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1. Przeznaczenie testu

Test do diagnostyki in vitro. RIDA®°QUICK Helicobacter jest testem immunochromatograficznym do
jakosciowego wykrywania antygenu Helicobacter pylori w prébkach katu.

2. Informacje ogéine

W 1984 roku Marshall i Warren wykryli obecnos$¢ organizmu kampylobakteropodobnego w btonie
Sluzowej odzwiernika i trzonu Zzotgdka u pacjentdow z histologicznie potwierdzonym zapaleniem
zotadka i wrzodami dwunastnicy. Obecnie wiemy juz, ze odpowiedzialnym za rozwdj choréb
zotgdkowo-jelitowych jest Helicobacter pylori. Zakazenia H. pylori powodujg stany zapalne, ktore
majg bezposredni zwigzek z przewlektym zapaleniem zotgdka, wrzodami zotgdka, wrzodami jelita
cienkiego i rakami zotgdka. Te przestanke potwierdza gojenie sie niezytu zotgdka i wrzodow, ktére
nastepuje po skutecznej terapii eradykacyjnej. H. pylori wyksztaicit rézne mechanizmy obronne
umozliwiajgce przetrwanie w kwasnym, bakteriobdjczym $rodowisku Zzotgdka. Enzym ureaza
przeksztatca mocznik w amoniak i dwutlenek wegla, a tym samym neutralizuje kwas zotgdkowy.
Wytwarzanie katalazy i nadoksydyzmutazy chroni H. pylori przed atakiem neutrofili. U wielu
pacjentéw pozytywnych pod katem H. pylori rozwija sie zapalenie btony $luzowej zotgdka, a okoto
10% pacjentow ma wrzody. Wérdd pacjentdow z owrzodzeniami jelita cienkiego, lub zotgdka okoto
90% jest pozytywnych pod katem H. pylori, niezaleznie od wieku. Istniejg dwa podstawowe
podejscia do diagnozowania zakazen H. pylori: bezposrednie wykrywanie organizmu i posrednie
oznaczanie poprzez wykrywanie przeciwciat wytwarzanych przez pacjentow w odpowiedzi na H.
pylori. Bezposrednie, aczkolwiek inwazyjne metody wykrywania zakazenia, obejmujg szybki test
ureazowy, badanie histologiczne, PCR i hodowle organizmu z materiatu biopsyjnego. Hodowla H.
pylori z materiatu biopsyjnego jest trudnym i Zmudnym procesem. Trudnosci techniczne mogag
prowadzi¢ do wynikow fatszywie ujemnych, co oznacza niskg czutos¢. Ponadto H. pylori ma
tendencje do kolonizacji btony Sluzowej zotgdka w ukfadzie wyspowym, dlatego czuto$¢ histologii
wzrasta wraz ze wzrostem liczby pobranych biopsji. Inng metodg bezposredniego wykrywania H.
pylori jest mocznikowy test oddechowy. Test ten wykrywa dwutlenek wegla wytwarzany przez
bakteryjng ureaze. Test oddechowy ma wysokg czutosé i swoistosé, ale wymaga specjalnych
urzadzen testujgcych i spozycia przez pacjentow mocznika znakowanego izotopem. Doktadnosc
jednak tych testow jest silnie uwarunkowana od obecnosci czynnikéw zakiécajgcych. Powszechnie
stosowanym narzedziem przesiewowym jest serologiczne oznaczanie przeciwciat swoistych dla H.
pylori. Jest to jednak posrednia metoda wykrywania, ktora wykrywa przeciwciata wytwarzane przez
pacjenta w odpowiedzi na H. Pylori, a nie antygen. Jako wiec test do monitorowania skutecznosci
terapii eradykacyjnej metoda serologiczna jest niewystarczajgcy, poniewaz miano przeciwciat
zmniejsza sie powoli przez kilka miesiecy.

RIDA®QUICK Helicobacter jest immunochromatograficznym szybkim testem do bezposredniego,
nieinwazyjnego wykrywania antygenow H. pylori w ludzkim kale. Test jest oparty o wysoce swoiste
przeciwciala monoklonalne, zapobiegajgc wahaniom miedzy osobnymi seriami testu.
Bezposrednia detekcja antygenéw moze byé stosowana do wspierania poczatkowej diagnozy, a
takze do sprawdzenia skutecznosci terapii od czterech do szesciu tygodni po zakonczeniu
eradykacji, lub pozwala wykry¢ nawrét infekcji.

3. Zasady dziatania testu

RIDA®QUICK  Helicobacter to jednostopniowy test immunochromatograficzny,
wykorzystujgcy swoiste biotynylowane, oraz swoiste sprzezone ze ztotem przeciwciata skierowane
przeciwko antygenom Helicobacter pylori. Obecne w prébce antygeny Helicobacter pylori tworzg
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kompleksy immunologiczne wraz ze znakowanymi ztotem przeciwciatami i migrujg przez
membrane reakcyjng. Nastepnie streptawidyna w obszarze testowym (T) wytapuje migrujgce
immunokompleksy poprzez wigzanie sie z biotyng skoniugowang z przeciwciatami tworzac w
efekcie barwny prazek czerwono-fioletowy w obszarze testowy (T). Migrujgce dalej przeciwciata
skoniugowane ze ztotem, ktére nie utworzyty immunokomplekséw sg dalej wychwytywane w
obszarze kontrolnym (C). Jesli w prébce antygeny Helicobacter pylori nie byty obecne, nie
powstang zadne immunokompleksy i nie wytworzy sie barwny prgzek w obszarze testowym.
Wytworzy sie natomiast barwny prgzek w obszarze kontrolny (C), ktory jest potwierdzeniem, ze
test zostat wykonany prawidtowo.

4. Odczynniki dostarczone
Kazdy zestaw zawiera wystarczajgcy ilos¢ odczynnikéw do wykonania 25 pomiarow.

25 x Kasetka - 25 indywidualnie pakowanych kasetek

1 x Reagent A (13,5ml) Swoiste przeciwciata anty-Helicobacter.
Zawiera 0,05 % azydku. Zabarwione na niebiesko.
Gotowe do uzycia.

1 x Reagent B (13,5ml) Swoiste przeciwciata anty-Helicobacter.
Zawiera 0,05 % azydku. Zabarwione na zotto.
Gotowe do uzycia.

50 x Pipetka - Plastikowe opakowania z jednorazowymi uniwersalnymi
pipetkami z podziatkg do prébek ciektych i szpatutkg do
prébek statych.

25 x Probowka reakcyjna - Plastikowe opakowania z jednorazowymi probéwkami.

5. Przechowywanie odczynnikéw

Przechowywac zestaw w temperaturze 2 - 25°C. Zestaw zachowuje wazno$¢ do czasu uptyniecia
daty zaznaczonej na opakowaniu. Producent nie gwarantuje jakosci wynikow otrzymanych po
uptynieciu daty waznosci, oraz w przypadku gdy opakowanie nosi znamiona uszkodzenia.

6. Niezbedny sprzet i dodatkowo wymagane odczynniki

- Vortex (opcjonalnie)
- Pojemnik na odpadki zawierajgcy roztwoér 0,5 % podchlorynu sodu

7. Srodki ostroznosci

1. Odczynnik tylko do diagnostyki in vitro.

2. Test moze by¢ wykonywany tylko przez wykwalifikowany personel laboratoryjny. Nalezy
przestrzegac zasad GLP, oraz postepowac zgodnie z instrukcja.

3. Odczynniki zawierajg azydek sodu jako srodek konserwujgcy. Nalezy unikac ich kontaktu ze
skorg i btong Sluzowa.

. Prébki i odczynniki nie moga by¢ pipetowane ustami.

5. Unika¢ kontaktu ze zraniong skorg oraz z btong sluzowg. Nalezy uzywaé¢ jednorazowych
rekawiczek ochronnych. Po skonczeniu testu umy¢ rece. Nie pali¢, nie je$¢ i nie pi¢ w trakcie
wykonywania badan i w pomieszczeniach laboratorium.

6. Jesli ktorykolwiek z odczynnikéw lub materiatdbw miat kontakt z potencjalnie zakazong prébkag
musi zosta¢ zdezynfekowany lub wysterylizowany w temp. 121°C przez minimum 1 godzine.
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8. Pobieranie i przechowywanie prébek

Wszystkie prébki nalezy przechowywaé w czystych pojemnikach w temperaturze 2-8°C. Jesli
prébki nie zostang uzyte w ciggu 3 dni, nalezy je zamrozi¢ w temperaturze -20°C. Nalezy unika¢
wielokrotnego zamrazania i rozmrazania probek. Przed wykonaniem testu probki doprowadzi¢ do
temperatury pokojowej i doktadnie wymieszaé. Jesli wymazdéwka rektalna do pobierania probki
musi zostaé uzyta, nalezy upewni¢ sie czy probki katu zostaty pobrane w odpowiedniej ilosci (w
przyblizeniu 50 mg).

9. Procedura testu

9.1  Uwagi Wstepne

Przed przystgpieniem do wykonania oznaczenia nalezy odczeka¢ az wyjete z lodéwki odczynniki i
kasetki osiggna temperature pokojowg (20-25°C). Wyjg¢ kasetki z opakowan dopiero przed
rozpoczeciem analizy. Kazda kasetka jest jednorazowego uzytku i nie mozna uzywac jej wiecej
razy. Nie wykonywac testu przy bezposrednim $wietle stonecznym. Nie zwraca¢ pozostatosci
odczynnikow z powrotem do fiolek ze wzgledu na grozbe ich zanieczyszczenia.

9.2 Przygotowanie Probek

Przed uzyciem, wszystkie probki katu nalezy doktadnie wymieszac¢ celem petnej homogenizaciji i
dystrybuciji antygenu w probce.

Uwaga: Do przetestowania kazdej probki przeznaczono dwie wielofunkcyjne pipetki z podziatkg do
uzycia nastepujgcy sposob:

Pipetka 1: Do pipetowania Reagentu A, oraz probki (50 ul dla prébek ciektych, lub 50 mg
przy uzyciu szpatutki z drugiej strony pipetki dla prébek statych).

Pipetka 2: Do pipetowania Reagentu B, oraz mieszaniny reagentéw A, B i probki do okna
probkowego kasetki.

9.3 Testowanie prébki

Do oznakowanej probowki reakcyjnej zapipetowacé pipetkg 1, 0,5 ml (trzecie zgrubienie) Reagentu
A, a nastepnie pipetkg 2, 0,5 ml (trzecie zgrubienie) Reagentu B.

Do powstatej mieszaniny doda¢ 50 mg probki statej szpatutkg pipetki 1, lub 50 ul (pierwsze
zgrubienie) uprzednio zhomogenizowanej probki.

Szczelnie zamkng¢ probowke reakcyjng i wytrzgsa¢ doktadnie recznie, lub przy uzyciu vorteksu.
Nastepnie umiesci¢ probéwke na 5 minut w ramce dotgczonej do zestawu.

W tym czasie probka reaguje z mieszaning reagentéw, a jej frakcja stata ulega sedymentacji na
dnie. W miedzyczasie wyjg¢ sprowadzong do temperatury pokojowej kasetke z jej opakowania i
potozy¢ na rownej powierzchni.

Po uptywie 5 minut, ostroznie otworzy¢ fiolke reakcyjng i przy uzyciu pipetki 2, pobra¢ 150 pl
(drugie zgrubienie) klarownego supernatantu i zaaplikowa¢ do lejka na probke w kasetce. Upewnié
sie, ze catos¢ cieczy przejdzie przez membrane bez zaktécen. Jesli test wykonano poprawnie, w
rejonie kontrolnym pojawi sie prgzek kontrolny po uptywie 3 minut. Jesli po tym czasie prazek
kontrolny nie pojawit sie, probdwke reakcyjng nalezy zamkng¢ i odwirowaé przez 2 minuty przy
2,000 x g, aby usprawni¢ sedymentacje i osadziC wszystkie zaktdcajace czgsteczki. Nastepnie
uzy¢ nowej kasetki by powtorzyc test.

Zawsze odczekac¢ 15 minut przed ostatecznym odczytem wyniku. W tym czasie i pdzniej, odcienie
prazkébw mogg zmienia¢ swoje natezenie i odcien od czerwono-fioletowego do niebieskiego do
szaro-fioletowego.
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10. Kontrola jakosci - wskazniki nietrwatosci odczynnika

Test nalezy interpretowac¢ tylko wowczas, gdy przed uzyciem wyglgda on na nietkniety i na
membranie nie wystgpity zadne barwne zmiany. Ponadto po wykonaniu oznaczenia, w polu
testowym musi by¢ widoczny niebieski prgzek kontrolny. Jesli prgzek ten nie wystgpi, nalezy
sprawdzi¢ ponizsze przed powtérzeniem testu:

- Data waznosci kasetek i buforu ekstrakcyjnego,

- Zgodnos¢ z procedurg zawartg w instrukcji,

- Obecnos¢ zanieczyszczen w buforze ekstrakcyjnym.
Jesli po sprawdzeniu powyzszych czynnikow i powtérzeniu oznaczenia, niebieski prgzek nadal nie
wystepuje, prosimy o skontaktowanie sie z ,FABIMEX” B i W Wiecek Sp. j.

11. Ocena wynikow

Na kasetce nie moze pojawi¢ sie wiecej niz 2 prazki w nastepujgcej kolejnosci liczgc od okienka na
dodawanie probek: prazek testowy T i prgzek kontrolny C. Jesli nie pojawi sie prazek kontrolny
C, test jest niewazny.

Interpretacji wynikdw dokonuje sie w sposéb nastepujgcy:

1. Wynik pozytywny na obecnos¢ Helicobacter: Pojawity sie 2 barwne prazki.

2. Wynik negatywny na obecnos¢ Helicobacter: Pojawit sie 1 barwny pragzek w obszarze
kontrolnym C.

3. Wynik niewazny: Nie pojawia sie w okienku reakcyjnym prazek testowy w strefie T i prgzek
kontrolny w strefie C, ewentualnie pojawia sie wytgcznie prazek testowy w strefie T. W takich
sytuacjach test jest niewazny i powinien by¢ powtérzony przy uzyciu nowej kasetki.

12. Ograniczenia metody

Test RIDA®QUICK Helicobacter wykrywa antygeny Helicobacter pylori w probkach katu.
Intensywno$¢ zabarwienia prgzka nie jest proporcjonalna do ostrosci obserwowanych objawéw
choroby, a swiadczy jedynie o obecnosci antygenu w probce. Interpretacji wyniku testu
diagnostycznego powinien zawsze dokonywaé¢ lekarz na podstawie wszystkich dostepnych
wskazan klinicznych.

Wynik pozytywny nie wyklucza mozliwosci zakazenia innym antygenem.
Negatywny wynik nie moze w 100% wykluczy¢ infekcji. Spowodowane to moze by¢
nierbwnomiernym wydalaniem antygenu z organizmu, lub ilodcig antygenu ponizej progu czutosci

testu. Jesli mimo negatywnego wyniku istnieje uzasadnione podejrzenie infekcji nalezy pobrac
nowg probke od pacjenta i jg przebadac.

13. Charakterystyka testu

13.1  Jako$¢ testu

Ocena diagnostyczna testu RIDA®QUICK Helicobacter zostata sprawdzona na 266 probkach katu
w rutynowym laboratorium. Probki pochodzity od pacjentéw z podejrzeniem infekcji H. Pylori. Jako

metode referencyjng uzyto metode CLIA rutynowo stosowang w laboratorium. 5 prébek z wynikiem
w szarej strefie zostato wykluczonych z badania. Wyniki podsumowano w Tabeli 2:
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Tabela 1: Porownanie RIDA®QUICK Helicobacter z metodg CLIA.

CLIA
+ -
RIDA®QUICK | 37 6
Helicobacter . 12 206
Zgodnosé pozytywna 80,4 %
Zgodnos¢ negatywna 95,8 %

W innym badaniu zewnetrznym przeprowadzonym na 132 prébkach pobranych od pacjentéw
zdiagnozowanych metodg real time PCR i hodowli z prébek biopsji. Wyniki badania dla testu
RIDA®QUICK Helicobacter byt nastepujacy:

Czutos¢: 75,9-95,8 %

Swoistos¢: 96,1-100,0 %

13.2 Czuto$¢ analityczna

Czuto$¢ analityczng testu RIDA®QUICK Helicobacter zostata ustalona jako limit detekcji przez 2
operatoréw na 2 seriach poprzez testowanie seryjnych rozcienczen prébki o ostatecznym stezeniu
4,8 ng/ml. Rozcienczenie to dato wynik pozytywny 60 razy w ciggu 5 dni przy uzyciu 2 serii przez 2
operatoréw walidujgc limit detekcji na poziomie 4,8 ng /ml ze skutecznoscig 100 %.

13.3 Precyzja

Precyzje testu oceniono na podstawie jego powtarzalnosci wewnatrztestowej (10 powtorzen / 1
dzien / 1 operator / 1 seria), powtarzalnosci miedzydniowej (3 powtérzenia / 10 dni / 1 operator / 1
seria), powtarzalnosci miedzyoperatorowej (3 powtorzenia / 1 dziehn / 3 operatoréw / 1 seria), oraz
powtarzalnosci miedzyseryjnej (3 powtérzenia / 1 dzien / 1 operator / 3 serie). Powtérzenia 5
probek referencyjnych byly przetestowane w kazdym wypadku: negatywna, 2 stabo pozytywne i 2
srednio pozytywne. We wszystkich przypadkach test dat prawidtowe wyniki poza 1 przypadkiem
prébki srednio pozytywnej z 1 serii w badaniu miedzyseryjnym. Test zatem spetnia wszystkie
kryteria dla wynikéw precyzyjnych.

13.4 Reaktywnosc¢ krzyzowa

Rézne patogeny jelit zostaty poddane badaniu przy uzyciu testu RIDA®°QUICK Helicobacter nie
wykazujgc Zadnej reakcji krzyzowej. Badanie zostato wykonane poprzez analize
nierozcienczonych zawiesin bakteryjnych o stezeniach od 10° do 10° CFU/ml. Uwzgledniono
rowniez prébki supernatantow hodowli wirusowych, toksyn, oraz katu. Wyniki przedstawiono w
Tabeli 3.

Tabela 3: Reakcyjnos¢ krzyzowa z patogenicznymi mikroorganizmami.

Patogen Prébka Wynik

Adenovirus Supernatant hodowli komoérkowej Negatywny
Aeromonas hydrophila Hodowla Negatywny
Arcobacter butzlerii Hodowla Negatywny
Astrovirus Supernatant hodowli komoérkowej Negatywny
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Cereus Bacillus Hodowla Negatywny

Bacteroides fragilis Hodowla Negatywny
Campylobacter coli Hodowla Negatywny
Campylobacter fetus Hodowla Negatywny
Campylobacter jejuni Hodowla Negatywny
Campylobacter lari Hodowla Negatywny
Campylobacter upsaliensis Hodowla Negatywny
Candida albicans Hodowla Negatywny
Citrobacter freundii Hodowla Negatywny
Clostridium difficile Hodowla Negatywny
Clostridium sordellii Hodowla Negatywny
Cryptosporidium parvum Hodowla Negatywny
Escherichia coli (O157:H7) Hodowla Negatywny
Escherichia coli (026:H-) Hodowla Negatywny
Escherichia coli (O6) Hodowla Negatywny
Escherichia coli Hodowla Negatywny
Entamoeba histolytica Kat 1:10 Negatywny
Enterobacter cloacae Hodowla Negatywny
Enterococcus faecalis Hodowla Negatywny
Giardia lamblia Kat 1:10 Negatywny
Helicobacter cinaedi Hodowla Negatywny
Helicobacter heilmannii Hodowla Negatywny
Klebsiella oxytoca Hodowla Negatywny
Norovirus Kapsyd wirusa Negatywny
Proteus vulgaris Hodowla Negatywny
Pseudomonas aeruginosa Hodowla Negatywny
Rotavirus Supernatant hodowli komoérkowej Negatywny
Salmonella enteritidis Hodowla Negatywny
Salmonella typhimurium Hodowla Negatywny
Shigella flexneri Hodowla Negatywny
Shigella sonnei Hodowla Negatywny
Staphylococcus aureus Hodowla Negatywny
Staphylococcus Hodowla Negatywny
epidermidis

Vibrio parahaemolyticus Hodowla Negatywny
Yersinia enterocolitica Hodowla Negatywny
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13.5 Substancje interferujgce

Ponizej wymienione substancje w podanych stezeniach po zmieszaniu z probkg katu nie miaty
wptywu na wynik testu:

Loperamide: 0,02 % wiw Barium sulphate 18,50 % w/w
Pepto-Bismol 6,30 % w/w Iberogast 0,09 % wiw
Human blood 5,00 % v/iw Sweetener 1,30 % wiw
Stearic acid/palmitic acid 40.00 % w/w Quadruple therapy
Mucin 5,00 % viw clarithromycin + 1,50 % wiw
Diclofenac 0,10 % viw metronidazole + 1,20 % wiw
amoxicillin + 3.00 % wiw
lansoprazole + 0.09 % wiw
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Gwarancja

R-Biopharm AG nie ponosi zadnej odpowiedzialnosci za wyjgtkiem gwarancji, ze wszystkie
produkty firmy R-Biopharm AG wykonane zostaty z materiatdw o odpowiedniej jakosci. Jesli
ktorykolwiek z produktow jest wadliwy R-Biopharm AG dostarczy wymiane. Jednak uzytkownik
ponosi wszelkg odpowiedzialnos¢ i ryzyko za wykonane procedury i uzycie produktu. R-Biopharm
AG nie ponosi zadnej odpowiedzialnosci za szkody i straty spowodowane bezposrednio, lub
posrednio uzytkowaniem produktéw R-Biopharm AG.
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