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URCENY UCEL POUZITi

ImmunoCard STAT! EHEC je rychly imunochromatograficky test pro kvalitativni detekci Shiga toxini 1 a 2 (také
nazyvanych verotoxiny) produkovanych E. coli v kulturach derivovanych z klinickych vzorku stolice.  Test
ImmunoCard STAT! EHEC se pouziva spole¢né s klinickymi pfiznaky pacienta a dal$imi laboratornimi testy
a napomaha diagnostice onemocnéni zplisobenych infekcemi enterohemoragickou E. coli (EHEC).

Rx Only

SHRNUTI A VYSVETLENi TESTU

Ze véech lidskych patogenti E. coli ziskaly kmeny E. coli produkujici Shiga toxiny v poslednich letech na vyznamu.*
1 Skupina EHEC, do niz patfi vysoce patogenni sérovary O157:H7, 026, 0103, 0111, 0145 a dalsi kmeny, si
zada mimoradnou pozornost. Produkce Shiga toxind je tim nejcastéj$im spolecnym kritériem pro detekci této
skupiny bakterii. Shiga toxiny Ize klasifikovat do dvou hlavnich kategorii: Shiga toxin 1 (ST1) a Shiga toxin 2 (ST2).
Kmeny EHEC mohou produkovat bud ST1, nebo ST2, anebo ST1 a ST2 souc¢asné. Bakterie EHEC jsou schopné
vyvolavat Zivot ohrozujici onemocnéni, zejména u malych déti, starSich osob nebo pacienttl s narusenou funkci
imunitniho systému. Hlavni zdroje infekci jsou kontaminované, syrové nebo nedostatecné tepelné zpracované
potraviny Zivo¢isného puivodu, napt. maso a mlé¢né vyrobky. Rezervoary bakterii EHEC predstavuje skot, ovce
akozy aks$ifeni dochazi prostfednictvim trusu. Tyto mikroorganismy mohou vnikat do potravin béhem
zpracovavani masnych a mléénych produktt, jestlize nejsou dodrZzeny dostatecné hygienické standardy. Vyskyt
infekci z potravin zplsobenych kmeny E. coli produkujicich Shiga toxiny vyzaduje spolehlivé a rychlé metody
detekce. Kromé tradi¢nich metod kultivace jsou stale uzite¢néjsi imunologické techniky diky zlepsujici se specificité
a citlivosti. ImmunoCard STAT! EHEC je imunologicky diagnosticky test zaloZzeny na principu
imunochromatografického lateralniho pratoku.

BIOLOGICKE PRINCIPY

ImmunoCard STAT! EHEC je rychly imunochromatograficky test vyuzivajici monoklonalni protilatky oznacené
Servené zbarvenymi ¢asteckami zlata. Testovaci prostfedek ma kruhovy otvor pro vzorek a ovalné okénko pro test
(Toxin 1, Toxin 2) a kontrolu (Control).

1. Vzorek se na chromatograficky papir aplikuje skrz kruhovy otvor pro vzorek (Sample)

2. Vzorek je absorbovan pfes plosku do reakéni zony obsahuijici koloidni protilatky oznacené zlatem specifické
pro Shiga toxiny.

3. Jakykoli pfitomny antigen Shiga toxinu (ST1 a ST2) vytvafi komplexy se zlatem oznacenou protilatkou
a migruje skrz plosku, dokud nedorazi do vazebnych zén v testovaci oblasti (Toxin 1, Toxin 2).

4. Vazebné zony (Toxin 1 a Toxin 2) obsahuiji dal$i protilatku proti ST1 nebo ST2, ktera imobilizuje veskery
pitomny komplex Shiga toxin / protilatka. Diky znaceni zlatem se poté formuje zfetelna cervena linka.

5. Zbytek vzorku dale migruje do dal$i vazebné zény v ramci kontrolni zény, kde se zformuje dalsi zfetelna

Servena linka (pozitivni kontrola). Bez ohledu na to, zda se ve vzorku nachazi Shiga toxiny, se vzdy musi
v kontrolni zoné objevit zfetelna cervena linka, ktera potvrzuje spravné fungovani testu.

DODAVANE REAGENCIE/MATERIALY

Maximalni pocet testu, které Ize provést f i této i soupravy, je

1. Testovaci prostfedky ImmunoCard STAT! EHEC obsahuijici imobilizované monoklonaln{ protllatky protl ST1
a ST2. Tyto prosttedky jsou baleny v jednotlivych féliovych saccich s vysousedly. Pokud tento roztok
nepouzivate, skladuijte jej pfi teploté 2-8 C.

2. Redici roztok vzorku / negativni kontrola, pufrovany fedici roztok obsahujici 0,094 % azidu sodného jako
konzervacni latky. Reagencie je dodavana v plastové lahvicce s kapatkem. K pouziti v dodavaném stavu.
Pokud tento roztok nepouzivate, skladuijte jej pfi teploté 2—8 C.

3. Pozitivni kontrola, roztok toxinti ST1 a ST2 oSetfeny formalinem v pufrovaném fedicim roztoku obsahujicim
0,094 % azidu sodného jako konzervacni latky. Reagencie je dodavana v plastové lahvicce s kapatkem.
K pouZiti v dodavaném stavu. Pokud tento roztok nepouzivate, skladuijte jej pfi teploté 2—-8 C.

4. 50 pL/175 pL jednorazové plastové prenosové pipety.

NEDODAVANE MATERIALY
Vsechny metody:
Inkubétory, 35-39 C
Vortexova tfepacka
Intervalovy ¢asovac
Autoklav
Jednorazové latexové rukavice
etoda s agarem SMAC:
Agarova plotna sorbitol-MacConkey bez teluritu nebo cefiximu
Roztok polymyxinu B
Mala testovaci zkumavka (napfiklad 10 x 75 mm nebo 12 x 75 mm)
Drevéné aplikaéni ty€inky
Destilovana nebo deionizovana voda
Jednorazové plastové prenosové pipety nebo mikropipety a jednorazové $picky schopné odméfit 200 pL
Jednorazové inokulaéni klicky
etoda s bujonem:
Gram-negativni (GN) nebo MacConkey bujon (bujon s neutralnim ervenym indikatorem muze zasahovat
do odecitatelnosti testu)
2. Modifikované médium Cary-Blair (nepovinné)

PINOUORONRPZIOAONE

BEZPECNOSTNi OPATRENI

1. Veskeré reagencie jsou ureny pouze k diagnostickému pouZiti in vitro.

2. Reagencie pozitivni kontroly obsahuje Shiga toxiny ST1 a ST2 oSetfené formalinem (inaktivované). Presto
je s ni zapotfebi zachazet jako s potencialné nebezpecnym biologickym materialem.

3. Neékteré reagencie obsahuji jako konzervacni latku azid sodny, ktery drazdi kGzi. Vyvarujte se kontaktu

s reagenciemi. Likvidace reagencii obsahujicich azid sodny do kanalizace z olovéného nebo médéného

potrubi mize vést ke vzniku vybusnych oxid( kovd. Béhem likvidace predejdete vzniku nanosu oxidu

proplachnutim odtoku velkym mnoZzstvim vody.

Soupravu nebo komponenty s pfekro¢enym uvedenym datem expirace nepouzivejte.

Testovaci prostfedky jsou zabalené ve féliovych saccich, které béhem prepravy brani vzniku vihkosti. Pfed

otevienim kazdy foliovy sacek zkontrolujte. Testovaci prosttedky, které byly umistény v prodéravélém nebo

nedokonale utésnéném foliovém sacku, nepouzivejte. PFi nespravném skladovani komponent a reagencii

testu mohou vzniknout fale$né negativni vysledky.

6. Nepouzivejte fedici roztok vzorku / negativni kontrolu ani pozitivni kontrolu, které maji zménénou barvu nebo

kalny vzhled. Zména barvy nebo kalny vzhled mohou byt znamkou mikrobiologické kontaminace.

Je zapotebi si peclivé precist pokyny a dodrzovat je.

Nejedna se o piimy test ze stolice. Vzorky stolice musi byt pfed testovanim kultivovany na agarovych

plotnach SMAC nebo v bujonu GN ¢&i MacConkey. Pokud nebudou vzorky pfed testovanim takto obohacené,

vysledky budou chybné.

9. Nizké hladiny toxin(i ve vzorcich v bujonu, které jsou pfed testovanim skladovany zmrazené, mohou mit
snizenou kvalitu a nemusi byt detekovatelné. NejlepSich vysledk( se dosahne testovanim Eerstvych vzorki
v bujonu. Je tfeba se vyvarovat opakovaného rozmrazovani a zmrazovani.

10. Vzorky stolice likvidujte jako potencialné nebezpecny biologicky material. Pfed likvidaci inaktivujte kultury
autoklavovanim po dobu alespori 15 minut pfi teploté 121 C.

11. Pipety dodavané v soupravé by mély nést znacky v rozestupech znazornénych na schématu pipety v asti
POZNAMKY K POSTUPU. Pokud se maji pouzivat pipety dodévané v soupravé, nepouZivejte prenosové
pipety, jejichz znacky se lisi od téch uvedenych na schématu.
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R-véty a S-véty
Nejsou znama zadna nebezpedi spojena s timto produktem.

DOBA POUZITELNOSTI A SKLADOVANI
Test ImmunoCard STAT! EHEC je stabilni az do data expirace vyti§téného na krabicce, pokud je skladovan pfi
teploté 2 az 8 C. Testovaci prostiedek je nutné pouzit do 15 minut od jeho vyjmuti z uzavieného féliového sacku.

POZNAMKY K POSTUPU
Schémata testovaciho prostfedku ImmunoCard STAT! EHEC a50 upL/175 pL pfenosové pipety dodavané
V soupraveé jsou uvedena nize.

® Meridian
Bioscience; Inc.
ImmunoCard STAT!®

EHEC

Control
Toxin 2

Toxin 1

@ Sample
( { I I )]
175 L 50 uL

POSTUP — BUJONOVA METODA

ODBER VZORKU - BUJONOVA METODA

1. Skladovani a manipulace se vzorky stolice uréenymi ke kultivaci mikroorganismt EHEC: Vhodny vzorek
stolice musi byt ihned po odbéru bud zmrazen (£ -70 C), nebo uchovavan pfi teploté 2-8 C. Chlazené
vzorky je tfeba rozkultivovat do 2 hodin. Pokud kultivaci nelze provést do 2 hodin, je tfeba umistit vzorek do
modifikovaného transportniho média na bazi Cary-Blair. Vzorky v modifikovaném transportnim médiu na
béazi Cary-Blair Ize skladovat pfi teploté 2—8 C, pokud budou rozkultivovany do dvou az tfi dni. Pokud do
této doby nebude mozné provést kultivaci, vzorky je tfeba ihned po prevzeti zmrazit na teplotu <-70 C.
Vzorky v modifikovaném transportnim médiu na bazi Cary-Blair nelze nejdfiv zchladit a poté zmrazit.

2. Skladovani bujonu vykazujiciho rust pred testovanim pomoci testu ImmunoCard STAT! EHEC: Bujony
s ristem Ize pfed testovanim pomoci testu ImmunoCard STAT! EHEC uchovavat po dobu az sedmi dni pfi
teploté 2—-8 C. Pokud se test v tomto ¢asovém obdobi neprovede, je tfeba bujon zmrazit na teplotu < =20 C
po dobu az 21 dni. (Viz &ast BEZPECNOSTNI OPATRENI.)

3. Poznémka: Pro tuto metodu nebyly validovany vzorky stolice v transportnim médiu (s vyjimkou Cary-Blair),
pouziti stérovych tamponl ani konzervacnich latek.

PRIPRAVA/OBOHACENI VZORKU - BUJONOVA METODA

1. Bez ohledu na konzistenci dikladné promichejte vzorek stolice pomoci aplikaéni ty€inky.

2. Pomoci pipetoru nebo prenosové pipety (dodavana v soupraveé):

a. Nekonzervovany vzorek: Pfidejte 50 uL nekonzervovaného vzorku (prvni znacka od $picky pipety) do
kultivaéni zkumavky obsahujici 8 mL GN bujonu nebo 5 mL bujonu MacConkey.

b. Vzorky odebrané do modifikovaného média Cary-Blair: Pfidejte 175 L konzervovaného vzorku (druha
znacka od $picky pipety) do kultivacni zkumavky obsahujici 8 mL GN bujonu nebo 5 mL bujonu
MacConkey.

c. Nepipetovatelny vzorek stolice: Pomoci dfevéné aplika¢ni ty¢inky pfeneste kulicku stolice velkou 3—4 mm
bud do 8 mL GN bujonu, nebo do 5 mL bujonu MacConkey.

3. Inkubuijte inokulovany bujon s volné nasazenymi uzavéry pfi teploté 35-39 C po dobu 16-24 hodin. (Vizuainé
sledujte rist ve zkumavkach s bujonem.)

4. NEPOKRACUJTE V TESTU, jestlize zkumavky s bujonem nevykazuiji po inkubaci Zadny rist, nebot hrozi
vyskyt fale$né negativnich vysledkl. Zopakujte postup obohaceni bujonu stejnym vzorkem stolice nebo
novym vzorkem odebranym pacientovi. Pokud pfi plivodnim obohaceni byl pouzit GN bujon, Ize i pfi druhém
pokusu pouzit GN bujon, &i pfipadné Ize pouzit Mac bujon, coz plati i obracené. Vzorek Ize rovnéz
opakované rozkultivovat pomoci metody s plotnou SMAC. Pokud budete pouZivat kultivaci na agaru,
postupujte podle pokynll v ¢asti METODA S PLOTNOU SMAC nize. V nasledujicich krocich pouzivejte
pouze ty bujonové kultury, které vykazuiji rist.

5. Z lahvicky s kapatkem pridejte pét kapek (150 pL) fediciho pufru vzorku do malé testovaci zkumavky.

6. Dukladné bujonovou kulturu promichejte opatrnym krouzZenim zkumavkou.

7. Pomoci pfenosové pipety dodavané v soupraveé piidejte 175 pL vzorku (druha znacka od $picky pipety) do
zkumavky obsahujici fedici roztoku vzorku / negativni kontrolu.

8. Opatrné pfenosovou pipetou promichejte obsah zkumavky tak, Ze balonek pipety zmacknete 3krat za sebou.
PFipadné mulzete zkumavku vortexovat po dobu 10 sekund. Vratte pfenosovou pipetu do zkumavky pro
dalsi pouziti.

9. Nafedéna bujonova kultura stolice mize byt pfed testovanim uchovavana po dobu az 30 minut pfi teploté
20-25C.

POSTUP — BUJONOVA METODA

POSTUP TESTU

1. Pred testovanim nechejte véechny testovaci prostfedky, reagencie a vzorky dosahnout pokojové teploty
(20-25C).

2. Jeden testovaci prostfedek ImmunoCard STAT! EHEC vystaéi pro jeden vzorek pacienta.

3. Vyjméte testovaci prostfedek ImmunoCard STAT! EHEC z féliového sacku. Prostfedek oznacte
identifikatorem pacienta.

4. Pomoci pfenosové pipety dodavané v soupravé pomalu pfidejte 175 pL nafedéného vzorku (druha znacka

od $picky pipety) do otvoru pro vzorek v prostiedku.
5. Inkubuijte test pfi teploté 20-25 C po dobu 20 minut.
6. Odectéte vysledky do 1 minuty od skonéeni inkubace.
POSTUP — METODA S AGAROVOU PLOTNOU SMAC
ODBER VZORKU - METODA S PLOTNOU SMAC
Odeberte vzorky stolice bez konzervaéni latky. Vzorky mohou byt uchovavany pfi kontrolované pokojové teploté po
dobu az 4 hodin pfed pfipravou kultury. Vzorky stolice, které nelze rozkultivovat do 4 hodin, je tfeba umistit do
teploty 2—-8 C a kultivovat do 24 hodin. Jestlize vzorky nelze rozkultivovat do 24 hodin, je nutné je zmrazit na teplotu
< =70 C co nejdfive po jejich pfevzeti.

PRIPRAVAIOBOHACENI VZORKU - METODA S PLOTNOU SMAC
Bez ohledu na konzistenci dikladné promichejte vzorek stolice pomoci aplikagni tycinky.
2. Pomoci tamponu Dacron inokulujte vzorky stolice na agarové plotny SMAC bez teluritu nebo cefiximu.
(POZNAMKA: Telurit a cefixim inhibuji rist non-0157:H7 E. coli.)
3. Inokulovanou plotnu inkubujte po dobu 18-24 hodin pfi teploté 35-39 C.
4. NEPOKRACUJTE V TESTU, jestlize agarova plotna nevykazuje po inkubaci zadny rist, nebot hrozi vyskyt
fale3né negativnich vysledkd. Zopakujte postup obohaceni agaru stejnym vzorkem stolice nebo novym
vzorkem odebranym pacientovi. Pfipadné mlzete opakovat kultivaci vzorku pomoci metody obohaceného
bujonu uvedené vyse. V nasledujicich krocich pouZivejte pouze ty agarové kultury, které vykazuji rist.
Pfipravte roztok 50 pg/mL polymyxinu B v destilované vodé.
Aplikujte 0,5 mL 50 pg/mL roztoku polymyxinu B do testovaci zkumavky.
Pomoci tamponu Dacron setfete nékolikrat oblasti se souvislym ristem na plotné; vyhnéte se pfi tom
mukoidnim koloniim. Mukoidni kolonie mohou interferovat s migraci vzorku.
8. Ponorte tampon obsahujici stér kolonii do roztoku destilované vody / polymyxinu a alespori 3krat tamponem
otocte, abyste podpofili uvolnéni Shiga toxint z mikroorganisma.
9. Inkubujte smés po dobu 30 minut pfi teploté 35 C.

Noo



POSTUP TESTU - METODA S PLOTNOU SMAC

1. Pred testovanim nechejte vSechny testovaci prostfedky, reagencie a vzorky dosahnout pokojové teploty

(20-25C).

Jeden testovaci prostiedek ImmunoCard STAT! EHEC vystaci na jeden vzorek pacienta a kontrolu.

Vyjméte testovaci prostfedek ImmunoCard STAT! EHEC z féliového sacku a sacek zlikvidujte.

Umistéte testovaci prostfedek na rovny povrch a oznaéte jej jménem pacienta nebo nazvem kontroly, které

se maji testovat.

5. Promichejte inokulovany vzorek vody/polymyxinu pfipraveny v kroku 6 vyse (PRIPRAVA VZORKU)
opatrnym krouZenim zkumavkou.

6. Pomoci pipetoru nebo prenosové pipety (NENi dodavana v soupravé) pidejte 200 uL do kruhového otvoru

pro vzorek na testovacim prostredku.

Inkubuijte test pfi teploté 20-25 C po dobu 10 minut.

Odectéte vysledky do 1 minuty od skonceni inkubace.

pown

7.
8.

TESTY EXTERNICH KONTROL — METODA S AGAREM SMAC NEBO BUJONOVA METODA
1. Pred testovanim nechejte vSechny testovaci prostfedky a reagencie dosahnout teploty (2025 C).

2. Jeden testovaci prostfedek ImmunoCard STAT! EHEC vysta¢i na jednu pozitivni kontrolu a fedici roztok
vzorku / negativni kontrolu.

3. Vyjméte testovaci prostfedek ImmunoCard STAT! EHEC z fliového sacku. Prostfedek oznacdte nazvem
kontrolni latky, ktera ma byt testovana.

4. Pridejte pfesné 5 kapek reagencie pozitivni kontroly do otvoru pro vzorek v prostfedku uréeného pro
pozitivni kontrolu.

5. Pridejte pfesné 6 kapek Fediciho roztoku vzorku / negativni kontroly do otvoru pro vzorek v prostfedku

uréeného pro negativni kontrolu.

6. Inkubuijte test pfi teploté 20-25 C po dobu 20 minut.
7. Odectéte vysledky do 1 minuty od skonéeni inkubace.
INTERPRETACE VYSLEDKU
& Meridian ® Meridian & Meridian & Meridian
scenee e oscenic e Roscnce it Roscnce
Irrvmuno(‘antSTAT‘L ImmunoCard STAT!® ImmunoCard STAT!® ImmunoCard STAT!®
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Control Control Control Control
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Toxin 1 Toxin 1 Toxin 1 Toxin 1
Sample Sample Sample Sample
POST1 POST2 POST1&2 NEG
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Control Control Control Control

Toxin2 Toxin 2 Toxin 2 Toxin 2

Toxin 1 Toxin 1 Toxin 1 Toxin 1

NEPLATNY

Sample

NEPLATNY NEPLATNY NEPLATNY

Negativni test: RUZOVOCERVENY prouzek na pozici kontrolni linky. Nejsou pfitomny zadné dalsi prouzky.

Pozitivni test na Shiga toxin 1: RUZOVOCERVENE prouzky na pozicich kontrolni linky a linky Toxin 1. Zadné
prouzky v testovaci lince Toxin 2. Pfitomnosti velmi slabé testovaci linky Toxin 1 indikuje pfitomnost Shiga toxinu 1.
Intenzita testovaci linky mize byt slabsi nez u kontrolni linky.

Pozitivni test na Shiga toxin 2: RUZOVOCERVENE prouzky na pozicich kontrolni linky a linky Toxin 2. Zadné
prouzky v testovaci lince Toxin 1. Pfitomnost i velmi slabé testovaci linky Toxin 2 indikuje pfitomnost Shiga toxinu 2.
Intenzita testovaci linky maze byt slabsi nez u kontrolni linky.

Pozitivni test na Shiga toxiny 1 a2: RUZOVOCERVENE prouzky na pozicich kontrolni linky a linky Toxin 1
a Toxin 2. Pfitomnost i velmi slabé testovaci linky Toxin 1 a Toxin 2 indikuje pfitomnost Shiga toxin(i 1 a 2. Intenzita
testovacich linek maze byt slab$i nez u kontrolnf linky.

Neplatné vysledky testu:

1. Na vyhrazené pozici kontrolni linky se nenachazi zadny prouzek. Test je neplatny, jelikoZ nepfitomnost
kontrolniho prouZku indikuje nespravné provedeni testu nebo sniZeni kvality reagencii.

2. Vyskyt RUZOVOCERVENEHO prouzku na pozici testovaci linky Toxin 1 nebo Toxin 2 poté, co uplynula
definovana inkubaéni doba, nebo prouzek jakékoli barvy jiné nez RUZOVOCERVENE. Pii pfili§ dlouhé
inkubaci mohou vzniknout falesné& pozitivni vysledky. Jina barva prouzki nez RUZOVOCERVENA muze
poukazovat na snizeni kvality reagencii.

Je-li jakykoli vysledek obtizné interpretovatelny, je tfeba test zopakovat za pouZziti stejného vzorku, aby se vyloucila

moznost chyby. Je-li vysledek ptvodniho vzorku opakované neditelny, ziskejte novy vzorek a zopakuijte test.

KONTROLA KVALITY

Tento test musi byt provadén podle platnych mistnich dtnich nebo fe
pozadavku akreditaénich organu.

Pfi kazdém pouZiti je nutné komponenty soupravy prohlédnout a ovéfit, Ze nejevi zjevné znamky mikrobialni
kontaminace, namrazy nebo netésnosti. Nepouzivejte reagencie, které byly kontaminovany nebo existuje takové
podezieni.

Interni kontroly: Interni kontroly jsou obsazeny uvniti testovaciho prouzku, a proto se jejich vyhodnoceni
provadi spole¢né s kazdym testem.

predpist nebo podle

1. RUZOVOCERVENY prouzek, ktery se objevuje v misté kontrolni linky, slouZi jako kontrola postupu a udava,
Ze test byl proveden spravné, Ze doslo k fadnému pritoku a Ze reagencie testu byly v dobé pouZiti aktivni.
2. Bilé pozadi okolo kontroIni nebo testovaci linky také slouzi jako kontrola pribéhu testu. Kontrolni &i testovaci

linky, jejichz viditelnost je zhor$ena silné zbarvenym pozadim, mohou test zneplatnit, jelikoZ mohou indikovat
snizenou kvalitu reagencii, pouZiti nevhodného vzorku nebo nedostate¢nou vykonnost testu.

Externi kontroly: Reagencie externi kontroly se musi testovat v souladu s pozadavky laboratoie ¢i
s platnymi pozadavky mistnich, statnich nebo akreditanich organu. i .
Vysledky, které jsou pfi pouziti kontrol oéekévané, jsou popsany v ¢asti INTERPRETACE VYSLEDKU.

Externi pozitivni a negativni kontroly je nutné analyzovat s kazdou soupravou s novym ¢islem $arze nebo novou
dodavkou. Pocet dodate¢nych testll provadénych za pouziti externich kontrol bude uréen podle pozadavkui
mistnich, statnich nebo federalnich predpist ¢&i akreditacnich organd. Externi kontroly slouzi k monitorovani
reaktivity reagencii a vykonnosti testu. Selhani kontrol pfi reprodukci ocekavanych vysledkd mize znacit, Ze néktera
z reagencii nebo komponent jiz v dobé pouziti neni reaktivni, Ze test nebyl proveden spravné nebo Ze nedo$lo
k pfidani reagencii ¢i vzorku. Pokud nejsou pozorovany ocekavané kontrolni reakce, provedte prvni krok
k zjisténi hlavni pfi¢iny selhani, kterym je zapakovanl kontrolnich testu V piipadé opakované netispéSnych
kontrolnich testl se obratte na ych sluzeb le¢nosti Meridian na telefonnim ¢isle
1 800 343 3858 (USA) nebo na mistniho distributora. Soupravu nepouZivejte, pokud kontrolni testy neposkytnou
spravné vysledky.

OCEKAVANE HODNOTY

Pozitivni vyskyt pro kazdou laboratof bude zaviset na nékolika faktorech, jako je zpisob odbéru vzorku,
manipulace se vzorkem a jeho transport, roéni obdobi nebo vyskyt infekce EHEC v dobé testovani. V pfipadé
nepfitomnosti infekce EHEC Ize oCekavat negativni vysledek testu.

OMEZENI POSTUPU
Tento test je kvalitativniho razu, a proto by se pfi sestavovani zpravy obsahujici vysledek neméla provadét
kvantitativni interpretace podle intenzity pozitivni linky.

2. Vysledky tohoto testu je tfeba pouzivat ve spojeni s informacemi, které byly u daného pacienta ziskany
prostfednictvim klinického hodnoceni a dal$ich diagnostickych postupt.
3. V pfipadé, Ze neni pfidano 175 pL bujonové kultury k 5 kapkam fediciho roztoku vzorku / negativni kontroly

(krok 7 v &asti PRIPRAVA/OBOHACEN{ VZORKU — BUJONOVA METODA), mohou vzniknout falegné
negativni vysledky. Muze byt uzite¢né vizualné zkontrolovat, Ze byla bujonova kultura pfidana.
Popisovagem oznacte na boku testovaci zkumavky linku hladiny fediciho roztoku vzorku / negativni
kontroly. Po pfidani bujonové kultury by se tato linka méla nachazet uprostred celkového objemu
nafedéného vzorku. Pfidani vice nez 5 kapek fediciho roztoku vzorku / negativni kontroly mize také vést
k fale$né negativnim vysledkim testu.

4. Nadmérna doba inkubace testd mize mit za nasledek ziskani fale$né pozitivnich vysledkd. Provadéni
inkubace testu pfi nizsi teploté nebo po krat§i dobu mize mit za nasledek ziskani fale$né negativnich
vysledku.

5. Vykonnost testu ImmunoCard STAT! EHEC NEBYLA HODNOCENA pro piimé vzorky stolice. Byla
hodnocena pouze pro kultury na plotnach SMAC nebo tekuté kultury GN & MacConkey.

6. POZNAMKA: Shiga toxin 1 produkovany E. coli a toxin produkovany kmeny Shigella dysenteriae
typu 1 jsou témér identické. Proto test InmunoCard STAT! EHEC muze poskytovat pozitivni
vysledek i u toxini z kmenu S. dysenteriae typu 1. Tyto dva mikroorganismy Ize odli$it pomoci
ploten se selektivnimi ristovymi médii a biochemickou analyzou.

SPECIFICKE VYKONNOSTNI CHARAKTERISTIKY

METODA S PLOTNOU SMAC

Testovaci prostiedky byly hodnoceny v USA pomoci metody SMAC a 249 vzorkl Cerstvé stolice a 41 zmrazenych
vzorku stolice pozitivnich na Shiga toxin.

SROVNAVACI METODA (Premier EHEC)
Metoda s agarem SMAC Pozitivni Negativni Celkovy pocet
Pozitivni 46 1* 47
Negativni 0 243 243
Celkovy pocet 46 244 290
Cl
Pozitivni shoda 46/46 100% 92.3% - 100%
Negativni shoda 243/244 99.6% 97.7% - 100%
Celkovéa shoda 289/290 99.7% 98.7% - 100%

*Kmen E. coli 0157:H7 byl ziskén z kultury, ale nebyl detekovan referenéni metodou.

BUJONOVA METODA

Tato studie se provadéla na testovanych Eerstvych vzorcich nebo vzorcich skladovanych v mraznicce. Vzorky byly
ziskany od pacienti v USA, Kanadé a Argentiné. Pét laboratofi v USA vyhodnocovalo 469 vzorki pomoci bujonu
Mac a GN. (120 ztéchto vzorkd byly vzorky pevné stolice ziskané od pacientli, u nichz se predpokladala
gastroenteritida.) 448/469 vzorku vykazalo rist v GN bujonu, zatimco 449 vykézalo rist v bujonu Mac. Tfi ze vzorkd
v GN bujonu byly vyfazeny z hodnoceni komparativnim prostfedkem z divodu nedostate¢ného objemu. Sedm
z 469 vzorku rostlo pouze v bujonu Mac, zatimco tfi jiné vzorky rostly pouze v GN bujonu. Ctméact vzorku nerostlo
v zadném bujonu. Vzorky stolice byly odebrany od muzskych i Zenskych pacientt rizného véku. Vzorky s rozporem
mezi vysledky v testu Premier EHEC a v testu ICS EHEC byly dale analyzovény cytotoxinovym testem. Tyto vzorky
obecné vykazovaly slabou reaktivitu (< 0,300) v testu Premier EHEC.

SROVNAVACI METODA (Premier EHEC)
Metoda s bujonem Mac

ICS EHEC

Pozitivni Negativni Celkovy pocet

Pozitivni 60 1 61

Negativni 4* 384 388

Celkovy pocet 64 385 449

Cl
Pozitivni shoda 60/64 93.8% 84.8% - 98.3%
Negativni shoda 384/385 99.7% 98.6% - 100%
Celkova shoda 444/449 98.9% 97.4% - 99.6%

*

Dva vzorky ICS EHEC - / Premier EHEC + byly podle referenéni cytotoxinové metody negativni.

SROVNAVACI METODA (Premier EHEC)

GN Broth Method

ICS EHEC

Pozitivni Negativni Celkovy pocet

Pozitivni 57 1 58

Negativni 7* 380 387

Celkovy pocet 64 381 445

[¢]]

Pozitivni shoda 57/64 89.1% 78.8% - 95.5%
Negativni shoda 380/381 99.7% 98.5% - 100%
Celkova shoda 437/445 98.2% 96.5% - 99.2%

*Ctyfi vzorky ICS EHEC - / Premier EHEC + byly podle referenéni cytotoxinové metody negativni.

Vysledky kazdé bujonové metody jsou vzajemné porovnany v nasledujici tabulce.

Mac
Mac pozitivni Mac negativni bez ristu Celkovy pocet
GN pozitivni 54 3 1 58
GN negativni 3 382 5 390
GN bez rustu 4 3 14 21
Celkovy pocet 61 388 20 469

ANALYTICKA CITLIVOST

TEST S AGAREM SMAC

Metoda s agarem SMAC je schopnd detekovat toxin v jedné jednotce tvofici kolonie nebo pfi 25 ng/mL
nepurifikovanych Shiga toxinG 1 a 62,5 ng/mL nepurifikovanych Shiga toxin( 2.

TEST S GN BUJONEM nebo BUJONEM MAC

Spodni limit detekce je na hladiné 1,25 ng/mL pro ST1 i ST2 pfi pouziti purifikovaného toxinu.

REPRODUKOVATELNOST

TEST S AGAREM SM

Tii nezavislé laboratore testovaly tfi vzorky v triplikatu, ve tfech riznych ¢asech v jednom dni (variabilita v ramci
analyzy) a ve tfech riznych dnech (variabilita mezi analyzami). Vzorky sestavaly ze tfi negativnich, tfi slabé
pozitivnich a t¥i silné pozitivnich vzorkd. Test ImmunoCard STAT! EHEC vykézal 100% reprodukovatelnost
véetné kontrolnich linek.

TEST S GN BUJONEM nebo BUJONEM MAC

Tii nezavislé laboratore testovaly 12 vzorkl (n = 2 silné pozitivni, n = 4 slabé pozitivni, n = 4 slabé negativni,

n = 2 silné negativni) v duplikatu v jeden den (variabilita v ramci analyzy) a ve tfi rizné dny (variabilita mezi
analyzami). Test ImmunoCard STAT! EHEC vykazal 100% reprodukovatelnost véetné kontrolnich linek.

REAKTIVITA ANALYZY

TEST S AGAREM SMAC: Nésledujicich 40 STEC kmenovych kultur bylo kultivovano na plotnach SMAC a poté

nasledovala extrakce polymyxinem. V8echny izolaty vykazaly pozitivni reakci v testu ImmunoCard STAT! EHEC.
0157:H7 (32 kmend), 096:H9 (1), O111:NM (1), 026:H11 (2), 0103:H2 (1), O145:NM (1), 045:H2 (1),
045:NM (1).

TEST S GN BUJONEM nebo BUJONEM MAC: Nésledujicich 39 STEC kmenovych kultur bylo kultivovano v GN

bujonu nebo bujonu MacConkey. VSechny izolaty vykazaly pozitivni reakci v testu ImmunoCard STAT! EHEC.
0157:H7 (32 kmenu), 0157:NM (1), O111:NM (2), O111:H21 (1), O121:H19 (1), 0126:H27 (1), 045:H2
1.



ZKRIZENA REAKTIVITA

TEST S AGAREM SMAC: Zadny z nasledujicich mikroorganismi nereagoval s testem ImmunoCard STAT!
EHEC. (Mikroorganismy a pocet testovanych kment): Pseudomonas aeruginosa (10), Klebsiella pneumoniae
(10), druh Enterobacter (10), druh Proteus (10), ST-neprodukuijici E. coli (10), druh Aeromonas (3), Serratia
marcescens (5), druh Shigella (3).

TEST S GN BUJONEM NEBO BUJONEM MAC: Zadny z nasledujicich mikroorganismt nereagoval zkfizené
s testem ImmunoCard STAT! EHEC: Aeromonas hydrophila Campylobacter coli, Campylobacter jejuni, Candida
albicans, Citrobacter freundii, Clostridium difficile, Clostridium perfringens, Enterobacter cloacae, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli (2 netoxigenni kmeny), Escherichia coli 0157:H7 (netoxigenni kmen), Escherichia
hermannii, Escherichia fergusonii, Helicobacter pylori, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Salmonella skupina B, Salmonella hiversum, Salmonella minnesota,
Salmonella typhimurium, Serratia liquifaciens (2 kmeny), Shigella boydii, Shigella flexeri, Shigella sonnei,
Staphyloccocus aureus, Staphylococcus aureus (Cowan), Staphylococcus epidermidis, Yersinia enterocolitica
(2 kmeny), Adenovirus Typu 14, Adenovirus Typu 2, Adenovirus Typu 41, koci¢i kalicivirus, Coxsackie A9,
Coxsackie B1, Enterovirus typu 69, Herpes Simplex Virus II, Parainfluenza typu 3, Rotavirus.

TESTY NA INTERFERUJICI LATKY (POUZE BUJONOVE TESTY)

Nasleduijici latky byly vneseny pfimo do vzorku stolice a neinterferuji s testem pfi uvedenych koncentracich: siran
barnaty (0,05 mg/mL), Prilosec OTC (5 ug/mL), Pepto-Bismol (1 : 2100), Tums (0,05 mg/mL), Tagamet (5 ug/mL),
Mylanta (1 : 2100), leukocyty (0,05 % v/v), mucin (0,03 mg/mL), kyselina stearova/palmitovéa (0,04 mg/mL), pln&
krev (0,05 % V/v).
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