Clostridium difficile GDH Toxin A+ Toxin B Combo

BIOTECH, INC (dla prébek katu)
= Instrukcja dla testu (10 szt./opak.)
JusChek [ IcD-635B | Polski_|
Szybki test do wykrywania antygenéw GDH oraz toksyny A i toksyny B Clostridium difficile w prébkach katu
ludzkiego. Test przeznaczony tylko do uzytku profesjonalnego do diagnostyki in vitro.
PRZEZNACZENIE TESTU
Clostridium difficile GDH + Toxin A + Toxin B Rapid Test Cassette jest szybkim immunochromatograficznym
testem kasetkowym uzywanym do jakos$ciowej oceny wystepowania antygenéw GDH, toksyny A i toksyny B
Clostridium difficile w prébkach katu ludzkiego.
WPROWADZENIE
Clostridium difficile (C.difficile) jest Gram dodatnig bakterig beztlenowg funkcjonujgcg jako patogen
oportunistyczny: zaczyna namnazac¢ si¢ w jelicie, w sytuacji kiedy normalna flora zostata zmieniona przez
leczenie antybiotykami. Szczepy C.difficile wytwarzajgce toksyny mogg powodowac infekcje od tagodnej
biegunki do rzekomobtoniastego zapalenia okreznicy (PMC pseudomembranous colitis), potencjalnie
prowadzgcego do $mierci. Stan chorobowy moze by¢ powodowany przez dwie toksyny produkowane przez
szczepy C.difficile: toksyna A (enterotoksyna uszkadzajgca tkanki) i toksyna B (cytotoksyna). Niektére szczepy
produkujg obie toksyny A i B, inne wytwarzajg tylko toksyng B. Wykazano, ze zastosowanie dehydrogenazy
glutaminianowej (GDH) jako markera antygenowego proliferacji C.difficile jest skuteczng metoda, poniewaz
wszystkie szczepy wytwarzajg duzg ilos¢ tego enzymu.
ZASADA DZIALANIA TESTU
Clostridium difficile Toxin A+ Toxin B Combo Rapid Test Cassette umozliwia wykrywanie trzech antygenéw w
prébkach katu. GDH, Toksyna A i toksyna B s3 identyfikowane na trzech niezaleznych paskach testowych
wchodzacych w sktad jednego testu, co pozwala na jednoczesne wykrycie trzech specyficznych dla C.difficile
antygenow.
GDH - Specyficznos$¢ testu gwarantuje zastosowanie koloidalnych czasteczek ziota potgczonych w postaci
koniugatu z przeciwciatami, skierowanymi przeciwko specyficznym antygenom GDH C.difficile, ktére znajdujg
sig na membranie nitrocelulozowej.
Po naniesieniu probki rozcienczonego katu w buforze ekstrakcyjnym (dostarczony wraz z testem) na okienko,
mieszanina koniugatéw zaczyna migrowac z prébka. W rejonie linii testowej dochodzi do kontaktu badanej
probki i koniugatu ze specyficznymi przeciwciatami skierowanymi przeciwko antygenom GDH C.difficile. Jesli
badany materiat zawiera antygeny C.difficile, kompleks antygen C.difficile-koniugat pozostaje zwigzany z
przeciwciatami zaadsorbowanymi na membranie, tworzgc czerwong linie testowg. Pozostaly roztwér przesuwa
sie w kierunku odczynnika kontrolnego i wigzac sig z koniugatem, tworzy czerwong lini¢ kontrolng (C), ktéra
potwierdza prawidlowe dziatanie testu, oraz to ze odpowiednia objeto$¢ préby zostata naniesiona na
membrane, pozwalajgc na jej przesigkanie.
Toksyna A i B — Specyficzno$¢ testu gwarantuje zastosowanie na kazdej z niezaleznych membran
nitrocelulozowych, koloidalnych czasteczek ziota potgczonych w postaci koniugatu z przeciwciatami,
skierowanymi przeciwko specyficznym antygenom odpowiednio toksyny A i toksyny B C.difficile.
Po naniesieniu prébki katu rozcienczonego w buforze ekstrakcyjnym (dostarczony wraz z testem) na kazde z
dwéch okienek testowych, mieszanina koniugatéw zaczyna migrowa¢ z prébkami katu dzieki zjawiskom
kapilarnym. W rejonie linii testowych dochodzi do kontaktu badanach prébek i koniugatéw ze specyficznymi
przeciwciatami skierowanymi przeciwko antygenom toksyny A i toksyny B C.difficile. Je$li badany materiat
zawiera antygeny toksyny A lub toksyny B C.difficile, kompleks antygen C.difficile-koniugat pozostaje zwigzany
z przeciwciatami zaadsorbowanymi na membranie, tworzac czerwong linie testowg. Pozostaly roztwor
przesuwa si¢ w kierunku odczynnika kontrolnego i wigzac sig z koniugatem, tworzy czerwong lini¢ kontrolng
(C), ktéra potwierdza prawidiowe dziatanie testu, jak réwniez to ze odpowiednia objgto$¢ proby zostata
naniesiona na membrane, pozwalajgc na jej przesigkanie.
SRODKI OSTROZNOSCI
e Test przeznaczony tylko do diagnostyki in vitro. Nie uzywac¢ po terminie waznosci
* Test kasetkowy powinien pozosta¢ w szczelnym opakowaniu do czasu analizy
« Nie nalezy jes¢, pi¢, pali¢ w pomieszczeniu gdzie dokonuje sie analiz
* Nalezy zachowa¢ szczegding ostrozno$é. Odpady nalezy usuwaé zgodnie z narodowymi lub lokalnymi
wytycznymi, dotyczgcymi usuwania odpadéw. Chociaz pozytywna kontrola w teécie zostata inaktywowana,
nalezy traktowac jg jako materiat potencjalnie zakazny i wyrzuca¢ po uprzednim zneutralizowaniu.
« Nalezy stosowa¢ ubranie ochronne: rekawiczki, fartuch, okulary. Rekawiczki oraz zuzyte kasetki nalezy
wyrzuca¢ zgodnie z GLP (Good Laboratory Practice) oraz zgodnie z lokalnymi regulacjami.
* Wilgotnos¢ i temperatura odbiegajgce od optymalnych warunkéw przechowywania mogg wptyng¢ na wynik
testu
PRZECHOWYWANIE | TRWALOSC
Przechowywa¢ w oryginalnych, szczelnie zamknietych opakowaniach zawierajgcych pochtaniacz wilgoci, w
temperaturze pokojowej lub w lodéwce (2-30°C), do korica uptywu terminu waznosci, umieszczonego na
opakowaniu. NIE ZAMRAZAC. Nie uzywa¢ po terminie waznosci. Nie otwieraé opakowania jednostkowego
zawierajgcego test, dopoki nie osiggnie temperatury pokojowej, aby unikngé kondensacji pary wodnej na
membranie
POBIERANIE | PRZYGOTOWANIE PROBKI
Odpowiednig ilo$¢ katu (1-2 ml lub 1-2 g) pobra¢ do czystego, suchego, wodoszczelnego pojemnika, ktory nie
zawiera pozostato$ci detergentdw, konserwantéw lub pozywek transportowych. Nalezy upewnic¢ sie, ze prébka
nie ma kontaktu z roztworem zawierajgcym formaldehyd lub jego pochodne. Do momentu wykonania analizy,
ktéra powinna by¢ wykonana tak szybko jak to mozliwe, prébki moga by¢ przechowywane przez 3 dni w
temperaturze 2-8°C lub przy diuzszym przechowywaniu, muszg by¢ zamrozone w temperaturze -20°C. Prébka
rozcienczona w buforze moze by¢ przechowywana przez 1 tydzien w temperaturze 2-8°C lub w temperaturze -
20°C przy dtuzszym przechowywaniu.

Materiaty dostarczone

Test kasetkowy (10 sztuk), Instrukcja dla testu; Probéwka reakcyjna z buforem ekstrakcyjnym
Materiaty wymagane, ale niedostarczone

Pojemniki na prébki katu, Minutnik, Zakraplacz; Wiréwka i pipeta do pobierania 80 pl jesli wymagane
WYKONANIE ANALIZY
Przed rozpoczeciem analizy nalezy doprowadzi¢ test, probke oraz bufor do temperatury pokojowej (15-
30°C). Probke nalezy opisa¢ nazwiskiem pacjenta lub jego numerem identyfikacyjnym.
1. Prébke katu nalezy pobra¢ i przenie$¢ do probéwki testowej przy uzyciu aplikatora.

e Dla probek statych — przy pomocy aplikatora pobra¢ prébke katu nakiuwajac jg w kilku miejscach i

przenies¢ materiat w ilosci ok 50 mg (1/4 wielkosci ziarna groszku) to probowki testowej

o Dla prébek ciektych - przy uzyciu zakraplacza pobra¢ ok 80 pl ptynnej prébki (2 krople)
2. Zamkna¢ szczelnie, w celu dobrego wymieszania probki z buforem wstrzasna¢ probowke testowa. Odczekad
2 minuty.
3. Wyjac¢ test z opakowania i uzy¢ tak szybko jak to mozliwe.
4. Trzymajgc w pozycji pionowej probéwke testowg, nalezy odkreci¢ z niej zatyczke. Nastgpnie przechyli¢
probéwke i nakropi¢ po 3 krople (ok. 120 ul) badanej probki do kazdego z trzech okienek testowych (S).
Wigczy¢ minutnik (10 min). Nalezy unikac tworzenia sig pecherzykow powietrza w okienkach.
5. Odczyta¢ wynik po 10 minutach od momentu naniesienia probki do okienka testu. Nie odczytywac
wyniku po uptywie 20 min.
Uwaga: Jesli mieszanina nie przesuwa sig¢ (obecnos$¢ czasteczek statych), nalezy rozciericzong probke
odwirowac¢. Nastepnie zebra¢ 120 ul supernatantu i wykonac test ponownie.
INTERPRETACJA WYNIKOW
POZYTYWNY:* Dwie oddzielne kolorowe linie testowe. Jedna linia w rejonie kontrolnym (C), druga w
rejonie testowym (T1).
*Uwagal: Intensywnos$¢ barwy linii bedzie zalezata od stezenia antygenéw GDH, toksyny A i toksyny B
obecnych w prébce. Dlatego kazdy odcier w rejonie T powinien by¢ uwazany za wynik pozytywny.
NEGATYWNY: Jedna kolorowa linia w rejonie kontrolnym (C), brak linii w rejonie testowym (T1/T2) .
WYNIK NIEWAZNY: zupelny brak linii lub brak linii kontrolnej wskazuje na bigd wykonania testu,
nieprawidiowe dziatanie odczynnikéw lub pogorszenie jakosci paska testowego. W takim przypadku nalezy
powtérzy¢ badanie z uzyciem nowego testu.
Uwagaz2: Podczas wysychania membrany, w rejonie testowym moze pojawi¢ si¢ bardzo staby cien, ktérego nie
nalezy odczytywac jako wynik poz
KONTROLA JAKOSCI
Test zawiera pasek kontrolny (C), potwierdzajacy wystarczajgcg ilos¢ probki, umozliwiajaca przesigkanie
membrany oraz prawidiowg technike wykonania. Zgodnie z GLP zaleca sie uzywanie pozytywnych i
negatyw dotg |

nych kontroli (nie czone do testu) w celu potwierdzenia wiasciwego dziatania testu.

w

OGRANICZENIA TESTU

o Clostridium difficile GDH Toxin A+Toxin B Rapid Test Cassette wskazuje tylko na obecno$¢, antygenéw w
prébce i nie stuzy do okreslania ich ilosci.

e Test nie powinien stanowi¢ jedynego kryterium diagnostycznego, uzyskane przy uzyciu testu wyniki,
powinny by¢ poréwnane z wszystkimi dostepnymi klinicznymi i laboratoryjnymi danymi.

* Wynik pozytywny nie wyklucza obecnosci innych patogendw.

WARTOSCI OCZEKIWANE

Dla prébek katu pochodzacych od oséb zdrowych, test powinien dawa¢ wyniki negatywne dla kazdego z

badanych antygenéw. Wyniki otrzymane przy uzyciu testu Clostidium difficie Toxin A+Toxin B Rapid Test Cassette

zostaly poréwnane z wynikami otrzymanymi dla innego wiodgcego na rynku szybkiego testu

immunochromatograficznego, dajgc korelacje 95,3% dla Clostridium difficle GDH i 96,0% dla Clostridium difficle ToxA
i 94.7%dlaToxB. .
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Pozytywny Negatywny

Niewazny

Wykrywalnosé¢ (limit detekcji)

Limit detekcji dla Clostridium difficile Toxin A + Toxin B Combo Rapid Test Cassette okreslono na poziomie
1 ng/ml dla GDH, 2 ng/ml dla toksyny A i 7 ng/ml dla toksyny B.

Czutos¢/Specyficznosé GDH

Metoda Inne testy ogolem
Clostridium difficile | Wynik Pozytywny Negatywny
GDH Toxin Aand | pozytywny 116 8 124
Toxin B Rapid
Test Cassette Negatywny 6 170 176
ogétem 122 178 300
Wzgledna Czutosé: 95,1% (95%CI:*89,6%-98,2%)
Wzgledna Specyficznos¢: 95,5% (95%Cl:*91,3%-98,0%)
Wzgledna Doktadnos$¢: 95,3% (95%CI:*92,3%-97,4%) *Przedziat ufnosci
Czutos¢/Specyficznosé¢ Toksyna A
Metoda Inne testy ogélem
Clostridium difficile [ Wynik Pozytywny Negatywny
GDHToxin Aand | pozyryyny 115 5 120
Toxin B Rapid
Test Cassette Negatywny 7 173 180
ogotem 122 178 300
Wzgledna Czutosé: 94,3% (95%CI:*88,5%-97,7%)
Wzgledna Specyficznos¢: 97,2% (95%Cl:*93,6%-99,1%)
Wzgledna Doktadno$é: 96,0% (95%CI:*93,1%-99,9%) *Przedziat ufnosci
Czutos¢/Specyficznosé Toksyna B
Metoda Inne testy ogélem
Clostridium difficile | Wynik Pozytywny Negatywny
GDHToxin Aand | pogyywny 112 6 118
Toxin B Rapid
Test Cassette Negatywny 10 172 182
ogoétem 122 178 300

Wzgledna Czutosc: 91,8% (95%CI:*85,4%-96,0%)
Wzgledna Specyficznos¢: 96,6% (95%Cl:*92,8%-98,8%)
Wzgledna Doktadno$é: 94,7% (95%CI:*91,5%-96,9%) *Przedziat ufnosci

Powtarzalnos¢ wewnatrz serii
Aby okresli¢c doktadno$¢ wewnatrz serii, te same pozytywne probki i roztwor buforowy poddano 15-krotnej
analizie na testach pochodzacych z tej samej serii produkcyjnej, przeprowadzonej w tych samych warunkach
doswiadczalnych. Wszystkie zaobserwowane wyniki potwierdzono zgodnie z oczekiwaniami.

Powtarzalno$¢ miedzy seriami
Aby okresli¢ doktadno$¢ miedzy seriami, niektére probki (dodatnie i z dodatkiem buforu) poddano analizie
uzywajac testéw pochodzgcych z trzech réznych serii produkeyjnych. Wszystkie wyniki potwierdzono zgodnie z
oczekiwaniami.

Interferencje

Sprawdzano mozliwe reakcje krzyzowe dla Clostridium dificle GDH Toxin A+Toxin B Rapid Test Cassette i uznano je za
ujemne dla ponizszych patogendéw:
Campylobacter coli

Salmonella enteritidis Shigella dysenteriae

Campylobacter jejuni Salmonella paratyphi Shigella flexneri
E. coli O157:H7 Salmonella typhi Shigella sonnei
H. pylori Salmonella typhimurium Staphylococcus aureus

Listeria monocytogenes Shigella boydii Yersinia enterocolitica
Substance powodujace interferencje
Ponizej wymieniono substancje, ktére dodane do pozytywnych i negatywnych prébek, majg potencjalny wptyw
na wynik testu.
Kwas askorbinowy: 20mg/d|
Kwas moczowy: 60mg/dl
Glucoza: 2000mg/d!
BIBLIOGRAFIA
1. RamadassBalamurugan, V. Balaji and Balakrishnan S. Ramakrishna: Estimation offaecal carriage of
Clostridium difficile in patients with ulcerative colitis using real timepolymerase chain reaction, Indian Journal
of Medical Research, p.472-477, May 2008
. E. J. Kuijper, B. Coignard and P. Tull: Emergence of Clostridium difficile-associateddisease in North America
and Europe, Review Clinical Mocrobiology and Infections, 12 suppl6, p. 2-18,0ct. 2006
. Leyerly D.M., H.C. Krivan and D.T.Wilkins: Clostridium difficile: its disease and toxins.Clinical Microbiology
Reviews, p. 1-18, Jan. 1988
. Ramsey L. et al: Fulminant Clostridium difficile: an underappreciated and increasing causeof death and
complications, Annals of Surgery 235 (3) p. 363-372: Mar. 2002
5. Wren MW, Kinson R., Sivapalan M., Shemko M., Shetty NR.: Detection of Clostridium difficile infection: a
suggested laboratory diagnostic algorithm, British Journal of BiomedicalSciences, 66(4) p. 175-179, 2009.
6. Willis DH. And JA Kraft: Confirmation that the latex-reactive protein of Clostridium difficile isa
Glutamate Dehydrogenase. Journal of clinical microbiology, 30, p. 1363-1364, May 1992

Kwas szczawiowy: 60mg/d|
Aspiryna: 20mg/dl
Kofeina: 40mg/d|

Bilirubina: 100mg/d!
Mocznik: 2000mg/d|
Albumina: 2000mg/d!
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