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SIMPLE 2A-Bdiff / STICK 2A-Bdiff

Imunochromatograficky test pro diferencidini prikaz
Toxinu A a Toxinu B z C. difficile v lidské stolici

TYTO POKYNY JE TREBA POZORNE PRECIST
PRED PROVADENIM TESTU

uvob:

2A-Bdiff imunochromatografické stanoveni firmy
Operon je rychly test na kvalitativni prikaz Toxinu A
(TcdA) a Toxinu B (TcdB) bakterie Clostridium difficile
v lidské stolici, kde vysledek je vyhodnocovan pomoci
dvou oddélenych linii. Pozitivni linie kteréhokoliv
z toxin( v testu indikuje infekci C. difficile (CDI), kterou
musi klinik zvaZit.

Na rozdil od jinych imunologickych test( (ELISA, rychlé
testy), které umoZzniuji testovani TcdA a TcdB soucasné a
nerozlisuji jednotlivé toxiny test OPERONu 2A-Bdiff
umoznuje testovat najednou a odlisit oba toxiny za
vyuziti dvou rlznych linii na stripu — cerveny pod
modrou kontrolou pro pfitomnost TcdA a druhy Cerveny
nad kontrolnf linii pro TedB. (viz obr. 1),

Test je zaloZen na imunologické vazbé barevnych
mikrocdstic, které  prochdzeji ~membranou s
imobilizovanymi specifickymi monoklondlnimi
protilatkami proti TcdA a TcdB.

PredbéZna diagnostika infekce Clostridium difficile (CDI):
C.difficile produkuje dva vysokomolekuldrni toxiny,
toxin A a toxin B, které jsou hlavnimi faktory virulence
zpUsobujicimi  klinické priznaky onemocnéni CDI.
Soucasné vyzkumy b 2, prokdzaly, 7e kazdy znich
samostatné zpUsobi onemocnéni u kreckd.
Predpoklada se, Ze C. difficile je pri¢inou az 25 % prijmd
spojenych s [é¢bou antibiotiky 2, véetné clindamycinu,
druhé a treti generace cefalosporin(, inhibitor( gyrazy,
ampicillinu a amoxicillinu. K priznakdm prdjmu se navic
pridava pseudomembranova kolitida (PMC), kterou je
treba urgentné |écit antibiotiky, Ucinnymi proti C.
difficile (metronidazol, vancomycin), nebot bez |écby
muZe byt vazné ohroZen Zivot pacienta.

Mortalita zpGsobena CDI je 6 % az 30 %, zvlasté pokud
pacient trpi PMC. Pacienti trpici CDI vzniklou na zakladé
pfedchozi |é¢by mohou prodlouZit pobyt v nemocnice
0 6-10 dni a (zvysit cenu hospitalizace z 6 na 8000 EUR).

C.difficile — charakteristika

Clostridium  difficile je anaerobni gram-pozitivni
sporulujici  bakterie, kterd mUze byt pritomnd
asymptomaticky az v5 % zdravé populace . Tento
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pomér mize stoupnout az na 30 % a je zpUsobeny
hospitalizaci, [é¢bou antibiotiky, vici kterym je bakterie
rezistentni. Déti jsou brzo po narozeni osidleny C.
difficile, ale ani intenzivni studie neprokdzaly, Zze by
trpély néjakymi klinickymi pfiznaky. Soucasné diskuse
svédci o tom, Ze maji nedostatek strevnich receptor(
pro toxiny nebo je rozdily v pH chrani pred aktivitou
toxin0. Jak bylo jiz zminéno, C. difficile muze
produkovat riizné toxiny*:

Toxin A (TcdA) (308 kDa) je nazyvan enterotoxin, dany
tim, Ze vyvola Uplné symptomy u zvifeciho modelu —u
kreckl. TcdA také vykazuje vysokou cytotoxicitu, ale
pouze u specifickych TcdA senzitivnich bunék jako HT-
29°.

Toxin B (TedB) (279 kDa) je klasifikovan jako cytototoxin.
Ve vétsiné bunécnych kultur v laboratofi (napf. Vero,
CHO nebo Hela) ma asi 1000krat vyssi potencidl nez
toxin A. TcdB sekvence aminokyselin se liSi mezi kmeny
6

TedA / TedB detekéni vzorec

Nasledujici kmeny C. difficile jsou identifikovany na
zdkladé svych toxind:

. Netoxigenni kmeny nejsou patogenni a
neprodukuji ani TcdA ani TcdB jednotlivé ani
v kombinaci.

. TcdA+ / TcdB+ kmeny jsou nejbéznéjsimi

plavodci CDO jejich ribotypy 001, 014 a 078 jsou
nejbéznéjsi v Evropé 7.

. TcdA- / TedB+ kmeny byly poprvé identifikovany
Depitra kol. v Belgii®. Jsou pokladany za patogenni,
pfestoZe netvofi toxin A°. Do této skupiny patfi ribotyp
017, ktery zpUsobuje cetné endemické vyskyty
v severni Americe.

] TcdA+ / TcdB-kmeny byly objeveny diky
moznosti testovani jednotlivych antigen ve stolici
jednotlivymi testy. AZ dosud bylo nalezeno pouze velice
malo izolatd téchto kmend. Soucasné vysledky ukazuiji,
7e i TcdB mutant C. difficile mGZe vyvolat CDI u kieck(?.
Tyto vysledky predpokladaji, Zze se tyto kmeny mohou
vyskytovat i v klinickych vzorcich.

ZAKLADNI PRINCIPY TESTU

2A-Bdiff test pouziva kombinaci:

1) Cervenych latexovych &astic konjugovanych se
specifickymi protildtkami proti toxinu A z C. difficile
které kooperuji s jinymi specifickymi protildtkami pro

toxin A, navdzanymi na testovaci membrané pod
kontrolni linii.
2) Cervenych latexovych ¢astic, konjugovanych se

specifickymi protilatkami proti toxinu B z C. difficile
které kooperuji s jinymi specifickymi protilatkami pro
toxin B, navdzanymi na testovaci membrané nad



kontrolni linii

3) Modré latexové Castice konjugované antigenem
jsou rozpoznané specifickymi protilatkami pro tento
antigen na membrané, slouzicimi jako kontrolni linie.

V tomto testu jsou napfed ze vzorku pomoci dilu¢niho
pufru vzorku (souclasti soupravy) extrahovany toxiny
z fekdlniho matrixu. Po extrakci je urlité mnozstvi
supernatantu pridano k reakénimu stripu a 15 minut
probihd reakce.
Kdyz extrahovany vzorek  prochdzi testovaci
membranou, barevné C{astice migruji. V pfipadé
pozitivniho vzorku specifické protilatky pritomné
v membrané zachyti barevné, antigenem coatované
Castice.

Vzor linii je pouzit pro interpretaci vysledku po inkubaci
pfi pokojové teploté 15 minut (viz obr.1)).

FORMAT TESTU

Test 2A-Bdiff je dostupny ve dvou formatech:

Stick format: reakéni stripy jsou baleny jednotlivé
v aluminiovém sacku nebo v 25-kusové plastové
zkumavce. Dalsi testovaci zkumavka (nebo 96-jamkova
mikrotitracni desticka s plochym dnem) je potreba pro
uchovani extrahovaného vzorku a provedeni testu.
Simple format: reakéni strip je uvnitf plastové
kazetky. Extrakty jsou pfidany pfimo do okénka pro
vzorek, které je oznacené Sipkou.

Oba formaty jsou zaloZeny na stejném principu,
prestoze jsou nékteré rozdily v pracovnim postupu (viz
odpovidajici POSTUPY dale.)

MATERIAL OBSAZENY V SOUPRAVE
e Reakéni prouzky (Stick nebo Simple format)
e Sample diluent Buffer (pufr-diluent vzorku) stejny
pro test Simple/Stick GDH
e Jednordzova délend plasticka pipetka
e Jednordzové nedélené plastové pipetky (Zlutd)
N BIOSIGMA S.r.|
Via Valenta 6- Zona Ina. Cantarana
30010 — Cona (VE) Italy
e Drevéné aplikdtory pro prenos pevného vzorku
stolice
e 1,5 ml mikrozkumavky s vickem
e Testovaci zkumavky
e Stojanky pro drZeni predchozich
zkumavek ve svislé poloze

MATERIAL NEDODAVANY V SOUPRAVE

e Centrifuga pro 1,5 ml mikrozkumavky

e \ortex

e Minutka / Casovac

Pro uZivatele jsou dostupné kontroly pro validaci

testovacich
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ziskanych vysledkd. Ty je moZno objednat nezavisle,
jako zvlastni polozku.

UPOZORNENI

1. Se vzorky pacient( (stolice) je treba nakladat
jako s potencidlné infekénim materidlem. Je treba
pouzivat vsechny ochranné pomdcky (jednorazové
ochranné rukavice, ochranné bryle, laboratorni plast
atd.)

2. Diluent vzorku obsahuje azid sodny jako
antimikrobidlni agens. Zabranite pfimému kontaktu
s kOzi a sliznicemi. Likvidujte odpovidajicim zplsobem.
V pfipadé Ze pufr jevi znaky kontaminace nebo
precipitace, nepouzivejte jej.

3. V mistech, kde se pracuje s reagenciemi a
vzorky, nejezte, nepijte, nekufte, nepfipravujte a
neskladujte jidlo.

4, Poté co prace skoncila, odstrante rukavice a
hned dezinfikujte ruce alkoholovym dezinfekénim
¢inidlem. Poté umyjte ruce mydlem. Prostor, kde bylo
provadéno testovani oSetfete dekontaminacnim
roztokem nicicim spory, nebot spory C. difficile nejsou
niceny alkoholem.

5. Nezaménujte komponenty mezi soupravami
s rozdilnym ¢&islem Sarze.
6. Pfed pouZitim vytemperujte reagencie a vzorky;

chladné reagencie a vzorky mohou zhorsit kvalitu testu.
Pro vytemperovani na pokojovou teplotu staci obvykle
20-30 minut.

7. Souprava je pouze pro pouZiti in vitro.
8. NepouZzivejte soupravy po expiraci.
9. Pokud je vnéjsi obal poskozeny, je mozné pouzit

test, neni-li poskozen obal jednotlivych komponent.
10. Pfi pouziti SIMPLE formatu (kazetky) je dllezité
pfidat presny objem extrahovaného vzorku do reakéni
jamky. Pokud je objem mensi, imunochromatografie
nemusi probéhnout pro maly objem vzorku, ktery se
nedostane k reakéni zoné. Pokud je objem pfilis velky,
muazZou se objevit hnédé linie misto cervené nebo
modré.

11. Vsechny vyrobky jsou pro jedno pouziti a mély
by byt likvidovany v souladu s aktualni legislativou.
12. NepouzZivejte test, pokud se objevi jakdkoliv

barevna linie pfed provadénim testu.

13. Je dlleZité odebrat spravné mnozstvi vzorku: ca
75 mg pevného vzorku (kuli¢ka o priméru 3 mm) nebo
75 ul tekutého nebo polotekutého vzorku. Tato
mnozstvi jsou extrahovdna v1 ml diluentu vzorku
v soupravé. Pokud je vétsi mnoiZstvi vzorku, 75 mg
(nebo 75 pl) v 1 ml diluentu je dostatecné .

Nadbytek vzorku vzhledem kdiluentu vzorku brani
rekci, aby probéhla spravné, to je zvlasté kritické u



pevnych vzorkl, ke je obtizné odhadnout vhodné
mnozstvi. Meéjte na zreteli, Ze test 2A-Bdiff byl
koncipovan hlavné pro analyzu tekutych a polotekutych
vzorka.

14. Je velice dUleZité ihned po vyjmuti potfebnych
prouzkd ze zasobni zkumavky uzavfit baleni, nebot
vlhkost m(Ze znicit nepouZité prouzky.

15. Dokud jste nespotfebovali celou soupravu,
nelikvidujte vnéjsi obal. Obsahuje dlleZité informace o
CE znaceni a notifikaci.

SKLADOVANI

Vyrobek mdze byt skladovan pfi 2-30 °C.

Datum expirace je vytiSténo na zkumavce nebo na
aluminiovém obalu.

VZORKY

° tato souprava je urcena pro testovani vzork(
tekuté nebo polotekuté lidské stolice. Pevné vzorky
mohou byt analyzovany nicméné pridvodnim znakem
infekce C. difficile je diarrhoea.

. Netestujte vzorky odebrané do jakéhokoliv
transportniho  nebo  obohaceného  media/jsou
pridavany konzervacéni agens (formalin, SAF, PVA apod.),
které mohou interferovat s testem.

° Doporucujeme analyzovat nezpracované stolice.

Je-li tfeba, vzorky mohou byt skladovany v lednici pfi
(+2-8 °C) maximalné 1-2 dny. Pro delsi skladovani je
treba zmrazit na-20°C. Méjte oviem na zfeteli, Ze
nékteré vzorky se stanou kvUli zamrazeni negativni.

. Vénujte pozornost analyze hemoragickych
vzorkl; pokud je vysokd koncentrace krve, Casto je
falesné pozitivni vysledek. Jako indikator nespecificity
muze slouZit i zména barvy modré kontrolni linie
(zCervend nebo je netypicky velice tmavé modra).

° Zmrazené vzorky nechte pred analyzou plné
rozmrznout a vytemperovat na pokojovou teplotu.

° Zabranite  opakovanému  zmrazovani  a
rozmrazovani vzorku z dlivodu degradace toxinu.

PRIPRAVA VZORKU ZE STOLICE

Obecné poznamky: Béhem provadéni testu je tfeba
pouzivat vSechny ochranné laboratorni prostfedky
zdlvodu prace s infekénim materidlem. Po ukonceni
prace uklidte pracovni prostor podle bodu 4 v odstavci
,Upozornéni”,

Sample diluent Buffer (pufr pro fedéni vzorku) je stejny
pro test Simple/Stick A-Bdiff.

Pro oba formaty plati nasledujici pfiprava vzorku stolice:
1. Pro tekuté nebo polo-tekuté vzorky pfidejte
pomoci Zluté nekalibrované pipety 3 kapky (nebo 75 pl)
vzorku do 1,5 ml mikrozkumavky.

Pokud je vzorek pevny, preneste ca 75 mg pevného
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vzorku (kulicka o prdméru 3 mm) pomoci dfevéného
aplikédtoru do 1,5 ml mikrozkumavky. DlleZité: Ujistéte
se, ze vzorek je homogenni odbérem ze tfi rliznych
oblasti, aby se ziskal co nejreprezentativnéjsi vzorek

2. Do této 1,5 ml mikrozkumavky se vzorkem
pridejte 1 ml diluentu vzorku (nebo mnozstvi Umérné
k 75 ul (nebo ca 75 mg) vzorku na 1 ml diluentu vzorku).
3. Vortexujte ca 30 vtefin nebo tak, aby byl vzorek
zcela suspendovan v pufru.

4, Mikrozkumavku centrifigujte 5 min pfi 700xg
(ca 3000rpm) v malé centrifuze pro mikrozkumavky,
aby doslo kusazeni pevnych d¢astic. Pokud neni
centrifuga k dispozici, pockejte 3-5 min az se pevné
mikrocastice usadi na dné zkumavky. Optimalnich
vysledkd ovéem dosahnete pri poufZiti ¢irého roztoku
vzorku po centrifugaci.

SIMPLE 2A-Bdiff POSTUP

Po pfipravé vzorku pod vySe uvedeného postupu
pokracujte nasledovné:

- Vyjméte reakéni kazetku z aluminiového obalu.
Odvlhcovaci sécek vyhodte; pouze chrani prouzek pred
vlhkosti.

- Po centrifugaci pomoci nové jednorazové zluté
pipety pridejte 4 kapky (100 ul) supernatantu vzorku na
testovanou plochu (kulaté okénko oznacené Sipkou).

- Po 15 minutach odeditejte vysledek

STICK 2A-Bdiff POSTUP

Po pfipravé vzorku pod vySe uvedeného postupu
pokracujte nasledovné:

- Vyjméte reakéni strip z aluminiového obalu
nebo ze zdsobni zkumavky (poté dobfe znovu zaviete
pro ochranu pred vihkosti).

- Pokud pouZzivate zkumavky ze soupravy, vlozte
zkumavku do stojanku ze soupravy Vezmeéte alikvot z
centrifugovaného supernatantu vzorku: pfiblizny
alikvot je 265ul (Ctvrtd znacka na stupriované
jednorazové pipeté) a preneste do testovaci zkumavky
- Pokud pouziviate 96-jamkovou mikrotitracni
desticku s plochym dnem, preneste 150 pl cistého
supernatantu (tfeti znacka na stupriované jednorazové
pipeté) a preneste do testovaci jamky

- Vlozte strip do testovaci zkumavky (ve stojanku)
nebo do jamky mikrotitracni desti¢ky Sipkou smérujici
dol.

- Inkubujte 15 minut a poté odeditejte vysledky
(obr.1).

ODECITANi VYSLEDKU:

Pét prouzkl na obr. 1 predstavuje rlizné vysledky, které je
mozné ziskat pfi testovani 2A-Bdiff.

Mohou se objevit 3 rizné linie:



Modrd linie: kontrolni linie, kterd indikuje spravné
provadéni testu.

Horni Cervend linie: TcdB pozitivni vzorek.

Dolni ¢ervena linie: TcdA pozitivni vzorek.

Strip1 | Strip2 | Stip3 | Stip4 | Strip5
AN AR AR AR
B8 | 08 | 0B | 0B
ER o 2 & ¢ Y [ o
BE B & & R
X )" 2 :", » ,’Z
A A R4 R @
/NN BN
TedB - TedB- | TcdB + | TcdB + Invalid
TedA - | TcdA + TedA - | TcdA + test

Modra (kontrolni) linie by se méla ne prouzku objevit
vzdy. Dalsi ¢ervend linie na prouzku indikuje pfitomnost
C. difficile, které produkuje TcdA nebo TcdB
v analyzovaném vzorku.

Obr. 1 Ukazuje mozné vzory. Vysledky jsou vytistény pod
stripem.

Strip 1: NEGATIVN| vysledek. Vzorek neobsahuje C.
difficile nebo obsahuje kmen, ktery neprodukuje
TcdA/TcdB. Objevi se pouze jedna MODRA vodorovna
linie ve stfedu reakcni oblasti. (u Simple formatu je
oznacend pismenem ,C“ na kazetce). To je kontrolni
linie a musi se objevit vidy jako indikator spravného
pribéhu reakce.

Stripy 2-4: POZITIVNI vysledek.

Strip 2: Detekce TcdA: Objevi se MODRA vodorovna
linie a pod ni CERVENA (u Simple forméatu je oznacend
pismenem ,T1“na kazetce).

Strip 3: Detekce TedB: Objevi se MODRA vodorovnd linie
a pod ni CERVENA (u Simple formatu je oznacend
pismenem ,T2“na kazetce).

Strip_4: Detekce TcdA a TcdB soucasné: Objevi se
MODRA (kontrolni) vodorovna linie dvé CERVENE line
(jedna nad[TcdB] a jedna pod [TcdA] modrou kontrolni
linii. (u Simple formatu je oznacena pismenem ,T1“na
kazetce

Strip 5: NEVALIDNI vysledek -
NEHODNOTITELNY. Neobjevi se modrd vodorovna

4

kontrolni linie a modra barva kontrolni linie je zfetelné
odlisnd (velice temné modrda nebo fialovd) nebo
nespecifické barvy POZITIVNICH LINIi. Jakékoliv jina
kombinace barev neZ vyznacenych NA STRIPECH 1-4,
znamena abnormalni funkci testu. To mulze byt
zpUsobeno nasledujicimi pri¢inami:
* Jedna nebo vice reagentd mohlo byt zkazeno nebo
test proexpiroval.
* Vzorek nebyl dobfe pripraveny dle pokynd
*  Vzorek obsahuje vysoké mnozstvi krve
V pfipadé nevalidniho vysledku se doporucuje pouZit
jiny test, u kterého budou striktné dodrzeny protokol
popsany v manualu. V pfipadé vzorku s krvi, pokud
problém pretrvava, se doporucuje pouZzit alternativni
testovaci metodu, nebot ddvodem je spise matrix nez
pouZity strip. Ostatni komercéné doddvané soupravy
pro rychlé restovani davaji pro tyto vzorky s krvi
podobné vysledky.
- Jakdkoliv linie, ktera se objevi pozdéji (nez po 15
min.) nema diagnosticky vyznam.
POZNAMKA: zavére¢ny definitivni diagnosa by méla
byt stanovena klinickym |ékafem. Tento test pouze
detekuje TcdA/TcdB C. difficile ve vzorku. Nezajistuje, Ze
pacient trpi infekci C. Difficile.

VAROVANI: Doporucuje se zafazeni kontrol o zndmém
vysledku aby pro ovéreni spravnosti vysledkd.

OMEZENI TESTU

1. Test 2A-Bdiff analyzuje vzorky lidské tekuté a
polotekuté stolice; mohou byt pouZity i pevné vzorky, i
kdyZ provedeni testu pro né neni optimalizované. Ve
velice vzacnych pfipadech byly toxiny objeveny i
v pevné stolici.

2. Test je kvalitativni ne kvantitativni; prestoze
intenzita pozitivni linie odpovidd mnozZstvi toxinu ve
vzorku stolice

3. Pro validaci soupravy bylo pouzito vice nez 200
vzork(® stolice. Byly zjistény dobré korelace s jinymi
technikami (ELISA a Cytotoxicita). Nicméné tato studie
nevylucuje interference v provadénda testl u jinych
vzorkd stolice.

4. Malé mnoiZstvi vzorku mulze vést kvelice
slabym pozitivnim  vysledkdm. Vtomto pripadé
doporucujeme pretestovat s vétsSim mnozstvim vzorku
s doporucenymi proporcemi davek vzorku diluentu (viz.
,Priprava vzorku®).

5. Nadbytek vzorku mizZe zpUsobit signifikantné
zpomalit vyvoj stripu nebo chybnou funkci testu. (neni
viditelnd kontrolni linie) V tomto pfipadé je tfeba test
opakovat s mensim mnozstvim vzorku. To je zejména



dllezité u pevného vzorku stolice.

6. Negativni vysledek nevylucuje moznost infekce
C. difficile (CDI). Vysledek testu musi byt interpretovan
vzhledem ke klinickému obrazu pacienta. Navic je treba
si uvédomit, Ze toxiny jsou nestabilni a Ize je snadno
degradovat tfeba Spatnym skladovanim vzorku nebo
pfitomnosti inhibitorld. Tak se mulze stat, Ze je
koncentrace antigenu ve vzorku pod mezi detekce (viz
LAnalyticka senzitivita®).

7. Pozitivni vysledek z pevné stolice by mél byt
interpretovan velice opatrné. Principidlné je prljem
hlavnim symptomem onemocnéni C. difficile (CDI), coz
vylucuje pevnou stolici. Osoba provadéjici test by o této
skutecnosti méla informovat oSetfujiciho lékare. To
v kombinaci se anamnézou pacienta umoznuje |ékafi
stanovit spravnou diagnoézu.

8. Byl zjistén urcity stupen zkfizené reakce se
vzorky stolice silné pozitivnimi na pfitomnost
Entamoeba histolytica. Pfi testovani izolovaného
parazita (bez pfitomnost matrix — stolice) byla reakce
negativni. Ostatni dostupné testy ELISA i rychlé, které
jsou na trhu, vykazuji pro tyto vzorky podobné vysledky.

9. Je pozorovdno, Ze nékteré vzorky stolice
s vysokym obsahem krve negativné interferuji s testem.
V téchto pfipadech se mohou projevit problémy
specifity u vzork( negativnich C. difficile. Tato
destabilizace testu je zpravidla doprovazena zménami
barvy kontrolni linie; misto svétle modré se objevi
tmavé modra aZz fialova (viz odstavec ,Odecitani
vysledk(”).

10. Bylo popsano osidleni C. difficile u vice nez 50 %
déti. Vysoké procento bylo také popsano u pacientl
s cystickou fibrézou. Obvykle tyto skupiny pacientd
zUstdvaji asymptomatické a nevyzZaduji specifickou
|é¢bu. Tyto pozitivni vysledky nemaji klinicky vyznam.
Mélo by se s nimi zachdzet s ohledem na pacienta a
nevyzaduji lé¢bu infekce C. Difficile.

ANALYTICKA SENZITIVITA

Za Ucelem stanoveni analytické senzitivity 2A-Bdiff
soupravy byly pouzity toxiny A a B z tgcBIOMICs pfi
rizném redéni vdiluentu vzorku. Mnohé vyrdbéné
Sarze detekuji koncentraci 0,75 ng/ml obou toxin(.

DIAGNOSTICKA SENZITIVITA A SPECIFICITA
Priimérné hodnoty senzitivity a specificity soupravy 2A-
Bdiff ziskané za viech hodnoceni jsou:

Senzitivita: 97,4%
Specificita: 96,1%

Souprava 2Bdiff wvykazuje excelentni parametry
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s hodnotami senzitivity a specificity nad 95%.
Dvé z provadénych hodnoceni jsou nize:

A-Externi hodnoceni:

2A-Bdiff test (Operon) byl externé hodnocen ve
Spanélské nemocnici méfenim 150 negativnich a 44
pozitivnich vzork( srovndvanim s referencni metodou
Cytotoxicita VSechny vzorky byly Cerstvé.

Senzitivita: 92,5%
Specificita: 95,5%

B.- Interni hodnoceni:

2A-Bdiff test byl interné hodnocen firmou OPERON.
Bylo testovdno 242 negativnich a 105 pozitivnich
vzorek proti Cytotoxicité testované v misté plvodu
vzorkd (rlzné Spanélské nemocnice). VSechny vzorky
byly pfed testovani zmrzlé.

Ziskané vysledky byly nasledujici:

Senzitivita: 99,0%
Specificita: 96,3%

OPAKOVATELNOST

Byly pouzity purifikované toxiny spole¢nosti ListLabs
pro tvorbu krivky senzitivity zddvodu stanoveni
senzitivity soupravy 2A-Bdiff v rlznych podminkach.
Redéni bylo dvojndsobné a vzorky byly testovany
jednou osobou v tripletech v jednom béhu. Vysledky
se liSily vméné nez faktoru 2, coz znadi vysokou
presnost testu.

REPRODUKOVATELNOST

SPOLEHLIVOST MEZI DNY

Za pouziti stejné Sarze testu ve 4 rlznych dnech byla
mérena kfivka senzitivity. Vysledky byly vysoce
reprodukovatelné pro oba toxiny TcdA a TcdB.

SPOLEHLIVOST V LABORATORI

Pét laborantl bez predchoziho skoleni provadélo
kfivku senzitivity v duplikdtech. Byly zfetelné rozdily ve
vétsich fedénich (slabsi signaly), ale nikdy nepresahly
faktor 2.

SPOLEHLIVOST MEZI SARZEMI

Za pouziti 3 rdznych sarZi testu 2A-Bdiff byly méreny
krivky senzitivity v duplikatech. Analyza byla provadéna
jednim laborantem v jednom dni.

Byly zjistény rozdily mensi nez faktor 2, coz je
akceptovatelné a tolerované pro provadény test.

Rozdily nalezené v rtiznych cdstech odstavce
,Reprodukovatelnost” jsou akceptovatelné
pro kvalitativni imunochromatograficky test

s inherentni variabilitou spojenou s touto metodou.



HOOK EFEKT

Nékteré publikace informuji o pfipadech vaznych infekci
C. difficile, kdy koncentrace toxin( ve stolici je kolem
112 ng/ml . Pro hodnoceni efektu velmi vysokych
koncentraci toxin( vyssi nez mozné nalezeni v populaci,
byly testovany koncentrace 5000 ng/ml pomoci 2A-
Bdiff soupravy. Tato koncentrace jsou asi 400x vyssi nez
LPC pro toxin A (12,5 ng/ml) a 1500 krat vyssi nez LPC
pro toxin B (3 ng/ml) a asi 40 krat vyssi neZ hladina
toxin( nalezena u pacient(.

Nebyla zjisténa inhibice signalu v zavislosti na zvysujici
se koncentraci analytu.

INTERFERUJICI SUBSTANCE

V ndsledujici tabulce jsou uvedeny substance s jejich
koncentracemi, které neovlivnily vysledky testu 2A-
Bdiff po pridani ke stolici (negativni a pozitivni).

] 5%/} | Iouproten 20% (p/Y)
Cimetidine 10% (p/v) | Acetylsalicylic acid 30% (p/v)
Loperamide 5% (p/v) |Edulcorant 5% (p/v)
Metronidazole 10% (p/v) | Palmitic acid 40% (p/v)
Omeprazole 3% (p/v) |Barium Sulfate 5% (p/v)
Ampicillin 15% (p/v) | Mucin 5% (p/v)

CROSS-REAKTIVITA S OSTATNiMI MIKROORGANISMY
Tato studie byla provadéna na 2 rliznych mistech:

] OPERON: 2A-Bdiff test byl hodnocen proti
vyrazné pozitivnim vzorkdm nasledujicich
mikroorganismu:

Adenovirus — Rotavirus — Norovirus — Astrovirus —
Helicobacter pylori — Campylobacter jejuni —
Escherichia coli 0157 — Entamoeba histolytica — Giardia
lamblia — Cryptosporidium parvum.

UrCity stupen zkfizené reaktivity byl zjistén u
Entamoeba histolytica (viz bod 8 odstavce,Omezeni
testu”.

. NARODNI NEMOCNICNI CENTRUM (Spanélsko):
GDH test byl hodnocen proti rznym mikroorganismdm
vyskytujicim  se v gastrointestindlnim  traktu v
dostate¢né vysokych koncentracich. Testy byly
provadény na bakteridlnich substancich o koncentraci
10® cfu/ml. VZadné zuvedenych pfipadll nebyla
zjiSténa cross-reaktivita:

Aeromonas caviae, Aeromonas hydrophila, Bacillus
cereus, Bacillus spp, Bacteroides nordii, Campylobacter

jejuni, Candida albicans, Clostridium butyricum,
Clostridium  cadaveris,  Clostridium  perfringens,
Clostridium  sordellii, Enterobacter  aerogenes,
Enterobacter cloacae, Enterococcus  faecalis,

Enterococcus faecium, Escherichia coli 1, Escherichia
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coli 2, Klebsiella pneumoniae, Lactobacillus gosseri,
Listeria monocitogenes, Plesiomonas shigelloides,
Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella enteriditis, Salmonella typhi, Salmonella
typhimurium, Serratia marcescens, Shigella dysenterie,
Shigella flexnerii, Shigella sonneii, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Vibrio cholerae,
Vibrio parahaemolyticus, Yersinia enterocolitica.
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