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PRZEZNACZENIE
Preparaty BBL Coagulase Plasma, Rabbit i BBL Coagulase Plasma, Rabbit with EDTA stuzg do jakosciowego okreslania
patogennosci gronkowcdw w bezposrednim tescie probéwkowym.

STRESZCZENIE | WYJASNIENIA

Identyfikacja gronkowcéw odbywa sie w oparciu o badania mikroskopowe, morfologie kolonii, charakterystyke hodowli oraz
wiasciwosci biochemiczne. Gronkowce wywotujace ostre zakazenia (Staphylococcus aureus u ludzi oraz S. intermedius i

S. hyicus u zwierzat) moga powodowac krzepniecie plazmy. Najszerzej stosowane i powszechnie przyjete kryterium
identyfikacji tych drobnoustrojow chorobotwérczych oparte jest na wykrywaniu obecnosci enzymu, koagulazy.' O zdolnosci
bakterii Staphylococcus do wytwarzania koagulazy doniést jako pierwszy Loeb? w roku 1903.

Koagulaza wiaze fibrynogen plazmy, powodujac aglutynacje drobnoustrojéw lub krzepniecie plazmy. Wytwarzane moga by¢
dwie rézne postacie koagulazy: wolna i zwigzana. Wolna koagulaza jest enzymem pozakomérkowym wytwarzanym, gdy
drobnoustroje sg hodowane na pozywce bulionowej. Koagulaza zwigzana, nazywana takze czynnikiem aglutynujacym,
pozostaje przytaczona do $cian komérkowych drobnoustrojow. Test probéwkowy moze wykry¢ obecnos¢ zaréwno zwigzanej,
jak i wolnej koagulazy. Izolaty niewytwarzajace czynnika aglutynujagcego muszg byc testowane pod katem zdolnosci do
wytwarzania koagulazy pozakomérkowej (wolnej).

Zaleca sie stosowanie plazmy BBL Coagulase Plasma, Rabbit i BBL Coagulase Plasma Rabbit with EDTA do przeprowadzania
bezposredniego testu probéwkowego. Inokulum uzywane do testowania musi by¢ czyste, poniewaz po dtugotrwatej inkubacji
jakiekolwiek substancje skazajgce moga powodowac zafatszowanie wynikéw. W testach na obecnos¢ koagulazy plazma BBL
Coagulase Plasma, Rabbit with EDTA ma przewage nad plazma cytrynianowga, poniewaz drobnoustroje wykorzystujace
cytrynian, takie jak gatunek Pseudomonas, Serratia marcescens, Enterococcus faecalis oraz szczepy Streptococcus, powodujg
krzepniecie plazmy cytrynianowej po 18 h.?

ZASADY PROCEDURY

Bakterie S. aureus wytwarzaja dwa typy koagulazy: wolng i zwigzang. Wolna koagulaza jest enzymem pozakomérkowym
wytwarzanym, gdy drobnoustroje sg hodowane na pozywece bulionowej. Koagulaza zwigzana, nazywana takze czynnikiem
aglutynujacym, pozostaje przytgczona do $cian komérkowych drobnoustrojéw.

W bezposrednim tescie probéwkowym wolna koagulaza uwalniana z komérek dziata na protrombine w plazmie, w wyniku
czego powstaje produkt podobny do trombiny. Produkt ten dziata nastepnie na fibrynogen, tworzac skrzep fibrynowy.*

Test probéwkowy wykonuje sie, dodajac jednodniowg hodowle na bulionie lub kolonie z nieselektywnego podtoza agarowego
do probéwki zawierajacej uwodniong plazme do wykrywania koagulazy. Probéwke poddaje sie inkubacji w temperaturze
37°C. Powstawanie skrzepu w plazmie wskazuje na wytwarzanie koagulazy.

ODCZYNNIKI

Coagulase Plasma, Rabbit to liofilizowana plazma kroélicza zawierajgca okoto 0,85% cytrynianu sodu i 0,85% chlorku sodu.
Coagulase Plasma, Rabbit with EDTA to liofilizowana plazma krélicza zawierajgca okoto 0,15% EDTA (kwasu
etylenodiaminotetraoctowego) oraz 0,85% chlorku sodu.

Ostrzezenia i Srodki ostroznosci

Do stosowania w diagnostyce in vitro.

Produkt zawiera suchy kauczuk naturalny.

Podczas wykonywania wszystkich procedur nalezy przestrzega¢ aseptycznej techniki pracy i obowigzujacych srodkéw
ostroznosci dotyczacych zagrozenia mikrobiologicznego. Prébki, pojemniki, szkietka, probéwki oraz inne materiaty skazone
muszg zosta¢ poddane sterylizacji w autoklawie.

Nalezy ici$le przestrzegac instrukcji uzycia.

Przechowywane

Nieotwartg, liofilizowang plazme BBL Coagulase Plasma, Rabbit i BBL Coagulase Plasma, Rabbit with EDTA nalezy
przechowywac w temperaturze 2 - 8 °C.

Plazme odtworzong mozna przechowywac w temperaturze 2 — 8°C przez maksymalnie 14 dni lub podzieli¢ na porcje i
niezwtocznie zamrozi¢ w temperaturze -20 °C, co pozwoli na przechowywanie przez maksymalnie 30 dni. Po rozmrozeniu nie
zamrazac ponownie.



Data waznosci dotyczy produktu w nienaruszonym pojemniku, przechowywanego zgodnie z instrukcja. Nie uzywac¢ produktu,
jesli jest on zbity w twardg mase, odbarwiony lub nosi inne oznaki pogorszenia jakosci. Odtworzone odczynniki nalezy
skontrolowac¢ w poszukiwaniu zanieczyszczen, odparowania lub innych oznak pogorszenia jakosci, takich jak zmetnienie lub
czesciowe krzepniecie.

POBIERANIE | PRZYGOTOWANIE PROBEK

Préobki nalezy pobrac do sterylnych pojemnikéw lub na sterylne waciki i niezwtocznie przetransportowa¢ do laboratorium
zgodnie z zalecanymi wytycznymi."4°

Kazda probke nalezy przetwarza¢ zgodnie z wtasciwg dla niej procedura.'**

Nalezy wybiera¢ wyraznie odgraniczone kolonie. W tescie opisywanym ponizej wymagane jest uzycie czystej hodowli testowe;j.
Do testowania powinny by¢ wybierane podejrzane hodowle, takie jak czarne kolonie na agarze Vogel-Johnson lub agarze z
telluranem i glicyng, ewentualnie ztote, hemolityczne kolonie na ptytkach agarowych z krwig Trypticase Soy agar.

Za pomocg ezy z oczkiem do posiewdw bakteriologicznych przenie$¢ dobrze odgraniczong kolonie z hodowli czystej do
probéwki ze sterylnym bulionem Brain Heart Infusion Broth lub Trypticase Soy Broth. Inkubowac przez 18 — 24 h albo do
momentu zaobserwowania intensywnego wzrostu. Zamiast hodowli na bulionie w charakterze inokulum mozna zastosowac
2 — 4 kolonii (1 oczko ezy) pobranych bezposrednio z nieselektywnego podtoza agarowego, takiego jak Trypticase Soy Agar.

PROCEDURA

Dostarczane materiaty: BBL Coagulase Plasma, Rabbit, BBL Coagulase Plasma, Rabbit with EDTA.

Materialy wymagane, ale niedostarczane: eza do posiewow bakteriologicznych, pipety, sterylna woda oczyszczona, probéwki
do hodowli - mate (10 x 75 mm), faznia wodna lub inkubator (37 °C), pozywka bulionowa Trypticase Soy Broth lub Brain Heart
Infusion (BHI) Broth.

Przygotowanie odczynnikéw

Uwodni¢ plazme BBL Coagulase Plasma, Rabbit i BBL Coagulase Plasma, Rabbit with EDTA, dodajac do fiolki sterylng
oczyszczong wode w ilosciach podanych ponizej. Wymieszac, delikatnie obracajac fiolke (nie odwracac).

Objetos¢ produktu  Sterylna oczyszczona woda Przyblizona liczba testéw

3mL 3mL 6
15mL 15mL 30
Procedura testowa

1. Za pomoca sterylnej pipety 1 mL dodac¢ 0,5 mL uwodnionej plazmy BBL Coagulase Plasma, Rabbit lub BBL Coagulase
Plasma, Rabbit with EDTA do probéwki testowej 10 x 75 mm podpartej na statywie.

2. Zapomoca sterylnej 1-mL pipety serologicznej dodac¢ do probéwki z plazma okoto 0,05 mL jednodniowej hodowli
drobnoustroju testowego na bulionie. Metoda alternatywna: za pomoca sterylnej ezy bakteriologicznej z oczkiem
doktadnie rozmiesza¢ 2 - 4 kolonii (1 oczko ezy) pochodzacych z nieselektywnego podtoza agarowego w probowce z
plazma, tworzac emulsje.

3. Delikatnie wymieszac.

4. Inkubowa¢ w tazni wodnej lub inkubatorze w temperaturze 37 °C przez 4 h.

Okresowo kontrolowac probéwki, delikatnie w nie pukajac. Unika¢ wstrzasania lub mieszania zawartosci probéwki, gdyz
mogtoby to spowodowac rozpad skrzepu, a w konsekwencji prowadzi¢ do uzyskania niejednoznacznych lub fatszywych
wynikow. Jakikolwiek stopien wykrzepiania w ciggu 4 h uwaza sie za wynik pozytywny. Wiele szczepéw mato intensywnie
wytwarzajacych enzym spowoduje krzepnigcie plazmy dopiero po 24 h inkubacji.

6. Zarejestrowac wyniki.

Kontrola jakosci przez uzytkownika

W trakcie stosowania plazmy nalezy testowac zaréwno dodatnie, jak i ujemne hodowle kontrolne w celu zweryfikowania
zachowania plazmy do wykrywania koagulazy, stosowanych technik oraz metodologii. Ponizej przedstawiono minimalny
zestaw hodowli, jakich nalezy uzy¢ do weryfikacji wynikow.

Drobnoustroje ATCC Reakcja
Staphylococcus aureus 25923 Skrzep w probéwce
Staphylococcus epidermidis 12228 Brak skrzepu w probéwce

Muszg by¢ spetnione wymagania dotyczace kontroli jakosci okreslone w odpowiednich przepisach lokalnych i/lub krajowych
albo warunkach akredytacji; konieczne jest ponadto przestrzeganie standardowych wewnetrznych procedur kontroli jakosci
danego laboratorium. Zaleca sie skorzystanie z odpowiednich wytycznych CLSI lub przepiséw CLIA w celu ustalenia wtasciwych
zasad kontroli jakosci.



Wyniki
Jakikolwiek stopien krzepniecia plazmy BBL Coagulase Plasma, Rabbit lub BBL Coagulase Plasma, Rabbit with EDTA nalezy
uznac za wynik dodatni testu. Ponizsza tabela moze by¢ pomocna w interpretacji wynikow.

Ujemny Dodatni
1+ 2+ 3+ 4+
g B

Ujemny Brak oznak tworzenia fibryny
1 + Dodatni Mate nieuporzadkowane skrzepy
2 + Dodatni Maty uporzadkowany skrzep
3 + Dodatni Duzy uporzadkowany skrzep
4 + Dodatni Cata zawartos¢ probéwki zakrzepta i nie przemieszcza sie po odwrédceniu probéwki.

OGRANICZENIA PROCEDURY

1. Niektére gatunki drobnoustrojéw wykorzystujg cytrynian w procesach metabolicznych i powodowa¢ beda fatszywe reakcje
dodatnie w postaci aktywnosci koagulazy. Z reguty nie stanowi to problemu, poniewaz testy na wytwarzanie koagulazy
wykonuje sie niemal wytacznie na gronkowcach. Moze sie jednak zdarzy¢, ze bakterie wykorzystujace cytrynian skazg
hodowle gronkowcéw, na ktérych przeprowadzany jest test na wytwarzanie koagulazy. Po przedtuzonej inkubacji takie
skazone hodowle moga dawac¢ fatszywe wyniki dodatnie spowodowane wykorzystaniem cytrynianu.*

2. Niektére szczepy S. aureus wytwarzajg stafylokinaze, ktéra moze rozpuszczac skrzepy. Jesli wynik testu nie zostanie
odczytany przed uptywem 24 h inkubacji, moga pojawic sie fatszywe wyniki ujemne."
3. Nie nalezy stosowac plazmy, jesli przed inokulacjg wytracit sie ciezki osad lub skrzep.

CHARAKTERYSTYKA WYNIKOW°1

W badaniu przeprowadzonym przez Ad Luijenkijka, van Belkuma, Verbrugha i Kluytmansa'® poréwnywano wyniki testéw z
uzyciem plazmy Bacto Coagulase Plasma (obecnie BBL Coagulase Plasma) z wynikami czterech innych testow do identyfikacji
bakterii Staphylococcus aureus. Przeprowadzono test probéwkowy na wytwarzanie wolnej koagulazy. Ponadto do identyfikacji
izolatow uzyto testu na zwigzang koagulaze (agarowego) oraz trzech dostepnych na rynku lateksowych testéw aglutynacji.

Sposrod 330 przetestowanych izolatéw gronkowcdw 300 zawierato bakterie S. aureus, a 30 - gatunki inne niz S. aureus.
Wszystkie testy daty wynik ujemny dla wszystkich 30 izolatéw niezawierajgcych bakterii S. aureus; swoistos¢ testow wynosita
100%. W ponizszej tabeli zebrano informacje na temat czutosci poszczegélnych systeméw testowania uzyskane na 300
izolatach S. aureus.

SAWM+ (222 izolaty) SAOM=**(78 izolatow) Lacznie (300 izolatow)
Liczba Czulos¢ testu Liczba Czutosc Liczba Czutos¢
Test fatszywych (%) fatszywych testu fatszywych testu
wynikow wynikow (%) wynikow (%)
ujemnych ujemnych ujemnych
Koagulaza
0 100 6 92,3 6 98,0
wolna
Koagulaza
. 0 100 3 96,1 3 99,0
zwigzana
Test lateksowy
. 0 100 0 100 0 100
aglutynacjinr 1
Test lateksowy
. 2 99,1 12 84,6 14 95,3
aglutynacji nr 2
Test lateksowy
. 0 100 0 100 0 100
aglutynacji nr 3

*S. aureus wrazliwe na metycyline.
*#*S. aureus oporne na metycyline.



W drugim badaniu, przeprowadzonym przez McDonalda i Chapina'’, poréownywano wyniki uzyskane przy uzyciu plazmy

BBL Coagulase Plasma w 2 h tescie probéwkowym na wytwarzanie koagulazy (TPK) z wynikami dwdch dostepnych na rynku
lateksowych testow aglutynacji stuzacych do identyfikacji bakterii S. aureus bezposrednio w posiewie krwi na bulionie lub w
osadach uzyskanych z supernatantéw w butelkach BACTEC. Oceniano sto dwanascie (112) izolatéw posiewow krwi klinicznej
oraz 68 butelek posiewow krwi kontrolnej (ujemnej) z dodatkowymi posiewami rozmaitych drobnoustrojéw Gram-dodatnich.

W ponizszej tabeli przedstawiono wyniki testu na wytwarzanie koagulazy i lateksowych testéw aglutynacji zaréwno na
dodatkowych posiewach kontrolnych, jak i na prébkach klinicznych.

Liczba wynikéw dodatnich
. . Liczba Bezposredni Osad grudkowaty
Hodowle i drobnoustroje tlenowych /
Liczba Test Test Test Test
beztlenowych| lateksowy | lateksowy lateksowy | lateksowy
(facznie) nr1 nr2 TPK nr1 nr2 TPK

Posiewy kontrolne

Staphylococcus aureus 11/8 (19) 0 0 19 2 2 19

Gronkowce 9/9 (18) 0 0 0 0 0

koagulazoujemne

Streptococcus pneumoniae 5/5 (10) 0 0 0 0 0 0

Enterococcus spp. 6/5(11) 5 5 0 5 5 0

Streptococcus agalactiae 3/5(8) 0 0 0 0 0 0

Streptococcus pyogenes 171 (2) 0 0 0 0 0 0
Materiat kliniczny

Gronkowce 70/3 (73) 0 0 0 0 0 0

koagulazoujemne

Staphylococcus aureus 35/4 (39) 5 4 31 5 4 30

Sposrod 68 butelek kontrolnych z posiewami dodatkowymi 2 h test probéwkowy na wytwarzanie koagulazy przeprowadzony
przy uzyciu plazmy BBL Coagulase Plasma prawidtowo zidentyfikowat 19 z 19 hodowli S. aureus. 2 h test na wytwarzanie
koagulazy nie dat fatszywych wynikow dodatnich. Sposréd 112 przetestowanych probek klinicznych 2 h test probéwkowy na
wytwarzanie koagulazy prawidtowo zidentyfikowat 31 z 39 izolatéw S. aureus bezposrednio w posiewie krwi na bulionie oraz
30 z 39 izolatéw S. aureus w grudkach osadu supernatantéw, co odpowiada czutosci 79,5 oraz 76,9 %. Swoistos¢ testu
probéwkowego na wytwarzania koagulazy wynosita 100%, zaréwno w przypadku izolatéw pochodzacych z posiewow
dodatkowych, jak i probek klinicznych.

DOSTEPNOSC

Nr katalogowy Opis

240658 BD BBL Coagulase Plasma, Rabbit, 10 X 3,0 mL

240661 BD BBL Coagulase Plasma, Rabbit, 10 X 15,0 mL

240827 BD BBL Coagulase Plasma, Rabbit with EDTA, 10 X 3,0 mL
240826 BD BBL Coagulase Plasma, Rabbit with EDTA, 10 X 15,0 mL
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