidis N. meniniitidis
PMR + + + + 4
Surowica it + + £ 2
Mocz + 1 B +% +%*
Hodowla krwi + + + + -
Plwocina - - + -
Kolonie bakterii - - - - t
Kluez:
+ dostgpne informacje
+* informacje ograniczone
- brak danych
Tabela 2.
Wyniki badan klinicznych na tedcie _
Czulos¢’ Specyficznosd®
Probka Liczba badanych Liczba dodatnich Liczba badanych Liczba dodatnich
PMR 18 12 58 1~
Surowica 19 13 7 0
Mocz 20 17 23 I
Hodowla krwi 9 9 369 4°

* izolowane/wykryte beta hemolizujace streptokoki grupy B (diagnoza kliniczna lub inne testy)

® pakterie inne niz Strep B/brak wzrostu

“ izolowana E. coli

Yizolowany P. mirabilis

¢ izolowane: Staphylococcus epidermidis; beta hemolizujace streptokoki grupy A; E. coli + Enterococcus, Staphylococcus
epidermidis + Enterococcus

Tabela 3,
Wyniki badan klinicznych na tescie —
Czulos¢ Specyficznosé
Probka Liczba badanych Liczba dodatnich Liczba badanych Liczba dodatnich
PMR 90 87 378 2
Surowica 21 20 21 0
Mocz 10 10 236 0
Hodowla krwi 54 54 1566° 5

* jedna dodatkowa probka PMR data nie specyficzng reakcje

® jedna probka aseptyczna; E. coli wyizolowana z innej probki

¢ dwa dodatkowe supernatanty z hodowli daly nie specyficzne reakcje

¢ jedna probka aseptyczna; z innych izolowano: S. aureus; E. coli + S. album; K. oxytoca; alfa nie hemolizujacy
Streptococcus

Tabela 4.
Wryniki badan klinicznych na tescie _
Czutos¢® Specyficznos®
Probka Liczba badanych Liczba dodatnich Liczba badanych Liczba dodatnich
PMR 51 45 483° 2
Surowica 6 6 13 0
Mocz 105 46 320° 0
Plwocina 30 28 22 4
Hodowla krwi 113 109 1512 T

* jedna dodatkowa probka PMR dala nie specyficzng reakcje¢

® Enterobacter acrogenes; bakterie coli

¢ trzy dodatkowe probki moczu daly nie specyficzne reakcje

4 dwa z infekeja chlamydia, a dwa z innymi wirusami oddechowymi

® 7 czterech probek izolowane: Pseudomonas; Streptococcus sanguis, Staphvlococcus epidermidis + Enterococcus;
Streptococcus viridans

Tabela 5.
Wyniki badan klinicznych na tescie _
Czulosé¢ Specyficznosé
Probka Liczba badanych Liczba dodatnich Liczba badanych Liczba dodatnich
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PMR 41° 29 423 2
Surowica 5 3 36 0
Mocz 0 - 229° 0
Hodowla krwi 7 7 1615 2
* zawiera 8 grup A, 25 grup C i | grupe Y (pozostale nie pogrupowane)
® K. aerogenes; E. coli
¢ pig¢ dodatkowych prébek moczu dalo nie specyficzne reakeje
¢ Streptococcus sanguis; Staphylococcus epidermidis + Enterococcus
Tabela 6.
Wyniki badan klinicznych na tescie
Czulosc¢ Specyficznosé
Probka Liczba badanych Liczba dodatnich Liczba badanych Liczba dodatnich
PMR:
N. meningitidis B 11 7 128 0
E. coli K1* 6 4 128 0
Surowica:
N. meningitidis B 2 1 3 0
Mocz:
N. meningitidis B 2 1 7 0
Hodowla krwi:
N. meningitidis B 7 5 461 57

“ probki zamrozone do przechowywania. Wszystkie inne probki swieze.
® tlenowe i beztlenowe (beta hemolizujace Strep. A) u tego samego pacjenta; koagulazo ujemny Staphylococcus.

Tabela 7.

Identyfikacja hodowli testem —
Hodowla® + -
N. meningitidis grupa A 0 16
N. meningitidis grupa B 10 0
N. meningitidis grupa C 0 18
N. meningitidis grupa 29E 0 8
N. meningitidis grupa W135 0 7
N. meningitidis grupa X 0 4
N. meningitidis grupa Y 0 5
N. meningitidis grupa Z 0 3
E. coli K1 7 0
E. coli inne antygeny 0 13"
* hodowle zidentyfikowane przez aglutynacje szkielkowg

® dodatkowe 10 hodowli dalo nie specyficzne reakcje
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Zalgcznik nr 3

Test do wykrywania antygenu S. preumoniae w moczu i plynie mézgowo-rdzeniowym

PRZEZNACZENIE
Test _ Streptococcus pneumoniae jest szybkim immunochromatograficznym (ITC) testem in vitro do
wykrywania antygenu Streptococcus pneumoniae (S. pneumeoniae) w moczu u pacjentéw z zapaleniem pluc i w plynie
moézgowo-rdzeniowym u pacjentow z zapaleniem opon moézgowych. Test przeznaczony jest, w polaczeniu z hodowlg
lub innymi metodami, jako pomoc w diagnostyce zaréwno pneumokokowego zapalenia pluc oraz pneumokokowego
zapalenia opon mézgowych.

OPIS
S. pneumoniae jest glowna przyczyng ogélnie nabytego zapalenia pluc i moze by¢ najwazniejszym czynnikiem ogélnie
nabytego zapalenia pluc o nieznanej etiologii. Pneumokokowe zapalenie pluc ma wskaznik $miertelnosci do 30% w
zaleznosci od bakteriemii, wieku oraz zasadniczej choroby. Niewlasciwie zdiagnozowane i leczone infekcje S.
pneumoniae moga prowadzi¢ do bakteriemii, zapalenia opon mézgowych, zapalenia osierdzia, ropniakéw, plamicy
piorunujacej, zapalenia wsierdzia i zapalenia stawow.

Pneumokokowe zapalenia opon mézgowych, stan, ktéry czesto prowadzi do trwalego uszkodzenia mézgu lub smierci,
moze wystgpowaé jako powiklanie po innej pneumokokowej infekeji lub moze powstawaé spontanicznie bez
poprzedzajacych chordb. Dotyka oséb w kazdym wieku, lecz jest najbardziej powszechne u dzieci w wieku ponizej 5
lat, nastolatkéw i ludzi w mlodym wieku oraz oséb starszych. Postep choroby od lagodnych objawow do §pigczki moze
wystapié w ciagu kilku godzin, czynige szybka diagnoze i leczenie antybiotykowe decydujacym. Dwadziescia do
trzydziestu procent wszystkich pacjentow z pneumokokowym zapaleniem opon mézgowych umiera, czgsto pomimo
trwajacego kilka dni wlasciwego leczenia antybiotykiem. Smiertelnoéé jest nawet wyzsza wiréd bardzo mlodych i
bardzo starych pacjentow.

Test _ Streptococcus pneumoniae zapewnia prosty i szybky metode do diagnostyki pneumokokowego
zapalenia pluc z uzyciem prébki moczu, pobieranej, przechowywanej i transportowanej w tradycyjny sposob.
Zapewnia takze natychmiastows i dokladna diagnostyke pneumokokowego zapalenia opon mézgowych w badaniach
plynu mézgowo-rdzeniowego.

ZASADY PROCEDURY TESTOWEIJ

Test — Streptococcus pneumoniae jest membranowym testem immunochromatograficznym do
wykrywania rozpuszezalnych antygenéw pneumokokowych w ludzkim moczu i plynie mozgowo-rdzeniowym.
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Krolicze przeciwciala przeciwko S. pneumoniae, linia wynikowa, naniesione sy na nitrocelulozowy membrang.
Kontrolne przeciwciala naniesione s3 na te¢ samg membrang jako druga linia. Zaréwno krolicze przeciwciala
przeciwko S. pneumoniae jak i przeciwciala oboje¢tne skoniugowane sg z barwnymi czasteczkami, ktére w stanie
suchym naniesione s3 na obojetna, wloknista podkladke. Polaczenie membrany z podkladky zawierajaca
skoniugowane przeciwciala tworzy plytke testows. Test jest w postaci ksigzeczki, membrana z przeciwcialami
znajduje si¢ po przeciwnej stronie zgiecia niz miejsce do umieszezania wymazowki z probka.

Wykonujgce test _), wymazoéwke zanurza si¢ w prébece (moczu lub
plynie mézgowo-rdzeniowym), a nastepnie umieszcza w plytce testowej. Odezynnik A, roztwor buforu, dodaje si¢ za
pomocy buteleczki z zakraplaczem. Nastepnie test jest zamykany wraz z

wymazéowks tak, aby nastgpil kontakt probki z membrang testu. Antygeny pneumokokowe obecne w probce wigig sig
ze skoniugowanymi przeciwcialami przeciwko S. pneumoniae. Powstale kompleksy antygen-koniugat wychwytywane
sq przez unieruchomione przeciwciala przeciwko S. pneumoniae, tworzac linig wynikows. Unieruchomione
przeciwciala kontrolne wigzg oboje¢tne skoniugowane przeciwciala, tworzac linie kontrolna.

Wyniki testu interpretuje si¢ na podstawie obecnosci lub braku rézowo-fioletowych linii. Dodatni wynik testu,
odczytany w ciggu 15 minut zalezy od ilosci antygenu w probee, daje pojawienie si¢ dwdch linii w polu wynikowym i
kontrolnym. Ujemny wynik testu, odczytany w ciggu 15 minut, daje pojawienie si¢ tylko linii w polu kontrolnym, co
wskazuje, ze antygen S. pneumoniae jest nieobecny w prébee. Brak linii w polu kontrolnym, bez wzgledu na obecnosé
linii w polu wynikowym, swiadczy o bledzie w tescie.

ODCZYNNIKI I MATERIALY
Materialy zawarte w zestawie testowym
Odwola¢ sie do ilustracji zamieszczonej na wkladce do ulotki.
1. Skladane plytki testowe: Membrana z naniesionymi specyficznymi kréliczymi przeciwcialami wobec antygenu S.
pneumoniae oraz z kontrolnymi przeciwcialami polaczona jest ze skoniugowanymi z barwnymi czjsteczkami
przeciwcialami przeciwko antygenom S. preumoniae i przeciwcialami obojetnymi umieszczonymi na podkladce w
skladanej plytce testowej.
2. Odczynnik A: bufor cytrynianowo/fosforanowy z siarczanem sodowo laurylowym oraz z _ oraz azydkiem
sodu.

3. Wymazéwki testowe: przeznaczone do stosowania z testem | N RS ~ic stosowad

innych wymazdéwek .
4. Wymazéwka z kontroly dodatniy: Unieczynnione antygeny S. preumoniae naniesione w formie suchej na wymazowke.
5. Wymazéwka z Kkontrola ujemnga: S. pneumoniae — ujemne wymazowki.

Materialy nie zawarte w zestawie testowym

Zegarek, minutnik lub stoper, standardowe pojemniki na prébki moczu, lub probéwki transportowe do PMR.
Akcesoria

Wymaz6whi Kontroln. | - o <o wanic zawiera S

dodatnich i 5 ujemnych wymazowek kontrolnych.

SRODKI OSTROZNOSCI
Wymazéwki z kontrola dodatnia wymagaja szesé¢ (6) kropel odezynnika A, Prébki badane wymagajg trzy (3) krople
odczynnika A.
1. WYNIK NIEWAZNY, sygnalizowany przez brak linii kontrolnej, moze wystgpowaé w przypadku dodania do plytki
testowej niewystarczajacej objetosci odczynnika A. Aby nanies¢ prawidlows objgtosé nalezy trzymac buteleczke pionowo,
1,5-2,5 cm nad otworem na wymazdwke i powoli nanies¢ trzy krople.
2. Tylko do diagnostyki in vitro.
3. Plytka testowa jest zamknigta w foliowej saszetce. Jezeli saszetka jest uszkodzona lub otwarta, testu nie nalezy
uzywaé. Test nalezy wyjaé z opakowania bezposrednio przed uzyciem. Nie nalezy dotyka¢ miejsca reakcyjnego.
4. Nie nalezy uzywac testu po terminie waznosci.
5. Nie nalezy mieszac¢ skladnikow z réznych zestawéow.
6. Zestaw zawiera specjalne wymazowki do stosowania z _ Nie nalezy uzywac innych wymazowek.
7. Roztwory stosowane do przygotowania wymazéwek kontrolnych inaktywowaé w standardowy sposéb. Badang
probke, kontrole oraz plytki testowe po badaniu, nalezy traktowaé jak material zakazny. Nalezy postepowac tak jak z
materialem zakaznym.
8. Nie ma potrzeby sterylnego pobierania moczu przeznaczonego do badania testem B . Diatego tez. probki
moczu uzywane do tego testu moga nie by¢ odpowiednie dla metody hodowlanej.
9. Zanurzenie wymazowki w prébee plynu mézgowo-rdzeniowego powoduje, ze probka przestaje by¢ sterylna i
moze nie by¢ odpowiednia do metody hodowlanej. W przypadku wykonywania posiewu najpierw wykona¢ posiew, a
nastepnie test. o
PRZECHOWYWANIE I TRWALOSC
Zestaw nalezy przechowywaé w temperaturze (2-30°C). Zestaw _ Test oraz
odczynniki pozostajg trwale do daty waznosci umieszczonej na opakowaniu. Nie nalezy stosowaé testu po terminie
waznosci.
POBIERANIE PROBKI
Wszystkie prébki doprowadzi¢ przed wykonaniem testu do temperatury
pokojowej (15-30°C). Bezposrednio przed wykonaniem testu wymieszaé prébke delikatnymi ruchami.
Mocz (do diagnostyki zapalenia pluc)
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Pobra¢ probke moczu do standardowego pojemnika. Przechowywa¢ w temperaturze pokojowej (15-30°C) w
przypadku wykonania badania w ciagu 24 godzin od pobrania. Alternatywnie, przechowywaé¢ w temperaturze 2-8°C,
lub zamrozong, do 14 dni przed wykonaniem testu. Jako konserwant moze by¢ uzyty kwas borowy.
Jedli jest to niezbedne transportowaé prébki moczu w zalakowanych pojemnikach w temperaturze 2-8°C lub
zamrozone.
PMR (do diagnostyki zapalenia opon mézgowych)
Pobraé plyn mézgowo-rdzeniowy w standardowy sposdb i przechowywaé w temperaturze pokojowej (15-30°C) do 24
godzin przed wykonaniem testu. Alternatywnie, przechowywaé w temperaturze 2-8°C, lub zamrozony (-20°C) do 1
tygodnia przed wykonaniem testu .

KONTROLA JAKOSCI

Codzienna kontrola jakosci:
Test _ zawiera wbudowang kontrol¢ dodatnia i ujemna. Producent

rekomenduje jako minimum, dokumentowanie kazdego dnia, wynikéw wewnetrznych kontroli dla pierwszej badanej

probki.

Wewngtrzna kontrola dodatnia

Kontrolg dodatnig pracy testu stanowi rézowa do fioletowej linia w polu ,,Control”. Linia bedzie widoczna, jezeli

prébka prawidlowo przemiesci sig silami kapilarnymi wzdluz membrany.

Wewngtrzna kontrola ujemna

Ujemnag kontrola jest zmiana zabarwienia tla w polu wynikowym. Tlo w okienku powinno mie¢ kolor od jasno rozowego do

bialego w przeciagu 15 minut, i nie powinno by¢ brane pod uwagg przy odczytywaniu wyniku testu.

Zewngtrzna kontrola dodatnia i ujemna

Dobra praktyka laboratoryjna zaleca wykonanie kontroli dodatniej i ujemnej w celu sprawdzenia odezynnikéw i

prawidlowosci wykonywanych procedur. Zestaw _ zawiera wymazowki Kontroli dodatniej i ujemnej.

Wymazéwki te sluzg do monitorowania calego badania/testu. Nalezy przeprowadzi¢ badanie za pomocy tych

wymazéwek z kazdg nowo otrzymang dostawg. Dodatkowo, kontrole moga by¢ wykonywane zgodnie z wymaganiami

regulacji lokalnych i/lub rzadowych, wymaganiami jednostck akredytujgcych i/lub standardami Twojego
laboratorium kontroli jakosci.

W przypadku nieprawidlowych wynikéw kontroli, nie wydawaé¢ wynikéw pacjentéow. Sprawdzi¢ procedurg i

powtorzy¢ wykonanie kontroli lub skontaktowa¢ si¢ z producentem.

PROCEDURA DLA WYMAZOWEK KONTROLNYCH [

Uwaga: Stosowac 6 kropel Odezynnika A do wymazowek kontrolnych.

1. Wyjaé plytke testowa z saszetki bezposrednio przed wykonaniem oznaczenia. Ulozyé plytke na plaskiej
powierzchni.

2. Na prawej wewnetrznej $ciance testu znajdujg si¢ dwa otwory. Wsuna¢ wymazéwke w dolny otwodr i
zdecydowanym ruchem przesung¢ jj tak, aby wacik wymazowki byl calkowicie widoczny w gérnym otworze. Nie
wyjmowac wymazowki.

3. Buteleczk¢ z Odczynnikiem A trzymaé pionowo okolo 1,5 - 2,5 ecm nad testem. Powoli nakropi¢ szes¢ (6) kropli
odczynnika A na dolny otwor.

4. Natychmiast zdjyé pasek z krawedzi prawej Scianki plytki testowej i dokladnie zamkna¢ test. Wynik odezytaé po
15 minutach od zamknigcia testu. Wyniki odczytywane po dluzszym czasie niz 15 min. moga by¢ nieprawidlowe.
Jednakze, linia wynikowa dla kontroli dodatniej moze by¢ widoczna po mniej niz 15 minutach.

PROCEDURA TESTOWA *
Prabki moczu, probki PMR. ptynne kontrole

Stosowa¢é probki moczu w badaniach pneumokokowego zapalenia pluc i probki PMR w badaniach pneumokokowego

zapalenia opon moézgowych.

Uwaga: Stosowaé 3 krople Odezynnika A w badaniach prébek plynnych.

Odwolac¢ sig do ilustracji zamieszczonej na wkladce do ulotki.

1. Doprowadzié¢ probki i/lub plyny kontrolne do temperatury pokojowej (15-30°C), nastgpnie wymieszaé¢ probke
delikatnymi ruchami. Wyjaé plytke testowg z saszetki bezposrednio przed wykonaniem oznaczenia. Ulozy¢ plytke
na plaskiej powierzchni.

2. Umieéci¢ wymazéwke w badanej priobee tak, aby wacik byl calkowicie zanurzony. Jesli wymazéwka Kkapie
docisngé wymazéwke do Scianek pojemnika z prébka w celu usunigeia nadmiaru probki.

3. Na prawej wewnetrznej Sciance testu znajdujy si¢ dwa otwory. Wsungé wymazoéwke w dolny otwor i
zdecydowanym ruchem przesunaé j3 tak, aby wacik wymazowki byl calkowicie widoczny w gérnym otworze. Nie
wyjmowac¢ wymazowki.

4. Buteleczk¢ z Odczynnikiem A trzymaé pionowo okolo 1,5 - 2,5 em nad testem. Powoli nakropi¢ trzy (3) krople
odczynnika A na dolny otwor.

5. Natychmiast zdja¢ pasek z krawedzi prawej scianki plytki testowej i dokladnie zamkna¢ test. Wynik odezytaé po
15 minutach od zamknigcia testu. Wyniki odczytywane po czasie dluzszym niz 15 min. mogy by¢ nieprawidlowe.
Jednakize, niektérzy pacjenci dodatni moga dawaé widoczng lini¢ w miejscu wyniku po mniej niz 15 minutach.

Uwaga: dla wygody, patyczek wymazéwki wystajacy z testu moze byé odlamany po zamknigciu testu. Podczas tej
czynnosci unikaé¢ wysunigcia wymazowki z otworu. )

INTERPRETACJA WYNIKOW
Probka ujemna daje pojedynczg rézowo-fioletows linig kontrolng w gérnej polowie okienka, co wskazuje na wstepny
wynik ujemny. Linia kontrolna wskazuje, ze proces wykrywania przebiegl prawidlowo, ale nie wykryto antygenu S.

pneumoniae. . o )
Probka dodatnia daje dwie rézowo-fioletowe linie, co §wiadezy o wykryciu antygenu. Prébki z maly iloscig antygenow,
moga dawaé slabo widoczng linig. Kazda widoczna linia jest wynikiem dodatnim. Jezeli nie jest widoczna
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zadna linia lub widoczna jest tylko linia w miejscu wynikowym, test jest nieprawidlowy. Test powinien by¢
powtoérzony,

ZAPISYWANIE WYNIKOW
Wynik Polecany zapis
Mocz dodatni Dodatni dla pneumokokowego zapalenia pluc
Mocz ujemny Wstepnie ujemny dla pneumokokowego zapalenia plue, sugerujacy brak, ostatnio lub

obecnie, pneumokokowej infekcji. Infekcja wywolana przez S. pneumoniae nie moze byé
wykluczona, poniewaz antygen moze wystgpowaé w moczu w ilosci ponizej poziomu
wykrywalnosci testu.
Dodatni PMR Dodatni dla pneumokokowego zapalenia opon mézgowych.
Ujemny PMR Wstepnie ujemny dla pneumokokowego zapalenia opon mézgowych. Infekeja wywolana
przez S. pneumoniae nie moze byé wykluczona poniewaz antygen moze wystepowac w
PMR w ilosci ponizej poziomu wykrywalnoéci testu.
OGRANICZENIA
Test _ byl walidowany tylke przy zastosowaniu prébek moczu i plynu
mézgowo-rdzeniowego. Inne probki (np. plazma, lub inne plyny ustrojowe) moggce zawieraé antygeny S. pneumoniae
nie zostaly zbadane.

Wynik ujemny testu — nie moze wykluczy¢ infekeji wywolanej przez S.

pneumoniae. Dlatego tez, w celu wlasciwej diagnostyki metoda hodowlana, serologiczna oraz wykrywanie antygendw

powinny by¢ polaczone z obserwacja objawow Klinicznych.
Test w nie byl sprawdzany na probkach od pacjentéw przyjmujacych

antybiotyki dluzej niz 24 godziny lub z ostatnio zakoniczonym leczeniem antybiotykiem.

Szczepionka przeciw Streptococcus pneumoniae moze powodowaé falszywie dodatnie wyniki w moczu w tedcie B
I . i1 45 codzin od zaszccpicnia, Wplyw siczepicnia nie bul spravdzamy s
osobach z imeumokokowym zapaleniem opon mozgowych. Stad, poleca sig, aby test *

nie byl wykonywany weiggu 5 dni po zaszczepieniu szczepionka przeciw Streptococcus pneumoniae.
Prawidlowos$é pracy testu nie byla sprawdzana na moczu malych dzieci. Wyniki na PMR malych dzieci sy ustalone (
zobacz Badania Sprawdzajace - PMR )
BADANIA SPRAWDZAJACE - MOCZ
Czulos¢ analityczna
Zmiennosc serowarow
Czterdziesci cztery izolaty, reprezentujace 23 serowary S. pneumoniae odpowiedzialne za prawie 90% powaznych

przypadkéw infekcji pneumokokowych w Stanach Zjednoczonych i calym $wiecie, bylo hodowanych i wykrywanych
testem * na poziomie 10° komérek/ml.

Granica wykrywalnosci testu

Granica wykrywalnosci dla Testu ﬂna jako
rozcienczanie dodatniej probki moczu dajyce wynik dodatni w tescie w okolo
95% irzviadkéw, okreslono stosuiic wielokrotne rozcienczenie dodatniej probki moczu i badanie jej za pomocy testu

Pigciu (5) roznych analitykow wykonywalo po 20-40 testéw z kazdego rozcieniczenia, co dalo 100 — 200 oznaczei z
rozcienczenia. Uzyskane wyniki wykazaly, ze granica wykrywalnosci testu wynosi: rozcienczenie 1:250
prébki moczu pacjenta.

Rozcienczenie Wynik dodatni uzyskany testem Procent wykrytych
1:200 100/100 100%
1:250 95/100 95%
1:300 160/200 80%
1:400 44/100 44%
1:600 8/100 8%

CZULOSC I SPECYFICZNOSC KLINICZNA (Badania retrospektywne)

Jako cz¢$é badan retrospektywnych, pobrano prébki moczu od 35 pacjentow z dodatnia hodowly S. pneumoniae z

krwi i 338 probek moczu od pacjentow S. preumoniae- ujemnych (razem 373 pacjentow) i przebadano je testem
Wyniki uzyskane za pomoca testu opracowano standardowymi metodami. Czulod¢ wyniosla 86%,

specyficzno§é 94%, a calkowita dokladnosé 93%. Dziewigédziesigeio pigcio procentowy (95%) przedzial ufnosci

podany jest ponizej.

Hodowla krwi
+ -
o ; 5 7
Wynik - 5 317

Czulosé = 86% (71%-94%)
Specyficznosé = 94% ( 91% -95%)
Dokladno$é = 93% ( 90% - 95%)
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CZULOSC 1 SPECYFICZNOSC KLINICZNA (Badania prospektywne)
W siedmiu niczalemyeh osrodkach test RSN ::o:ovano do badania probek
moczu uzyskanych od 215 pacjentéw hospitalizowanych oraz od pacjentéw z lecznictwa otwartego, z objawami ze

strony dolnego ukladu oddechowego lub sepsy oraz od pacjentéw, u ktérych z innych wzgledéw podejrzewano
pneumokokowe zapalenie pluc . Pacjenci byli potwierdzani jako dodatni z pneumokokowym zapaleniem pluc przy

uzyciu hodowli krwi
h Test wykonywano odpowiednio na pacjentach hospitalizowanych jak i z lecznictwa otwartego.
Dziewigcdziesigcio pigcio procentowy (95%) przedzial ufnosci podany jest ponizej.

Pacjenci z lecznictwa otwartego

Hodowla krwi
+ -
- 19 25
Wrynik - 2 90
Czulosé = 90% (70% - 97%)
Specyficznosc = 78% (70% - 85%)
Dokladnosé= 80% (72% - 86%)
Pacjenci hospitalizowani
Hodowla krwi
+ -
F- : 9 2
Wynik = 1 49

Czulo$é = 90% (60% - 98%)
Specyficznosé = 71% (59% - 80%)
Dokladnosé = 73% (62% - 82%)

REAKCIE KRZYZOWE

Badanie moczu

Dwiescie siedemdziesiat (270) réznych mikroorganizméw izolowano od 338 ujemnych pacjentéw, sprawdzanych w czesci
badan retrospektywnych. 165 mikroorganizméw pochodzilo od pacjentéw wykazujacych objawy infekcji drog moczowych.
15 (9%) z nich wykazato wyniki dodatnie. Z tego: 2/2 Enterobacter cloacae, 1/2 Staphylococcus aureus, 1/1 Streptococcus
(nie A, B), 1/1 Streptococcus (nie D), 1/17 Streptococcus (Grupa D), 1/3 Providencia stuartii, 5/78 Escherichia coli oraz 3
niezidentyfikowane organizmy. 59 mikroorganizméw izolowano od pacjentéw z zapaleniem pluc, 3 (5%) z nich wykazalo
wynik dodatni w tym 1/3 Mycobacterium kansasii oraz 2/15 Mycobacterium tuberculosis. Jeden z 41 (2%) izolowanych
mikroorganizméw od pacjentéw z bakteriemia, Proteus mirabilis, byt dodatni. Nie zachodzily reakcje krzyzowe z 5 izolatami
z ropni. Wreszcie, 4/100 probek moczu pobranych od pacjentdw z nierozpoznang infekeja dawalo wynik dodatni.

Ze wzgledu na retrospektywny charakter przeprowadzonych badan, mozliwa byla do zbadania tylko ograniczona liczba
pacjentéw z kazdego rodzaju infekcji oraz nie byla znana kompletna historia choroby kazdego z nich. Jednakze, nie bylo
mozliwe wykluczenie ko-infekcji S. pnewmoniae. W badaniach z czystymi hodowlami (dane ponizej) wymienione
mikroorganizmy nie wykazywaly reakcji krzyzowych w oznaczeniach testem —

Badanie czystych kultur

W celu oznaczenia specyficznosci analitycznej testu _ zebrano panel 144 czynnikéw potencjalnie
wywolujaeych reakcje Krzyzowe, wlacznie z mikroorganizmami zwiazanymi z zapaleniem pluc i tymi, ktire
prawdopodobnie mogg by¢ izolowane jako naturalna flora bytujgca w ukladzie moczowym lub bgdaca wynikiem
infekcji. Wszystkie byly przebadane za pomocy testu ﬂdla gestoici zawiesiny od 10° to 10° jtk/ml.

Test nie daje reakcji krzyzowych z 143 spoéréd 144 organizméw. Jeden mikroorganizm dajacy reakeje
krzyzowa, Streptococcus mitis, jest przypuszczalnie czynnikiem dajacym reakej¢ krzyzowsa poniewaz posiada antygen
wobec ktdrego skierowany jest & Test. Streptococcus mitis zwigzany jest z zapaleniem wsierdzia, a nie
zapaleniem pluc, i jego obecnos¢ nie jest spodziewana w probkach od pacjentéw badanych testem
Przebadano nastepujace mikroorganizmy uzyskujac wyniki ujemne-w przypadku gdy przetestowano wigcej niz }cdcn
szczep, ich liczba umieszczona jest w nawiasach.

Acinetobacter sp. (4)
Adenovirus* (2&3 mieszane)
Alcaligenes faecalis
Bacillus subtilis
Blastomyces dermatitidis*
Bordetella pertussis
Branhamella catarrhalis
Candida albicans (3)
Candida stellatoides
Coccidiodes immitis*
Corynebacterium sp. (3)
Enterobacter cloacae (4)
Enterococcus avium u
Enterococcus durans u
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Enterococcus faecalis u (6)
Escherichia coli (8)
Escherichia hermannii (2)
Flavobacterium sp. (2)
Gardnerella vaginalis
Haemophilus influenzae (10)
(typy a-f oraz nietypowane)
Haemophilus parainfluenzae
Histoplasma capsulatum™ (2)
Klebsiella oxytoca (2)
Klebsiella pneumoniae (3)
Lactobacillus sp. (5)
Legionella pneumophila
Listeria monocytogenes
Micrococcus luteus (2)
Moraxella osloensis
Morganella morganii
Mycobacterium kansasii
Mycobacterium tuberculosis
Mycoplasma sp.* (3)
Neisseria cinerea

Neisseria gonorrheae (3)
Neisseria lactamica

Neisseria meningitidis
Neisseria polysaccharea
Neisseria subflava

Nocardia farcinia*
Paracoccidiodes brasiliensis*
Paragrypa* (2)

Proteus mirabilis (2)

Proteus vulgaris (2)
Providencia stuartii
Pseudomonas sp. (7)
Syncytialny Wirus Oddechowy*
Rhinovirus*

Salmonella sp. (4)

Serratia marcescens
Sphingobacterium multivorum
Staphylococcus aureus (6)
Staphylococcus sp. (8)
Stenotrophomonas maltophilia
Streptococcus anginosus u®
Streptococcus bovis u
Streptococcus Groupa A #(2)
Streptococcus Groupa B = (8)
Streptococcus Groupa C ue
Streptococcus Groupa F ue
Streptococcus Groupa G ue
Streptococcus mutans us
Streptococcus parasanguis ue
Streptococcus sanguis u*
Trichomonas vaginalis (2)

* ¢zyste kultury z CDC o szacunkowo wysokiej koncentracji.
u Streptococcus Nie A, B (Calkowita liczba szezepow - 16)
* Streptococcus Nie D (Calkowita liczba szezepow 17)

CZYNNIKI INTERFERUJACE
Prébki moczu z podwyzszong liczby bialych krwinek (podwyzszona zawarto$é w malym powigkszeniu), czerwonych

krwinek* (podwyiszona zawartos¢ w malym powigkszeniu), z bialkiem (zawarto$¢ 500 mg/dl), glukoz zawartosc
>2000 mg/dl), i zmetnieniem (zawierajace zmetnienie) zbadane byly za pomocy testu &
i Nie wykryto wplywu tych czynnikow na prace testu.

*Uwaga- jedna probka moczu z podwyizszong zawarto$ciy krwinek czerwonych dala bledny wynik spowodowany
intensywnym zabarwieniem membrany testowej i zamaskowaniem linii w polu wyniku.

BADANIE ODTWARZALNOSCI

Badania testu _ na prébkach slepych byly przeprowadzone w trzech osobnych,
zabezpieczonych miejscach z zastosowaniem kodowanych prébek slepych obejmujacych priobki ujemne, slabo
dodatnie, umiarkowanie dodatnie, wysoko dodatnie. Sprawdzano prébki z i bez kwasu borowego. Analitycy oznaczali

20




kazda probke wielokrotnie w ciggu trzech réznych dni. Trzysta pigcdziesigt siedem (357) sposrod 359 ogolnej liczby
badanych probek (99.4%) dalo spodziewane wyniki.

BADANIA SPRAWDZAJACE - PMR
Czulosc¢ analityczna
Granica wykrywalnosci testu

Granica wykrywalnosci dla testu _ byla okreslona za pomoca wielokrotnego

rozcienczania hodowli Streptococcus pneumoniae.

Dziesigciu (10) réznych analitykow przeprowadzilo 10 testéw z kazdego rozcienczenia, co dalo 100 wynikéw z kazdego
rozcieficzenia. Na podstawie uzyskanych wynikow okreslono granice wykrywalnosci testu na poziomie 5x10
komérek na mililitr.

Gestosé zawiesiny Liczba wynikow dodatnich/ calkowita Procent wykrytych
S.pneumoniae liczba oznaczen

7.5 x 10" komérek/ml 100/100 100%

5 x 10" komorek/ml 100/100 100%

3 x 10" komérek/ml 91/100 91%

1.5 x 10" komérek/ml 44/100 44%

0 komaérek/ml 0/100 0%

Zmiennos¢ serowarow

Cztery serowary (6, 14, 19, 23) najcze$ciej odpowiedzialne za pneumokokowe choroby inwazyjne hodowano, a
hodowle rozcieficzano do poziomu 5x10* komérek w mililitrze PMR. Rozcieiiczone hodowle badano testem -
d. Czternastu analitykéw wykonalo po 10 testow dla kazdego serowaru co dalo 140
oznaczen dla jednego serowaru. Wszystkie cztery serowary zostaly wykryte w 100% przy zastosowanej granicy
wykrywalnosci testu (5x10* komérek na mililitr).

CZULOSC 1 SPECYFICZNOSC KLINICZNA

W prospektywnych badaniach w kilku osrodkach, test _ byl stosowany do badania probek PMR uzyskanych od
590 pacjentéw hospitalizowanych i z lecznictwa otwartego, u ktérych wystapity objawy zapalenia opon mézgowych lub od
pacjentéw ktorym z innych powodéw wykonano punkeje lgdZzwiowa. Pacjenci potwierdzani byli jako dodatni jesli wynik
posiewu PMR byt dodatni.

Wyniki badan testu [ N S}l opracowano standardowymi metodami. Specyficznosé wyniosta 99% (557/560), z 95%
przedzialem ufnosci = 98% - 100%. Czulos¢ wyniosta 97% (29/30), z 95% przedzialem ufnosci = 84% - 100%. Jedna probka
dodatnia nie zostala wykryta testem _, ale w odpowiedniej hodowli wyrosty tylko 2 kolonie.

PMR Hodowla
+ -
PGSy + 29 3
Wynik - 1 557

Czulosé = 97% (84% - 100%)

Specyficznosé = 99% (98% - 100%)

Dokladnosé = 99% (98% - 100%)

REAKCJE KRZYZOWE

Badanie PMR

Zardéwno Enterowirusy jak i bakterie wyizolowano z 61 8. preumoniae-ujemnych probek PMR sprawdzanych w powyzszych
badaniach prospektywnych. Szesédziesiat (60) z tych probek okazalo si¢ ujemnymi w oznaczeniu testem ﬂze
specyficznoscia 98%. Jedna dodatnia probka zawierata Enterococci. Jednakze, drugi ptyn mézgowo-rdzeniowy zawierajacy
Enterococci wykazal wynik ujemny w tescic || | S }EBll =%, j2k w badaniu hodowli czystych kultur (zobacz Badanie
Czystych kultur na nastgpnej stronie).

Bakteria/wirus izolowany z PMR Liczba probek Specyficznosé
Enterovirus 24 100%
Acinetobacter 3 100%
Cryptococcus neoformans 1 100%
C. diphtheriae 1 100%
Enterobacter 2 100%
Enterococci 2 50%
Escherichia coli 2 100%
Haemophilus influenzae type B 1 100%
Kliebsiella pneumoniae 2 100%
Morganella morganii 1 100%
Neisseria meningitidis 3 100%
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Staphylococcus koagulazo-ujemne 9 100%
Staphylococcus koagulazo-dodatnie 2 100%
Staphylococcus epidermidis 2 100%
Streptococcus Groupa A 1 100%
Streptococcus Groupa B 1 100%
Streptococcus viridans 4 100%
ogolem 61 98%

Badanie czystych kultur

Oprocz bakteryjnych i wirusowych infekcji napotkanych w czgsci badan prospektywnych, - zebral dodatkowo zestaw
potencjalnych czynnikow dajacych reakcje krzyzowe, zawierajgcy najbardziej powszechne czynniki bakteryjne 1 wirusowe
wywolujace zapalenie opon moézgowych. Wszystkie bakterie byly sprawdzane testem - przi Fr;stos’ci zawiesiny w
zakresie od 107 to 10® jtk/ml. Wirusy byly sprawdzane przy 10° LU./ml lub wyzej. Test wykazal 100%
specyficznosci, dajac ujemne wyniki dla wszystkich zbadanych wiruséw i bakterii.

Chloniak Burkitta (wirus EpsteinBarr)

Coxsackie A7 Wirus

Coxsackie B3 Wirus

Echovirus

Enterococcus faecium

Haemophilus influenzae A

Haemophilus influenzae B

Haemophilus influenzae C

Haemophilus influenzae D

Haemophilus influenzae E

Haemophilus influenzae F

Haemophilus influenzae, nieoznaczony typ (51997)

Haemophilus influenzae, nieoznaczonym typ (35891)

Herpes Simplex Wirus Typ 1

Herpes Simplex Wirus Typ 2

Listeria monocytogenes (19115

Listeria monocytogenes (19424)

Neisseria meningitidis serogroupa A

Neisseria meningitidis serogroupa B

Neisseria meningitidis serogroupa C

Neisseria meningitidis serogroupa D

Neisseria meningitidis serogroupa L

Streptococcus oralis (35037)

CZYNNIKI INTERFERUJACE

Probki PMR z podwyiszong liczbg bialych krwinek (1x10° komérek/ml), czerwonych krwinek (30 komérek/ml), z
bialkiem (3g/dl), bilirubing (100 pg/ml), zbadane byly za pomoca testu _ Nie
wykryto wplywu tych czynnikéw na prace testu.
BADANIE ODTWARZALNOSCI
Badania testu na probkach élepych byly przeprowadzone w trzech osobnych
laboratoriach z zastosowaniem kodowanych prébek $lepych obejmujacych prébki ujemne, slabo dodatnie oraz
umiarkowanie dodatnie. Analitycy oznaczali kazdy probke wielokrotnie w ciggu trzech réznych dni. Sto procent
(100%) z 270 probek dalo spodziewane wyniki.

INFORMACIJE KATALOGOWE

Numery katalogowe:
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