
SIMPLE GDH-Toxins

Jednokrokový imunochromatografický test pro diferenciální
detekci glutamátdehydrogenázy (GDH) a toxinu A a toxinu B z

 C.difficile v lidské stolici

POUZE PRO ODBORNÉ POUŽITÍ
Ř Ě ŘTYTO POKYNY JE T EBA POZORN  P EČÍST

Ř Ě P ED PROVÁD NÍM TESTU

POUŽITÍ:

Chromatografická  imunoanalýza  OPERON  GDH-Toxins  je
postup pro kvalitativní detekci glutamát dehydrogenázy (GDH)

ůa toxin   A a B  C.difficile z ě lidské stolice na odd lených
liniích  stripu.  Pozitivní  signál  na  stripu  GDH  indikuje
řp ítomnost  bakterií  Clostridium  difficile  ve  stolici.  Analýzou

vzorku na stripu  Toxiny se detekuje jak toxin A, tak toxin B
z C.difficile a  potvrdí se, zda se jedná o toxigenní patogenní

ů ěkmen,  který  zp sobuje  onemocn ní.  Test  je  založen  na
ř ůimunologickém zachycení barevných mikročástic p i pr chodu

membránou,  na  níž  se  nacházejí  specifické  monoklonální
protilátky  proti  GDH  toxinu  A  a  toxinu  B  ,  které  byly

ř ěimobilizovány ve t ech. odd lených pozitivních liniích. 

ÚVOD:

Clostridium  difficile je  gram-pozitivní  sporulující  anaerobní
ů řbakterie, která m že být p ítomná asymptomaticky až v 5 %

zdravé populace1 ě ů. Tento pom r m že stoupnout až na 30% z
ů ůd vodu hospitalizace, léčby antibiotiky, v či kterým je bakterie

rezistentní. Proto je C. difficile ř považován za p íčinu asi 25 %
ů ůpr jm  spojených s léčbou antibiotiky2 ě, včetn  clindamycinu a,

ř ů ůdruhé  a  t etí  generace  cefalosporin ,  inhibitor  gyrázy,
ampicilinu,  amoxicilinu  atd.  K ř ů ůp íznak m  pr jmu  se  navíc
ř řp idává pseudomembránová kolitida (PMC), kterou je  t eba

ěurgentn  léčit  antibiotiky,  účinnými  proti  C. difficile

ť(metronidazol, vancomycin), nebo  je ohrožen život pacienta.
ů ů ěMortalita zp sobená CDI m že být mezi 6 až 30 %, zvlášt

pokud pacient trpí PMC.

C. difficile ň uvol uje dva vysokomolekulární  toxiny,  toxin  A a
ůtoxin  B,  které  jsou  hlavními  faktory  virulence  zp sobujícími

ř ěklinické p íznaky onemocn ní CDI. Glutamát-dehydrogenáza
(GDH)  je  enzym  produkovaný  ve  zvýšeném  množství
toxigenními i netoxigenními kmeny C. difficile, tudíž slouží jako

řvýborný  marker  p ítomnosti  tohoto  mikroorganismu4.
Společnost pro zdravotnickou epidemiologii v Americe (SHEA),

ěSpolečnost  pro  infekční  onemocn ní  v Americe  (IDSA)  a
Evropská  společnost  klinické  mikrobiologie  a  infekčních

ěonemocn ní  (ESCMID)  doporučují  použití  dvou-krokového
protokolu  pro  identifikaci  toxigenních  C. difficile5,  zahrnující
vstupní skríning vzorku pomocí GDH a pro pozitivní výsledky

ůnásledný test toxin  C. difficile ť, nebo  ne všechny kmeny je
produkují.  OPERON  nabízí  možnost  postupovat  podle

ůtohoto  protokolu  doporučovaného  v dčími  zdravotnickými
společnostmi.  za  použití  souprav   GDH a  2A-Bdiff  nebo
GDH-Toxins.

ZÁKLADNÍ PRINCIP TESTU

Souprava  GDH-Toxins  obsahuje  dva  stripy  v  jedné

dvojité kazetce:

1. GDH  strip používá kombinaci:

a)  Červených  latexových  částic  konjugovaných  se
specifickými  protilátkami  proti  GDH  z C. difficile které
reagují  s jinými  specifickými  protilátkami  anti-GDH,

ěnavázanými na testovací membrán  pod kontrolní linií.

b)  Modré  latexové  částice  konjugované  antigenem  jsou
rozpoznané specifickými  protilátkami pro tento antigen na

ěmembrán  a slouží jako kontrolní linie.

2) Toxinový strip používá kombinaci:

a)  Červených  latexových  částic  konjugovaných  se
specifickými  protilátkami  proti  toxinu  A  z C.  difficile  které
reagují  s jinými  specifickými  protilátkami  pro  toxin  A,

ěnavázanými na testovací membrán  pod kontrolní linií.

b)  Červených  latexových  částic,  konjugovaných  se
specifickými  protilátkami  proti  toxinu  B  z C.  difficile které
reagují  s  jinými  specifickými  protilátkami  pro  toxin  B,

ěnavázanými na testovací membrán  nad kontrolní linií

c)  Modré  latexové  částice  konjugované  antigenem  jsou
rozpoznané specifickými  protilátkami pro tento antigen na

ěmembrán  a sloužící jako kontrolní linie.

V řtomto  testu  jsou  nap ed  ze  vzorku  pomocí dilučního
ř( edícího)  pufru  vzorku  (součást  soupravy)  extrahovány
antigeny z fekálního matrixu. Po extrakci je určité množství

řsupernatantu p idáno k ě ůob ma reakčním strip m a čeká se
15 minut.

Když  extrahovaný  vzorek  prochází  testovací  membránou,
barevné  částice  migrují.  V ř ěp ípad  pozitivního  vzorku

řspecifické protilátky p ítomné v ěmembrán  zachytí barevné,
antigenem  coatované  částice.  Tyto  linie  jsou  použity  pro

ř ěinterpretaci  výsledku  po inkubaci  p i  pokojové  teplot  po
15 ůminutách (viz část Odečítání výsledk ).

MATERIÁL OBSAŽENÝ V ĚSOUPRAV

• ř ěReakční prost edek: dva reakční stripy jsou umíst ny
ve dvojité plastové kazetce.

• Lahviky s dilučním pufrem vzorku :  počet lahviček
ř ůodpovídá počtu reakčních prost edk .

• ěJednorázové ned lené plastové pipetky 

      BIOSIGMA S.r.l
Via Valenta 6 -  Zona Ina. Cantarana
30010 – Cona (VE) Italy
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MATERIÁL NEDODÁVANÝ V SOUPRAVĚ

• Vortex
• Minutka / Časovač

ĚUPOZORN NÍ

1. Se ů řvzorky  pacient  (stolice)  je  t eba  nakládat  jako
s ě řpotenciáln  infekčním  materiálem.  Je  t eba  používat

ůvšechny ochranné pom cky (jednorázové ochranné rukavice,
ťochranné brýle, laboratorní pláš  atd.).

2. Diluent vzorku obsahuje azid sodný jako antimikrobiální
ň řagens.  Zabra te  p ímému  kontaktu  s ůk ží  a  sliznicemi.

ůLikvidujte  odpovídajícím  zp sobem.  V ř ěp ípad  že  pufr  jeví
znaky kontaminace nebo precipitace, nepoužívejte jej.

3. V místech, kde se pracuje s reagenciemi a vzorky, nejezte,
ř řnepijte, neku te, nep ipravujte ani neskladujte jídlo.

4. ň Poté  co  práce  skončila,  odstra te  rukavice  a  hned
dezinfikujte  ruce  alkoholovým  dezinfekčním  činidlem.  Poté

ěumyjte ruce mýdlem. Prostor, kde bylo provád no testování
ř ťošet ete  dekontaminačním  roztokem  ničícím  spory,  nebo

spory C. difficile nejsou ničeny alkoholem.

5. ěň Nezam ujte  komponenty  mezi  soupravami  s rozdílným
číslem šarže.

6. ř P ed použitím vytemperujte reagencie  a vzorky;  chladné
reagencie  a  vzorky  mohou  zhoršit  kvalitu  testu.  Pro
vytemperování  na  pokojovou  teplotu  stačí  obvykle  20-30
minut.

7. Souprava je pouze pro použití in vitro.

8. Nepoužívejte soupravy po expiraci.

9. ěPokud je vn jší obal poškozený, je možné použít test, není-
li poškozen obal jednotlivých komponent.

10. ů ř řJe d ležité p idat p esný objem extrahovaného vzorku do
reakční jamky. Pokud je objem menší, imunochromatografie

ěnemusí  prob hnout  pro  malý  objem  vzorku,  který  se
nedostane k ě ř ůreakční zón . Pokud je objem p íliš velký, m žou

ěse objevit hn dé linie místo červené nebo modré (viz obr. 1 a
2).

11. ě Všechny výrobky jsou pro jedno použití  a  m ly  by být
likvidovány v souladu s aktuální legislativou.

12. Nepoužívejte test, pokud se objeví jakákoliv barevná linie
ř ěp ed provád ním testu.

13. ů Je d ležité odebrat správné množství vzorku: ca 110 mg
ů ěpevného  vzorku  (kulička  o  pr m ru  5  mm)  nebo  110  µl

tekutého  nebo  polotekutého  vzorku  (4  kapky,  pokud  se
použije jednorázová pipeta ze soupravy). Tato množství jsou
extrahována v  diluentu vzorku v ěsouprav . 

Nadbytek vzorku vzhledem k diluentu vzorku brání rekci, aby
ě ě ěprob hla správn , to je zvlášt  kritické u ůpevných vzork , kde

je obtížné odhadnout vhodné množství. 

14. ř Dokud jste  nespot ebovali  celou soupravu,  nelikvidujte
ě ůvn jší  obal.  Obsahuje  d ležité  informace  o  CE  značení  a

notifikaci.

SKLADOVÁNÍ

ů řSouprava GDH-Toxins m že být skladována p i 2-30 °C.
ěDatum  expirace  je  vytišt no  na  zkumavce  nebo  na

aluminiovém obalu.

VZORKY

▪ ůTato souprava je určena pro testování vzork  lidské stolice.

▪ Netestujte vzorky odebrané do jakéhokoliv transportního
řnebo  obohaceného  media;  jsou  p idávány  konzervační

agens (formalin, SAF, PVA apod.), která mohou interferovat
s testem.

▪ Doporučujeme analyzovat  čerstvé, nezpracované stolice.
řJe-li t eba, vzorky mohou být skladovány v řlednici p i (+2-

+8 ě ř°C) maximáln  1-2 dny.  Pro delší  skladování  je t eba
zmrazit na -20 ě ř ě°C. M jte ovšem na z eteli, že n které vzorky
po zmražení ztratí reaktivitu.

▪ ě ůV nujte zvláštní pozornost analýze hemoragických vzork ;
ů ůpokud  je  vysoká  koncentrace  krve,  m že  být  d vodem

ůnespecifity reakce. Jako indikátor nespecificity m že sloužit i
ězm na typické modré barvy kontrolní linie.

▪ ř ěZmražené vzorky nechte p ed analýzou pln  rozmrznout a
ňvytemperovat na pokojovou teplotu. Zabra te opakovanému

zmrazování  a rozmrazovaní  vzorku z ůd vodu imunologické
ězm ny analytu.

ŘP ÍPRAVA VZORKU ZE STOLICE

Obecné poznámky ě ě ř: B hem provád ní testu je t eba používat
řvšechny  ochranné  laboratorní  prost edky  z ůd vodu  práce

s ďinfekčním materiálem. Po ukončení práce ukli te pracovní
prostor podle bodu 4 v ěodstavci „Upozorn ní“.

ř ůProtokol pro p ípravu vzork  stolice je následující: 

1. Nejprve  vzorek  homogenizujte,  abyste  získali  co
ěnejreprezentativn jší alikvotní část. 

2. ě ě Opatrn  odšroubujte  uzáv r  z  lahvičky,  aby nedošlo  k
ř ěrozlití pufru pro ed ní vzorku.  ůU pevných vzork  odeberte

ř ě ě řtyčinkou p ipevn nou k uzáv ru lahvičky p ibližné množství
ů ě110 mg  stolice  (malá  část  o  pr m ru  5  mm).  Pokud  je

vzorek  polotekutý (nelze  jej  odebrat  pipetou),  odeberte
takové  množství  vzorku,  aby  pokrylo  drážky  tyčinky
ř ě ěp ipevn né k uzáv ru lahvičky. ůU kapalných vzork  odeberte

objem 110  µl,  (4 kapky,  pokud  jsou  použity  jednorázové
pipety, které jsou součástí soupravy). 

3. ě ř ř Opatrn  p idejte vzorek do lahvičky obsahující edicí pufr.
ř ě ě řDob e zašroubujte uzáv r a siln  prot epejte, abyste zajistili

ěhomogenní sm s. 

POSTUP

1. ě Vyjm te  reakční  kazetku  z aluminiového  obalu.
ď řOdvlhčovací  sáček  vyho te;  pouze  chrání  proužek  p ed

vlhkostí.

2. Rozlomte špičku kryti lahvičky.

3. ř Otočte  lahvičku  a  p idejte  4  kapky  do  obou  oblastí
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aplikace vzorku (čtvercové okénko označené šipkou).

4. Po 15 minutách odečítejte výsledek.

ŮODEČÍTÁNÍ VÝSLEDK :
ě ů ř ůP t obrázk   na obr. 1 p edstavuje r zné výsledky, které je mo-

žné získat.
ů ěNa každém stripu se objeví r zn  zbarvené linie.

ůMohou se objevit 3 r zné linie vymezené černou vodorovnou
linií na obou stranách kazetky.

GDH strip ě ( na levé stran  kazetky):

a)  Červená linie:  řlinie je pozitivní.  Indikuje p ítomnost GDH
C.difficile ve vzorku.

b) Modrá linie: kontrolní linie se musí na proužku objevit vždy.
Indikuje správné provedení testu.

Toxins strip ě( na pravé stran  kazetky):

a) Dolní červená linie: ř indikuje p ítomnost toxinu A vzorku C.
difficile.
b) Horní červená linie: ř indikuje p ítomnost toxinu B vzorku C.
Difficile. TcdB pozitivní vzorek.
c)  Modrá  linie:  kontrolní  linie,  která  indikuje  správné

ěprovád ní testu.

ěModrá (kontrolní) linie by se m la na stripu objevit vždy. Další
řčervená  linie  na  stripu  indikuje  p ítomnost  GDH  a/  nebo

toxinu A nebo B v analyzované stolici.

Obr. 1 ukazuje možné výsledky.

* Strip 1: NEGATIVNÍ výsledek. 

Objeví se pouze jedna  MODRÁ vodorovná linie na každém
stripu označená písmenem „C“ na kazetce. To je kontrolní linie

ů ěa  musí  se  objevit  vždy  jako  indikátor  správného  pr b hu
reakce.

* Stripy 2-4: POZITIVNÍ výsledek.

- Strip 2: GDH pozitivní + Toxiny negativní

Na  stripu  GDH (levá  strana kazetky)   se  objeví  MODRÁ
vodorovná  linie  na  písmenem  „C“  na  kazetce  pod  ní
ČERVENÁ označená písmenem „T“ na  kazetce.  Na stripu
Toxins (pravá strana kazetky) se objeví  MODRÁ vodorovná
linie označená písmenem „C“ na kazetce

- Strip 3: GDH pozitivní + Toxin A pozitivní

Na  stripu  GDH (  levá  strana kazetky  )se  objeví  MODRÁ
vodorovná  linie  na  písmenem  „C“  na  kazetce  pod  ní
ČERVENÁ označená písmenem „T“ na  kazetce.  Na stripu
Toxins (pravá strana kazetky) se objeví  MODRÁ vodorovná
linie  označená  písmenem  „C“  na  kazetce  a  ČERVENÁ
označená písmenem „A“ na kazetce

- Strip 4: GDH pozitivní + Toxin B pozitivní

Na  stripu  GDH (  levá  strana kazetky  )se  objeví  MODRÁ
vodorovná  linie  na  písmenem  „C“  na  kazetce  pod  ní
ČERVENÁ označená písmenem „T“ na  kazetce.  Na stripu
Toxins (pravá strana kazetky) se objeví  MODRÁ vodorovná
linie  označená  písmenem  „C“  na  kazetce  a  ČERVENÁ
označená písmenem „B“ na kazetce

* Strip 5: NEVALIDNÍ výsledek

Neobjeví se modrá vodorovná kontrolní linie, modrá barva
ř ěkontrolní  linie  je  z eteln  odlišná  nebo  jsou  nespecifické

barvy pozitivních linií. To znamená abnormální funkci testu,
ů ů řkteré m že být zp sobeno následujícími p íčinami:

ů  - Jedna nebo více reagent  mohlo být zkaženo nebo test
proexpiroval.

ř ř ů   - Vzorek nebyl dob e p ipravený dle pokyn
   - Vzorek obsahuje vysoké množství krve

V ř ěp ípad  nevalidního  výsledku  se  doporučuje  použít  jiný
ětest,  u  kterého budou striktn  dodržený protokol  popsaný

v ř ěmanuálu.  V  p ípad  vzorku  s krví,  pokud  problém
řp etrvává,  se  doporučuje  použít  alternativní  testovací

ť ůmetodu, nebo  d vodem je spíše matrice než použitý strip.
ěOstatní komerčn  dodávané soupravy pro rychlé restování

dávají pro tyto vzorky s krví podobné výsledky.

ěJakákoliv linie, která se objeví pozd ji než po 15 min. nemá
diagnostický význam.

POZNÁMKA ě ě:  záv rečný  definitivní  diagnóza  by  m la  být
řstanovena  klinickým  léka em.  Tento  test  pouze  detekuje

řp ítomnost  C.  difficile ve  vzorku  (toxigenní  nebo
ůnetoxigenní). Nezaručuje, že pacient trpí v d sledku infekce

C. difficile.

ŮOMEZENÍ TEST  

1.  Test  GDH-Toxins  analyzuje  vzorky  lidské  stolice.  Použití
ů ěřjiných vzork  nebylo ov eno.

2.  řTest  je  kvalitativní  ne  kvantitativní;  p estože  intenzita
pozitivní linie odpovídá množství toxinu ve vzorku stolice.

3.  ůPo analýze vysokého počtu vzork  stolice test  vykazuje
dobrou korelaci s jinými metodami (kultivace, cytotoxicita a

ěELISA . Nicmén  tato studie nevylučuje možné interference
v ě ůprovád ní testu u jiných vzork  stolice.
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4. ůMalé množství vzorku m že vést k velice slabým pozitivním
ůvýsledk m.  V ř ě řtomto  p ípad  doporučujeme  p etestovat  s

ěv tším  množstvím  vzorku  s doporučenými  porcemi  dávek
řvzorku diluentu (viz. „P íprava vzorku“). ůNadbytek vzorku m že

ě ůsignifikantn  zpomalit  vývoj  stripu  nebo  zp sobit  chybnou
funkci testu (není viditelná kontrolní linie). V ř ětomto p ípad  je
řt eba test opakovat s ůmenším množstvím vzorku. To je d ležité

řzejména  u  pevného  vzorku  stolice  (  viz  odstavec  "P íprava
vzorku").

5.  Negativní  výsledek  nevylučuje  zcela  možnost  infekce  C.

difficile (CDI). Výsledek testu musí být interpretován vzhledem
ř ěke klinickému obrazu pacienta. Navíc je t eba si uv domit, že

řtoxiny  jsou  nestabilní  a  lze  je  snadno  degradovat  t eba
ř ůšpatným skladováním vzorku nebo p ítomností inhibitor . Tak

ůse m že stát, že je koncentrace antigenu ve vzorku pod mezí
detekce (viz „Analytická senzitivita“).               

6.  Pozitivní výsledek z ěpevné stolice by m l být interpretován
ě ě ůvelice  opatrn .  Principiáln  je  pr jem  hlavním  symptomem

ěonemocn ní  C.  difficile (CDI),  což  vylučuje  pevnou  stolici.
ě ěOsoba provád jící test by o této skutečnosti m la informovat

ř řošet ujícího  léka e.  To  v kombinaci  se  anamnézou  pacienta
ň řumož uje léka i stanovit správnou diagnózu.

7. ě ň ř Byl  zjišt n  určitý  stupe  zk ížené  reakce se vzorky stolice
ě řsiln  pozitivními  na  p ítomnost  Entamoeba  histolytica ř.  P i

řtestování izolovaného parazita (bez p ítomnost matrix – stolice)
byla reakce negativní. Ostatní dostupné testy ELISA i rychlé,
které jsou na trhu, vykazují pro tyto vzorky podobné výsledky. 

8. ě Je  pozorováno,  že  n které  vzorky  stolice  s vysokým
ěobsahem  krve  negativn  interferují  s ětestem.  V  t chto

ř ůp ípadech  se  mohou  projevit  problémy  specifity  u  vzork
negativních  C.  difficile.  Tato  destabilizace  testu  je  zpravidla

ě ědoprovázena  zm nami  barvy  kontrolní  linie;  místo  sv tle
ěmodré  se  objeví  tmav  modrá  až  fialová  (viz  odstavec

ů„Odečítání výsledk “).

9. Bylo popsáno osídlení  C. difficile ě u více než 50 % d tí.
ůVysoké  procento  bylo  také  popsáno  u  pacient  s cystickou
ů ůfibrózou.  Obvykle  tyto  skupiny  pacient  z stávají

asymptomatické a nevyžadují specifickou léčbu. Tyto pozitivní
ěvýsledky nemají klinický význam. M lo by se s nimi zacházet

s ohledem na pacienta a nevyžadují léčbu infekce C. Difficile.

10. ě N které publikace6,  7 ě ů, uvád jí, že existuje až 5 % kmen
C.difficile,  které  jsou  toxigenní,  ale  jsou  negativní  na
řp ítomnost glutamátdehydrogenázy.

11. ě ě Výsledky tohoto testu by m ly být interpretovány společn
s  veškerými  dostupnými  informacemi  o  epidemiologických
studiích,  o klinickém  hodnocení  pacienta  a  o  dalších
diagnostických postupech.

ANALYTICKÁ SENZITIVITA

- GDH-strip: Ke stanovení citlivosti GDH testu byl použity dva
řp ípravky  glutamátdehydrogenázy  C.difficile  (nativní  a

ě ů ěrekombinantní).  Ob ma  preparáty  byla  záskaná  pr m rná
hodnota 0,8 ng/ml.

-  Toxins-strip: Za účelem stanovení analytické senzitivity 2A-
Bdiff  soupravy  byly  použity  toxiny  A a  B  z řtgc  BIOMiCs  p i

ů ř ěr zném  ed ní  v ědiluentu  vzorku.  Mnohé  vyráb né  šarže
ůdetekují koncentraci 0,75 ng/ml obou toxin .

ů ůJe také d ležité zmínit, že detekční limit obou test  byl také
ůanalyzován  pomocí  reálných  vzork  stolice.  Hodnoty  byly

ř ůkonzistentní  z  výsledky  vnit ních  standard .  To  potvrzuje
robustnost testu.

DIAGNOSTICKÁ SENZITIVITA A SPECIFICITA

ůTest GDH-Toxins byl hodnocen proti následujícím vzork m:

• ů102 negativních vzork  pro GDH.
• ů101 Negativních vzork  na toxiny A a B.
• ů40 Pozitivních vzork  pro GDH. 
• ů37 Pozitivních vzork  na toxiny A a B.

Referenční  metodou  byla  komerční  souprava  ELISA  pro
GDH. Komerční  souprava  ELISA byla také  použita  jako

ř ěreference  v  p ípad  proužku  2A-Bdiff.  Pro  konfirmaci
ůpozitivních vzork  byla použita i  metoda určení cytotoxicity.

Získané výsledky jsou uvedeny v následující tabulce:

SENZITIVITA SPECIFICITA

GDH 95.0% 99.0%

2A-B diff (toxins) 94.6% >99.9%

OPAKOVATELNOST

- Strip GDH ě ů ř: p t replikát  t í koncentrací stanovených jako
PC ("pozitivní  kontrola"),  LPC ("nízká  pozitivní  kontrola")  a

ěřNC ("negativní kontrola") bylo m eno ve stejný den stejnou
ě řosobou.  S  t mito  t emi  kritickými  koncentracemi  bylo

dosaženo 100% opakovatelnosti.

-  Toxins-strip ě ů ř: p t replikát  t í koncentrací stanovených jako
PC, LPC a NC pro každý analyt detekovaný tímto proužkem

ěř(toxin  A  a  toxin  B)  bylo  m eno  ve  stejný  den  stejnou
ě řosobou.  S  t mito  t emi  kritickými  koncentracemi  bylo

dosaženo 100% opakovatelnosti.

REPRODUKOVATELNOST

• SPOLEHLIVOST MEZI DNY:

ěř řPoužitím jedné šarže testu GDH-Toxins byla m ena k ivka
ě ř ůcitlivosti  pro  každý  analyt  b hem  čty  dn  s časovým

odstupem.  Byla  získána  stejná  citlivost  pro  GDH  a  oba
toxiny A i B.

• SPOLEHLIVOST MEZI OPERÁTORY:

ě ů ěř ě řP t  pracovník  m ilo duplicitn  k ivku citlivosti  pro každý
ř ěanalyt.  Byly  pozorovány  rozdíly,  ale  v  žádném  p ípad

ř ř ěnep esáhly 1 dvojnásobné ed ní.

•   SPOLEHLIVOST MEZI ŠARŽEMI

ěř ř ř ůK m ení k ivky citlivosti v duplikátech byly použity t i r zné
ůšarže  testu  GDH-toxin .  Analýza  byla  provedena  jednou

ě ř ďosobou  ve  stejný  den.  Byly  ocen ny  rozdíly  z e ovacího
řfaktoru 2, které jsou pro tento test p ijatelné a tolerovatelné.
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Rozdíly nalezené v ůr zných částech odstavce

„Reprodukovatelnost“ jsou akceptovatelné

pro kvalitativní imunochromatografický test s inherentní

variabilitou spojenou s touto metodou.

ŮPROZONOVÝ NEBO HOOK V EFEKT

ř ůVelmi  vysoké  koncentrace  t í  analyt  detekovaných  testem
GDH-Toxins byly testovány bez pozorování jakéhokoli poklesu

ůintenzity  pozitivních  signál .  Tyto  hodnoty  koncentrací  (vyšší
než  maximální  hodnoty,  které  lze  u  populace  nalézt)  byly
následující:
-  GDH: 4000  ng/ml,  asi  1000  násobek  jeho  detekčního

limitu.
-  Toxin A: 5000 ng/ml,  asi  400 násobek jeho detekčního

limitu.
- Toxin B: 5000 ng/ml, asi 1500 násobek jeho detekčního

limitu.

INTERFERUJÍCÍ SUBSTANCE

V následující  tabulce  jsou  uvedeny  substance  s jejich
řkoncentracemi, které neovlivnily výsledky testu po p idání ke

stolici (negativní a pozitivní).

 

CROSS-REAKTIVITA S OSTATNÍMI 
MIKROORGANISMY

ůTest  GDH-Toxins  byl  hodnocen  proti  r zným
ů ř řmikroorganism m,  které  mohou  být  p ítomny  ve  st evním

ětraktu  kdykoli  v  dostatečn  vysokých  koncentracích.  Jeho
ůstudie byla provedena na dvou r zných místech:

* OPERON:
ě ůTest byl hodnocen proti siln  pozitivním vzork m pro

tyto mikroorganismy:
Adenovirus,  Rotavirus,  Norovirus,  Astrovirus,  Helicobacter
pylori,  Entamoeba  histolytica,  Giardia  lamblia,
Cryptosporidium parvum.

ě ůU  siln  pozitivních  vzork  na  Entamoeba  histolytica  byl
ň řpozorován  určitý  stupe  zk ížené  reakce  (viz  bod  7  v  části

„Omezení postupu“).

* NÁRODNÍ NEMOCNIČNÍ CENTRUM ě (Špan lsko)
ěř řM ení  byla  provedena  na  bakteriálních  suspenzích  p i

koncentraci 108 cfu/ml. Test GDH-Toxins neprokázal žádnou
řzk íženou  reaktivitu  s  žádným  z  níže  uvedených

ůmikroorganism :
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  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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