MEeXLAB

BIO-Clostridium

Prueba rapida para la deteccion cualitativa del antigeno Clostridium difficile Ag-

GDH+TA+TB en heces.

EN PRUEBAS PARA SU LABORATORIO

INDICACION DE USO

Bio-Clostridium, es un inmunoensayo cromatogréafico para la
deteccion cualitativa del antigeno Clostridium difficile Ag-
GDH+TA+TB en muestras de heces humanas.

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

Bio-Clostridium est4 lista para usarse, y se basa en la tecnologia
de membrana de oro coloidal, membrana de nitrocelulosa que se
sensibiliza con anticuerpos dirigidos contra el antigeno de
Clostridium difficile (GDH). La especificidad de la prueba esta
garantizada por un anticuerpo especifico contra Clostridium difficile
(GDH), que esta conjugado con el oro coloidal. Este conjugado se
seca sobre poliéster.

La muestra fecal debe diluirse en el buffer de extraccion que se
suministra en la muestra. Cuando la suspension fecal entra en
contacto con la tira, el conjugado solubilizado, migra con la
muestra por difusion pasiva, y el conjugado con el material de
muestra, entran en contacto con el anticuerpo anti-Clostridium
absorbido sobre la nitrocelulosa. Si la muestra contiene Clostridium
difficile (GDH), el complejo conjugado del antigeno, permanecera
unido al anti-Clostridium, y se desarrollara un reactivo manifestado
en una linea roja. La solucion continta migrando para encontrar un
segundo reactivo, que se une al conjugado de control de
migracion, produciendo asi, una linea de control roja que confirma
gue la prueba esté funcionando correctamente. El resultado es
visible en 10 minutos.

RESUMEN Y EXPLICACION DE LA PRUEBA

Clostridium difficile es una bacteria anaerdbica que actia como un
patégeno oportunista: crece en el intestino cuando la flora normal
ha sido alterada por el tratamiento con antibiticos?3. Las cepas
toxigenas de Clostridium difficile, causan infecciones de diarrea
leve a colitis pseudomembranosa, que potencialmente puede llevar
a la muerte®. La enfermedad es causada por dos toxinas
producidas por cepas toxigenas de Clostridium difficile: Toxina A
(enterotoxina que dafia el tejido) y Toxina B (citotoxina). Algunas
cepas producen Toxinas A y B, otras producen Unicamente Toxina
B. El papel potencial de una tercera toxina (binaria), en la
patogenicidad, ain se debate*. El uso de Glutamato
Deshidrogenasa (DHG), como marcador antigénico de la
proliferacion de Clostridium difficile, ha demostrado ser muy eficaz
debido a que todas las cepas producen una cantidad elevada de
esta enzima 5%. Clostridium difficile Ag-GDH + TA+TB en heces,
permite la deteccion especifica de GDH de Clostridium difficile en
muestras de heces. Las muestras con resultado positivo deberan
investigarse més para evaluar la toxigenicidad de la bacteria.

PRESENTACION

*10 Cassettes de prueba

*10 Tubos de recolecciéon de muestras con buffer de extraccién
« Ficha técnica

MATERIALES REQUERIDOS PERO NO PROVISTOS
*Contenedor de recoleccion de muestras
*Temporizador

ALMACENAJE Y ESTABILIDAD

1. El kit puede almacenarse a temperatura ambiente o refrigerado
(2-30° C).

2. La prueba es estable hasta la fecha de caducidad impresa en la
bolsa sellada.

3. La prueba debe permanecer en la bolsa sellada hasta su uso.
4. NO CONGELAR.

5. No utilizar después de la fecha de vencimiento.

RECOLECCION Y MANEJO DE LA MUESTRA

1. Las muestras deberan ser examinadas lo mas pronto posible.
En caso de ser necesario, las muestras podran ser
almacenadas durante 3 dias a una temperatura de entre 2-
8°C, o para periodos mas largos, a una temperatura de -20°C.

2. Las muestras de heces deben recogerse en un recipiente
limpio, seco e impermeable que no contenga detergentes,
conservantes ni medios de transporte.

3. Ponga los reactivos necesarios a temperatura ambiente antes
de usar.

INSTRUCCIONES DE USO

Permita que la prueba, muestra, buffer y/o los controles alcancen la

temperatura ambiente (15-30°C) antes de realizar la prueba.

1. Pararecolectar muestras fecales:

Para muestras solidas:

Desenrosque el tapon del tubo de recoleccion de muestra, e

introduzca el aplicador para muestra fecal en al menos 3 sitios

diferentes para recolectar aproximadamente 50 mg de heces

(equivalentes a 1/4 de un guisante). No excavar en la muestra de

heces.

Para muestras liquidas:

Sostenga el gotero verticalmente, aspirar las muestras fecales, y

luego transfiera 2 gotas (aproximadamente 80 uL) en el tubo de

recoleccion de muestra que contiene el buffer de extraccion.

2. Cierre el tap6n del tubo de recoleccion de muestra y agite
vigorosamente para mezclar la muestra y el buffer de
extraccion. Deje el tubo por 2 minutos.

3. Retire el cassette de prueba de la bolsa de aluminio y Gselo en
el plazo de una hora. Se obtendrdn mejores resultados si la
prueba se realiza inmediatamente después de abrir la bolsa
de aluminio.

4. Sostenga el tubo de recoleccion de muestras en posicion
vertical y abra la tapa en el tubo de recoleccion de muestras.
Invierta el tubo de recoleccién de muestras y transfiera 3 gotas
completas de la muestra extraida (aproximadamente 120 L)
al pocillo de la muestra (S) del cassette de prueba, luego inicie
el temporizador. Evite atrapar burbujas de aire en el pozo de
la muestra (S). Vea la ilustracién a continuacion.

5. Lea los resultados a los 10 minutos después de dispensar la
muestra. No lea los resultados después de 20 minutos.

Nota: Si la muestra no migra (presencia de particulas), centrifugue

la muestra extraida contenida en el vial del buffer de extraccion.

Recoja 80pL de sobrenadante, dispense en el pocillo de la muestra

(S) de un nuevo cassette de prueba y comience de nuevo

siguiendo las instrucciones mencionadas anteriormente.
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INTERPRETACION DE RESULTADOS

(Refiérase a la ilustracién)

POSITIVO:* Aparecen dos lineas de color. Una linea debe estar
en la regién de la linea de control (C) y otra linea en la region de la
linea de prueba (T).

*Nota: La intensidad del color en la region de la linea de prueba (T)
variara dependiendo de la concentracién de C. difficile presente en
la muestra. Por lo tanto, cualquier tono de color en la regién de la
linea de prueba (T) debe considerarse positivo.

NEGATIVO: Aparece una linea de color en la region de la linea
de control (C). No aparece ninguna linea en la region de la linea de
prueba (T).

INVALIDO: La linea de control no aparece (C). El volumen de
muestra insuficiente o las técnicas de procedimiento incorrectas
son las razones mas probables para la falla de la linea de control.
Revise el procedimiento y repita la prueba con un nuevo cassette.
Si el problema persiste, suspenda el uso del kit de prueba
inmediatamente y contacte a su distribuidor local.

Nota: en el proceso de secado, una sombra muy tenue puede
llegar aparecer en la posicién de la linea de prueba. No debe
considerarse como un resultado positivo.

CONTROL DE CALIDAD

Los controles internos de procedimiento estan incluidos en la
prueba. Una linea de color que aparece en la region de control (C)
es un control de procedimiento interno valido que confirma un
volumen de muestra suficiente y una técnica de procedimiento
correcta.

Los estandares de control no se suministran con este Kit; sin
embargo, se recomienda que los controles positivos y negativos se
prueben como una buena practica de laboratorio para confirmar el
procedimiento de la prueba y para verificar el rendimiento
adecuado de la prueba.

LIMITACIONES DE LA PRUEBA

1. Esta prueba es cualitativa, no se determina la cantidad de
antigenos presentes en la muestra. La presentacion clinica y
otros resultados de la prueba deben tomarse en cuenta para
establecer un diagnéstico.

2. Una prueba positiva no descarta la posibilidad de que otros
patégenos estén presentes.
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