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Pouziti

Rychly screeningovy imunochromatograficky test pro stanoveni
antigeni adenovirll a rotavirG v lidské stolici. Test napoméaha pfi
diagnoze infekci zptsobenych adenoviry a rotaviry.

Uvod

Rotaviry

Rotaviry jsou hlavnimi etiologickymi  Ciniteli  pediatrické
gastroentritidy a prajmd. U déti a mladych lidi mohou mit neléc¢ené
infekce za nasledek smrt z dehydratace zplsobené snizenim
elektrolytt diky prdjmdm a zvraceni (1). U 50% hospitalizovanych
kojenct a malych déti je divodem prajmového onemocnéni
rotavirus (2). Rotaviry zplsobena dehydratace je hlavnim
divodem umrti kojencl jak ve vyspélych, tak v rozvojovych
zemich. (3).

NejvysSi prevalence onemocnéni je v mirném klimatu, béhem
chladnych mésich v roce (4). V tropickém pasmu se rotavirova
infekce maze vyskytnout kdykoli béhem roku (2). Nejvice nachylni
k onemocnéni jsou kojenci a déti (4).

Adenoviry

Naznaky adenovird muzeme pozorovat u Sirokého okruhu
klinickych onemocnéni, predevS§im respiracnich, zrakovych, a
onemocnéni gastrointestinalniho systému u lidi (5,6). Nékteré
sérotypy adenovirG jsou enterické a jsou hlavnim zdrojem
pediatrickych gastroenteritid (7,8).

Diagnostika rotavirovych a adenovirovych gastroenteritid je
zalozena na identifikaci virovych ¢astic ze stolice. Tyto ¢astice se
béhem infekce vyskytuji ve velkém poctu, mohou byt pozorovany
v elektronovém mikroskopu (EM) nebo detekovany
imunologickymi metodami, napfiklad immunochromatograficky
tak, jako v tomto Rota/Adeno testu.

Princip testu

QuickStripe Adeno/Rota test obsahuje dvé rizné monoklonalni
protilatky (anti-rotavirus, anti-adenovirus), které jsou konjugovany
s koloidalnimi zlatymi €asticemi. Krali€i polyklonalni protolatky
jsou imobilizovany na testovacim prouzku v z6né TEST. Pokud
vzorek stolice obsahuje antigeny (adeno a/nebo rota) tvofi se
komplexy antigen-protilatka se zlatymi ¢asticemi. Tento komplex
migruje smérem k mistu, kde se tvofi barevné pruhy a kde se
odecita pozitivita testu. Zbyvajici konjugat migruje smérem

ke kontrole a tvori rizové/purpurové zbarvené pruhy. To urcuje
spravnost provedeni testu.

Test obsahuje (25 stanoveni)

e  25testovacich prouzki pro stanoveni adeno/rota virt
e  25zkumavek na vzorky, kazda obsahuje 1ml fediciho

pufru*
e 1plastovy stojanek s vickem
. 1névod
Opatreni

1. Soucasti kitu nepouZivejte po jejich expiraéni dobé.
2. Test je ur€en pro in vitro diagnostické stanoveni, ne
pro vnitini ¢i vné&jSi uZiti na lidech &i zvifatech.

3. Ve vzorcich maze byt pfitomny infekéni agens. Se
v8emi vzorky zachazejte jako s moznym infekénim
materialem. Nikdy nepipetujte Usty a vyhybejte se
kontaktu s otevfenym poranénim.

4. Redici roztok obsahuje azid sodny, ktery p¥i kontaktu
s kovy muze tvorit vybudné slouceniny. Reagencie
po vyliti do odpadu splachnéte velikym mnozstvim
vody.

5. Nemichejte reagencie rliznych kit a riznych Sarzi.

6. Nedodrzeni reakéni teploty nebo €asu mlze byt
pFic¢inou Spatnych vysledkd.

Uchovavani a stabilita

Test musi byt uchovavan pfi teploté 4-30°C. Stabilni je do
doby uvedené na obalu. Prouzky uchovavejte v uzavieném
sacku.

Odbér vzorku

Vzorky stolice musi byt odebirany do ¢istych, suchych
kontejnerd, bez detergentl nebo teleciho séra. Priblizné 0,1g
(0,1ml) je dostate¢né pro stanoveni. Pro odbér mohou byt
pouzity i tampoény, v pfipadé, Ze se odebere pozadované
mnozstvi vzorku. Vzorek by se mél odebirat 3-5 dni po
objeveni pfiznak( rotavirové infekce. Vzorky odebrané 8 dni a
vice po prvnich symptomech nemusi obsahovat detekovatelné
mnozstvi antigenu nebo virovych ¢astic (13,16).

VSechny vzorky uchovavejte v chladu az do doby provedeni
testu. Pokud vzorek netestujete béhem 48 hodin, musi se
skladovat pfi —20°C. Vzorky opakované nerozmrazuijte.
Uchovéavani v samo-rozmrazovacich lednicich se
nedoporucuje. Nafedéné vzorky po testovani vyhodte.

Pracovni postup

1. Otevfete zkumavku na vzorek.

2. Pridejte malou ¢ast vzorku stolice (asi 50mg).
Zkumavku uzavrete.

3. Energicky zkumavku proklepejte, dokud se vzorek

v tekutiné zcela nerozpusti.

Pockejte, dokud si velké ¢astice nesednou ke dnu.

Sripy vyndejte z obalu.

Popiste je jmény nebo kddy pacientd. Testovaci

prouzek vlozte vertikalné (modrymi Sipkami smérem

dold) do testovaci zkumavky s tekutinou.

7. Kdyz tekutina dosahne stfedu testovaci zény,
prouzek ze zkumavky vyjméte.

8. Vyjméte testovaci prouzek a polozte na rovnou
plochu.

o0k

Vyhodnoceni testu

Po 5 minutach od vyndani prouzku ze zkumavky odecitejte
vysledek. Pokud je pozadi pfili§ silné zabarvené, pockejte jesté
dalSich 10 minut.

Negativni: objevi se pouze jeden rGzovo-purpurovy prouzek

v kontrolnim okné. (ntrol window). Zadny viditelny prouzek
1]

v testovacim okné ([Tlest window).
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Adenovirus Positivni: mimo kontrolniho prouzku (ontrol
band) je jasné viditelny riZovo-purpurovy prouzek také v okné

est.
: IEEEE

Rotavirus Positivni: mimo kontrolniho prouzku (ontrol
band) je jasné viditelny riZovo-purpurovy prouzek také v okné

R-Tiest.
L TTHEN
__

Adenovirus a Rotavirus Positivni:- mimo kontrolniho
prouzku (ontrol band) jsou jasné viditelné rizovo-purpurové
prouzky také v oknech [A-Tlest and est.

T HNN]

Neprokazany vysledek:
Pokud se neobjevi pruhy v testovacim poli, ani v misté
kontroly, musi byt test opakovan.

Kontrola kvality

Kazdy strip ma zabudovanou proceduralni kontrolu. Pokud byl
test proveden spravné, objevi se v oblasti kontroly zabarveny
prouzek. Spravna laboratorni praxe doporucuje pouzivat
soucasné s testovanymi vzorky kontrolni material, kontroly
pouzivame vzdy s novou Sarzi stript. Pokud se kontrolni
prouzek nezabarvi, test neni validni.

Omezeni testu

e Rotaviry a nékteré adenoviry zpusobuji
gastroenteritidu. Timto testem se nestanovi
bakterialni gastroenteritida, je tedy vhodné zaroven
pouZzit i test pro stanoveni bakteridlnich prdjmovych
patogenu ze vzorku stolice.

e Nepouzivejte vzorky, které obsahuji konzervaéni
prostfedky nebo detergenty. Negativni vysledek
nevylucuje pfitomnost rotavirové nebo adenovirové
infekce. Mnozstvi antigenu nebo viru mlze byt pfilis
nizké. PFic¢inou mizZe byt i nedostateéné mnozstvi
vzorku nebo nevhodny vzorek.

e Mdze se stét, Ze nafedény vzorek se difusi
nedostane na strip. V takovém pfipadé se 0,3 ml (asi
polovina) nafedéného vzorku pfetahne do nové
zkumavky a test se opakuje s novym stripem.

Ocekavané vysledky |

Vék pacienta, geograficka lokalizace, roéni obdobi, po¢asi a
Zivotni prostfedi jsou faktory ovliviiujici prevalenci rotavirovou
a adenovirovou infekci. V mirném klimatu je virova
gastroenteritida ¢astéjSi v zimnich mésicich, méné Casta je
infekce béhem letnich mésicu.

Charakteristiky |

A. Klinické srovnani

Srovnavame-li kit od firmy Savyon s ostatnimi komeréné
dostupnymi rychlymi Adeno/Rota testy, dochazime ke 100%
shodé u negativnich vzorkd, vice nez 97% shodé u pozitivnich

vzorkl na rotaviry a vice nez 90% shodé u pozitivhich vzorkd
na adenoviry.

B. Zkfizena reaktivita

Anti-rotavirové protilatky pouzité v tomto kitu nerozeznavaji
nasledujici bézné stfevni patogeny a viry, které se vyskytuji ve
stolici:

1) Adenovirus |, Il 11) Polio virus L1111

2) Entamoeba histolytica 12) Salmonella B, C

3) Ascaris lumbricoides 13) Salmonella infantis
4) Campylobacter jejuni 14) Salmonella typhi

5) Vibrio cholerae 15) Shigella sonnei

6) Clostridium difficile 16) Shigella flexneri

7) Echo virus 3, 7 17) Shigella dysenteriae
8) Escherichia coli 18) Vibrio parahemolytica
9) Giardia lamblia 19) Trichuris trichiura

10) Picornavirus 20) Corona-like virus
Anti-adenovirové protilatky detekuji rodové specificky hexon
antigen, ktery se vyskytuje ve vSech lidskych sérotypech. Test
nemuze byt pouzity k rozliSeni sérotypu. Anti-adenovirové
protilatky nevykazuji zkfizenou reaktivitu s Zadnym jinym
béznym stfevnim patogenem (virem, bakterii nebo parazitem).
Vzorek, ktery obsahuje kmen S.aureus produkujici protein A
muze zpUsobit faleSné pozitivni vysledek.

C. Reprodukovatelnost

10 negativnich vzorka stolice, 10 vzork( pozitivnich na rotaviry
od nizké do vysoké hladiny pozitivity, a 10 vzorkt pozitivnich
na adenoviry od nizké do vysoké hladiny pozitivity bylo
testovano na pfitomnost virovych antigend po 10 dni. B&éhem
opakovaného testovani, stejnych vzorku, nebyla pozorovana
zadna zména intenzity zabarveni.

D. Prozénovy efekt

Koncentrovany virovy antigen byl pfipraven z bunééné kultury,
ktera prokazovala 100% cytopaticky efekt. Bylo testovano, zda
koncentrace ovliviiuje stanoveni. Ziskané vysledky byly
srovnany s intenzitou prouzku.

Rotavirus:
Antigenni fedéni  1:1  1:2 1:4 110 1:20
Vysledek ++++ A+t +
Adenovirus:
Antigenni fedéni  1:1  1:2 1:4 1.8 1:16
Vysledek ++++ A+t +

Vysledek jasné ukazuje absenci prozénového efektu.

E. Citlivost:

Pozitivni vzorek o znamé koncentraci ¢astic antigenu byl
nafedén pufrem, stanovovala se pfitomnost vird. Nejnizsi
detekéni limit QuickStripe Adeno/Rota testu je 1 x 10° virovych
gastic na ml pro rotaviry a 3,4 x 10° virovych &astic na ml pro
adenoviry .
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*Roztok k fedéni obsahuje aditiva, za u¢elem omezeni
nespecifické interakce. BE€hem stani se mohou vyskytnout bilé
precipitace, toto je normalni jev, precipitace se snadno odstrani
proklepanim a nebo promichanim na vortex tfepacce.
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