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Diarlex®M B Kat.¢.67141
Néavod k pouZiti €

1. Uréeny Ucel pouZiti aindikace k pouZti

Diarlex MB je specificky kvalitativni test pro detekci rotaviru a adenoviru ve vzorcich stolice
u pacientd s akutni gastroenteritidou.

Pro diagnostické pouZiti in vitro

2. Klinicky vyznam

Rotavirus je nej¢astgjs kauzativni agens u virovych gastroenteritid, zejména u d&ti'.
Rotavirova diarrhoea maze byt vézna, Ustici v dehydrataci a v poruSeni rovnovéhy télnich
elektrolyti. Diagndza rotavirové gastroenterititidy je zaloZena na pritomnosti rotavirovych
céstic ve stolici. Vyluéovany ve velkém mnozstvi mohou byt rotavirové castice zjisteny
elektronovou mikroskopii nebo detekovany imunologickymi metodami.

Adenovirus je druhym nejcastéji detekovanym virovym agens gastroenteritid v détském
veku®. Nekteré adenovirové serotypy byly odhaleny jako respiraéni a ocni patogeny®. Je
zndmo 41 serotypt adenovird. Adenoviry serotypu 1-39 jsou nejcastéji  prenaSeny
pies respiracni a o¢ni sekreci, zatimco serotypy 40 a 41 jsou pienaSeny cestou fekang-oréni
a jsou spojeny s gastroenteritidou®. Pi vyludovani nekultivovatelnych adenovirovych castic
stolici ve spojitosti s priijmem je vysoce pravdépodobné, Ze jde o adenovirovou gastritidu® .
Adenovirové a rotavirové céstice mohou byt sledovany v elektronovém mikroskopu
nebo detekovany imunologickymi metodami. V souc¢asné dob¢ mezi dostupné imunologické
metody patii latexova aglutinace, imunochromatografickeé testy a enzymoimunoanalyza.

3. Princip testu

Diarlex MB je imunochromatograficky test. Dvé kapky ziedéného vzorku se nadavkuji
do zony pro vzorek na testovacim prouzku. Jestlize vzorek obsahuje rotavirus, vytvoii se
komplex antigen-protildtka srotavirovou krdli¢i protildtkou konjugovanou ¢&ervenym
latexem. Jestlize vzorek obsahuje adenovirus, vytvoii se komplex antigen-protilédtka
sadenovirovou krdli¢i protilatkou konjugovanou modrym latexem. I munokomplexy migruji
po testovaci membrané a vézi se na imobilizovanou rotavirovou nebo adenovirovou protilatku
zavzniku bud’ ¢ervené nebo modré linky ve vysledkoveé zéng. V priabéhu testu se objevi ¢erna
kontrolni linka obsahujici mysi monoklonalni protilétky, ¢erné latexove ¢éstice a streptavidin,
coz deklaruje, Ze test pracuje spravné.

4. Reagencie

Obsah kitu Diarlex MB, kat.¢. 67141

Testovaci prouzky v hlinikové tubé 20 ks
Opeérné desticky 20 ks
Roztok pufru 90 ml
Adeno pozitivni kontrola 0,5ml
Rota pozitivni kontrola 0,5ml
Navod k pouziti 1ks

Reagencie obsahuji azid sodny, ¢téte proto ,,Upozornéni a varovani*.
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5. Potiebné materialy nedodavané se soupravou

Odberove lahvicky (Faecal Specimen Filtration Vials), kat. ¢. 68312

nebo

Zkumavky pro ziedéni vzorku stolice
Vibra¢ni michadlo

Centrifuga

Pipety

6. Upozornéni a varovani
Varovéani sohledem na zdravi a bezpe¢nost

Pro diagnostické pouZiti in vitro

Reagencie obsahuji < 0,1% azidu sodného jako konzervacni ¢inidlo. Azid sodny
uvoliuje toxicky plyn, pokud je v kontaktu s kyselinami. Azidy mohou reagovat
s kovovymi uzavéry za tvorby explozivnich latek. Tvorbé azidi lze piedgjit tim,
Ze pri likvidaci reagencii oplachnete materidly velkym mnoZzstvim vody.

Nepijte roztok ve filtracni nadobeg, ani v lahvicce s pufrem.

Nekuite, nejezte, ani nepijte v mistech, kde pracujete se vzorky nebo reagenciemi.

Se v3emi vzorky pacientti zachazejte jako s materidly schopnymi prendset infekéni
agens.

Pfi praci se vzorky a testem pouzivejte ochranné rukavice a po préci si dakladné
umyjte ruce.

Ackoliv. materidly neobsahuji rotavirové nebo adenovirové infekéni agens, jsou
lidského puvodu, proto je tieba snimi zachazet a je likvidovat jako materialy
s potencialnim biologickym rizikem.

Uképnuty potencialné infekéni materiédl je nutno okamzité utiit buni¢itou vatou
a kontaminovand mista okamzit¢ otiit standardnim dezinfekénim prostiedkem
nebo 70% ethylalkoholem. PouZité materidly pro ci&téni, véetné rukavic, umistéte
do shérné nadoby pro biologicky nebezpecny odpad.

Likvidace: viz.kapitola 15 ,,Doporuceni pro likvidaci®.

Analyticka varovani

Signifikantnost vysledku je tieba hodnotit v souvislosti sklinickymi symptomy
pacienta.

Nepouzivejte reagencie po indikované expiracni dobg.

Nemichejte reagencie z kita raznych Sarzi.

Nepouzivejte ziedéné vzorky, které nebyly pripraveny podle téchto navodi.
PouZivejte pouze vzorky stolice.

Kontejner s nepouzitymi prouzky je vzdy nutné peclivé uzaviit okamzité po vyndani
pozadovaného poctu prouzKd.

Nepouzivejte prouzky, na kterych se objevila cervena nebo modré linka ve vysledkové
zoné diive, nez jste zacali provadét test.

Nesahejte na membranovou oblast prouzku, mohlo by to mit vliv nareakci.

Napadna turbidita jakékoli z pozitivnich kontrol muZze byt zndmka kontaminace
reagencii. NepouZzivejte kit, pokud kontroly nepracuji, jak o¢ekévéte.

7. Skladovani a expiraéni doba

Uchovéavejte pii teploté 2...8°C. Pred pouZitim vytemperujte reagencie na laboratorni teplotu
(18...25°C). Expiracni doba je vytidténa na krabic¢ce kitu. Testovaci tycinky nepouZivejte
po expiragnim datu
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Pozndmka! Kontejner s nepouzZitymi prouzky je vzdy nutné peclivé uzaviit okamZité
po vyndani poZadovaného poctu prouzki. Jestlize prouzky uchovévéte v suchu, muzZete
je pouzivat po dobu 4 mésici po prvnim otevieni kontejneru, nejvySe viak do expiracni
doby.

8. Odbér vzorku a manipulace snim

Testovany mohou byt jak vzorky pevné, tak fidké stolice odebrané do cistych plastikovych
kontginert nebo vzorky ziskané z potrisnénych plenek. Stestem mohou interferovat
konzervanty, vysokeé koncentrace detergent nebo suspenze stolice s médii obsahujicimi séra,
proto by nemgly byt pouzivdny. PouZivejte pouze pufr dodavany s produkty
Diarlex nebo Rotalex/Adenolex anebo filtracni odbérove lahvicky (Faecal Specimen Filtration
Vials).

Mekonium nesmi byt pouZito jako vzorek.

Doporucujeme vzorky stolice fedit pufrem a okamzit¢ analyzovat.

Je-li to nezbytné, Ize stolici pred analyzou neékolik dni pii 2...8°C. Netfedéné vzorky stolice
Ize skladovat pii teplot¢ —-18° C a nizSi po dobu nékolika mesici. Vzorek
opakované nerozmrazujte a nemrazte, ani pro skladovani nepouZivejte auto-rozmrazovaci
mrazni¢ky, mohlo by to zpasobit chybné vysledky.

Optiméni doba pro testovani rotavirove infekce lezi v dob¢ prvnich 3-5 dni po nastupu
symptomi®. Doporucujeme odebrat vzorek kdykoli bshem této doby. Vzorek odebrany
8 a vice dni po zacdtku symptomu rotavirové infekce by jiz nemusel obsahovat dostatecny
pocet rotavirovych ¢astic k tomu, aby reakce s testem Diarlex byla pozitivni.

Vzorek miazeme pripravovat jak filtratni metodou (8.1), tak metodou centrifugacni (8.2).

8.1.Metoda s pouzitim filtra¢nich lahvié¢ek pro odbér vzorku stolice (Obr./Fig. 1 —2)

1. Vytemperujte vzorek i filtracni lahvicky na laboratorni teplotu (18...25°C).

2. Nakazdou lahvicku nalepte &itek s identifika¢nimi daty pacienta.

3. Oteviete vicko a odeberte vzorek stolice ve velikogti 2 plnych 1Zi¢ek (~ 1 ml)
[Zickou pripevnénou ve vicku lahvicky. Vzorek odeberete do lahvicky, kterou
peclivé uzaviete.

4. Lahvicku promichejte, aby se vzorek v pufru dobie rozmichal. NepouZivejte
vibra¢ni michadlo.

Redéné vzorky Ize uchovévat 10 dni pii 2...8°C. Redéné vzorky nesmi byt
zmrazeny.

8.2. Centrifuga¢ni metoda
1. Nared'te vzorky stolice 1:10 (1+9, tj. 0,5 ml + 4,5 ml) sroztokem Diarlex pufru
ve zkumavce.
2. Dukladné promichejte rucné nebo na vibracnim michadle.
3. Centrifugujte 10 minut, priblizné 1000 x g ( tj. ptibl.3000 rpm).

Supernatant 1ze skladovat 10 dni pri teploté 2...8°C. Testujte pouze gisty
supernatant.
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9. Pracovni postup
Pred pouzitim vytemperujte fedény vzorek atestovaci kit na laboratorni teplotu (18...25°C).

9.1. Pracovni postup pro test
1. A) Filtraéni metoda
Duikladn¢é promichejte obsah filtracni nadobky. Odstrante kloboucek ze Spicky
vicka. Lahvi¢ku obrat'te dnem vzhiru a odkgpnéte prvnich 5 kapek mimo test
(Obr./Fig.3).
B) Centrifuga¢ni metoda
Jako vzorek pouZzijte ¢isty supernatant.

2. Drzte testovaci prouzek za barevny konec a umistéte jej do drzaku prouzki. Upevnite
je] zatlatenim mezi Sipky (Obr./Fig.4). Nedotykejte se membréanové oblasti prouzku.

3. Képnete dveé kapky filtratu nebo supernatantu (2 x 50 ul) na prouzek do zény
pro vzorek (Obr./Fig. 5). Je duleZité nechat prvni kapku absorbovat do membrany
nez se prida druh& kapka.

4. Vysedky interpretujte do 10 minut po pridani vzorku.
Obrézky viz. origindni ptibalova informace.

9.2. Interpretace vysledki
Signifikance vysledka testu by méla byt hodnocena ve spojitosti s klinickymi symptomy
pacienta.

Pozitivni vydedek (Obr./Fig.6)

Test je pozitivni na rotavirus, jestlize se do 10 minut, spolu s ¢ernou kontrolni linkou, objevi
ve vysledkové zon¢ cervena linka.

Test je pozitivni na adenovirus, jestlize se do 10 minut, spolu s¢ernou kontrolni linkou,
objevi ve vysledkoveé zén¢ modra linka.

Test je mozno interpretovat jako pozitivni, jakmile se ve vysledkoveé zon¢ objevi dvé linky,
znichz jedna je cerna (kontrolni). Relativni intenzita zabarveni je irelevantni k hodnoté
vysledku.

V pripadé smésné infekce jak rotavirem, tak adenovirem se objevi ve vysledkové zéneé
cervendi modra linka

Negativni vydedek (Obr./Fig.7)
Test je moZno interpretovat jako negativni, jestlize se béhem 10 minut po pridavku vzorku
ve vysledkové zon¢ objevi pouze ¢erna kontrolni linka.

Neplatné vzorky (Obr./Fig.8)

JestliZe je bud’ adenovirova nebo rotavirova linka nebo ob¢ zabarveny do hnéda (nejsou ¢isté
modré nebo ¢ervené), obsahuje vzorek 1&tky zpasobujici nespecifickou aglutinaci. Vysledek
je neplatny a doporucujeme proto vyZadat si novy vzorek.

Jestlize se ve vysledkové zon¢ béhem 10 minut po pridani vzorku ¢erna kontrolni linka
neobjevi, vysledek nelze interpretovat a doporucujeme bud’ opakovat test nebo si vyZzéadat
novy vzorek.
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Vysvétlivky k obrazkam

Control line = kontrolni linka

Rotavirus red line = rotavirova ¢ervena linka

Adenovirus blue line = adenovirova modra linka

Rotavirus/Adenovirus brown line = rotavirovd/adenovirova hnéda linka
No control line = zadna kontrolni linka

Result window = vysledkova zéna

Sample area = zOna pro vzorek

10. Kontrola kvality

Funkéni zptsobilost testu Diarlex MB mizete zkontrolovat tak, Ze misto vzorku pouZijete
jednu kapku Diarlex Rota Positive Control nebo Diarlex Adeno Positive Control, které
obsahuji inaktivované virove antigeny.

11. Analytické parametry méreni

Byla provedena studie na virologickém oddéleni Helsinské university mezi roky 1998 a 2001,
ve které bylo testovano 914 vzorku stolice na piitomnost rotaviru a adenoviru elektronovou
mikroskopii(EM) a testem Diarlex MB. 13 vzorka bylo z vysledki vylou¢eno, protoZe bud’
u téchto vzorku chybéla elektronova mikroskopie nebo v testu Diarlex MB zptasobovaly
nespecifickou aglutinaci®®.

Tabulka 1 EM

Vysledky T .

Diarlex MB Rota + 137 8

- 14 742

Citlivost 90,7%
Specificita 98,9%
Dohoda 97,6%

Tabulka 2 EM

Vysledky T .

Diarlex MB Adeno + 34 21

Citlivost 97,1%
Specificita 97,6%
Dohoda 97,6%

Reprodukovatelnost
Adenovirus

Byly tﬁtovény dvé rizné SarZe ve dvou dnech a kazdy test byl opakovan 10krét pro kazdy
vzorek™.

V zorek Spravneé vysledky Presn¢ interpretované vysledky
Negativni stolice Negativni 100%
Slab¢ pozitivni stolice Pozitivni 100%
Pozitivni kontrola Pozitivni 100%
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Rotavirus
Byly tﬁtovény dvé rizné SarZe ve dvou dnech a kazdy test byl opakovan 10krét pro kazdy
vzorek™.

V zorek Spravneé vysledky Presn¢ interpretované vysledky
Negativni stolice Negativni 100%
Slab¢ pozitivni stolice Pozitivni 100%
Pozitivni kontrola Pozitivni 100%

Zaver: negativni vzorky, pozitivni vzorky a pozitivni kontrola davaji opakované shodné
vysledky.

12. Interferujici latky
Mekonium interferuje s méenim témito testy, takZe jej nelze jako vzorek pouZit.

12.1. K¥izovérekce sviry
Nebyla nalezena 7&dna interference mezi protildtkami pouzitymi v testu Diarlex MB
anésledujicimi viry®"8,

Rotavirova reakce

Adenovirus Calicivirus
Astrovirus Malé kulaté viry
Coronavirus Poliovirus

Norwalk virus

Adenovirova reakce
Echovirus 11
Coxsackievirus
Rotavirus
Poliovirus

12.2. K¥iZzove reakce s bakteriemi
Nebyla nalezena 7&dna interference mezi protildtkami pouzitymi vtestu Diarlex MB
anésledujicimi bakteriemi v koncentracich od 10° do 10° bakterii/ml **.

1.Escherichia coli ATCC 25922 10°
2.Escherichia coli klinicky kmen 10°
3.Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 10°
4.Enterobacter aerogenes ATCC 15038 10°
5.Candida albicans klinicky kmen 10°
6.Proteus mirabilis klinicky kmen 10°
7.Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 10°
8.Saphylococcus aureus ATCC 25923 10°
9.Saphylococcus aureus ATCC 12598 10°
10.Enterococci klinicky kmen 10°
11.Clogtridium difficile ATCC 9689 108
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13. Omezeni metody
Testy Diarlex MB ur¢eny jako pomicka pri diagnostice rotavirové a adenovirové infekce
aje dulezité, aby vysledky testu byly zvaZzeny ve spojitosti s klinickymi symptomy pacienta.
Pfitomnost dalSich patogent neni vysledky ani konfirmovano, ani vylouceno. Pokud je
podezieni na suspektni bakteridlni infekci, lékatr miZe poZadovat paraelni vySetieni
na bakterialni agens.
Negativni vysledek testu Diarlex MB nevylucuje moznost infekce. FaleSné negativni vysledky
mohou byt zpasobeny nespravnym odbérem nebo pokud je vzorek odebran pozdgji v pribehu
onemocnéni a ve stolici se nachézi jiz mélo virovych ¢astict*10111213,

14. Navaznost

Kazda Sarze reagencii je testovana proti referencnimu kmeni rotaviru ziskaném z Nebraska
Calf DiarrhoeaVirus, ATCC 452 a/nebo referencnimu kmeni adenoviru ziskaném z lidského
adenoviru, serotyp 3, ATCC VR-3.

15. Doporuéeni pro likvidaci

- Vybaveni na vice pouziti by mélo byt po pouZiti sterilizovano vhodnym zpasobem,
nejlépe autoklavovano 1 hodinu pii 121° C.

- Jednorézové pomucky by mély byt autoklavovany nebo spéleny.

- Uképnuti potencidlné infekénich materidlu by mélo byt okamzité odstranéno bunicitou
vatou a kontaminované misto by mélo byt potfeno standardnim dezinfekénim
prostiedkem nebo 70 % alkoholem. Materialy pouZité pro cisténi, véetné rukavic, je
nutno likvidovat jako potencidlné nebezpecny biologicky odpad.

- Reagencie obsahuji azid sodny jako konzervagni ¢inidlo. Azid sodny uvoliuje toxicky
plyn, pokud je v kontaktu s kyselinami. Azidy mohou reagovat s kovovymi uzévéry
za vzniku explozivnich slou¢enin. Z téchto davodu materidly likvidujte svelkym
mnozstvim vody.

Literatura
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Viz ndvod k pouziti

Obsah

ICONT

Reagencie
IR EAG

Pufr

Rota pozitivni kontrola
[IROTA CONTROL +

Adeno pozitivni kontrola

ADENO CONTROL +

Obsahuje azid sodny
ICONT NAN4

Pivod kréli¢i a mysi
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