TECHLAB ® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE ™

Rychld membranova enzymova imunoanalyza pro spole¢nou detekci antigenu glutamét
dehydrogenazy Clostridium difficile a jeho toxind A a B ve vzorcich stolice

Katalogové Cislo T30525C (25 testt) nebo T30550C (50 testu)

Chranéno patentem: U. S. Patent #5,965,375 dalSi patent pfihlaSen

POUZITI

TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE™ test je rychlda membranova enzymova
imunoanalyza pro soucasnou detekci antigenu glutamét dehydrogenazy a toxini A a B
bakterie Clostridium difficile v jediné detekéni kazeté. Test detekuje antigen, enzym
glutamat dehydrogendazu jako indikator pfitomnosti C. difficile ve vzorcich stolice. Dale
prokazuje u osob s podezienim na onemocnéni zpusobené Clostridium difficile pfitomnost
toxigenniho kmene C. difficile detekci jeho toxind A a B. Je ur€en jako pomocny
diagnosticky test pfi podezieni na onemocnéni zpusobenym C. difficile. Stejné jako u
ostatnich test detekujicich C. difficile je tfeba vysledky vZzdy hodnotit v souvislosti s
anamnézou a aktualnim klinickym stavem pacienta.

POUZE PRO IN VITRO DIAGNOSTICKE POUZITI.

KLINICKY VYZNAM

Po lécbé antibiotiky dochazi u mnoha pacientu k vyskytu gastrointestinalnich obtizi
rizného stupné intenzity, od klinicky malo vyznamnych prdjmu az po zavazné probihajici
pseudomembrandzni kolitidu. Mnoho z pfipadt leh€ich forem postantbiotickych
gastrointestinalnich obtizi a vétSina pripadu pseudomembrandzni kolitidy je zplsobena
toxigennimi kmeny bakterie Clostridium difficile (1). Jedn& se o oportunni anaerobni
bakterii, kterd se pomnoZzuje v tlustém stfeve pri potlaeni vétSinové bézné strevni flory
pusobenim podavanych antibiotik. Toxigenni kmeny C. difficile nesou geny kodujici
bakteriélni toxiny, pfi¢emz kmeny netoxigenni tyto geny nemaji. Nastup onemocnéni je
vazan na produkci toxint produkovanych toxigennimi bakteriemi. Za primarni pricinu
klinickych projevl spojenych s onemocnénim je povaZzovano pusobeni toxinu A, jezZ je
stfevni sliznici poskozujicim enterotoxinem (2,3). C. difficile zaroven produkuje druhy toxin
oznacovany jako toxin B. Tento toxin B je povazovan za bakterialni cytotoxin. Je v
souc€asné dobé v mnoha laboratofich detekovan metodou tkarfiovych kultur. Toxigenni
kmeny C. difficile produkuji bud’ oba toxiny nebo jen toxin B (4-7). Enzym glutamét
dehydrogenaza C. difficile je dobrym antigennim markerem organismu ve stolici, protoze
je produkovéana ve velkém mnozstvim vSemi kmeny bakterie nezavisle na jejich toxigenité
(8-10). Antigen muZze byt prokazéan ve vzorcich stolice pouzitim testu C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE™, Pozitivni vysledek testu na bakterialni glutamat dehydrogenazu C. difficile
potvrzuje pfitomnost organizmu ve vzorku stolice, naopak negativni vysledek znaci
nepfitomnost organizmu ve vzorku. Pozitivni vysledek testu pro toxiny A a B je potvrzenim
pritomnost toxigenniho kmene C. difficile.
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PRINCIP TESTU

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE™ test pouziva k detekci enzymu glutamat
dehydrogenazy a toxina A a B bakterie C. difficile specifické protilatky proti témto
antigenum. Testovaci kazeta obsahuje reakéni okno (Reaction Window) obsahuijici tfi
vertikalni line s vazanymi imobilizovanymi protilatkami. Testovaci linie antigenu (“Ag”)
obsahuje protilatky proti enzymu glutamat dehydrogenéaze C. difficile . Kontrolni linie (“C”")
je teCkovana Cara obsahuijici protilatky proti kfenové peroxidaze (HRP). Linie v misté
detekce toxina A a B (“Tox”) obsahuje specifické protilatky proti toxinm A a B C. difficile .
Béhem testu vznikajici konjugéat obsahuje protilatky proti bakterialni glutamat
dehydrogenaze a protilatky proti toxinam A a B s navazanou kienovou peroxidazou. Pfi
provadéni testu je nejprve vzorek pfidan do zkumavky obsahujici smés konjugatu a
diluentu. Red&na smés konjugatu se vzorkem je pfidana do aplikaéni jamky (Sample Well)
pro vzorek a pak je tfeba testovaci kazetu s aplikovanam vzorkem nechat 15 minut
inkubovat pfi pokojové teploté. V prabéhu této inkubaéni doby dochazi v pfitomnosti
glutamat dehydrogendazy a toxinl A a B k jejich vazbé na specifické protilatky, jez jsou
soucasti konjugatu s kienovou peroxidazou. Nasledné cely vznikly komplex konjugat-
antigen-protilatka migruje testovacim filtracnim prouzkem k membrané v reakéni oblasti,
kde dochazi v misté detekcnich linii k jejich vazbé s imobilizovanymi specifickymi
protilatkami proti bakteridlni glutamat dehydrogenaze a toxindm A a B. Do reakéniho okna
je aplikovan promyvaci pufr (Wash Buffer) a nasledné substrat. Po desetiminutové
inkubaci je nejprve hodnocena vizualné reakce antigenu “Ag”, kdy je prakaznym pozitivnim
vysledkem testu objeveni modré linie v oblasti reakce antigenu “Ag” reakéniho okna
(Reaction Window). Pokud je prakaz antigenu “Ag” pozitivni, je poté tfeba vyhodnotit
reakci v oblasti reakce toxinu “Tox”. Zde je opét pozitivnhim vysledkem testu objeveni
modré linie v pfislusné “Tox” Casti reakéniho okna (Reaction Window).

Pozitivni reakce v kontrolni oblasti “C” vyjadifena objevenim teckované vertikalni linie v
¢asti oznacené “C” reakéniho okna (Reaction Window) je potvrzenim, Ze test probéhl
spravné a vysledky je mozno povazovat za validni.

REAGENCIE A POSKYTOVANY MATERIAL

Testovaci kazeta — kazdy ochranny obal obsahuje 1 kazetu

Diluent (22 ml v lahvi¢ce) — roztok pufrovaného proteinu s kalibrovanym
kapatkem

WASH|REAG] Promyvaci pufr (Wash Buffer; 12 ml v lahvi¢ce) — roztok pufru s

kalibrovanym kapatkem

REAG| Substrat (3,5 ml v lahviéce) — roztok obsahujici tetrametylebenzidin
ENz| Konjugat (2,5 ml v lahvi¢ce) — mySi monoklondlni specifické protilatky proti

glutamat dehydrogenaze vazané s kienovou peroxidazou a kozimi
polyklonélnimi specifickymi protilatkami proti toxinim A a B vazané s
kfenovou peroxidazou v roztoku pufrovaného proteinu
Pozitivni kontrola ( 1ml v lahvi¢ce) — antigen v roztoku pufrovaného proteinu
Jednorazové plastové pipety — s vyznacenou kalibrovaci objem pro 25 pl, 400 pl a 500 ul
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POTREBNY MATERIAL, KTERY NENI SOU CASTI KITU

Malé testovaci zkumavky (napr. mikrozkumavky typu Eppendorf ¢i sklenéné zkumavky)
Vortex

Pipeta se Spickami

Aplikacni tycinky

Stopky

Jednorazové rukavice pro manipulaci se vzorky stolice

SKLADOVANI A STABILITA

Datum expirace baleni je uvedeno na obale. Data expirace jednotlivych komponent
baleni jsou uvedena na jejich etiketach. Baleni je tfeba uchovavat pfi teplotach v rozmezi
mezi 2T a 8TC.

BEZPECNOSTNI POKYNY

1.

2.

10.

11.
12.

13.

14.

Nezaménujte ¢i nevymeénujte jednotliva Cinidla z rdznych baleni. Nepouzivejte baleni
po uplynuti data expirace.

PFed provadénim testu nechte temperovat vechny jeho komponenty PRI POKOJOVE
TEPLOTE (15-30C).

Uzéaveéry, Spicky a kapatka jsou pro jasné odliSeni rizné barevné oznaceny, NIKDY je
vzajemné nezaménujte ¢i nevyménujte.

Nemrazte Cinidla. Baleni je tfeba uchovavat pfi teplotach v rozmezi mezi 2C a 8T.
Ochranny obal obsahujici testovaci kazetu je prfed otevienim tfeba ponechat pfi
pokojové teploté a oteviit az tésné pred provedenim testu. Je tfeba, aby testovaci
kazety byly pfed uzitim suché.

Pro dosazeni optimalnich vysledkd testujte odebrané vzorky stolice do 72 hodin od
odbéru. Vzorky, které byly zmrazeny mohou ztratit svou aktivitu a maze dojit k
ovlivnéni vysledkl testu. Pokud pouzivate zmrazené vzorky, vzdy je nutné ponechat
vzorky roztat a temperovat na pokojovou teplotu.

NepouZivejte vzorky stolice, kde byl jako konzervant pouzit 10% formol, methioléat
formol, formol - acetat sodny Ci polyvinyl alkohol.

Vzorky v transportnim mediu jako je Cary Blair ¢i C&S médium mohou byt pouZity dle
protokolu pro pfipravu vzorku.

VSechny lahvicky s Ccinidly pfi aplikaci drzte ve vertikalni poloze pro dosazeni
konzistentni velikosti aplikovanych kapek a jejich spravného objemu.

Se v8emi vzorky a testovacimi kazetami zachazejte jako s potencialné infekénimi a
dodrzujte veSkera bezpecCnostni opatfeni pro manipulaci s biologickymi vzorky.
Zajistéte také fadnou likvidaci téchto vzorku. PFfi manipulaci se vzorky pouZivejte
ochranné rukavice.

Testovaci kazety jsou uréeny pouze k jednordzovému pouZiti.

Senzitivita a specificita testu byla optimalizovana pro pracovni postup uvedeny v
navodu k pouziti. Zména v uvedeném pracovnim postupu ¢&i testovacich podminkach
muze ovlivnit senzitivitu a specificitu testu. DodrZujte proto doporuceny pracovni
postup.

Mikrobialni kontaminace c&inidel muze sniZzovat presnost eseje. Pifedchazejte mozné
mikrobialni kontaminaci ¢inidel pouZivanim sterilnich jednordzovych pipet pfi
pipetovani Cinidel z lahvicek.

Dbejte na dodrzeni spravnych c¢asovych intervall pfi testovani vice nez jednoho
vzorku stolice. Do vSech zkumavek nejprve pfidejte diluent a poté teprve pfidejte



15.

konjugéat do kazdé ze zkumavek s diluentem. Nasledné do kazdé zkumavky obsahuijici
smés diluent/konjugéat pridejte vzorek stolice. Ddkladné promichejte vSechny takto
nafedéné vzorky a poté preneste na testovaci kazetu. Teprve po aplikaci fedéné
smeési vzorek-konjugat do posledni testovaci kazety zacnéte méfit cas
patnactiminutového kroku inkubace.

Pokud dojde k barevné zmeéné Ccinidla substratu na tmavé modrou ¢&i fialovou
kontaktujte svého lokalniho dodavatele Ci volejte centrum technické podpory pro
nutnost vymeény cinidla.

ODBER VZORKU A MANIPULACE SE VZORKY STOLICE

1.

Pro odbér a manipulaci se vzorky stolice jsou vhodné standardné uzivané metody
odbéru stolice. Vzorky je po odbéru tfeba uchovavat pfi teplotach v rozmezi 2 a
8T . K testovani pouZzivejte, pokud je to mozné, vzo rky, jez byly odebrany nejdéle
pred 24 hodinami.

Pokud neni mozné provedeni testu do 72 hodin od odbéru, uchovavejte vzorky
zmrazené pfi teploté ( <-10C). V tomto p fipadé je vSak nutné brat zfetel na fakt, Ze
procesy mrazeni a tani vzorku mohou vést ke ztraté aktivity diky degradaci
bakterialnich toxin. Pokud pouZzivate zmrazené vzorky, vzdy je nutné ponechat
vzorky roztat a temperovat na pokojovou teplotu.

PRED provadénim eseje se ujistéte, Zze vzorky stolice jsou dikladn& promichany.
Uchovavani vzorku stolice ve smési s diluentem NENI doporuéeno.

Vzorky stolice nesmi byt ponechany ve smési diluentu a konjugatu po dobu delSi nez
24 hodin.

PRIPRAVA VZORKU

1.

2.

3.

ok

Pfed provadénim testu ponechte vSechny cinidla a pozadovany pocet testovacich
kazet pfi pokojové teploté, aby doslo k vyrovnani jejich teploty s okolim.

Pfipravte pro kazdy testovany vzorek jednu malou zkumavku oznaCenou udaji
pacienta a dle potfeby pro poZzadované externi kontroly.

Pomaoci ¢erné znaceného kapatka s vyznaCenymi kalibracnimi ryskami pfidejte 750 pl
( 2 vyznacena linie od Spicky kapatka) diluentu do kazdé zkumavky pfipravené pro
vzorky stolice. U vzorkd v transportnim médiu jako je Cary Blair ¢i C&S médium
pfidejte do zkumavky pouze 650 pl diluentu.

Pridejte jednu kapku konjugatu (z lahvi¢ky s ¢ervenym uzavérem) do kazdé zkumavky.
Nyni si pfipravte pro kazdy vzorek jednu jednordzovou plastovou pipetu (dodavany
jako soucast baleni). Pipety maji na sobé vyznaceny ryskami objemy 25 pl, 400 ul a
500 pl.

Kalibrovand pipeta pro p fenos vzorku:

6.

500 pL 400 pL 25 pL

( [ ] [ )
Promichejte dikladné vSechny vzorky stolice nezavisle na jejich konzistenci. Je velmi

dalezité, aby byly vzorky fadné a stejnomérné homogenizovany pred jejich aplikaci do
testovaci kazety.




Tekuté /Semisolidni vzorky stolice  — Nasajte 25 pl vzorku do kalibrované pipety
(s kalibrovanymi vyznaCenymi ryskami pro objemy 25 pul, 400 ul a 500 pl) a nasledné
preneste do smési diluentu a konjugatu. Nyni pomoci stejné pipety promichejte
ziedény vzorek.
Formované/Solidni vzorky stolice  — Je tfeba dbat na to, aby bylo aplikovano
spravné mnozstvi formované stolice do smési. Nejprve vzorek dikladné promichejte
pomoci dievéneé aplikacni ty€inky a poté ty€inkou preneste malou porci stolice
(pfiblizné o prdméru 2mm, ekvivalent objemu 25 ul) vzorku do smési diluentu a
konjugatu. Pomoci aplikacni ty€inky vzorek stolice nasledné ve smési suspendujete.
Vzorky stolice v transportnich médiich (Cary Blair nebo C&S transportni média)
- pfeneste pomoci pipety 100 uL (odpovidajici mnozstvi 2 kapek z kalibrované pipety)
vzorku do smési diluentu a konjugatu.

7. Volitelné vzorky pro provedeni externi kontroly:
Externi pozitivni kontrola —  pfidejte jednu kapku z lahvi¢ky s pozitivni kontrolou
(lahvicka se Sedym uzavérem) do prisluSné testovaci zkumavky.
Externi negativni kontrola - pfidejte 25 pL diluentu do pfislusné testovaci zkumavky.

POZNAMKA: Pokud dojde k pfeneseni pfilis malého vzorku stolice & nedokonalému
promichani, nevznikne homogenni suspenze ve smési diluentu. Tento fakt mdze byt
pri¢inou faleSné negativnich vysledkd testu. Naopak jestlize je aplikovano velké mnoZstvi
vzorku stolice, mdze dojit k chybnym vysledkdm zpdsobenych omezenym ¢i Zadnym
vzlinanim vzorku testovaci membranou.

PRACOVNI POSTUP

1. Pro kazdy testovany vzorek stolice si pfipravte jednu testovaci kazetu a dale dle
potfeby jednu kazetu pro provedeni externi pozitivni kontroly a jednu pro provedeni
negativni kontroly. Pfed provadénim testu ponechte testovaci kazetu v ochranném
obalu pfi pokojové teploté. Poté obal oteviete, fadné oznacte kazdou kazetu
pacientovymi Udaji a poloZte na rovny povrch orientovanu tak, Zze napis “C. DIFF
COMPLETE” je na spodni strané kazety a mal& aplikacni jamka se nachazi v pravém
hornim rohu testovaci kazety.

Testovaci kazeta Aplikaéni jamka

Reakéni okno

C. DIFF COMPLETE

2. Uzavrete kazdou ze zkumavek obsahujicich fedény vzorek a dikladné promichejte.
Radného promichani Ize dosahnout pouzitim vortexu nebo otaéenim zkumavky.
Jakmile dojde k nafedéni vzorku pacienta €i pozitivni kontroly smési diluentu a
konjugatu, lze takto vzorek ponechat inkubovat pred aplikaci do testovaci kazety pfi
pokojoveé teploté po libovolné dlouhou dobu nepfesahujici 24 hodin.
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3.

Pouzitim nové kalibrované pipety preneste 500 pl nafedéné smeési konjugatu se
vzorkem do aplika €ni jamky ( Sample Well) (mensi otvor v pravém hornim rohu)
testovaci kazety (Membrane Device ) a ujistéte se, ze veSkery obsah pipety se
vsaknul do absorpéniho polStarku uvnitf testovaci kazety. PFi aplikaci vzorku do
aplikacni jamky se snazte, aby SpiCka pipety sméfovala smérem k reakénimu oknu
(Reaction Window) (vétsi otvor ve stfedu testovaci kazety).

Ponechte nyni kazetu pfi pokojové teploté inkubovat po dobu 15 minut — vzorek se
postupné vsakuje do membrany uvniti kazety a v reakénim okné (Reaction Window)
|ze pozorovat postupné vihnuti membrény pfi vzlinani vzorku.

POZNAMKA KE VZORK UM, U NICHZ NEDOCHAZI KE VZLINANI MEMBRANOU:
Sporadicky mdze dochazet k situaci, kdy fedény vzorek stolice nemdze byt testovan,
protoZe dochazi k zaneseni pord membrany a reakéni okno kazety neni dostate¢né
zvihéeno vzorkem. V pripadé, Ze fedény vzorek stolice nevzlinA membranou ddkladné do
5 minut od aplikace vzorku do aplikac¢ni jamky (to znamena, Ze se membrana v reakénim
okné nejevi dostate¢né vihka), pridejte 100 pl (4 kapky) diluentu do aplikacni jamky a
prodluzte inkubaci vzorku o dalSich 5 minut (do celkové doby 20 minut).

5.

Po inkubaci pfidejte 300 ul promyvaciho pufru (Wash Buffer) do reakéniho okna
kazety (Reaction Window ) pomoci kalibrovaného bile ozna¢eného kapatka (Ci
ekvivalentnim kapéatkem). Ponechte promyvaci pufr (Wash Buffer) pIné a rovhomérné
vsaknout do membrany reakéniho okna (Reaction Window).

Pridejte 2 kapky substratu (lahvicka s bilym uzavérem) do reakéniho okna kazety
(Reaction Window ). Po 10 minutach odectéte a zaznamenejte vysledky vysSetieni.

INTERPRETACE VYSLEDK U

1.

v

Interpretace vysledkl testu je nejspolehlivéjSi pokud jsou hodnoceny okamzité na
konci reakeni periody, tedy po uplynuti 10 minut. Vysledky odecitejte v bézné pracovni
vzdalenosti v dobfe osvétleném prostiedi. Vysledek hodnotte pohledem sméfujicim
kolmo k testovaci kazeté.

Objeveni linie modrych tecek ve stfedni Casti reakéniho okna predstavuje interni
pozitivni kontrolu testu. Pokud dojde k objeveni alespon jedné teCky je mozno
povazovat interni kontrolu za validni. Dale hodnotte vyskyt modrych linii na obou
strandch reakéniho okna kazety, kde dochazi ke stanoveni antigenu “Ag” a toxinU
"Tox” v testovacich liniich. Intenzita zabarveni linii se muze liSit (od svétlé az po
tmavou).

Pozitivni vysledek pr tGkazu antigenu (“Ag”):  Pozitivni vysledek prikazu antigenu
muze byt hodnocen okamzZité pfi objeveni linie kdykoli v intervalu deseti minut po
pridani substratu. PFi pozitivnim prakazu antigenu dojde k objeveni modré linie v
oblasti stanoveni antigenu “Ag” a zaroven ve stfedu kazety teCkované kontrolni linie
pod pismenem “C” (viz obrazek 1a). Intenzita zabarveni linie se mize liSit (od svétlé
az po tmavou). Pri objeveni zfetelné, ale nedplné linie, je vysledek tfeba hodnotit jako
pozitivni. Pouhé diskrétni zmény zabarveni membrany nelze hodnotit jako pozitivni
vysledek. Pozitivni vysledek prokazuje pfitomnost C. difficile ve vzorku.

Pozitivni vysledek pr tGkazu antigenu a toxinu (“Tox”):  V pfipadé, Ze odecete
pozitivni vysledek prikazu antigenu (to znamena je viditelna modré linie v oblasti “Ag”
a teCkovana modra linie pod pismenem “C”) muzete pokracovat v hodnoceni vysledku
prukazu toxind. Pozitivni vysledek prakazu toxini muze byt odecitan okamzité pfi



objeveni linii kdykoli v intervalu deseti minut po pfidani substratu. Pozitivnim
vysledkem pridkazu toxinu je objeveni modré linie v oblasti stanoveni toxint “Tox” (viz
obrazek 1b). Intenzita zabarveni linie se muze liSit (od svétlé az po tmavou). P¥i
objeveni zietelné, ale neuplné linie, je vysledek tfeba hodnotit jako pozitivni. Pouhé
diskrétni zmény zabarveni membrany nelze hodnotit jako pozitivni vysledek. Pozitivni
vysledek prokazuje pfitomnost toxinu C. difficile ve vzorku.

Negativni vysledek: Vysledek testu nelze hodnotit jako negativni €i chybny dfive nez
po uplynuti 10 minut od pfidani substratu. Pfi negativnim vysledku testu dojde ve
stfedu kazety k objeveni teCkované kontrolni linie pod pismenem “C” a nezobrazi se
ani jedna linie v detekénich oblastech kazety (oznacenych “Ag” a "Tox”) (viz obrazek
1c). Negativni vysledek v oblasti detekce antigenu znadci, Zze bud ve vzorku neni
pritomen antigen C. difficile a nebo je jeho mnoZstvi pod detekénim limitem testu.
Negativni vysledek v oblasti detekce toxint znaci, Ze bud ve vzorku neni pfitomen
toxin C. difficile a nebo je jeho mnoZstvi pod detek&nim limitem testu.

Chybny vysledek: Nezobrazi se Zadné linie v oblasti reakéniho okna (viz obrazek
1d). Vysledek testu také nelze hodnotit pokud nedojde k zobrazeni modré teCkované
linie v kontrolni oblasti pod pismenem “C” po uplynuti 10 minut od pfidani substréatu (
viz obrazky 1e, 1f, 19g).

U malého procenta vzorkd maze dojit k pozitivnimu vysledku detekce toxinu, ale
negativnimu vysledku detekce antigenu. V tomto pfipadé je vysledek testu tfeba
povaZzovat za nejasny a je vhodné zopakovat test s ¢erstvym vzorkem stolice ( viz
obrazek 1h).

OBR 1: INTERPRETACE VYSLEDK U TESTU C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE™
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KONTROLA KVALITY

Interni: Ve stfedu reakéniho okna kazdé pouzité testovaci kazety musi byt viditelna pod
pismenem “C” modra teCkovana linie. Objeveni modrych te€ek v kontrolni oblasti
potvrzuje, Ze vzorek a jednotliva €inidla byla spravné aplikovana, €Cinidla byla v dobé testu
aktivni a Ze doslo k dostateénému vsaknuti a migraci vzorku testovaci membranou kazety.
Nezbarvené pozadi v reakénim okné kazety je interni negativni kontrolou. V pfipadé, ze
byl dodrzen spravny pracovni postup a €inidla fungovala fadné pozadi zustane bilé
umoznujici tak bezproblémovy odecet vysledku testu.

Externi: Spravnou reaktivitu baleni testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE™ je vhodné
ovéfit provedenim externich pozitivnich (pfiloZzenou pozitivni kontrolou) a negativnich
(diluentem) kontrol a jejich vysledky zaznamenat. Pozitivni kontrola (lahvicka s Sedym
uzaverem) je dodavana jako soucést baleni Pozitivni kontrola konfirmuje spravnou
reaktivitu ostatnich Cinidel pouzitych pfi eseji, ale neni uréena pro hodnoceni hranice
analytické citlivosti eseje. Jako externi negativni kontrola je pouZzit samotny diluent.

DalSi pfipadné potfebné kontroly kvality je tfeba provadét v souladu s mistnimi
doporucenimi ¢i poZzadavky akreditaCnich organizaci.

OMEZENI

1. The C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE™ je ur€en k detekci bakterialniho antigenu C.
difficile a jeho toxinU ve vzorcich stolice. Test s pozitivnim vysledkem potvrzuje
pfitomnost toxinu ve stolici. Interpretace tohoto vysledku je vZzdy nutna az na zakladé
odborného posouzeni ve spojeni s anamnézou a klinickym stavem pacienta. Test C.
DIFF QUIK CHEK COMPLETE™ je schopny detekce hladin koncentraci toxinu A
> 0,63 ng/ml, toxinu B = 0,16 ng/ml a hladin enzymu glutamat dehydrogenazy
=0,8 ng/ml.

2. Vzorky stolice jsou velmi komplexni biologicky material. Proto jsou ziskané vysledky
optimalni pfi provedeni testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE™ v dobé kratSi nez 24
hodin od odbéru vzorku. VétSina nefedénych vzorkl stolice muze byt uchovavana pfi
teplotdch v rozmezi 2°C - 8°C po dobu 72 hodin, kdy jesté ve vétSiné pfipadu
nedochazi k vyznamné degradaci toxinG. Pokud neni moZné provedeni testu v této
periodé, je mozné zmrazeni a nasledné rozmrazeni vzorka. AvSak v tomto pfipadé je
treba pocitat s faktem, Ze tyto procesy mohou zpusobit ztratu imunoreaktivity
pfitomnych antigena a toxinu A a B.

3. U nékterych vzorka mize dochéazet pfi testu k slabym reakcim. Tato skuteénost maze
byt zapfi¢inéna mnoha ruznymi faktory jako je pfitomnost nizkych koncentraci
antigenu a/Ci toxinl, pfitomnost latek vazajicich antigeny ¢&i inaktivujicich enzym ve
vzorku stolice. Za téchto okolnosti je vhodné pouZit k testu vzorek cerstvé odebrané



stolice. Sou€asné Ize souCasné s testem C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE™ pro
potvrzeni vysledkd provést kultivaci s testovanim toxigenity €i dalSi eseje detekujici
cytotoxicitu kmenu C. difficile a produkci jeho toxina.

4. Vzorky stolice konzervované pomoci latek jako je 10% formol, methiolat formol, formol
- acetat sodny ¢&i polyvinyl alkohol nelze pro testovani pouZit.

5. Test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE™ je testem kvalitativnim a tudiZ nelze brat pfi
hodnoceni vysledkl zfetel na intenzitu zbarveni detek&nich linii.

6. Neékteré kmeny bakterie C. sordellii mohou pfi testovani testem C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE™ poskytovat pozitivni vysledky vzhledem k produkci imunologicky
podobnych toxinl (1).

7. U kojencu je az v 50% pripadu popisovana kolonizace kmeny C. difficile. Vysoké
procento je také popisovano u pacientl s cystickou fibrézou (1,3).

8. Jedinym organizmem jinym nez je C. difficile vykazujicim reaktivitu v detek¢ni oblasti
pro toxiny byl kmen Clostridium sordellii VPI 9048. Tento kmen produkuje velké
mnozstvi HT a LT toxind, které jsou homologni s toxiny A a B C. difficile.

KLINICKE POZNAMKY

Onemocnéni zpusobené Clostridium difficile je primarné nosokomialni ndkazou
dospélych pacientt a frekvence vyskytu onemocnéni je zavisla na faktorech jakymi jsou
sloZeni populace pacient(, typ zdravotnického zafizeni a epidemiologicka situaci.
Udavand incidence onemocnéni zpusobenych C. difficile u pacientt s postantibiotickymi
prijmy se muze pohybovat v rozmezi 5 az 20%, avSak v nemocnicich mohou byt
hodnoty vzhledem k lokalni epidemiologické situaci i mimo toto rozmezi. Kazdy vysledek
testu je tfeba vzdy posoudit spole¢né s klinickym stavem pacienta, protoZze néktefi zdravi
dospéli jedinci a velké procento (az 50 %) kojenci ma pozitivni vysledek pfi testovani
toxinu C. difficile. U pacientu s cystickou fibr6zou se udavana hodnota nosicstvi C.
difficile pohybuje mezi 22% a 32% (1,3). Pfi provadéni klinickych studii hodnoticich
charakteristiky testu byla u symptomatickych pacientt prokazana produkce toxini A a B
u 12% pacientl a pfitomnost glutamat dehydrogenazy u 18% pacientut. Pozitivni
vysledek testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE™ v ¢ésti kazety detekujici antigen
potvrzuje pfitomnost bakterie C. difficile ve vzorku stolice; negativni vysledek znamena
nepritomnost organismu. Pozitivni vysledek testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE™ v
Casti kazety detekujici toxiny potvrzuje pritomnost toxinu bakterie C. difficile ve vzorku
stolice; negativni vysledek znaci nepfitomnost toxinu &i nizké koncentrace nedostate¢né
pro jeho detekci.

CHARAKTERISTIKY TESTU
Klinické hodnoceni ¢asti testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE ™

Cést testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE™ detekujici antigen byla srovnavana s
kultivaéni metodou. Vzorky zahrnuté do studie byly odeslany do laboratofi k rutinnimu
vySetfeni. Kultivacni metody byly provadény dle laboratornich standardnich postupu.
Ziskané vysledky jsou uvedeny v Tabulce 1.
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Tabulka 1. Shrnuti charakteristik testu p i srovnani C. DIFF QUIK CHEK

COMPLETE™ s kultiva éni metodou

Pozitivni kultivace
bakterialni kultury

Negativni kultivace

n=1126 bakterialni kultury

C. DIFF QIUK CHEK COMPLETE ™

Pozitivita antigenni linie 201

62

C. DIFF QIUK CHEK COMPLETE ™

Negativita antigenni linie 21

842

95% interval

spolehlivosti
Senzitivita 90,5% 85,7-93,9
Specificita 93,1% 91,2-94,7
Pozitivni prediktivni hodnota 76,4% 70,7-81,3
Negativni prediktivni hodnota 97,6% 96,2-98,4
Korelace 92,6% 91,8-93,4

Vzorky s diskrepantnimi nélezy byly ovéfovany ELISA testy detekujicimi glutamat
dehydrogenazu C. difficile. Ze 62 faleSné pozitivnich vzorkld bylo 29 vzorki
pozitivnich pfi ovéfovani témito ELISA testy a byly nasledné povazovany za skute¢né
pozitivni.

Z 21 faleSné negativnich vzorkd bylo 13 vzorkd negativnich i pfi ovéfeni ELISA testy
a byly povazovany za skute¢né negativni.

Cést testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE™ ur&ené k detekci antigenu byla srovnavana
s eseji na tkanovych kulturach uréenych pro detekci toxinu C. difficile. Vzorky zahrnuté do
studie byly odeslany do laboratofe k rutinnimu vySetfeni. Ziskané vysledky jsou uvedeny v
Tabulce 2. V &asti testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE™ detekujici antigen doSlo ke
spravné identifikaci 98.7% kultivacné pozitivnich vzorkd.

Tabulka 2. Shrnuti charakteristik testu p  Fi srovnani C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE™ s eseji na tkd novych kulturach

n=1126

Pozitivni kultivace
tkanové kultury

Negativni kultivace
tkanové kultury

C. DIFF QIUK CHEK COMPLETE ™

154

109

Pozitivita antigenni linie

C. DIFF QIUK CHEK COMPLETE ™

Negativita antigenni linie 2 861

Klinické hodnoceni ¢asti testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE ™ detekujici

toxiny Aa B

Cast testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE™ detekujici antigen byla srovnavana s eseji
na tkarovych kulturach ve dvou Klinickych laboratofich a v laboratofi firmy TECHLAB®,
Inc. Vzorky zahrnuté do studie byly odeslany do laboratofi k rutinnimu vysSetfeni. Ziskané
vysledky jsou uvedeny v Tabulce 3.



11

Tabulka 3. Shrnuti charakteristik testu p i srovnani C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE™ s eseji na tka novych kulturach

n=1126 Pozitivni kultivace | Negativni kultivace
tkanove kultury tkanove kultury
C. DIFF QIUK CHEK COMPLETE ™ 137 6
Pozitivita linie toxinu
C. DIFF QIUK CHEK COMPLETE ™ 19 964
Negativita linie toxinu

95% interval

spolehlivosti
Senzitivita 87,8% 81,4-92,3
Specificita 99,4% 98,6-99,7
Pozitivni prediktivni hodnota 95,8% 90,7-98,3
Negativni prediktivni hodnota 98,1% 96,9-98,8
Korelace 97,8% 97,6-98,0

Vzorky s diskrepantnimi nalezy byly ovéfovany ELISA testy detekujicimi toxiny A and B
C.difficile.

Pét ze Sesti faleSné pozitivnich vzorkl bylo pozitivni pfi prikazu toxinu testy ELISA

a byly nasledné povazovany za skutecné pozitivni. Z 19 faleSné negativnich vzorku
bylo 12 negativnich pfi prakazu toxinu testy ELISA a byly nasledné povazovany za
skute€né negativni.

VLIV KONZISTENCE VZORK U STOLICE

Efekt konzistence vzork  stolice na pr abéh testu C. DIFF
QUIK CHEK COMPLETE ™

Dosazené vysledky testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE™ pfi testovani vzorku stolice
0 razné konzistenci jsou pro ¢ast kazety detekujici antigen (n=978) uvedeny v Tabulce 4 a
pro Cast detekujici toxin (n=981) v Tabulce 5. Procentudlni zastoupeni pozitivnich reakci
bylo shodné pro vSechny tfi skupiny vzorka stolice rozdélenych dle konzistence (tekute,
semisolidni, solidni) a to stejné tak pfi testovani testem C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE
™ jako pfi provadéni klasickych metod kultivaci. VSechny vzorky byly testovany na
pfitomnost C. difficile. Podminkou pro indikaci k vySetfeni byl klinicky stav pacienta, nikoliv
konzistence vzorku stolice. Pfi provadéni testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE™ bylo v
Casti kazety detekujici antigen dosazeno shodnych vysledku jako pfi kultivaénim vySetfeni
nezavisle na konzistenci zkoumaného vzorku stolice. V ¢asti kazety detekujici toxin testu
bylo testem C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE™ dosaZeno shodnych vysledkl jako pfi
provadéni tkariové kultivace nezavisle na konzistenci pouzitého vzorku stolice.
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Tabulka 4. Vysledky ziskané p Fi detekci antigenu testem C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE™ u vzork U stolice o r izné konzistenci

Pocet vzorkl (n=978)

Tekuté vzorky
(n=335)

Polo-pevné vzorky
(n=522)

Pevné vzorky
(n=121)

Pozitivni kultivace bakterialni kultury

59 (17,6%)

110 (21,1%)

19 (15,7%)

C. DIFF QIUK CHEK COMPLETE ™
Pozitivita antigenni linie

72 (21,5%)

128 (24,5%)

25 (20,7%)

Negativni kultivace bakterialni kultury

276(82,4%)

412 (78,9%)

102 (84,3%)

C. DIFF QIUK CHEK COMPLETE ™
Negativita antigenni linie

263 (78,5%)

394 (75,5%)

96 (79,3%)

Tabulka 5. Vysledky ziskané p Fi detekci toxinu testem C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE™ u vzork G stolice o r 1izné konzistenci

Pocet vzorkl (n=978)

Tekuté vzorky

Polo-pevné vzorky

Pevné vzorky

(n=336) (n=523) (n=122)

Pozitivni tkanova kultivace 43 (12,8%) 81 (15,5%) 8 (6,6%)
™

C. DIFF QIUK CHEK COMPLETE 42 (12.5%) 72 (13.8%) 7 (5.7%)

Pozitivita linie toxinu

Negativni tkdnova kultivace

293 (87,2%)

442 (84,5%)

114 (84,3%)

C. DIFF QIUK CHEK COMPLETE ™
Negativita linie toxinu

294 (87,5%)

451 (86,2%)

115 (79,3%)

ANALYTICKA SENZITIVITA

Detekéni hranici (cutoff) eseje pro toxin A byla stanovena koncentrace 0,63 ng/ml, pro
toxin B koncentrace 0,16 ng/ml a pro enzym glutaméat dehydrogenazu koncentrace

0,8 ng/ml.

REPRODUCIBILITA

Reproducibilita testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE™ byla hodnocena pouzitim 12
vzorku stolice zabezpecenych béhem testovani kody proti identifikaci. Testovani
probihalo ve tfech nezavislych laboratofich, po dobu tfi dnd. U vzorkd bylo dosazeno

predpokladané 100% shody vysledku

Dale byla provedena dalSi pétidenni studie probihajici na tfech pracovistich, kdy byly
testovany vzorky stolice o rizném obsahu antigenu a toxin. Celkem byly testovany tfi
skupiny o rizném obsahu glutamat dehydrogenazy, toxinu A a toxinu B: vzorky s nizkou
pozitivitou, stfedné silnou pozitivitou a vysokou negativitou. VSechny vzorky byly
testovany na kazdém pracovisti riznymi pracovniky kazdy tfikrat. Toto testovani
probihalo dvakrat denné po pét dni. Ziskana data z této pétidenni studie reproducibility
jsou pro antigen i toxin uvedeny v Tabulce 6. U vzorku oznaceného jako Vzorek 1 bylo pfi
detekci antigenu na jednom pracovisti méné nez 90% negativnich vysledku, kdezto na
zbylych dvou pracovistich byly vysledky testovani antigenu konzistentné negativni. U
vzorku oznaceného jako Vzorek A bylo pfi detekci toxinu na jednom pracovisti méné nez
90% pozitivnich vysledku, kdezto na zbylych dvou pracovistich byly vysledky testovani
antigenu konzistentné& pozitivni. Zadné z pracovist nevykazalo jak pro detekci antigenu
tak pro detekci toxinu vysledky pod hranici o¢ekavanych hodnot.
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Tabulka 6. Shrnuti vysledk G pétidenni studie reproducibility

. Antigen Antigen Toxin Toxin
Cislo vzorku o L o -
pozitivni negativni pozitivni negativni
Vzorek 1 (95% predpoklad 0 0 0 0
negativniho vysledku) 15 (16,7%) 75 (83,3%) 0 (0%) 90 (100%)
Vzorek A (95% predpoklad 0 0 0 0
pozitivniho vysledku) 89 (98,9%) 1(1,1%) 65 (72,2%) 25 (27,8%)
Vzorek B (mirné pozitivni) 87 (96,7%) 3 (3,3%) 86 (95,5%) 4 (4,5%)

ZKRIZENA REAKTIVITA

Vzorky stolice obsahujici inokulované organismy o koncentraci priblizné 108 & vice
organismu na ml nevykazovaly zkfizenou reaktivitu v obou detek&nich oblastech
testovaci kazety (pro antigen a toxin) testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE™.

Bakterialni patogeny:  Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Bacteroides fragilis, Campylobacter coli, Campylobacter fetus, Campylobacter jejuni,
Candida albicans, Clostridium butyricum, Clostridium clostridiforme, Clostridium
haemolyticum, Clostridium histolyticum, Clostridium novyi, Clostridium perfringens,
Clostridium septicum, Clostridium sordellii (netoxigenni), Clostridium sporogenes,
Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis, Escherichia coli
EIEC, Escherichia coli, Escherichia coli O157:H7, Escherichia coli ETEC, Klebsiella
pneumoniae, Peptostreptococcus anaerobius, Proteus vulgaris, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhimurium, Serratia liquifaciens, Shigella dysenteriae, Shigella
flexneri, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus (Cowans),
Staphylococcus epidermidis, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Yersinia
enterocolitica

Jedinym organizmem jinym neZ je C. difficile vykazujicim reaktivitu v detek¢ni oblasti pro
toxiny byl kmen Clostridium sordellii VP1 9048. Tento kmen produkuje velké mnozstvi HT a
LT toxind, které jsou homologni s toxiny A a B C. difficile.

Néasledné& uvedené viry v mnoZstvi od 10** do 10®? TCID jednotek v 0.2 ml
nevykazovaly zkfiZzenou reaktivitu v obou detekénich oblastech testovaci kazety (pro
antigen a toxin) testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE™:

Viry: Adenovirus typy 1, 2, 3, 5, 40, 41, lidsky coronavirus, Coxsackievirus B2,

B3, B4, B5, Echovirus 9, 11, 18, 22, 33, Enterovirus typy 68, 69, 70, 71, Rotavirus.

INTERFERUJICI SUBSTANCE
Nasledné uvedené substance obsazené v danych koncentracich ve stolici nijak
neovlivnily ziskané vysledky testu:

mucin (3.5% w/v), lidska krev (40% v/v), barium sulfat (5% w/v), Imodium® (5% v/v),

Kaopectate® (5% viv), Pepto-BismoI® (5% v/v), kyselina stearové/palmitova (40% wi/v),
metronidazol (0.25% w/v), vankomycin (0.25% w/v).

VYSLEDKY TESTOVANI KLINICKYCH IZOLAT U ZiISKANYCH KULTIVACI NA
CYKLOSERIN-CEFOXITIN-FRUKTOZOVEM AGARU (CCFA)

Testem C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE™ byl testovan celkovy pocet 103 klinickych
izolatu bakterie C. difficile ziskanych po tfidenni anaerobni kultivaci na pudé CCFA pfi




14

teploté 37<C. Testovani bylo provedeno ze suspenze samosta tné narostlych kolonii
prenesenych do diluentu uréeného pro vzorky stolice. VSech 103 izolatu vykazovalo
pozitivni vysledek detekce antigenu testem.

Z poctu 103 izolatu pochazelo 70 (68%) ze vzorku stolice, jez mély pozitivni vysledek
detekce toxinu C. difficile pfi eseji na tkanové kulture. Z téchto 70 pozitivnich izolatd
mélo 56 (80%) pozitivni detekci toxinu pfi testovani po 3 dnech anaerobni kultivace pfi
37T na p tudé.
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