NOW®

Malaria
TEST

POUZITI

Binax NOW® Malaria TEST je rychld imunochromatografickd metoda pro kvalitativni
stanoveni antigent Plasmodium falciparum (PF), Plasmodium vivax (PV), Plasmodium

malariae (PM) a Plasmodium ovale (PO) v plné krvi.
(US patenty ¢.:5,877,028; 5,998,220; 6,017,767)

PRINCIPY STANOVENI

Now® Malaria je rychly imunochromatograficky test pro detekci cirkulujiciho antigenu
specifického pro Plasmodium falciparum a antigenl spole¢nych pro Plasmodium
falciparum (PF), Plasmodium vivax (PV), Plasmodium malariae (PM) a Plasmodium
ovale (PO) v plné krvii Na membrané testovaciho prouzku - stripu- jsou
imobilizovany dva typy protilatek, prvni protilatka je namirena proti antigenu II
bohatého na histidin (PF HRPII), druha protilatka reaguje s antigenem spolecnym pro
rod Plasmodium.

Na testovacim stripu je kontrolni zéna C, ve které se pfi spravné provedeném testu
objevi barevny prouzek. Na nanaseci oblast stripu se aplikuje 15 pl pIné krve, tato
Cast stripu obsahuje specifické protilatky znacené koloidnim zlatem. Poté se na
stejnou oblast na stripu aplikuje reagencie umoziuijici tvorbu imunitniho komplexu,
ktery pak putuje podél stripu do detekéni zény, kde je komplex zachycen dalsSi
navazanou protildtkou. Po reakci imunokomplexu s imobilizovanou protilatkou
(pozitivni vzorek) se objevi v okénku pro odecteni vysledku reakce jeden az dva
barevné prouzky. Je-li aplikovany vzorek negativni, nedojde k vytvoreni barevného
prouzku v této oblasti.

Podékovani.
Binax, Inc. Dékuje panu F. Hoffmanovi z La Roche Corporation za laskavé poskytnuti
protilatek pro tento test.



REAGENCIE A MATERIAL
POSKYTOVANY MATERIAL

Binax NOW® Malaria TEST

« Testovaci kazeta s membranou (potazenou protilatkami specifickymi
=0 proti antigenu PF, PV, PO, PM a kontrolni konjugovana protilatka).
Nepouzity testovaci prouzek ma vzdy kontrolni linii modré barvy.

matnout

=— o Kapilary o objemu 15 pL. Kapilary se pouzivaji k odebrani vzorku plné
g krve a jeho preneseni na membranu testovaci kazety.

«  Lahvicka s reagentem malaria reagent A

«  Navod k pouziti

NEPOSKYTOVANY MATERIAL
« Stopky nebo budik

e Lancety

 Sterilni gaza

Odbér vzorku

Pro odbér je tfeba pouzivat EDTA upravené kapilary o objemu cca 15 pl, nebo Zilni
krev odebranou do zkumavky, ktera obsahuje EDTA.

A. Pro ziskani kapilarni krve z prstu, paty nebo jiného vhodného mista, je tfeba
nejprve odistit oblast vpichu sterilni gazou navihéenou vhodnou desinfekci a
poté misto otfit suchym sterilnim ctvereckem gazy. Pomoci lancety &i sterilni
jehly se provede vpich. Z takto vydezinfikovaného mista se ihned odebere
vzorek krve do pripravené kapilary.

B. Odbér Zilni krve se provadi pomoci bézné procedury do zkumavky s EDTA.
Jestlize test nem{ze byt proveden ihned, Ize takto odebranou krev uchovavat
pri teploté +2 az +8°C az 3 dny.

Upozornéni

« Optimalnich vysledkd mlze byt dosazeno pouze pfi striktnim dodrZeni tohoto
navodu. Reagencie se musi davkovat presné a peclivé. Pouzité kazety je treba
povazovat za biologicky rizikovy material. Pouzité kazety nemohou byt otevreny a
Znovu pouzity.



Biologicka kontaminace pouzitého materidlu (pipety, odbérové zkumavky Ci
kapilary) mlze vést k faleSné pozitivnim vysledklm. Se vzorkem je tfeba zachazet
za podminek dodrzovani laboratorni Cistoty tak, aby nedoSlo k mikrobialni
kontaminaci a to po celou dobu provadéni testu.

Soupravu s datem po exspiracni dobé uvedeném na baleni nelze pouzivat. Baleni
se musi uchovavat v suchu pfi teploté +15 az +30°C.

Reagencie A obsahuje azid sodny jako konzervacni Cinidlo. Azid sodny je toxicky,
a proto je treba s reagencii zachazet opatrné tak, aby bylo vylou¢eno nahodné
pozieni Ci potfisnéni pokozky. Azid sodny mUZe reagovat s médi ¢i olovem, které
mohou byt soucasti odpadniho potrubi, za vytvoreni explozivnich, kovy
obsahujicich azid{. PFi vylévani nespotifebovaného materialu je tfeba splachnout
zbytky azidu nadmérnym mnoZstvim vody.

Nelze michat reagencie z rliznych vyrobnich Sarzi.

Postup stanoveni

1. Pred zahajenim prace musi byt vSechny slozky soupravy vytemperovany na
pokojovou teplotu. Kazetu rozbalte a otevrete tésné pred nanasenim vzorku a
nechte ve vodorovné poloze

2. Do EDTA kapilary odeberte vzorek krve z prstu ¢i paty. Kapilara musi byt zcela
naplnéna. Alternativné je mozné pouzit 15yl Zilni krve odebrané klasickym
zplsobem do EDTA zkumavky. Rovnéz vzorek krve musi byt vytemperovan na
pokojovou teplotu.

3. Pomalu naneste vzorek krve z kapilary na purpurové policko nanaseci oblasti
stripu (viz obr v kazeté 1.). Vzorek krve se nanese pouhym prilozenim kapilary
ve svislé poloze na nanaSeci oblast a jemnym opakovanym pritlacenim na
nékolik mist policka. Neni nutné aplikovat cely objem krve z kapilary. Jestlize
se zda, Ze krev se prestava vsakovat nebo dosahuje méné nez polovinu
testovaciho prouzku po 1 minuté pokracujte v dalSim kroku.

Tzn. Ze jakmile je purpurové policko nasaklé je mozné kapilaru vyhodit. Pri
aplikaci  Zilni krve je tfeba mikropipetou pomalu a po kapkach nanést 15pl
vzorku tak, aby vzorek kompletné zasaknul.

DULEZITE UPOZORNENI: nespravna aplikace vzorku méze vést k nekorektnim
vysledkdm, resp. k selhani testu.

4. Na bilé policko (viz obr 2.) pod purpurovym polickem pridejte 2 kapky
reagencie A - lahvicku je tfeba drzet ve svislé poloze.

5. Dalsi 4 kapky reagencie A aplikujte na horni poli¢ko na levé strané otevieného
psanicka (viz obr 3.).

6. Odstrante pasku z adhezivniho prouzku po strané psanicka ( viz. obr. 4)
Ujistéte se, ze adhezivni prouzek je odkryt.

7. Ponechte dokonale vsaknout vzorek po celé délce testovaciho stripu.
Pockejte, dokud se lyzat z cervenych krvinek nedostane az na
pocatek bilého absorpcniho policka na vrcholu stripu (viz obr 5.).

8. Ihned uzaviete psanicko. Aby test probéhl korektné, dOkladné k sobé
pritisknéte okraje psanicka v oblasti adhezivniho prouzku. Zacnéte mérit cCas.



9. Po 15 minutach je mozné odecist vysledky v okénku psanicka. Silné pozitivni
vzorky lze odelist dfive. Interpretace vysledkl je znazornéna na dale
uvedeném diagramu.

INTERPRETACE VYSLEDKO

Infekce PF:
Zbarvené prouzky v blizkosti zon T1 a C znamenaji pozitivni vysledek.

Infekce PF nebo smisena infekce (PF, PV, PO, PM):
Zbarvené prouzky v blizkosti zon T1, T2 a C znamenaji pozitivni vysledek.

Infekce PV, PO, PM nebo smisena infekce téchto tfi druha(PV, PO, PM):
Zbarvené prouzky v blizkosti zon T2 a C znamenaji pozitivni vysledek.

Negativni vysledek:
Test je negativni objevi-li se zbarveny prouzek pouze v blizkosti zony C.

Neplatny vysledek:
Test je neplatny neobjevi-li se zbarveny prouzek v blizkosti zény C. V tomto pripadé
musi byt test zopakovan za pouziti nového psanicka.

Omezeni a limity testu

Pomoci tohoto testu Ize identifikovat infekci vyvolanou PF, nebo infekci vyvolanou
jednim ze tfi dalSich znamych druhd PV, PO ¢&i PM. Pomoci tohoto testu nelze zjisti
smésnou infekci PF s dalSimi plasmodii, protoZe protilatka v oblasti linie 2 je spolecna
pro vSechny druhy rodu Plasmodium. Souprava byla testovana a charakterizovana
pouze s pouzitim vzorkl PF a PV. PrileZitostné Ize zjistit pretrvavajici pritomnost
antigenu PF HRPII v krvi i poté, co byla hladina PF v krvi snizena Ié¢bou antimalariky.
Diagndzu Ize urcit kombinaci vysledku tohoto testu a klinické anamnézy a dalSich
laboratornich vysledka.

1. Walter Reed Army Institute of research, Maryland USA in Am ] Trop Med.Hyg.
2001, 65, 320-1: Preliminary evaluation of the Now® ICT Malaria P.f./P.v. rapid
diagnostic device for the detection of Plasmodium falciparum and Plasmodium
vivax.



Results: referencni metoda — mikroskopie

Celkem - malarie

Malarie PF

Malarie QV

Citlivost/senzitivity

93,4 % (100/107)

100% (31/31)

89% (58/65)

Specifita

96% (206/215)

98% (177/181)

Pozn.: pouzité vzorky krve nebyly pIné charakterizovany z hlediska parazitémie.

2. Hopital s'Instruction des ArmOes BOgin, Paris, France, nepublikovano

Results: referen¢ni metoda — PCR a mikroskopie

Celkem - malarie

Malarie PF

Malarie QV

Citlivost/senzitivita

91,7 % (22/24)

95% (21/22)

100% (1/1)

Specifita

100% (30/30)

Pozn.: jeden vzorek PO nebyl zafazen v testu citlivosti

Results: referencni metoda — PF citlivost versus mikroskopie

Malarie PF

Citlivost/senzitivita

100% (20/20)

Specifita

97%* (31/32)

*Jeden vzorek se jevil ve vztahu k mikroskopii jako faleSné pozitivni, tento vzorek byl

rovnéz pozitivni v PCR reakci.

Pozn.: pouzité vzorky krve nebyly pIné charakterizovany z hlediska parazitémie.

Now® Malaria test pro analyzu pIné krve

Kat. ¢.: 660-000 25 testil
Kat. ¢.: 660-005 5 testl




