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Combi-Strip

(C-1004)

Test immunochromatograficzny in vitro do
wykrywania Rotawirusa i Adenowirusa
w probkach katu.

TYLKO DO UZYTKU IN VITRO
Numer katalogowy: C-1004, 25 testéw w opakowaniu

|. WPROWADZENIE

Biegunka i zapalenia jelitowe u ludzi moga by¢ spowodowane przez
wirusy (Rota-, Adeno-, Astro- i Norwalk wirusa), bakterie takie jak
Salmonella czy E. Coli i pierwotniaki jak Cryptosporidium i Giardia.
Wirusy powodujg 45% biegunek u dzieci ponizej 1 roku i 40% biegunek u
dzieci ponizej 4 roku zycia.

Rotawirus jest wiodacg przyczyna zapalen zotgdkowo-jelitowych u dzieci
ze wskaznikiem rozpowszechniania choroby przekraczajacym 50%.
Stawia go to tymczasowo na drugim miejscu w$réd przyczyn
wystepowania wirusowego zapalenia jelit u dzieci ponizej drugiego roku
zycia. Wirus jest przenoszony na drodze kontaktu fekalno-oralnego.

Po okoto trzydniowym okresie inkubacji wystepuje goraczka, wymioty

i biegunka, ktére to objawy moga sie utrzymywac do dziesieciu dni.
Rotawirus jest gléwna przyczyna $miertelnosci wskutek odwodnienia

w Krajach Trzeciego Swiata. Jednakze pozostaje faktem, ze réwniez

w krajach rozwinietych stwierdza sie przypadki ciezkich infekcji.
Oszacowano, ze w Stanach Zjednoczonych kazdego roku 75 do 125
dzieci umiera z powodu infekcji wywotanych przez Rotawirusa Z powodu
swej wysokiej zarazliwosci rozpowszechnia sie bardo szybko wéréd
dzieciecych populaciji, ktére stanowig grupy ryzyka dla tego rodzaju
infekcji.

Czestos$¢ zakazenia Adenowirusem wynosi 4-12%. Do zakazenia
dochodzi drogg fekalno-oralng, lecz moze by¢ réwniez spowodowane
wdychaniem aerozolu. Okres inkubacji trwa od 5 do 8 dni a symptomy
zotadkowo-jelitowego zapalenia to wodnista biegunka, wymioty,
goraczka i skurcze brzuszne.

Adenowirusy dzielg sig¢ na sze$¢ podgrup oznakowanych od A do F.
Wiekszos$¢ przypadkéw zapalenia zotgdkowo-jelitowego u dzieci
wywotane jest przez podgrupe F wirusa. Test Combi-Strip wykrywa
wszystkie grupy wiruséw Rotavirusa i Adenovirusa.

Il. ZASADA METODY

Test ten jest gotowy do uzycia i bazuje na zastosowaniu jednolitego
immunochromatograficznego systemu ze zlotym koloidem. Prébki katu
musza by¢ rozcienczone buforem, ktory jest dotaczony do testu.
Nitrocelulozowa membrana jest uczulona przeciwciatami skierowanymi
przeciwko Rotawirusowi i Adenowirusowi. Specyficzno$¢ testu jest
gwarantowana przez dwa monoklonalne przeciwciata, skierowane
przeciwko antygenom grupy AVP6 ludzkiego Rotawirusa i atygenom
swoistych biatek ludzkiego Adenowirusa (Hexon), kazdemu z osobna,
ktére w potaczeniu ze ztotym koloidem tworzg staty konjugat na
poliestrowej membranie.

Kiedy pasek zostaje zanurzony w zawiesinie katu, rozpuszczony
mieszany konjugat wedruje z prébka przez powierzchni¢ membrany,
gdzie wchodzi w kontakt z monoclonalnym przeciwciatem skierowanym
bezposrednio przeciwko swoistym biatkom Adenowirusa. Jesli prébka
zawiera Adenowirusa, to kompleks konjugat-Adenowirus zatrzymuije sie
w miejscu, w ktérym na membranie umieszczone jest na state swoiste
przeciwciato i tworzy sie ciemnoczerwona linia. Intensywnosé jej
zabarwienia zalezy od miana przeciwciat wirusa w prébce. Roztwor
kontynuujac wedréwke, napotyka anty-Rotawirus przeciwciato
zaadsorbowane na nitrocelulozie. Jesli probka zawiera Rotawirusa,
kompleks konjugat-Rotawirus zatrzymuje sie w miejscu, gdzie na state
umieszczone jest przeciwcialo i na pasku pojawia sie ciemnoczerwona
linia, ktérej intensywnos¢ jest okre$lona mianem przeciwciat wirusa
zawartych w prébce. Rezultat jest widoczny w ciggu 5-7 minut. Roztwor
kontynuujac wedréwke, napotyka trzeci odczynnik (anty-mysie 1gG) i
wigze nadmiar konjugatu, tworzac w ten sposéb ciemnoczerwona linie
kontrolng, ktéra pokazuje, ze test dziata prawidtowo.

Ill. ODCZYNNIKI | MATERIALY
Kazdy zestaw zawiera:

1. Paski Combi-Strip (25)

Kazdy pasek jest uczulony za pomoca poliklonalnej surowicy $winki
morskiej skierowanej przeciwko Rotawirusowi, mysim monoklonalnym
przeciwciatem skierowanym przeciwko antygenom Hexon grup A do F
ludzkiego Adenowirusa, oraz kozig poliwalentng surowicg anty-mysie
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1gG. Odczynniki oczyszczone przez chromatografie z powinowactwa

na biatku A lub G zostaly zaadsorbowane na nitrocelulozie.

Konjugat anty-Rotawirus utworzono przez uzycie mysiego
monoklonalnego przeciwciata skierowanego przeciw antygenom grupy
AVP6 ludzkiego Rotawirusa, za$ konjugat anty-Adenowirus zostat
wyprodukowany z uzyciem mysiego monoklonalnego przeciwciata, ktére
wykrywa antygeny A, B, C, D, E i F Adenowirusa. Odczynniki
oczyszczone na biatku G, zostaty sprzezone z czasteczkami zlotego
koloidu.

Paski umieszczone sg w pojemniku z saszetkg pochtaniajacg wilgoé.

1. Roztwér buforu (15 ml)
Roztwor soli buforowany do pH 7.5 za pomoca Tris zawierajacy EDTA,
NaN3 (<0.1%), detergent i natadowane biatka.

Potrzebne materiaty (nie dostarczone) :

- 3 lub 5 ml probéwki testowe

- eza do pobierania prébek katu

Materiaty dostepne:

- Kontrola pozytywna Rotawirusa (Nr. kat.C-1081)

- Kontrola pozytywna Adenowirusa (Nr. kat. C-1082)

1V. SRODKI OSTROZNOSCI

- Wszystkie czynnosci testu musza by¢ spetnione i wykonane zgodnie
z Dobrg Praktyka Laboratoryjna.

- Test Combi-Strip jest przeznaczony tylko do uzytku in vitro.

- Nalezy unika¢ dotykania obszaréw testowych paska.

- Uzywacé rekawiczek w czasie pobierania probki.

- Powyzsze zalecenia sg zgodne z DPL.

- Nigdy nie nalezy uzywa¢ odczynnikéw pochodzacych z réznych serii.

- Pojemnik z paskami musi by¢ doktadnie zamkniety po kazdym wyjeciu
paskéw do badania, ze wzgledu na ich podatno$¢ na zawilgocenie.
Nalezy sie upewni¢ czy w $rodku znajduje sie saszetka pochtaniajaca
wilgoé.

- Dwie zielone linie wyznaczaja miejsce adsorpcji przeciwciata. Znikajg
one w trakcie badania.

- Nie uzywa¢ buforu gdy jest zanieczyszczony bakteryjnie lub pokryty
plesnia.

- Jakos$¢ odczynnikéw nie jest gwarantowana po przekroczeniu ich
terminu uzytkowania, lub gdy sa niewtasciwie przechowywane.

V. PRZECHOWYWANIE

Nie uzywany zestaw Combi-Strip przechowywany w temp. 4 - 37<C, jest
trwaty do daty waznosci podanej na opakowaniu.

Po otwarciu, jesli sg przechowywane w temp.4 - 37T i suchym
otoczeniu, zachowujg trwato$¢ przez 15 tygodni.

Zestawu Combi-Strip nie wolno zamrazac.

V1. PROBKI

Probki katu musza by¢ badane jak najszybciej po ich zebraniu. Jesli testu
nie wykonujemy od razu, probki mozna przechowac¢ w temp. 2 - 8C
przez 24 godziny, a przy dtuzszym przechowywaniu zamrozi¢ do -20T.
Nalezy sie upewnié, ze prébki nie byly poddane dziataniu formaldehydu
lub jego pochodnych.

VII. WYKONANIE

Przygotowanie:

Jesli zestaw Combi-Strip byt trzymany w temp. 4C, nal ezy przed
rozpoczeciem badania doprowadzi¢ wszystkie odczynniki do temperatury
pokojowej. Napisa¢ nazwisko pacjenta lub numer prébki na probéwce
testowej (zaplanowa¢ po jednej probéwce na prébke).

Umiesci¢ oznakowane probowki w statywie.

Wykonanie:
1. Odmierzy¢ 0.5 ml czyli 15 kropli roztworu buforu do kazdej prob6wki.

2. Zanurzy¢ w probowce eze zawierajaca probke katu. Roztwér powinien
by¢ najwyzej 4% wiv, co réwne jest wielkosci dwoch 10 pL porcji
prébki (mate ziarenko ryzu).

3. Wymieszaé do uzyskania homogennej zawiesiny i pozostawi¢ na
1-2 minut.

4. Usung¢ eze i zanurzy¢ uczulony pasek w kierunku wyznaczonym
przez czerwong strzatke.

5. Inkubowa¢ 5-10 minut. Maksymalny czas reakcji -15 minut.

Prébki mocno pozytywne b eda wykrywane w ci agu 1-3 minut.




Aby unikn g€ rozpuszczenia koloidalnego ztotego konjugatu w
roztworze, nale zy uwazac, by nie zanurzy € paska powy zej linii
umiejscowionej pod czerwon g strzatk a.

VIl INTERPRETACJA WYNIKOW
Wyniki interpretowane sg nastepujaco:

1 gérna linia = test negatywny
2 lub 3 linie = test pozytywny
brak linii = test niewa zny*

3 linie ukazuja sie w przypadku infekcji Rotawirus /Adenowirus

* Brak gornej linii, ktora jest linig kontrolna, dyskwalifikuje wynik testu.
W takim przypadku badanie nalezy powt6rzyé.

W celu przechowania wynikéw pozostawi¢ pasek do wyschniecia na jego
podtozu, po usunieciu nadmiaru materiatu gromadzacego sie na dole
paska. Po wysuszeniu, wokoét linii testowej moze pojawi¢ sie stabo
widoczny cien.

IX. KONTROLA JAKO SCI

Zgodnie z Dobra Praktyka Laboratoryjng zalecane jest regularne
sprawdzanie jakosci testu, dostosowujac je do laboratoryjnych wymagan.
Do tego celu stuzy kontrola pozytywna Rota-Strip (C-1081) i Adeno-Strip
(C-1082), w ktorej paski powinny by¢ zanurzane. Kazda kontrole
pozytywna, po rozpuszczeniu w 2 ml wody destylowanej, nalezy przed
uzyciem rozcienczy¢ czterokrotnie buforem.

Spos6b postepowania z kazdg kontrola pozytywna:
1. Do probéwki wla¢ 0.5 ml rozcienczonego roztworu kontroli pozytywnej

2. Zanurzy¢ pasek w kierunku wyznaczonym przez strzatki.
3. Inkubowa¢ 5-10 minut, maksymalnie do 15 minut.

Aby unikng¢ rozpuszczenia koloidalnego ztotego konjugatu w roztworze,
nalezy uwazag, by nie zanurzy¢ paska powyzej linii umieszczonej pod
strzatkami.

Musza sie ukaza¢ dwie linie, potwierdzajgce pozytywny wynik.

W celu przechowania wynikéw pozostawi¢ pasek do wyschniecia na jego
podtozu, po usunieciu nadmiaru materiatu gromadzacego sie na dole
paska. Po wysuszeniu, wokot linii testowej moze pojawi¢ si¢ stabo
widoczny cien.

X. CHARAKTERYSTYKA TESTU
A.  Czulo $¢€ — Specyficzno $¢ (Korelacja):

Wykonane zostaty dwa opracowania, w ktérych wyniki testu Combi-Strip
poréwnano z dwoma odpowiednimi testami ELISA (jeden dla Rotawirusa,
drugi dla grupy Adenowirusa). Czuto$¢ i specyficznosé¢ testu Combi-Strip
byta badana na 120 i 130 prébkach katu. Wyniki przedstawiajg sie
nastepujaco:

ELISA Rota
Wyniki Wyniki Wyniki
Pasek pozytywne | negatywne koncowe
Combi ~
Wyniki pozytywne 60 5 65
Wyniki negatywne 0 55 55
Wyniki koncowe 60 60 120

Czuto$¢ dla Rotawirusa = 100% (60/60)
Specyficznos¢ dla Rotawirusa = 91.7% (55/60)
Pewnos¢ (Zgodnosé) = 95.83% (115/120)
(llos¢ prébek =120)

ELISA Adeno
Wyniki Wyniki Wyniki
Pasek pozytywne | negatywne koncowe
Combi ~
Wyniki pozytywne 12 0 12
Wyniki negatywne 0 118 118
Wyniki koncowe 12 118 130

Czulo$¢ dla Adenowirusa = 100% (12/12)
Specyficznos¢ dla Adenowirusa = 100% (118/118)
Pewnos$¢ ( Zgodnos¢) = 100% (130/130)

( llo$¢ prébek = 130)

B. Doktadno $¢:

Wewnatrz serii:

Ta sama pozytywna probka zawierajaca Rotawirusa i Adenowirusa byta
badana pietnastokrotnie na tej samej serii zestawéw Combi-Strip.
Roztwor buforu byt testowany pietnastokrotnie, réwnolegle

z pozytywnymi prébkami.

Uzyskane wyniki wykazaty 100% poprawnos$c.

Wszystkie pietnascie testow przebadanych na pozytywnej dla
Rotawirusa i Adenowirusa prébce, rozcienczonej 1/48, dato wynik
dodatni, w postaci dwoch kolorowych linii.

Wszystkie pietnascie testéw przebadanego roztworu buforu byto
negatywne, poprzez ukazanie sie jednej kolorowej linii (linia kontrolna).

Miedzy-seriami:

Ta sama pozytywna probka zawierajagca Rotawirusa i Adenowirusa byta
testowana trzykrotnie, na dziewieciu ré6znych seriach zestaw6éw Combi-
Strip.

Roztwor buforu byt testowany trzykrotnie, réwnolegle z pozytywnymi
probkami.

Uzyskane wyniki wykazaty 100% poprawnos$¢.

We wszystkich dziewieciu seriach zestawéw Combi-Strip przebadanej
pozytywnej prébki, rozcienczonej 1/48 uzyskano wyniki dodatnie, oraz
ujemne - dla roztworu buforu w kazdym z testow.

C. Ograniczenia wykrywania:

Prog wykrywalnosci dla Rotawirusa i Adenowirusa ustalono na poziomie
64-krotnego rozcienczenia (buforem) liofilizowanej pozytywnej kontroli,
referencyjnej dla kultur Rotawirusa i Adenowirusa, ktéra z testem ELISA
daje jeszcze dodatni wynik.

D. Interakcje:

Nie stwierdzono oddziatywania na wyniki nastepujacych czynnikéw
patogennych:

- Acinetobacterlwoffl (n = 1)

- Campylobacter jejuni (n = 1)

- Giardia lamblia (n =1)

- Aeromonas hydrophila (n = 1)

- E.Coli 0157; H7 (n = 1)

- Salmonella typhimurium (n = 1)

- Salmonella entertidis (n = 1)

- Enterobacter cloacae (n = 1)

- Klebsiella pneumoniae (n = 1)

- Proteus mirabilis (n = 1)

- Pseudomonas aeruginosa (n = 1)

- Serratia marescens (n = 1)

- Shigella flexneri (n = 1)

- Stenotrophomonas maltophilia (n = 1)
- Yersinia enterocolitica (n = 1)

- Cryptosporidium parvum (n = 1)

X. OGRANICZENIA

Wyniki testow Combi-Strip muszg by¢ poréwnywane z innymi
dostepnymi klinicznymi objawami i laboratoryjnymi informacjami.
Pozytywny wynik testu nie wyklucza mozliwosci obecnosci innych
patogenow.

Test Combi-Strip jest skriningowym testem ostrej fazy. Prébki katu
zebrane po jej zakonczeniu moga mie¢ miana antygenu ponizej progu
wykrywalnosci testu.
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