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1. POUZITI
Stanoveni ProSpecT™ Campylobacter na mikrotitracnich

destickach je enzymova imunoanalyza IN VITRO na mikrotitraénich
desti¢kach (EIA) pro kvalitativni detekci specifického antigenu
Campylobacteru ve vzorcich stolice a fekdlnich kulturdch
pomnozZenych v bujonu. Stanoveni ProSpecT Campylobacter na
mikrotitracnich desti¢kdch je uréeno pro pouziti jako pomticka pfi
stanoveni diagnozy infekci Campylobacterem.

2. SHRNUTI

Enteropatogenni bakterie Campylobacter jejuni je znama jako
jednozhlavnich etiologickych agens akutniho prijmu u ¢lovékat?3.
Je hlavni pficinou bakteridlniho pridjmu v USA a je pficinou vice
onemocnéni nez Salmonella a Shigella dohromady*°. | kdyz je
toto onemocnéni rozsifené po celém svéte, je zvlasté zavainé v
rozvojovych zemich. Infekce vyvolané Campylobacterem jejuni
zpUsobuji prdjem, ktery mlzZe byt vodnaty a obsahovat krev,
obvykle okultné, a fekdlni leukocyty®. Mezi dalsi symptomy patfi
horecka, bolest bficha, nevolnost, bolesti hlavy a svalové bolesti.
Onemocnéni se projevi 2 - 5 dnl po poZiti kontaminované potravy
nebo vody a mizZe trvat 7 - 10 dni. Vétsina infekci mizi spontanné
a antibioticka 1é¢ba neni nutna®. Komplikace jsou vzécné, bylo
vsak hldseno, Ze soubézné s infekcemi se muiZe projevit reaktivni
artritida, hemolyticko-uremicky syndrom, meningitida, rekurentni
kolitida, akutni cholecystitida a syndrom Guillain-Barré®. Déti
mladsi 5 let a mladi dospéli (ve véku 15 - 29 let) jsou infekcemi
Campylobacter jejuni postiZeni Castéji nez jiné vékové skupiny.

Stanoveni diagndzy infekci kampylobakteridzy v soucasné dobé
spociva v izolaci a kultivaci organismu v pomnoZovacim bujonu
a na selektivnich médiich obsahujicich fadu pfidanych antibiotik
v mikroaerofilni atmosféfre obsahujici 5 % kysliku a 10 % oxidu
uhli¢itého. Izolace muzZe trvat 2 dny az tyden.

Specificky antigen Campylobacteru je povrchovy antigen
Campylobacteru. Stanovenim western blot byly zjistény 2
prouzky s molekulovou hmotnosti cca 15 Kd a 66 Kd. Studie
zkrizené reaktivity ukazuji, Ze se jedna o antigen spolecny pro
Campylobacter jejuni a Campylobacter coli.

3. PRINCIP TESTU

Stanoveni ProSpecT Campylobacter na mikrotitrac¢nich desti¢kach
je imunoanalyza na pevné fazi pro detekci specifického
antigenu Campylobacteru. Nafedéné vzorky stolice se pfidaji
do jamek odlamovacich mikrotitracnich desticek, na néz je
navdzana krali¢i polyklondlni protildtka proti specifickému
antigenu Campylobacteru. Je-li pfitomen specificky antigen
Campylobacteru, je ,zachycen” navadzanou protildtkou. Jamky se
inkubuji a poté se promyji, aby se odstranil nenavazany material.

Ptidd se enzymovy konjugat (polyklonalni kralici protilatka proti
specifickému antigenu Campylobacteru znacend enzymem -
kifenovou peroxidazou). Jamky se inkubuji a poté se promyji,
aby se odstranil nenavdzany enzymovy konjugat. Pfi pozitivni
reakci navaze zachyceny specificky antigen Campylobacteru
enzymovy konjugdt na jamku. PFidd se substrdt enzymu,
3,3’,5,5'-tetramethylbenzidin (TMB). PFi pozitivni reakci enzym
navdzany na jamku specifickym antigenem Campylobacteru
preméni substrat na barevny reakéni produkt. Vznik zbarveni Ize
detekovat vizualné nebo spektrofotometricky. Pfi negativni reakci
neni pritomen zadny specificky antigen Campylobacteru nebo je
pfitomno nedostate¢né mnoiZstvi antigenu, které neumozniuje
navazani enzymového konjugdtu a nevytvofi se Zadny barevny
reakéni produkt.

4, DEFINICE SYMBOLU

Katalogové cislo

Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro

Obsah postacuje pro <n> testt

Prostudujte navod k pouZiti

=<dEf

o

Teplotni omezeni (skladovaci teplota)

o

Cislo $arze (¢. Sarze)

Datum ukonéeni pouZitelnosti (datum exspirace)

Ef

Vyrobce
DILUTED SAMPLE| Redény vzorek

5. OBSAH SOUPRAVY,
SKLADOVANI
Stanoveni ProSpecT Campylobacter na mikrotitracnich desti¢kach

96 test(.

PRIPRAVA K POUZITI A

obsahuje ¢inidla postacujici pro
Viz téZ Upozornéni, ¢ast 6.
Datum exspirace kazdé soupravy je uvedeno na stitku obalu.
Vsechny slozky uchovévejte pfi teploté 2 az 8 °C.

Pfed pouZitim vytemperujte vSechna cinidla na pokojovou
teplotu (20 - 25 °C) a jemné je promichejte. Po pouziti vratte
nespotiebovanad Cinidla do chladnicky.

Vsechna ¢inidla kromé promyvaciho pufru jsou dodéavana
v pracovni koncentraci. Cinidla Ize davkovat p¥imo z lahvicek s
kapdtkem nebo je Ize odlit pro pouZiti s vicekanalovymi pipetami.
Pokud jste odlili nadmérné mnoizstvi Cinidla, prebytek cinidla
zlikvidujte. Nelijte pfebytek Cinidla zpét do ldhve.

BE

Navod k pouZiti

Pipety pro pfenos roztoki

Drzék a kryt prouzkd mikrotitracnich desticek
Karta s postupem

Mikrotitraéni desticka* (8 jamek/prouzek)

6 prouzk(l (R2476048) nebo 12 prouzkd
(R2476096) potazenych krali¢i polyklonalni
protildtkou proti specifickému antigenu
Campylobacteru. NepouZité prouzky
mikrotitracnich desti¢ek skladujte v plastovém
sacku obsahujicim vysousedlo zabranujici
pfistupu vihkosti.

Enzymovy konjugat*

Jedna lahvicka s kapatkem obsahujici 12 ml
(R2476048) nebo 25 ml (R2476096) kralii
polyklonalni protilatky proti specifickému
antigenu Campylobacteru znacené kfenovou
peroxidazou s antimikrobialnimi latkami.

Pozitivni kontrolni vzorek

Jedna lahvicka s kapatkem obsahujici 4 ml
dezaktivovaného supernatantu kultury
Campylobacter jejuni suspendovaného v
pufrovaném roztoku s fetalnim hovézim
sérem a antimikrobidlnimi latkami.

[conTrOL]-] Negativni kontrolni vzorek
Jedna lahvicka s kapatkem obsahujici 4 ml
pufrovaného roztoku s krélicim sérem,
¢ervenym barvivem a antimikrobidlnimi
latkami.

Pufr pro fedéni vzorkii

Jedna lahvicka obsahujici 120 ml pufrovaného
roztoku s krali¢im sérem, ¢ervenym barvivem
a antimikrobialnimi latkami.

Promyvaci pufr

Jedna lahvicka obsahujici 120 ml (10x)
koncentrovaného pufrovaného roztoku s
antimikrobialnimi latkami.

Naredte 10x koncentrovany promyvaci pufr
na koncentraci 1x pfiddnim 1 dilu koncentratu
do 9 dilt destilované nebo deionizované vody.
Naredény promyvaci pufr je stabilni po dobu
1 mésice, je-li skladovan pfi teploté 2 - 8 °C.

Barevny substrat

Jedna lahvicka s kapatkem obsahujici
12 ml (R2476048) nebo 25 ml (R2476096)
3,3,5,5'-tetramethylbenzidinu (TMB) v pufru.
Barevny substrat uchovévejte v lahvicce
chranéné pred svétlem, v niz se dodava, a
k davkovani ho odebirejte z této lahvicky.
Pokud z jakéhokoli diivodu z plGvodni
lahvicky odeberete alikvotni dil, nevracejte
nespotiebovany barevny substrat do plvodni
lahvicky.

Zastavovaci roztok

Jedna lahvicka s kapatkem obsahujici 12 ml
0,46mol/I kyseliny sirové.
*Poznamka: Nezaméniujte Cinidla souprav s rliznym Cislem Sarze.
6. UPOZORNENI

Cinidla jsou uréena pouze pro diagnostické poufiti in vitro.

Uréeno pouze pro odborné pouziti.

Informace o potencidlné nebezpecnych slozkach si laskavé
vyhledejte v pfislusném bezpecnostnim listu a na oznaceni vyrobku.

ZDRAVOTNI A BEZPECNOSTNI INFORMACE

6.1.  Cinidla jsou pfipravena z biologickych materialCi a je nutné
s nimi manipulovat jako s potencidlné infekénim
materidlem. PFi likvidaci pouZivejte odpovidajici postupy
pro biologicky nebezpecné materialy.

6.2.  Nepipetujte Usty. Pfi manipulaci se vzorky a provadéni
stanoveni pouZivejte rukavice na jedno pouZiti a prostfedky
na ochranu zraku. Po skonéeni prace si dikladné umyjte

ruce.

6.3.  Vzorky mohou obsahovat potencialné infekéni agens
a pfi manipulaci s nimi je nutné aplikovat stuperi
biologické nebezpecnosti 2 podle doporuceni pfirucky
CDC/NIH ,Biosafety in Microbiological and Biomedical
Laboratories” (Biologickd bezpecnost v mikrobiologickych

a biomedicinskych laboratofich), 5. vydani.

6.4.  Promyvaci pufr obsahuje latku potencialné senzibilizujici
kazi (< 1 % obj.). Zamezte styku s kdzi. Pouzivejte
jednorazové nitrilové rukavice nebo rukavice z PVC.

6.5. Pro likvidaci pouZitého promyvaciho pufru pouZijte
vhodné nadoby urcené pro biologicky nebezpecné
materialy.

ANALYTICKE POKYNY

6.6.  Dukladné si prectéte a dodrzujte viechny pokyny uvedené

v tomto ndvodu k poufziti.

6.7.  Kromé koncentratu promyvaciho pufru se ¢inidla dodavaji
v potfebné pracovni koncentraci. Cinidla nefedte kromé

pripadd, které jsou uvedeny v pokynech.

6.8.  NepoutZivejte Cinidla po uplynuti data exspirace. Datum
exspirace je vytisténo na Stitku kazdého cinidla. Pouziti
Cinidel po uplynuti data exspirace muZe ovlivnit pfesnost

vysledka.

6.9.  Nasledujici spolecna ¢inidla Ize pouZivat pro celou fadu
vyrobki ProSpecT: promyvaci pufr, barevny substrat a

zastavovaci roztok.

6.10. Mikrobidlni kontaminace Cinidel mlzZe sniZovat presnost
stanoveni. Pfi odebirani alikvotnich dili z lahvicek s
Cinidly pouZivejte sterilni jednordzové pipety, zabrdnite

tak mikrobidlni kontaminaci ¢inidel.

6.11. Pred pouZitim nechte vsSechna (inidla a

vytemperovat na pokojovou teplotu (20 - 25 °C).

vzorky

6.12. Prouzky mikrotitraénich desticek museji byt skladovény
v uzaviratelném plastovém sacku obsahujicim vysousedlo,
které chrani mikrotitracni desticky pred pfistupem

vlhkosti.

6.13. Vzorky stolice museji byt pfed zpracovanim vzork(
ddkladné promichany, aby se zajistilo presné
reprezentativni  zastoupeni vzorku. VZORKY PRED

PROVEDENIM TESTU NEKONCENTRUJTE.

Barevny substrét je citlivy na plsobeni svétla. Je-li ¢inidlo
vystaveno svétlu a dojde k zabarveni, ¢inidlo musi byt
zlikvidovano.

6.14.

6.15. Osoby, které jsou barvoslepé nebo zrakové postizené,
nemusi byt schopny provést odecet testu a mély by
pro interpretaci vysledkd pouzivat hodnoty zjisténé pri

spektrofotometrickém méreni.

6.16. V pribéhu celého testu pridavejte ¢inidla do testovacich
jamek ve stejném poradi. Nedotykejte se tekutiny v

jamkach Spickou kapatka, aby se zabranilo kontaminaci.



Kazdou inkubaci provadéjte presné stanovenou dobu.
Dobu zacnéte méfit po pfidani ¢inidla do poslednijamky na
kazdé testované mikrotitracni desticce. Nezpracovavejte
najednou vice neZ tfi desticky o 96 jamkdch, aby byla
zajisténa presnd doba inkubace. Odchyleni od uréeného
postupu muZe mit vliv na vysledek stanoveni.

Je dlleZité, abyste lahvicky s kapatkem drzeli svisle, aby
se na Spicce Usti kapatka vytvofila kapka. Pokud se Usti
kapdtka namodi, vytvori se kapka nespravné velikosti okolo
jeho konce a nikoli na jeho $picce; pokud k tomu dojde,
nejdrive Usti kapatka otfete a teprve poté pokracujte déle.
7. ODBER VZORKU STOLICE

Pfi pfimém testovdni vzork( stolice budou optimalni vysledky
dosazeny, pokud bude stolice testovdna okam?Zité po prijeti do
laboratore. Pfi testovani bujonu s pomnoZenou kulturou by vzorky
stolice mély byt pfidany do pomnoZovaciho bujonu okam?Zité po
doruceni do laboratore.

CERSTVE VZORKY Nekonzervované vzorky stolice mohou byt
skladovany pfi teploté 2 - 8 °C a testovény do 72 hodin.

Vzorky lze nafedit v poméru 1:3 v roztoku pro fedéni bakteridlnich
vzorkU a pred testovanim mohou byt uchovévany v chladnicce pfi
2 -8 °C po dobu az 72 hodin.
ZMRAZENE VZORKY Pokud bude testovani provedeno za vice
nez 72 hodin, uchovavejte stolici pfi teploté -20 °C nebo nizsi.
Zabrarite opakovanému zmrazovani a rozmrazovani vzorka.
TRANSPORTNI MEDIUM CARY BLAIR Vzorky stolice odebrané
do transportniho média Cary Blair by mély byt uchovavany v
chladnicce pfi teploté 2 - 8 °C a testovany béhem 1 tydne od
odbéru.
8. POSTUP TESTU
POTREBNE DODANE MATERIALY
Viz Obsah soupravy, ¢ast 5.
POTREBNE MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTi DODAVKY
Nadoby pro odbér vzorku stolice
Casovac pro méfeni ¢asu v minutach
Stficka na promyvaci pufr
Destilovand nebo deionizovana voda
VOLITELNE MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTi DODAVKY
Ctecka mikrotitracnich desti¢ek schopnd odectu pfi 450
nm nebo 450/620 aZ 650 nm
Aplikacni tycinky s koncem obalenym bavinou nebo
visk6zovym hedvabim
Mikropipeta na davkovéni objemu do 200 pl
Plastové nebo sklenéné jednorazové zkumavky
Michacka vortex s adaptérem pro desticky nebo tfepacka
POSTUP
8.1.

Pfiprava vzorkil pro stanoveni: Vzorky v transportnim
médiu Cary Blair Ize ptidat pfimo do jamek mikrotitracnich
desti¢ek za i¢elemtestovani(vizkrok 8.4 nize). Promichejte
vzorky v transportnim médiu pred prenesenim na
mikrotitracni desticku.

Cerstvé vzorky stolice nebo kultury pomnozené v bujonu
museji byt nafedény (viz ramecek A nebo B nize).

A |Pfimé testovani stolice - Cerstvé, nekonzervované
vzorky

1 |Pfidejte 0,6 ml roztoku pro fedéni bakteridlnich
vzorkl do Cisté jednorazové plastové nebo sklenéné
zkumavky.

8.2

8.3.

8.4.

8.5.

8.6.

8.7.

2 |Promicheijte stolici co nejdikladnéji.

3 |V pripadé tekuté a polotuhé stolice pouZijte pipetu
pro prenos vzorku, kterou prenesete asi 0,3 ml
vzorku (tfeti znacka od Spicky pipety). Vytlacte
vzorek do roztoku pro fedéni bakterialnich vzorkd a
promichejte tak, Ze obsah jednou nasajete a znovu
vypustite. Ponechte pipetu pro pfenos vzorku ve
zkumavce.

4 |V pripadé tuhé stolice pouzijte aplikacni tycinku a
pfeneste 0,3 g vzorku (primér cca 6 mm). Pomoci
aplikacni tyCinky vytvorte ze vzorku v roztoku pro
fedéni bakteridlnich vzorkl emulzi. VloZte pipetu
pro prenos vzorku do zkumavky a promichejte obsah
zkumavky tak, Ze obsah jednou natdhnete do pipety
a zase ho vypustite. Ponechte pipetu pro prenos
vzorku ve zkumavce.

5 _|PREJDETE KE KROKU 8.2.

B [Metoda s bujonem pro vzorky v pomnoZovacim
bujonu

1 [Naockujte 150 pl nebo 3 kapky stolice do 5 ml GN
bujonu podle Hajna.

2 |Inkubujte pfi teploté 35 + 2 °C pfi okolnich
atmosférickych podminkach po dobu 18 - 24 hodin.

3 |Pridejte 0,6 ml roztoku pro fedéni bakteridlnich
vzorkl do Cisté zkumavky 12 x 75 mm.

4 |Preneste 0,3 ml kultury pomnozené v bujonu do 0,6
ml roztoku pro fedéni bakteridlnich vzorkd pomoci
pipety pro prenos vzork(. Ponechte pipetu pro
prenos vzorku ve zkumavce.

5 |PREJDETE KE KROKU 8.2.

Otevrete plastovy sacek, vyjméte z néj potrebny pocet
prouzk mikrotitraénich desti¢ek a vloZte je do drzaku
prouzkd mikrotitracnich desticek. Jednu jamku pouzijte
pro negativni kontrolni vzorek a jednu jamku pro pozitivni
kontrolu. Pokud pouZijete méné nez 8 jamek, odlomte
pottebny poclet jamek z prouzku a vratte nepouzité jamky
do plastového sacku s vysousedlem. SACEK OPET TESNE
UZAVRETE, ABYSTE ZABRANILI PRISTUPU VLHKOSTI A
VRATTE HO DO CHLADNICKY.

Pridejte 4 kapky (200 pl) negativniho kontrolniho vzorku
do jamky Al. Pridejte 4 kapky (200 ul) pozitivniho
kontrolniho vzorku do jamky B1.

Pipetou pro prenos vzorkd pridejte 4 kapky naredéného
vzorku, kultury pomnoZené v bujonu nebo 4 kapky vzorku
v transportnim médiu do kazdé jamky. Pozndmka: Vlozte
otvor pipety pro prenos vzorkd do jamky tak, abyste
zabranili rozstfiknuti do okolnich jamek.

Zakryjte mikrotitracni desticku a inkubuijte ji pfi pokojové
teploté (20 - 25 °C) po dobu 60 minut. Cas zaénéte méfit
po pridani posledniho vzorku.

Obsah jamek vytfepejte nebo odsajte. Promyjte tak,
Ze kazdou jamku zcela naplnite zfedénym promyvacim
pufrem (~350 - 400 pl/jamku). Po kazdém promyti z jamek
vytfepejte nebo odsajte veskerou tekutinu. Promyvejte
celkem tfikrat. Po poslednim promyti odstrarite obsah a
uhodte destickou na Cisté papirové utérky nebo ji odsajte.
Odstrante maximalni mozné mnoiZstvi promyvaciho pufru,
ale nikdy nenechte jamky vyschnout.

Do kazdé jamky pridejte 4 kapky (200 ul) enzymového
konjugatu.

8.8.  Zakryjte mikrotitracni desticku a inkubujte ji pfi pokojové
teploté (20 - 25 °C) po dobu 30 minut.

8.9.  Jamky vytrepejte nebo je odsajte a kazdou jamku pétkrat
promyjte jako v kroku 8.6.

Pridejte 4 kapky (200 pl) barevného substratu do kazdé
jamky.

Zakryjte mikrotitracni desticku a inkubuijte ji pfi pokojové
teploté (20 - 25 °C) po dobu 10 minut.

Ptidejte 1 kapku (50 pl) zastavovaciho roztoku do kazdé
jamky. Jemné jamkami poklepejte nebo je promichejte
na michaéce vortex, dokud nebude Zluté zbarveni
rovnomérné. Odectéte reakce béhem 10 minut po pfidani
zastavovaciho roztoku.

Vysledek stanovte vizualné nebo pomocispektrofotometru
pfi 450 nm (jedna vinova délka) nebo pfi 450/620 aZ
650 nm (dvé vinové délky).

9. RIZENi JAKOSTI

Pozitivni a negativni kontrolni vzorky museji byt soucdasti stanovenf
pfi kazdém testu. Pozitivni a negativni kontrolni vzorky slouZi jako
kontrola Cinidel a kontrola postupu stanoveni. Kontrolni vzorky
jsou uréeny pro monitorovani zavaznych chyb cinidel. Pozitivni
kontrolni vzorek nezajisti pfesnost pfi mezni hodnoté stanoveni.

Opticka hustota (0.D.) negativniho kontrolniho vzorku by méla byt
< 0,100 pFi 450 nm nebo < 0,070 pfi 450/620 aZ 650 nm. Negativni
kontrolni vzorek by mél byt pfi vizudlnim stanoveni bezbarvy. Ma-li
negativni kontrolni vzorek zluté zbarveni, které na karté s postupem
odpovida intenzité 1+ nebo vyssi, je nutné test zopakovat a vénovat
pfi tom dlikladnou pozornost promyvacimu postupu.

Optickd hustota pozitivniho kontrolniho vzorku by méla byt
> 0,500 pfi 450 nebo 450/620 az 650 nm. Vizualné by intenzita
zbarveni pozitivniho kontrolniho vzorku méla byt stejna nebo
vy$si neZ reakce o intenzité zbarveni 2+ na karté s postupem.
Pokud je intenzita zabarveni nizsi, poZadejte telefonicky o
technickou asistenci.

10.  VYSLEDKY

Interpretace zbarveni naleznete na pfiloZzené karté s postupem.
VIZUALNi STANOVENI

10.1.

Odectéte vysledky testu srovndnim s barvami reakce
uvedenymi na karté s postupem.

Pozitivni: Zluté zbarveni minimalné o intenzité 1+.
Negativni: Bezbarvé.

Nelze stanovit: Slabé Zluté zbarveni o intenzité nizsi nez 1+.
Interpretace vysledk( vizudlniho stanoveni:

Pozitivni: Pokud v testovaci jamce vznikne zbarveni
alespon o intenzité 1+, obsahuje vzorek specificky antigen
Campylobacteru a test je pozitivni.

Negativni: Bezbarva reakce predstavuje negativni vysledek
aindikuje, Ze testovany vzorek neobsahuje zadny specificky
antigen Campylobacteru nebo nedetekovatelné mnozstvi
specifického antigenu Campylobacteru.

Nelze stanovit: Pokud vznikne slabé Zluté zbarveni o
intenzité nizsi nez 1+, vysledek testu nelze stanovit. Testy,
jejichz vysledek nelze stanovit, je nutné zopakovat. Pokud
jsou vysledky opakovaného testu pozitivni, je vzorek
pozitivni. Pokud jsou vysledky opakovaného testu negativni,
je vzorek negativni. Pokud opét nelze stanovit vysledky
opakovaného testu, je nutné ziskat a testovat novy vzorek.

SPEKTROFOTOMETRICKE STANOVENI

10.3. Zmérte vysledky pfi jedné (450 nm) nebo dvou (450/620
az 650 nm) vinovych délkach.
10.4. Namérené hodnoty vysledkd testu:
A. Jediné vinova délka  Cerstva stolice Transportni
médium/bujon
Negativni: 0.D.<0,130 < 0,100
Nelze stanovit: 0.D.0,130-0,170 0,100-0,130
Pozitivni: 0.D.>0,170 >0,130
B. Dvé vinové délky Cerstva stolice Transportni
médium/bujon
Negativni: 0.D.<0,100 <0,070
Nelze stanovit: 0.D.0,100-0,140 0,070 - 0,100
Pozitivni: 0.D.>0,140 >0.100
10.5. Interpretace vysledk( spektrofotometrického stanoveni:

Pozitivni: Je-lizmérena hodnota optické hustoty podle typu
vzorku vyssi neZ indikovand mezni hodnota pro jedinou
vinovou délku nebo dvé vinové délky, je pozitivni a indikuje
pritomnost specifického antigenu Campylobacteru.

Negativni: Je-li vysledek optické hustoty podle typu vzorku
nizsi nez indikovand mezni hodnota pro jedinou vinovou
délku nebo dvé vinové délky, je negativni a indikuje, Ze v
testovaném vzorku neni pfitomen Zadny specificky antigen
Campylobacteru nebo je vném pfitomno nedetekovatelné
mnozstvi specifického antigenu Campylobacteru.

Nelze stanovit: Hodnoty optické hustoty, které podle
typu vzorku spadaji do indikovaného rozmezi, v némz
nelze vysledky stanovit, jsou nestanovitelné. Testy, jejichZ
vysledek nelze stanovit, je nutné zopakovat. Pokud jsou
vysledky opakovaného testu pozitivni, je vzorek pozitivni.
Pokud jsou vysledky opakovaného testu negativni, je vzorek
negativni. Pokud opét nelze stanovit vysledky opakovaného
testu, je nutné ziskat a testovat novy vzorek.

Nestanovitelny vysledek je vysledek testu, jehoz vysledky
se shoduji pfi vizualnim i spektrofotometrickém stanoveni.
Testy, jejichz vysledek nelze stanovit, je nutné zopakovat.
Pokud jsou vysledky opakovaného testu pozitivni, je vzorek
pozitivni. Pokud jsou vysledky opakovaného testu negativni,
je vzorek negativni. Pokud opét nelze stanovit vysledky
opakovaného testu, je nutné ziskat a testovat novy vzorek.

Poznamka: Vysledky stanoveni vSech jamek, jeZ jsou na
pohled Ciré, ale jejichZ zméfena hodnota optické hustoty
neodpovida vizudlni interpretaci, je nutné povazovat za
rozporné a zkontrolovat, zda v jamkach nejsou bublinky,
drobné ¢éstice nebo zda se v dolni ¢asti jamek nevytvofila
neprihledna vrstva. Odstrarite vrstvu tak, Ze otfete spodni
strany jamek a znovu odectete optickou hustotu. Jestlize
rozpory mezi vizualnim stanovenim a vysledky méreni
optické hustoty pretrvavaji,opakujte test.
11.  FUNKENi OMEZENI TESTU

Platnost vysledk(l ziskanych pomoci stanoveni ProSpecT
Campylobacter na mikrotitracnich desti¢kdch zavisi na pribéhu
kontrolnich reakci podle oc¢ekavani. Viz Rizeni jakosti, ¢ast 9.

Negativni vysledek testu nevyluCuje moZnost pFitomnosti
Campylobacteru a miZze nastat, pokud je hladina antigenu ve
vzorku nizsi nez detekéni Uroven testu. Korelace mezi mnozstvim
antigenu ve vzorku a klinickymi projevy nebyla stanovena.

Stejné jako u vsech diagnostickych testd IN VITRO by vysledky
testu mél interpretovat Iékaf s ohledem na klinicky ndlez a/nebo
dalsi laboratorni vysledky.



Spravny odbér a zpracovani vzorkd je nezbytné pro dosazeni
optimélniho provedeni stanoveni. Optimalni vysledky testu se
ziskavaji ze vzorkud testovanych co nejdfive po odebrani vzorka.
Viz téZ Odbér vzork stolice, ¢ast 7.

Stanoveni ProSpecT Campylobacter na mikrotitracnich desti¢kach
nerozlisuje mezi C. jejuni a C. coli a existuji dalsi sérotypy a
subspecie, které mohou nebo nemusi byt detekovény. Neni
zndmo, zda C. upsalensis, C. hyointestinalis ¢i C. helviticus reaguji
zk¥izené.

12.  OCEKAVANE HODNOTY

Campylobacter jejuni je hlavni pfi¢inou bakteridlniho prijmu v
USA a a pocet infekci je nejvyssi v obdobi od léta do podzimu®.
Infekce je obvykle zplisobena poZitim kontaminovaného jidla
nebo vody. Testovanim vzorkl komercné zmrazené drlbeze
byla zjisténa kontaminace od 30 do 90 %°. C. jejuni je vSeobecné
rozsifen v Zivocisné fisi a byl izolovédn z fady domacich zvirat,
drlibeZe a prakticky z kazdého druhu volné Zijicich ptakd. Byl téz
zaznamendn prenos pohlavnim stykem, fekalné orélni cestou
a pitim kontaminované povrchové vody®. Déti mladsi 5 let a
mladi dospéli (15 - 29 let) jsou infekcemi postiZeni Castéji nez
jiné vékové skupiny. Nedavna studie Spole¢nosti americkych
patologli (College of American Pathologists) 601 instituci zjistila,
Ze bakterialni patogen mohl byt identifikovadn v 6,4 % z 59 500
predloZenych vzork(’. Campylobacter byl zjistén v 1,5 % vzorkd,
Salmonella v 1,15 % a Shigella v 0,9 % vzorkd. Prevalence C. jejuni
ve Spojenych statech se pohybuje od 1,0 do 4,6 %*. Prevalence
dosahujici az 2,9 % byla téz zjisténa ve Ctyfleté studii provadéné
ve Svycarskud.

13. PRACOVNI CHARAKTERISTIKY

CITLIVOST A SPECIFIENOST

Stanoveni ProSpecT Campylobacter na mikrotitracnich desti¢kach
bylo hodnoceno na tfech geograficky odliSnych pracovistich
ve Spojenych statech a v Kanadé. Jednalo se o tato pracovisté:
méstska nemocnice v lllinois, velkd referencni laboratof v New
Jersey a centralizovana testovaci laboratof v Ontariu v Kanadé.
Vsechny vzorky byly testovany pomoci kultivacniho vysetfeni a
biochemickych stanoveni, jejichz Gcelem bylo potvrdit pozitivni
izolat Campylobacteru. Vysledky kazdého pracovisté, na némz
byly testy provedeny, jsou po zopakovani testd s nestanovitelnymi
vysledky a testd s rozpornymi vysledky podle pokynd v tomto
navodu k pouZiti uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1. Stanoveni ProSpecT Campylobacter na
mikrotitracnich destickach ve srovnani s kultivacnim vysetfenim
vzorki stolice.

PRACOVISTE 1 VYSLEDKY KULTIVACNIHO VYSETRENI

+ -
Stanoveni ProSpecT  + 70 6

na mikrotit. - 0 337
desti¢kach 70 343 | 413

Citlivost: 100 %
Specificnost: 98,3 %

PRACOVISTE 2 VYSLEDKY KULTIVACNIHO VYSETRENI

+ -
Stanoveni ProSpecT  + 10 0

na mikrotit. - 0 214
destickach 10 | 214 | 224

Citlivost: 100 %
Specifi¢nost: 100 %

PRACOVISTE 3 VYSLEDKY KULTIVACNIHO VYSETRENI{

+ -
Stanoveni ProSpecT  + 49 2

na mikrotit. - 0 361
destickach 49 | 363 | 412

Citlivost: 100 %
Specificnost: 99,4 %

Tabulka 2: Vysledky s kombinovanymi udaji ze tfi
pracovist provadéjicich klinické hodnoceni pfimého rozboru
vzork stolice.

PFimy rozbor vzork( stolice

+ R
Stanoveni ProSpecT  + 129 8

na mikrotit. - 0 912
destickach 129 | 920 | 1049

Citlivost: 100 % (97,2 - 100 %)
Specifi¢nost: 99,1 % (98,3 - 99,6 %)
Korelace: 99,2 % (98,5 - 99,7 %)

Jak je patrné z tabulky 2, kdyz byly zkombinovédny vysledky viech
tfi pracovist a ureny vysledky viech rozpornych stanoveni a
nestanovitelné vysledky, existovala mezi stanovenim ProSpecT
Campylobacter na mikrotitraénich destickdch a kultivaénim
vySetfenim 99,2 % korelace. VSechny vysledky rozpornych
stanoveni EIA byly po opakovaném provedeni testu uréeny jako
negativni. Existoval jeden vzorek, ktery byl plvodné pfi stanoveni
EIA pozitivni (EIA+) a pfi kultivacnim vysetfeni negativni (kultivace
-). Po provedeni opakovaného testu byl kultivaéni test pozitivni
a bylo zjisténo, Ze vzorek je skutecné pozitivni. Ze zbyvajicich 8
vzorkU, u nichZ byl vysledek EIA+, kultivace-, byl pfi opakovaném
testu jeden EIA negativni. Zbyvajicich 7 vzork( bylo opakované
pozitivnich.

Na 2. pracovisti provadéjicim klinické hodnoceni byly vSechny
vzorky testované v pfimém rozboru stolice téZ pomnoZeny
pres noc v GN bujonu podle Hajna pfi teploté 35 + 2 °C a
okolnich atmosférickych podminkdch. PomnoZend kultura
byla poté testovana stanovenim ProSpecT Campylobacter na
mikrotitracnich desti¢kach a porovndna se standardni metodikou
kultivaéniho vysetreni stolice. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3: Stanoveni ProSpecT Campylobacter na
mikrotitracnich destickach ve srovnani s kultivacnim vysetienim
vzorku stolice pomnoZenych v bujonu.

PRACOVISTE 2 VYSLEDKY KULTIVACNIHO VYSETRENI{

+ -
Stanoveni ProSpecT  + 9 0

na mikrotit. - 1 214
destickach 10 214 | 224

Citlivost: 90,0 % (55,5 - 99,9 %)
Specificnost: 100 % (98,3 - 100 %)
Korelace: 99,6 % (97,5 - 100 %)

Jak je patrné z tabulky 3, kdyz byly vzorky pomnoZzeny v GN bujonu
dle Hajna a byly urceny vysledky rozpornych méreni, existovala
mezi stanovenim ProSpecT Campylobacter na mikrotitracnich
destickach a kultivaénim vySetfenim 99,6 % korelace. Viechny
nestanovitelné vysledky a vysledky rozpornych stanoveni EIA byly
po opakovaném provedeni testu uréeny jako negativni.

ANALYTICKA CITLIVOST
Stanoveni ProSpecT na mikrotitracnich destickach detekuje

specificky antigen Campylobacteru v mnozstvi pfiblizné 2,81 ng/ml
aasi 10° CFU/ml.

REPRODUKOVATELNOST

Varia¢ni koeficient (CV) mezi stanovenimi neboli mezi jednotlivymi
sériemi méreni testu ProSpecT Campylobacter na mikrotitracnich
destickdch byl hodnocen vybérem jednoho negativniho a tfi
pozitivnich vzorkd s rGznymi namérenymi hodnotami optické
hustoty. Kazdy vzorek byl testovén v 22 - 24 jamkach/sérii méfeni
ve tfech po sobé jdoucich sériich méfeni. Stfedni hodnota
varia¢niho koeficientu mezi stanovenimi byla 11,4 %.

Stredni Smérodatna

Vzorek hodnota O.D. odchylka cvoe
1 1,325 0,033 9,6 %
2 0,535 0,070 13,1%
3 0,342 0,050 14,6 %
4 0,045 0,004 8,4%

Varia¢ni koeficient (CV) v ramci stanoveni neboli v rdmci série
méreni byl hodnocen testovanim 22 - 24 jamek pro kazdy ze 4
vzorkU. Stfedni hodnota variaéniho koeficientu v ramci jednoho
stanoveni byla 4,0 %.

Stredni Smérodatnd o
Vzorek hodnota O.D. odchylka v
1 1,268 0,033 2,61%
2 0,501 0,015 2,95%
3 0,320 0,009 2,84 %
4 0,047 0,004 7,70 %

ZKRIZENA REAKTIVITA

Pfi testovani fady organismi mikroflory lidského traéniku
stanovenim  ProSpecT Campylobacter na mikrotitracnich
destickach nebyla zjisténa zkfizena reaktivita. Testy byly
provedeny naockovanim dale uvedenych organism( do stolice
pozitivni a negativni na Campylobacter jejuni. Bakterie byly
naockovany v koncentracich > 1 x 10’ CFU/ml stolice.

Arcobacter butzleri ATCC® 49616
Campylobacter curvis ATCC® 35224
Campylobacter fetus ATCC® 19438
Campylobacter lari ATCC® 35221
Campylobacter rectus ATCC® 33238
Campylobacter sputorum ATCC® 35980
Citrobacter braakii ATCC® 43162

Escherichia coli, EHEC, ATCC® 43890 (0157:H7)
Escherichia coli, EIEC, ATCC® 43893 (0124:NM)
Escherichia coli, EPEC, ATCC® 12014 (O55:NM)
Escherichia coli, EPEC, ATCC® 33780 (0111:NM)
Escherichia coli, ETEC/EPEC, ATCC® 43887 (0111:NM)
Escherichia coli, Stx negative, ATCC® 25922
Escherichia hermannii ATCC® 33660
Enterobacter cloacae ATCC® 13047
Enterococcus faecalis ATCC® 49149
Helicobacter cinaedi ATCC® 35683
Helicobacter pylori ATCC® 43504

Klebsiella pneumoniae ATCC® 27736

Proteus vulgarus ATCC® 33420

Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853
Salmonella typhimurium SA 972229

Serratia liquefacians ATCC® 27592

Shigella dysenteriae ATCC® 49347

Shigella flexneri ATCC® 25929
Shigella sonnei ATCC® 25931
Staphylococcus aureus ATCC® 25923
Yersinia enterocolitica ATCC® 23715
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