Clostridium difficile GDH+A+B - kasetki
Szybki test immunochromatograficzny do wykrywania dehydrogenazy glutaminianowej oraz toksyn A i B
Clostridium difficile.
Tylko do diagnostyki in vitro

Clostridium difficile GDH, toksyna A, B

Clostridium difficile jest immunochromatograficznym testem do
jakosciowego oznaczania toksyn A, B oraz dehydrogenazy
glutaminianowej (GDH) Clostridium difficile w probkach katu. Test
kasetkowy Clostridium difficile jest wysoko czutym, skriningowym
oznaczeniem pozwalajacym na okreslenie przypuszczalnej infekcji
Clostridium difficile.

WSTEP
Clostridium difficile (C. difficile) jest Gram-dodatnia, beztlenows,
tworzacg formy przetrwalnikowe bakterig. C. difficile jest gtéwnym
czynnikiem etiologicznym biegunki i zapalenie jelita grubego. C. difficile
jest przyczyna zachorowan u pacjentow hospitalizowanych.

Choroby wywotywane przez C. difficile rozwijaja sie gdy bakteria moze
namnazac¢ sie w okreznicy, najczesciej po kuracji antybiotykowej w
przypadkach uszkodzenia flory jelitowej. C. difficile moze uwalnia¢
dwie toksyny tzn. toksyne A oraz toksyne B ktére odpowiedzialne s3 za
wystepowanie objawdéw od lekkiej biegunki przez rzekomobtoniaste
zapalenie jelita grubego do toksycznego rozszerzenia okreznicy a
nawet $mierci. Dehydrogenaza glutaminianowa C. difficile jest
enzymem produkowanym w duzych ilosciach przez wszystkie szczepy
uwalniajace toksyny jak i te, ktdre toksyn nie uwalniaja, dzieki czemu
enzym ten jest doskonatym markerem diagnostycznym.

ZASADA TESTU

Pasek A zawiera membrane nitrocelulozowg z immobilizowanymi
mysimi przeciwciatami monoklonalnymi przeciwko toksynie A w pozycji
prazka testowego (T) oraz krdliczymi przeciwciatami poliklonalnymi
przeciwko specyficznemu biatku w pozycji prazka kontrolnego (C). Inna
cze$¢ paska, na ktéra nanosi sie prébke, nasgczona jest roztworem
kolorowego znacznika testowego (mysie przeciwciata monoklonalne
przeciwko toksynie A sprzezone z czerwonymi czastkami
polistyrenowymi) oraz znacznika kontrolnego (specyficzne biatko
sprzezone z zielonymi czgstkami polistyrenowymi).

Pasek B zawiera analogiczne elementy z przeciwciatami przeciwko
toksynie B zamiast przeciwciat przeciwko toksynie A.

Pasek C. Membrana testu jest optaszczona w rejonie testowym (T)
przeciwciatami monoklonalnymi skierowanymi przeciwko GDH oraz
przeciwciatami poliklonalnymi w rejonie kontrolnym (C) skierowanymi
przeciwko specyficznemu biatku. Powierzchnia na ktérg nanosi sie
prébke, napylona jest roztworem testowym zawierajgcym mysie
monoklonalne przeciwciata skierowane przeciwko GDH sprzezone z
czerwonym lateksem polistyrenowym oraz roztworem kontrolnym w
ktorego sktad wchodzi specyficzne biatko sprzezone z zielonymi
czasteczkami lateksu polistyrenowego.

Jezeli prébka naniesiona na pasek A zawiera toksyne A, przeciwciata
przeciwko toksynie A sprzezone z czerwonymi czastkami
polistyrenowymi t3czg sie z toksyng A tworzac kompleksy, ktére
migrujg wzdtuz paska na skutek sit kapilarnych w kierunku prazka
testowego (T) i kontrolnego (C). Po dotarciu do prazka testowego (T)
przeciwciata przeciwko toksynie A immobilizowane na membranie
nitrocelulozowej wigzg toksyne A potgczong za posrednictwem innego
przeciwciata z czerwonymi czgstkami polistyrenowymi, tworzac
czerwono zabarwiony prazek testowy (T). Prébka migruje dalej w
kierunku prazka kontrolnego (C), gdzie krdlicze przeciwciata przeciwko
specyficznemu biatku immobilizowane na membranie nitrocelulozowej
wigzg znacznik kontrolny (specyficzne biatko sprzezone z zielonymi

czastkami polistyrenowymi), tworzac zielono zabarwiony prazek
kontrolny (C).

Jesli badana prébka nie zawiera toksyny A, znacznik testowy nie jest
wigzany przez przeciwciala immobilizowane w pozycji prazka
testowego (T) i w zwigzku z tym na pasku pojawia sie tylko zielono
zabarwiony prazek kontrolny (C). W analogiczny sposob, ale z udziatem
toksyny B lub GDH i skierowanych przeciwko niej przeciwciat,
przebiega reakcja na pasku B bgdz C. Niezaleznie od tego, czy badana
prébka jest pozytywna, czy negatywna, na paskach A, B i C powinny
zawsze pojawic sie zielone paski kontrolne (C). S one potwierdzeniem,
ze na test naniesiono wystarczajacg objetos¢ probki i ze nastgpita
prawidtowa migracja probki wzdtuz paska testowego.

PRZECHOWYWANIE

Zamkniete kasetki nalezy przechowywac w temperaturze 2-30°C. Test
jest stabilny do daty nadrukowanej na opakowaniu. Test nalez
przechowywac oryginalnym opakowaniu do momentu uzycia. Nie
zamrazad.

OSTRZERZENIA

Wytacznie do diagnostyki in vitro

Nie uzywadé po przekroczeniu daty waznosci

Wszystkie probki powinny by¢ traktowane jako potencjalnie zakazne.
Do kazdej prébki nalezy stosowaé nowy test aby zapobiec
kontaminacji.

Zuzyte testy nalezy utylizowac zgodnie z przepisami.

Odczynniki zawierajg konserwanty, nalezy unika¢ kontaktu ze skérg i
btonami sluzowymi.

Nalezy uzywac wytacznie sktadnikow zestawu dostarczonych wraz z
testem.

Nalezy postepowac zgodnie z zasadami Dobrej Praktyki Laboratoryjne;j,
Uzywa¢ odziezy ochronnej, rekawiczek jednorazowych, okularéow
ochronnych i masek. Nie nalezy spozywac positkbw oraz ptyndéw w
obszarze pracy z testem.

POSTEPOWANIE Z POBRANA PROBKA

Przechowywanie:

Prébki katu powinny byé pobrane do czystych pojemnikow. Prébki
moga by¢ przechowywane w temperaturze (2-8°C) przez 24 godziny. W
przypadku koniecznosci dituzszego przechowywania prébki nalezy
przechowywaé w temperaturze -20°C. W przypadku prébek mrozonych
powinny by¢ one doprowadzone do temperatury pokojowej. Nie zaleca
sie ponownego zamrazania i rozmrazania préobek.

Pobranie:

1. Nalezy odkreci¢ korek z fiolki (1) i uzy¢ patyczka w celu pobrania
odpowiedniej ilosci probki. Prébke do analizy (ok. 125mg) nalezy
pobrac z czterech réznych miejsc probki katu (2) a nastepnie przeniesé¢
ja do fiolki wraz z patyczkiem. Fiolke szczelnie zamkna¢. W przypadku
probek ciektych nalezy pobraé okoto 125 pl prébki za pomocg pipety.

2. Fiolke szczelnie zamkng¢. Potrzasac¢ pojemnikiem z buforem w celu
zapewnienia prawidtowego rozprowadzenia katu (3).

Materiaty dostarczone: kasety testowe, instrukcja, fiolki do pobrania
prébki katu (zestaw przewidziany na 20 oznaczen)

Materiaty wymagane ale niedostarczone: pojemnik na kat, rekawiczki
jednorazowe, stoper
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PROCEDURA

Przed rozpoczeciem analizy nalezy pozostawic kasety i pobrane prébki
do osiggniecia temperatury pokojowej (15-30°C). Nie otwieraé
opakowania kasety przed rozpoczeciem procedury.

1. Potrzasa¢ pojemnikiem z buforem w celu zapewnienia
prawidtowego rozprowadzenia katu.

2. Wyjg¢ kasete testowg z opakowania tuz przed rozpoczeciem
nanoszenia prébki.

3. Odtamac koncéwke korka (4) i nanies¢ 4 krople na kazdy okragty
dotek kasetki. Unika¢ nanoszenia czgstek statych.

4. Odczyta¢ wynik testu w 10 minucie. Nie nalezy interpretowac
wyniku testu po czasie dtuzszym niz 10 minut.

INTERPRETACJA WYNIKOW

Toksyna A Toksyna B GDH Interpretacja
1 - - - Brak obecnosci w prébce
toksyn A, B oraz antygenu
Prazek Zielony Zielony Zielony GDH
2 + + + L, )
Obecnos¢ w prébce toksyn
. A, B oraz antygenu GDH
Prazek Czerwony Czerwony Czerwony
3 + - - ” X
Obecnos¢ w prébce toksyny
5 A
Prazek Czerwony Zielony Zielony
4 ” .
+ + - Obecno$é w prébce oraz
- toksyn A, B
Prazek Czerwony Czerwony Zielony
5 i .
- + - Obecnos¢ w prébce toksyny
- B
Prazek Zielony Czerwony Zielony
6 - - + Obecnosé w prébce
antygenu GDH
Prazek Zielony Zielony Czerwony
7 _ " " Obecnos¢ w prébce
antygenu GDH oraz toksyny
Prazek Zielony Czerwony Czerwony B
8 + _ " Obecnos¢ w prébce
antygenu GDH oraz toksyny
Prazek Czerwony Zielony Czerwony A
UWAGI

Intensywnos¢ czerwonego prazka w linii testowej (T) moze réznié sie w
zaleznosci od stezenia toksyn badz antygenu w prébce. Nie nalezy
interpretowac wyniku testu pod kontem ilosciowym.

Brak zielonych kontrolnych prazkéw $wiadczy o nieprawidtowym
wykonaniu testu i taki wynik nie moze by¢ wykorzystany w procesie
diagnostycznym.

KONTROLA JAKOSCI

Wewnetrzna kontrola jakosci jest zawarta w tescie. Zielony prazek
pojawiajacy sie w linii kontrolnej (C) stanowi wewnetrzng kontrole a
jego pojawienie sie swiadczy o odpowiedniej objetosci probki oraz
prawidtowym wykonaniu testu.

Czutos¢ analityczna (limit detekcji)

Limit detekcji dla testu Clostridium difficile wynosi:
toksyna A -2 ng/ml

toksyna B —0.63 ng/ml

GDH - 0.8 ng/ml

Czutos¢ testu GDH

Test Clostridium Czutos¢ Specyficznos¢ PPV NPV
difficile GDH toksyna

A+B vs C. DIFF QUIK

CHEK Complete >99% >99% >99% >99%
Czutos¢ testu toksyna A+B

Test Clostridium difficile Czutos¢ Specyficznos¢ PPV NPV
GDH toksyna A+Bvs C.

DIFF QUIK CHEK

Complete >99% >99% >99% >99%

OGRANICZENIA

1. Nadmiar prébki moze powodowac nieprawidtowe wyniki (pojawiajg
sie bragzowe prazki). Nalezy rozcienczy¢ probke i powtdrzyc test.,

2. Intensywnos¢ prazka czerwonego w linii testowej moze réznic sie w
zaleznosci od stezenia antygenu w prébce.

3. Test Clostridium difficile powinien by¢ stosowany wytgcznie do
diagnostyki katu ludzkiego. Jakos¢ testu jest uwarunkowana jakoscig
probki dlatego nalezy pamieta¢ o wiasciwym pobieraniu probki do
badania.

4. Wynik negatywny nie przesadza o tym, ze infekcja nie wystgpita
poniewaz stezenie antygenu lub toksyn moze by¢ nizsze od limitu
detekc;ji testu.

Przeprowadzono ocene testu pod kontem reakcji krzyzowych. Nie
stwierdzono reakcji krzyzowych z nizej wymienionymi patogenami:
Campylobacter coli, Campylobacter jejuni, Escherichia coli O157:H7,
Helicobacter pylori, Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis,
Salmonella paratyphi, Salmonella typhi, Salmonella typhimurium,
Shigella boydii, Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonnei,
Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica
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