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Proflow™ C. difficile Toxin A/B

KATALOGOVE CiSLO: PL.3002 (20 testii)

ZAMYSLENE POUZITI

Proflow™ C. difficile Toxin A/B je jednoduchy, rychly imunologicky test pro kvalitativni simultanni
detekci toxinu A a toxinu B ve vzorku stolice. Tento test se pouziva jako pomoc pii diagnostice
onemocnéni spojenych s C. difficile a vysledky testu by mély byt posuzovany ve spojeni s historii
pacienta. Test je urCen pouze pro diagnostické in-vitro pouziti.

SHRNUTI A VYSVETLENI

Clostridium difficile je anaerobni, G+ sporulujici ty¢inka. Ackoli je vétSina izolovanych kment
netoxikogennich, nékteré kmeny toxin produkovat mohou. Nejdilezitéj§imi toxiny je toxin A a toxin B.
Toxin A je enterotoxin a toxin B je cytotoxin. Tyto toxiny zpisobuji vodnaté prijmy a mohou zpusobit
pseudomembrandzni kolitidu za pritomnosti Sirokospektrych antibiotik a dalSich ¢inidel. Riziko vyskytu
se zvySuje s vékem, slabym imunitnim systémem a délkou hospitalizace. C. difficile produkuje spory,
které jsou velmi rezistentni a jsou schopny snadno ptezit v okolnim prostfedi. K pfenosu dochazi pfimym
kontaktem, kontaminovanyma rukama nebo piedméty. Jako takové je C. difficile nejbézngji
identifikovanou pfi¢inou nozokomialnich prijma u dospélych. Infekce C. difficile (CDI) jsou
klasifikovany ve dvou skupinach podle jejich sily: postantibioticky prijem a pseudomembrandzni kolitida
(PMC). PMC reprezentuje 7-9% CDI. PMC se obvykle na zaatku projevuje vodnatym prijmem
provazenym horeckou a bolesti v oblasti bficha. Pseudomembrandzni 1éze jsou pii endoskopickém
vySetieni viditelné. Mortalita zptisobena infekci C. difficile se pohybuje od 0,6 do 1,5%, ale muze
dosahnout az procentualni vyse 30-50%. V roce 1995 Rieggler a spol. zkoumali vliv kazdého toxinu na
lidské stfevo. Jejich publikovana data ukazuji, ze lidské sttevo je asi 10x citlivéjsi k poSkozeni vlivem
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kolitid.
V roce 2002 byl objeven epidemicky typ toxinu 11l NAP1/027 kmen, ktery produkuje vysoké hladiny
vétsinou virulentnich faktord toxinu A a toxinu B. Prace Lyrase a spol. pomohla zjisténi, ze toxin B, ne

toxin A, je zékladem virulence. Cytotoxicka schopnost toxinu B je diky jeho glykosylujicimu plisobeni na
RhoA.

PRINCIP TESTU

Proflow™ C. difficile Toxin A/B byl vyvinut jako rychly imunologicky test s lateralnim prutokem urceny
k detekci pfitomnosti antigenu toxinu A, a toxinu B ve vzorku Cerstvé, zmrazené a v médiu uchované
stolice.

Proflow™ C. difficile Toxin A/B obsahuje protilatky toxinu A a toxinu B nakoutované na linii v detekéni
oblasti nitrocelulézového prostoru testovaciho stripu a anti-species specifické protilatky koutované na
kontrolni linii v kontrolni oblasti. Protilatky anti-toxinu A a anti-toxinu B jsou také konjugovany
s cervenymi latexovymi Casticemi a usuSeny na inertnim skelném vlakné, které je vlozeno do testovaciho
stripu pod nitrocelulozovym prostorem. Toxin A a toxin B pfitomny ve vzorku se slucuje
s protilatkou/Cervenou ¢astici a vytvaii komplex. Diky migraci komplexu nitrocelul6zovym stripem
smérem nahoru dochdzi knavazani na protilatky v detekéni oblasti za vzniku viditelného
rizového/Cerveného pasku.
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Piebytecny konjugat zformuje druhy rdzovy/Cerveny pasek. V kontrolni oblasti testovaciho zafizeni.
Kontrolni linie by se méla objevit jako viditelny razovy/¢erveny pasek v kontrolni oblasti zafizeni vzdy,
aby indikovala, ze testovaci zafizeni funguje spravné.

DODAVANY MATERIAL
- PL.3201, testovaci zafizeni: 20 kust
- PL.3202, C. difficile Toxin A/B fedici pufr: 20 ml pufrovaného roztoku, ktery obsahuje smacedlo
a konzervacni prostiedky
- Navod k pouziti

POZADOVANY MATERIAL, KTERY NENI SOUCASTI KITU
- Stopky
- Testovaci zkumavka pro pfipravu vzorku
- Pipeta

STABILITA A SKLADOVANI

e Cinidla by méla byt uchovéavana pii teploté 2-30 °C az do data exspirace uvedeném na ititku.
Otevirejte az tésné pied pouzitim, protoze test je citlivy na vlhkost a teplo.
Nezmrazujte.
Soupravu nepouzivejte po datu exspirace.
Lahve je tfeba uzavirat po kazdém pouziti a uchovavat je spole¢né s ostatnimi komponentami
v krabici. Po prvnim otevieni je pufr stabilni az do data exspirace uvedeném na lahvi.

BEZPECNOSTNI OPATREN{

e Pouze pro in-vitro diagnostiku.

Pouze pro odborné, profesionalni pouziti.

Pted prvnim pouZitim je tfeba si pfecist navod k pouziti.

Testovaci zafizeni jsou uréena K jednorazovému pouziti, nepouZzivejte opakované.

Dodévana ¢inidla maji potfebnou pracovni koncentraci. Cinidla nefed’te.

Nezaménujte ¢inidla mezi jednotlivymi soupravami s riznymi Cisly SarZzi.

Nepouzivejte soupravu nebo ¢inidla po jejich datu exspirace.

Mikrobialni kontaminace ¢inidel mize snizit presnost testu.

Zachazejte s veskerym materialem jako s potencionalné infekénim, veSkery material likvidujte dle

mistnich nafizeni. Tekuty odpad by mél byt likvidovan 1% roztokem chlornanu sodného nebo dle

mistnich poZzadavki na likvidaci infekéniho materialu.

e Roztok fediciho pufru obsahuje < 1% azidu sodného. Azid sodny je toxicky po poZiti, vytvari
potencionalné vybusné smési médi a olova v kanaliza¢nim potrubi.

e Pokud dojde ke kontaktu ¢inidel s médi nebo olovem odpadni kanalizace, splachnéte odpad
Vv kanaliza¢nim potrubi velkym mnoZstvim vody, abyste zamezili tvorbé potencionalné vybusnych
smési.

e Pried testovanim vzorky nekoncentrujte.

e Vzorky stolice konzervované PVA (polyvinylalkohol) fixa¢nim prostfedkem nejsou pro provedeni
testu vhodné.
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SKLADOVANI A ODBER VZORKU
Pro Proflow™ C. difficile Toxin A/B test mohou byt pouzity vzorky odebrané pro rutinni vysetfeni.
Vzorky stolice by mély byt odebirany do €istych, tésnicich plastickych nddobek.

e Cerstva, nekonzervovana stolice by méla byt uchovavana pii 2-8 °C a testovana do 48 hodin od
chvile odbéru.

e Pokud cerstva stolice nebude do 48 hodin po odbéru otestovana, vzorky by mély byt uchovavany
pfi teploté -20 °C nebo teploté nizsi a testovany do 2 mésicti od chvile odbéru. Vyvarujte se
opakovanému zmrazeni - rozmrazeni vzorku.

e Vzorek stolice odebrany do Cary-Blair média by mél byt uchovan v chladni¢ce (2-8 °C) a
otestovan do 1 tydne od chvile odbéru nebo skladovan pii -20 °C nebo teploté nizsi a otestovan do
2 mésict od chvile odbéru. Vyvarujte se opakovanému zmrazeni - rozmrazeni vzorku.

e Vzorky stolice, které byly zakoncentrovany nebo oSetfeny fixaénim prostiedkem PV A, nejsou pro
provedeni tohoto testu vhodné.

PROTOKOL TESTU

1.
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Ujistéte se, ze C. difficile Toxin A/B fedici pufr ma pokojovou teplotu (15-30 °C). Pfed pouzitim
jemn¢ promichejte.

Ptiprava vzorku:

Vzorek stolice musi mit pfed testovanim pokojovou teplotu.

Vzorek promichejte.

Vyjméte pozadovany pocet testovacich zafizeni z jejich obald a polozte je na Cisty a rovny povrch.
Kazdé testovaci zatizeni oznacte ¢islem vzorku.

Oznacte take testovaci zkumavky a vlozZte je do stojanku na zkumavky.

Do kazdé zkumavky piidejte 0,750 ml C. difficile Toxin A/B fediciho pufru.

Pfidani vzorku:

Pokud je vzorek tekuty, pouzijte pipetu na jedno pouziti (Pasteurovu pipetu) a pieneste 50 pl vzorku
do zkumavky s pufrem. Pipetu drzte vertikaln¢ a pozadované mnozstvi vpustte do testovaci
zkumavky.

Pokud je vzorek husty, pridejte malé mnozstvi stolice (pfiblizné¢ o priméru 3 mm) do testovaci
zkumavky.

U vzork, které jsou uchovavany v Cary-Blair médiu nebo C&S transportnim médiu, pfidejte 100 pl
vzorku do testovaci zkumavky.

Pouzijte stejnou pipetu a vzorek promichejte s pufrem.

Pteneste 150 pul nafedéného vzorku do vstupni zditky pro vzorek na testovacim zafizeni. Pipetu drzte
vertikalné nad vstupni zditkou; opatrné pfidavejte pufrovany vzorek po kapkach. Cas testu méite od
této chvile.

10. Vysledky testu odecitejte okamzité¢ po ukonceni 15ti minutové inkubace. Vysledky neodecitejte po

15 minutach, mohou byt neptesné.

KONTROLA KVALITY

Doporucuje se pouzivat pozitivni i negativni kontrolu, abyste se ujistili, Ze test pracuje tak, jak je
predpokladéno.

Kontrolni linie (C) je proceduralni kontrola a dokazuje, Ze test funguje spravné; prutok je spravny, a ze
testovaci Cinidla pracuji tak, jak je predpokladano. Kdyz se na kontrolni linii objevi Cerveny/rizovy
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pasek, znamena to, Ze zafizeni pracuje spravné. Kontrolni linie se objevi u vSech validnich testd, at’ je
nebo neni vzorek reaktivni (viz vysledky testu a oddil interpretace). Na membrané se mize objevit
hnédava barva. Tato barva nema zadny vliv na odecitani testu.

INTERPRETACE VYSLEDKU

POZITIVNI

V okénku zafizeni se objevi dva riizové/Cervené pasky jakékoli intenzity; na detekcni linii a na kontrolni
linii. Toto indikuje reaktivni vysledek, ktery se interpretuje jako pozitivni na Toxin A/B

C. difficile.

NEGATIVNI

V okénku zafizeni se objevi jeden rizovy/Cerveny pasek jakékoli intenzity; na kontrolni linii. Na detek¢ni
linii neni Zadny pasek. Toto indikuje nereaktivni vysledek, ktery se interpretuje jako negativni na Toxin
A/B C. difficile.

Zobrazeni pozitivity Zobrazeni negativity
Kontrolni linie

Detekéni linie

O O

INVALIDNI
V okénku zafizeni se neobjevi rizovy/Cerveny pasek na kontrolni linii. Toto je invalidni vysledek a
nemuze byt interpretovan. Invalidni bez ohledu na to, zda se v okénku zafizeni objevi nebo neobjevi
rizovy/Cerveny pasek na detekéni linii. Pokud se vyskytne jedna ze situaci nize, test by mél byt opakovan
S novym testovacim zatizenim.

Kontrolni linie

Detekéni linie (—]

O

O
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LIMITACE PROCEDURY

1.

2.
3.
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Abyste obdrzeli ptesné vysledky, musi byt Proflow™ C. difficile Toxin A/B pouzivan dle instrukci
V tomto navodu k pouziti.

Pozitivni vysledek nevylucuje piitomnost dalsiho infek¢niho patogenu.

Negativni vysledek nevylucuje moznost piitomnosti toxinu A/B C. difficile a mize se stat, ze hladina
toxinu ve vzorku je pod detekovatelnou mezi testu. Korelace mezi mnoZzstvim toxinu ve vzorku a
klinickou pifitomnosti nebyla publikovana.

Proflow™ C. difficile Toxin A/B detekuje toxin A a toxin B ve vzorcich stolice. Test neni mozné
pouzivat k odvozeni vztahu mezi intenzitou specifickych viditelnych vazeb a vyskytem nebo silou
klinickych symptom1.

Ziskané vysledky jsou pouze pomtckou pii stanoveni diagnoézy. VSechny in vitro diagnostické testy
musi byt vzdy interpretovany kliniky v kombinaci s klinickym zhodnocenim, lékatskou historii
a/nebo dal$imi laboratornimi vysledky, aby byla stanovena spravna diagndza pacienta.

Pouzivejte pouze tekuté frakce vzorku; vyvarujte se jakymkoli velkym kusiim nerozpustné stolice.
Nadmérné mnozstvi ¢astecek muize zpisobit ucpani zdirky na vzorek.

Odecty vysledkt pfed nebo po uplynuti 15 minut mohou byt nespravné.

Spravny odbér vzorku a jeho zpracovani je zdkladem k dosazeni optimalni vykonnosti testu.

Vzorky stolice, které byly zakoncentrovany nebo oSetieny PVA fixaénim prostiedkem nejsou
vhodnymi vzorky pro provedeni tohoto testu.

PROVADECI CHARAKTERISTIKY

Vykonnost Proflow™ C. difficile Toxin A/B byla vyhodnocena na 282 reprospektivnich vzorcich stolice
v klinické laboratofi a u vyrobce.

Klinicka senzitivita a specificita

Senzitivita a specificita testu byla porovnana s komerén€ dostupnymi EIA testy na reprospektivnich
vzorcich, jak je uvedeno v nasledujici tabulce.

Proflow™ C. difficile Toxin A/B " C. difficile Toxin A/B EIA -
+ 112 1
- 15 154

Senzitivita: 88% (112/127) 95%Cl 81-93%
Specificita: 99% (153/154) 95%Cl 96-100%

POROVNANTI

Proflow™ C. difficile Toxin A/B byl porovnan skomeréné¢ dostupnymi imunologickymi testy
s lateralnim pratokem na 282 reprospektivnich vzorcich stolice. Procento shodnosti Proflow™

C. difficile Toxin A/B versus komer¢n¢ dostupné porovnavané zatizeni je nasledujici:

Proflow™ C. difficile Toxin A/B " Porovndvane zaflzenl
+ 105 7

- 12 158

Celkem 118 162

Celkova shoda: 93,3%
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Ocekavané vysledky
Analyticka senzitivita

Detek¢ni limit byl determinovan piidanim purifikovaného toxinu A a toxinu B Clostridium difficile
separatné do jak pufru, tak humannich vzorkl stolice. Vzorky byly nafedény v sérii a 5 replikatt
z kazdého fedéni bylo testovano Proflow™ C. difficile Toxin A/B testem, aby byla determinovana
koncentrace, kterou produkuje pozitivni vysledek. Detekéni limit 1 ng/ml pro toxin B a 20 ng/ml pro
toxin A byl potvrzen testovanim dalSich 20 replikati, kazdého pomoci Proflow™ C. difficile Toxin A/B

testu.

KRIiZOVA REAKCE

Nebyla pozorovana zadné kiiZova reakce ani u pozitivnich ani u negativnich vzorki, které obsahovaly

nasledujici organismy:
Adenovirus serotype 3
Adenovirus serotype 7
Adenovirus serotype 40
Bacillus cereus
Bacteroides fragilis
Candida albicans
Clostridium histolyticum
Clostridium methylpentosum
Clostridium paraputrificum
Clostridium orbiscindens
Clostridium spiroforme
Clostridium bifirmentans
Clostridium haemolyticum
Campylobacter coli
Enterococcus faecalis
Echovirus 20

Giardia lamblia

Klebsiella oxytoca
Pseudomonas aeruginosa
Shigella flexneri
Staphylococcus epidermidis
Yersinia bercovieri

Interferujici substance

Adenovirus serotype 5
Adenovirus serotype 41
Aeromonas hydrophila
Bacillus subtilis

Coxsackievirus
Clostridium novyi
Clostridium perfringens
Clostridium paraputrificum
Clostridium sordelli
Clostridium sporogenes
Clostridium chauvoei
Cryptosporidium parvum
Coronavirus OC43
Escherichia coli
Enterobacter cloacae
Helicobacter pylori
Proteus penneri

Serratia liquefaciens
Staphylococcus aureus
Vibrio cholera

Analytickd specificita testu byla determinovana ze vzorkli stolice, které obsahovaly potencionalné
interferujici substance v klinicky relevantnich koncentracich. Respektive do negativnich 1 pozitivnich
vzorkl byly pfidany smési v 1ékatsky relevantni davce (pfimeési). Veskeré obohacené vzorky, vcetné
neobohacenych (bez ptimési) pozitivnich a neobohacenych (bez piimési) negativnich vzorkd, byly
testovany napii¢ mnoha vzorky pomoci Proflow™ C. difficile Toxin A/B testu.

Testovany byly nasledujici ptimési:
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Humanni krev (5% v/v), Mucin (3,5% w/v), Tuk stolice (stearova kyselina 5% w/v), Pepto-bismol
(bizmut) (5% v/v), Imodium A-D (Loperamide HCI) (5% v/v), Kaopectate (attapulgit) (5% v/v),
Vancomycin (0.25% wi/v), Metronidazole (0.25%w/v), Siran barnaty (5%wi/v), Uhli¢itan vapenaty
(5%w/v). Neobjevila se zadna interference zadné ptimeési pii koncentracich uvedenych vyse. Interference
byla pozorovédna u humanni plné krve pti koncentraci vyssi nez 10% v/v. Pokud je pfitomna krev
Vv koncentraci vyssi nez 10% v/v, miize byt pozorovan vznik fale$Sné pozitivnich vysledk.

REPRODUKOVATELNOST

Test reprodukovatelnosti byl proveden na 6 slepych vzorcich (rtizné pozitivni a negativni vzorky) dvéma
pracovniky, dvakrat denn€, u kazdého pracovnika po dobu 5 dnti (60 replikaci). 100% vzorkt testovanych
na piitomnost C. difficile poskytlo o¢ekavané vysledky.
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