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Clostridium difficile GDH

Cce

Szybki test diagnostyczny in vitro do wykrywania antygenu GDH Clostridium
difficile w probkach ludzkiego katu.

Do uzytku in vitro. Wytacznie do uzytku profesjonalnego.

PRZEZNACZENIE

Clostridium  difficle ~ GDH Rapid Test Cassette jest  szybkim,
immunochromatograficznym testem do jakosciowego wykrywania antygenow
C. difficile w probkach katu pacjentéw, stuzgcym do jakos$ciowej oceny obecnosci
antygenéw dehydrogenazy glutaminianowej (GDH) w prébce katu pochodzacej od
pacjenta.

uzywac tylko do badan in vitro

STRESZCZENIE

Clostridium difficile nalezy do grupy oportunistycznych bakterii anaerobowych.
Bakterie te namnazaj? sie w jelitach, gdy fizjologiczna flora zostaje ostabiona
po antybiotykoterapii.“*® Wirulentne szczepy Clostridium difficile powodujg
rzekomobtoniaste zapalenie jelit oraz biegunke o ostrym przebiegu bedace
potencjalnie $miertelnym zagrozeniem.4 Choroba wywotywana jest przez dwie
toksyny produkowane przez wirulentne szczepy: toksyne A, ktéra jest
endotoksyng i toksyne B, ktdra jest cytotoksyng uszkadzajacg komorki. Czesé
szczepow produkuje toksyny A i B, natomiast inne produkujg wytacznie toksyne B.
Potencjalna rola trzeciej toksyny (binarnej) w patogenezie choroby pozostaje
wcigz tematem dyskusji.4 Diagnostyka zakazenia opiera si¢ o detekcje
dehydrogenazy glutaminianowej (GDH) w materiale pochodzacym od pacjenta,
gdyz enzym ten stanowi doskonaty marker wskazujacy na obecnos¢ C. difficile w
badanym materiale, poniewaz dehydrogenaza glutaminianowa produkowana jest
przez wszystkie szczepy w duzych ilosciach. S The Clostridium difficile GDH
Rapid Test Cassette pozwala na detekcje dehydrogenazy glutaminianowej
Clostridium difficile w probkach katu pacjenta. Dla probek
z dodatnim wynikiem testu zalecane jest okreslenie wirulentnosci wykrytych
w badaniu bakterii.

ZASADA

Gotowy do uzycia zestaw, ktérego zasada dziatania oparta jest o technologig
membranowg z koloidalnym zlotem. Czuto$¢ testu zostata wzmocniona dzigki
obecnosci mobilnych przeciwciat skierowanych przeciw GDH C. difficile
przytgczonych do czgsteczek koloidalnego ztota. Nitrocelulozowa membrana jest
pokryta dwoma rodzajami przeciwciat skierowanych przeciwko antygenom
dehydrogenazy glutaminianowej (GDH) C. difficile. Jeden z nich jest mobilny,
optaszczony na czgsteczkach koloidalnego ztota, ma on zdolno$¢
przemieszczania si¢ po membranie razem z probka od studzienki startowej (S),
przez pole testowe (T) az do pola kontrolnego (C), drugi natomiast zakotwiczony
jest w regionie (T) testu.

Probke katu nalezy rozpusci¢ w buforze ekstrakcyjnym, ktory dotgczony jest
do zestawu. Materiat badany zawieszony w buforze ekstrakcyjnym wchodzi
w kontakt z nitrocelulozowg membrang probki, dzigki czemu koniugaty
z przeciwciatem skierowanym przeciwko GDH C. difficile wedruja po membranie
na zasadzie dyfuzji biernej. Naniesienie kropli prébki badanej na pole testowe S
prowadzi do formowania si¢ na membranie immunokomplekséw przeciwciata
anty-GDH-znakowane przeciwcialo mobilne. Taki kompleks porusza sig sitami
kapilarnymi po membranie. W przypadku obecnosci
w badanym materiale dehydrogenazy (GDH) pochodzacej od C. difficile,
kompleks porusza sig¢ sitami kapilarnymi po membranie, gdzie zostaje
wychwycony przez unieruchomione przeciwciata w regionie testu (T), co z kolei
prowadzi do wytworzenia barwnej linii w obszarze T. Rezultat badania mozna
odczyta¢ po 10 minutach od naniesienia probki na studzienke startowa.

ODCZYNNIKI
Kasetka testowa zawiera nanoczasteczki anty-Clostridium GDH
nanoczgsteczki anty-Clostridium GDH optaszczone na membranie.

SRODKI OSTROZNOSCI

Wszystkie czynnosci zmierzajgce do otrzymania wyniku testu powinny byé
prowadzone zgodnie z dobrg praktykg laboratoryjng (GLP, ang. Good
Labolatory Practice)

Test stuzy jedynie do diagnostyki In vitro

Unikaj dotykania nitrocelulozowej powierzchni palcami

Stosuj $rodki ochrony osobistej: rekawiczki, okulary ochronne oraz fartuch
laboratoryjny

o Nie uzywaj kasetek testowych ani buforéw réznych serii

Test i odczynniki sg stabilne do daty waznosci podanej na opakowaniu. Nalezy
je przechowywac zgodnie z zaleceniami producenta.

Rekawiczki, materiat badany, probdéwki oraz test kasetkowy zutylizowaé
do pojemnikéw na odpady zakazne zgodnie z Dobrg Praktykg Laboratoryjng
Operator testu odpowiedzialny jest za proces utylizacji powstatych podczas
przeprowadzania testu odpadéw. Nalezy upewni¢ sig, czy wszystkie normy

oraz
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PRZECHOWYWANIE | STABILNOSC

Test, tylko w szczelnej firmowej saszetce, mozna przechowywa¢ w temp.
od 2°C do 30°C, czyli w lodéwce, badz w temperaturze pokojowej. Test jest stabilny
do daty waznosci umieszczonej na  opakowaniu. Nie zamraza¢!
Nie uzywaé po uptywie terminu waznos$ci (podany na saszetce).

ZBIORKA | PRZECHOWYWANIE MATERIALU

Probke katu nalezy podda¢ badaniu tak szybko jak to mozliwe. Jesli badanie nie
moze zosta¢ wykonane natychmiast, stolec moze by¢ przechowywany w temp. 2-
8°C przez 3 dni badz w -20 °C przez diugi okres czasu. Wyekstrahowane prébki w
buforze moga by¢ przechowywane przez tydzien w temp. 2-8°C
lub -20°C przez diugi okres czasu. Upewnij sig, ze prébki katu przeznaczone
do badania nie byty traktowane formaldehydem lub jego pochodnymi.

MATERIALY
Materiaty dostarczone

o kasetki testowe e probdwki ekstrakcyjne
z buforem ekstrakcyjnym
o ulotka informacyjna e zakraplacze

Materiaty potrzebne, lecz niedostarczone

e minutnik e pojemniki do

katu

pobierania

WYKONANIE TESTU

Przed przystapieniem do badania kasetke testowa, bufory, material badany
oraz probki kontrolne doprowadzi¢ do temperatury pokojowej (15-30°C).

1. Przygotowanie probki:

a) dla probek statych

Odkre¢ zakretke pojemnika z materiatem do badania, nastepnie pobierz materiat
z trzech przypadkowych miejsc, tak aby zebra¢ okoto 50mg katu (odpowiednik
Y. ziarenka groszku). Nie zgarniaj catej probki do badania

b) dla prébek katu w stanie ciektym

Trzymaj pipete Pasteura pionowo nad probkg katu, nastepnie pobierz materiat
do pipety, po czym przenie§ dwie petne krople (okoto 80uL) do probdwki
ekstrakcyjnej z buforem. Zakre¢ probéwke z buforem ekstrakcyjnym i przeniesionym
materiatem, po czym energicznie wytrzasaj w celu doktadnego wymieszania probki
z buforem. Pozostaw po wymieszaniu na dwie minuty.

2. Doprowadz kasetke testowg do temperatury pokojowej, nastgpnie wyjmij
ja z fabrycznej folii i przystgp do przeprowadzania badania tak szybko
jak to mozliwe.

3. Trzymaj proboéwke z materiatem badanym pionowo i odkre¢ zakretke, nastepnie
odwroé probowke i dodaj 3 petne krople wyekstrahowanej prébki (okoto 120pL)
do studzienki S kasetki testowej, po czym rozpocznij pomiar czasu. Unikaj
dodawania pecherzykéw powietrza na obszar nakrapiania probki. Patrz instrukcja
ponizej.

4. Odczytaj wynik po 10 minutach od dodania prébki na okienko S kasetki
testowej. Nie odczytuj wyniku po 20 minutach.

Uwaga: Jesli probka nie migruje po mieszaninie z powodu obecnosci czasteczek,
nalezy ja zwirowa¢ w proboéwce zawierajacej bufor ekstrakcyjny. Nastepnie nalezy
pobraé¢ 80uL supernatantu i przeprowadzi¢ badanie ponownie z wykorzystaniem
nowej kasetki.
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INTERPRETACJA WYNIKOW

DODATNI: Pojawiajg sie dwie barwne linie. Jedna barwna linia powinna
znajdowaé sie w strefie kontrolnej (C), natomiast druga w strefie testu (T).
Pozytywny wynik badania $wiadczy o obecnosci antygenéw dehydrogenazy
glutaminowej (GDH) C. difficile w badanej prébie.

UWAGI: Intensywno$¢ zabarwienia barwnej linii w strefie testu (T) zalezy
od stezenia antygenéw dehydrogenazy glutaminowej (GDH) C. difficile w prébce.
Dlatego tez, kazdy nawet barwny $lad w strefie testu powinien by¢ uznany za
wynik dodatni.

UJEMNY: Pojawita sie jedna barwna linia w obszarze kontrolnym (C).
W strefie testu nie obserwuje sig linii barwnej, co $wiadczy o braku antygenéw
dehydrogenazy glutaminowej (GDH) w badanej prébie lub ich obecnosci ponizej
poziomu wykrywania.

NIEWAZNY: Brak linii kontrolnej. Przyczyng moze byé niewystarczajgca
objetos¢ proébki lub nieprawidtowo przeprowadzony test. Gdy sytuacja sie
wydarzy, ponownie wykonaj procedure z wykorzystaniem nowej kasetki. Jezeli
problem sie powtarza, zaprzestan uzywania zestawu testowego i skontaktuj sie ze
swoim dystrybutorem.

UWAGI: W trakcie wysychania membrany moze wystapi¢ delikatny cien
w regionie T testu. Nie powinien on by¢ interpretowany jako wynik dodatni.

KONTROLA JAKOSCI

Kontrola procedury jest zawarta w samym tescie. Kolorowa linia pojawiajaca
sie w obszarze kontrolnym (C) stanowi wewnegtrzng kontrolg proceduralng.
Potwierdza ona, ze uzyto wystarczajgcej ilosci probki oraz ze procedure
przeprowadzono prawidtowo.

Probki kontrolne nie sg dostarczane w zestawie. Zaleca sie¢ wigczenie do serii
oznaczen dodatniej proby kontrolnej oraz ujemnej proby kontrolnej, jako zasade
dobrej praktyki laboratoryjnej, ktora weryfikuje poprawno$¢ wynikéw uzyskanych
w tescie.

OGRANICZENIA W WYKONANIU TESTU

1. Clostridium difficile GDH Rapid Test Cassette (Feces) jest testem jako$ciowym
i na jego podstawie niemozliwa jest ocena stezenia antygenéw obecnych w
badanym materiale. W celu postawienia prawidtowej diagnozy nalezy wzig¢ pod
uwage wyniki innych badan laboratoryjnych oraz stan kliniczny pacjenta.

2.Pozytywny wynik testu nie wyklucza mozliwosci wystepowania
patogenéw w badanym materiale

innych

CHARAKTERYSTYKA TESTU
Limit detekcji dla testu zostat okre$lony na podstawie rozpuszczenia
oczyszczonego GDH. Na tej podstawie stwierdzono, ze stezenie
wykrywanego biatka to 1ng/mL.
Czutos¢ - specyficznosé

Metoda Inny test Suma
Clostridium difficile Wynik Dodatni | Ujemny | wynikéw
GDH Rapid Test Dodatni 78 2 80
Cassette (Feces) Ujemny 1 119 120
Suma wynikéw 79 121 200

Wzglgdna czutos$¢: 98.7% (95%CI*: 93.1%~100%)
Wzgledna specyficzno$¢: 98.3% (95%ClI*: 94.2%~>99.8%)
Doktadno$¢: 98.5% (95%CI*: 95.7%~99.7%) * Przedziaty ufnosci

Precyzja wewnatrz serii i precyzja pomiedzy seriami

W celu okreslenia precyzji wewnatrz serii badaniu poddano bufor ekstrakcyjny
oraz kasetke testowa. Do badania wykorzystano prébke charakteryzujgca sie
obecnoscia antygenéw dehydrogenazy glutaminianowej (GDH) C. difficile,
a samo badanie przeprowadzono w warunkach eksperymentalnych 15 razy.
Po przeprowadzeniu badan uzyskano catkowita zgodno$¢ odczytu. Precyzja
pomigdzy seriami zostata okreslona na podstawie badania prébek dodatnich
i buforéw pochodzacych z trzech réznych serii produktu. Wszystkie probki zostaty
pozytywnie zidentyfikowane.

Reaktywnos¢ krzyzowa

Dokonano oceny reaktywnosci krzyzowej w tescie Clostridium difficile GDH Rapid
Test Cassette (Feces). Nie stwierdzono interferencji uzyskanych wynikéw dla
nastepujacych patogenéw zotgdkowo-jelitowych.
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Campylobacter coli

Salmonella enteriditis

Shigella dysenteriae

Campylobacter jejuni

Salmonella paratyphi

Shigella flexneri
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E. coli 0157:H7 Salmonella typhi Shigella sonneri 11:59:20 +01'00"
H. pylori Salmonella typhimurium | Staphylococcus aureus o
Listeria monocytogenes Shigella boydii Yersinia enterocolitica
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