GIARDIA/CRYPTOSPORIDIUM QUIK CHEK"®

Rychla membranova enzymova imunoanalyza pro spole¢nou detekci a diferenciaci
antigenu cyst Giardia a antigenu Cryptosporidium oocyst ve vzorku lidské stolice.

Katalogové €islo T30407 (25 Tests)

Chranéno patentem: Australian Patent No. 2005309443, dalSi patent pfihlasen

POUZITI

Giardia/Cryptosporidium QUIK CHEK’ je rychly imunochromatograficky enzymovy membranovy
test pro soubéziné kvalitativni stanoveni a rozliSeni antigent cyst giardii a oocyst kryptosporidii
v jedné kazeté. Test je uréen pro pouZiti vzorkl lidské stolice od pacientll s gastrointestinalnimi
priznaky a napomdha pfi diagnostice giardiovych a/nebo kryptosporidiovych gastrointestindlnich
infekci. Vysledky test by mély byt vidy posuzovany v ndvaznosti na anamnézu pacienta.

Pouze pro in vitro diagnostické pouziti!

VYSVETLENI TESTU

Giardia spp. je dvoujaderny bicikaty paraziticky prvok, ktery se v lidském organismu vyskytuje ve
dvou formach: neinfekéni formé hruskovitého tvaru obyvajici tenké stfevo nazyvajici se trofozoit
(velikost 9 az 20 um) a vysoce infekcni cystické formé eliptického tvaru o velikosti pohybujici se
mezi 8 a 12 um (1). Mimo télo svého hostitele se vyznamné lisi délka doby preziti u téchto dvou
forem. Trofozoit, ktery je velmi citlivy k vnéjSim podminkam, preziva mimo pfirozené prostredi jen
nékolik hodin, zatimco cysticka forma muze ve vnéjsim prostiedi prezit po nékolik dni (1). Bylo
prokdzano, Ze cestovatelé se obvykle v endemickych oblastech nakazi giardidzou kontaktem s
kontaminovanou vodou (2-5). Kpfenosu také dochdzi pfimym kontaktem, zejména od
bezpfiznakovych nosi¢l nejcastéji orofekalni kontaminaci potravin (6-7). Mezi vysoce rizikové
osoby patfi malé déti, imunokompromitovani pacienti a pacienti bez predchoziho kontaktu
s organismem (8). Sale Castéji se stava infekce giardiemi béznou sexualné prenosnou nemoci (9).
Kontaminace zvirecimi exkrementy, zejména zdrojl pitné vody, je dalsi cestou prenosu infekce u
lidi (4, 10, 11). Klinické projevy giardidzy jsou velmi pestré, od asymptomatického nosicstvi
s vyluéovanim infekcnich cyst az k chronickym Upornym prijm0im, ztratou télesné hmotnosti a
malabsorpcénimi pfiznaky (8,12,13).

Cryptosporidium spp. je paraziticky prvok obratlovcl, jez byl dfive povazovan za puUvodce
infekénich prijm0 pouze u zvirat (14). Az v roce 1976 byla popsana prvni infekce clovéka (15).
Nasledné byl prvok prokazan jako kauzalni pavodce priijmovych onemocnéni po celém svété a je
Castym plvodcem cestovatelskych prijm0 (14,16). Toto onemocnéni se prendsi pomoci
silnosténnych oocyst o pramérné velikosti 2-6um, které jsou velmi odolné vicéi béinym
dezinfekénim prostredkim a standardnim postupdm chlorovani pitné vody. Pfimy prenos z
Clovéka na clovéka, zejména mezi détmi, je bézny (17). Cryptosporidium ma dle doposud zjisténych
skute¢nosti velmi malou az Zzadnou hostitelskou specificitu a vétSina Zivocich( jako jsou hlodavci,
skot a domaci zvirata slouzi jako rezervodr a umoziuje prenos na ¢lovéka jako klasické zoondzy
(14,18). K prfenosu infekce dochazi bud pfimym stykem, nebo kontaminaci vodnich zdroju vykaly
(14,19-21). Kryptosporidiéza je vazinou oportunni infekci u pacientd se syndromem ziskané
imunodeficience (AIDS) a je potencialné sexualné prenosnym onemocnéni (19,22). Klinické projevy
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kryptosporididzy patfi cholefe podobné vodnaté prlijmy, bolesti bficha, nevolnost, zvraceni a
ztrata télesné hmotnosti. U normalné imunitné disponovanych osob trvd onemocnéni obvykle
kratkou dobu a bez |écby dochazi k uzdraveni. U imunosuprimovanych pacientl a pacientd s AIDS
muze Cryptosporidium zpUsobit zdlouhavé a Zivot ohroZujici onemocnéni v disledku nadmérnych
ztrat tekutin. U téchto pacientd mlze také infekce postihnout tkané dychaciho Ustroji a Zlu¢ovych
cest (19).

PRINCIP TESTU

Test GIARDIA/CRYPTOSPORIDIUM QUIK CHEK® vyuziva monoklonalnich a polyklonalnich protilatek
proti antigenim bunécéného povrchu obou organism(. Testovaci kazeta obsahuje reakéni okno
(Reaction Window) se tfemi svislymi liniemi obsahujicimi navazané imobilizované protilatky.
Testovaci linie identifikujici giardie (oznacena "Giar") obsahuje mysi monoklonalni protilatky proti
giardiim. Testovaci linie identifikujici kryptosporidia (oznacena "Cryp") obsahuje mysi
monoklondlini protilatky proti kryptosporidiim. Kontrolni linie (oznacena "C") je teckovana ¢ara,
kterd obsahuje protildtky proti kienové peroxidaze (HRP).

Konjugat obsahuje polyklonalni protildtky s navazanou kfenovou peroxidazou. Pfed provedenim
testu je vzorek stolice pfidan do zkumavky obsahujici smés rediciho roztoku (Diluent) a konjugatu
(Conjugate). Takto nafedény vzorku je prenesen do jamky (Sample Well) v testovaci kazeté a
inkubuje se pfi pokojové teploté po dobu 15 minut. BEhem inkubace se pfitomné antigeny cyst a
oocyst ve vzorku stolice navazou na konjugat protilatek s peroxiddzou. Tyto komplexy antigen-
protildtka-konjugat migruji pres filtracni podlozku na membranu a ddle vzlinaji k testovacim liniim
s vazanymi specifickymi protildtkami proti giardiim a kryptosporidiim. Do reakéniho okna (Reaction
Window) je aplikovan promyvaci pufr (Wash Buffer) a poté je pfidan substratu (Substrate). Po
desetiminutové inkubaéni dobé se vysledek reakce hodnoti pohledem, kdy prikazné jsou svislé
modré ¢ary na obou stranach reakéniho okna. Modra ¢ara znadi pozitivni vysledek testu. Pozitivitu
"kontrolni" reakce potvrzuje objeveni svislé teckované modré cary v casti reakéniho okna
oznacené pismenem "C". Tento vysledek kontroly je prikazem spravného pribéhu testu a
vysledky mohou byt povaZzovany za platné.

Material poskytovany v soupravé
Testovaci kazeta - kazdy sacek obsahuje 1 kazetu
Redici pufr — diluent (20 ml) — pufrovany roztok proteint s kapatkem se stupnici
Promyvaci pufr (12 ml) - pufr s kapatkem se stupnici
Substrat (3,5 ml) - roztok obsahuijici tetramethylbenzidin
Konjugat (2,0 ml) - polyklondlni protilatka proti povrchovému antigenu Giardii
s navazanou kfenovou peroxidazou a polyklonalni protilatka proti povrchovému
antigenu kryptosporidii s navazanou kfenovou peroxiddzou v pufrovaném
proteinovém roztoku

+] Pozitivni kontrola (2,5 ml) - inaktivovana pozitivni kontrola Giardia spp. a

Cryptosporidium spp. v pufrovaném proteinovém roztoku

Jednordazové plastové pipety — délené na 25 pl, 100 pl, 200 pl, 300 pl, 400 pl, a 500 pl
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POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTi SOUPRAVY

Mikrozkumavky (napf. typ Eppendorf) Aplikdtor na vzorky
Stopky Vortex
Jednordzové rukavice pro manipulaci se vzorky Pipeta a spicky



DOBA POUZITELNOSTI A SKLADOVANI
Datum exspirace soupravy je uveden na Stitku kazdé soupravy. Exspirace reagencii v souprave jsou
uvedeny na jejich Stitcich. Soupravu skladujte v rozmezi 2°-8°C.

OPATRENI

1.

10.
11.

12.

13.
14.

15.

16.

17.

Kazdd soucast soupravy by méla byt pred pouzZitim prohlédnuta kvylou¢eni mozného
poskozeni. Po prevzeti baleni zkontrolujte celou soupravu, zda jednotlivé komponenty nejsou
zmrazené nebo horké v disledku nevhodnych prepravnich podminek.

Dodany substrat (Substrate) by mél byt bezbarvy. Pokud by doslo ke zméné barvy substratu
do tmavé modré a7 fialové, Cinidlo nepouzivejte a kontaktujte dodavatele pro jeho vyménu.
Cinidla z rGiznych souprav by se neméla zamériovat. NepouZivejte soupravu po uplynuti doby
pouzitelnosti.

Uzavéry, Spicky a kapatka jsou barevné odliSené; vzajemné nemichejte a nezaménujte!
Ponechte vSechny komponenty pfed upotifebenim temperovat na POKOJOVOU TEPLOTU!
Chrante Cinidla pfed mrazem. Sadu je nutné skladovat pfi teplotach v rozmezi

2°Caz8°C.

Obal obsahujici kazetu s membranou (Membrane Device) by mél mit pfi otvirani pokojovou
teplotu. Je tfeba dbat na to, aby testovaci kazeta s membranou byla pred pouzitim sucha.
Drite lahvicky s Cinidly vertikdlné pro zajisténi konzistentni velikosti kapek a tim spravny
objem.

Mikrobidlni kontaminace reagencii miZe vyznamné snizovat presnost vysledku reakci.
Zamezte mikrobidlni kontaminaci ¢inidel pouzivanim sterilnich jednorazovych pipet, pokud
dochazi k odebirani alikvot z lahvicek s Cinidly.

Testovaci kazeta s membrdnou (Membrane Device) nelze nikdy pouzit opakované.

Testovaci postup je optimalizovan pro dosazeni nejvyssi senzitivity a specificity. Jakékoli
zmény v doporuceném postupu ¢i nedodrzeni doporucenych podminek mohou mit vliv na
vlastnosti testu. Postupujte vidy disledné podle doporuceného postupu.

Pozorné dodrzujte spravnou celkovou dobu testu, pokud testujete vice nez jeden vzorek
stolice. Pridejte nejprve redici roztok (Diluent) a teprve poté pridejte konjugat (Conjugate) do
kazdé zkumavky s fedicim roztokem. Poté se pfida vzorek stolice do zkumavky se smési
rediciho roztoku a konjugatu. DUkladné promichejte vsechny takto naredéné vzorky nasledné
a prfeneste na membranu testovaci kazety. 15-ti minutovd inkubace pocind po poslednim
preneseni vzorku smési konjugatu a vzorku na membranu testovaci kazety.

Vzorky stolice pred testovanim nekoncentrujte.

Pro dosazZeni optimalnich vysledkl pouZivejte Cerstvé vzorky stolice odebrané nejpozdéji 72
hodin pred testovanim. Zmrazené vzorky stolice mohou ztracet antigenni aktivitu pfi procesu
zmrazovani a rozmrazovani. Pouzivate-li zmrazené vzorky, ponechejte je rozmrazit pfi
pokojové teploté.

Funkénost tohoto testu je zachovana i u vzorkd stolice uchovanych v 10% formalinu, octanem
sodny s formaldehydem a transportnich médiich jako jsou Cary Blair nebo C&S pokud jsou
dodrzeny postupy pfipravy vzorku uvedené v tomto ndvodu. U ostatnich fixacnich ¢inidel a
transportnich médii nebyla funkénost testu ovérena.

Po poufZiti je tfeba se vzorky a testovaci kazetou zachazet a ndsledné provadét likvidaci jako
s potencialné nebezpecnym odpadem. Pfi provadeéni testu pouzivejte jednorazové rukavice.
Vzorky stolice mohou obsahovat potencialné infekéni mikroorganismy a mélo by s nimi byt
zachdazeno na Urovni 2 biologické bezpecnosti (BSL2) za podminek uvedenych v pfirucce CDC /
NIH "Biologicka bezpecnost v mikrobiologickych a biomedicinskych laboratofich" (“Biosafety
in Microbiological and Biomedical Laboratories”).



ODBER VZORKU A MANIPULACE S CERSTVYMI VZORKY STOLICE

Vzorky rutinné odebrané pro vysSetreni pfitomnosti vajicek a parazitG mohou byt pouZity i pro
testovani Giardia/Cryptosporidium QUIK CHEK® testem. Vzorky stolice by mély byt sbirdny a
skladovany v Cistych a nepropustnych kontejnerech.

1. Postacuje standardni odbér a zpracovani vzork( po odbéru v domacim prostredi.

2. Cerstvé, nezpracované vzorky by mély byt skladovany v rozmezi 2° az 8°C. Pokud je to moiné

3.

testujte vzorky do 72h po odbéru. Pokud nemuzZete zpracovat vzorky do 72h po odbéru,
uchovavejte je zmrazené (< -10°C). Takto uchovavané vzorky lze skladovat az po dobu az 90
dnl. Zmrazenim a rozmrazenim vzork(l mize dojit k ¢astecné degradaci antigenl. Zamezte
opakovanému rozmrazovani a opétnému zmrazovani vzork(. Pouzivate-li zmrazené vzorky,
rozmrazujte je pri pokojové teploté.

Vzorky zkoncentrované nebo vzorky, které byly fixované vzorky pomoci PVA, nejsou vhodné
pro pouziti s timto testem.

4. Ujistéte se, ze vzorky byly PRED provedenim testu fadné promichany.

5.

Skladovani fekalnich vzork( v Diluent - fedicim roztoku se NEdoporucuje.

PRIPRAVA VZORKU

1.

Nechte vSechny reagencie a pozadovany pocet testovacich kazet pred pouzitim vytemperovat
na pokojovou teplotu.

Oznacte pro kazdy vzorek jednu mikrozkumavku a pfipadné dalsi pro externi kontrolu kvality.
Pouzijte Sedé kapatko a pfidejte 500l Fediciho pufru - Diluentu do kazdé mikrozkumavky pro
vzorky stolice. Pro vzorky, které jsou fixované napf. v 10% formalinu, pridejte do
mikrozkumavky pouze 400pl Diluent - fediciho pufru. Pro testovani externich kontrol pfidejte
také do kazdé zkumavky 400 pl fediciho pufru.

Pridejte jednu kapku Konjugdtu (lahvic¢ka s cervenym vickem) do kazdé zkumavky.

Vezméte pro kazdy vzorek jednu délenou pipetu (viz obrdzek nize), ktera se doddva se
soupravou. Pipeta je délena na tyto objemy: 25 pl, 100 pl, 200 pl, 300 pl, 400 pl, a 500 pl.

Délenad pipeta:
500uL  400puL  300pL  200pL 100 pL 25 L

( | | | | | % |

Promichejte vSechny vzorky diikladné bez ohledu na jejich konzistenci, je dllezZité, aby vzorky
byly rovhomérné rozmichany na suspenzi pred jejich pfenosem na membranu.
Tekuté/Polotuhé vzorky - nepipetujte délenou pipetou 25pl vzorku do zkumavky se smési
diluentu a konjugatu.

Formované/pevné vzorky - Je tfeba dbat na odbér spravného mnoizstvi stolice. Vzorek
odeberte pomoci dfevéné tycinky cca 2 mm (ekvivalent 25ul) do zkumavky se smési diluentu a
konjugatu. Vzorek rozmichejte pomoci tyCinky.

Vzorky stolice ve fixatnim roztoku nebo v transportnim médiu - do zkumavky se smési
diluentu a konjugatu pfidejte 100l vzorku.

Volitelné externi kontrolni vzorky:

Externi pozitivni kontrola - pridejte Ctyfi kapky pozitivni kontroly (lahvic¢ka s Sedym vickem) do
prislusné zkumavky obsahujici redici pufr.

Externi negativni kontrola - pfidejte 100pl diluent do pfislusné zkumavky obsahujici diluent.

Poznamka: Poutziti pfilis malého mnozZstvi vzorku nebo nedostatecné dobre rozmichany vzorek ve
smési diluentu a konjugatu mohou zpUsobit faleSné negativni vysledky testu. Pfidani pfilis velkého
mnoZstvi vzorku mulze zpUsobit nedostatecné vzlindni roztoku membranou.



POSTUP TESTU

1.

Pripravte si pro kazdy vzorek jednu testovaci kazetu. Stejné tak si pfipravte kazetu pro kazdou
pozitivni i negativni kontrolu. Zabalené kazety ve félii, by mély byt pred otevienim prfeneseny
do pokojové teploty a mély by byt vytemperovany. Po otevieni obalu kazetu ihned pouzijte.
Oznacte si kazetu Cislem pacienta a orientujte ji napisem ,QUIK CHEK” smérem doll na hladké
rovné podlozZce.

Jamka pro aplikaci vzorku
|Testovaci kazeta | |

Reakéni okno
GIAR

QUIK CHEK

Dakladné uzavienou mikrozkumavku s naredénym vzorkem a intenzivné promichejte. Pro
lepsi promichani lze pouZzit vortex. Jiz nafedéné vzorky v roztoku diluentu a konjugdtu mohou
byt po dobu 24h uchovavany pfi teploté 2° - 8°C pred aplikaci na membranu.

Pomoci nové délené pipety preneste 500 pl nafedéného vzorku do jamky pro aplikaci vzorku
(mensi otvor v pravém hornim kazety — (Sample Well) a presvédcite se, Zze doslo k nasati
vzorku do membrany v testovaci kazeté (Membrane Device). Pti aplikaci vzorku do jamky, se
ujistéte, Ze je Spicka pipety naklonéna smérem k reakénimu oknu (vétsi otvor ve stfedu
kazety).

Inkubujte kazetu pfi pokojové teploté po dobu 15 minut - vzorek se diky vzlinani rozptyli po
celém reakéni podlozce, ktera je v umisténa v kazeté.

POZNAMKA: VZORKY, U KTERYCH NEDOJDE K MIGRACI MEMBRANOU:

Ve vyjimecnych pripadech se stane, Ze se vzorek v aplikacni jamce srazi a nepostupuje ddle
membrdnou. Obvykle tato situace nastavd, pfi prilis velkém mnoZstvi vzorku v roztoku. Pokud
do péti minut nedojde k vsdknuti vzorku membrdnou, pridejte 100 (i (4 kapky) Diluent -
fediciho pufru do aplikacni jamky (Sample Well) a vyckejte dalsich pét minut (celkem 20
minut). Pokud i tento postup selZe a vzorek po membrdné nemigruje, provedte test znovu.

Po inkubaci pfidejte 300 pl promyvaciho pufru do reakéniho okna pomoci bilého kapatka nebo
podobnym zafizenim. Nechte promyvaci pufr vsaknout kompletné do membrany.

Pridejte 2 kapky substratu (lahvi¢ka s bilym vickem) do reakéniho okna. Po 10 minutach
vyhodnotte vysledek.

INTERPRETACE VYSLEDKU

1.

Vyhodnoceni testu je nejspolehlivéjsi provadét ihned na konci inkubacni doby. Odecitejte
vzorky na béZnou Cteci vzdalenost pfi standardnim osvétleni. Linie jsou viditeIné pfimo
v testovaci kazeté. Pozitivni vysledek Ize interpretovat kdykoliv od pfidani substratu do reakéni
jamky aZ po uplynuti 10-ti minutové inkubaéni doby. Negativni vysledek mGze byt vyhodnocen
jako negativni az po uplynuti stanovené 10-ti minutové inkubacni doby.

Dbejte na to, abyste v testovaci kazeté vidy vidéli modré tecky mezi reakénimi zénami, které
predstavuji pozitivni vysledek vnitini kontroly. Odecitejte modrou caru vedle interni pozitivni
kontroly. Na pravé strané pozitivita prvoka Giardia spp. a na levé strané pozitivita prvoka
Cryptosporidium spp.. Linie se mohou jevit jako slabé az silné zabarveni.

Pozitivni vysledek na Giardie (obr. 1b, 1c): Objevi se teckovana kontrolni linie a pIna linie na
strané Giardia (na pravé strané). Tyto linie se mohou jevit jako slabé az tmavé intenzivni -
kazdd modra ¢ara na pravé strané vedle kontrolni linie se povaZuje za pozitivni. Nepovazujte
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jakékoliv jiné zabarveni membrany jako pozitivni vysledek. Pozitivni vysledek Ize vyhodnotit
pfi souCasné radné zobrazené pozitivni kontrolni linii a pfitomnosti antigenu Giardia spp.

4. Pozitivni vysledek na Cryptosporidia (obr. 1b, 1d): Objevi se tecky kontrolni linie a pIna linie
na strané Cryptosporidium (na levé strané). Tyto linie se mohou jevit jako slabé az tmaveé
intenzivni - kazda modra c¢ara na levé strané vedle kontrolni linie se povaZuje za pozitivni.
Nepovazujte jakékoliv jiné zabarveni membrany jako pozitivni vysledek. Pozitivni vysledek Ize
vyhodnotit pfi soucasné radné zobrazené pozitivni kontrolni linii a pfritomnosti antigenu
Cryptosporidium spp.

5. Negativni vysledek (obr. 1a): Ve stfedu reakéniho okna se objevi modre teckovana kontrolni
linie. Jiné linie nejsou patrné. Negativni vysledek znamend, Ze antigeny giardii ani
kryptosporidii nejsou ve vzorku pfitomné nebo jsou pod detekénim limitem tohoto testu.

6. Chybny vysledek (obr. 1e-1h): Test je chybny, pokud po inkubacni dobé neni v reakénim okné
pfitomna modre teckovana kontrolni linie (obr. 1e-1h).

Obrézek 1: Giardia/Cryptosporidium QUIK CHEK® - INTERPRETACE VYSLEDKU

= o
CRYP . GIAR CRYP . GIAR CRYP . GIAR CRYP GIAR
QUIK CHEK

QUIK CHEK QUIK CHEK QUIK CHEK
Obr. 1a Obr. 1b Obr. 1c Obr. 1d
Negativni vysledek Pozitivni Giardia a Pozitivni Giardia Pozitivni
Cryptosporisium Cryptosporisium
CRYP . GIAR| |CRYP . GIAR| |CRYP . GIAR| |CRYP . GIAR
QUIK CHEK QUIK CHEK QUIK CHEK QUIK CHEK
Obr. le Obr. 1f Obr. 1g Obr. 1h
Chybny vysledek Chybny vysledek Chybny vysledek Chybny vysledek
KONTROLA KVALITY

Interni kontrola kvality: modre teckovana kontrolni linie musi byt v reakénim okné pfitomna ve
stfedu pod pismenem "C" a to na kazdé kazeté, ktera je pouzita k testovani. Pfitomnost kontrolni
linie znamena, Ze vzorek a Cinidla byly aplikovany na kazetu spravné a Ze reagencie byly v dobé
provadéni testu funkéni. Za negativni vnitfni kontrolu je povazovano bezbarvé pozadi membrany.
Pokud byl test proveden spravné, pak je bilé pozadi povazovano za negativni kontrolu kvality
stanoveni.

Externi kontrola kvality: reaktivita GIARDIA/CRYPTOSPORIDIUM QUIK CHEK' soupravy by méla byt
ovérena pomoci testovani pozitivnich a negativnich kontrol (fedéni). Pozitivni kontrola je
dodavana se soupravou (lahvicka s Sedym vickem). Pozitivni kontrola ovéfuje reaktivitu ostatnich
reagencii obsazenych v kitu. Redici pufr se pouZiva jako negativni kontrola. Dalsi kontrolni testy
mohou byt provadény, tak aby spliovaly poZadavky mistnich ¢i statnich predpist nebo
akreditacnich organizaci.




OMEZENI

1. Giardia/Cryptosporidium QUIK CHEK® test se pouzivda k detekci Giardia a/nebo
Cryptosporidium ve vzorcich stolice. Test potvrzuje pfitomnost antigenu ve stolici a informace,
které test poskytuje, by mély byt dale posuzovany s ohledem na klinickou anamnézu a
fyzikalni vysetreni pacienta lékarem.

2. Vzorky stolice jsou slozZity material. Optimalni vysledky s GIARDIA/CRYPTOSPORIDIUM QUIK
CHEK® testu jsou ziskany ze vzorkl, které nejsou starsi nez 72 hodin. VétSina neredénych
Cerstvé vzork(, muze byt uloZena pfi 2°C az 8°C po dobu 72 hodin, aniz by doslo k degradaci
antigenu. Pokud vzorky nelze zpracovat do této doby, lze je zmrazit aZz na dobu 90 dni a
nasledné pred testovanim rozmrazit. Nicméné, opakované zmrazovani a rozmrazovani muze
vést ke ztraté vimunoreaktivity antigenu.

3. Neékteré vzorky mohou vykazovat slabou reakci. To mlze byt zplisobeno radou faktord, jako je
pfitomnost nizkych hladin antigenu, pfitomnost latek vazajicich antigen ve stolici nebo
pritomnost degradacénich enzymu ve stolici. Za téchto podminek by mél byt testovdn cerstvy
vzorek.

4. GIARDIA/CRYPTOSPORIDIUM QUIK CHEK' test je pouze kvalitativni test. Intenzita zbarveni by
neméla byt interpretovdna kvantitativné.

5. Pouziti koncentrovanych vzorku stolice nebylo hodnoceno.

OCEKAVANE HODNOTY

Zdravi jedinci by neméli byt infikovani parazity Giardia spp. nebo Cryptosporidium spp. a mély by
tedy pfri testovani vykazovat negativni vysledek v GIARDIA/CRYPTOSPORIDIUM QUIK CHEK testu.
Pozitivni vysledek testu GIARDIA/CRYPTOSPORIDIUM QUIK CHEK’ ukazuje, Ze osoba vylucuje
zjistitelné mnoiZstvi antigenu giardii a/nebo kryptosporidii. Vyskyt infekce giardiemi a
kryptosporidiemi se signifikantné lisi mezi jednotlivymi populacemi a zemépisnymi regiony. U déti
v predskolnich zafizenich byl prokazan vyssi vyskyt infekce giardiemi nez u normalni populace (21).
Kromé této skupiny byl vyssi vyskyt infekce prokazan i u homosexualnich muzd (22). Obecné je
laboratorné prokazana incidence kryptosporididzy ve vyspélych zemich 1-2% s celkové vyssim
vyskytem u déti (23).

Prospektivni studie, které byly designovany k ovéreni testu GIARDIA/CRYPTOSPORIDIUM QUIK
CHEK’, byly provedeny v asijské nemocnici se specializaci na prlijmovd onemocnéni. Studie
zahrnovaly 129 Cerstvé odebranych vzorkd stolice. Pozitivni vysledek GIARDIA/CRYPTOSPORIDIUM
QUIK CHEK testu byl ziskan v 22,5% pripadech na pritomnost antigenl Giardia spp. a 5,4% pfipadu
na pritomnost antigen( Cryptosporidium spp.

CHARAKTERISTIKY TESTU

Charakteristiky testu Giardia/Cryptosporidium QUIK CHEK’ byly hodnoceny ve 3 studiich na 3
geograficky odliSnych mistech. U studii oznacenych Site # 1 a Site # 3 byly charakteristiky testu
Giardia/Cryptosporidium QUIK CHEK’ srovnany s nepfrimou fluorescencni mikroskopii (IFA) v poctu
220 vzorkUl Cerstvé stolice, 140 vzorkd zmrazenych, 216 vzork( fixovanych ve formalinu a 215
fixovanych ve formalinu s octanem sodnym. U studii oznacenych # 1 a # 2 byly charakteristiky
testu Giardia/Cryptosporidium QUIK CHEK srovnavany s dvéma komeréné dostupnymi ELISA testy
(uréené zatizeni pro diagnostiku prvoka Giardia a Cryptosporidium) u 349 vzork( Cerstvé stolice,
322 vzorkd zmrazenych, 36 vzork( fixovanych ve formalinu a 142 fixovanych ve formalinu

s octanem sodnym.

Vlastnosti testu pfi srovnani s fluorescencni mikroskopii (IFA) - kombinace vysledkl ze studii
oznacenych Site # 1 a Site # 3:



Pro diagnostiku Giardia spp.

Nasledujici tabulka uvadi souhrn klinickych charakteristik ¢asti testu Giardia/Cryptosporidium QUIK
CHEK pro diagnostiku giardii. Giardia/Cryptosporidium QUIK CHEK® test pfi srovnani s vysledky
mikroskopie IFA (povazovan a za zlaty standard diagnostiky) dosahl 98,9% senzitivity, 100%
specificity a celkovou korelaci 99,7%.

Souhrnné vysledky - Vlastnosti testu pro diagnostiku giardii jako soudast testu
Giardia/Cryptosporidium QUIK CHEK" ve srovnéni s fluorescenéni mikroskopii — IFA
Mikroskopie — IFA Mikroskopie — IFA
N=791 L e . o
Giardia pozitivni Giardia negativni
Giardia/Cryptosporidium QUIK CHEK -
. N 181 0
Giardia pozitivni
Giardia/Cryptosporidium QUIK CHEK -
. _ 2 608
Giardia negativni
95% interval spolehlivosti
Citlivost 98,9% 95,7 -99,8%
Specificita 100% 99,2 - 100%
Korelace 99,7% 99,7 -99,7%

Pro diagnostiku Cryptosporidium spp.

Nasledujici tabulka uvadi souhrn klinickych charakteristik ¢asti testu Giardia/Cryptosporidium QUIK
CHEK' pro diagnostiku kryptosporidii. Giardia/Cryptosporidium QUIK CHEK® test pfi srovnani
s vysledky mikroskopie IFA (povaZovdn a za zlaty standard diagnostiky) dosahl 100% senzitivity,
99,8% specificity a celkovou korelaci 99,9%.

Souhrnné vysledky - Vlastnosti testu pro diagnostiku kryptosporidii jako soucast testu
Giardia/Cryptosporidium QUIK CHEK' ve srovnani s fluorescenéni mikroskopii — IFA

Mikroskopie — IFA Mikroskopie — IFA
N =791 e L
Crypto. pozitivni Crypto. negativni
Giardia/Cryptosporidium QUIK CHEK' -
. o 140 1
Cryptosporidium pozitivni
Giardia/Cryptosporidium QUIK CHEK' -
. . 0 650
Cryptosporidium negativni
95% interval spolehlivosti
Citlivost 100% 96,7 - 100%
Specificita 99,8% 99,0 - 100%
Korelace 99,9% 100 - 100%

Charakteristiky testu pfi srovnani s dvéma diagnostickymi soupravami (komercné dostupné
testy pro diagnostiku Giardia spp. a Cryptosporidium spp.) — souhrnné vysledky ze studii Site # 1
a

Site # 2:

Kombinované vysledky méreni u studii oznaenych Site # 1 a Site # 2, pfi porovnani s vysledky
ziskanymi provedenim dvou komeréné dostupnych testd ELISA (uréené soupravy pro diagnostiku
prvokl Giardia a Cryptosporidium), ukazaly 99,1% shodu pozitivnich vysledk(, 99,7% shodu

8



negativnich vysledkd a vyslednou celkovou shodu vysledkll 99,5% u diagnostiky giardii. U
diagnostiky kryptosporidii bylo dosazeno 99,2% shody pozitivnich vysledkd, 99,6% shody
negativnich vysledkl a celkové vysledné shody 99,5%.

Vysledky srovnani testu Giardia/Cryptosporidium QUIK CHEK® Test s komeréné dostupnymi testy
vyuzivajici metodu ELISA pro detekci giardii

N = 849 Komercni test ELISA Komercni test ELISA
- Giardia pozitivni Giardia negativni

Giardia/Cryptosporidium QUIK CHEK' -

. N 213 2
Giardia pozitivni
Giardia/Cryptosporidium QUIK CHEK' -

. o 2 632
Giardia negativni

95% interval spolehlivosti

Citlivost 99,1% 96,3 -99,8%
Specificita | 99,7% 98,7 -99,9%
Korelace 99,5% 99,5-99,5%

Vysledky srovnani testu Giardia/Cryptosporidium QUIK CHEK' Test s komeréné dostupnymi testy
vyuzivajici metodu ELISA pro detekci kryptosporidii

Komer¢ni test ELISA Komer¢ni test ELISA
N =849 e .
Crypto. pozitivni Crypto. negativni
Giardia/Cryptosporidium QUIK CHEK' -
. e 130 3
Cryptosporidium pozitivni
Giardia/Cryptosporidium QUIK CHEK' -
. L 1 715
Cryptosporidium negativni

95% interval spolehlivosti
Citlivost 99,2% 95,2 - 100%
Specificita | 99,6% 98,7 -99,9%
Korelace 99,5% 99,5 -99,5%
ANALYTICKA CITLIVOST

Analyticka citlivost pfristroje byla stanovena smisenim purifikované smési cyst giardii ¢i oocyst
kryptosporidii o kvantifikovaném mnozstvi (uréeného nepfimou fluorescenéni mikroskopii) s
negativnimi vzorky stolice. Koncentrace cyst giardii a oocyst kryptosporidii ve vzorcich stolice, kde
bylo dosaZeno 95% pozitivnich vysledkd testem Giardia/Cryptosporidium QUIK CHEK', byla pouzita
ke stanoveni detek¢niho limitu testu (LOD). Z vysledkU testd byla stanovena hodnota detekcniho
limitu LOD pro cysty giardii na 6000 na ml stolice (odpovida poctu 133 zjiSténych cyst na test) a
6000 oocyst kryptosporidii na ml stolice (odpovidd poctu 133 zjisténych oocyst na test). Vzhledem
k tomu, Ze test Giardia/Cryptosporidium QUIK CHEK® test kromé celych cyst a oocyst detekuje
pfimo rozpustny antigen ve vzorcich stolice, tato studie LOD predstavuje jen odhad analytické
citlivosti na zakladé obsahu smési purifikovanych cyst giardii a oocyst kryptosporidii. Klinické
vzorky stolice obsahuji rizné mnozstvi volného antigenu v poméru k jednotlivym cystam giardii a
oocyst kryptosporidii.



REPRODUKOVATELNOST

Celkem u 22 vzorkU stolice byla pozitivita stanovena dopredu komercné dostupnymi testy. Vzorky
zahrnovaly 6 Giardia spp. pozitivnich vzork( (tfi se stfedné silnou pozitivitou vysledku), 6
Cryptosporidium spp. pozitivnich vzork( (tfi s nizkym stupném pozitivity), 4 Giardia spp. i
Cryptosporidium spp. pozitivnich vzorkd (z nichZz dva s nizkym stupném pozitivity Giardia spp.
pozitivnich a dva s nizkym stupném pozitivity Cryptosporidium spp.) a 6 vzork( s negativitou
vysledk( detekce obou parazitl. VSsechny vzorky byly slepé oznaceny kddy tak, aby nebyla mozna
jejich identifikace béhem testovani. Testovani bylo provedeno na 3 rlznych pracovistich.

Vzorky byly na jednotlivych pracovistich opakované testovany dvakrat denné po dobu péti dnd
nékolika laboranty pouZitim testd pochazejicich ze dvou rlznych SarZi. Pozitivni a negativni
kontrola byla provedena pfi kazdém testovani série zaslepenych vzorkl. Vysledky z jednotlivych
laboratofi byly nasledné predlozeny firmé TECHLAB®, Inc a porovnany svysledky ziskanymi
testovanim v laboratofich spolecnosti. Vysledky byly shodné na vSech testovanych mistech a
vykazovaly tedy 100% korelaci. Zaroven byly vysledky testu Giardia/Cryptosporidium QUIK CHEK" u
pozitivnich vzorkl vidy vyhodnoceny jako pozitivni a u negativnich vzork( byly vidy vyhodnoceny
jako negativni.

ZKRIZENA REAKTIVITA

Giardia/Cryptosporidium QUIK CHEK® test byl testovan na zkfizenou reaktivitu s bakteridlnimi a
virovymi kmeny uvedenymi niZe. Bylo prokdzano, Ze zadny z vypsanych kmenl nevykazuje
zktizenou reaktivitu s testem Giardia/Cryptosporidium QUIK CHEK" testu.

Aeromonas hydrophila

Bacillus subtilis

Campylobacter coli

Campylobacter jejuni

Clostridium bifermentans

Enterococcus faecalis

Escherichia coli 0157:H7

Escherichia coli EPEC (enteropatogenni)
Klebsiella pneumoniae

Shigella dysenteriae

Shigella sonnei

Staphylococcus aureus (Cowantv kmen)
Vibrio parahaemolyticus

Lidské Adenoviry 1 a 3

Lidsky Coxsackievirus B2, B3 a B4
Lidsky Koronavirus

Lidsky Echovirus 9

Enterovirus 68, 69

Lidsky Rotavirus

Bacillus cereus

Bacteroides fragilis

Campylobacter fetus

Candida albicans

Clostridium difficile (kmen 630)
Escherichia coli

Escherichia coli ETEC (enterotoxické)
Escherichia coli EIEC (enteroinvasivni)
Salmonella typhimurium

Shigella flexneri

Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis

Yersinia enterocolitica

Adenoviry, typ 2, 5,40 a 41
Coxsackievirus B5

Echovirus 11, 18, 33

Human Paraechovirus 1 (Echovirus 22)
Lidskych Enterovirus 70, 71

Giardia/Cryptosporidium QUIK CHEK® test byl testovan na vzorcich stolice mikroskopicky
prokazanych jako pozitivni na pfitomnost jinych parazit(i. Nebyla pozorovdna zkfizena reaktivita
v Zzadném pripadé. Nebyla pozorovana ani zkfizena reaktivita s astroviry a kaliciviry.

Ascaris lumbricoides - vajicka
Chilomastix mesnili

Blastocystis hominis
Cyclospora cayetanensis
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Dientamoeba fragilis Diphyllobothrium latum - vajicka

Endolimax nana Entamoeba coli
Entamoeba hartmanni Entamoeba histolytica/E. dispar
Méchovci (Ancylostoma, Necator) - vajicka lodamoeba biitschlii

Trichuris trichiura - vajicka

INTERFERUJICI LATKY (U. S. FORMULACE)

Tyto latky nemély Zadny vliv na pozitivni nebo negativni vysledky testli analyzovanych v uvedenych
koncentracich: praseci zaludecni hlen (3,5% w/v) lidska krev (40% v/v), siran barnaty (5% w/v),
Imodium® (5% V/V), Kaopectate® (5% V/V), Pepto-Bismol® (5% V/V), Kyselina stearova/palmitova
(40% w/v), metronidazol (0,25% w/v ), vankomycin (0,25% w/v).

KOMPATIBILITA FIXACNICH ROZTOKU

Giardia/Cryptosporidium QUIK CHEK' test byl testovan na kompatibilitu s fixacnich roztok(. Byly
testovany fixované fekalnich vzorky v rdmci laboratorniho hodnoceni. Zadné snizeni citlivosti nebo
specificity nebylo pozorovano u vzorkl fixovanych v 10% pufrovaném formaldehydu, roztoku
octanu sodného s formaldehydem (SAF), Cary-Blair nebo C & S fixativ ve srovnani s ¢erstvymi a
zmrazenymi vzorky.

STANOVENI OPAKOVATELNOSTI — pfesnost v sérii

Pro stanoveni pfesnosti v sérii, bylo testovano 6 pozitivnich vzorku stolice (dva pozitivni na Giardia
spp., dva pozitivni na Cryptosporidium spp., dva pozitivni na Giardia i Cryptosporidium spp.) a Sest
negativnich vzorku stolice. Kazdy vzorek byl analyzovan na péti kazetach. VSechny pozitivni vzorky
zUstaly pozitivni a vSechny negativni vzorky zUstaly negativni.

STANOVENI MEZILEHLE PRECIZNOSTI — pfesnost mezi sériemi

Pro zjisténi presnosti mezi sériemi, bylo testovano 16 pozitivnich fekalnich vzorkd (Sest pozitivnich
na Giardia spp., Sest pozitivnich na Cryptosporidium spp. a Ctyfi pozitivni na Giardia i
Cryptosporidium spp.) a Sest negativnich fekalnich vzorkd, bylo analyzovano dvakrat denné po
dobu c¢tyf dnld, pomoci Giardia/Cryptosporidium QUIK CHEK soupravy. VSechny pozitivni vzorky
zGstaly pozitivni a vSechny negativni vzorky zUstaly negativni.
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