TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®







TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
ENGLISH p. 3

A Rapid Membrane Enzyme Immunoassay for the Simultaneous Detection of Clostridium difficile
Glutamate Dehydrogenase Antigen and Toxins A and B in Fecal Specimens

Catalog No. T30525C (25 Tests) or T30550C (50 Tests)

ESPANOL pag. 9

Inmunoensayo enzimético rapido de membrana para la deteccion simultanea del antigeno glutamato
deshidrogenasa de Clostridium difficile y de toxinas A y B en muestras fecales

N.° de catalogo T30525C (25 ensayos) o T30550C (50 ensayos)

DEUTSCH s. 15

Ein Membranenzymimmunoassay-Schnelltest fiir den gleichzeitigen Nachweis des Clostridium
difficile-Antigens Glutamatdehydrogenase sowie Toxin A und B in Stuhlproben

Katalog-Nr. T30525C (25 Tests) bzw. T30550C (50 Tests)

FRANCAISE p. 21

Dosage immunoenzymatique membranaire rapide pour la détection simultanée de I’antigéne
glutamate déshydrogénase Clostridium difficile et des toxines A et B dans les échantillons de selles
Numéro de Catalogue T30525C (25 Tests) ou T30550C (50 Tests)

CESTINA str. 27

Rychla membranova enzymova imunoanalyza pro souc¢asnou detekci antigenu glutamat
dehydrogenéazy a toxinu A a B Clostridium difficile ve vzorcich stolice

Katalogové ¢islo T30525C (25 testy) nebo T30550C (50 testt)

DANSK s. 33

En hurtig membran-enzym-immunassay til samtidig pavisning af Clostridium difficile-antigenet
glutamatdehydrogenase samt toksin A og B i feecesprover

Katalog nr. T30525C (25 test) eller T30550C (50 test)

EAAHNIKA oe€A. 39

Mia Taxeia avéAuon evQUHIKOU avoooTTpoadIopIoHOU 08 HEUBPAVN YIa TNV TAUTOXPOVN QViXVEUCT) TOU
avTiyovou «yAouTtapikrig deaudpoyovdaang» Tou Clostridium difficile kai Twv Togiviov A kai B o€ deiypata
KOTTPAvWY

Ap. kataAdyou T30525C (25 avaAioeig) i T30550C (50 avaAuoeig)

MAGYAR 45. o.

Gyors membran enzim immunoassay a Clostridium difficile glutamat-dehidrogenaz antigén, valamint az

A és a B toxin egyidejii kimutatasra székletmintakban

Katalégussz.: T30525C (25 teszt) vagy T30550C (50 teszt)

ITALIANO p. 51

Un dosaggio immunoenzimatico rapido a membra per il rilevamento simultaneo dell’antigene
glutammato deidrogenasi e delle tossine A e B di Clostridium difficile in campioni fecali

N. di catalogo T30525C (25 test) o T30550C (50 test)

NEDERLANDS p. 57

Een snel membraanenzymimmuno-assay voor de gelijktijdige detectie van Clostridium difficile-
glutamaatdehydrogenase-antigen en de toxinen A en B in fecale monsters

Catalogusnr. T30525C (25 testen) of T30550C (50 testen)

NORSK s. 63

En hurtig membranenzymimmunanalyse for samtidig pavisning av Clostridium difficile
glutamatdehydrogenase-antigen og toksin A og B i avferingsprover

Katalognr. T30525C (25 tester) eller T30550C (50 tester)

SVENSKA sid. 69

En snabb immunoanalys av membranenzym fér samtidigt pavisande av Clostridium
difficileglutamatdehydrogenasantigen och toxinerna A och B i feacesprover
Katalognr. T30525C (25 tester) eller T30550C (50 tester)

TURKGCE syf. 75

Clostridium difficile Glutamat Dehidrojenazi Antijeni ile A ve B Toksinleri Saptamasi icin Hizli Bir
Membran Enzimi Bagisiklik Testi

Katalog No. T30525C (25 Test) ya da T30550C (50 Test)

PYCCKWUM c. 81

MeMBpaHHbBIN MMMYHODEPMEHTHBIN SKCMPECC-aHann3 Anst OAHOBPEMEHHOTO OGHAPYXEHWS aHTUreHOB
rnyTamataernaporeHassl 1 TokcuHoB A n B Clostridium difficile B npo6ax chekanuit

Ne no karanory: T30525C (25 Tectos) unu T30550C (50 TecToB)

PORTUGUES p. 87

Um Ensaio Imunoenzimatico Rapido de Membrana para a Detegao Simultanea de Clostridium difficile,
Antigeno glutamato desidrogenase e Toxinas A e B em Amostras Fecais Specimens

Catalogo N.° T30525C (25 Testes) ou T30550C (50 Testes)

U. S. Patents #5,965,375 and #8,343,726



TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

INTENDED USE

The TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® test is a rapid membrane enzyme immunoassay for
the simultaneous detection of Clostridium difficile glutamate dehydrogenase antigen and toxins A and B
in a single reaction well. The test detects C. difficile antigen, glutamate dehydrogenase, as a screen for
the presence of C. difficile and confirms the presence of toxigenic C. difficile by detecting toxins A and
B in fecal specimens from persons suspected of having C. difficile disease. The test is to be used as an
aid in the diagnosis of C. difficile disease. As with other C. difficile tests, results should be considered in
conjunction with the patient history.

EXPLANATION

After treatment with antibiotics, many patients develop gastrointestinal problems ranging from mild
diarrhea to severe pseudomembranous colitis. Many cases of the milder forms of gastrointestinal
illness and most cases of pseudomembranous colitis are caused by toxigenic strains of Clostridium
difficile (1). This organism is an opportunistic anaerobic bacterium that grows in the intestine once the
normal flora has been altered by the antibiotic. Toxigenic strains of C. difficile carry the genes encoding
the toxins while non-toxigenic strains do not carry the toxin genes. Disease onset is associated with
the toxins that are produced by the toxigenic organism. The clinical symptoms associated with the
disease are believed to be primarily due to toxin A, which is a tissue-damaging enterotoxin (2,3). C.
difficile also produces a second toxin, designated toxin B. Toxin B, which has been referred to as the
cytotoxin of the organism, is the toxin detected by the tissue culture assay currently used by many
laboratories. Toxigenic C. difficile strains produce both toxins, or only toxin B (4-7). The glutamate
dehydrogenase of C. difficile is a good antigen marker for the organism in feces because it is produced
in high amounts by all strains, toxigenic or non-toxigenic (8-10). The antigen can be detected in fecal
specimens by using the C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® test. A positive result in the test for the
glutamate dehydrogenase of C. difficile confirms the presence of this organism in a fecal specimen; a
negative result indicates the absence of the organism. A positive result in the test for toxins A and B
confirms the presence of toxigenic C. difficile.

PRINCIPLE OF THE TEST

The C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® test uses antibodies specific for glutamate dehydrogenase

and toxins A and B of C. difficile. The device contains a Reaction Window with three vertical lines of
immobilized antibodies. The antigen test line (“Ag”) contains antibodies against C. difficile glutamate
dehydrogenase. The control line (“C”) is a dotted line that contains anti-horseradish peroxidase (HRP)
antibodies. The toxins A and B test line (“Tox”) contains antibodies against C. difficile toxins A and

B. The Conjugate consists of antibodies to glutamate dehydrogenase and antibodies to toxins A and
B coupled to horseradish peroxidase. To perform the test, the sample is added to a tube containing a
mixture of Diluent and Conjugate. The diluted sample-conjugate mixture is added to the Sample Well
and the device is allowed to incubate at room temperature for 15 minutes. During the incubation, any
glutamate dehydrogenase and toxins A and B in the sample bind to the antibody-peroxidase conju-
gates. The antigen-antibody-conjugate complexes migrate through a filter pad to a membrane where
they are captured by the immobilized glutamate dehydrogenase-specific and toxins A and B-specific
antibodies in the lines. The Reaction Window is subsequently washed with Wash Buffer, followed by
the addition of Substrate. After a 10 minute incubation period, the “Ag” reaction is examined visually
for the appearance of a vertical blue line on the “Ag” side of the Reaction Window. A blue line indicates

a positive test. If the “Ag” is positive, then the “Tox” reaction should be examined visually for the ap-
pearance of a blue line on the “Tox” side of the Reaction Window. A blue line indicates a positive test.
A positive “C” reaction, indicated by a vertical dotted blue line under the “C” portion of the Reaction
Window, confirms that the test is working properly and the results are valid.

MATERIALS PROVIDED
Membrane Devices - each pouch contains 1 device

Diluent (22 mL per bottle) - Buffered protein solution with graduated
dropper assembly

WASHIREAG Wash Buffer (12 mL per bottle) — Buffered solution with graduated dropper assembly
Substrate (3.5 mL per bottle) — Solution containing tetramethylbenzidine

Conjugate (2.5 mL per bottle) - Mouse monoclonal antibody specific for glutamate de-
hydrogenase coupled to horseradish peroxidase and goat polyclonal antibodies specific
for toxins A and B coupled to horseradish peroxidase in a buffered protein solution

Disposable plastic transfer pipettes — graduated at 25 pL, 400 pL and 500 pL
For in vitro diagnostic use

MATERIALS AND EQUIPMENT REQUIRED BUT NOT PROVIDED
Small test tubes (e.g., plastic Eppendorf tubes or glass tubes)

Applicator sticks Timer Vortex mixer
Disposable gloves for handling fecal samples Pipettor and tips

SHELF LIFE AND STORAGE
The expiration date of the kit is given on the label. Expiration dates for each component are listed on the
individual labels. The kit should be stored between 2°C and 8°C.

PRECAUTIONS
1.

Reagents from different kits should not be mixed or interchanged. Do not use a kit past the
expiration date.

2. Each component in the kit should be inspected for any signs of leakage. Upon arrival, inspect the kit
to ensure that components are not frozen or warm to the touch due to improper shipping conditions.
3. Bring all components to ROOM TEMPERATURE BEFORE USE!
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10.
11.

13.
14.

15.

Caps, tips and dropper assemblies are color-coded; do NOT mix or interchange!

Do not freeze the reagents. The kit should be stored between 2°C and 8°C.

The pouch containing the Membrane Device should be at room temperature before opening. Keep
the membrane devices dry before use.

Use fecal specimens within 72 hours of collection to obtain optimal results. Specimens that are frozen
may lose activity due to freezing and thawing. If using frozen specimens, thaw at room temperature.
Hold reagent bottles vertically to dispense reagents to ensure consistent drop size and correct
volume.

Specimens and membrane devices should be handled and disposed of as potential biohazards after
use. Wear disposable gloves when doing the test.

Membrane devices cannot be reused.

The test has been optimized for sensitivity and specificity. Alterations of the specified procedure
and/or test conditions may affect the sensitivity and specificity of the test. Do not deviate from the
specified procedure.

Be attentive to the total assay time when testing more than one fecal specimen. Add Diluent first,
and then add the Conjugate to each tube of Diluent. Then add specimen to the tube of Diluent/
Conjugate. Thoroughly mix all of the diluted specimens, and transfer to the Membrane Device.
The 15-minute incubation step begins after the last diluted sample-conjugate mixture has been
transferred to the final Membrane Device.

If the Substrate reagent changes to a dark blue/violet color call technical services for replacement.
Fecal specimens may contain potentially infectious agents and should be handled at “Biosafety
Level 2” as recommended in the CDC/NIH Manual “Biosafety in Microbiological and Biomedical
Laboratories.”

All reagents are for in vitro diagnostic use only.

COLLECTION, HANDLING AND STORAGE OF FECAL SPECIMENS

Acceptable Sample Types

Fresh Fecal Specimens

Do Not Use

Fecal specimens in Formalin-based fixative
(e.g. sodium acetate formalin, 10% formalin,
merthiolate formalin)

o~

Standard collection and handling procedures used in-house for fecal specimens are appropriate.
Fecal specimens should be collected in clean, leak-proof containers.

Storing fecal specimens in the Diluent is NOT recommended.

Do not allow the fecal specimens to remain in the Diluent/Conjugate mixture for >24 hours.

SPECIMEN PREPARATION
1.

© N

Bring all reagents and the required number of devices to room temperature before use. It is
recommended to remove the reagents from the foam insert to reduce the time needed to warm to
room temperature.

Set up and label one small test tube for each specimen, and optional external controls as necessary.
Using the black graduated dropper assembly, add 750 pL (2 graduation from the tip) Diluent to
each tube for fecal specimens. For specimens in transport media such as Cary Blair or C&S,
add 650 pL of Diluent to the tube.

Sample Type Volume of Diluent

Fresh Fecal Specimens 750 pL (2 graduation from tip)
Frozen Fecal Specimens (frozen - . .
undiluted) 750 pL (2" graduation from tip)
150
Specimens in transport media (Cary . . 500
Blair, C&S) 650 pL (no graduation provided) [
External Controls (positive and " . .
negative) 750 pL (2™ graduation from tip) '
4. Add one drop of Conjugate (red capped bottle) to each tube.
5. Obtain one disposable plastic transfer pipette (supplied with the kit) for each sample - the pipettes

have raised graduations at 25 pL, 400 pL and 500 pL.

Gr:
. Fecal specimens in alcohol-based fixative (e.g.
Frozen Fecal Specimens .
polyvinyl alcohol)
Specimens in transport media (Cary Blair, C&S)
Sample Storage Acceptable length (
Temperature of storage COIments
2°C-8°C 72 hours Ideal specimens are less than 24 hours old 6.
Longer than Thaw at room temperature. Freezing and thaw-
Frozen < -10°C 9 ing multiple times may result in loss of specimen
72 hours - . N
activity due to toxin degradation.

d Transfer Pipette:

500 L 400 pL 254l

SN !

Mix all specimens thoroughly regardless of consistency- it is essential that the specimens
be evenly suspended before transferring.

Liquid/Semi-solid specimens - pipette 25 pL of specimen with a transfer pipette and dispense
into the Diluent/Conjugate mixture. Use the same transfer pipette to mix the diluted specimen.
Formed/Solid specimens — Care must be taken to add the correct amount of formed feces to
the sample mixture. Mix the specimen thoroughly using a wooden applicator stick and transfer
a small portion (approximately 2 mm diameter, the equivalent of 25 pL) of the specimen into the

Diluent/Conjugate mixture. Emulsify the specimen using the applicator stick.




Fecal specimens in Cary Blair or C&S transport media - pipette 100 pL (2 drops from transfer
pipette) of sample into the Diluent/Conjugate mixture.

Optional External Control Samples:

External Positive Control - add one drop of Positive Control (gray-capped bottle) into the Diluent/
Conjugate mixture.

External Negative Control - add 25 pL Diluent into the Diluent/Conjugate mixture.

NOTE: Transferring too little specimen, or failure to mix and completely suspend the specimen in the
Diluent/Conjugate mixture, may result in a false-negative test result. The addition of too much fecal
specimen may cause invalid results due to restricted sample flow.

TEST PROCEDURE

1.

Obtain one Membrane Device per specimen, and one device per optional external positive or
negative control as necessary. The foil bags containing the devices should be brought to room
temperature before opening. Use the device immediately after opening. Label each device
appropriately and orient it on a flat surface so the “C. DIFF COMPLETE” print is at the bottom of the
device, and the small Sample Well is located in the top right corner of the device.

Membrane Device Sample Well

Reaction Window

C. DIFF COMPLETE

Close each tube of diluted specimen and mix thoroughly. Proper mixing can be achieved by
vortexing or inverting the tube. Once a patient sample or Positive Control has been diluted in the
Diluent/Conjugate mixture, it may be incubated at room temperature for any period of time up to 24
hours prior to addition to the Membrane Device.

Using a new transfer pipette, transfer 500 pL of the diluted sample-conjugate mixture into the
Sample Well (smaller hole in the top right corner of the device) of a Membrane Device, making
certain to expel the liquid sample onto the wicking pad inside of the Membrane Device. When
loading the sample into the sample well, make sure that the tip of the transfer pipette is angled
towards the Reaction Window (larger hole in the middle of the device).

Incubate the device at room temperature for 15 minutes — the sample will wick through the device
and a wet area will spread across the Reaction Window.

NOTE FOR SAMPLES THAT FAIL TO MIGRATE:

Occasionally, a diluted sample fails to migrate properly and the Reaction Window does not fully
wet. If the Reaction Window does not appear to be completely wet within 5 minutes of adding the
sample to the Sample Well, then add 100 uL (4 drops) of Diluent to the Sample Well and wait an
additional 5 minutes (for a total of 20 minutes).

After the incubation, add 300 pL of Wash Buffer to the Reaction Window using the graduated
white dropper assembly. Allow the Wash Buffer to flow through the Reaction Window membrane
and be absorbed completely.

6.

Add 2 drops of Substrate (white-capped bottle) to the Reaction Window. Read and record results
visually after 10 minutes.

INTERPRETATION OF RESULTS

1.

Interpretation of the test is most reliable when the device is read immediately at the end of the 10
minute reaction period. Read the device at a normal working distance in a well-lit area. View with
a line of vision directly over the device.

Observe device for the appearance of blue dots in the middle of the Reaction Window representing
the internal positive control. The appearance of any control dot(s) represents a valid internal control.
The background may appear white to light blue in color. Observe device for the appearance of blue
lines on the “Ag” and “Tox” sides of the Reaction Window representing the test lines. The lines may
appear faint to dark in intensity.

Positive Antigen (“Ag”) Result: A positive antigen result may be interpreted at any time between
the addition of Substrate and the 10-minute read time. For a positive antigen result, the blue “Ag”
line and the dotted blue control line below “C” are visible (Figure 1a). The lines may appear faint
to dark in intensity. An obvious partial line is interpreted as a positive result. Do not interpret
membrane discoloration as a positive result. A positive result indicates the presence of C. difficile.
Positive Antigen and Toxin (“Tox”) Result: If the antigen result is positive (i.e., a blue “Ag” line
and a dotted blue control below “C” are visible), proceed to the interpretation of the toxin result.
A positive toxin result may be interpreted at any time between the addition of Substrate and the
10-minute read time. For a positive toxin result, a blue “Tox” line is visible (Figure 1b). The line
may appear faint to dark in intensity. An obvious partial line is interpreted as a positive result. Do
not interpret membrane discoloration as a positive result. A positive result indicates the presence
of C. difficile toxin.

Negative Result: A test cannot be interpreted as negative or invalid until 10 minutes following the
addition of Substrate. A single blue dotted line is visible in the middle of the Reaction Window,
below the “C” and no test lines are visible on the “Ag” side or the “Tox” side of the Reaction Window,
(Figure 1c). A negative result in the antigen portion indicates C. difficile antigen is either absent
in the specimen or is below the detection limit of the test. A negative result in the toxin portion
indicates C. difficile toxin is either absent in the specimen or is below the detection limit of the test.
Invalid Result: No lines are visible in the Reaction Window (Figure 1d). The test result is invalid
if a blue dotted line is not present below the “C” at the completion of the reaction period (Figures
1e, 1f, 1g).

Negative Antigen (“Ag”), Positive Toxin (“Tox”): A low percentage of specimens may test
negative for antigen but positive for toxin. These samples should be considered indeterminate and
retested using a fresh specimen (Figure 1h). If sample retests negative for antigen but positive for
toxin, report as positive toxin result.



FIGURE 1: C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® INTERPRETATION OF RESULTS
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QUALITY CONTROL

Internal: A dotted blue line must be visible in the middle of the Reaction Window, below the “C” on ev-
ery Membrane Device that is tested. The appearance of the blue control dots confirms that the sample
and reagents were added correctly, that the reagents were active at the time of performing the assay,
and that the sample migrated properly through the Membrane Device. It also confirms the reactivity of
the other reagents associated with the assay. A clear background in the result area is considered an
internal negative control. If the test has been performed correctly and reagents are working properly, the
background will be white to give a discernible result.

External: The reactivity of the C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® kit should be verified upon receipt
using the Positive Control and negative control (Diluent). The Positive Control is supplied with the kit
(gray-capped bottle). The Positive Control confirms the reactivity of the other reagents associated with
the assay, and is not intended to ensure precision at the analytical assay cut-off. Diluent is used for the
negative control. Additional tests can be performed with the controls to meet the requirements of local,
state and/or federal regulations and/or accrediting organizations.

LIMITATIONS

1. The C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® test is used to detect C. difficile antigen and toxin(s) in fecal
specimens. The test confirms the presence of toxin in feces and this information should be taken
under consideration by the physician in light of the clinical history and physical examination of the
patient. The C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®test will detect levels of toxin A at >0.63 ng/mL, toxin
B at >0.16 ng/mL, and glutamate dehydrogenase at >0.8 ng/mL.

2. Fecal specimens are extremely complex. Optimal results with the C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
test are obtained with specimens that are less than 24 hours old. Most undiluted specimens can
be stored between 2°C and 8°C for 72 hours before significant degradation of the toxin is noted. If
specimens are not assayed within this time period, they may be frozen and thawed. However, repeated
freezing and thawing may result in loss in the immunoreactivity of antigen and toxins A and B.

3. Some specimens may give weak reactions. This may be due to a number of factors such as the
presence of low levels of antigen and/or toxin, the presence of binding substances, or inactivating
enzymes in the feces. The lines may appear faint to dark in intensity. These specimens should be
reported as positive if any blue line, even a partial line is observed. An obvious partial blue line is
interpreted as a positive result

4. Fecal specimens preserved in 10% Formalin, merthiolate formalin, sodium acetate formalin, or
polyvinyl alcohol cannot be used.

5. The C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® test is qualitative. The intensity of the color should not be
interpreted quantitatively.

6. Some isolates of C. sordellii may react in the C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® test due to the
production of immunologically related toxins (1).

7. Colonization rates of up to 50% have been reported in infants. A high rate has also been reported
in cystic fibrosis patients (1,3). Results may appear positive in these groups, but should be viewed
in conjunction with the potential to be a colonized carrier.

8. The only non-C. difficile organism to react in the toxin portion of the C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® test was Clostridium sordellii VP 9048. This strain produces toxins HT and LT, which
are homologous to toxins A and B, respectively.

9. No data exists on the effects of colonic washes, barium enemas, laxatives, or bowel preparations on
the performance of the C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® test. All of these procedures can result in
extensive dilution or the presence of additives that may affect test performance.

EXPECTED VALUES

Clostridium difficile disease is primarily a nosocomial disease of elderly patients, and the frequency of
the disease is dependent on factors such as patient population, type of institution and epidemiology.
The reported incidence of C. difficile disease in patients with antibiotic-associated diarrhea may range
from 5 to 20%, and hospitals may experience rates lower or higher than this range. It is important to
consider any test results in conjunction with clinical symptoms because some healthy adults and large
numbers of healthy infants (up to 50%) will be positive for C. difficile toxin. In addition, C. difficile car-
riage rates of 22% to 32% have been reported in cystic fibrosis patients (1,3). In the studies conducted
for this device, using symptomatic patients, the incidence of toxins A and B was 12% and GDH was
18%. A positive result in the antigen portion of the C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® test confirms the
presence of C. difficile in a fecal specimen; a negative result indicates the absence of the organism. A
positive result in the toxin portion of the C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® confirms the presence of C.
difficile toxin in a fecal specimen; a negative result indicates the absence of toxin or insufficient levels of

toxin for detection.




PERFORMANCE CHARACTERISTICS
Clinical evaluation of the antigen portion of the C. DIFF QUIK CHEK COMPLETEP® test
The antigen portion of the C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® test was compared to bacterial culture.

Table 2. Summary of clinical performance comparing C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®test to

the tissue culture assay

Tissue Culture Tissue Culture

Specimens included in the evaluation were submitted to the clinical laboratories for routine testing. The n=1126 Positive Negative
bacterial culture test was performed according to in-house procedures. The results are shown in Table 1.
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 154 109
Table 1. Summary of clinical performance comparing C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE?® test to Antigen Line Positive
bacterial culture
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 2 861
n=1126 Bacterial Culture Antigen Line Negative
Negative
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® Clinical evaluation of the toxin portion of the C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE?® test
Antigen Line Positive 201 62 The toxin portion of the C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® test was compared to the tissue culture assay
at two clinical laboratories and in-house at TECHLAB®, Inc. Specimens included in the evaluation were
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 21 842 submitted to the clinical laboratories for routine testing. The results are shown in Table 3.
Antigen Line Negative
Table 3. Summary of clinical performance comparing C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® test to
tissue culture assay
o : o
BoleiConticencabinits Tissue Culture Tissue Culture
n=1126 . 8
Positive Negative
Sensitivity 90.5% 85.7-93.9
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 137 6
Specificity 93.1% 91.2-94.7 Antigen Line Positive
Predictive Positive Value 76.4% 70.7-81.3 C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
N N . 19 964
Antigen Line Negative
Predictive Negative Value 97.6% 96.2-98.4
Correlation 92.6% 91.8-93.4 95% Confidence Limits
Discrepant samples were evaluated using current ELISA tests for C. difficile glutamate dehydro- Sensitivity 87.8% 81.4-923
genase. s
Twenty-nine of the 62 false positive samples were positive by another GDH test, and were Specificity 99.4% 98.6 - 99.7
considered true positives. - .
Predictive Positive Val 95.89 90.7 - 98.3
Thirteen of the 21 false negative samples were negative by another GDH test, and were consid- recictive Fosttive Value %
ered true negatives. Predictive Negative Value 98.1% 96.9-98.8
The antigen portion of the C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® test was compared to the tissue culture
assay for the detection of C. difficile toxin. Specimens included in the evaluation were submitted to the Correlation 97.8% 97.6 - 98.0

clinical laboratories for routine testing. The results are shown in Table 2. The antigen portion of the C.
DIFF QUIK CHEK COMPLETE® test detected 98,7% of the tissue culture-positive samples.

Discrepant samples were evaluated using current ELISA tests for toxins A and B.

Five of the 6 false positive samples were positive by ELISA and were considered true positives.
Twelve of the 19 false negative samples were negative by ELISA and were considered true
negatives.

~



EFFECT OF FECAL SPECIMEN CONSISTENCY

Effect of fecal specimen consistency on the C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® test

The reaction of fecal specimens of varying consistencies in the antigen portion (n=978) and toxin portion
(n=981) of the C. DIFF QUIK CHEK COMPLETEP® test is shown in Tables 4 and 5. The percentages of
positive reactions using either culture assay or the C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® test were similar

in all three types of fecal specimens (liquid, semi-solid, and solid). All of the specimens were submitted
for C. difficile testing. The basis of the submission was the clinical history of the patient and not the
consistency of the specimen. In the antigen portion, the results show that the C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® test performed similarly to bacterial culture when testing samples of different consisten-
cies. In the toxin portion, the results show the C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® test performed similarly
to the tissue culture assay when testing samples of different consistencies.

Table 4.

Reaction of fecal specimens of varying consistencies in the antigen
portion of the C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® test

Number of specimens Liquid Specimens Semi-solid Solid Specimens
(n=978) (n = 335) Specimens (n = 522) (n=121)
Positive by bacterial culture 50 (17.6%) 110 21.1%) 19 (15.7%)
assay
C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® 72 (21.5%) 128 (24.5%) 25 (20.7%)

Antigen Line Positive

Negative by bacterial

276 (82.4%)
culture assay

412 (78.9%) 102 (84.3%)

C. DIFF QUIK CHEK

COMPLETE® 263 (78.5%) 394 (75.5%) 96 (79.3%)

Antigen Line Negative

Table 5.

Reaction of fecal specimens of varying consistencies in the toxin portion of the C.
DIFF QUIK CHEK COMPLETE® test

Number of specimens Liquid Specimens Semi-solid Solid Specimens
(n =981) (n = 336) Specimens (n = 523) (n=122)
Positive by tissue culture 43 (12.8%) 81 (15.5%) 8 (6.6%)
assay
C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® 42 (12.5%) 72 (13.8%) 7 (5.7%)

Toxin Line Positive

Negative by tissue culture

293 (87.2%)
assay

442 (84.5%) 114 (93.4%)

C. DIFF QUIK CHEK

COMPLETE® 294 (87.5%) 451 (86.2%) 115 (94.3%)

Toxin Line Negative

ANALYTICAL SENSITIVITY

The cutoff for the assay was established at concentrations of 0.63 ng/mL for toxin A, 0.16 ng/mL for
toxin B, and 0.8 ng/mL for glutamate dehydrogenase.

REPRODUCIBILITY

The reproducibility of the C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® test was determined using 12 fecal
specimens that were coded to prevent their identification during testing. Testing was performed at 3
independent laboratories, which tested the samples for 3 days. The samples produced the expected
results 100% of the time.

CROSS REACTIVITY

Fecal specimens inoculated with the following microorganisms to a final concentration of approximately
108 or higher organisms per mL did not react in the antigen or toxin portion of the C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® test:

Bacterium or Pathogen: Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacteroides fragilis,
Campylobacter coli, Campylobacter fetus, Campylobacter jejuni, Candida albicans, Clostridium
butyricum, Clostridium clostridiforme, Clostridium haemolyticum, Clostridium histolyticum, Clostridium
novyi, Clostridium perfringens, Clostridium septicum, Clostridium sordellii (nontoxigenic), Clostridi-

um sporogenes, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis, Escherichia

coli EIEC, Escherichia coli, Escherichia coli O157:H7, Escherichia coli ETEC, Klebsiella pneumoniae,
Peptostreptococcus anaerobius, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium,
Serratia liquifaciens, Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus aureus (Cowans), Staphylococcus epidermidis, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus,
Yersinia enterocolitica

The only non-C. difficile organism to react in the toxin portion of the C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
test was Clostridium sordellii VPI 9048. This strain produces toxins HT and LT, which are homologous to
toxins A and B, respectively.

The following viruses of 10%3 to 10825 TCID units per 0.2 mL did not react in the C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® test:

Viruses: Adenovirus types 1, 2, 3, 5, 40, 41, Human coronavirus, Coxsackievirus B2, B3, B4, B5, Echovi-
rus 9, 11, 18, 22, 33, Enterovirus type 68, 69, 70, 71, Rotavirus.

INTERFERING SUBSTANCES

The following substances (U.S. formulation) had no effect on test results when present in feces in the
concentrations indicated: mucin (3.5% w/v), human blood (40% v/v), barium sulfate (5% w/v), Imodium®
(5% v/v), Kaopectate® (5% v/v), Pepto-Bismol® (5% v/v), steric/palmitic acid (40% w/v), Metronidazole
(0.25% w/v), Vancomycin (0.25% w/v).

REACTION OF CLINICAL ISOLATES OBTAINED ON CYCLOSERINE-
CEFOXITIN-FRUCTOSE AGAR (CCFA)

A total of 103 C. difficile clinical isolates, obtained by anaerobic bacterial culture on CCFA after 3 days
at 37°C, were tested in the C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® test. For the analysis, individual colonies
were picked and suspended in Diluent as recommended for fecal specimens. All 103 isolates gave a
positive antigen reaction in the test.

Seventy of the 103 isolates (68%) were from fecal specimens that were positive for C. difficile toxin by
tissue culture assay. Of these, 56 (80%) gave a positive toxin reaction when screened following anaero-

bic growth on CCFA for 3 days at 37°C.




TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

USO PREVISTO

El test TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® es un enzimoinmunoensayo rapido de membrana
para la deteccion simultanea del antigeno glutamato deshidrogenasa de Clostridium difficile y de toxinas
A'y B en un mismo pocillo de reaccion. El test detecta el antigeno de C. difficile, la glutamato deshidro-
genasa, como criba para detectar la presencia de C. difficile y confirma la presencia de C. difficile toxi-
génica a través de la deteccion de las toxinas A y B en muestras fecales de personas sospechosas de
padecer una enfermedad causada por C. difficile. El test debe utilizarse como ayuda para el diagnostico
de la enfermedad causada por C. difficile. Como ocurre con otros tests para C. difficile, los resultados
deben evaluarse siempre junto con los antecedentes del paciente.

FUNDAMENTO

Después del tratamiento con antibiéticos, muchos pacientes sufren problemas gastrointestinales que
varian entre la diarrea leve y la colitis pseudomembranosa grave. Gran parte de los casos mas leves de
enfermedad gastrointestinal y la mayoria de los casos de colitis pseudomembranosa estan causados
por cepas toxigénicas de Clostridium difficile (1). Este microorganismo es una bacteria anaerobia
oportunista que crece en el intestino cuando la flora normal es alterada por un antibiético. Las cepas
toxigénicas de C. difficile son portadoras de los genes que codifican las toxinas mientras que las cepas
no toxigénicas no contienen estos genes de toxinas. La aparicion de la enfermedad esta asociada a las
toxinas producidas por el microorganismo toxigénico. Se cree que los sintomas clinicos asociados a

la enfermedad estan causados principalmente por la toxina A, una enterotoxina que lesiona los tejidos
(2,3). C. difficile también produce una segunda toxina, denominada toxina B. La toxina B, mencionada
como la citotoxina del microorganismo, se detecta mediante los andlisis de cultivos tisulares que se
utilizan actualmente en numerosos laboratorios. Las cepas toxigénicas de C. difficile producen ambas
toxinas o sélo la toxina B (4-7). La glutamato deshidrogenasa de C. difficile es un buen marcador
antigénico del microorganismo en las heces, porque lo producen en grandes cantidades tanto las cepas
toxigénicas como las no toxigénicas (8-10). El antigeno puede detectarse en las muestras fecales con
el test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®. Un resultado positivo del test para la glutamato deshidroge-
nasa de C. difficile confirma la presencia de este microorganismo en una muestra fecal, mientras que un
resultado negativo indica la ausencia del microorganismo. A su vez, un resultado positivo en el ensayo
para las toxinas A y B confirma la presencia de C. difficile toxigénica.

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

El test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® utiliza anticuerpos especificos frente a la glutamato deshidro-
genasa y las toxinas Ay B de C. difficile. El dispositivo contiene una ventana de reaccién con tres lineas
verticales con anticuerpos inmovilizados. La linea de antigeno (“Ag”) del test contiene anticuerpos
frente a la glutamato deshidrogenasa de C. difficile. La linea de control (“C”) es una linea de puntos que
contiene anticuerpos anti-peroxidasa de rabano picante (HRP). La linea de toxinas Ay B (“Tox”) del

test contiene anticuerpos frente a las toxinas Ay B de C. difficile. El conjugado consiste en anticuerpos
frente a la glutamato deshidrogenasa y anticuerpos frente a las toxinas A y B unidos a la peroxidasa

de rébano. Para realizar el test, la muestra se afiade a un tubo que contiene una mezcla de diluyente

y conjugado. La mezcla muestra-conjugado diluida se afiade al pocillo de muestra y el dispositivo se
incuba a temperatura ambiente durante 15 minutos. Durante la incubacién, cualquier cantidad de gluta-
mato deshidrogenasa y de toxinas A y B presente en la muestra se une a los conjugados anticuerpo-pe-
roxidasa. Los complejos antigeno-anticuerpo-conjugado migran a través de un filtro almohadillado

a una membrana donde los captan los anticuerpos especificos de la glutamato deshidrogenasa y las
toxinas Ay B inmovilizados en las lineas. A continuacion, se lava la ventana de reaccion con tampon

de lavado, seguido por la adicion de sustrato. Tras una incubacién de 10 minutos, se comprueba
visualmente en la reaccion “Ag” la aparicion de una linea azul vertical en el lado “Ag” de la ventana de
reaccion. La presencia de una linea azul indica un resultado positivo. Si el “Ag” es positivo, entonces

debe comprobarse visualmente en la reaccion “Tox” si aparece una linea azul en el lado “Tox” de la
ventana de reaccion. La presencia de una linea azul indica un resultado positivo. Una reaccion positiva
“C”, indicada por una linea azul de puntos vertical bajo la parte “C” de la ventana de reaccidn confirma
que el test funciona adecuadamente y que los resultados son validos.

MATERIALES SUMINISTRADOS
Dispositivos de membrana - cada bolsa contiene 1 dispositivo

- Diluyente (22 ml por frasco) — Solucién tamponada proteinica con cuentagotas
graduado

_ Tampon de lavado (12 ml por frasco) — Solucién tamponada con cuentagotas
graduado

DIL
\WASH|REAG
SUBS|REAG| Sustrato (3,5 ml por frasco) - Solucion con tetrametilbenzidina

_ Conjugado (2,5 ml por frasco) — Anticuerpo monoclonal de ratén especifico para la
glutamato deshidrogenasa unida a peroxidasa de rabano picante y anticuerpos poli-
clonales de cabra especificos para las toxinas Ay B unidos a peroxidasa de rabano

picante en una solucién tamponada proteinica

CONTROL Control positivo (2 ml) - Antigeno en una solucién tamponada proteinica

Pipetas de plastico desechables — graduadas a 25 pL, 400 pL y 500 pL
@ Para uso diagnéstico in vitro

MATERIALES Y EQUIPAMIENTO NECESARIOS NO SUMINISTRADOS

Tubos de ensayo pequefios (p. €j., tubos de pldstico Eppendorf o tubos de vidrio)

Varillas aplicadoras Crondmetro  Mezclador de tipo vortex
Guantes desechables para manipular las muestras fecales  Pipeta y puntas de pipeta

PERIODO DE VALIDEZ Y CONSERVACION

La fecha de caducidad del kit se indica en la etiqueta. Las fechas de caducidad de los componentes se
indican en sus correspondientes etiquetas. El kit debe conservarse a una temperatura entre 2 °C y 8 °C.

PRECAUCIONES

1. No deben mezclarse ni intercambiarse reactivos de kits diferentes. No utilice los kits después de
la fecha de caducidad.

2. Cada componente del kit debe inspeccionarse por cualquier posible signo de fugas. A su
recepcion, se inspeccionara el kit para comprobar que los componentes no estan congelados ni
calientes al tacto debido a condiciones de envio inadecuadas.

3. ANTES DEL USO, deje que todos los componentes alcancen la TEMPERATURA AMBIENTE.



4. Los tapones, las puntas y los cuentagotas estéan codificados con colores y NO deben mezclarse. 1. Los procedimientos internos estandar de recogida y manipulacion de las muestras fecales son
5. No congele los reactivos. El kit debe conservarse a una temperatura entre 2 °C y 8 °C. adecuados.
6. La bolsa que contiene el dispositivo de membrana debe estar a temperatura ambiente antes de 2. Las muestras fecales deben recogerse en recipientes limpios, a prueba de fugas.
abrirse. Mantenga secos los dispositivos de membrana antes de su uso. 3. NO se recomienda conservar las muestras fecales en el Diluyente.
7.  Para obtener unos resultados 6ptimos las muestras fecales deben analizarse en un plazo no 4. No permita que las muestras fecales permanezcan en la mezcla de diluyente/conjugado durante
superior a 72 horas desde su recogida. Las muestras congeladas pueden perder su actividad mas de 24 horas.
como consecuencia de los procesos de congelacion y descongelacion. Si se utilizan muestras
congeladas, descongele a temperatura ambiente. PREPARAC|0N DE LAS MUESTRAS
8.  Cuando afnada los regctivos, sujete los frasco_s de los reactivos en posicion vertical con el fin de Espere hasta que todos los reactivos y el nimero de dispositivos que sean necesarios se encuentren
asegurar que el tamario de las gotas sea consistente y que el volumen sea correcto. a temperatura ambiente antes de su uso. Se recomienda retirar los reactivos de Ia tira de espuma para
9.  Las muestras y los dispositivos de membrana deben manipularse y eliminarse después del uso reducir el tiempo necesario para calentarlos a temperatura ambiente.
como materiales biologicos potencialmente peligrosos. Utilice guantes desechables para realizar 2. Asigne e identifique un tubo de ensayo pequefio para cada muestra asi como controles externos
la prueba. - opcionales segun sea necesario.
10.  Los dispositivos de membrana no pueden volver a utilizarse. o _ 3. Anada 750 pl de diluyente (2° graduacién desde la punta) a cada tubo de muestras fecales utilizando
11. La prueba se ha optimizado para mejorar la sensibilidad y la especificidad. Las alteraciones del el cuentagotas graduado negro. En el caso de muestras en medios de transporte como Cary
procedimiento especificado y/o de las condiciones de la prueba pueden afectar a su sensibilidad y Blair o C&S, anada 650 pl de diluyente al tubo.
especificidad. No se desvie del procedimiento especificado.
12. Preste atencion al tiempo total del andlisis cuando realice la prueba con mas de una muestra

fecal. Afada primero el diluyente y a continuacion afiada el conjugado a cada tubo de diluyente.
Después afiada la muestra al tubo de diluyente/conjugado. Mezcle bien todas las muestras diluidas
y, a continuacion, transfiéralas al dispositivo de membrana. El paso de incubacion de 15 minutos
comienza después de que se haya transferido la ultima mezcla de muestra-conjugado diluida al Muestras fecales congeladas (conge- . ”
Dispositivo de membrana final. ladas sin diluir) 9 (cong 750 pl (2" graduacion desde la punta)

13. Si el reactivo del sustrato adquiere un color azul oscuro/violeta, avise al Servicio técnico para su 120
sustitucion. Muestras en medios de transporte . . " o

14. Las muestras fecales pueden contener agentes potencialmente infecciosos y deben manejarse en (Cary Blair, C&S) P 650 pl (no se suministra ninguna graduacion) .
un “Nivel de Bioseguridad 2”, tal como se recomienda en el Manual de los CDC/NIH, “Bioseguridad
en Laboratorios Microbioldgicos y Biomédicos”.

Muestras fecales recientes 750 pl (2° graduacion desde la punta)

Controles externos (positivos y

2

del almacenamiento

Temperatura

°C-8°C 72 horas Las muestras perfectas tienen menos de 24 horas

Congelado a <-10°C

Descongelar a temperatura ambiente. La realiza-
cién de multiples ciclos de congelacion y descon-

Mas de 72 horas gelacién puede provocar la pérdida de actividad de

la muestra debida a la degradacion de la toxina.

15.  Todos los reactivos son exclusivamente para uso diagnéstico in vitro. negativos) 750 pl (2" graduacion desde la punta) '
RECOGIDA, MANIPULACION Y ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS FECALES 4. Anada una gota de conjugado (frasco con tapon rojo) a cada tubo. .
5. Utilice una pipeta de plastico desechable (suministrada con el kit) para cada muestra - las pipetas
Tipos de muestra aceptables tienen graduaciones a 25 pl, 400 pl'y 500 pl.
Muestras fecales con fijacion basada en formol (p.
Muestras fecales recientes ej., formol acetato sodico, formol al 10%, formol |
mertiolato) Pipeta graduada:
Muestras fecales en fijacién basada en alcohol (p.
Muestras fecales congeladas ej., alcohol polivinilico) 500yl 400 pl 25l
Muestras en medios de transporte (Cary ‘ ‘ ‘
Blair, C&S)
( | | | | |
Almacenamiento s
de la muestra Duraci6n aceptable Comentarios 6. Mezcle bien todas las muestras independientemente de su consistencia ya que es muy

importante obtener una suspensiéon homogénea de las muestras antes de transferirlas.
Muestras liquidas/semisélidas — Pipetee 25 pl de muestra con una pipeta (aqui hemos borrado el
paréntesis) y afiddala a la mezcla de diluyente/conjugado. Utilice la misma pipeta para mezclar la
muestra diluida.

Muestras formadas/sélidas - Es preciso tener cuidado para afiadir el volumen correcto de heces
formadas a la mezcla de muestra. Mezcle bien la muestra con una varilla aplicadora de madera y
transfiera una parte pequefa (aproximadamente de 2 mm de diametro, el equivalente de 25 pl) de
la muestra a la mezcla de diluyente/conjugado. Emulsione la muestra con la varilla aplicadora.




Muestras fecales en medios de transporte Cary Blair o C&S - Pipetee 100 pl (2 gotas de la pipeta)
de muestra a la mezcla de diluyente/conjugado.

Muestras opcionales de control externo:

Control positivo externo - Aflada una gota de control positivo (frasco con tapén gris) a la mezcla
de diiluyente/conjugado.

Control negativo externo - Aiada 25 uL de diluyente a la mezcla de diluyente/conjugado.

NOTA: Si se transfiere una cantidad muy reducida de muestra o si no se mezcla y se suspende completa-
mente la muestra en la mezcla de diluyente/conjugado puede obtenerse un resultado falso negativo en la
prueba. Si se afiade una cantidad excesiva de heces, pueden obtenerse resultados no validos debido al

reducido flujo de la muestra.

PROCEDIMIENTO DEL TEST

1.

Obtenga un dispositivo de membrana por muestra y un dispositivo para el control positivo o
negativo externo opcional, segiin sea necesario. Las bolsas de papel de aluminio que contienen
los dispositivos deben estar a temperatura ambiente antes de proceder a su apertura. Utilice el
dispositivo inmediatamente después de abrir. Identifique los dispositivos de forma apropiada y
oriéntelos en una superficie plana de forma que la inscripcion “C. DIFF COMPLETE” del dlsposmvo
se encuentre en el fondo del mismo y el pocillo de muestra pequefio se encuentre en la esquina
superior derecha del dispositivo.

Dispositivo de membrana Pocillo de muestra

Tox

C. DIFF COMPLETE

Cierre cada tubo de muestra diluida y mézclelo bien. Mezcle adecuadamente con voértex o
invirtiendo el tubo. Una vez diluida la muestra de paciente o el control positivo en la mezcla de
diluyente/conjugado, esta puede incubarse a temperatura ambiente durante cualquier periodo
de tiempo hasta 24 horas antes de la adicion al dispositivo de membrana.

Utilice una nueva pipeta, transfiera 500 pl de la mezcla de muestra-conjugado diluida al pocillo de
muestra (orificio mas pequefo en la esquina superior derecha del dispositivo) de un dispositivo de
membrana y asegurese de que expulsa la muestra liquida en la aimohadilla de absorcion del interior
del dispositivo de membrana. Cuando cargue la muestra en el pocillo, compruebe que la punta de
la pipeta esta angulada hacia la ventana de reaccioén (orificio mayor en el centro del dispositivo). .
Incube el dispositivo a temperatura ambiente durante 15 minutos — la muestra se absorberé a través
del dispositivo y el area hUmeda se extendera en la ventana de reaccion.

NOTA PARA LAS MUESTRAS QUE NO MIGRAN:

Ocasionalmente, una muestra diluida no migra adecuadamente y la ventana de reaccion no se hume-
dece completamente. Si la ventana de reaccion no aparece completamente himeda en el plazo de 5
minutos después de afadir la muestra al pocillo, afiada 100 ul (4 gotas) de diluyente al pocillo y espere
otros 5 minutos (para un total de 20 minutos).

Después de la incubacion, afiada 300 pl de solucién de tampdn de lavado a la ventana de reaccion
utilizando el cuentagotas blanco graduado. Deje que la solucidn de lavado penetre en la membrana
de la ventana de reaccion y se absorba completamente.

6. Anada 2 gotas de sustrato (frasco con tapén blanco) a la ventana de reaccion. Lea y anote los
resultados observados después de 10 minutos.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

La interpretacion del test es mas fiable cuando se lee el dispositivo inmediatamente después del
periodo de reaccion de 10 minutos. Lea el dispositivo a una distancia normal en una zona bien
iluminada. Dirija la mirada a la linea de vision situada directamente sobre el dispositivo.

2. Observe la aparicion de puntos azules en el centro de la ventana de reaccion que representa el
control positivo interno. La presencia de cualquier punto de control representa un control interno
vélido. Elfondo puede mostrarse de color blanco a azul claro. Observe la aparicion en el dispositivo
de lineas azules en los lados “Ag” y Tox” de la ventana de reaccion que representan las lineas de
test. El color de las lineas puede ser débil o intenso.

3. Resultado positivo de antigeno (“Ag”): Un resultado positivo de antigeno puede interpretarse
en cualquier momento entre la adicion del sustrato y el tiempo de lectura de 10 minutos. Para que
un resultado de antigeno sea positivo deben ser visibles la linea azul “Ag” y la linea de control de
puntos azules debajo de “C” (Figura 1a). El color de las lineas puede ser débil o intenso. Una linea
parcialmente visible se interpreta como un resultado positivo. No interprete la decoloracion de la
membrana como un resultado positivo. Un resultado positivo indica la presencia de C. difficile.

4. Resultado positivo de antigeno y toxina (“Tox”): Si el resultado de antigeno es positivo (es
decir, estan visibles la linea azul “Ag” y la linea de control de puntos azules debajo de “C”), pase
a interpretar el resultado de la toxina. Un resultado positivo para la toxina puede interpretarse en
cualquier momento entre la adiciéon del sustrato y el tiempo de lectura de 10 minutos. En caso de
resultado positivo de toxina resulta visible una linea azul “Tox” (Figura 1b). La linea puede tener una
intensidad débil o intensa. Una linea parcialmente visible se interpreta como un resultado positivo.
No interprete la decoloracién de la membrana como un resultado positivo. Un resultado positivo
indica la presencia de las toxinas de C. difficile.

5. Resultado negativo: Un test no puede interpretarse como negativo o no valido hasta 10 minutos
después de la adicion del sustrato. Se observa una Unica linea azul de puntos en el centro de la
ventana de reaccion, debajo de “C” y no hay lineas de test visibles en el lado “Ag” o en el lado “Tox”
de la ventana de reaccion (Figura 1d). Un resultado negativo en la parte de antigeno indica que
el antigeno de C. difficile esta ausente en la muestra o esté por debajo del limite de deteccién del
test. Un resultado negativo en la parte de toxina indica que la toxina de C. difficile esta ausente en
la muestra o esta por debajo del limite de deteccion del test.

6. Resultado no valido: No hay lineas visibles en la ventana de reaccion (Figura 1d). El resultado
del test no es valido si no se encuentra presente una linea de de puntos azules debajo de “C” al
terminar el periodo de reaccion (Figuras 1e, 1f, 1g).

7. Antigeno (“Ag”) negativo, toxina (“Tox”) positiva: Un reducido porcentaje de muestras pueden
dar resultado negativo para el antigeno pero positivo para la toxina. Estas muestras deberan ser
consideradas como indeterminadas y analizadas de nuevo utilizando una muestra fresca (Figura
1h). Si el nuevo andlisis da negativo para antigeno pero positivo para toxina, clasifiquelo como un
resultado positivo para toxina.




FIGURA 1: INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DE C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
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CONTROL DE CALIDAD

Interno: Debe observarse una linea azul de puntos en el centro de la ventana de reaccion, debajo de
“C” en cada dispositivo de membrana que se estudie. La aparicion de los puntos azules de control
confirma que se han afiadido correctamente la muestra y los reactivos, que los reactivos estaban
activos durante la realizacion del andlisis y que la mezcla ha migrado adecuadamente a través del
dispositivo de membrana. Confirma también la reactividad de los otros reactivos asociados al ensa-
yo. Un fondo transparente en el area de resultados se considera como un control negativo interno.
Si el test se ha realizado adecuadamente y los reactivos funcionan correctamente, el fondo sera
blanco para dar un resultado apreciable.

Externo: La reactividad del kit C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® debe comprobarse al recibir el kit
usando el Control positivo y el control negativo (Diluyente). El control positivo se suministra con el kit
(frasco con tapon gris). El control positivo se utiliza para verificar la reactividad de los demas reacti-
vos del ensayo y su objetivo no es asegurar la precisién del punto de corte del ensayo. El Diluyente
se utiliza para el control negativo. Pueden realizarse tests adicionales con los controles para cumplir
los requisitos administrativos locales, regionales o federales y los de los organismos de acreditacion.

LIMITACIONES

1. El test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® se utiliza para detectar el antigeno y la(s) toxina(s) de C.
difficile en muestras fecales. El test confirma la presencia de toxinas en heces y esta informacion
debera ser analizada por el médico junto con la anamnesis y la exploracion fisica del paciente. El test
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® detecta niveles de la toxina A a >0,63 ng/ml, de la toxina B a >0,16
ng/mly de la glutamato deshidrogenasa a >0,8 ng/ml.

2. Las muestras fecales son muy complejas. Los resultados 6ptimos en el test C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® se obtienen con muestras recogidas en las 24 horas previas. La mayoria de las
muestras no diluidas pueden conservarse entre 2 y 8 °C durante 72 horas antes de que se produzca
una degradacion significativa de las toxinas. Silas muestras no se pueden analizar en este plazo de
tiempo, se pueden congelar y posteriormente descongelar. Sin embargo, si las muestras se congelan
y descongelan varias veces, puede perderse lainmunorreactividad del antigeno y de las toxinas Ay B.

3. En algunas muestras pueden obtenerse reacciones débilmente positivas. Esto puede deberse a

diversos factores como la presencia de niveles bajos de antigeno y/o toxina o a la presencia de

sustancias fijadoras o enzimas inactivadoras en las heces. El color de las lineas puede ser débil

o intenso. Estas muestras se deben clasificar como positivas si se ve una linea azul, incluso si es

parcialmente visible. Una linea azul parcialmente visible se interpreta como un resultado positivo

No pueden utilizarse muestras fecales conservadas en formol al 10%, formol-mertiolato, formol-

acetato sédico o alcohol polivinilico.

El test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® es un test cualitativo. La intensidad del color no debe

interpretarse cuantitativamente.

Algunos aislamientos de C. sordellii pueden reaccionar en el test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

debido a la produccién de toxinas inmunolégicamente relacionadas (1).

En nifios se han descrito indices de colonizacion de hasta el 50%. Se ha descrito también un elevado

indice de colonizacion en pacientes con fibrosis quistica (1,3). En estos grupos, los resultados pueden

parecer positivos aunque deben evaluarse teniendo en cuenta la posibilidad de que sean portadores
colonizados.

8. El tnico microorganismo no de C. difficile que reaccioné en la parte de toxina del test C. DIFF QUIK
CHEK COMPLETE® fue Clostridium sordellii VPI 9048. Esta cepa produce las toxinas HT y LT que son
homdlogas a la toxina A y la toxina B, respectivamente.

9. No existen datos sobre los efectos de los lavados de colon, enemas de bario, laxantes o preparados
para colonoscopia en el rendimiento del test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®. Todos estos
procedimientos pueden causar una amplia dilucién o la presencia de aditivos que pueden afectar
al rendimiento del test.

VALORES ESPERADOS

La enfermedad por Clostridium difficile es sobre todo una enfermedad nosocomial que afecta a pacientes de
edad avanzada y su frecuencia depende de factores como el tipo de paciente, el tipo de institucion y factores
epidemiolégicos. La incidencia de la enfermedad por C.difficile en pacientes con diarrea asociada al uso de
antibidticos puede variar entre el 5y 20% y algunos hospitales pueden presentar tasas superiores o inferiores
a este intervalo. Es importante interpretar cualquier resultado junto con los sintomas clinicos, porque en
algunos adultos sanos y un gran nimero de nifios sanos (hasta el 50%) se obtienen resultados positivos para
la toxina de C. difficile. Ademas, en pacientes con fibrosis quistica se han descrito indices de portadores de
C. difficile de entre el 22% y el 32% (1,3). En los estudios realizados para este dispositivo con pacientes sin-
tomaéticos la incidencia de toxinas Ay B fue del 12% y la de GDH del 18%. Un resultado positivo en la parte
de antigeno con el test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® confirma la presencia de C. difficile en una muestra
fecal, mientras que un resultado negativo indica la ausencia del microorganismo. Un resultado positivo en la
parte de toxina del test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® confirma la presencia de la toxina de C. difficile en
una muestra fecal, mientras que un resultado negativo indica la ausencia de la toxina o unos niveles de toxina

insuficientes para su deteccion.
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CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

Evaluacion clinica de la parte de antigeno del test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

Se comparo la parte de antigeno del test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® con un cultivo bacteriano.

Las muestras incluidas en la valoracién fueron enviadas a laboratorios clinicos para los andlisis de rutina.

El test del cultivo bacteriano se realizé de acuerdo con los procedimientos internos. Los resultados se

muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Resumen del rendimiento clinico en la comparacion del test C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® con el cultivo bacteriano

ivo bacteriano
Negativo

Cultivo bacteriano

Positivo

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

Linea de antigeno positiva 201 62

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 29 842
Linea de antigeno negativa

Limites de confianza

Evaluacion clinica de la parte de toxina del test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

Se comparod la parte de toxina del test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® con el ensayo de cultivo tisular

en dos laboratorios clinicos y en un laboratorio interno de TECHLAB®, Inc. Las muestras incluidas en la

evaluacion se remitieron a los laboratorios clinicos para realizar los analisis rutinarios. Los resultados se

muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Resumen del rendimiento clinico en la comparacion del test C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® con el ensayo de cultivo tisular

Cultivo tisular

Cultivo tisular

Positivo Negativo
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 137 6
Linea de antigeno positiva
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 19 964

Linea de antigeno negativa

s de confianza

del 95 %

Las muestras discrepantes fueron evaluadas utilizando ensayos ELISA actuales para la glutama-
to deshidrogenasa de C. difficile.
Veintinueve de las 62 muestras falso positivas dieron positivas con otra prueba GDH y se consi-
deraron como verdaderas positivas.
Trece de las 21 muestras falso negativas dieron negativas con otra prueba GDH y se considera-
ron como verdaderas negativas.
Se comparo la parte de antigeno del test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® con el ensayo de cultivo
tisular para detectar la toxina de C. difficile. Las muestras incluidas en la valoracion fueron enviadas a
laboratorios clinicos para los andlisis de rutina. Los resultados se presentan en la Tabla 2. La parte de
antigeno del test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® detect6 el 98,7% de las muestras con resultado
positivo en el cultivo tisular.
Tabla 2. Resumen del rendimiento clinico en la comparacién del test C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE?® con el ensayo de cultivo tisular

Cultivo tisular

Cultivo tisular
Po:

ivo Negativo
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 154 109
Linea de antigeno positiva
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® Py 861
Linea de antigeno negativa

del 95 % Sensibilidad 87,8% 81,4 -92,3

Especificidad 99,4% 98,6 - 99,7

Sensibilidad 90,5% 85,7 -93,9 Valor predictivo positivo 95,8% 90,7 - 98,3

Especificidad 93,1% 91,2-94,7 Valor predictivo negativo 98,1% 96,9 - 98,8

Valor predictivo positivo 76,4% 70,7 -81,3 Correlacion 97,8% 97,6 - 98,0

Valor predictivo negativo 97,6% 96,2 -98,4 Las muestras discrepantes fueron evaluadas utilizando tests ELISA actuales para toxinas Ay B.
Correlacion 92.6% 918-93.4 Cinco de las 6 muestras falso positivas dieron positivas con ELISA y se consideraron como

verdaderas positivas.
Doce de las 19 muestras falso negativas dieron negativas con ELISA y se consideraron como
verdaderas negativas.

EFECTO DE LA CONSISTENCIA DE LA MUESTRA FECAL

Efecto de la consistencia de la muestra fecal en el test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

En las Tablas 4 y 5 se muestra la reaccién de las muestras fecales de diferentes consistencias en la parte
de antigeno (n=978) y la parte de toxina (n=981) del test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®. El porcentaje
de reacciones positivas tanto en el ensayo de cultivo como en el test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
fue similar en los tres tipos de muestras fecales (liquidas, semi-sélidas y sélidas). Todas las muestras se
remitieron para el andlisis de C. difficile en las mismas. El motivo del envio de las muestras para la reali-
zacion del test era la anamnesis del paciente y no la consistencia de las heces. En la parte de antigeno,
los resultados demuestran que el test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® funciond de forma similar al
cultivo bacteriano cuando se analizaron muestras con consistencias diferentes. En la parte de toxina, los
resultados demuestran que el test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® funcion6 de forma similar al ensayo
de cultivo tisular cuando se analizaron muestras con consistencias diferentes.



Tabla 4. Reaccién de muestras fecales de diferentes consistencias en la parte de

antigeno del test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
NUmero de muestras

Muestras liquidas Muestras Muestras sélidas
1

semisolidas (n = 522) (n=121)

(n=978) (n = 335)

Positivas mediante
el ensayo de cultivo
bacteriano

59 (17,6%) 110 21,1%) 19 (15,7%)

C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®
Linea de antigeno positiva

72 (21,5%) 128 (24,5%) 25 (20,7%)

Negativas mediante
el ensayo de cultivo
bacteriano

276 (82,4%) 412 (78,9%) 102 (84,3%)

C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®
Linea de antigeno negativa

263 (78,5%) 394 (75,5%) 96 (79,3%)

Tabla 5. Reaccién de muestras fecales de diferentes consistencias en la parte de toxina del

test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

Muestras Muestras sélidas
semisolidas (n = 523) (n=122)

Numero de muestras Muestras liquidas
)

(n = 981) (n = 336)

Positivas mediante el

ensayo de cultivo tisular 43 (12,8%) 81(15,5%) 8(6,6%)
C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® 42 (12,5%) 72 (13,8%) 7 (5,7%)

Linea de toxina positiva

Negativas mediante el

ensayo de cultivo tisular 293 (87,2%)

442 (84,5%) 114 (93,4%)

C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®
Linea de toxina negativa

294 (87,5%) 451 (86,2%) 115 (94,3%)

SENSIBILIDAD ANALITICA

El corte para la valoracion se establecié a concentraciones de 0,63 ng/ml para la toxina A, de 0,16 ng/ml
para la toxina B y de 0,8 ng/ml para la glutamato deshidrogenasa.

REPRODUCIBILIDAD

La reproducibilidad del test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® se determiné utilizando 12 muestras feca-
les codificadas para evitar su identificacion durante los andlisis. El andlisis se realizé en 3 laboratorios
independientes que analizaron las muestras durante 3 dias. Las muestras produjeron los resultados
esperados en todos los casos.

REACTIVIDAD CRUZADA

Las muestras fecales inoculadas con los microorganismos que figuran a continuacién a una concentracion
final de aproximadamente 10° o superior de microorganismos/ml no reaccionaron en la parte de antigeno ni
en la parte de toxina del test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®:

Bacterias o patégenos: Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacteroides fragilis,
Campylobacter coli, Campylobacter fetus, Campylobacter jejuni, Candida albicans, Clostridium butyri-
cum, Clostridium clostridiforme, Clostridium haemolyticum, Clostridium histolyticum, Clostridium novyi,
Clostridium perfringens, Clostridium septicum, Clostridium sordellii (nontoxigénica), Clostridium sporoge-
nes, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis, Escherichia coli EIEC, Esche-
richia coli, Escherichia coli O157:H7, Escherichia coli ETEC, Klebsiella pneumoniae, Peptostreptococcus
anaerobius, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Serratia liquifaciens,
Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus
(Cowans), Staphylococcus epidermidis, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Yersinia enterocolitica
El tinico microorganismo no de C. difficile que reaccion6 en la parte de toxina del test C. DIFF QUIK
CHEK COMPLETE® fue Clostridium sordellii VPI 9048. Esta cepa produce las toxinas HT y LT que son
homologas a la toxina Ay la toxina B, respectivamente.

Los siguientes virus de 10%¢ a 10%?® unidades TCID por 0,2 ml no reaccionaron en el test C. DIFF QUIK
CHEK COMPLETE®:

Virus: tipos 1, 2, 3, 5, 40 y 41 del adenovirus, coronavirus humano, virus Coxsackie B2, B3, B4, B5, virus
Echo 9, 11, 18, 22, 33, tipos 68, 69, 70 y 71 del enterovirus, rotavirus.

SUSTANCIAS INTERFERENTES

Las siguientes sustancias (formulacion de EE. UU.) no influyeron en los resultados del test cuando se en-
contraban presentes en las heces en las concentraciones indicadas: mucina (3,5% p/v), sangre humana
(40% v/v), sulfato de bario (5% p/v), Imodium® (5% v/v), Kaopectate® (5% v/v), Pepto-Bismol® (5% v/v),
acido estérico/acido palmitico (40% p/v), metronidazol (0,25% p/v) y vancomicina (0,25% p/v).

REACCION DE AISLAMIENTOS CLINICOS OBTENIDOS EN AGAR DE

CICLOSERINA-CEFOXITINA-FRUCTOSA (CCFA)

En total se analizaron en el test C. DIFF QUIK CHEK COMPLET® 103 aislamientos clinicos de C. difficile
obtenidos mediante cultivo bacteriano anaerobio en CCFA durante 3 dias a 37 °C. Para el anélisis se
recogieron colonias individuales que se suspendieron en diluyente segun las recomendaciones para
muestras fecales. Los 103 aislamientos dieron una reaccion positiva al antigeno en el test.

Setenta de los 103 aislamientos (68%) procedian de muestras fecales que habian dado positivo para la
toxina de C. difficile en el ensayo de cultivo tisular. De estos, 56 (80%) dieron una reaccion positiva a la
toxina cuando se cribaron tras el crecimiento anaerobio en CCFA durante 3 dias a 37 °C.




TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

VERWENDUNGSZWECK

Der TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® Test ist ein Membranenzymimmunoassay-Schnelltest
fur den gleichzeitigen Nachweis des Clostridium difficile-Antigens Glutamatdehydrogenase sowie Toxin
A und B in einer einzigen Reaktionsvertiefung. Der Test weist das C. Difficile-Antigen Glutamatdehydro-
genase als Screening flir das Vorhandensein von C. difficile nach und bestatigt das Vorhandensein von
toxigenem C. difficile mittels Nachweis von Toxin A und B in Stuhlproben von Personen mit Verdacht auf
eine C. difficile-assoziierte Erkrankung. Der Test dient als Hilfsmittel bei der Diagnose von C. difficile-as-
soziierten Erkrankungen. Wie auch bei anderen C. difficile-Tests sind die Ergebnisse gemeinsam mit der
Patientenanamnese zu betrachten.

ERKLARUNG

Nach einer Antibiotikabehandlung treten bei vielen Patienten Magen-Darm-Beschwerden auf, die von
leichtem Durchfall bis zu schwerer pseudomembrandser Kolitis reichen. Viele der leichteren Magen-Darm-Er-
krankungen sowie die meisten Félle von pseudomembrandser Kolitis werden von toxigenen Clostridium
difficile-Stammen verursacht (1). Dieser Organismus ist ein opportunistisches anaerobes Bakterium, das

sich im Darm ansiedelt, sobald die normale Darmflora durch das Antibiotikum verandert wird. ToxigeneC.
difficile-Stamme enthalten fiir die Toxine codierende Gene, wahrend nicht-toxigene Stamme keine Toxingene
enthalten. Der Ausbruch der Krankheit ist mit den vom toxigenen Organismus produzierten Toxinen assozi-
iert. Man geht davon aus, dass die mit der Erkrankung assoziierten klinischen Symptome hauptséchlich von
Toxin A verursacht werden, einem gewebeschadigenden Enterotoxin (2, 3). C. difficile bildet noch ein zweites
Toxin, das sogenannte Toxin B. Toxin B, als Zytotoxin des Organismus bezeichnet, ist jenes Toxin, das durch
den in vielen Labors eingesetzten Gewebekulturtest nachgewiesen wird. ToxigeneC. difficile -Stamme bilden
entweder beide Toxine oder nur Toxin B (4-7). Die Glutamatdehydrogenase von C. difficile stellt einen guten
Antigenmarker fir den Stuhlorganismus dar, weil sie von allen Stdmmen, toxigen oder nicht-toxigen, in
groBen Mengen produziert wird (8-10). Das Antigen lasst sich mithilfe des C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
Tests in Stuhlproben nachweisen. Ein positives Ergebnis beim Test auf C. difficile-Glutamatdehydrogenase
bestatigt, dass dieser Organismus in einer Stuhlprobe vorhanden ist. Ein negatives Testergebnis zeigt an,
dass der Organismus nicht vorhanden ist. Ein positives Ergebnis beim Test auf Toxin A und B bestétigt das
Vorhandensein toxigener C. difficile-Stamme.

TESTPRINZIP

Beim C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® Test werden fiir Glutamatdehydrogenase (GLDH) und Toxin A
und B sperzifische C. difficile-Antikérper eingesetzt. Die Testkarte verfiigt tiber ein Reaktionsfenster mit
drei vertikalen Linien aus immobilisierten Antikorpern. Die Antigentestlinie (,Ag“) enthalt Antikorper gegen
C. difficile-Glutamatdehydrogenase. Die Kontrolllinie (,C“) ist eine gepunktete Linie, die Anti-Meerret-
tich-Peroxidase (MRP)-Antikdrper enthélt. Die Toxin A- und B-Testlinie (,, Tox") enthalt Antikorper gegen

C. difficile-Toxin A und B. Das Konjugat besteht aus Antikérpern gegen Glutamatdehydrogenase und
Antikérpern gegen Toxin A und B, die an Meerrettich-Peroxidase gebunden sind. Zur Durchfihrung des
Tests wird die Probe einem Reagenzglas mit einer Mischung aus Verdinnungspuffer und Konjugat hinzu-
gefligt. Die verdiinnte Proben-Konjugat-Mischung wird in die Probenvertiefung gegeben und die Testkarte
bei Raumtemperatur 15 Minuten inkubiert. Wahrend der Inkubation binden in der Probe vorhandene
Glutamatdehydrogenase sowie Toxin A und B an die Antikorper-Peroxidase-Konjugate. Die Antigen-An-
tikdrper-Konjugat-Komplexe wandern durch ein Filterpad zu einer Membran, wo sie von den immobili-
sierten Glutamatdehydrogenase-spezifischen sowie Toxin A- und B-spezifischen Antikorpern der Linien
eingefangen werden. AnschlieBend wird das Reaktionsfenster mit Waschpuffer gewaschen und Substrat
zugegeben. Nach einer 10-minltigen Inkubationszeit wird die, Ag“-Reaktion mittels Sichtkontrolle auf das
Erscheinen einer vertikalen blauen Linie auf der ,,Ag“-Seite des Reaktionsfensters untersucht. Eine blaue

Linie weist auf einen positiven Test hin. Ist die ,,Ag“-Reaktion positiv, so muss die , Tox“-Reaktion mittels
Sichtkontrolle auf das Erscheinen einer blauen Linie auf der , Tox“-Seite des Reaktionsfensters untersucht
werden. Eine blaue Linie weist auf einen positiven Test hin. Eine positive ,,C“-Reaktion, angezeigt durch
eine vertikale gepunktete blaue Linie unter dem ,,C“-Bereich des Reaktionsfensters, bestétigt, dass der Test
ordnungsgemas funktioniert und die Ergebnisse gliltig sind.

PACKUNGSINHALT
Testkarten - jeder Beutel enthélt 1 Testkarte

Verdiinnungspuffer (22 ml pro Flasche) — Gepufferte Proteinlésung mit graduiertem
Yerair

Waschpuffer (12 ml pro Flasche) - Gepufferte Lésung mit graduiertem Tropfer

Konjugat (2,5 ml pro Flasche) - GLDH-spezifischer monoklonaler Antikorper aus
der Maus, gebunden an Meerrettich-Peroxidase, und Toxin A- und -B-spezifischer
polyklonaler Antikorper aus der Ziege, gebunden an Meerrettich-Peroxidase, in einer
gepufferten Proteinlésung

CONTROL Positive Kontrolle (2 ml)- Antigen in einer gepufferten Proteinldsung

Einweg-Kunststofftransferpipetten — graduiert bei 25 pl, 400 pl und 500 pl
@ Fur die in-vitro Diagnostik

WASH|REAG
SUBS|REAG Substrat (3,5 ml pro Flasche) — Lésung mit Tetramethylbenzidin

ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL (NICHT ENTHALTEN)

Kleine Reagenzglaser (z. B. Eppendorf-Reagenzglédser aus Kunststoff oder Glas)
Applikatorstdbchen Zeitmesser Vortex-Schiittler
Einweghandschuhe zur Handhabung der Stuhlproben Pipettierer und Pipettenspitzen

HALTBARKEIT UND LAGERUNG

Das Verfallsdatum de s Testkits ist auf dem Packungsetikett angegeben. Das Verfallsdatum fir die
einzelnen Bestandteile ist auf den jeweiligen Etiketten angegeben. Das Kit muss zwischen 2° C und 8°
C gelagert werden.

VORSICHTSMASSNAHMEN

1. Reagenzien aus verschiedenen Kits nicht mischen oder miteinander vertauschen. Verwenden Sie
das Testkit nicht nach dem Verfallsdatum.

2. Sémtliche Bestandteile des Kits missen auf Anzeichen fiir Undichtigkeit untersucht werden. Bei
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10.
11.

13.

14.

15.

Erhalt des Kits muss sichergestellt werden, dass die Bestandteile nicht wegen unsachgemaBer
Transportbedingungen gefroren oder zu warm sind.

Lassen Sie alle Bestandteile VOR DER VERWENDUNG RAUMTEMPERATUR annehmen!
Verschlisse, Spitzen und Tropfer sind farbkodiert; NICHT vertauschen!

Reagenzien nicht einfrieren. Das Kit muss zwischen 2 °C und 8 °C gelagert werden.

Der Beutel mit der Testkarte muss vor dem Offnen Raumtemperatur angenommen haben. Testkarten
vor Gebrauch trocken lagern.

Verwenden Sie Stuhlproben nach Entnahme innerhalb von 72 Stunden, um optimale Ergebnisse zu
erzielen. Gefrorene Proben kénnen aufgrund des Einfrier- und Auftauvorgangs Aktivitatsverluste
aufweisen. Gefrorene Proben bei Raumtemperatur auftauen.

Halten Sie die Reagenzflaschen bei der Reagenzienausgabe senkrecht, um eine einheitliche
TropfengréBe und korrekte Menge sicherzustellen.

Proben und Testkarten nach dem Gebrauch als potenzielle biologische Gefahrstoffe behandeln und
entsorgen. Tragen Sie wahrend der Durchfiihrung des Tests Einweghandschuhe.

Die Testkarten durfen nicht wiederverwendet werden.

Der Test wurde auf Sensitivitat und Spezifitat optimiert. Abweichungen vom angegebenen Verfahren
und/oder Anderungen der Testbedingungen kénnen die Sensitivitat und Sperzifitdt des Tests
beeinflussen. Halten Sie sich genau an die Anweisungen.

Achten Sie beim Testen mehrerer Stuhlproben auf die Gesamttestzeit. Geben Sie zuerst den
Verdiinnungspuffer und dann das Konjugat in jedes Reagenzglas mit Verdinnungspuffer hinzu.
Geben Sie hierauf die Probe in das Reagenzglas mit dem Verdiinnungspuffer/Konjugat. Mischen
Sie die verdiinnten Proben griindlich durch und Ubertragen Sie diese dann auf die Testkarte. Der
15-miniitige Inkubationsschritt beginnt nach Ubertragung der letzten verdiinnten Proben-Konjugat-
Mischung auf die letzte Testkarte.

Sollte das Substratreagens eine dunkelblaue/violette Farbung annehmen, so wenden Sie sich bitte
an den Kundendienst fiir einen Ersatz.

Stuhlproben kénnen potenzielle Infektionserreger enthalten und sind wie im CDC/NIH-Handbuch
,Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories* (Biosicherheit in mikrobiologischen und
biomedizinischen Labors) empfohlen nach ,Biosicherheitsstufe 2“ zu handhaben.

Alle Reagenzien sind ausschlieBlich fir die in-vitro-Diagnostik bestimmt.

ENTNAHME, HANDHABUNG UND LAGERUNG DER STUHLPROBEN

Akzeptable Probentypen

Frische Stuhlproben

Nicht verwenden

Stuhlproben in Fixiermittel auf Formalinbasis
(z.B. Natriumacetat-Formalin, Formalin 10%,
Merthiolat-Formalin)

Gefrorene Stuhlproben

Stuhlproben in Fixiermittel auf Alkoholbasis (z.B.
Polyvinylalkohol)

Proben in Transportmedien (Cary Blair, C&S)

Probenlagerung

2°C-8°C

Akzeptable Lager- Anmerkungen

Temperatur dauer

Optimal sind Proben, die weniger als 24 Stunden

72 Stunden alt sind.

Gefroren bei < -10° C

Bei Raumtemperatur auftauen. Mehrmaliges Ein-
frieren und Auftauen kann zu einem Aktivitatsver-
lust aufgrund von Toxinverfall fihren.

Langer als 72 Stunden

g PN

Fur die Entnahme und Handhabung von Stuhlproben sind die tblichen Labormethoden geeignet.
Fir die Entnahme der Stuhlproben sind saubere, dichte Behélter zu verwenden.

Stuhlproben sollten NICHT im Verdiinnungspuffergelagert werden.

Lassen Sie die Stuhlproben nie langer als 24 Stunden in der Verdiinnungspuffer/Konjugat-Mischung.

ORBEREITUNG DER PROBEN

Lassen Sie alle Reagenzien und die erforderliche Anzahl von Testkarten vor der Verwendung
Raumtemperatur annehmen. Es empfiehlt sich, die Reagenzien aus dem Schaumstoffeinsatz zu
nehmen, um die Aufwarmzeit zu verkuirzen.

Benutzen Sie fiir jede Stuhlprobe und zusatzliche externe Kontrolle ein eigenes kleines Reagenzglas
und beschriften Sie es.

Geben Sie mithilfe des graduierten schwarzen Tropfers 750 pl (2. Markierung von der Spitze weg)
Verdiinnungspuffer in jedes Stuhlproben-Reagenzglas. Bei Proben in Transportmedien wie Cary
Blair oder C&S geben Sie 650 pl Verdiinnungspuffer in das Reagenzglas.

Probentyp Menge Verdiinnungspuffer

Frische Stuhlproben

750 pl (2. Markierung von der Spitze weg)

Gefrorene Stuhlproben (gefroren

750 pl (2. Markierung von der Spitze weg)

unverdiinnt) 120
509
Proben in Transportmedien (Cary . . |
Blair, C&S) 650 pl (keine Markierung vorhanden)
Externe Kontrollen (positive und . .
negative) 750 pl (2. Markierung von der Spitze weg) '
4. Fugen Sie jedem Reagenzglas einen Tropfen Konjugat (Flasche mit rotem Verschluss) hinzu.

Verwenden Sie eine Einweg-Kunststoffpipette (im Lieferumfang enthalten) fir jede Probe - die
Pipetten sind bei 25 pl, 400 pl und 500 pl graduiert.

Graduierte Transferpipette:

500l 400 pi 25l

— t

Mischen Sie alle Proben unabhéngig von ihrer Konsistenz griindlich durch - eine
gleichmaBige Suspension der Proben vor dem Ubertragen ist unbedingt erforderlich.
Flussige/Halbfeste Proben - Pipettieren Sie 25 pl Probe mit einer Transferpipette und dispensieren
Sie die Probenmenge in die Verdinnungspuffer/Konjugat-Mischung. Verwenden Sie dieselbe




Transferpipette zum Mischen der verdiinnten Probe.

Geformte/Feste Stuhlproben — Achten Sie genau darauf, dass Sie der Probenmischung die korrekte
Stuhlmenge beifligen. Mischen Sie die Probe griindlich mithilfe eines Holzstébchens durch und
Ubertragen Sie eine kleine Probenmenge (ca. 2 mm Durchmesser, entspricht der Menge von 25 pl) in
die Verdiinnungspuffer/Konjugat-Mischung. Emulgieren Sie die Probe mit dem Applikatorstabchen.
Proben in Cary Blair oder C&S -Transportmedien - Pipettieren Sie 100 pl (2 Tropfen aus der
Transferpipette) Probe in die Verdinnungspuffer/Konjugat-Mischung.

Optionale externe Kontrollproben:

Externe positive Kontrolle- Geben Sie einen Tropfen positive Kontrolle (Flasche mit grauem
Verschluss) in die Verdiinnungspuffer/Konjugat-Mischung.

Externe negative Kontrolle- Geben Sie 25 pl Verdinnungspuffer in die Verdiinnungspuffer/
Konjugat-Mischung.

BITTE BEACHTEN: Ist die Uibertragene Probenmenge zu gering oder wird die Probe in der Verdinnungs-
puffer/Konjugat-Mischung nicht ausreichend gemischt und vollstandig suspendiert, kann dies zu einem
falsch-negativen Testergebnis fiihren. Eine zu groBe Probenmenge kann aufgrund des beeintréchtigten
Probenflusses zu ungliltigen Ergebnissen fihren.

TESTVERFAHREN

1.

Nehmen Sie eine Testkarte pro Probe und eine Testkarte fiir die zusatzliche externe positive oder
negative Kontrolle (optional) zur Hand. Die Folienbeutel mit den Testkarten miissen dem Offnen
auf Raumtemperatur gebracht werden. Verwenden Sie die Testkarte sofort nach dem Offnen.
Beschriften Sie jede Karte ordnungemaB und legen Sie diese so auf eine flache Oberflache, dass
sich der Aufdruck ,,C. DIFF COMPLETE* unten auf der Karte und die kleine Probenvertiefung in der
rechten oberen Ecke der Karte befinden.

Testkarte Probenvertiefung

Tox

C. DIFF COMPLETE

VerschlieBen Sie alle Reagenzglaser mit den verdiinnten Proben und mischen Sie griindlich. Griindliches
Mischen erzielen Sie mittels Vortexen oder Umdrehen des Reagenzglases. Nach der Verdiinnung einer
Patientenprobe oder positiven Kontrolle in der Verdiinnungspuffer/Konjugat-Mischung kann diese bei
Raumtemperatur fiir eine beliebig lange Zeitdauer bis max. 24 Stunden vor dem Ubertragen auf die
Testkarte inkubiert werden.

Mithilfe einer neuen Transferpipette Ubertragen Sie 500 pl der verdinnten Proben-Konjugat-
Mischung in die Probenvertiefung (kleineres Loch in der oberen rechten Ecke der Karte) einer
Testkarte. Stellen Sie dabei sicher, dass die flussige Probe auf das Wicking-Pad im Inneren der
Testkarte gelangt. Stellen Sie beim Ubertragen der Probe in die Probenvertiefung sicher, dass die
Spitze der Transferpipette auf das Reaktionsfester zeigt (groBeres Loch in der Mitte der Testkarte).
Inkubieren Sie die Testkarte 15 Minuten bei Raumtemperatur - die Probe sickert durch die Karte und
eine Feuchtstelle breitet sich im Reaktionsfenster aus.

HINWEIS FUR PROBEN, DIE NICHT MIGRIEREN:

Gelegentlich migriert eine verdiinnte Probe nicht richtig und das Reaktionsfenster wird nicht voll-
standig befeuchtet. Wenn das Reaktionsfenster nicht innerhalb von 5 Minuten nach dem Hinzufiigen

der Probe in die Probenvertiefung vollstédndig feucht erscheint, geben Sie 100 pl (4 Tropfen) Verdiin-
nungspuffer in die Probenvertiefung und warten weitere 5 Minuten (insgesamt 20 Minuten lang).
Nach der Inkubation geben Sie 300 pl Waschpuffer in das Reaktionsfenster. Verwenden Sie
dazu den graduierten weiBen Tropfer. Warten Sie, bis der Waschpuffer durch die Membran des
Reaktionsfensters geflossen und vollstéandig absorbiert ist.

Fugen Sie dem Reaktionsfenster 2 Tropfen Substrat (Flasche mit weiBem Verschluss) bei.
Ergebnisse nach 10 Minuten visuell ablesen und aufzeichnen.

AUSWERTUNG DER ERGEBNISSE

1.

Die Auswertung des Tests ist am verlasslichsten, wenn die Ergebnisse sofort nach Ende
der zehnminitigen Reaktionszeit abgelesen werden. Lesen Sie die Testkarte bei normalem
Arbeitsabstand und in einer gut beleuchteten Umgebung ab. Folgen Sie einer Sichtlinie direkt
Uber der Testkarte.

Prufen Sie, ob in der Mitte des Reaktionsfensters blaue Punkte, die sogenannte interne positive
Kontrolle, sichtbar sind. Das Erscheinen einer gepunkteten Kontrolllinie gilt als gliltige interne
Kontrolle. Der Hintergrund erscheint weiB bis hellblau. Prifen Sie, ob blaue Linien auf den ,,Ag“- und
, Tox“-Seiten des Reaktionsfensters, die sogenannten Testlinien, sichtbar sind. Die Farbintensitat
der Linien kann schwach bis stark sein.

Positives Ergebnis fiir Antigen (,Ag“): Ein positives Antigen-Ergebnis kann innerhalb des
Zeitraums zwischen der Beigabe des Substrats und der 10-miniitigen Ablesezeit ausgewertet
werden. Ein positives Antigen-Ergebnis weist eine sichtbare blaue ,,Ag“-Linie und eine sichtbare
gepunktete blaue Kontrolllinie unter dem ,C“ auf (Abb. 1a). Die Farbintensitat der Linien kann
schwach bis stark sein. Eine deutlich sichtbare Teillinie gilt als positives Ergebnis. Interpretieren
Sie eine Membranverfarbung nicht als positives Ergebnis. Ein positives Ergebnis zeigt an, dass C.
difficile vorhanden ist.

Positives Ergebnis fiir Antigen und Toxin (,,Tox“): Gehen Sie im Falle eines positiven Antigen-
Ergebnisses (d. h. eine blaue ,Ag“-Linie und eine gepunktete blaue Kontrolllinie unter dem ,C*
sind sichtbar) zur Auswertung des Toxin-Ergebnisses Uber. Ein positives Ergebnis kann innerhalb
des Zeitraums zwischen der Beigabe des Substrats und der 10-mintitigen Ablesezeit interpretiert
werden. Ein positives Toxin-Ergebnis weist eine sichtbare blaue , Tox“-Linie auf (Abb. 1b). Die
Farbintensitat der Linie kann schwach bis stark sein. Eine deutliche Teillinie gilt als positives
Ergebnis. Interpretieren Sie eine Membranverfarbung nicht als positives Ergebnis. Ein positives
Ergebnis zeigt an, dass C. difficile-Toxin vorhanden ist.

Negatives Ergebnis: Ein Test kann erst friihestens 10 Minuten nach der Beigabe des Substrats als
negativ oder ungliltig interpretiert werden. Eine einzelne blaue gepunktete Linie ist in der Mitte des
Reaktionsfensters unter dem ,,C“ sichtbar und es sind keine Testlinien auf der ,Ag“- bzw. , Tox“-
Seite des Reaktionsfensters sichtbar (Abb. 1c). Ein negatives Ergebnis im Antigenbereich zeigt
an, dass entweder kein C. difficile-Antigen in der Probe vorhanden ist oder der Wert unterhalb der
Nachweisgrenze des Tests liegt. Ein negatives Ergebnis im Toxinbereich zeigt an, dass entweder
kein C. difficile-Toxin in der Probe vorhanden ist oder der Wert unterhalb der Nachweisgrenze des
Tests liegt.

Ungiiltiges Ergebnis: Es sind keine Linien im Reaktionsfester sichtbar (Abb. 1d). Das Testergebnis
ist ungiiltig, wenn nach abgeschlossener Reaktion keine blaue gepunktete Linie unter dem ,C*
sichtbar ist (Abb. 1e, 1f, 1g).

Negatives Ergebnis fiir Antigen (,Ag“), positives Ergebnis fiir Toxin (,Tox“): Ein geringer
Probenanteil liefert moglicherweise ein negatives Ergebnis fir Antigen und positives Ergebnis fir
Toxin. Diese Proben gelten als unbestimmt und missen mit einer neuen Stuhlprobe nochmals
getestet werden (Abb. 1h). Wenn die Probe wiederholt negativ fir Antigen, jedoch positiv fiir Toxin
ist, so ist dies als positives Toxinergebnis zu verzeichnen.




ABBILDUNG 1: C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® AUSWERTUNG DER ERGEBNISSE
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QUALITATSKONTROLLE

Intern: Auf jeder Testkarte muss nach dem Test eine gepunktete blaue Linie in der Mitte des Reakti-
onsfensters unter dem ,,C* sichtbar sein. Die blaue gepunktete Kontrolllinie bestétigt, dass Probe und
Reagenzien korrekt zugegeben wurden, die Reagenzien wéahrend des Testverlaufs aktiv waren und eine
korrekte Probenmigration durch die Testkarte stattgefunden hat. Sie bestétigt zudem die Reaktivitét der
anderen Reagenzien des Tests. Ein farbloser Hintergrund im Ergebnisbereich gilt als interne negative
Kontrolle. Bei korrekt durchgefiihrtem Test und ordnungsgeméBer Funktion der Reagenzien ist der
Hintergrund weiB3, um ein erkennbares Ergebnis zu liefern.

Extern: Die Reaktivitdt des C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® Kits muss bei Erhalt anhand der positiven
Kontrolle und der negativen Kontrolle (Verdinnungspuffer) tberprift werden. Die positive Kontrolle ist
im Kit enthalten (Flasche mit grauem Verschluss). Die positive Kontrolle dient zur Uberpriifung der Re-
aktivitat der anderen Testreagenzien und ist nicht zur Bestétigung der Verlasslichkeit beim analytischen
Cut-off des Tests bestimmt. Als negative Kontrolle wird der Verdiinnungspuffer verwendet. Es kdnnen
auch weitere Tests mit den Kontrollen durchgefiihrt werden, um die Anforderungen lokaler, landes- und/
oder bundesweiter Vorschriften und/oder von Zertifizierungsbehérden zu erfiillen.

GRENZEN DES VERFAHRENS
Der C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® Test dient zum Nachweis von C. difficile-Antigen und Toxin(en)
in Stuhlproben. Der Test bestétigt das Vorhandensein von Toxin im Stuhl. Diese Information muss vom
Arzt angesichts der Krankengeschichte und kérperlichen Untersuchung des Patienten interpretiert
werden. Der C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®Test weist Toxin A bei Konzentrationen von >0,63 ng/
ml, Toxin B bei Konzentrationen von >0,16 ng/ml und Glutamatdehydrogenase bei Konzentrationen
von >0,8 ng/ml nach.

2. Stuhlproben sind Uberaus komplex. Optimale Ergebnisse werden beim C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® Test mit Proben erzielt, die weniger als 24 Stunden alt sind. Die meisten unverdiinnten
Proben kénnen bei 2° C - 8° C fur 72 Stunden gelagert werden, bevor ein deutlicher Toxinverfall
beobachtet wird. Wenn die Proben nicht innerhalb dieses Zeitraums getestet werden, kénnen
sie eingefroren und spéter wieder aufgetaut werden. Wiederholtes Einfrieren und Auftauen kann
allerdings zu verminderter Immunreaktivitat des Antigens und der Toxine A und B fiihren.

3. Einige Proben kdnnen schwach reagieren. Dies kann auf mehrere Faktoren zurlickgefiihrt werden, wie
etwa geringe Antigen- und/oder Toxinkonzentration, das Vorhandensein bindender Substanzen oder
inaktivierender Enzyme im Stuhl. Die Farbintensitat der Linien kann schwach bis stark sein. Diese
Proben sind als positiv aufzuzeichnen, wenn eine blaue Linie oder blaue Teillinie beobachtet wird.
Eine deutliche Teillinie gilt als positives Ergebnis.

4. Stuhlproben, die in 10 % Formalin, Merthiolat-Formalin, Natriumacetat-Formalin oder
Polyvinylalkohol konserviert wurden, dirfen nicht verwendet werden.

5. Der C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® Test ist qualitativ. Die Farbintensitat darf nicht quantitativ
interpretiert werden.

6. Einige Isolate von C. sordellii reagieren moglicherweise im C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® Test,
da sie immunologisch verwandte Toxine produzieren (1).

7. Bei Kleinkindern wurden Kolonisationsraten von bis zu 50 % beobachtet. Auch bei Mukoviszidose-
Patienten wurde eine hohe Rate beobachtet (1,3). In diesen Gruppen kénnen positive Ergebnisse
auftreten, es sollte jedoch die Méglichkeit in Betracht gezogen werden, dass es sich um einen
kolonisierten Trager handelt.

8. Der einzige nicht-C. difficile-Organismus, der im Toxinbereich des C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
Tests reagierte, war Clostridium sordellii VPI 9048. Dieser Stamm produziert HT- und LT-Toxine, die
Toxin A bzw. Toxin B entsprechen.

9. Es liegen keine Daten zur Wirkung von Darmspilungen, Bariumeinlaufen, Laxativen oder
Darmpraparationen auf die Leistung des C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® Tests vor. Alle diese
Verfahren kénnen zu einer signifikanten Verdiinnung oder dem Vorhandensein von Zusatzstoffen
fuhren, die sich auf die Testleistung auswirken.

ERWARTUNGSWERTE

Clostridium difficile-Erkrankungen treten vor allem als nosokomiale Infektionen bei alteren Patienten
auf. Die Haufigkeit héngt dabei von Faktoren wie der Patientenpopulation, Art der Anstalt und der
Epidemiologie ab. C. difficile-Erkrankungen bei Patienten mit antibiotikabedingter Diarrhoe wurden
mit einer Haufigkeit von 5-20 % festgestellt, Krankenhauser kénnen aber auch geringere oder héhere
Raten aufweisen. Die Testergebnisse missen stets gemeinsam mit klinischen Symptomen interpretiert
werden, denn einige gesunde Erwachsene sowie viele gesunde Kleinkinder (bis zu 50 %) liefern

ein positives Testergebnis flir C. difficile-Toxin. Zudem wurde bei Mukoviszidose-Patienten eine C.
difficile-Tragerrate von 22 - 32 % festgestellt (1,3). In den zu diesem Test durchgefiihrten Studien mit
symptomatischen Patienten wurden Toxin A und B mit einer Haufigkeit von 12% und GLDH mit einer
Haufigkeit von 18% festgestellt. Ein positives Ergebnis im Antigenbereich des C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® Tests bestatigt, dass C. difficile in einer Stuhlprobe vorhanden ist; ein negatives Ergebnis
zeigt an, dass der Organismus nicht vorhanden ist. Ein positives Ergebnis im Toxinbereich des C. DIFF



QUIK CHEK COMPLETE® bestétigt, dass C. difficile-Toxin in einer Stuhlprobe vorhanden ist; ein nega-
tives Ergebnis zeigt an, dass entweder kein Toxin vorhanden ist oder die Toxinkonzentration unterhalb
der Nachweisgrenze des Tests liegt.

LEISTUNGSDATEN

Klinische Beurteilung des Antigenbereichs des C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® Tests

Der Antigenbereich des C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® Tests wurde mit Bakterienkultur verglichen.
Die dabei untersuchten Proben wurden fiir Routinetests in die klinischen Labors eingesandt. Die Bakteri-
enkultur wurde nach internen Verfahren durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1. Z 1g der Klini: Leistung beim Vergleich des C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETEP® Tests mit Bakterienkultur

Bakterienkultur

Tabelle 2. Zusammenfassung der klinischen Leistung beim Vergleich des C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® Tests mit Gewebekultur

Gewebekultur Gewebekultur

Fe=ihEs Positiv Negativ
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 154 109
Antigenlinie positiv
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 2 861
Antigenlinie negativ

Klinische Beurteilung des Toxinbereichs des C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® Tests
Der Toxinbereich des C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® Tests wurde mit Gewebekultur in zwei klinischen

Rosiy Labors sowie intern bei TECHLAB?®, Inc verglichen. Die dabei untersuchten Proben wurden fiir Routine-
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 201 62 tests in die klinischen Labors eingesandt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 dargestellt.
Antigenlinie positiv
g P Tabelle 3. Zusammenfassung der klinischen Leistung beim Vergleich des C. DIFF QUIK CHEK
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 21 842 COMPLETE® Tests mit Gewebekultur
Antigenlinie negativ
Az =1126 Gewebekultur Gewebekultur
= Positiv Negativ
95%-Konfidenzgrenzen C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 137 6
Antigenlinie positiv

Sensitivitat 90,5% 85,7-93,9 C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 19 964
Spezifitat 93,1% 91,2-94,7 Antigenlinie negativ
Positiver Vorhersagewert 76,4% 70,7-81,3 95%-Konfidenzgrenzen
Negativer Vorhersagewert 97,6% 96,2 - 98,4 Sensitivitat 87,8% 81,4-92,3
Korrelation 92,6% 91,8-93,4 Spezifitat 99,4% 98,6 - 99,7

Abweichende Proben wurden unter Verwendung géngiger ELISA-Tests fiir den Nachweis von C. Positiver Vorhersagewert 95,8% 90,7 -98,3

difficile-Glutamatdehydrogenase beurteilt. R o -

29 der 62 falsch-positiven Proben lieferten bei einem weiteren GLDH-Test ein positives Ergebnis Negativer Vorhersagewert 98,1% 96,9 -98,8

und wurden als echt positiv betrachtet. Korrelation 97,8% 97,6 - 98,0

13 der 21 falsch-negativen Proben lieferten bei einem weiteren GLDH-Test ein negatives Ergebnis

und wurden als echt negativ betrachtet.
Der Antigenbereich des C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® Tests wurde mit Gewebekultur fur den
Nachweis von C. difficile-Toxin verglichen. Die dabei untersuchten Proben wurden fiir Routinetests in
die klinischen Labors eingesandt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 dargestellt. Der Antigenbereich des C.
DIFF QUIK CHEK COMPLETE® Tests wies 98,7% der mit Gewebekultur positiven Proben nach.

Abweichende Proben wurden unter Verwendung géngiger ELISA-Tests fiir den Nachweis von

Toxin A und B beurteilt.

5 der 6 falsch-positiven Proben lieferten beim ELISA ein positives Ergebnis und wurden als echt

positiv betrachtet.

12 der 19 falsch-negativen Proben lieferten beim ELISA ein negatives Ergebnis und wurden als

echt negativ betrachtet.



AUSWIRKUNGEN DER STUHLKONSISTENZ

Auswirkungen der Stuhlkonsistenz auf den C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® Test

Die Reaktionen der Stuhlproben unterschiedlicher Konsistenz im Antigenbereich (Az. =978) und Toxin-
bereich (Az. =981) des C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® Tests sind in Tabelle 4 und 5 dargestellt. Der
Prozentsatz an positiven Reaktionen bei Gewebekultur bzw. dem C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® Test
war bei allen drei Stuhlprobentypen (flissig, halbfest und fest) dhnlich. Alle Proben wurden zum Testen
auf C. difficile eingesandt. Ob eine Probe getestet wurde oder nicht, hing von der Krankengeschichte
des Patienten, nicht von der Probenkonsistenz ab. Die Ergebnisse des Antigenbereichs zeigen, dass der
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® Test und Bakterienkultur beim Testen von Proben mit unterschiedli-
cher Konsistenz eine dhnliche Leistung erbrachten. Die Ergebnisse des Toxinbereichs zeigen, dass der
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® Test und Gewebekultur beim Testen von Proben mit unterschiedlicher
Konsistenz eine dhnliche Leistung erbrachten.

Tabelle 4. Reaktion von Stuhlproben unterschiedlicher Konsistenz im Antigen
bereich des C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® Tests

Halbfeste
Proben (Az = 522)

110 (21,1%)

Feste Proben
(Az = 121)

19 (15,7%)

Anzahl der Proben Flissige Proben

(Az = 335)
59 (17,6%)

(Az = 978)
Positiv bei Bakterienkultur

C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®
Antigenlinie positiv

72 (21,5%) 128 (24,5%) 25 (20,7%)

Negativ bei Bakterienkultur 276 (82,4%) 412 (78,9%) 102 (84,3%)

C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®
Antigenlinie negativ

263 (78,5%) 394 (75,5%) 96 (79,3%)

Tabelle 5. Reaktion von Stuhlproben unterschiedlicher Konsistenz im Toxinbereich des C. DIFF
QUIK CHEK COMPLETE® Tests

Anzahl der Proben Halbfeste

Proben (Az = 523)

Feste Proben
(Az =122)

Flussige Proben
(Az = 336)

(Az = 981)

Positiv bei Gewebekultur 43 (12,8%) 81 (15,5%) 8 (6,6%)
C. DIFF QUIK CHEK

COMPLETE® 42 (12,5%) 72 (13,8%) 7 (5,7%)
Toxinlinie positiv

Negativ bei Gewebekultur 293 (87,2%) 442 (84,5%) 114 (93,4%)

C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®
Toxinlinie negativ

294 (87,5%) 451 (86,2%) 115 (94,3%)

ANALYTISCHE SENSITIVITAT
Der Cut-off fir den Test wurde bei einer Konzentration von 0,63 ng/ml fiir Toxin A, 0,16 ng/ml fir Toxin B
und 0,8 ng/ml fiir Glutamatdehydrogenase bestimmt.
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REPRODUZIERBARKEIT

Die Reproduzierbarkeit des C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® Tests wurde anhand von 12 Stuhlproben
bestimmt, die zur Verhinderung ihrer Identifizierung wahrend des Tests kodiert wurden. Die Tests wurden
in 3 unabhéngigen Labors an 3 Tagen durchgefiihrt. Die Proben lieferten zu 100 % die erwarteten
Ergebnisse.

KREUZREAKTIVITAT

Mit folgenden Mikroorganismen (bis zu einer Endkonzentration von ca. 10® oder mehr Organismen/

ml) beimpfte Stuhlproben zeigten im Antigen- bzw. Toxinbereich des C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
Tests keine Reaktion:

Bakterium bzw. Erreger: Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacteroides fragilis,
Campylobacter coli, Campylobacter fetus, Campylobacter jejuni, Candida albicans, Clostridium butyri-
cum, Clostridium clostridiforme, Clostridium haemolyticum, Clostridium histolyticum, Clostridium novyi,
Clostridium perfringens, Clostridium septicum, Clostridium sordellii (nicht toxigen), Clostridium sporoge-
nes, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis, Escherichia coli EIEC, Esche-
richia coli, Escherichia coli O157:H7, Escherichia coli ETEC, Klebsiella pneumoniae, Peptostreptococcus
anaerobius, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Serratia liquifaciens,
Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus
(Cowans), Staphylococcus epidermidis, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Yersinia enterocolitica
Der einzige nicht-C. difficile-Organismus, der im Toxinbereich des C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® Test
reagierte, war Clostridium sordellii VP| 9048. Dieser Stamm produziert HT- und LT-Toxine, die Toxin A
bzw. Toxin B entsprechen.

Folgende Viren (10%2 - 10825 TCID-Einheiten / 0,2 ml) zeigten im C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® Test
keine Reaktion:

Viren: Adenoviren 1,2,3,5,40,41, humaner Coronavirus, Coxsackievirus B2,B83,B4,B5, Echovirus
9,11,18,22,33, Enteroviren 68,69,70,71, Rotavirus.

STORSUBSTANZEN

Folgende Substanzen (US-Formulierung) wirkten sich, wenn in den angegebenen Konzentrationen

im Stuhl vorhanden, nicht auf die Testergebnisse aus: Mucin (3,5% w/v), humanes Blut (40% v/v),
Bariumsulfat (5% w/v), Imodium® (5% v/v), Kaopectate® (5% v/v), Pepto-Bismol® (5% v/v), Stearinsaure/
Palmitinsaure (40% w/v), Metronidazol (0,25% w/v), Vancomycin (0,25% w/v).

REAKTION KLINISCHER ISOLATE AUF CYCLOSERIN-CEFOXITIN-FRUKTOSE-
AGAR (CCFA)

Insgesamt wurden 103 aus anaerober Bakterienkultur auf CCFA nach 3 Tagen bei 37° C gewonnene
klinische C. difficile-lsolate mit dem C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® Test getestet. Fir die Unter-
suchung wurden einzelne Kolonien ausgewahlt und in Verdiinnungspuffer gemaB Empfehlungen fiir
Stuhlproben suspendiert. Alle 103 Isolate zeigten eine positive Antigenreaktion im Test.

70 der 1083 Isolate (68%) stammten aus Stuhlproben, die mit Gewebekultur ein positives Ergebnis fiir C.
difficile-Toxin lieferten. 56 (80%) von diesen zeigten beim Screening nach anaerobem Wachstum auf
CCFA (3 Tage bei 37° C) eine positive Toxinreaktion.




TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

UTILISATION PREVUE

Le test TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® est un dosage immunoenzymatique membranaire
rapide pour la détection simultanée de I'antigene glutamate déshydrogénase Clostridium difficile et des
toxines A et B dans un puits a réaction simple. Ce test détecte I'antigéne du C. difficile, le glutamate
déshydrogénase, comme marqueur de la présence de C. difficile et confirme la présence de souches
toxinogénes de C. difficile en dépistant la présence des toxines A et B dans les échantillons de selles
chez les personnes suspectées de la maladie C. difficile. Le test doit étre utilisé comme aide dans le
diagnostic de la maladie C. difficile. Ses résultats doivent, comme pour tous les autres tests C. difficile,
étre évalués en tenant compte des antécédents du patient.

EXPLICATION

Apres un traitement antibiotique, de nombreux patients développent des problémes gastro-intestinaux
pouvant aller d’une légere diarrhée a des colites pseudomembraneuses. De nombreuses formes
légeres de maladies gastro-intestinales et la plupart des cas de colites pseudomembraneuses sont
dues a des souches toxinogénes de Clostridium difficile (1). Cet organisme est une bactérie anaérobie
a germes opportunistes qui se développe dans I'intestin dés la modification de la flore normale par
I’antibiotique. Les souches toxinogénes de C. difficile sont porteuses de génes qui codent les toxines
alors que les souches non toxinogénes ne sont pas porteuses de génes de toxines. La pathologie

se développe a partir des toxines produites par I'organisme toxinogéne. Les symptémes cliniques
associés a la maladie sont d’abord considérés comme étant dus a la toxine A, une entérotoxine qui
endommage les tissus (2,3). Le C. difficile produit également une deuxiéme toxine appelée toxine B.
Cette derniere, qui est considérée comme la cytotoxine de I'organisme, est détectée lors de I'essai par
culture tissulaire actuellement utilisé dans de nombreux laboratoires. Les souches toxinogenes du C.
difficile produisent les deux toxines ou uniquement la toxine B (4-7). Le glutamate déshydrogénase
de C. difficile est un bon marqueur antigénique pour I'organisme qui se trouve dans les selles car il est
produit en grosses quantités par toutes les souches, qu’elles soient toxinogénes ou non toxinogénes
(8-10). L’antigéne peut étre détecté dans les échantillons de selles via le test C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®. Un résultat positif au test, spécifique a la glutamate déshydrogénase de C. difficile,
confirme la présence de cet organisme dans les selles. Un résultat négatif indique I"absence de cet
organisme. Le résultat positif au test portant sur les toxines A et B confirme la présence de souches
toxinogenes de C. difficile..

PRINCIPE DU TEST

Le test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® utilise des anticorps spécifiques a la glutamate déshydro-
génase et aux toxines A et B de C. difficile. Le dispositif comporte une Fenétre de réaction avec trois
bandes verticales d’anticorps immobilisés. La bande d’antigéne (« Ag ») comporte des anticorps contre
la glutamate déshydrogénase de C. difficile. La bande de controle (« C ») est une bande en pointillés qui
contient des anticorps anti-peroxydase de raifort (HRP). La bande de test pour les toxines A et B (« Tox »)
contient des anticorps dirigés contre les toxines A et B de C. difficile. LeConjugué est composé d’anti-
corps dirigés contre la glutamate déshydrogénase et contre les toxines A et B conjugués a la peroxydase
de raifort. Pour réaliser le test, I’échantillon est ajouté a un tube contenant un mélange de Diluant et de
Conjugué. Le mélange conjugué-échantillon dilué est placé dans le Micropuits d’échantillon et le dispositif
est soumis a une période d’incubation de 15 minutes a température ambiante. Pendant I'incubation, la
glutamate déshydrogénase et les toxines A et B éventuellement présentes dans I’échantillon se lient avec
le conjugué peroxydase-anticorps. Les complexes conjugué-anticorps-antigénes migrent a travers un
filtre vers une membrane ou ils sont capturés par les anticorps immobilisés spécifiques a la glutamate
déshydrogénase et aux toxines A et B sur la bandelette. La Fenétre de réaction est ensuite lavée avec un
Tampon de lavage. Un Substrat est ensuite ajouté. Au bout de 10 minutes d’incubation, la réaction « Ag »

et 'apparition d’une ligne bleue verticale du cété « Ag » de la Fenétre de réaction sont observées. Une
ligne bleue indique un test positif. Sile test « Ag » est positif, la réaction « Tox » doit étre observée pour
constater si une ligne bleue est apparue dans la partie « Tox » de la Fenétre de réaction. Une ligne bleue
indique un test positif. Une réaction positive « C », indiquée par une ligne bleue verticale en pointillés, dans
la zone de contréle « C » de la Fenétre de réaction, confirme que le test fonctionne correctement et que les
résultats sont valides.

MATERIEL FOURNI

Dispositifs a membranes — un sachet contenant 1 dispositif

&)
<

MEM| DE

Diluant (22 ml par flacon) — Solution tamponnée et protéinée avec
compte-gouttes gradué

9
[
»
T
m

Tampon de lavage (12 ml par flacon) - Solution tamponnée avec compte-gouttes
gradué

Substrat (3,5 ml par flacon) — Solution contenant du tétraméthylbenzidine
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Conjugué (2,5 ml par flacon) — Anticorps monoclonal de souris spécifique a la
glutamate déshydrogénase conjugué a la peroxydase de raifort et anticorps polyclonal
de chévre spécifique aux toxines A et B conjugué a la peroxydase de raifort dans une
solution tamponnée de protéines

CONTROL Contréle positif (2 ml) — Antigéne dans une solution tamponnée et protéinée

Pipettes de transfert jetables en plastique — graduées de 25 pL, 400 pL et 500 pL

Pour une utilisation diagnostique in vitro

MATERIEL ET EQUIPEMENTS NECESSAIRES MAIS NON FOURNIS
Petits tubes a essai (par exemple des tubes en plastique ou en verre Eppendorf)
Ecouvillons Minuterie

Gants jetables pour manipuler les échantillons de selles Pipeteur et embouts

DUREE DE CONSERVATION ET STOCKAGE

La date d’expiration du kit est indiquée sur I'étiquette. La date d’expiration de chaque composant est
indiquée sur chaque étiquette. Le kit doit étre conservé a une température comprise entre 2 et 8 °C.

PRECAUTIONS A PRENDRE

1. Lesréactifs des différents kits ne doivent pas étre mélangés ou échangés. Ne pas utiliser de kit dont
la date d’expiration est dépassée.

Controler tous les éléments du kit afin de vérifier qu’ils ne présentent aucune fuite. Examiner le kit

Agitateur vortex

n
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10.
11.

13.
14.

15.

des la réception afin de vérifier que les éléments ne sont ni congelés ni chauds au toucher en raison
de conditions de transports inadéquates.

Placer tous les composants a TEMPERATURE AMBIANTE AVANT UTILISATION !

Les capsules, les embouts et les compte-gouttes sont classés par couleur. Ne PAS les mélanger !
Ne pas congeler les réactifs. Le kit doit étre conservé a une température comprise entre 2 et 8 °C.
Le sachet contenant le Dispositif & membrane doit étre a température ambiante avant ouverture.
Maintenir les dispositifs 8 membranes au sec avant de les utiliser.

Utiliser les échantillons de selles dans les 72 heures suivant le prélévement, et ce afin d’obtenir
les meilleurs résultats possibles. Les échantillons congelés peuvent étre moins actifs suite a la
congélation et a la décongélation. En cas d’utilisation d’échantillons congelés, les décongeler a
température ambiante.

Verser les réactifs en tenant les flacons verticalement de fagon a instiller une goutte de taille
adéquate et un volume qui convient.

Aprés leur utilisation, les échantillons et les dispositifs 8 membranes doivent étre manipulés et jetés
de la méme fagon que des matieres présentant un danger biologique. S’équiper de gants jetables
pendant le test.

Les dispositifs @ membranes ne peuvent pas étre réutilisés.

Le test a été optimisé dans le sens de la sensibilité et de la spécificité. Toute modification de la
procédure spécifiée et/ou des conditions de test peut altérer la sensibilité et la spécificité du test.
Procéder conformément a la procédure spécifiée.

Vérifier la durée totale de I'analyse si plusieurs échantillons de selles sont testés. Ajouter d’abord
le Diluant puis le Conjugué dans chaque tube de Diluant. Introduire ensuite I’échantillon dans le
tube de Diluant/Conjugué. Mélanger soigneusement tous les échantillons dilués puis les transférer
dans le Dispositif a membrane. L'étape d’incubation de 15 minutes commence dés que le dernier
mélange conjugué-échantillon dilué est transféré sur le dernier Dispositif 8 membrane.

Si le Substrat prend une couleur bleu foncé/violet, appeler les services techniques pour procéder
a un remplacement.

Les échantillons de selles peuvent contenir des agents potentiellement infectieux et doivent étre
manipulés selon le « Niveau de biosécurité 2 », comme le recommande le manuel du CDC/NIH,
« Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories ».

Tous les réactifs sont exclusivement réservés au diagnostic in vitro.

PRELEVEMENT, MANIPULATION ET STOCKAGE DES ECHANTILLONS DE SELLES

Types d’échantillons acceptables Ne pas utiliser

Echantillons de selles frais mole a base d’acétate de sodium, formol a 10 %,

Echantillons de selles fixés au formol (par ex. for-

formol thimérosal)

Echantillons de selles congelés

Echantillons de selles fixés a I'alcool (par ex.
alcool de polyvinyle)

Echantillons dans un milieu de transport
(Cary Blair, C&S)
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Entreposage
d'échantillons
Température

Longueur de

stockage acceptable Commentaires

o Dans I'idéal, les prélévements doivent avoir moins
2-8°C 72 heures de 24 heures

Décongélation a température ambiante. La multi-
plication des congélations et décongélations peut
entrainer une perte d'activité de I'échantillon suite
a une dégradation des toxines.

Congelés a < -10°C | Plus de 72 heures

1. Les procédures standard utilisées sur place pour le prélevement et la manipulation des échantillons
de selles sont appropriées.

Les échantillons de selles doivent étre prélevés dans des conteneurs propres et étanches.

Le stockage des échantillons de selles dans le Diluant est déconseillé.

Ne pas laisser les échantillons de selles dans le mélange Diluant/Conjugué pendant une période
supérieure a 24 heures.

PREPARATION DES ECHANTILLONS
Placer tous les réactifs et le nombre de dispositifs nécessaires a température ambiante avant de
les utiliser. Il est recommandé d’éliminer les réactifs du coussin en mousse afin de réduire le temps
nécessaire au réchauffement a température ambiante.

Hon

2. Préparer et étiqueter un petit tube a essai pour chaque échantillon et pour chaque controle
supplémentaire externe.
3. A l'aide du compte-gouttes gradué noir, ajouter 750 pl (2™ graduation depuis I'extrémité) de

Diluant dans chaque tube d’échantillon de selles. Pour les échantillons provenant d’'un milieu de
transport tel qu’un Cary Blair ou un C&S, ajouter 650 pl de Diluant dans le tube.

Type d’ llon Volume de Diluant

Echantillons de selles frais 750 pl (2°m graduation depuis I'extrémité)

Echantillon de selles congelé (non 750 pl (2™ graduation depuis Pextrémité)

dilug)

150
Echantillons dans un milieu de trans- . 500
port (Cary Blair, C&S) 650 pL (aucune graduation) "

Contrdles externes (positifs et

négatifs) 750 pl (2°m graduation depuis I'extrémité)

4. Ajouter une goutte de Conjugué (bouteille a capsule rouge) dans chaque tube.
5. Prendre une pipette de transfert jetable en plastique (fournie avec le kit) pour chaque échantillon —
les pipettes présentent des graduations en relief a 25 pl, 400 pl et 500 pl.




Pipette de transfert graduée :

500 pl - 400 pl 25l

— .

Mélanger complétement tous les échantillons indépendamment de leur consistance. Les
échantillons doivent tous étre parfaitement suspendus avant le transfert.

Echantillons liquides ou semi-solides — Prélever 25 ul d’échantillon avec une pipette de transfert
puis verser I’échantillon dans le mélange de Diluant/Conjugué. Utiliser la méme pipette de
transfert pour mélanger I'échantillon dilué.

Echantillons moulés ou solides - Veiller a ajouter la quantité adéquate d’échantillons de selles au
mélange témoin. Mélanger complétement I'échantillon & I'aide d’un écouvillon en bois et transférer un
petit fragment (de 2 mm de diameétre environ, équivalent a 25 i) de I'échantillon dans le mélange Diluant/
Conjugué. Emulsionner I'échantillon & 'aide de I'écouvillon.

Echantillons de selles provenant d’un milieu de transport tel qu’un Cary Blair ou un C&S - Prélever
100 pl (2 gouttes de la pipette de transfert) d’échantillon et les introduire dans le mélange Diluant/
Conjugué.

Echantillons témoins externes facultatifs :

Controéle externe positif - Ajouter une goutte de Contréle positif (bouteille & capsule grise) dans le
mélange Diluant/Conjugué.
Controdle externe négatif - Ajouter 25 pL de Diluant dans le mélange Diluant/Conjugué.

REMARQUE : si le fragment transféré est trop petit, si le mélange est défectueux ou si I’échantillon n’est
pas complétement suspendu dans le mélange Diluant/Conjugué, les résultats obtenus peuvent se révéler
faussement négatifs. Une trop grande quantité de selles peut donner des résultats nuls & cause du débit

limité.

PROCEDURE DE TEST

1.

Prendre un Dispositif a membrane par échantillon et un dispositif par contréle externe facultatif
positif ou négatif. Les sachets en aluminium contenant les dispositifs doivent étre portés a
température ambiante avant ouverture. Utiliser le dispositif immeédiatement aprés ouverture.
Etiqueter correctement chaque dispositif et I'orienter sur une surface plane de sorte que la mention
« C. DIFF COMPLETE » se trouve en bas et que le Micropuits d’échantillon se trouve dans I'angle
supérieur droit du dispositif.

Dispositif a membrane Micropuits d’échantillon

Fenétre de réacti
Ag Tox

C. DIFF COMPLETE

2. Fermer chaque tube d’échantillon dilué et mélanger complétement. Pour obtenir un mélange approprié,
procéder par mixage ou agitation du tube. Dés qu’un échantillon de patient ou un Contréle positif a été
dilué dans le mélange Diluant/Conjugué, il peut étre incubé a température ambiante jusqu’a 24 heures
avant d’étre ajouté au Dispositif a membrane.

3. A l'aide d’une pipette de transfert neuve, transférer 500 pl du mélange échantillon-conjugué dilué
dans le Micropuits d’échantillon (petite cavité située dans I'angle supérieur droit du dispositif)
d’un Dispositif a membrane, en veillant a bien expulser I'échantillon liquide sur la garniture
perméable située a I'intérieur du Dispositif & membrane. Lors de I'introduction de I'échantillon
dans le micropuits, veiller a ce que I'extrémité de la pipette de transfert soit inclinée vers la Fenétre
de réaction (grande cavité au centre du dispositif).

4. Laisser incuber le dispositif & température ambiante pendant 15 minutes — I’échantillon sera absorbé
par le dispositif et une zone humide apparaitra dans la Fenétre de réaction.

NOTE CONCERNANT LES ECHANTILLONS NE MIGRANT PAS :

L’échantillon dilué ne parvient pas toujours a migrer correctement ; la Fenétre de réaction n’est
alors que partiellement humidifiée. Sila Fenétre de réaction ne semble pas complétement
humidifiée dans les 5 minutes suivant I'ajout de I’échantillon dans le Micropuits d’échantillon,
ajouter 100 ul (4 gouttes) de Diluant dans le Micropuits d’échantillon, puis attendre 5 minutes
supplémentaires (soit 20 minutes au total).

5. Apres incubation, ajouter 300 pl de Tampon de lavage a I'aide du compte-gouttes blanc gradué
dans la Fenétre de réaction. Laisser le Tampon de lavage pénétrer la Fenétre de réaction et veiller
a ce qu'il soit complétement absorbé.

6. Verser 2 gouttes de Substrat (bouteille a capsule blanche) dans |la Fenétre de réaction. Lire et
consigner les résultats visuels observés au bout de 10 minutes.

INTERPRETATION DES RESULTATS
L'interprétation du test est plus fiable lorsque le dispositif est lu immédiatement a |a fin de la période
de réaction de 10 minutes. Lire le dispositif a une distance normale dans une piece bien éclairée
en regardant directement le dessus du dispositif a la verticale.

2. Observer si une ligne en pointillés bleue apparait au centre de la Fenétre de réaction : il s’agit du
contréle positif interne. L'aspect des bandes de controle représente un contréle interne valide. Le
fond peut apparaitre blanc a bleu clair. Observer I'apparition de lignes bleues dans les zones « Ag »
et « Tox » de la Fenétre de réaction : ce sont les bandes de test. Les bandes peuvent présenter
une couleur claire a foncée.

3. Résultat positif pour I'antigéne (« Ag ») : un résultat positif pour I'antigéne peut étre interprété a
tout moment entre I'adjonction de Substrat et le temps de lecture (10 minutes). Dans le cas d’un
résultat positif pour I'antigene, la bande « Ag » bleue et la bande de contréle bleue en pointillés
sous le « C » doivent étre visibles (Figure 1a). Les bandes peuvent présenter une couleur claire a
foncée. Une ligne partielle évidente est interprétée comme un résultat positif. La décoloration de
la membrane ne peut pas étre interprétée comme un résultat positif. Un résultat positif indique la
présence de C. difficile.

4. Résultat positif pour I’antigéne et la toxine (« Tox ») : si le résultat pour I'antigéne est positif
(c’est-a-dire qu’une bande « Ag » bleue et une bande de contrdle bleue en pointillés sous « C » sont
visibles), procéder a I'interprétation du résultat pour la toxine. Un résultat positif pour la toxine peut
étre interprété a tout moment entre I'adjonction de Substrate et le temps de lecture (10 minutes).
Dans le cas d’un résultat positif pour la toxine, une bande « Tox » bleue est visible (Figure 1b).
La bande peut présenter une couleur trés claire a tres foncée. Une ligne partielle évidente est
interprétée comme résultat positif. La décoloration de la membrane ne peut pas étre interprétée
comme un résultat positif. Un résultat positif indique la présence de toxine C. difficile.

5. Résultat négatif : les tests ne peuvent pas étre interprétés comme négatifs ou invalides moins de
10 minutes aprés I'adjonction du Substrat. Une seule ligne en pointillés bleue est visible au centre
de la Fenétre de réaction, sous le « C » et aucune bande de test n’est visible sur la zone « Ag » ou
« Tox » de la Fenétre de réaction (Figure 1c). Un résultat négatif dans la zone d’antigene indique
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soit I'absence d’antigene C. difficile dans I'échantillon, soit un taux inférieur a la limite de détection
du test. Un résultat négatif dans la zone de toxine indique soit I'absence de toxine C. difficile dans
I’échantillon, soit un taux inférieur a la limite de détection du test.

Résultat nul : aucune bande n’est visible dans la Fenétre de réaction (Figure 1d). Le résultat de
test est nul si aucune bande en pointillés bleue n’est présente sous le « C » a la fin de la période de
réaction (Figures 1e, 1f, 1g).

Résultat négatif pour I'antigéne (« Ag »), toxine positive (« Tox ») : un faible pourcentage
d’échantillons peut présenter des résultats négatifs pour I'antigéne tout en étant positif pour la
toxine. Ces échantillons doivent étre considérés comme indéterminés et & nouveau testés avec des
échantillons récents (Figure 1h). Sile nouveau test de I’échantillon est négatif pour I'antigene mais
positif pour la toxine, consigner un résultat de toxine positif.

étaient actifs au moment de la réalisation de I’essai et que I’échantillon a bien migré via le Dispositif a

membrane. |l confirme la réactivité des autres réactifs associés au test. Un fond clair dans la zone résul-

tat est considéré comme un contrdle interne négatif. Sile test a été réalisé correctement et les réactifs
fonctionnent, le fond est blanc afin de fournir un résultat discernable.

Externe : la réactivité du kit C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® doit étre controlée a la réception avec le
contréle positif et le contréle négatif (Diluant). Le Contréle positif est fourni avec le kit (bouteille & capsule
grise). Le Contréle positif permet de confirmer la réactivité des autres réactifs associés a I'essai mais il ne
permet pas de garantir la précision a la limite de détection de I'essai analytique. Le Diluant est utilisé pour le
contrdle négatif. Des tests supplémentaires peuvent étre réalisés a I'aide des controles pour répondre aux
exigences des réglementations locales, nationales et/ou fédérales et/ou des organismes d’accréditation.

FIGURE 1 : INTERPRETATION DES RESULTATS DU TEST C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
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Figure 1d
Résultat nul
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Figure 1g
Résultat nul

CONTROLE DE LA QUALITE

Interne : une bande de contrdle en pointillés bleue doit étre visible au centre de la Fenétre de réaction,
sous le « C », pour chaque Dispositif a membrane utilisé. L’apparition de la bande de contrdle en
pointillés bleue confirme que I'échantillon et les réactifs ont été correctement ajoutés, que les réactifs
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Figure 1f
Résultat nul

LIMITES
1.

Le test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® est utilisé pour détecter I'antigéne C. difficile et ses toxines
dans des échantillons de selles. Le test confirme la présence de toxines dans les selles et ces
informations doivent étre examinées par le médecin avec le dossier médical du patient et I'examen
physique de ce dernier. Le test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®détecte les taux de toxine A >0,63 ng/
ml, de toxine B 20,16 ng/ml et de glutamate déshydrogénase >0,8 ng/ml.

Les échantillons de selles sont extrémement complexes. Le test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
permet d’obtenir des résultats optimaux si les échantillons de selles ont été prélevés moins de 24 heures
al'avance. La plupart des échantillons non dilués peuvent étre stockés a une température comprise
entre 2 °C et 8 °C pendant 72 heures avant qu’une dégradation significative de la toxine ne puisse
étre observée. Si les échantillons ne sont pas testés pendant cette période, ils peuvent étre congelés
puis décongelés. Toutefois, des congélations et décongélations répétées peuvent entrainer la perte de
réactivité immunologique de I'antigene et des toxines A et B.

Certains échantillons peuvent entrainer des réactions faibles. Ce phénoméne peut découler d’un certain
nombre de facteurs tels que la présence de faibles niveaux d’antigénes ou de toxines, la présence de
substances anticorps ou la désactivation des enzymes dans les selles. Les bandes peuvent présenter
une couleur claire a foncée. Ces échantillons doivent étre rapportés positifs si une ligne bleue ou une
ligne partielle est observée. Une ligne bleue partielle évidente est interprétée comme résultat positif.
Les échantillons de selles conservés dans 10 % de formol, de formol thimérosal, dans du formol
d’acétate de sodium ou de I'alcool polyvinylique ne peuvent pas étre utilisés.

Le test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® est un test qualitatif. L'intensité de la couleur ne doit pas étre
interprétée en termes quantitatifs.

Certains isolats du C. sordellii peuvent réagir lors du test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® suite a la
production de toxines immunologiquement associées (1).

Des taux d’infestation pouvant atteindre 50 % ont été signalés chez des enfants. Un niveau élevé
a également été signalé chez des patients atteints de mucoviscidose (1,3). Les résultats peuvent se
révéler positifs dans ces groupes mais ils doivent étre considérés en association avec une infestation
potentielle.

Le seul organisme autre que C. difficile ayant réagi a la bande de toxines du test C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® correspond au Clostridium sordellii VPI 9048. Cette souche produit des toxines HT et LT
homologues aux toxines A et B, respectivement.

Aucune donnée n’est disponible sur les effets des lavages coliques, des lavements barytés, des laxatifs
ou des préparations de selles sur la performance du test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®. Toutes ces
procédures peuvent provoquer une dilution extensive ou la présence d’adjuvants susceptibles d’affecter
la performance du test.

VALEURS ATTENDUES

La maladie Clostridium difficile est principalement une maladie nosocomiale détectée chez les personnes

agées

et la fréquence de cette maladie dépend de facteurs tels que la population des patients, le type d’ins-

titution et I'épidémiologie. Les incidences de la maladie C. difficile signalées chez des patients présentant
des diarrhées associées aux antibiotiques sont comprises entre 5 et 20 %, les hopitaux pouvant présenter




des taux supérieurs ou inférieurs a ces chiffres. Il est important de considérer les résultats des tests en asso-
ciation avec les symptémes cliniques car certains adultes sains et un grand nombre d’enfants sains (jusqu’a
50 %) présentent des résultats positifs a la toxine du C. difficile. Par ailleurs, on a pu observer des taux com-
pris entre 22 et 32 % de C. difficile chez des patients atteints de mucoviscidose (1,3). Lors des études réali-
sées pour ce dispositif, avec des patients symptomatiques, I'incidence des toxines A et B était de 12 % et le
test GDH était de 18 %. Un résultat positif dans la partie antigéne du test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
confirme la présence du C. difficile dans un échantillon de selles et un résultat négatif indique I'absence de
cet organisme. Un résultat positif dans la partie toxine du test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® confirme

la présence de toxines de C. difficile dans un échantillon de selles et un résultat négatif indique I'absence de
toxines ou des niveaux de toxines insuffisants pour étre détectés.

EFFICACITE DU TEST

Evaluation clinique de la partie antigéne du test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

La partie antigéne du test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® a été comparée a une culture bactérienne.

Les échantillons testés lors de cette évaluation ont été soumis aux laboratoires cliniques pour des tests

de routine. Le test de culture bactérienne a été réalisé selon les procédures internes de I'établissement.

Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 1.

Tableau 1. Résumé des performances cliniques comparant le test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
a la culture bactérienne

les cultures de tissus.

Tableau 2. Résumé des performances cliniques comparant le test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

a la culture tissulaire

Culture tissulaire

Culture tissulaire

Positif Négatif
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 154 109
Bande antigene positive
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 5 861
Bande antigene négative

Evaluation clinique de la partie toxines du test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

La partie toxines du test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® a été comparée aux cultures de tissus dans
deux laboratoires cliniques et dans les locaux de TECHLAB®, Inc. Les échantillons inclus dans I'évalua-
tion ont été soumis aux tests de routine des laboratoires cliniques. Les résultats obtenus sont présentés
dans le Tableau 3.

Tableau 3. Résumé des performances cliniques comparant le test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 201 62
Bande antigéne positive

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 21 842
Bande antigéne négative

Indice de confiance
de 95 %

Sensibilité 90,5% 85,7-93,9
Spécificité 93,1% 91,2-94,7
Valeur prédictive positive 76,4% 70,7-813
Valeur prédictive négative 97,6% 96,2 - 98,4
Corrélation 92,6% 91,8 -93,4

a la culture tissulaire

Culture tissulaire

Culture tissulaire

Positif Négatif
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 137 6
Bande antigéne positive
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 19 964
Bande antigéne négative

Indice de confiance
de 95 %

Sensibilité 87,8% 81,4-923
Spécificité 99,4% 98,6 - 99,7
Valeur prédictive positive 95,8% 90,7 - 98,3
Valeur prédictive négative 98,1% 96,9 - 98,8
Corrélation 97,8% 97,6 - 98,0

Les échantillons contradictoires ont été évalués en utilisant les tests ELISA actuels pour le gluta-

mate déshydrogénase C. difficile.

Vingt-neuf des 62 échantillons faussement positifs se sont révélés positifs a un autre test GDH,

et ont été considérés comme effectivement positifs.

Treize des 21 échantillons faussement négatifs se sont révélés négatifs a un autre test GDH, et

ont été considérés comme effectivement négatifs.
La partie antigéne du test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® a été comparée a des cultures de tissus
pour la détection de la toxine C. difficile. Les échantillons testés lors de cette évaluation ont été soumis
aux laboratoires cliniques pour des tests de routine. Les résultats sont indiqués dans le Tableau 2. La
partie antigéne du test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® a détecté 98,7 % des échantillons positifs avec

Les échantillons contradictoires ont été évalués avec les tests ELISA actuels pour les toxines A et B.
Cing échantillons faussement positifs sur les 6 étaient positifs d’aprés le test ELISA et ont été
considérés comme effectivement positifs.

Douze échantillons faussement négatifs sur les 19 étaient négatifs d’aprés le test ELISA et ont été
considérés comme effectivement négatifs.
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EFFET DE LA CONSISTANCE DE L'ECHANTILLON DE SELLES
Effet de la consistance de 'échantillon de selles sur le test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
La réaction des échantillons de selles de consistances différentes dans la partie antigéne (n=978) et dans
la partie toxines (n=981) du test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® est présentée dans les Tableaux 4 et
5. Les pourcentages de réactions positives avec la culture bactérienne ou le test C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® étaient similaires pour les trois types d’échantillons de selles (liquide, semi-solide et solide).
Tous les échantillons ont été soumis au test C. difficile. A I'origine de cette soumission, on trouve les
antécédents médicaux du patient et non la consistance des échantillons. Dans la partie antigene, les
résultats montrent que le test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® se comporte de maniére similaire a la
culture bactérienne lors du test des échantillons de différentes consistances. Dans la partie toxine, les
résultats montrent que le test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® se comporte de maniére similaire aux
cultures de tissus lors du test des échantillons de différentes consistances.
Tableau 4. Réaction dans la partie antigéne du test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® pour des
échantillons de selles de consistances différentes

Echantillons semi- Echantillons solides
(n =335) solides (n =522) (WERPA)]

Echantillons liquides

Positif sur la culture

bactérienne 59 (17,6%)

110 (21,1%) 19 (15,7%)

C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®
Bande antigene positive

72 (21,5%) 128 (24,5%) 25 (20,7%)

Négatif sur culture

bactérienne 276 (82,4%)

412 (78,9%) 102 (84,3%)

C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®
Bande antigene négative

263 (78,5%) 394 (75,5%) 96 (79,3%)

Tableau 5. Réaction dans la partie toxines du test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE?® pour des
échantillons de selles de consistances différentes

- . - Echantillons
P Echan(trlllli)ns3 Ié;quldes S
- - (n = 528)

Nombre d’échantillons
81

Echantillons solides
(n=122)

Positif sur culture de tissus 43 (12,8%) 81 (15,5%) 8 (6,6%)
C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® 42 (12,5%) 72 (13,8%) 7(5,7%)

Bande toxine positive

Négatif sur culture de tissus 293 (87,2%) 442 (84,5%) 114 (93,4%)

C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®
Bande toxine négative

294 (87,5%) 451 (86,2%) 115 (94,3%)

SENSIBILITE ANALYTIQUE

L'arrét de I'essai a été établi a des concentrations de 0,63 ng/ml pour la toxine A, de 0,16 ng/ml pour la
toxine B et de 0,8 ng/ml pour le glutamate déshydrogénase.
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REPRODUCTIBILITE

La reproductibilité du test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® a été déterminée a partir de 12 échantillons
de selles codés pour éviter leur identification pendant le test. Les tests ont été réalisés par 3 laboratoires
indépendants qui ont analysé les échantillons sur 3 jours. Les échantillons ont donné les résultats
prévus sur toute la durée des essais.

REACTIVITE CROISEE

Les échantillons de selles inoculés par les micro-organismes suivants, pour une concentration finale
d’environ 10° ou supérieure d’organismes par ml, n’ont pas réagi sur les bandes de test antigéne ou
toxines du test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® :

Bactéries ou agents pathogénes : Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacteroides
fragilis, Campylobacter coli, Campylobacter fetus, Campylobacter jejuni, Candida albicans, Clostridium
butyricum, Clostridium clostridiforme, Clostridium haemolyticum, Clostridium histolyticum, Clostridium
novyi, Clostridium perfringens, Clostridium septicum, Clostridium sordellii (nontoxigenic), Clostridium
sporogenes, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis, Escherichia coli
EIEC, Escherichia coli, Escherichia coli O157:H7, Escherichia coli ETEC, Klebsiella pneumoniae, Peptos-
treptococcus anaerobius, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Serratia
liquifaciens, Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus, Staphylococ-
cus aureus (Cowans), Staphylococcus epidermidis, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Yersinia
enterocolitica

Le seul organisme autre que C. difficile ayant réagi a la bande de toxines du test C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® correspond au Clostridium sordellii VPI 9048. Cette souche produit des toxines HT et LT
homologues aux toxines A et B, respectivement.

Les virus suivants, a des TCID de 10*® a 1082 n’ont pas réagi au test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® :
Virus : adénovirus de types 1, 2, 3, 5, 40, 41, coronavirus humains, Coxsackievirus B2, B3, B4, B5,
échovirus 9, 11, 18, 22, 33, entérovirus de types 68, 69, 70, 71, rotavirus.

INTERFERENCES ANALYTIQUES

Les substances suivantes (formulations américaines) n’ont pas modifié le résultat des tests lorsqu’elles
étaient présentes dans les selles aux concentrations indiquées ci-apres : mucine (3,5 % p/v), sang hu-
main (40 % v/v), sulfate de baryum (5 % p/v), Imodium® (5 % v/v), Kaopectate® (5 % v/v), Pepto-Bismol®
(5 % v/v), acide stérique/palmitique (40 % p/v), Métronidazole (0,25 % p/v), Vancomycine (0,25 % p/v).

REACTION DES ISOLATS CLINIQUES OBTENUS SUR CCFA (GELOSE AVEC
CYCLOSERINE, CEFOXITINE, AMPHOTERICINE B)

Au total, 103 isolats cliniques de C. difficile, obtenus par culture bactérienne anaérobie sur CCFA au
bout de 3 jours a 37 °C, ont été testés avec le test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®. Pour I'analyse,
des colonies individuelles ont été collectées et suspendues dans le Diluant selon les recommandations
concernant les échantillons de selles. Les 1083 isolats ont donné une réaction d’antigéne positive lors
du test.

Soixante-dix de ces 103 isolats (68 %) étaient issus d’échantillons de selles positifs pour la toxine de
C. difficile d’apres la culture de tissus. Parmi eux, 56 (80 %) ont donné une réaction positive pour les
toxines lors du dépistage aprés croissance anaérobie sur CCFA pendant 3 jours a 37 °C.




TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

UCEL POUZITI

Test TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® je rychla membranova enzymova imunoanalyza pro
soucasnou detekci antigent glutamat dehydrogenazy a toxint A a B Clostridium difficile v jediné reakéni
jamce. Test detekuje antigen C. difficile, glutamat dehydrogenazu, jako vySetfeni na pfitomnost C. difficile
a potvrzuje pritomnost toxické C. difficile detekci toxinti A a B ve vzorcich stolice osob s podezienim na
onemocnéni C. difficile. Test je uréen k pouZziti jako pomucka pfi diagnéze onemocnénim C. difficile. Stejné
jako u ostatnich testu C. difficile je vysledky tfeba zvazovat ve spojeni s anamnézou pacienta.

VYSVETLENI

Po lécbé antibiotiky se u mnoha pacientt rozvinou gastrointestinalni problémy v rozsahu od mirného prijmu

po vaznou pseudomembranovou kolitidu. Mnoho pfipadt mirméjsich forem gastrointestinalniho onemocnéni

a vétsina pripadt pseudomembranové kolitidy je zplsobena toxigennimi kmeny Clostridium difficile (1). Tento
organismus je oportunisticka anaerobni bakterie, ktera roste ve stfevech, kdyZ je normaini flora pozménéna
ucinky antibiotik. Toxigenni kmeny C. difficile prenaseji geny kodujici toxiny, zatimco netoxigenni kmeny

nikoli. Nastup nemoci je spojen s toxiny, které jsou produkovany toxigennimi organizmy. Klinické pfiznaky
spojené s touto nemoci jsou pricitany predevsim toxinu A, ktery patfi do skupiny enterotoxinti poskozujicich
tkan (2,3). C. difficile rovnéz produkuje druhy toxin, oznacovany jako toxin B. Toxin B, ktery byl oznacovan

jako cytotoxin je toxin detekovany analyzou tkarnové kultury pouzivanou v mnoha laboratofich. Toxigenni
kmeny C. difficile produkuji oba toxiny nebo pouze toxin B (4-7). Glutamatdehydrogenaza C. difficile je dobrym
antigenovym markerem organizmu ve stolici, protoZe je produkovana ve vysokych mnozstvich véemi kmeny,
toxigennimi i netoxigennimi (8-10). Antigen je mozné detekovat ve vzorcich stolice testem C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®. Pozitivni vysledek testu na glutamat dehydrogenazu C. difficile potvrzuje pfitomnost tohoto
organismu ve vzorku stolice; negativni vysledek indikuje jeho nepfitomnost. Pozitivni vysledek testu na toxiny Aa
B potvrzuje pfitomnost toxigenniho kmene C. difficile.

PRINCIP TESTU

Test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® vyuziva protilatky specifické pro glutamat dehydrogenazu a toxiny
A a B bakterieC. difficile. Prostfedek obsahuje reakéni Stérbinu se tfemi svislymi linkami imobilizovanych
protilatek. Testovaci linka antigenu (,Ag“) obsahuje protilatky proti glutamat dehydrogenaze C. difficile.
Kontrolni linka (,C") je teckovana ¢ara, ktera obsahuije protilatky proti peroxidaze z kienu (HRP). Testovaci
linka A a B (, Tox"“) obsahuije protilatky proti toxinim A a B bakterie C. difficile. Konjugat tvofi protilatky ke
glutamat dehydrogenaze a protilatky k toxinGm A a B spojené s peroxidézou z kienu. K provedeni testu

se vzorek prida do zkumavky obsahujici smés rediciho roztoku a konjugatu. Smés zfedéného vzorku a
konjugatu se prida do vzorkovaci jamky a prostfedek se necha inkubovat 15 minut pfi pokojové teploté.
Béhem inkubace se pfitomny glutamat dehydrogenaza a toxiny A a B ve vzorku vazou na konjugat
protilatky a peroxidazou. Komplexy antigen-protilatka-konjugat migruji filtracni podlozkou k membrané,
kde jsou zachyceny imobilizovanymi protilatkami proti glutamat dehydrogenaze a toxinim A a B v linkach.
Reakcni $térbina je nasledné proplachnuta promyvacim tiumivym roztokem a poté se pfida substrat. Po
10minutovém inkubaénim obdobi se vizualné zkontroluje ,Ag“ reakce, zda se objevi svisla modra linka

na strané ,Ag" reakcni stérbiny. Modra linka indikuje pozitivni test. Pokud je ,Ag“ pozitivni, vizualné se
zkontroluje , Tox" reakce, zda se objevi modra linka na strané , Tox" reakcni Stérbiny. Modra linka indikuje
pozitivni test. Pozitivni reakce ,C*, indikovana svislou teckovanou ¢arou pod ¢asti ,C* reakcni $térbiny,
potvrzuje, Ze test fungoval spravné a vysledky jsou validni.

DODAVANY MATERIAL
DEV Membréanové prostfedky — kazdé baleni obsahuje 1 prostiedek

Redici roztok (22 ml na lahviéku) — tiumeny roztok bilkovin s kapatkem
se stupnici

WASHIREAG] Promyvaci tlumivy roztok (12 ml na lahvi¢ku) — tlumici roztok
s kapatkem se stupnici

Substrét (3,5 ml na lahviéku)- roztok obsahuje tetramethylbenzidin

Konjugat (2,5 ml na lahvic¢ku) — mysi monoklonalni protilatka specificka na glutamat
dehydrogenazu spojena s peroxidazou z kienu a kozimi polyklonalnimi protilatkami
specifickymi na toxiny A a B spojenymi s peroxidazou z kienu v tumeném roztoku bilkovin

Jednordzové plastové prenosové pipety — s rysem 25 pl, 400 pl a 500 pl
@ Pro diagnostické pouZziti in vitro

POZADOVANY MATERIAL A VYBAVENI, KTERE NENI DODAVANE
Malé vysetiovaci zkumavky (napr. plastové Eppendorfovy zkumavky nebo sklenéné zkumavky)
Prouzky aplikatoru Casovaé Vortex
Jednorazové rukavice pro manipulaci se vzorky stolice Pipetovaci automat a $picky

SKLADOVATELNOST A SKLADOVANi

Datum exspirace soupravy je uvedeno na Stitku. Datum exspirace kazdé soucasti je uvedeno na
jednotlivych stitcich. Soupravu skladujte v rozmezi 2 az 8 °C.

BEZPECNOSTNI OPATRENI

1. Reagencie z rlznych souprav se nesméji smésovat nebo zaménovat. NepouzZivejte soupravu po
datu expirace.

Kazdy soucast soupravy by méla byt zkontrolovana, zda je tésna. Po pfijeti zkontrolujte soupravu,
abyste ovéfili, Ze jednotlivé soucasti nejsou zmrzlé nebo teple na dotek v dusledku nevhodnych
prepravnich podminek.

PRED POUZITIM NECHTE v8echny slozky ohfat NA POKOJOVOU TEPLOTU.

Vicka, $picky a kapatko jsou barevné oznaceny; nesmésujte je ani nezaménujte!

Nepouzivejte zmraZené reagencie. Soupravu skladujte v rozmezi 2 az 8 °C.

N
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10.
1.

15.

Baleni obsahujici membranovy prostfedek by mélo mit pfed otevienim pokojovou teplotu. Pred
pouzitim udrzujte membranovy prostfedek suchy.

Vzorky stolice pouZijte béhem 72 hodin od odbéru, abyste ziskali optimalni vysledky. Vzorky,
které jsou zmrazené mohou ztratit aktivitu v disledku zmrazeni a rozmrazeni. Zmrazené vzorky
rozmrazuijte pfi pokojové teplotée.

Podrzte lahvicky reagencii svisle pro davkovani reagencii a zajisténi konzistentni velikosti kapky a
spravného objemu.

Se vzorky a membranovym prostfedkem je tfeba nakladat a likvidovat jako mozné biologické
nebezpedi. Pfi provadéni testu noste jednorazové rukavice.

Membranovy prostredek nelze pouzivat opakované.

Test byl optimalizovan na citlivost: a specificitu. Zmény ve specifikovaném postupu nebo podminkach
testu mohou ovlivnit citlivost a specificitu testu. Neodchylujte se od specifikovaného postupu.

Budte pozorni k celkové dobé analyzy pfi testovani vice nez jednoho vzorku stolice. Nejprve pfidejte
fedici roztok a potom pfidejte konjugat do kazdé zkumavky s fedicim roztokem. Potom pfidejte
vzorek do zkumavky s fedicim roztokeml/konjugatem. Dikladné promichejte zfedéné vzorky a
preneste je do membranovych prostfedki. Krok 15minutové inkubace zacina po preneseni posledni
smési zfedéného vzorku a konjugatu do posledniho membranového prostredku.

Pokud se substrat zméni na tmavé modrou /fialovou barvu, zavolejte technické sluzby a pozadejte
0 vymeénu.

Vzorky stolice mohou obsahovat mozné infekéni slozky a je s nimi tfeba zachazet v souladu s
urovni Biosafety Level 2, ktera se doporucuje pro jakékoliv potencialné infekéni vzorky lidského séra
nebo krve v manualu CDC/NIH (Centra pro kontrolu nemoci/Narodniho zdravotnického institutu)
,Biologicka bezpecénost v mikrobiologickych a biomedicinskych laboratofich®.

Vsechny reagencie jsou uré¢eny pouze pro diagnostické ucely in vitro.

ODBER VZORKU STOLICE, MANIPULACE SE VZORKY A JEJICH SKLADOVANI

Prijatelné typy vzorku

Cerstvé vzorky stolice

Nepo at

Vzorky stolice ve formalinovém fixacnim pfipravku
(napt. formalin acetat sodny, 10% formalin,
merthiolat formalin)

Zmrazené vzorky stolice

Vzorky stolice v alkoholovém fixacnim pfipravku
(napf. polyvinylalkohol)

Vzorky v transportnich médiich (Cary Blair,
C&S)

2-8°C

Skladovani vzorku

Poznamky

Teplota skladovani

72 hodin Idedlni vzorky jsou mné nez 24 hodin staré

Zmrazeny < -10 °C

Rozmrazujte pfi pokojové teploté. Opakované
zmrazeni a rozmrazeni vzorkdl muze vést ke ztraté
aktivity vzorku v dusledku degradace toxind.

Déle nez 72 hodin
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Cerstvé vzorky stolice

Standardni odbér a manipulace pouzivané interné pro vzorky stolice jsou vhodné.
Vzorky stolice je tfeba odebirat v Cistych, nepropustnych nadobach.
Skladovani vzorku stolice v fedicim roztoku se nedoporucuje.
Nenechavejte vzorky stolice ve smési fedici roztok/konjugat > 24 hodin.
RIPRAVA VZORKU
Pfed pouzitim nechte vSechny reagencie a pozadovany pocet prostfedki ohfat na pokojovou
teplotu. Doporucuje se odstranit reagencie z pénové vlozky, aby se snizila doba potfebna k zahrati
na pokojovou teplotu.
Pripravte a oznacte jednu malou testovaci zkumavku pro kazdy vzorek a volitelné externi kontroly
podle potieby.
Pomoci ¢erného kapatka se stupnici pridejte 750 pl (2. ryska od $picky) fediciho roztoku do kazdé

zkumavky na vzorky stolice. Pro vzorky v transportnim médiu, napfiklad Cary Blair nebo C&S,
pridejte do zkumavky 650 pl Fediciho roztoku.

Typ vzorku Objem fediciho roztoku

750 pl (2. znacka od $picky)

Zmrazené vzorky stolice (zmrazené
nefedéné) =0

750 pl (2. znacka od Spicky)

Vzorky v transportnich médiich (Cary
Blair, C&S)

650 pl (ryska neni vyznacena)

Externi kontroly (pozitivni a negativni)

750 pl (2. znacka od $picky) '

Pridejte jednu kapku konjugatu (lahvicka s Gervenym vickem) do kazdé zkumavky.
Pouzijte jednu jednorézovou pipetu (obsazené v sadé) na kazdy vzorek — pipety maiji rysky 25 pl,
400 pl a 500 pl.

Transferova pipeta se stupnici:

— !

Dukladné promichejte vSechny vzorky bez ohledu na konzistenci - je nezbytné, aby byly
vzorky pfed pfenosem rovnomérné suspendovany.

S & — pipetujte 25 pl vzorku pfenosovou pipetou a nadavkujte do smési fedici
roztok/konjugat. Stejnou prenosovou pipetou zamichejte zfedény vzorek.
Formované/tuhé vzorky — je tfeba davat pozor, aby bylo do smési vzorku pfidano spravné mnozstvi
fekalii. Zamichejte dikladné vzorek dfevénou tyckou aplikatoru a preneste malou ¢ast (pfiblizné
2 mm v praméru, ekvivalent 25 pl) vzorku do smési fedici roztok/konjugat. Vzorek prevedte na

emulzi aplika¢ni ty¢inkou.




Vzorky stolice v transportnich médiich Cary Blair nebo C&S - pipetujte 100 pl (2 kapky z pfenosové
pipety) vzorku do smési fedici roztok/konjugat.

Volitelné externi kontrolni vzorky:

Externi pozitivni kontrola - pfidejte jednu kapku pozitivni kontroly (lahvicka s $edym vickem) do
smési fedici roztok/konjugat.

Externi negativni kontrola - pfidejte 25 pl fediciho vzorku do smési redici roztok/konjugat.

POZNAMKA: Preneseni pfili§ malého mnozstvi vzorku nebo nedostateéné smiseni éi suspendovani
vzorku ve smési fedici roztok/konjugat muze vést k fale$né negativnim vysledkum testu. Pridani
prilisného mnoZstvi vzorku stolice mize zpusobit neplatné vysledky z divodu omezeného toku vzorku.

ZKUSEBNi POSTUP

1.

Pouzijte jeden membranovy prostfedek na vzorek a jeden prostfedek na volitelnou externi pozitivni
nebo negativni kontrolu podle potfeby. Foliové baleni obsahujici prostfedky by mélo mit pred
otevienim pokojovou teplotu. PouZijte zafizeni ihned po otevieni. Vhodné oznaéte kazdy prostfedek
a orientujte jej na rovném povrchu tak, aby text ,C. DIFF COMPLETE" byl na spodni strané zafizeni
a malé vzorkovaci jamka byla v hornim pravim rohu prostfedku.

Membranovy prostredek Jamka na vzorek

okno

Tox

C. DIFF COMPLETE

Zaviete kazdou zkumavku zfedéného vzorku a dikladné zamichejte. Spravné promichani lze
dosahnout na vortexu nebo pfevracenim zkumavky. Jakmile dojde ke zfedéni pozitivni kontroly ve
smési fedici roztok/konjugat, muze se inkubovat pfi pokojové teploté jakoukoli dobu az 24 hodin
pfed jeho nanesenim do membranového prostredku.

Novou prenosovou pipetou pfeneste 500 ul smési ziedéného vzorku a konjugatu do vzorkovaci
jamky (maly otvor v hornim pravém rohu) membrénového zafizeni a ujistéte se, Zze do$lo k
vytlageni tekutého vzorku na kapilarni podlozku uvnitf membranového zafizeni. Pfi vloZeni vzorku
do vzorkovaci jamky se ujistéte, Ze Spicka prenosové pipety je sklonéna v uhlu smérem k reakéni
Stérbiné (vétsi otvor uprostfed prostiedku).

Inkubujte prostfedek pfi pokojové teploté 15 minut — vzorek prosakne prostfedkem a vihka oblast
se rozsifi napfi¢ reakéni Stérbiny.

POZNAMKA KE VZORKUM, U NICHZ NEDOJDE K MIGRACI:

Prilezitostné nemusi dojit ke spravné migraci zfedéného vzorku a reakcni stérbina neni plné

vihka. Pokud nedojde béhem 5 minut k uplnému navih¢eni reakcni stérbiny od pfidani vzorku

do vzorkovaci jamky, pridejte 100 ul (4 kapky) fediciho roztoku do vzorkovaci jamky a pockejte
dalsich 5 minut (celkem 20 minut).

Po inkubaci pfidejte 300 pl promyvaciho tlumivého roztoku do reakéni Stérbiny pomoci bilého
kapatka se stupnici. Nechte promyvaci tlumivy roztok protéci membranou reakéni Stérbiny a

pockejte na Uplnou absorpci.

6.

Pridejte 2 kapky substratu (lahvicka s bilym vickem) do reakéni Stérbiny. Odectéte a zaznameneijte
vysledky vizualné po 10 minutach

INTERPRETACE VYSLEDKU

1.

doby. Odecitejte prostfedek z normalni pracovni vzdalenosti na dobfe osvétleném misté. Pozorujte
pfimo kolmo nad prostfedkem.

Pozorujte prostfedek, zda se objevi modré tecky uprostied reakéni $térbiny, coz predstavuje interni
pozitivni kontrolu. Vyskyt jakékoli kontrolni tecky (tecek) pfedstavuje validni interni kontrolu. Pozadi
se mUze jevit bilé az svétle modré. Pozorujte prostiedek, zda se objevi modré linky na stranach
LAg” a ,Tox" reakcni Stérbiny, coz predstavuje linky testu. Linky mohou byt slabé az tmavé intenzity.
Pozitivni antigenovy (,,Ag“) vysledek: Pozitivni vysledek antigenu mize byt interpretovan kdykoli
mezi pfidanim substratu a uplynutim 10 minut na odecet. Pro pozitivni vysledek antigenu jsou
viditelné modra ,Ag" linka a te¢kovana modra kontrolni linka pod ,C* (obrazek 1a). Linky mohou byt
slabé aZ tmavé intenzity. Zjevné ¢astecna linka je interpretovana jako pozitivni vysledek. Odbarveni
membrany nelze interpretovat jako pozitivni vysledek. Pozitivni vysledek vysledek indikuje
pfitomnost C. difficile.

Positivni antigenovy a toxinovy (,, Tox“) vysledek Pokud je vysledek antigenu pozitivni (tj. jsou
vidét modra linka ,Ag”“ a modra teckovana linka pod ,C*), pokracujte v interpretaci vysledku toxinu.
Pozitivni vysledek toxinu mlze byt interpretovan kdykoli mezi pfidanim substratu a uplynutim 10
minut na odecet. V pripadé pozitivniho vysledku toxinu je vidét modra linka , Tox" (obrazek 1b). Linka
muze byt slabé az tmavé intenzity. Zjevné ¢astecna linka je interpretovana jako pozitivni vysledek.
Odbarveni membrany nelze interpretovat jako pozitivni vysledek. Pozitivni vysledek vysledek
indikuje pfitomnost toxinu C. difficile.

Negativni vysledek: Test nemUze byt interpretovan jako negativni nebo neplatny, dokud neuplyne
10 minut po pfidani substratu. Jedna modra tec¢kovana linka je viditelna uprostfed reakcni Stérbiny
pod ,C" a Zadné linky testu nejsou na strané ,Ag" ani ,Tox" reakcni Stérbiny (obrazek 1c). Negativni
vysledek v ¢asti antigenu indikuje, Ze antigen C. difficile neni ve vzorku pfitomny nebo je pod mezi
detekce testu. Negativni vysledek v ¢asti toxinu indikuje, Ze toxin C. difficile neni ve vzorku pfitomny
nebo je pod mezi detekce testu.

Neplatny vysledek: V reakéni $térbiné nejsou vidét Zadné linky (obrazek 1d). Vysledek testu je
neplatny, pokud pod ,C* neni pfitomna modra te¢kovana linka po uplynuti reakéni doby (obrazky
1e, 1f, 1g).

Negativni na antigen (,Ag“), pozitivni na toxin (,Tox“): Nizké procento vzorki muze byt
testovano negativni na antigen, ale pozitivni na toxin. Tyto vzorky je tfeba povazovat za neurcité
a opakované otestovat s novym vzorkem (obrazek 1h). Pokud pfi opakovaném testu je vzorek
negativni na antigen, ale pozitivni na toxin, vykazte pozitivni vysledek toxinu.
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OBRAZEK 1: INTERPRETACE VYSLEDKU C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
O O

Ag Tox

C C
O
Ag @ Tox

C. DIFF COMPLETE

Obrazek 1c
Negativni vysledek

Ag Tox

C. DIFF COMPLETE

Obrazek 1a
Pozitivni antigenovy vysledek

C. DIFF COMPLETE

Obrazek 1b
Positivni antigenovy
a toxinovy vysledek

( C \ C C
O O O
Ag Tox Ag Tox Ag Tox

C. DIFF COMPLETE

C. DIFF COMPLETE

\_ C. DIFF COMPLETE /

Obrazek 1d Obrazek 1e Obrazek 1f
Neplatny vysledek Neplatny vysledek Neplatny vysledek
°N\O
Ag Tox

C. DIFF COMPLETE

\_ C. DIFF COMPLETE /

Obrazek 1g Obrazek 1h
Neplatny vysledek Viz 7 pro interpretaci
KONTROLA KVALITY

Interni:Ve stfedni ¢asti reakéni stérbiny musi byt viditelna te¢kovana modra linka pod ,C* na kazdém
membranovém prostredku pouZzitim k testu. Objeveni modrych kontrolnich te€ek potvrzuje, Ze byly
vzorek a reagencie pfidany spravné, Ze jsou reagencie aktivni v dobé provedeni testu a Ze vzorek
spravné migroval pfes membranovy prostredek. Rovnéz potvrzuje reaktivitu dalSich reagencii spojenych
s analyzou. Jasné pozadi v oblasti vysledku je povaZovano za interni negativni kontrolu. Pokud je

test proveden spravné a reagencie funguji spravné, pozadi bude bilé, coz umozni ziskat jednoznaény
vysledek.

Externi: Reaktivitu sady C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® je tfeba ovéfit po pfijeti pomoci pozitivni
kontroly a negativni kontroly (fedici roztok). Pozitivni kontrola se dodava se soupravou (lahvi¢ka s Sedym
vickem). Pozitivni kontrola potvrzuje reaktivitu dalSich reagencii spojenych s analyzou a neni uréena
pro zajisténi presnosti analytické meze stanoveni. Redici roztok se pouziva jako negativni kontrola.
Dal$i testy se mohou provadét s kontrolami ke spinéni poZadavkut mistnich nebo narodnich predpist a
pozadavku akreditacnich organizaci.

30

OMEZENI

1. Test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® se pouziva pro detekci antigenu a toxinu C. difficile ve
vzorcich stolice. Test potvrzuje pfitomnost toxinu ve stolici a tato informace by méla byt zvazena
lékafem ve svétle klinické anamnézy a fyzického vySetfeni pacienta. Test C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® zjistuje Urovné toxinu A pfi 2 0,63 ng/ml, toxin B pfi 2 0,16 ng/ml a glutamat
dehydrogenazu pfi 2 0,8 ng/ml.

2. Vzorky stolice jsou extrémné slozité. Optimalni vysledky testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
se ziskaji se vzorky, které jsou méné nez 24 hodin staré. Vétsinu nefedénych vzorkl je mozné
skladovat mezi 2 °C a 8 °C po dobu 72 hodin bez vyznamné degradace toxinu. Pokud nejsou vzorky
analyzovany béhem tohoto obdobi, mohou byt zmrazeny a rozmrazeny. Opakované zmrazovani a
rozmrazovani véak muze vést ke ztraté imunoreaktivity antigenu a toxint A a B.

3. Nékteré vzorky mohou poskytnout slabou reakci. Pfi¢inou mize byt fada riznych faktort, napfiklad
pfitomnost nizkych koncentraci antigenu nebo toxinu, pfitomnost vazajicich latek nebo inaktivujici
enzymy ve stolici. Linky mohou byt slabé az tmavé intenzity. Tyto vzorky by mély byt vykazany jako
pozitivni, pokud je pozorovany jakakoli modra linka, dokonce i jen ¢astecna. Zjevné casteéna modra
linka je interpretovana jako pozitivni vysledek.

4. Vzorky stolice konzervované v 10% formalinu, merthiolat formalinu, formalin acetat sodném nebo
polyvinylalkoholu nelze pouzivat.

5. Test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® je kvalitativni. Intenzitu barvy nelze posuzovat kvantitativné.

6. Neékteré izolaty C. sordellii mohou reagovat v testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® z divodu
produkce imunologicky pfibuznych toxind (1).

7. U malych déti byly hlaSeny rychlosti kolonizace az do 50 %. Vysoka rychlost byla také hlaSena u
pacientt s cystickou fibrézou (1,3). U téchto skupin se mohou vyskytnout pozitivni vysledky, ale musi
se na né nahliZet ve spojeni s moznosti byt kolonizovany prenasec¢.

8. Jediny organismus jiny nez C. difficile, ktery reagoval v toxinové ¢asti testu C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® byl Clostridium sordellii VPI 9048. Tento kmen produkuje toxiny HT a LT, které jsou
homology toxint A a B.

9. Nejsou k dispozici zadna data o ucincich stfevnich proplacht, bariovych klystyru, projimadel nebo
stievnich pfipravkud na funkci testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®. Vechny tyto postupy mohou
vést ke znacnému zfedéni nebo pfitomnosti pfidavnych latek, ktera mohou ovlivnit vykon testu.

OCEKAVANE HODNOTY

Onemocnéni zpisobené Clostridium difficile je hlavné nozokomialni onemocnéni starsich pacient a
&etnost onemocnéni zavisi na faktorech jako je populace pacient, typ instituce a epidemiologie. Hlaseny
vyskyt onemocnéni zptisobenych C. difficile u pacientti s prijmem spojenym s Iécbou antibiotiky mize
byt v rozmezi 5 az 20 % a nemocnice mohou mit zkuSenosti s niz§im nebo vy$$im rozsahem. Je dulezité
zvazit vysledky testu ve spojeni s klinickymi symptomy, protoZe zdravi dospéli a velky pocet zdravych
malych déti (az 50 %) bude pozitivni na toxin C. difficile. Kromé toho byla také u pacient( s cystickou
fibrézou hlasena mira prenosu C. difficile 22 % az 32 % (1,3). Ve studiich provadénych na tomto zafizeni
pomoci symptomatickych pacientt byla incidence toxinti Aa B12 % a GDH 18 %. Pozitivni vysledek
antigenové ¢asti testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® potvrzuje pfitomnost C. difficile ve vzorku stolice;
negativni vysledek indikuje nepfitomnost organismu. Pozitivni vysledek toxinové ¢asti testu C. DIFF QUIK
CHEK COMPLETE® potvrzuje pfitomnost toxinu C. difficile ve vzorku stolice; negativni vysledek indikuje
nepfitomnost toxinu nebo nedostateéné mnozstvi toxinu pro detekci.




FUNKCNI CHARAKTERISTIKY
Klinické hodnoceni antigenové ¢asti testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
Antigenova ¢ast testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® byla srovnana s bakterialni kultivaci. Vzorky
zahrnuté v hodnoceni byly odeslany do klinické laboratore k béZnému testovani. Test bakterialni kultury
byl provadén podle internich postupu. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 1.
Tabulka 1. Souhrn klinického vykonu srovnavajici test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

s bakterialni kultivaci

Bakterialni kultura

Negativni

Tabulka 2. Souhrn klinického vykonu srov
s analyzou tkarnové kultury.

Tkanova kultura

Pozitivni

jici test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

Tkanova kultura
Negativni

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
Linka antigenu, pozitivni

154

109

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
Linka antigenu, negativni

861

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
Linka antigenu, pozitiva 201 62 Klinické hodnoceni toxinové ¢asti testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
Toxinova ¢ast textu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® byla srovnana a analyzou tkariové kultury ve
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 21 842 dvou klinickych laboratofich a interné ve spole¢nosti TECHLAB®, Inc. Vzorky zahrnuté v hodnoceni byly
Linka antigenu, negativni odeslany do klinické laboratofe k béZnému testovani. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 3.
Tabulka 3. Souhrn klinického vykonu srovnavajici test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® s
. analyzou tkanové kultury.
95% interval
spolehlivosti Tkanova kultura Tkanova kultura
Pozitivni Negativni
Citlivost 90,5 % 85,7-93,9
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 137 5
Specificita 93,1 % 91,2-94,7 Linka antigenu, pozitivni
Pozitivni predikéni hodnota 76,4 % 70,7-81,3 C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 19 964
- N Linka antigenu, negativni
Negativni predikéni hodnota 97,6 % 96,2-98,4
Korelace 92,6 % 91,8-93,4

Diskrepantni vzorky byly hodnoceny stavajicimi testy ELISA na glutamatdehydrogenazu C.

difficile.

Dvacet devét z 62 falesné pozitivnich vzorkud bylo pozitivnich v dal$im GDH testu a byly

posouzeny jako skute¢né pozitivni.

Trinact z 21 fale$né negativnich vzorkud bylo negativnich v dal$im GDH testu a byly posouzeny

jako skute¢né negativni.
Antigenova cast testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® byla srovnana analyzou tkaroveé kultury k
detekci toxinu C. difficile. Vzorky zahrnuté v hodnoceni byly odeslany do klinické laboratofe k béznému
testovani. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 2. Antigenové ¢ast testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
detekovala 98,7 % vzorku pozitivné ur¢enych tkariovou kulturou.

Citlivost 87,8 % 81,4-92,3
Specificita 99,4 % 98,6-99,7
Pozitivni predikéni hodnota 95,8 % 90,7-98,3
Negativni predikéni hodnota 98,1 % 96,9-98,8
Korelace 97,8 % 97,6-98,0

Diskrepantni vzorky byly hodnoceny stavajicimi testy ELISA na toxiny A a B.

Pét ze 6 fale$né pozitivnich vzorkl bylo pozitivnich v ELISA testu a byly posouzeny jako

skute¢né pozitivni.

Dvanéct z 19 fale$né negativnich vzorkt bylo negativnich ELISA testem a byly posouzeny jako

skute¢né negativni.




VLIV KONZISTENCE VZORKU STOLICE

Uginky konzistence vzork stolice na test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

Reakce vzorku stolice riznych konzistenci v ¢asti antigenu (n = 978) a ¢asti toxint (n = 981) v testu C. DIFF
QUIK CHEK COMPLETE® je znazornéna v tabulce 4 a 5. Procenta pozitivnich reakci za vyuziti bud’ analyzy
kultury, nebo testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® byla podobna ve vSech tfech vzorcich stolice (kapalné,
polotuhé a tuhé). VSechny vzorky byly odeslany na test na C. difficile. Zakladem odeslani byla klinicka
anamnéza pacienta a nikoli konzistence vzorku. V antigenové ¢asti vysledky ukazaly, Ze test C. DIFF QUIK
CHEK COMPLETE® ma podobné vysledky s bakterialni kulturou, pokud maji testované vzorky riznou
konzistenci. V toxinové ¢asti vysledky ukazaly, Ze test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® mé podobné
vysledky s analyzou tkariové kultury, pokud maji testované vzorky riznou konzistenci.

Tabulka 4. Reakce vzorku stolice riizné konzi v antigenové

casti testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

Pocet vzorku Kapalné vzorky Polotuhy Pevné vzorky
(n=978) (n =335) Vzorky (n = 522) (n=121)

Pozitivni bakterialni
kultivaci 59 (17,6 %) 110 (21,1 %) 19 (15,7 %)
C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® 72 (21,5 %) 128 (24,5 %) 25 (20,7 %)
Linka antigenu, pozitivni
Negativni bakterialni
kultivaci 276 (82,4 %) 412 (78,9 %) 102 (84,3 %)
C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® 263 (78,5 %) 394 (75,5 %) 96 (79,3 %)
Linka antigenu, negativni

Tabulka 5. Reakce vzork stolice riizné konzistence v toxinové ¢asti testu C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®

Pocet vzorku Kapalné vzorky

(n = 336)

Polotuhy
Vzorky (n = 523)

Pevné vzorky
(n=122)

(n=981)

Pozitivni tkaovou kultivaci 43 (12,8 %) 81 (15,5 %) 8 (6,6 %)
C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® 42 (12,5 %) 72 (13,8 %) 7(5,7 %)

Pozitivni linka toxinu

Negativni tkanovou kultivaci 293 (87,2 %) 442 (84,5 %) 114 (93,4 %)
C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® 294 (87,5 %) 451 (86,2 %) 115 (94,3 %)
Negativni linka toxinu

ANALYTICKA CITLIVOST

Mezni hodnota testu byla stanovena pfi koncentracich 0,63 ng/ml pro toxin A, 0,16 ng/ml pro toxin B a 0,8
ng/ml pro glutamatdehydrogenazu.
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REPRODUKOVATELNOST

Reprodukovatelnost testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® byla uréena pomoci 12 vzorku stolice,
které byly zakédovany, aby se zabranila jejich identifikace b&éhem testovani. Analyzy byly provadény
3 nezavislymi laboratofemi, kazdy vzorek byl kultivovan 3 dny. Vzorky dosahly pfipadl ocekavanych
vysledkd ve 100 %.

KRIZOVA REAKTIVITA

Vzorky stolice inokulované nasledujicimi mikroorganismy na kone¢nou koncentraci pfiblizné 108

nebo vice organismli na ml nereagovaly v antigenové ani toxinové ¢asti testu C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®

Bakterie nebo patogen: Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacteroides fragilis,
Campylobacter coli, Campylobacter fetus, Campylobacter jejuni, Candida albicans, Clostridium
butyricum, Clostridium clostridiforme, Clostridium haemolyticum, Clostridium histolyticum, Clostridium
novyi, Clostridium perfringens, Clostridium septicum, Clostridium sordellii (netoxikogenni), Clostridium
sporogenes, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis, Escherichia coli
EIEC, Escherichia coli, Escherichia coli O157:H7, Escherichia coli ETEC, Klebsiella pneumoniae,
Peptostreptococcus anaerobius, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium,
Serratia liquifaciens, Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus aureus (Cowans), Staphylococcus epidermidis, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus,
Yersinia enterocolitica

Jediny organismus jiny nez C. difficile, ktery reagoval v toxinové ¢asti testu C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® byl Clostridium sordellii VPI 9048. Tento kmen produkuje toxiny HT a LT, které jsou
homology toxinti A a B.

Nasledujici viry o velikosti 10%® az 108?° jednotek TCID na 0,2 ml, nereagovaly v testu C. DIFF QUIK
CHEK COMPLETE®:

Viry: Adenovirus typy 1, 2, 3, 5, 40, 41, lidsky koronavirus, coxsackievirus B2, B3, B4, B5, echovirus 9,
11, 18, 22, 33, enterovirus typ 68, 69, 70, 71, rotavirus.

INTERFERUJICi LATKY

Nasledujici latky (slozeni USA) nemély zadny vliv na vysledky testu, pokud byly ve stolici obsazeny v
uvedenych koncentracich: mucin (3,5 % hm.), lidska krev (40 % obj.), siran barnaty (5 % hm.), Imodium®
(5 % obj.), Kaopectate ® (5 % obj.), Pepto-Bismol © (5 % obj.), stearova/palmitova kyselina (40 % hm.),
metronidazol (0,25 % hm.), vankomycin (0,25 %.hm.).

REAKCE NA KLINICKE IZOLATY ZiSKANE NA CYKLOSERIN-CEFOITIN-

FRUKTOZOVEM AGARU (CCFA)

Celkem 103 klinickych izolatt C. difficile, ziskanych z anaerobni bakterialni kultury na CCFA po 3 dnech
pfi 37 °C, bylo testovano testem C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®. Pro tuto analyzu byly odebrany
jednotlivé kolonie a rozmichany v fedicim roztoku, jak je doporu¢eno pro vzorky stolice. V8ech 103 izolatd
vedlo k pozitivni reakci v testu.

Sedmdesat ze 103 izolatul (68 %) bylo z vzorku stolice, které byly pozitivni na toxin C. difficile analyzou
tkarnoveé kultury. Z nich dalo 56 (80 %) pozitivni reakci na toxin pfi vySetfovani nasledného anaerobniho
ristu na CCFA po 3 dny pfi 37 °C.




TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

TILSIGTET ANVENDELSE

Testen TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® er en hurtig membran-enzym-immunassay til
samtidig pavisning af Clostridium difficile-antigenet glutamatdehydrogenase samt toksin A og B i en
enkelt reaktionsbrend. Testen paviser C. difficile-antigenet glutamatdehydrogenase som en screening
for forekomst af C. difficile og bekreefter forekomst af toksigen C. difficile ved at pavise toksin A og B

i feecesprover fra personer, der misteenkes for at have C. difficile-sygdom. Testen skal anvendes som
en hjeelp ved diagnosticering af C. difficile-sygdom. Som ved andre C. difficile-test skal resultaterne
betragtes i sammenhaeng med patientens sygehistorie.

FORKLARING

Efter behandling med antibiotika udvikler mange patienter gastrointestinale problemer spaendende fra
mild diare til svaer pseudomembranes kolit. Mange tilfselde af de mildere former for gastrointestinal
sygdom og de fleste tilfeelde af pseudomembrangs kolit skyldes toksigene stammer af Clostridium
difficile (1). Denne organisme er en opportunistisk anaerob bakterie, som vokser i tarmen, nér den nor-
male flora er blevet zendret af antibiotika. Toksigene stammer af C. difficile beerer generne, der koder
for toksinerne, mens ikke-toksigene stammer ikke baerer toksingenerne. Sygdomsdebut er associeret
med toksinerne, som produceres af den toksigene organisme. De kliniske symptomer, der er forbundet
med sygdommen, menes primeert at skyldes toksin A, som er et vaevsbeskadigende enterotoksin (2,3).
C. difficile producerer desuden endnu et toksin, der benzevnes toksin B. Toksin B, der er blevet omtalt
som organismens cytotoksin, er det toksin, der pévises ved hjeelp af den vaevsdyrkningsassay, der for
tiden anvendes af mange laboratorier. Toksigene C. difficile-stammer producerer begge toksiner eller
kun toksin B (4-7). Glutamatdehydrogenasen fra C. difficile er en god antigenmarker for organismen

i feeces, fordi den produceres i store maengder af alle stammer, toksigene sével som ikke-toksigene
(8-10). Antigenet kan pavises i faecesprover ved hjeelp af testen C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®. Et
positivt resultat ved testen for glutamatdehydrogenase fra C. difficile bekraefter forekomst af denne
organisme i faecesprover; et negativt resultat indikerer fraveer af organismen. Et positivt resultat ved
testen for toksin A og B bekrzefter forekomst af toksigen C. difficile.

TESTPRINCIP

Testen C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® bruger antistoffer, der er specifikke for glutamatdehydro-
genase og toksin A og B fra C. difficile. Enheden indeholder et reaktionsvindue med tre lodrette linjer af
immobiliserede antistoffer. Antigentestlinjen ("Ag”) indeholder antistoffer mod C. difficile-glutamatde-
hydrogenase. Kontrollinjen ("C”) er en punkteret linje, som indeholder peberrodsperoxidase-antistoffer
(HRP-antistoffer). Testlinjen for toksinerne A og B ("Tox”) indeholder antistoffer mod C. difficile-tok-
sinerne A og B. Konjugatet bestar af antistoffer over for glutamatdehydrogenase og antistoffer over

for toksin A og B koblet til peberrodsperoxidase. For at udfere testen tilsaettes proven til et glas inde-
holdende en blanding af diluent og konjugat. Den fortyndede blanding af preve og konjugat tilszettes
provebronden, og enheden fér lov til at inkubere ved rumtemperatur i 15 minutter. Under inkubationen
binder eventuel glutamatdehydrogenase og toksin A og B i preven sig til antistof-peroxidase-konju-
gaterne. Antigen-antistof-konjugatkomplekserne migrerer igennem en filterpude til en membran, hvor
de opfanges af de immobiliserede glutamatdehydrogenase-specifikke og toksin A- og B-specifikke
antistoffer i linjerne. Reaktionsvinduet vaskes efterfolgende med vaskebuffer efterfulgt af tilsaetning af
substrat. Efter en inkubationsperiode p& 10 minutter underseges ”Ag”-reaktionen visuelt for fremkomst
af en lodret bl linje p& "Ag”-siden af reaktionsvinduet. En bla linje indikerer en positiv test. Hvis "Ag”

er positiv, skal "Tox”-reaktionen undersoges visuelt for fremkomst af en lodret bla linje p& "Tox”-siden
af reaktionsvinduet. En bld linje indikerer en positiv test. En positiv "C”-reaktion indikeret af en lodret,
punkteret bl linje under "C”-delen af reaktionsvinduet bekreefter, at testen fungerer korrekt, og at
resultaterne er valide.

LEVEREDE MATERIALER

DEV Membranenheder - hver pose indeholder 1 enhed

SPE Diluent (22 ml pr. flaske) — Proteinoplesning tilsat buffer med méle pipette monteret
REAG] Vaskebuffer (12 ml pr. flaske) — Oplosning tilsat buffer med mélepipette

monteret
Substrat (3,5 ml pr. flaske) - Oplosning indeholdende tetramethylbenzidin
CONJ[ENZ Konjugat (2,5 ml pr. flaske) — Monoklonalt museantistof specifikt for glutamatdehy-

drogenase koblet til peberrodsperoxidase og polyklonale gedeantistoffer specifikke for
toksin A og B koblet til peberrodsperoxidase i en proteinoplesning med buffer

CONTROL Positiv kontrol (2 ml) — Antigen i en proteinoplesning med buffer

Transferpipetter af plast til engangsbrug - skalainddeling ved 25 pl, 400 pl og 500 pl
Til in vitro-diagnostisk brug

g

NODVENDIGE MATERIALER OG UDSTYR SOM IKKE MEDF@LGER
Sma proveglas (f.eks. Eppendorf-ror af plast eller glasror)
Applikatorpinde Timer
Engangshandsker til handtering af faecesprover Pipettor og spidser

HOLDBARHED OG OPBEVARING
Udlgbsdatoen for kittet findes pé etiketten. Udlebsdatoer for hver komponent er anfort pa de enkelte
etiketter. Kittet skal opbevares ved 2° C til 8° C.

SIKKERHEDSFORANSTALTNINGER

1. Reagenser fra forskellige kit mé ikke blandes eller ombyttes. Et kit ma ikke anvendes efter udigbsdatoen.
2. Enhver komponent i kittet skal efterses for eventuelle tegn pa leekage. Ved ankomsten skal
kittet efterses for at sikre, at komponenterne ikke er frosne eller varme ved berering som folge af
ukorrekte forsendelsesforhold.

Lad alle komponenter f& RUMTEMPERATUR FOR BRUG!

Vortex-mikser

«@
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10.
11.

15.

Heetter, spidser og pipetteenheder er farvemzerkede og ma IKKE blandes eller ombyttes!
Reagenserne mé ikke fryses. Kittet skal opbevares ved 2° C til 8° C.

Posen, der indeholder membranenheden, skal have rumtemperatur for &bning. Hold
membranenheden tor for brug.

Brug faecesprover inden for 72 timer efter indhentningen for at opna optimale resultater. Prover, som
fryses, kan miste aktivitet som folge af nedfrysning og optening. Hvis der anvendes frosne prover,
skal de optes ved rumtemperatur.

Hold reagensflasker lodret ved dispensering af reagenser for at sikre ensartet drébesterrelse og
korrekt volumen.

Prover og membranenheder skal h&ndteres og bortskaffes som potentielt biologisk skadelige efter
brug. Brug engangshandsker, nér testen udfores.

Membranenheder kan ikke genbruges.

Testen er optimeret med hensyn til falsomhed og specificitet. Andringer af den angivne procedure
og/eller af testforhold kan pavirke testens felsomhed og specificitet. Afvig ikke fra den angivne
procedure.

Veer opmaerksom pa den totale analysetid, nér der testes mere end en feecesprove. Tilseet diluent
forst, og tilseet derefter konjugatet til hvert glas med diluent. Tilseet s& prove til glasset med
diluent/konjugat. Bland alle de fortyndede prover grundigt, og overfer dem til membranenheden.
Inkubationstrinnet p& 15 minutter begynder, nar den sidste fortyndede blanding af preve og konjugat
er blevet overfort til den sidste membranenhed.

Hvis substrat-reagenset aendrer sig til en merkeblé/violet farve, tilkaldes teknisk service med henblik
pa udskiftning.

Feecesprover kan indeholde potentielt infektiose stoffer og skal h&ndteres pé ”Biosikkerhedsniveau
2” som anbefalet i CDC/NIH-brugerhdndbogen "Biosafety in Microbiological and Biomedical
Laboratories.”

Alle reagenser er kun til in vitro-diagnostisk brug.

INDHENTNING, HANDTERING OG OPBEVARING AF FACESPROVER

Acceptable provetyper Brug ikke

Friske faecesprover

Faecesprover i formalinbaseret fiksativ (f.eks.
natriumacetatformalin, 10 % formalin, merthio-
latformalin)

Frosne feecesprover

Faecesprover i alkoholbaseret fiksativ (f.eks.
polyvinylalkohol)

Standardindsamlings- og h&ndteringsprocedurer, der anvendes internt til faecesprover, er egnede.
Faecesprover skal indsamles i rene, taette beholdere.

Opbevaring af faecesprover i diluenten anbefales IKKE.

Lad ikke feecesproverne blive i diluent/konjugat-blandingen i >24 timer.

PRQVEKLARGGRING

o~

Lad alle reagenser og det nedvendige antal enheder f& rumtemperatur for brug. Det anbefales at
fierne reagenserne fra skumindsatsen for at reducere den tid, der er nedvendig for at opvarme dem

til rumtemperatur.
Klarger og meerk ét lille proveglas for hver prove og valgfrie eksterne kontroller som nedvendigt

© N

650 pl diluent til glasset.

Provetype Diluentvolumen

Friske faecesprover 750 pl (2 skalainddeling fra spidsen)
E;gft’;i;f;;s’”’”"er (frosne 750 pl (2 skalainddeling fra spidsen)

150
gll'givneéi&téiansportmedier (Cary 650 pl (skalainddeling ikke opgivet) o
5:;:[\’/‘; kontroller (positive og | 754 > skalainddeling fra spidsen) I

4. Tilszet én drébe konjugat (flaske med rod haette) til hvert glas.

5. Tag én transferpipette af plast (leveret med kittet) til hver prove — pipetterne har ophojede

skalainddelinger ved 25 pl, 400 pl og 500 pl.

Skalainddelt transferpipette
500yl 400 pl 25l

R ] '

Med brug af den sorte monterede mélepipette tilseettes 750 pl (2 skalainddeling fra spidsen) diluent
til hvert glas til feecesprover. For prover i transportmedier s& som Cary Blair eller C&S tilsaettes

Prover i transportmedier (Cary Blair, C&S)

Proveopbevaring Acceptabel
Temperatur opbevaringstid
2°C-8°C 72 timer

Kommentarer

Ideelle prover er mindre end 24 timer gamle

Frosset <-10° C Mere end 72 timer

Optes ved rumtemperatur. Nedfrysning og
optening flere gange kan resultere i tab af
proveaktivitet som felge af toksinnedbrydning.
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6. Bland alle prover grundigt uanset konsistens - det er afgorende, at proverne er opsleemmet
ensartet for overforsel.
Elydende/halvfaste prover - pipetter 25 pl prove med en transferpipette, og dispenser til diluent/
konjugat-blandingen. Brug den samme transferpipette til at blande den fortyndede prove.
Formede/faste prever — Vaer omhyggelig med at tilsaette den korrekte maengde formet faeces til
proveblandingen. Bland preven grundigt ved hjeelp f en applikatorpind af trae, og overfor en lille
del (ca. 2 mm i diameter, svarende til 25 pl) af preven til diluent/konjugat-blandingen. Emulger
proven ved hjzelp af applikatorpinden.
Feecesprover i transportmediet Cary Blair eller C&S - pipetter 100 pl (2 draber fra transferpipette)




af proven til diluent/konjugat-blandingen.

Valgfrie eksterne kontrolprover:

Ekstern positiv kontrol - tilszet én drébe positiv kontrol (flaske med gré hzette) til diluent/konjugat-
blandingen.

Ekstern negativ kontrol - tilseet 25 pl diluent til diluent/konjugat-blandingen.

BEMAERK Hvis der overfores for lidt prave, eller hvis blanding og fuldstaendig opslemning af proven i
diluent/konjugat-blandingen mislykkes, kan det resultere i et falsk negativt testresultat. Tilsaetning af for
meget faecesprove kan medfore ugyldige resultater som folge af begraenset proveflow.

TESTPROCEDURE

1.

Tag én membranenhed pr. prove og én enhed pr. valgfri ekstern positiv eller negativ kontrol som
nedvendigt. Folieposerne indeholdende enhederne skal varmes op til rumtemperatur for &bning.
Brug enheden straks efter dbningen. Mzerk hver enhed beherigt, og anbring den pa en plan flade,
s& det trykte "C. DIFF COMPLETE” er nederst pa enheden, og s den lille provebrend befinder sig
i overste hojre hjorne af enheden.

Membranenhed Provebrond

Tox

C. DIFF COMPLETE

Luk hvert glas med fortyndet prove, og bland grundigt. Korrekt blanding kan opnas ved at svinge
glasset rundt eller vende det pa hovedet. Nar en patientprove eller positiv kontrol er blevet fortyndet
i diluent/konjugat-blandingen, kan den inkuberes ved rumtemperatur i et hvilket som helst tidsrum
op til 24 timer for tilsaetning til membranenheden.

Brug en ny transferpipette, og overfer 500 pl af den fortyndede blanding af preve og konjugat til
membranenhedens provebrond (det mindste hul i det overste hojre hjorne af enheden), idet man
sikrer sig, at den flydende prove udtemmes pé puden med veegevirkning inden i membranenheden.
Nér proven fyldes i prevebrenden skal man sikre sig, at spidsen af transferpipetten har en skra
retning mod reaktionsvinduet (sterste hul i midten af enheden).

Enheden inkuberes ved rumtemperatur i 15 minutter — proven vil treekke vaeske igennem enheden,
og et vadt omrade vil sprede sig hen over reaktionsvinduet.

BEM/ARK ANGAENDE PROVER, HVOR VANDRING MISLYKKES:

Nu og da vandrer en fortyndet prove ikke rigtigt, og reaktionsvinduet bliver ikke helt vadt. Hvis
reaktionsvinduet ikke ser ud til at blive helt vadt inden for 5 minutter efter tilsaetning af proven til
provebronden, tilsaettes 100 ul (4 draber) diluent til prevebronden. Vent yderligere 5 minutter (i i alt
20 minutter).

Efter inkuberingen tilseettes 300 pl vaskebuffer til reaktionsvinduet ved hjaelp af den monterede
hvide malepipette. Lad vaskebufferen lobe igennem reaktionsvinduets membran og blive
absorberet fuldsteendigt.

Tilseet 2 dréber substrat (flaske med hvid haette) til reaktionsvinduet. Aflees og registrer resultaterne

visuelt efter 10 minutter.

TOLKNING AF RESULTATER

1.

Tolkning af testen er mest palidelig, nér enheden aflzeses straks ved slutningen af reaktionsperioden
pa 10 minutter. Aflzes enheden i normal arbejdsafstand i et godt oplyst omrade. Se pa den med
en sigtelinje lige over enheden.

lagttag enheden med henblik p& fremkomst af bl& prikker midt i reaktionsvinduet, som repraesenterer
den interne positive kontrol. Fremkomsten af eventuel(le) kontrolprik(ker) repreesenterer en valid
intern kontrol. Baggrundens farve kan vise sig som hvid til lys bla. lagttag enheden for fremkomst
af bl linjer p& ”Ag”- og "Tox”-siderne af reaktionsvinduet, som repraesenterer testlinjerne. Linjernes
intensitet kan fremst& som svag til merk.

Positivt antigenresultat ("Ag”). Et positivt antigenresultat kan tolkes pa et hvilket som helst
tidspunkt mellem tilseetningen af substrat og den 10-minutters aflaesningstid. Ved et positivt
antigenresultat er den bl& "Ag”-linje og den punkterede bl& kontrollinje under "C” synlige (Figur 1a).
Linjernes intensitet kan fremstd som svag til merk. En tydeligt partiel linje tolkes som et positivt
resultat. Membranmisfarvning mé ikke tolkes som et positivt resultat. Et positivt resultat indikerer
forekomst af C. difficile.

Positivt antigen- og toksinresultat ("Tox”): Hvis antigenresultatet er positivt (dvs. hvis der ses en
bla "Ag”-linje og en punkteret bl& kontrol under "C”), fortsaetter man til tolkningen af toksinresultatet.
Et positivt toksinresultat kan tolkes pa et hvilket som helst tidspunkt mellem tilsaetningen af substrat
og den 10-minutters aflaesningstid. Ved et positivt toksinresultat ses en bla "Tox”-linje (Figur 1b).
Linjens intensitet kan fremst& som svag til merk. En tydeligt partiel linje tolkes som et positivt resultat.
Membranmisfarvning ma ikke tolkes som et positivt resultat. Et positivt resultat indikerer forekomst
af C. difficile-toksin.

Negativt resultat: En test kan ikke tolkes som negativ eller ugyldig for 10 minutter efter tilseetningen
af substrat. Der ses en enkelt bl& punkteret linje midt i reaktionsvinduet, under "C”, og der ses
ingen testlinjer p& ”"Ag”-siden eller "Tox”-siden af reaktionsvinduet (Figur 1c). Et negativt resultat
i antigendelen indikerer, at der ikke er C. difficile-antigen i proven, eller at det er under testens
detektionsgraense. Et negativt resultat i toksindelen indikerer, at der ikke er C. difficile-antigen i
proven, eller at det er under testens detektionsgreense.

Ugyldigt resultat: Der ses ingen linjer i reaktionsvinduet (Figur 1d). Testresultatet er ugyldigt, hvis
der ikke findes en bl punkteret linje under "C” ved afslutningen af reaktionsperioden (Figurerne
1e, 1f og 1g).

Negativt antigen (’Ag”), positivt toksin ("Tox”): En lille procentdel af proverne kan teste negative for
antigen, men positive for toksin. Disse prover skal betragtes som ubestemmelige og testes igen med
brug af en frisk prove (Figur 1h). Hvis preven igen tester negativt for antigen, men positivt for toksin,
skal det rapporteres som positivt toksinresultat.
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FIGUR 1: TOLKNING AF C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® RESULTATER
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Figur 1c
Negativt resultat
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Figur 1f
Ugyldigt resultat

BEGRANSNINGER

1.

oo

Testen C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® anvendes til at pavise C. difficile-antigen og -toksin(er) i
feecesprover. Testen bekreefter forekomst af toksin i feeces, og denne information skal tages op til
behandling af lzegen i lyset af patientens sygehistorie og laegeundersogelse. Testen C. DIFF QUIK
CHEK COMPLETE® vil pavise niveauer af toksin A p& >0,63 ng/ml, toksin B pa >0,16 ng/ml og
glutamatdehydrogenase pa >0,8 ng/ml.

Feecesprover er ekstremt komplekse. Optimale resultater med testen C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® opnés med prover, som er under 24 timer gamle. De fleste ufortyndede prover
kan opbevares ved mellem 2° C og 8° C i 72 timer, for der bemaerkes veesentlig nedbrydning af
toksinet Hvis proverne ikke analyseres inden for denne tid, kan de nedfryses og optes. Gentagen
nedfrysning og optening kan dog resultere i tab i immunreaktivitet hos antigen og toksinerne A og B.
Visse prover kan give svage reaktioner. Det kan skyldes en raekke faktorer s& som forekomst af
lave niveauer af antigen og/eller toksin, forekomst af bindende stoffer eller inaktiverende enzymer
i feeces. Linjernes intensitet kan fremstd som svag til merk. Disse prover skal rapporteres som
positive, hvis der ses en bla linje, selv en partiel linje. En tydeligt partiel bld linje tolkes som et
positivt resultat.

Faecesprover, der er praeserveret i 10 % formalin, merthiolatformalin, natriumacetatformalin eller
polyvinylalkohol kan ikke bruges.

Testen C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® er kvalitativ Farveintensiteten ma ikke tolkes kvantitativt.
Visse isolater af C. sordellii kan reagere ved C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testen som folge af
produktionen af immunologisk relaterede toksiner (1).

Koloniseringsrater pa op til 50 % er blevet rapporteret hos spaedbern. Der er ogsa rapporteret en
hoj rate hos patienter med cystisk fibrose (1,3). Resultaterne kan se positive ud i disse grupper, men
de skal ses i sammenhaeng med muligheden for, at det er en koloniseret beerer.

Den eneste ikke-C. difficile-organisme, der reagerede i toksindelen af C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® testen, var Clostridium sordellii VPI 9048. Denne stamme producerer toksinerne HT
og LT, som er homologe med henholdsvis toksin A og toksin B.

Der findes ingen data vedrerende virkningerne af colonskylninger, bariumlavementer, laksativer eller
tarmudrensninger pa funktionen af C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testen. Alle disse procedurer

Ugyldigt resultat

Se nr. 7 angéende tolkning

KVALITETSKONTROL

Intern: Der skal ses en punkteret bla linje midt i reaktionsvinduet under "C” pa hver membranenhed,
som testes. Fremkomsten af de bla kontrolprikker bekraefter, at proven og reagenserne er blevet tilsat

korrekt, at reagenserne var aktive pa tidspunktet, hvor analysen blev udfert, og at preven vandrede korrekt
gennem membranenheden. Det bekraefter desuden reaktiviteten af de andre reagenser, der er associeret
med analysen. En klar baggrund i resultatomradet betragtes om en intern negativ kontrol. Hvis testen er
blevet udfert korrekt, og hvis reagenserne fungerer rigtigt, vil baggrunden veere hvid for at give et skelneligt

resultat.

Ekstern: Reaktiviteten af C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® kittet skal verificeres ved modtagelsen ved
hjeelp af den positive kontrol og den negative kontrol (diluent). Den positive kontrol leveres sammen med
kittet (flaske med gré haette). Den positive kontrol bekraefter reaktiviteten af de andre reagenser, der er
associeret med analysen, og er ikke beregnet til at sikre praecision ved analyse-cut-off. Diluent anvendes
til den negative kontrol. Der kan udferes yderligere test med kontrollerne for at opfylde kravene i lokale,

statslige og/eller forbundsstatslige bestemmelser og/eller krav fra akkrediteringsorganisationer.
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kan resultere i kraftig fortynding eller forekomst af additiver, som kan pavirke testens funktion.

FORVENTEDE VARDIER

Clostridium difficile-sygdom er forst og fremmest en nosokomiel sygdom hos eeldre patienter, og syg-
domsfrekvensen er afhaengig af faktorer som patientpopulation, institutionstype og epidemiologi. Den
rapporterede incidens af C. difficile-sygdom hos patienter med antibiotika-associeret diare kan variere
fra 5 til 20 %, og hospitaler kan opleve rater, der er lavere eller hgjere end dette interval. Det er vigtigt at
betragte alle testresultater i sammenhzeng med kliniske symptomer, da nogle raske voksne og et stort

antal raske spaedbern (op til 50 %) vil vaere positive over for C. difficile-toksin. Desuden er der rapporte-

ret rater for C. difficile-beerere p& 22 % til 32 % hos patienter med cystisk fibrose (1,3). | de forseg, der
ved hjeelp af patienter med symptomer er blevet udfert for denne enhed, var incidensen for toksin A og
B 12 % og for GDH 18 %. Et positivt resultat i antigendelen af testen C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
bekraefter forekomsten af C. difficile i en faecesprove. Et negativt resultat indikerer, at organismen ikke
findes. Et positivt resultat i toksindelen af C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® bekraefter forekomsten af
C. difficile-toksin i en faecesprove. Et negativt resultat indikerer, at der ikke findes toksin, eller at der er
utilstreekkelige niveauer af toksin til pavisning.




FINKTIONSKARAKTERISTIKA
Klinisk evaluering af antigendelen af C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testen
Antigendelen af C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testen blev sammenlignet med bakteriedyrkning.

Tabel 2 Opsummering af klinisk funktion ved sammenligning af C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETEP testen og veaevsdyrkningsassay.

Vaevsdyrkning

Vaevsdyrkning

Prover, der var inkluderet i evalueringen, blev indsendt til de kliniske laboratorier til rutinetestning. Den n=1126 Positiv Negativ
bakterielle dyrkningstest blev udfert i overensstemmelse med interne procedurer. Resultaterne er vist i
Tabel 1. C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 154 109
Tabel 1 Opsummering af klinisk funktion ved sammenligning af C. DIFF QUIK CHEK Antigenlinje positiv
COMPLETE® testen og bakteriedyrkning.
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 2 861
Bakteriedyrkning Antigenlinje negativ
Negativ
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® Klinisk evaluering af toksindelen af C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testen
Antigenlinje positiv 201 62 Toksindelen af C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testen blev sammenlignet med vaevsdyrkningsassay
pa to kliniske laboratorier og internt ved TECHLAB®, Inc. Proverne, der var inkluderet i evalueringen, blev
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 21 842 sendt til de kliniske laboratorier til rutinetestning. Resultaterne er vist i Tabel 3.
Antigenlinje negativ Tabel 3 Opsummering af klinisk funktion ved sammenligning af C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® testen og vaevsdyrkningsassay.
95 % - 1126 Vaevsdyrkning Veaevsdyrkning
konfidensgraenser = Positiv Negativ
Folsomhed 90,5 % 85,7-93,9 C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 137 6
Antigenlinje positiv
Specificitet 93,1 % 91,2-94,7
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 19 964
Preediktiv positiv veerdi 76,4 % 70,7-81,3 Antigenlinje negativ
Praediktiv negativ veerdi 97,6 % 96,2-98,4
95 %
Korrelation 92,6 % 91,8-93,4 konfidensgraenser
Uoverensstemmende prover blev evalueret ved brug af gyldige ELISA-test for C. difficile-gluta- Folsomhed 87.8 % 814-92,3
matdehydrogenase. " Specificitet 99.4 % 98,6-99,7
29 af de 62 falsk positive prover var positive med en anden GDH-test og blev betragtet som
sande positiver. Praediktiv positiv vaerdi 95,8 % 90,7-98,3
13 af de 21 falsk negative prover var negative med en anden GDH-test og blev betragtet som
sande negativer. Praediktiv negativ veerdi 98,1 % 96,9-98,8
Antigendelen af C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testen blev sammenlignet med vaevsdyrkningsassay Korrelation 978 % 97,6-98,0

med hensyn til pavisning af C. difficile-toksin. Prover, der var inkluderet i evalueringen, blev indsendt til
de kliniske laboratorier til rutinetestning. Resultaterne er vist i Tabel 2. Antigendelen af C. DIFF QUIK
CHEK COMPLETE® testen paviste 98,7 % af de prover, der var positive ved veaevsdyrkning.

Uoverensstemmende prover blev evalueret ved brug af gyldige ELISA-test for toksin A og B.
5 af de 6 falsk positive prover var positive med ELISA og blev betragtet som sande positiver.
12 af de 19 falsk negative prover var negative med ELISA og blev betragtet som sande negativer.



EFFEKT AF FACESPROVEKONSISTENS

Effekt af feecesprovekonsistens pa C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testen

Reaktionen af faecesprover af varierende konsistens i antigendelen (n=978) og toksindelen (n=981) pa C.

DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testen er vist i Tabel 4 og 5. Procentdelen af positive reaktioner ved brug

af enten dyrkningsassay eller C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testen var naesten ens ved alle tre typer

feecesprover (flydende, halvfast og fast). Alle proverne blev sendt til C. difficile-testning. Baggrunden for

fremsendelsen var patientens sygehistorie og ikke konsistensen af proven. | antigendelen viser resultater-

ne, at C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testen fungerede lig bakteriedyrkning ved test af prover af forskel-

lig konsistens. | toksindelen viser resultaterne, at C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testen fungerede lig

vaevsdyrkningsassay ved test af prover af forskellig konsistens.

Tabel 4 Reaktion af faecesprover af varierende konsistens i antigendelen af C. DIFF QUIK
CHEK COMPLETE® testen

Antal prover Halvfaste

(n=978)
Positive ved
bakteriedyrkningsassay

Flydende prover
(n =335)

Faste prover
(n=121)

prover (n = 522)

59 (17,6 %) 110 (21,1 %) 19 (15,7 %)

C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®
Antigenlinje positiv

72 (21,5 %) 128 (24,5 %) 25 (20,7 %)

Negative ved

0
bakteriedyrkningsassay 276 (82,4 %)

412 (78,9 %) 102 (84,3 %)

C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®
Antigenlinje negativ

263 (78,5 %) 394 (75,5 %) 96 (79,3 %)

Tabel 5 Reaktion af faecesprover af varierende konsistens i toksindelen af C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® testen
Antal prover Flydende prover Halvfaste Faste prover
(n=981) (n = 336) prover (n = 523) (n=122)
Positive ved 43 (12,8 %) 81(15,5 %) 86,6 %)
vaevsdyrkningsassay
C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® 42 (12,5 %) 72 (13,8 %) 7,7 %)

Toksinlinje positiv

Negative ved

0
vaevsdyrkningsassay 293 (87,2 %)

442 (84,5 %) 114 (93,4 %)

C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®
Toksinlinje negativ

294 (87,5 %) 451 (86,2 %) 115 (94,3 %)
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ANALYSEFGLSOMHED

Cut-off for analysen blev fastsat til koncentrationer pa 0,63 ng/ml for toksin A, 0,16 ng/ml for toksin B og
0,8 ng/ml for glutamatdehydrogenase.

REPRODUCERBARHED

Reproducerbarheden af C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testen blev bestemt ved brug af 12 faecespro-
ver, som blev kodet for at forhindre identifikation af dem under testning. Testningen blev udfert ved 3
uafhaengige laboratorier, som testede proverne i 3 dage. Proverne frembragte de forventede resultater
100 % af tiden.

KRYDSREAKTION

Faecesprover inokuleret med de felgende mikroorganismer til en slutkoncentration p& omkring 102
organismer pr. ml eller derover reagerede ikke i antigen- eller toksindelen af C. DIFF QUIK CHEK COM-
PLETE® testen:

Bakterie eller patogen: Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacteroides fragilis,
Campylobacter coli, Campylobacter fetus, Campylobacter jejuni, Candida albicans, Clostridium
butyricum, Clostridium clostridiforme, Clostridium haemolyticum, Clostridium histolyticum, Clostridium
novyi, Clostridium perfringens, Clostridium septicum, Clostridium sordellii (ikke-toksigen), Clostridi-

um sporogenes, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis, Escherichia

coli EIEC, Escherichia coli, Escherichia coli O157:H7, Escherichia coli ETEC, Klebsiella pneumoniae,
Peptostreptococcus anaerobius, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium,
Serratia liquifaciens, Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus aureus (Cowans), Staphylococcus epidermidis, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus,
Yersinia enterocolitica

Den eneste ikke-C. difficile-organisme, der reagerede i toksindelen af C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
testen, var Clostridium sordellii VPI 9048. Denne stamme producerer toksinerne HT og LT, som er homo-
loge med henholdsvis toksin A og toksin B.

De felgende vira pa 1032 til 1082° TCID-enheder pr. 0,2 ml reagerede ikke ved C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® testen:

Vira: Adenovirus type 1, 2, 3, 5, 40, 41, Humant coronavirus, Coxsackievirus B2, B3, B4, B5, Echovirus
9, 11, 18, 22, 33, Enterovirus type 68, 69, 70, 71, Rotavirus.

FORSTYRRENDE STOFFER

De folgende stoffer (USA-formulering) havde ingen virkning pa testresultaterne, nar de fandtes i faeces
i de angivne koncentrationer: Mucin (3,5 % w/v), humant blod (40 % v/v), bariumsulfat (5 % w/v),
Imodium® (5 % v/v), Kaopectate® (5 % v/v), Pepto-Bismol® (5 % v/v), stearin-/palmitinsyre (40 % w/v),
Metronidazol (0,25 % w/v), Vancomycin (0,25 % w/v).

REAKTION AF KLINISKE ISOLATER OPNAET PA CYCLOSERIN-CEFOXITIN-

FRUKTOSE-AGAR (CCFA)

1 alt 103 kliniske isolater af C. difficile opnaet ved anaerob bakteriedyrkning pa CCFA efter 3 dage ved
37° C blev testet med C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testen. Til analysen blev der udvalgt individuel-
le kolonier, som blev opsleemmet i diluent som anbefalet for faecesprover. Alle 103 isolater gav en positiv
antigenrekation ved testen.

70 af 103 isolater (68 %) var fra faecesprover, som var positive med hensyn til C. difficile -toksin ved
vaevsdyrkningsassay. Af disse gav 56 (80 %) en positiv toksinreaktion ved screening efter anaerob
veekst pa CCFA i 3 dage ved 37° C.




TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

ENAEAEIFMENH XPHZH

H e¢étaon TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETEP gival pia Taxeia avaAuan ev{upIKOU avoooTTpoo-
SlopIopoU o€ PHePBPAVN yia TNV TAUTOXPOVN AViXVEUTT TOU QVTIYOVOU «YAOUTAIKAG deaudpoyovaong» Tou
Clostridium difficile ka1 Twv T0§IVWV A Kail B o€ pia kupeAida avtidpaong. H e¢étaon avixveuel To avTiyévo
Tou C. difficile, yhoutapiki deoudpoyovdon, wg atrédeign yia Tnv Trapouaia Tou C. difficile ko emBeBalwvel
Vv Tapoucia Togikoyévou C. difficile avixveuovTtag Tig Togiveg A kal B o€ deiypata KOTTPAvVWY atépwy yia
Ta oTToiat UTTAPXE! UTToWial OTI TTdoXouv aTé vooo Trou oxeTiCetal pe To C. difficile. H egétaon TrpoopileTal
yia Xprion wg Borenua atn didlyvwaon véoou Trou axeTigeTal pe To C. difficile. OTrwg oupBaivel e GAAeg
egetdoeig yia o C. difficile, Ta ammoteAéopaTta Ba TIPETTEI VA JEAETWVTAI OE GUVOUACHO HE TO IGTOPIKO TOU
acBevoug.

E=EHIHZH EZETAZHZ

Meté a1mé TNV aywyn pe avTiBIoTikd, TToAAOi aoBeveig avatrTiooouv TTPORARHATA TOU YAOTPEVTEPIKOU TA
otroia KupaivovTal atré ATTia didppola PéXP! WeudopeuBpavddn KoAiTIda. MOAAEG TTEPITITWOEIG NTTIOTEPWV
HOPPWY TWV YAOTPEVTEPIKWY VOOIHATWY KAl O TTEPIOCOTEPES TIEPITITWOEIG TG WEUSOPEUPBPAVISOUG
KOAITISag TTpokaAouvTal atréd Togikoydva oTeAéxn Tou Clostridium difficile (1). Autdg o opyaviouog eival éva
£UKaIPIaKS avagpOBio BaKTAPIO TO OTTOI0 avaTITUCOETAI GTO £VIEPO WOAIG N QuUOIoAOYIK XAwpida aArolwBEl
atd 1o avTiBIoTikG. Ta Togikoyova aTtehéxn Tou C. difficile @épouv Ta yovidia TTou KwIIKOTIOIOUV TIG TOEIVEG,
EVW Ta N TOgIKoyOva oTeAEXN dev pEpouv yovidia Togiviv. H ekdAwon TG vooou oXeTICeTal PE TIG TOGiVES
TTOU TTAPAYOVTAl aTTd TOV TO§IKOYOVO opyavioud. Ta KAIVIKE CUPTITWHATA TTOU OXETICovVTal PE TN vOoO Bew-
peiTal 6T opeilovTal KUPiwg aTnv Togivn A, n oTToia gival Pia evTepOToEivn TToU KATAoTPEPE! ToV 1076 (2,3).
To C. difficile Trapdyel Triong pia SeUTepn Togivn, TNV TTpoadiopiouévn Togivn B. H Togivn B, n otroia €xel
avagepBei wg N KUTTAPOTOGivN Tou opyavigpou, gival n Togivn TTou avixveletal atmd Tnv avaAuon Tng IoTo-
KOAAIEPYEIOG N OTTOI XPNOIPOTIOIEITAI ETT TOU TTApOVTOG aTTd TTOAAG epyaoThpia. Ta To§ikoydva oTeAEXN Tou
C. difficile Trapdyouv kai Tig dUo Togiveg i pévo tnv Toivn B (4-7). H yhouTtapikr deoudpoyovaaon tou C.
difficile atroteAei évav kaAd SeikTn avTIyGVOU yIa QUTOV TOV Opyaviopd oTa KOTTpava, ETTEISH TTapAyeTal o€
uYnAd TToooaTd amd OAa Ta oTEAEXN, TogiKoyova 1y un Togikoyova (8-10). To avTiydvo PTTOpE va aviXVeUTE
o deiypata KOTTpAavwy pe Xprion Tng e&étaong C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®. To BeTik6 amroTéAeoua
NG €¢€Taong yia Tn yAouTapikr) decudpoyovaaon Tou C. difficile emBeBaitivel Tn TTapoucia autol Tou opya-
VIOWOU O€ Seiypa KOTTPAvVWY, EVW TO apvNTIKO aTTOTEAECUA UTTOBEIKVUEI TNV ATTOUGTO TOU opyaviopou. To
BeTiIKG amoTéAeopa TNG e¢éTaong yia Tig Togiveg A kai B emBeBaitvel Tnv apouaia togikoyévou C. difficile.

APXEZ THX EEETAZHZ

H e¢étaon C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® xpnoidoTTolgi €18IKG avTIoWUATa yia Tn YAOUTAUIKr Seoudpoyo-
vaon kai Tig Togiveg A kai B Tou C. difficile. H ouokeun Trepiéxel éva TTapdBupo avTidpaong e TPEIG KATAKOPUPES
YPOHPEG OKIVTOTIOINUEVWY QVTICWHAETWY. H ypappn eE€Taong avTiyovou («Ag») TIEPIEXEI AVTICWHATA EVAVTI
NG YAoutapikrg deaudpoyovaong Tou C. difficile. H ypapur eAéyxou («C») eival pia SIGOTIKTN YPOUUN TTOU TTe-
PIEXEN QVTIOWHATA UTTEPOEEIdAONG aTrd pagavida (HRP). H ypappr e¢étaong togiviov A kai B («Tox») TrepIEXE!
avTiowyata évavTl Twv Togivwv A kai B Tou C. difficile. To oUfeuyua TrepIEXEl QVTIOWHATA EVOVTI TNG YAOUTAUIKAG
B8e0uUdPOYOVACNG Kal avTIoWHATA £vavTl Twy TogIviv A kail B oueuypéva pe utrepogeiddon aré pagavida.

lMa TNV ekTéAEDN TNG £EETAONG, TO Beiyua TTPOOTIBETAI O€ £vav CWARVA TTOU TTEPIEXE! VA PEYUA apaiWTIKOU

Kal ouedyparog. To Peiypa apaiwpévou deiyHaToG-0UgeUYUaTOg TIPOCTIBETAl OTNV KUWeAIda deiyuaTog Kal n
OUOKEUN ETTWAETal o€ BepPoKpacia dwuatiou yia 15 AeTrTd. Katd tn dIdpKeia TNG ETTWAONG, TUXOV YAOUTAUIKA
Seoudpoyovdon kai Togiveg A kal B Trou uttéipyouv 010 deiypa deapeUovTal 0Ta GUSEUYHATA QVTICWHATWV-UTTE-
po&eddong. Ta CUPTTASyHaTa UEUYHATOG AVTIYOVOU-QVTIOCWHATWY JETAKIVOUVTAI HECW VOGS QPIATPOTIAVOU OF
Hia pepBpdvn 610U deTUEUOVTAl ATT Ta AKIVNTOTTIOINUEVA EIBIKG QVTICWHATA Yia T YAOUTapIKr) Secudpoyovaon
Kkai i Togiveg A Kal B oTIg ypappég. KatdTv, To mapdBupo avridpaons TAEVETAI Pe puBUIOTIKG diGAupa TTAUONS
Kal, 0Tn OUVEXEID, TIPOCTIBETaI TO UTTéoTPWA. MeTd amtd eTTwaon 10 AETTTWY, N avTidpacn «Ag» eEeTageTal
OTITIKG YIO TNV EPPAVION PI KATAKOPUPNG PTTAE YPAUUAG oTnv TTAEUpd «Ag» Tou rrapabupou avridpaons. H

HTTAE ypappr) utrodelkvUel BeTIKO atroTéAeopa TG £6€Taong. Av n avtidpaan «Ag» gival BETIKN, TOTE TTPETTEI VO
£EETOOTEN OTITIKA N avTidpacn «Tox» yia TNV EPPAVION Hia PTTAE YPOPKAG oTnV TTAEUPd «Tox» Tou rmapabupou
avriopaong. H utrAe ypappr utrodeikvuel BeTiké amrotéAeopa Tng e¢étaong. H BeTikA avtidpaon «Cx», n otroia
UTTOdEIKVUETAI OTTO HIC KATAKOPUPN SIGOTIKTN UTTAE YPauUr KaTw atré 1o Turipa «Cx» Tou mapadupou aviidpa-
oang, EMPBEPAILIVEI OTI N €5£TACN AEITOUPYEI CWOTA Kal Ta ATTOTEAECHATA Eival £yKupa.

YAIKA TOY NMAPEXONTAI

MeuBpavikés ouokeuég — kABe BUAaKag TrepIEXEl 1 ouoKeUr

ApaiwTiko (22 mL avd @idAn) — PuBuioTikéd SidAupa TpwTeivng pe SiaBabuiouévo
OTOYOVOUETPO

Pubuioriké SidAupa mAvong (12 mL avd @idAn) — PuBuioTiké SidAupa pe SiaBaBuioué-
VO OTAYOVOUETPO

Yméorpwpa (3,5 mL ava @iaAn) — AidAupa Trou TrepIExel TETpapeBuAoBevyidivn
Zudeuypa (2,5 mL avd @idAn) — EidIké HOVOKAWVIKG avTiowpa TTOVTIKOU yia T YAOUTOI-
Kr) E0UBPOYOVAON CUZEUYUEVO HE UTTEPOELEIDAON aTTd pa@avida Kal e18IKE TTOAUKAWVIKG
avTiowyaTta aiyag yia Tig Togiveg A kal B ouleuypéva pe utrepoeidaon amé pagavida oe
PUBMIOTIKG SIGAUpa TTPWTEIVNG

OerIK6S 0pO¢S £AEy)xoU (2 mL) — AvTiyovo o€ puBpIoTIKS SIGAUPa TTPWTEIVNG

IMAaoTikég miméreg peragopds piag xprions — diaBabuiopéveg ota 25 pl, 400 pL kai 500 L

Ma in vitro SiayvwaTIKA Xerion

g

ATAITOYMENA YAIKA KAI EZEONAIZMOZ NMOY AEN NMAPEXONTAI
Mikpoi dokipaoTikoi owAnves (.. mAaoTikoi owArjves Eppendorf ri yuaAivor owArveg)

Papdia epapuoyns Xpovépuerpo Avaueiktng vortex
Iavria piag xpRong yia Xeipiouo twv Selyudrwy Kompavwy — ZUaTNa TIITTETWVY Kal pUyxn

AIAPKEIA ZQHZ KAI AOOHKEYZH

H nuepopnvia AqEng Tou KIT avagépetal otV eTIKETA. H nuepopnvia ARgng yia kGBe ouoTaTiKO avagépeTal
oV EeXWPIOTA €TIKETA TOU ouoTaTikoU. To KIT TTpéTTel va uAdooeTal oe Beppokpacia petagy 2°C kai 8°C.

NPO®YAAZEIZ

1. Mnv avapelyvUeTe avTidpacTipia aTrd SIAPOPETIKA KIT Kal PNV Ta eVAAAGOOETE PETAGU TOUug. Mnv
XPNOIPOTIOIEITE éva KIT PETA TO TTEPAG TNG NUEPOUNVIAg ARgNG.

2. KdBe ouoTaTiké Tou KIT TTPETTE va eAEYXETAI yIa TUXOV evDEigelg Diappong. Katd Tnv d@ign Tou KiT, eAEyETe
70 yia va BeBaiwBeite OTI Ta oUCTATIKG Oev eival TTaywpéva f Beppd otV agh Adyw akatdAAnAwv
OUVONKWY atTooTOARG.
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AgnrioTe 6Aa Ta ouoTaTikG va épBouv oe OEPMOKPAZIA AQMATIOY MPIN AMNO TH XPHZH!

Ta TTwParta, Ta pUyxn Kai T OTAyOVOUETPA GEPOUV XPWHATIKF Kwdikotroinon. MHN Ta avauelyvUeTe Kal

MHN Ta evaAAGooeTe peETagU Toug!

Mnv guxeTe Ta avTidpacTripia. To KIT TTPETTEl va UAdooEeTal ot Beppokpaaia peTagu 2°C kai 8°C.

O BUAAKAG TTOU TTEPIEXEI TN HEMBPAVIKI) OUTKEUN TIPETTEI va BPIoKeTal o€ BepuoKpacia dwuartiou TrpIv

atré 10 Gvolypa. AIGTNPEITE TIG HEUPBPAVIKEG TUOKEUEG OTEYVEG TIPIV OTTO TN XPrioN.

XpnoiyoTtroleite Ta defypaTta KOTTPAVWY EVIOG 72 wpwv amd TN cUANOYH TOUG yIa va ETITUXETE Ta

BéATioTa amroteAéopata. Ta Seiypata TTou €xouv WuxBei evBExeTal va Xdoouv Tn dpacTiKETNTA Toug

AOyw TNG YUgNG Kal TNG amdPugnG. Ze TEPITITWON XPHONG KATEWUYHEVWY DEIYUATWY, ATTOYUETE Ta OF

Beppokpacia dwyatiou.

8.  Aiatnpeite TIG QIGAEG avTIdOPAOTNPIWY Of KATakOpuen Béon Katd Tn Siavopr|, TTPOKEINEVOU va
€00QAAICETE OTI N TTAPOXN TTPAYHATOTIOIEITOI UE TUVETTEIO OTO HEYEBOG TWV OTAYOVWY KAl OE OWOTO
6yko.

9. MpéTTel va XEIPICETTE KOl VO ATTOPPITITETE T SEfYATA KAl TIG EUBPAVIKEG TUOKEUEG WG DUVNTIKWG BIOETTIKIVOUVA
UNIKG JETG aTTo T Xpron Toug. DopdTe yavTia piag Xpriong Katd Ty ekTéAeon Tng e&ETaong.

10.  Aev eivai ﬁuvmn N €K VEOU XPrON TWwV HEPBPAVIKWY CUOKEUWV.

11, H e&étaon éxel BeAtioTotroinBei yia Tn eTiTeLEn euaioBnoiag kal eBIKOTNTAG. TuxdV TPOTTOTTOINCEIG
NG KaBopiopévng dladikaciag f/kal Twv TTPOUTTIOBECEWY TNG E§ETACNG EVOEXETAI VO ETTNPEACOUV THV
euaioOnoia kai TNV €18IKOTNTA TG £§€Ta0NG. Mnv atrokAiveTe atrd Tnv Kabopiopévn diadikaoia.

12.  AwoTe TTPOCOX OTO OUVOAIKG XPOVO TNG avdAuong Katd Tnv €&ETaOn TTEPIOCOTEPWY TOU €VOG
delyudTwy KOTTpdvwy. MpocBEoTe TTPWTA TO aPAIWTIKG Kal, OTN CUVEXEIR, TIPOCBECTE TO OUJEUya OE
k&Be owAnva apaiwrikoy. Katomv, TpooBéoTe To deiyda 010 OWARvVa Tou apaiwTikou/oudelyparog.
AvapeigTe dIE§odIKG OAa Ta apalwpéva SeiypaTa Kol PETAPEPETE Ta 0T pepBpavik auokeun. To BApa
NG 15AETITNG ETTWAONG TTPETTEI VA EEKIVATEI GQPOU EXETE PETAPEPEI KOI TO TEAEUTAIO QPAIWMEVO pEIVUA
OeiyuaTog-ougelypaTog oTnV TEAEUTAIa pepBOavIKr) OUOKEUN.

13. Av 10 QvTIBPACTAPIO UTTOOTPWHATOS YivEl OKOUPO UTTAE/NW, ETTIKOIVWVACTE PE TNV TEXVIKF UTTOOTAPIEN
YIO QVTIKATAOTAON.

14.  To deiypata KOTTPAVWY EVOEXETAI VA TTEPIEXOUV BUVNTIKWG AOIHOYOVOUG TTAPAYOVTEG Kal Oev TTPETTEl val
uTroBaAovTal O XEIPIOPS OTO «ETTiTESO BIOOT@AAEING 2», GTIWG CUVIOTATAI OTO EYXEIPIdIo «Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories» (Bioao@aAeia o€ pikpoBIoAoyIKa Kal BIOIATPIKA EpYaOTApIa) TOU
Kévtpou eAéyyou kai TrpéAnwng voonudatwy (CDC) /EBvikou IvaTirouTou Yyeiag (NIH) Twv H.M.A.

15.  OAa Ta avTidpaoTtipia TrpoopidovTal HOVO yia in vitro dlayvwoTIKA xprion.

ZYAAOIH, XEIPIZMOZ KAI AOOHKEYZH TQN AEIFMATQN KOMPANQN

ATrodekTOi TUTTOI SEIYHATWV Mnv xpnoiyotrolgite

Aeiypara KOTTPAVWY O€ PoVIHOTTIOINTIKG SIGAUMA e
Bdon T @oppaAivn (Tr.x. @oppalivn pe ofikd vaTpIo,
10% @opuaAivng, opuaAivn merthiolate)

Agiypara KOTIPAVWY O€ POVIPOTTOINTIKS SiIGAUpa pe BAaon
TO OIVOTTVEUNA (TT.X. TIOAUBIVUAO-OAKOOAN)

N o0 A

Nwrd deiyparta KoTTpavwy

Karewuypéva deiypata KoTpavwy

Aciypara og UNKG petagopdg (Cary Blair, C&S)

Ogppokpacia QUAA- ATrodeKTH) SIdpKEIX

QUAaENC Moparnpiosig

&ng Seiyparog

Ta 1davikda deiypaTa gival EKEiva TTOU £X0UV OUA-
AexBei TTpIV AT XPOVIKO BIAOTNHA PIKPOTEPO TWV
24 wpwv

2°C-8°C 72 wpeg
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Atroyuére o Beppokpaoia dwpartiou. H eTraveiAnu-

MeyaAuTepn amd HEvN Yogn kal aréyugn evaEXETal va 0dnyfoel og

Kateyuypéva < -10°C

72 wpeg ATTWAEIA TNG SPACTIKOTNTAG TWV SEIYUATWY Adyw
aAAoiwong TwV TOgIVWDV.
1. Evdeikvuvtal ol Tumng dladikaacieg GUANOYNG Kal XEIPIOPOU TTOU QapUEovTal EVTOG TWY EPYOOTNPIWY

yia Ta efyuara Kompavwy.

Ta deiypata KOTTpAvwy TPETTEN va CUAAEyovTal o€ KaBapd, aTteyava Soxeia.

AEN ouvioTtatal n UAagn Twv SEIYHAETWY KOTTPAVWY OTO apaiwTIKO.

Mnv a@rvete Ta deiyparta KOTTpavwy OTo PEiypa apaiwtikoU/oudelyuarog yia Xpovikéd didotnua >24
WPWV.

I'IPOETOIMAZIA AEIrMATQN
AgprioTe 6ha Ta chT|6pcx0mp|a Kal Tov c(TrmToupsvo apIBUd CUOKEUWY Va speouv oe Bepuokpaaia
SwpaTiou TTPIV aTrd TN XPACN. ZUVIOTATAI VO aQaIPEITE Ta avTISPAcTApIa atrd To appwdeg TrePIBANua
VIO VA PEIOETE TO XPOVIKG JIAOTNUA TTOU aTTaITETal yia TN B€pUavor| Toug, TTPOKEINEVOU va QTATOUV
oTn Bepuokpacia dwpartiou.

pON

2. TotroBeTAOTE O€ OpPBIa BE0N KAl ETTIONUAVETE HE ETIKETA évav PIKPO SOKIPACTIKG CWAAVA yia KEBe
Seiypa Kal TTPoaIPETIKOUG EEWTEPIKOUG 0poUG EAEYXOU, EQOTOV XpEIGovTal.
3. XpnoipoTrolvTag 1o paupo diaBabuiouévo otayovopeTpo, TpooBéoTte 750 L (27 SiaBaduion améd

TO PUYXOG) apaiwrikoUu ot KGBe owAnvdpio yia Ta deiypata kompdvwy. Ma deiypata og UAIKG
peTaPopdg, 6TTwg Ta Cary Blair | Ta C&S, mpooBéaTe 650 L apaiwrikol oT1o CwARva.

TUTrog deiyparog ‘Oykog apaiwTikou

Nwd deiypara KoTrpdvwv 750 pL (2" diaBaduion atmod To pUYXOG)

Kateyuypéva deiypata KoTTpavwy

(KATEWUYHEVA LN apaIwpEva) 750 L (2" diaBaduion atmd 1o pUyxog)

Agiypata o€ UNKG peTagopdg (Cary

Blair, C&S) 650 pL (dev Tapéxetal diaBaduion)

Egwrepikoi opoi eAéyxou (BeTIkdG Kal 750 pL (21 5IGRABLION TT6 TO PUYXOC)

apvnTIKGG)
4. MpooBéoTe pia oTayova ouedyuarog (PIGAN Pe KOKKIVO TTOHA) OE KABE TwArva.
5. XpPNOIPOTIOINOTE Wit TTAAGTIKN THTTETA HETAPOPAS HiOG XPONG (TTAPEXETAI E TO KIT) Yia KGBE Seiypa — ol

TTETEG PEPOUV augavopeveg dlaBabpioelg ota 25 pL, 400 pL kar 500 L.

AlaBaBpICPEVN TITTETA PETAPOPAG:

500 L 400 pL 25 uL

— b

6. Avapeigre 51€§0dIkd OAa Ta SeiypaTa aveEdpTNTA ATTO TN CUCTACT TOUG - N OPAAR EVAIWPNOoN
TWV SEIYPUATWY €ival aTTAPAiTNTN TTPIV ATTO TN HETAPOPA.




Ydapr/Huioteped deiypata — peTagépete 25 YL deiypatog pe pia TITTETa HETAPOPAg Kal XopnynoTe 1o
oTo eiypa apaiwrikoU/oudedyuarog. XpnoIUOTIOINOTE TNV iB1a THTTETA PETAPOPAS YIA VA AVOUEIEETE TO
apalwpévo deiyua.

Zxnuatiopéva/ETeped deiyuata — Mpémel va doBei TTpocoxr 0Ty TTPOCBIiKN TNG CWOTHG TTOTOTNTAG
OXNUOTIOUEVWY KOTTPAVWY OTO PEiypa SeiypaTog. AvapeigTe S1ESOSIKA TO PEIYHO XPNOIHOTIOIWVTOG
éva §UAIVO paBdio EQapUOYAG Kal PETAPEPETE pIA PIKPT TTOOOTNTA (SIAPETPOU 2 MM TTEPITTIOU TTOU
avTioToIxei o€ 25 PL) Tou SeiydaTtog oTo peiypa apaiwTikoU/ocudedypaTtog. MaAAKTWHATOTIOINOTE TO
Seiypa XpnoIHOTIOIWVTAG TO paRdio €Qapuoyng.

Aeiypara koTrpdvwy oe UNIKS peta@opdg Cary Blair i C&S - peta@épete 100 L (2 oTtaydveg atmod tnv
THTTETA HETAQOPAG) TOU DelyaTOG OTO HElYHO apaiwTikoU/ouledyuarog.

MpoaipeTiKd SeiypoTa EEWTEPIKWV OPWV EAEYXOU:

Egwrepikdg BeTIKOG 0pdg EAEYXOU - TIPOGBEDTE pia oTayOVa BETIKOU 0poU EAEyxOU (PIGAN PE YKPI
TIWHA) OTO PEiypa apaiwTikoU/oudeUyuarog.

E€wrepikdg apvnTikég 0pdg eAEyxou - TTpooBéaTe 25 Pl apaiwrikol oTo peiypa apaiwrikol/
oufelyparog.

SHMEIQSH: H perapopd oAU pikpris moadrniag Seiyuarog i n mapdAeiyn avaueiEns Kai mArjpoug
EVaiwpnong Tou Seiyuarog oTo UElyUa apaiwTIKoU/oueUyuarog eVOEXETal va 0dnyrnoel o WeUdES apvnTIKO
arroréAeoua g e€éraons. H mpoobrikn umrepPBoAIKAS moadTnTag Seiyuarog KOTpavwy evoExeTal va odnynoei
o€ un éykupa arroreAéopara Abyw mepiopiouévng pong rou deiyuarog.

AIAAIKAZIA EEETAZHZ

1.

XPNOIPOTIOIRCTE pial LeuBpaVIKr) CUOKEUN avd Beiypa Kal piat CUOKEUR avé TIPOQIPETIKG eEWTEPIKG BETIKG A
apvnTIkG opd eAEyxou, epdaov XpeladeTal. MPETTEl VO aPrVETE TOUG BUAGKES AOUHIVIOU TTOU TTEPIEXOUV TIG
OUOKEUEG va €pBouv o€ Beppokpacia SwiaTiou TTPoToU TOUg aVOIEETE. XPNOIUOTIOINOTE T CUOKEUR GUECH
METd TO Gvoiypa. Emonudvete kGBe OUOKEUR PE TN KATAAANAN ETIKETA Kal TOTTOBETAOTE TNV O€ €TTITTEDN
empaveia €101 WoTe N emmypagn «C. DIFF COMPLETE» va Bpioketal 0TV KATW TIAEUPA TNG CUCKEUNG Kal N
HiKpr) KUWeAida SeiypaTog va BpIioKeTal OTnV ETTAVW SEEIA ywvia TG CUOKEUAG.

MeuBpavikn ocuokeun KuyeAida Seiyparog

IMapdéupo avridpaong

C. DIFF COMPLETE

KAeioTe kB owAriva apaiwpévou SeiyuaTog Kal avapeigTe die§odikd. MTTOPEITE Vo ETIITUXETE OWOTH aVAPEIEN
TTPAYHATOTIOIVVTAG TIEPIBIVION 1) avaoTpépovTag To owAiva. AgoU éva Seiypa aoBevolg 1y évag BeTikdg
0pOS EAEyXOU apaIWBEi OTO WElyHa apaiwTIKOU/OUEUyUaTog, HTTOPET va ETTWOOTE! o€ Beppokpacia dwiartiou
i XPOVIKO SIACTNHA WG KAl 24 wPWV TTPIV Tt TNV TIPOaBrKn Tou OTN UEUBPQVIKI) CUOKEUN.
XPNOIPOTIOIDVTOG M véa TTITTETAL JETaPopds petaépete 500 pL apaiwpévou peiydaTtog deiypatog-
oudelypaTog TNV KUweAiSa Seiyuarog (Tn PIKPOTEPN OTTH OTNV TTAVW JECI ywvia TNG CUOKEURG) MIOG
peuBpavikig ouokeuns Eao@alifoviag Om To uypd deiyda ammooTpayyifeTal OTo TUAKG aTropPdPNnong
TTOU BPIOKETON OTO E0WTEPIKO TNG LEUBPAVIKAS OUTKeUNS. Katd Tn @épTwon Tou deiypatog otnv KuyeAida
Oeiyparog, §ao@aAioTe 6T TO PUYXOG TNG TITTETAG METAPOPAS KAiVEl TTPOG To TrapdBupo avridpaong (Tn
HeYaAUTEPN OTTF) OTO PECO TNG CUCKEUNG).

EmwdoTe Tn ouokeur o€ Beppokpaaia dwyariou yia 15 AeTrtd — 1o Seiypa Ba atmoppo®nBei atrd T CUCKEUN

Kol Ba EPPAVIOTET Pia UYpPr TTEPIOYT] KATA TTAGTOG Tou rrapabUpou avridpaors.

ZHMEIQZH A TA AEIFMATA NMOY AEN METAKINOYNTAL:

€ EPIKES TTEPITITWOEIS, Eva apaiwlévo Oelyua OeV ETAKIVEITAaI OwOTd Kail TO TTapdBupo avridpaong Sev givar
uypo ae 6An mv ékraar] Tou. Av 10 TTapdBupo avridpaons dev gaiveral evieAws uypd ot didoTnua 5 Astrrwv
arré v mpoobiikn Tou deiyuaros atnv kuweAida deiyuarog, Tore mpoobéate 100 L (4 oTaydves) apaiwrikold
TNV KUWeAda Seiyuarog Kal TIEPIIEVETE akoua 5 AETTTda (OuvoAikd 20 AeTTrd).

Metd amé v emwaon Tpoobéate 300 UL puBuioTikoU diaAduarog TAUONS oTo mapdlupo avridpacns
XPNOIHOTIOIWVTAG TO AEUKS SIOBABUIOHEVO OTAYOVOUETPO. AQHOTE TO pUBIOTIKG SidAupa TTAUONG va SIENDE!
péoa atmé T pepPpdvn Tou TrapabUpou avTidpacng Kal va atroppo®nos TTApwS.

MpooBéoTe 2 oTaydveg urmooTpwarog (QIGAN Pe Aeuké TTWHA) oTo mapdlupo avridpaong. Metd améd 10
AETTTG EAEYETE KO KATAYPAWTE TO OTTOTEAETUATA OTTTIKG.

EPMHNEIA AMOTEAEZMATQN

1.

H epunveia Tng e&éTaong eival o agIoToTn 6Tav EAEYXETE TN CUOKEUR QPECWG PETA TO TTEPAG TNG
TePI6dou avTidpaong 10 Aetrtiov. EAEyETE Ta ammoTEAéTATA OTN CUOKEUR aTTO KAVOVIKF atméoTacn
£PYACIOG OE ETTAPKWG PWTIOPEVO XWpPo. KortdgTe o€ eubeia ypappr akpiBwg TTavw atrd Tn GUCKEUN.

EA€ygTe TN OUOKEUR IO TNV TTAPOUGTA TWV PTTAE KOUKIBWY OTO PECO Tou rrapabupou avridpacng TTou
QAVTITTPOOWTTEUOUV TO ECWTEPIKS BETIKG 0pd eAEyXOU. H EHPAVION KOUKKIBWY eAEyxoU UTTODEIKVUEL OTI O
£0WTEPIKOG EAEYXOG Eival £YKUPOG. To POVTO EVOEXETAI VA EPPAVIZETAI OTTO AEUKO £wg yahddio. EAEyETe
TN OUCKEUN yIa TNV TTOPOUCIa TwV PTTAE YPOPUWY OTIG TIAEUPEG «Ag» Kai «Tox» Tou mapabupou
avridpaong ToU avTITIPOCWTTEUOUV TIG YPaHpES eEETaang. O1 ypappég evoEXeTal va epavifovTal axveg
£WG €VTOVEG WG TTPOG TNV évTaon.

OeTIKO atroTéAeo A Yia avTIyovo («Ag»): ‘Eva BeTIKO aTToTEAEOUA YIa avTIYOVO PTTOPET VO EpUNVEUBET
OTTOIdATIOTE OTIYUA WETAEU TNG TTPOOBNKNG UmooTpwaTog Kal Tou 10AeTTTOU XpovikoU dlaoTAHATOG
avayvwong. MNa va eival éva qTrOTé)\wpa yia uvnvévo BETIKO, n MTTAE vpappr’] «Ag» Kal n GldchKm
MTTAE ypapun eAéyxou KaTw atmo mnv EV6£I§I’] «C» TIpETTEI VO €ival opaTég (ElKova 1a). OI vpuupsg
EVOEXETAI VA EQAVICovTal axvEG €W EVIOVEG WG TIPOG TNV éviaon. Mia eugavig EPIr yoauun
epunveleTal WG BeTIKG ammoTéAeopa. Mnv epuUNVEUETE TOV ATTOXPWHOTIONO TNG WEPBPAVNG WG BETIKG
armotéAeopa. To BeTikS atrotéAeopa utrodeikvUel T Trapouaia Tou C. difficile.

OeTIKO atroTéAETua yia avTiyovo Kai Togiveg («Tox»): Av To atroTéAeoa yia avTiydvo eival BeTIkO
(BNAadn eppavidetal pio PTTAE ypappr «Ag» Kal pia SIGOTIKTN UTTAE ypappr] eAEyXou KATw otmd Tnv
£vdeIgn «C»), TTPOXWPNOTE OTNV EPUNVEIR TOU ATTOTEAEOUATOG Yia TIG Togiveg. ‘Eva BeTIKO atroTéAeoua
YO TIG TOgiVEG PTTOPET VO EPUNVEUBET OTTOIGGATIOTE OTIYUF METAEU TNG TTPOCBNKNG UTTOOTPWHATOS KAl
Tou 10AeTTTOU XpOVIKOU dlaoTApaTog avayvwong. MNa va ival éva ammotéAeopa yia Toiveg BeTIKO, N
UTTAE ypappr) «Tox» Trpétel va eival opath (Eikéva 1B). H ypapur evdéxetal va epgavietal axvi
£wg €vtovn wg TPOog TNV €viaon. Mia ep@avAg HEPIKF Ypaupr epunveveTal wg BeTIKG atroTéAeopa.
Mnv €puNVEUETE TOV ATTOXPWHATIONS TNG HEMPPAVNG wg BeTIKG atoTéAeopa. To BETIKG amotéAeopa
uTrodelkvUel TNV Trapouaia Tng Togivng C. difficile.

ApvnTiké amotéAeopa: Mia e&étaon Sev pTTopei va epunveleTal wg apvnTIKh 1 dkupn TTPoToU
TapéABouv 10 AeTrTé atrd TNV TTPOCBIKN Tou urrooTpwarog. Mia uTTAe SIGOTIKTN ypapun ep@avigetal
aTo péoo Tou mapablpou avridpaong, Katw atéd Tnv £voeign «C» kal dev ep@avideTal Kaia ypapur
egétaong otnv TAcupd «Ag» i otnv TTAeupd «Tox» Tou rmapabupou avridpaong, (Eikéva 1y). To
apvnTIKG aTTOTEAEOUA OTO TUAKA €EETaONG avTiydvou uTrodelkvUel OTI To avTiyévo Tou C. difficile eite
atmouoiagel atmé To deiypa €ite BpPiokeTal KATW aTTé TO OPIO AViXVEUONG TNG €¢€Taong. To apvnTikod
amoTéAeopa OTO THAMA €§€Ta0NG TogIvwv uTrodeikvuel 6Tl n Togivn C. difficile €ite amoudidder amd o
Oeiypa €ite BpiokeTal KATW ATTO TO GPIO AVIXVEUTNG TNG EEETAONG.

Mn éykupo amoréAeopa: Kayia ypaupr dev epgavidetal ato mapdbupo avridpaong (Eikéva 15). To
armotéAeopa TG e¢étaong dev eival £yKupo av dev ep@avideTal pia UTTAE JIGOTIKTN ypapur KATw atréd
v €vdeign «Cx» agol TapéABel n epiodog avtidpaong (Eikéveg 1, 10T, 17).

ApVNTIKO OTTOTEAECHA YIO AVTIYOVO («Ag»), BETIKO ammoTéAeopa yia Togiveg («Tox»): ‘Eva pikpod
TT0000TO SelypdTWY EVOEXETAI va BpeBoUv apvnTIKG OTO avTiyovo aAAd BETIKG OTIG Togiveg. AuTd Ta
Seiypara péTel va BewpnBouv aca@r] Kai ol acBeveig TPETel va ¢eTacTolv {avda pe Xpron véou
deiyparog (Eikéva 1n). Av n emavetétaon Tou JeiypaTog OTTOPEPE APVNTIKO ATTOTEAEOUA yia TO
avTlyévo aAAd BETIKG yia TIG TOGIVEG, KATAYPAWTE TO WG BETIKO ATTOTEAEOUA YIA TIG TOIVEG.
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EIKONA 1: EPMHNEIA AMTOTEAEZMATQN TOY C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

O

9]

O

Tox Ag @ Tox

C. DIFF COMPLETE C. DIFF COMPLETE C. DIFF COMPLETE
Eikéva 1a Eikéva 18 Eikéva 1y
OETIKO ATTOTEAET U OeTIKO aTTOTEAET A YIa AVTIYOVO ApvnTiKO aTTOTEAEOHA
yia avTlyévo Kal Togiveg
N0 O NO
Ag Tox Ag Tox Ag Tox
\_ C. DIFF COMPLETE / \_ C. DIFF COMPLETE /) C. DIFF COMPLETE
Eikéva 15 Eikéva 1¢ Eikéva 1ot
Mn éykupo atrotéAeopa Mn éykupo amoTéAeopa Mn éykupo atrotéAeopa
°N\O “NE
Ag Tox Ag ' Tox
\_ C. DIFF COMPLETE / \_ C.DIFF COMPLETE /)
. Eikéva 1(' Eikéva 1n
Mn éykupo amotéAeopa AvaTpégTe 0TV TTAPAypago 7
yla epunveia

MNOIOTIKOZ EAEIMXOZ

Ecwrepikdg: Mia ptrAe SIGOTIKTN ypappr TTPETTEI va gival opaTth 0To uéco Tou mapabupou avridpaong,

KATW amo Tnv évdeign «C» oe KABe peuBpaviki ouokeur Tou £§eTaeTal. H ep@Avion Twv PTTAE KOUKIOGwV
eAEéyxou emIBeBaitivel OTI TO DeEiyHa Kal Ta AvTIOPACTHPIA TTPOCTEBNKAY OWOTd, OTI Ta avTIdPACTAPIA ATAV
OpaCTIKA KATA TO XPOVO eKTEAEONG TNG avaAUONG Kal OTI TO deiypa HETOKIVABNKE CWOTd Péow TNG pepBpa-
VIKi¢ ouokeung. Eiong, emBeBaiwvel TRV avTidpacTIKOTNTA Twv GAAwY avTIdpacTnpiwy TTou oxeTijovTal

He TNV avaAuaon. To BlauyEg QOVTO OTNV TIEPIOXT ATTOTEAECHATWY BEWPEITAI WG ECWTEPIKOG APVNTIKOG

€Aeyxog. Av n e&étaon éxsl EKTEAEOTEI OWOTA KAl TA AvTISPAOTAPIa AeIToupyolv owaoTd, To edvTo Ba gival

Aeuko yia va atrodwoel éva SIOKPITO ATTOTEAECHA.
Egwrepikég: H avidpaoTikétnTa Tou kit C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® Tipétrel va eTTaAnBeUeTal
KaTé TNV TTapaAafr) Ye xprion Tou BeTikoU 0poU EAEyXOU Kal TOU apvnTIKoU opou eAéyxou (apaiwrikd). O

BeTIKOS 0POS EAEYXOU TTOPEXETAI PE TO KIT (PIGAN HE YKPI TIWHA). O BeTIKOS 0p6¢ EAEyxOU ETTIRERAILIVEI TNV

avTIOPACTIKOTNTA TwV GAAWV avTIdBpacTNPiwV TTou oxXeTifovTal pe TNV avaAuon Kal dev TTpoopiCeTal yia Tn

S100QAAITN TNG AKPIBEING TWY OPIAKWY TIHWY TNG avaAuong. To apaiwTikd XPNOIUOTIOIEITAI YIa TOV apvnTIKO
£Aeyx0. MTTopoUV va ekTEAETTOUV TTIPOOBETEG EEETATEIG E TOUG OPOUG EAEYXOUG, TTPOKEIMEVOU VA ETTITEUXBET
OUPHOPEWON PE TIG ATTAITATEIG TWV TOTTIKWY, TTEPIPEPEIOKWV H/KAI KPATIKWV KAVOVICHWV H/KAI TwV 0pyavi-

OpWV TToToTToiNONG.
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I'IEPIOPIEMOI

H e&éraon C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® xpnoIUOTIOIEiTal YIA TNV aViXVEUOT TOU avTIyGVOU Kal
Twv Toéivwy Tou C. difficile oe deiypata koTrpdvwy. H e&étaon empBeBaiwvel TNV TTapoucia Togivwy oTta
KOTTPaVA Kol QUTEG O TTANPOQOPIEG TIPETTEN va AapBdvovTal uTréyn aTrd Tov 10TPO OE GUVBUACHO HE TO
10TPIKG 10TOPIKG Kal TN QUOIKN £&€Taon Tou aoBevolg. H e&étaon C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
avixvelel Ta emitreda TnG Togivng A o€ ouykévipwon 20,63 ng/mL, Tng Togivng B o€ cuykévipwaon 20,16
ng/mL ka1 Tng yAouTapikig deaudpoyovdong o€ ouykévipwon 20,8 ng/mL.

2. Ta deiypata KoTrpdvwy eival e§aipeTikd TTOAUTIAOKA. Ta BEATIOTA ammoteAéopata pe Tnv e&étaon C.
DIFF QUIK CHEK COMPLETE® AapBavovtal pe Seiypata Tou €xouv oUAAeXBEi TIpIv aTrd Xpovikd
SIGOTNHA HIKPOTEPO TWV 24 WPWYV. Ta TIEPICCOTEPA HN apalwpéva deiypata pTropouv va @uAaxBolv
oe Beppokpaacia Petagy 2°C kal 8°C yia 72 WPEG, XPOVIKO DIGOTNHA HETG TO OTIOI0 EVOEXETAl VA
TapatnpenBei onuavtikr aAloiwon Twv Togiviv. Av Ta deiypata dev avaAuBolv evidg autoU Tou
XPOVIKoU SIaoTApaAToG, UTropolv va KatawuxBouv kKal va atmmoyuxBolv. Qotdoo, n emaveiAnuuévn
Wogn kal atréyugn evoEXETal va 0dNyrOEl € ATTWAEIR TNG AVOoOaVTIdOPACTIKOTNTAG TOU avVTIyOVOU Kal
TwV TOgIVWV A Kai B.

3. Opliopéva Seiypata eVOEXETAI va EXOUV HIKPEG avTIOPAOEIG. AUTO PTTOPET Vo OQEiAeTal OE BIGPOPOUG
TIAPAYOVTEG, OTIWG TNV Trapoudia XapnAwv emmédwy avTiyévou r/kal Togivng, Tnv Tapouaia
OECPEUTIKWY OUTIWV 1| v{UpWY adpavotroinong oTa koTTpava. O ypappég evOEXETaI va ep@avidovTal
axvég €wg €VIOVEG WG TTPOG TNV €viaon. AUuTd Ta OeiypoTa TIPETTEL va QVOQPEPOVTAl WG BETIKA
av Trapatnpeital pia PTrAe ypappn, aképa ki av gival pepik. Mia e@avig PEPIKA PTTAE ypapur
eppnveUETal WG BETIKG ATTOTEAEOUA

4. Aciypara  kompavwy  diatnpnuéva oe ouykévipwon 10% @oppadivng, @oppaAivn merthiolate,
@opHaAivn pe 0gIkO VATPIO 1) TTOAUBIVUAC-GAKOOAN Sev PTTOPOUV Va XpnoIpoTroinfouy.

5. H egétaon C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® givai ToioTikr. H éviacn Tou xpwuatog dev Ba TpéTrel
Va EPUNVEUETAI TTOOOTIKA.

6. Opiopéva pegovwpéva oteAéxn C. sordellii evdéxetal va avmidpdoouv otnv e&étaon C. DIFF QUIK
CHEK COMPLETE®, ggaitiag TnG TTapaywyng TogIVWwy TTou oXETi(ovTal JE TO avoooTroinTiko (1).

7. MooooTd amoikiopoU éwg Kal 50% €éxouv avagepBei ot Bpéen. Emiong, €xel avagepBei uynAd
TI0000TO O¢ aoBeveig pe KUOTIKA ivwan (1,3). Ta ammoteAéopata evOEXETAI Va eppavifovTal wg BETIKA
O€ QUTEG TIG OPAdES, OAAG Ba TTpéTTel va egeTAdovTal 0€ OUVOUAONO PE TNV TBAVOTNTA va TTPOKEITAl
YO ATTOIKIOHEVOUG QOPEIG.

8. O poévog pn C. difficile opyaviop6g TTou avtédpace aTo TPAPA Twv Togivwy Tng e&étaang C. DIFF QUIK
CHEK COMPLETE® ftav o Clostridium sordellii VP1 9048. Auto 1o oTéAeXog Trapayel Togiveg HT kai
LT, o1 oTroieg €ival opdAoyeg Twv TogIvwv A kal B, avtioToixa.

9. Aev utrdpyouv dedopéva yia Ty eTTIdpaAcn TTou €Xouv ol TTAUCEIG Tou KOAoU, 0 BaploUxog UTTOKAUGHOG,
Ta KABAPTIKA 1 N TIPOETOINATIT TOU TTaXE0G eVIEPOU aTnV amddoon Tng e&étaong C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®. OAeg auTég o1 Sladikaoieg PTTopoUv va odnyfioouv OTnv eKTETapEVN apaiwon f v
TrTapouaia TTPOOBETWY OUCIWV TTOU EVOEXETAI VA ETTNPEACOUV TNV aTTOd00T TNG £EETAONG.

ANAMENOMENEZ TIMEZ

H véoog Clostridium difficile eival Kat” apxdg Hia VOGOKOUEIAKT VOOOG TToU TTPOCBAAAEI NAIKIWHEVOUG
a0BEeVEIG Kal N ouxveTNTA TNG VOOOU EEAPTATAI OTTO TTAPAYOVTEG, OTIWG TOV TTANBUCHO TwV aoBEVWY,

ToV TUTTO Tou I5pUKATOG Kal TNV emidnuioAoyia. H avagepBeioa ouyxvétnTa Tng véoou C. difficile o€
aoBeveig pe SIGpPoIa TTOU OXETICETaI PE avTIBIOTIKG evOEXETaI va KupaiveTal PeTagy Tou 5 kai Tou 20% kai
T VOOOKOMEIQ UTTOPET VO QVTIMETWTTIOOUV TTEPIOTATIKG O€ TTOO0OTA PeyaAUTeEpa A pIKPOTEPA AUTOU TOU
€Upoug. Eival onpavTiko Ta amoteAéopaTa Twv £EETACEWY va An@BoUv uTTOWN o€ CUVBUATHO pE Ta KAIVIKG
OUPTITWHATA, ETTEIDA OPIOHEVOI UYIEIG EVANIKES Kal évag peyAAog apiBuog uyeiwv Bpe@wy (Ewg 50%) Ba
eival BeTikoi oTnv Togivn C. difficile. ETiTTAéov, €xel avagepBei éva T0000T0 22% Ewg 32% PopEwy TNG
To&ivng C. difficile oe aoBeveig pe kuoTikn ivwaon (1,3). ZTig HeAETEG TTOU diggrixOnoav yia TNV Tapoluoa
OUOKEUN, PE XPAON CUUTITWHATIKWY aoBEVWY, N ouxvetnTta Twy Togiviwv A kai B fitav 12% kai Tng To&ivng
GDH Atav 18%. 'Eva BeTikd amotéAeopa aTo Tprua Tou avTiyévou tng e&étaong C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® emBeBaiwvel TNV Trapouaia Tou opyaviopou C. difficile 1o Seiypa Twv KOTTIpAvwy, evw éva

EL




apvnTikd amoTéAeapa gival eVOEIKTIKO TNG aTtrouadiag Tou opyaviopou. Eva BeTik6 atrotéAeopa oTo TURPa
TwV T08IVAV TNG eg€taong C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® emBeBaitvel TNV Trapouaia Tng To&ivng
C. difficile o1o deiypa TWV KOTIPAVWY, EVW £va APVNTIKO ATTOTEAETHA Eival EVOEIKTIKO TNG aTToUdiag TNG
Togivng 1 UTTOBEIKVUEI QvETTaPKN ETTITTEDA TOEIVNG YO TNV avixveuarn.

XAPAKTHPIZTIKA ANNOAOZHZ

KAIVIKA a§10AGYNGn TOU TUAHATOG Tou avTiydvou Tng e§étaong C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

‘Eyive oUyKpIOn TOU TUAPATOG Tou avTiydvou Tng egétaong C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® pe Tnv
kaAAiépyeia Baktnpiwv. Ta deiypata Tou GUPTTIEPIARPBNKav oTnV agloAdynan utroBARBNkav aTa KAIVIKG
epyaoTrpla yia eg€taon poutivag. H eg€étaon kaAAiépyeiag Baktnpiwv diegrixon clugwva pe Tig diadikaoieg

Twv epyaoTnpiwy. Ta armoteAdéoparta Tapari@evial otov Mivaka 1.
Nivakag 1. Zovoyn kAIVIKIG ardédoong aTn auykpion Tng egéraong C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® pe Tnv kaAAiépyeia BakTnpiwv

KaAAiépyeia BakTnpiwv

OgTIkA

KaAAiépyeia BakTnpiwv

ApvnTikQ

Mivakag 2. Zuvown kAIVIKiG amédoong oTn oUykpion Tng e§étaong C. DIFF QUIK CHEK

COMPLETE® pe Tnv 1cTokaAAIEpyeia

loTokaAAiEpyeia

loTokaAAiépyeia

n=1126 OeTIKA ApvnTiKA
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 154 109
OETIKN Ypapun avTiyévou
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 2 861
ApvnTIKA ypaupr avTiyévou

KAiviki) a§loAdynon Tou TpipaTog Twv Todiviwv Tng e§étaong C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
‘Eyive oUyKpion Tou THAPATOG Twv TogIviv Tng egétaong C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® pe Tnv 10T0-
KaAIEpyela og SU0 KAIVIKG £pyacTrpia Kal ecwTepIkG oTnv TECHLAB®, Inc. Ta Seiypara TTou GUUTIEPIAG-
@Bnkav otnv agioAdynon uoBARBnKav ota KAIVIKG epyacTripia yia e¢étaon pouTivag. Ta amoteAdéopata

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 201 62 maparievrar aTov Mivaka 3. . 3 . i
OETIKA YPAPUH avTIyévou Mivakag 3. Zuvown kAIVIKAG amédoong oTn oUykpion TnG e§étaong C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® pe Tnv 1cToKaAAIEpYEIa
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 21 842 5 5
ApVNTIKA YPappn avTiyévou n=1126 Io’TogAMlzpvslu Io’ToxuMlzpyslu
ETIKN ApvnTIKA
95% 6pia C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 137 6
EUTTIOTOGUVNG OETIK YPAUUR avTiyévou
- C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
Euaionaia 90,5% 85,7-93,9 ADVITIKT YPappA QvTiyévou 19 964
EidikétnTa 93,1% 91,2-947
95% o6pia
OgTikA TIUA TPOBAEYNS 76,4% 70,7-813 EUMIOTOCUVNG
ApvnTikA TIpA TPOBAEYNG 97,6% 96,2 -98,4 Evaiobnoia 87,8% 81,4-923
2UOXETIONOG 92,6% 91,8-934 EidikoTnTal 99,4% 98,6 - 99,7
Ta acUp@wva Seiypata agloAoyRBnkav e XpAon Tpexouowy egetédoewv ELISA yia yAouTapikh OeTIKr TIUA TTPOPAEYNS 95,8% 90,7 -98,3
Seaudpoyovdon C. difficile. .
Eikool evvéa amé Ta 62 weudr BeTika Selypata ATav BeTIkG Pe GAAN e€éTaon GDH kai BewprBnkav ApvnTIKr TIUA TPOBAEYNS 98,1% 96,9 - 98,8
akn6n BeTikd. 3
AekaTpia o Ta 21 Weudn apvnTIKA Seiypata ATav apvnTika pe GAAN e€étaon GDH kal BewprBnkav ZUOXETIONOG 97,8% 97,6 - 98,0

aAnBn apvnTikd.
‘Eyive oUyKpIon Tou TPRPATOG Tou avTiydvou Tng e&étaong C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® pe tnv 1070~
kaANiépyela yia Tnv avixveuon Tng Togivng C. difficile. Ta deiypata Tou oupTrepIA@BnKav aTnv agloAdynon
utroBAfBNKav oTa KAIVIKG epyaoTripia yia e¢éTaan poutivag. Ta amoteAéoparta TapatiBevial oTov MMivaka 2.
To TpAPa Tou avTiyovou Tng e§étaang C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® avixveuoe 10 98,7% Twv Selyud-
TwV TToU ATaV BETIKG OTNV I0TOKAANIEPYEIQ.

Ta aoUpewva deiypara agiohoyRbnkav pe xprion Tpexoucwy egeTdocwy ELISA yia Tig Togiveg A kai B.
MNévTe amo Ta 6 weudn BeTikd deiypara ATav BeTkG pe e€éTaon ELISA kai Bewpribnkav

aAnen BeTIKA.

Awdeka até Ta 19 yeudr apvnTika deiypata ATav apvnTiké pe egétaon ELISA kai Bswpribnkav

aAnbn apvnTikd.



ENIAPAZH ZYZTAXHZ AEIFMATOZ KOMPANQN
Emidpaon ouoTtaong deiyparog Kompdvwy oTtnv e€étaon C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
H avrtidpaon Twv delypdTwy KOTTpavwy dIa@dpwy CUCTACEWY OTO TURHA Tou avTlyévou (n=978) kai To
THAHA TwV TogIviy (n=981) Tng e¢étaong C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® mapartiBetal oToug Mivakeg 4
kal 5. Ta Too0oTd TWV BETIKWY aVTISPACEWV €iTe PEOW avaAuong KAANIEPYEIOS iTe péow TnG egéTaong C.
DIFF QUIK CHEK COMPLETE® fTav TTapopoIa Kal GTOUG TPEIG TUTTOUG TwV SEIYUATWY KoTTpdvwy (udapr,
nuioTeped Kai oTeped). OAa Ta deiypata uroBARBnkav ot e&étaon yia C. difficile. H Bdon Tng uroBoArig
TTPOG €EETAON ATAV TO 1ATPIKS I0TOPIKG TOU a0BEVOUG Kal OxI N oUOTACT Tou defydaTog. ZTo TP Tou
avTiyévou, Ta atroteAéoparta deixvouv ot n e&étaon C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 8iggfix6n Tapduola
He TNV KoANIEpyEIa BaKTNPIWY KaTd TNV €6€Taon delyPATWY JIGQPOPETIKAG GUOTATNG. XTO TUAHA TWV TOEIVLY,
Ta amoteAéopaTa deixvouv OTI n e&étaon C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® diggry6n Trapopoia ue TV
1oToKaANIEpYEIa KaTd TNV €¢€Taon delypdTwy SIAPOPETIKAG oUCTAONG.
Mivakag 4. AvTidpaon SeIlyHdTwV KOTTPAVWY SIAPOPETIKAG OUCTAONG OTO THAUA TOU

avTiyévou Tng e&éraong C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

ApIBudG delypdTwyv Ydapn deiypata HuioTteped ZTeped Oelypara
(n=978) (n=335) Seiypata (n = 522) (n=121)
- ANE
g;l;"n”pm‘“ ipyeia 59 (17,6%) 110 (21,1%) 19 (15,7%)
C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® 72 (21,5%) 128 (24,5%) 25 (20,7%)

OETIK ypapur avtiyévou

ApvnTikr pe KaANiépyeia

BoTpioy 276 (82,4%)

412 (78,9%) 102 (84,3%)

C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®
ApvnTIKA Ypaupr avtiyévou

263 (78,5%) 394 (75,5%) 96 (79,3%)

Nivakag 5. Avtidpaon SelyHATWY KOTTPAVWY SIQOPETIKIG CUCTATNG OTO THIAHA TWV TOSIVWYV TG
e&éraong C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

Ap1Bpdg delypdTwy Ydapn deiypata Huioteped Zreped Seiypara
(n=981) (n = 336) deiypara (n = 523) (n=122
OETIKN e IoTOKAANIEPYEIT 43 (12,8%) 81 (15,5%) 8 (6,6%)
C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® 42 (12,5%) 72 (13,8%) 7 (5,7%)
OETIK YPOPUR TOGIVWV
ApVNTIKA pE 1I0TOKAANIEPYEIQ 293 (87,2%) 442 (84,5%) 114 (93,4%)

C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®

ApvnTIKA Ypaupr TogIviv

294 (87,5%) 451 (86,2%) 115 (94,3%)

EYAIZOHZIA ANAAYZHZ
H opiakn Tiur yia TNV avaAuon kaBopioTnke oe ouykevTpwoelg 0,63 ng/mL yia v togivn A, 0,16 ng/mL yia
TNV T0givn B kai 0,8 ng/mL yia T yAoutapiki deaudpoyovdon.
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ANAMAPAIQriMOTHTA

H avamapaywyiuétnta g e¢éraong C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® TipoadiopioTnke pe xprion 12
OEIYUATWY KOTTPAVWY, Ta OTToia KWAIKOTTOINONKAV WOTE va Jnv gival duvarr n avayvwplior) Toug Katd Tnv
egéraon. H egétaon dig§rxOn amd 3 avegdptnTa epyaoTrpia, Ta oTroia e¢éTacav Ta deiypaTa yia 3 nuépes. Ta
Seiypara amédwaoav Ta avapevopeva amoteAéopata oto 100% Twv CETATEWY.

AIAZTAYPOYMENH ANTIAPAZH

Aciypara KoTrpdvwy evo@BaAiopéva Pe Toug akGAOUBOUG JIKPOOPYAVIOHOUG O€ TEAIK) CUYKEVTPWOT TTEPI-
Tou 10° 1} TIEPIOOATEPWY OPYAVIOPWV ava mL Sev avTEdpacav OTO TURPA TOU GVTIYOVOU i} TWV TOGIVWY TNG
egétaong C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®:

Baktipio i MaBoyévo: Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacteroides fragilis,
Campylobacter coli, Campylobacter fetus, Campylobacter jejuni, Candida albicans, Clostridium butyricum,
Clostridium clostridiforme, Clostridium haemolyticum, Clostridium histolyticum, Clostridium novyi,
Clostridium perfringens, Clostridium septicum, Clostridium sordellii (nontoxigenic), Clostridium sporogenes,
Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis, Escherichia coli EIEC, Escherichia
coli, Escherichia coli 0157:H7, Escherichia coli ETEC, Klebsiella pneumoniae, Peptostreptococcus
anaerobius, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Serratia liquifaciens,
Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus
(Cowans), Staphylococcus epidermidis, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Yersinia enterocolitica

O poévog pn C. difficile opyaviopdg Tou avtédpace oTo TUAPA Twv Togivwy NG e§étaong C. DIFF QUIK
CHEK COMPLETEP® ritav o Clostridium sordellii VPI 9048. AuTto To oTéhexog Trapdyel To&iveg HT kai LT, o1
oTroieg gival opdAoyeg Twv Togivwv A kal B, avrioToixa.

O1 akdAouBol 10i 10%2 éwg 1082° povadwyv TCID ava 0,2 mL dev aviédpacav otny e&étacn C. DIFF QUIK
CHEK COMPLETE®:

loi: Adevoidg TuTToU 1, 2, 3, 5, 40, 41, AvBpwTivog kopovoidg, 16 Kogakl B2, B3, B4, B5, log Echo 9, 11, 18,
22, 33, Evrepoidg TuTrou 68, 69, 70, 71, Potdidg.

NMAPEMBAAAOMENEZ OYZIEX

H Trapoucia Twv TTapakdTtw ouciwv (Tutrotroinon H.M.A.) oTa K&TTpava oTny ava@epOUEVn OUYKEVTPWON
Oev eixe kapia eTidpacn oTa amoteAéopara TG e¢étaong: BAevvivn (3,5% w/v), avBpwivo aipa (40% v/v),
Benké Bapio (5% w/v), Imodium® (5% v/v), Kaopectate® (5% v/v), Pepto-Bismol® (5% v/v), OTepIKO/TTAAUITIKO
08U (40% wiv), peTpodivaloin (0,25% wiv), Bavkopukivn (0,25% wiv).

ANTIAPAZH KAINIKQN AMTOMONQMENQN ZTEAEXQN NOY AHOOHKAN
AMNO ATAP KYKAOZEPINHZ-KE®OZITINHZ-OPOYKTOZHZ (CCFA)

ZuvoAikd 103 kAviké amropovwpéva oTeAéxn C. difficile, Ta otroia A@Bnkav péow avagpoBiag KaAAIEpyelag
BakTnpiwv ammd CCFA petd atmé 3 nuépeg otoug 37°C, utroBAnenkav o€ dokipaaia otnv egétaon C. DIFF
QUIK CHEK COMPLETE?®. o Tnv avaAuorn, HEHOVWHEVEG OTTOIKIEG TUAEXBNKAV Kal Evaiwprenkav o
apaiwTikG, OTTWG ouVIoTATAl yia delypaTa kotrpdvwy. Kai Ta 103 pepovwpéva oTeAEXN eixav BETIKR avTidpa-
on oTo avTIyovo OTnV €§€Ta0N.

ERSopnvta ammd ta 103 pepovwpéva oTeAéxn (68%) TporiABav atré deiydata KOTrpavwy TTou avTédpaocav
BeTika otnv Togivn C. difficile ue 10TokaAAIEpyela. ATTo auTd, 56 (80%) eixav BeTikr avtidpaon oTnv Togivn
KaTa Tov €Aeyx0 UETE atd avagpoBia avamTugn o CCFA yia 3 nuépeg otoug 37°C.




TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

RENDELTETESSZERU HASZNALAT

ATECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® teszt gyors membran enzim immunoassay a Clostridium
difficile glutamat-dehidrogenaz antigén, valamint az A és B toxinok egyidejl kimutatasara egyetlen
reakciowellben. A teszt érzékeli a C. difficile antigént, és a glutamat-dehidrogenazt, amely szlir6ként
hasznalatos a C. difficile jelenlétére vonatkozdan és megerdsiti a toxigén C. difficile jelenlétét azaltal,
hogy észleli az A és B toxinokat olyan személyek székletmintajaban, akiknél a C. difficile betegség
gyanuja fennall. A teszt arra hasznalandd, hogy segitse a C. difficile betegség diagndzisat. Mint az egyéb
C. difficile tesztek esetén, az eredményeket a paciens koértorténetével egylitt kell figyelembe venni.

MAGYARAZAT

Antibiotikumos kezelés utan szamos paciensnél gyomor-bélrendszeri problémak lépnek fel, amelyek

enyhe hasmenéstdl pszeudomembranézus kolitiszig terjednek. A gyomor-bélrendszeri betegség enyhébb
formainak szamos eseteit és a pszeudomembrandzus colitis legtobb esetét a Clostridium difficile toxigén
torzsei okozzak (1). Ez az organizmus opportunista anaerob baktériuma, amely a bélben né, amint a normal
flérat az antibiotikum megvaltoztatta. A C. difficile toxigén torzsei hordozzak a toxinokat kodolé géneket, mig
a nem toxigén térzsek nem hordozzak a toxin géneket. A betegség kialakulasa olyan toxinokkal kapcsolatos,
amelyeket a toxigén organizmus termel. A betegséggel kapcsolatos klinikai tinetek vélhetéen elsésorban

az A toxin kovetkeztében alakulnak ki, amely egy szovet-karositd enterotoxin (2,3). A C. difficile egy masik
toxint is termel, amelynek a neve B toxin. A B toxin, amelyre kordbban, mint az organizmus citotoxinjara
hivatkoztak, szamos laboratérium altal jelenleg hasznalt szévetkultira assay altal érzékelt toxin. A toxigén

C. difficile torzsek mindkét toxint vagy csak a B toxint termelik (4-7). A C. difficile j6 antigén marker a
székletben 1évé organizmusra vonatkozéan, mivel nagy mennyiségben termeli minden térzs, a toxigén és
nem toxigén egyarant (8-10). Az antigén kimutathatd székletmintakban a C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
teszt hasznalataval. A C. difficile glutamat-dehidrogenazara vonatkozé teszt pozitiv eredménye megerdsiti a
szbban forgd organizmus jelenlétét a székletmintaban, a negativ eredmény az organizmus hianyat jelzi. Az A
és B toxinokra vonatkozo teszt pozitiv eredménye megerésiti a toxigén C. difficile jelenlétét.

A TESZT ELVE

A C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® olyan antitesteket hasznal, amelyek specifikusak a glutamat-
dehidrogenazra és a C. difficile A és B toxinjaira vonatkozdan. Az eszkdz az immobilizalt antitestek harom
fligg6leges vonalaval rendelkez6 reakcioablakot tartalmaz. Az antigén tesztvonal (“Ag”) a C. difficile
glutamat-dehidrogenaz elleni antitesteket tartalmaz. A kontrollvonal ("C") szaggatott vonal, amely anti-torma-
peroxidaz (HRP) antitesteket tartalmaz. Az A és B toxinok tesztvonala ("Tox") a C. difficile A és B toxinok
elleni antitesteket tartalmaz. A Konjugatum a glutamat-dehidrogenazra és az A és B toxinokra vonatkozé
antitesteket tartalmazza, amelyek a torma peroxidazhoz kapcsolédnak. A teszt elvégzéséhez a mintat egy
olyan cs6hdz adjék, amely a Higitd és a Konjugatum keverékét tartalmazza. A higitott minta-konjugatum
keveréket hozzaadjak a Minta Wellhez és az eszkdzt hagyjak inkubalni 15 percig szobahémérsékleten.

Az inkubalas alatt a mintaban jelenlévé barmely glutaméat-dehidrogendaz, valamint az A és B toxinok az
antitest-peroxidaz konjugatumokhoz kétédnek. Az antigén-antitest konjugatum komplexek szlrébetéten
keresztiil vandorolnak egy membranhoz, ahol a vonalakban lévé immobilizalt glutamat-dehidrogenaz-
specifikus, valamint az A- és B-toxin-specifikus antitestek megkétik ket. A Reakciéablakot ezutan kimossak
a Mosopufferrel, amelyet a Szubsztrat hozzaadasa kovet. 10 perces inkubaciés id6 utan az "Ag" reakciot
szemrevételezéssel megvizsgaljak, hogy megjelenik-e egy fliggéleges kék vonal a Reakcidablak "Ag"
oldalan. A kék vonal pozitiv tesztet jelent. Ha az "Ag" pozitiv, a "Tox" reakciét szemrevételezéssel ellendrizni
kell, hogy nincs-e jelen kék vonal a Reakcioablak "Tox" oldalan. A kék vonal pozitiv tesztet jelent. A pozitiv
"C" reakciok, amelyet a Reakcidablak "C" része alatti fliggéleges szaggatott kék vonal jelez, megerésiti,
hogy a teszt megfeleléen miikddik és az eredmények érvényesek.

BIZTOSITOTT ANYAGOK
DEV Membréneszk6z6k — mindegyik tasak 1 eszkozt tartalmaz

Higité (22 ml livegenként) — Pufferelt fehérjeoldat fokbeosztasos cseppentd
szerelvénnyel

WASHIREAG] Mosépuffer (12 ml iivegenként) — Pufferelt oldat fokbeosztasos cseppenté

szerelvénnyel
SUBS|REAG]  Subsztrét (3,5 ml iivegenként) — Tetrametilbenzidint tartalmazo oldat
CONJ[ENZ Konjugatum (2,5 ml iivegenként) — Egér monoklonalis antitest, amely specifikus

a glutamat-dehidrogendazra vonatkozdan tormaperoxidazhoz kapcsolva, és kecske
poliklonalis antitestek, amelyek specifikusak az A és B toxinokra vonatkozéan,
tormaperoxidazhoz kapcsolva, pufferelt fehérjeoldatban

CONTROL Pozitiv kontroll (2 ml) — Antigén pufferelt fehérjeoldatban

Eldobhaté miianyag transzferpipettak — 25 pl, 400 pl és 500 pl fokbeosztassal ellatva.
VD In vitro diagnosztikai hasznalatra

SZUKSEGES, DE NEM MELLEKELT ESZKOZOK

Kis tesztcsovek (pl., mianyag Eppendorf csévek vagy livegcsévek)

Applikator palcak Idézité Vortex keveré
Eldobhaté kesztylik székletmintak kezelésére Pipetta és hegyek

POLCELETTARTAM ES TAROLAS

A készlet lejarati ideje a cimkén szerepel. Mindegyik komponensre vonatkozé lejarati datumok az egyes
cimkéken szerepelnek. A készlet 2°C és 8°C kozott tarolando.

OVINTEZKEDESEK
1.

A killonb6zd készletekbdl szarmazo reagenseket nem szabad Osszekeverni vagy felcserélni. Ne
hasznalja a készletet a lejarati datumon tal.

A készlet minden Osszetevéjét meg kell vizsgalni, hogy nem lathatdk-e rajta szivargas jelei.
Megérkezéskor vizsgalja meg a készletet annak biztositasa érdekében, hogy a komponensek ne
legyenek fagyottak vagy meleg tapintasuak a nem megfeleld szallitasi koriilmények miatt.

Minden komponenst hozzon SZOBAHOMERSEKLETRE HASZNALAT ELOTT!

A kupakok, hegyek és csepegtetd szerelvények szinkddoltak; NE keverje, és ne cserélje ki 6ket!

Ne fagyassza le a reagenseket. A készlet 2°C és 8°C kozbtt tarolando.

N

arw
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A Membréneszkézt tartalmazé tasaknak szobahémérsékletiinek kell lennie felnyitas el6tt. A
membraneszkozoket tartsa szarazon hasznalat el6tt.

3.
4.

A székletmintaknak a Higitéban valé tarolasa NEM ajanlott.
Ne engedje, hogy a székletmintak 24 6ranal tovabb maradjanak a Higité/Konjugatum keverékben.

7. A székletmintakat mintavétel utan 72 6ran beliil hasznalja fel az optimalis eredmények érdekében. Y L.
A fagyasztott minték elveszthetik az aktivitdsukat a fagyasztas és felolvasztas miatt. Fagyasztott A MINTA ELOKESZITESE
mintak hasznalatakor olvassza fel 6ket szobahémersékleten. o . 1. Hozza az Gsszes reagenst és a sziikséges szamu eszkozt szobahémérsékletre hasznalat el6tt.
8. Tartsa a reagenslvegeket fiiggblegesen a reagensek adagolasara, hogy biztositsa az egységes Ajanlatos eltavolitani a reagenseket a habbetétbdl, hogy csckkentsék a szobahémérsékletre vald
cseppméretet és a megfelel6 térfogatot. melegedéshez sziikséges idét.
9. A mintdkat és a membraneszkozoket potencidlis biologiai veszélyforrasként kell kezelni és 2. Allitson be és jeldlion meg cimkével egy kis tesztcsévet minden mintara és opcionalis kiilsé
artalmatlanitani hasznalat utan. A teszt végzésekor viseljen eldobhato keszty(it. kontrollokra vonatkozoéan, amint sziikséges.
10.  Amembraneszkdzok nem hasznalhatok ujra. 3. Afekete fokbeosztasos csepegtetd szerelvény alkalmazasaval adjon hozza 750 pl (2. fokbeosztas a

11. A tesztet optimalizaltédk érzékenységre és specificitasra vonatkozéan. A megadott eljaras és/vagy
tesztfeltételek modositasai befolyasolhatjak a teszt érzékenységét és specificitasat. Ne térjen el a
megadott eljarastol.

12. Figyelijen az assay teljes idejére egynél tobb székletminta tesztelésekor. El6szér adja hozza a
Higitét, majd adja a Konjugatumot minden, Higitét tartalmazoé cs6héz. Majd adja a mintat a Higitot/
Konjugatumot tartalmazé cs6hoz. Alaposan keverje 6ssze az 6sszes higitott mintat és vigye at a
Membraneszkozbe. A 15 perces inkubacids |épés azutan kezdddik, hogy az utolso higitott minta-
konjugatum keveréket atvitték a végsé Membraneszkdzbe. Fagyasztott székletmintak . «

13.  Ha a Szubsztrat reagens sotétkék/lila szinre valtozik, a cseréhez hivja a miszaki szolgalatot. (fagyasztott higitatlan) 750 pl (2. fokbeosztés a hegytdl)

14. A székletmintdk potencialisan fert6z6 agenseket tartalmazhatnak és a 2. biolégiai biztonsagi - - =
szintnek ("Biosafety Level 2") megfelelden kezelendsk a CDC/NIH "Biosafety in Microbiological and Mintak transzportkézegben (Cary 650 pl (nem all rendelkezésre fokbeosztas) o
Biomedical Laboratories (Bioldgiai biztonsag a mikrobioldgiai és biomedikai laboratériumokban)” Blair, C&S)
cimii kézikdnyvében szerepld ajanlas szerint.

15. Az Osszes reagens csak in vitro diagnosztikai célra hasznalhato.

SZEKLETMlNTAK LEVETELE, KEZELESE ES TAROLASA 4. Adjon egy csepp Konjugatumot (piros kupakos iveg) mindegyik cséhoz. '

5. Szerezzen be egy eldobhaté miianyag transzferpipettat (a készlethez mellékelve) minden mintahoz
Elfogadhaté mintatipusok Ne hasznaljon

hegytdl mérve) higitot mindegyik cséhoz a széklet mintak esetében. A transzportkézegben (mint
példaul Cary Blair vagy C&S) lIévé mintak esetében adjon 650 pl Higitét a cs6hoz.

Minta tipusa Higito térfogata

Friss székletmintak 750 pl (2. fokbeosztas a hegytdl)

Kiils6 kontrollok (pozitiv és negativ) 750 pl (2. fokbeosztas a hegytdl)

— a pipettak kiemelt fokbeosztasokkal rendelkeznek 25 pl, 400 pl és 500 pl értéknél.

Friss székletmintakat ::ftg?gianlﬁt:8;2??{::;‘;%rii?(ra;:gg%rllé(t%rnnﬁgil:\??- Fokbeosztasos transzferpipetta:
Fagaszioft székietmintsket :lf(ilﬂgltrintékat alkoholalapti fixaléban (pl. polivinil- 501"— ‘“i WL Zi“L
Mintakat transzportkdzegben (Cary Blair, C&S) ( T T ]
::Iinta'tér’olés as elfogadhaté Megjegyzések 6. l’(ew_/erje tissze az mintat alap 1 a kor “ | fiiggetleniil - Iényeges, hogy az
6mérséklet hosszisaga atvitel el6tt a mintak egy legyenek szt va.

Folyékony/félig szilard mintak — pipettdzzon 25 pl mintat transzferpipettaval és adagolja a Higité/
Konjugatum keverékbe. Hasznalja ugyanazt a transzferpipettat a higitott minta keverésére.
Formézott/Szilard mintak — Ugyelni kell, hogy megfelelé mennyiségii formazott székletet adjanak
hozza a mintakeverékhez. Keverje 6ssze a mintat alaposan fa applikator palca hasznalataval és
vigye at a minta kis mennyiségét (korilbelll 2 mm atméréji, amely 25 pl-rel egyenértékii) a Higitd/
Konjugatum keverékbe. Emulgealja a mintat az applikator palca hasznalataval.

2°C-8°C

72 éra Az ideélis mintak 24 6rasnal tjabbak.

Olvassza fel szobah6mérsékleten. A tobbszoros

fagyasztas és felolvasztas a minta aktivitdsanak

elvesztését eredményezheti a toxin degradacisja
miatt.

Fagyasztott <-10°C 72 6randl hosszabb

zékletmintak Blair v: transzportk6z n - pipettazzon 100 pl (2 csepp a
transzferpipettabol) mintat a Higité/Konjugatum keverékbe.
1. A székletmintakkal kapcsolatban alkalmazott szabvanyos, hazon beliili mintavételi és kezelési
eljarasok megfeleldk.
2. A székletmintakat tiszta, szivargasmentes tartalyokban kell gy(ijteni.
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7. Opcionalis Kiilsé Kontroll Mintak:
Kiils6 Pozitiv Kontroll - adjon hozza egy csepp Pozitiv Kontrollt (szlrke kupakos liveg) a Higité/
Konjugatum keverékbe.
Kiils6 Negativ Kontroll - adjon hozza 25 pl Higitét a Higité/Konjugatum keverékbe.

MEGJEGYZES: Ha tul kevés mintat visz at, vagy nem keveri 6ssze és nem szuszpendalja teljesen a
mintat a Higité/Konjugatum keverékben, ez hamis negativ teszteredményt okozhat. A til sok székletminta
hozzéadasa érvénytelen eredményeket okozhat a korlatozott mintadaramlas miatt.

TESZTELJARAS

1. Szerezzen be egy Membraneszkézt mintanként és egy eszkdzt opcionalis kiilsé pozitiv vagy negativ
kontrollonként, ha sziikséges. Az eszkdzoket tartalmazé foliazsakokat szobahémérsékletre kell hozni
felnyitas el6tt. Az eszkozt kdzvetlendll a nyitds utan hasznalja fel. Cimkézzen fel minden eszkozt
megfeleléen és iranyitsa dket ugy egy sima fellleten, hogy a nyomtatott “C. DIFF COMPLETE”
felirat az eszkoz aljan legyen és a kis Minta Well az eszkdz jobb felsé sarkaban legyen.

Membréaneszkéz Minta Well

Tox

C. DIFF COMPLETE

2. Zarjon le minden, higitott mintat tartalmazé csdvet és alaposan keverje fel 6ket. A megfelel6 keverés
vortexeléssel vagy a cs6 megforditasaval érhetd el. Amint a paciens mintaja vagy a Pozitiv Kontroll
higitasra kerllt a Higité/Konjugatum keverékben, szobahémérsékleten inkubalhatd barmely ideig
maximum 24 éraval a Membraneszk6z hozzaadasa el6tt.

3. Uj transzferpipetta alkalmazasaval vigyen at 500 ul-t a higitott minta-konjugatum keverékbél a
Membrén Eszkéz Minta Well-jébe (kisebb lyuk az eszkoz jobb fels6é sarkaban), gondoskodva arrol,
hogy a folyékony mintat a Membraneszkioz belsejében 1€v6 felszivo parnara juttassa. Amikor a mintat
betélti a minta wellbe, gondoskodjon arrdl, hogy a transzferpipetta hegye a Reakciéablak (nagyobb
lyuk az eszkdz kozepén) felé doljon.

4. Inkubdlja az eszkdzt szobahémérsékleten 15 percig — a minta felszivodik az eszk6zon keresztll és
a nedves terllet szétterjed a Reakcioablakon. o
MEGJEGYZES AZON MINTAKRA VONATKOZOAN, AMELYEK MIGRACIOJA SIKERTELEN:
Bizonyos esetekben a higitott minta nem migral megfeleléen, és a Reakciéablak nem lesz teljesen
nedves. Ha a Reakcioablak nem t(inik teliesen nedvesnek 5 perccel azutan, hogy a mintat a Minta
Well-hez hozzaadtak, adjon 100 ul (4 csepp) Higitot a Minta Well-hez és varjon tovabbi 5 percet
(6sszesen 20 percet).

5. Inkubéacié utan adjon 300 pl Mosdpuffert a Reakciéablakhoz a fokbeosztasos fehér cseppentd
szerelvény alkalmazasaval. Hagyja, hogy a Mosopuffer atfolyjon a Reakcidablak membranjan, és
teljesen felszivodjon.

6. Adjon 2 csepp Szubsztratot (fehér kupakos liveg) a Reakciéablakhoz. Olvassa le és jegyezze fel az

eredményeket szemrevételezés utan 10 perc mulva.

AZ EREDMENYEK ERTELMEZESE

A teszt értelmezése akkor a legmegbizhatdbb, ha az eszkdzt azonnal leolvassak a 10 perces
reakcisidd végén. A késziiléket normal miikddési tavolsagban, jol megvilagitott teriileten olvassa le.

Kozvetleniil az eszkoz feletti latévonal mentén tekintse meg.

Figyelje meg az eszkodzt, hogy nem jelennek-e meg kék pontok a Reakciéablak kbzepén, amely a
bels6 pozitiv kontrollt képviseli. Barmilyen kontroll pont(ok) megjelenése érvényes belsé kontrollt
képvisel. A hattér szine fehértdl vildagoskékig terjedhet. Figyelie meg az eszkdzt, hogy nem
jelennek-e meg kék vonalak a Reakcidablak "Ag" vagy "Tox" oldalain, amelyek a tesztvonalakat
képviselik A vonalak intenzitadsa halvanytdl sotétig terjedhet.

Pozitiv Antigén (“Ag”) Eredmény: A pozitiv antigén eredmény értelmezhet6 barmikor a Szubsztrat
hozzaadasa és a 10 perces leolvasasi idépont kdzétt. Pozitiv antigén eredmény esetén a z6ld "Ag"
vonal és a "C" alatti szaggatott kék kontrollvonal lathaté (1a abra). A vonalak intenzitadsa halvanytél
sotétig terjedhet. A feltlind részleges vonal pozitiv eredményként értelmezendd. Ne értelmezze a
membran elszinez6dését pozitiv eredményként. A pozitiv eredmény a C. difficile jelenlétét mutatja.

Pozitiv Antigén és Toxin (“Tox”) Eredmény: Ha az antigén eredmény pozitiv (azaz kék "Ag" vonal
és szaggatott kék kontrollvonal lathaté a "C" alatt), folytassa a toxin eredmény értelmezésével. A
pozitiv toxin eredmény értelmezheté barmikor a Szubszirat hozzaadéasa és a 10 perces leolvasasi
idépont kozétt. Pozitiv toxin eredmény esetében kék “Tox” vonal lathaté (1b abra). A vonal intenzitasa
halvanytél sotétig terjedhet. A felt(iné részleges vonal pozitiv eredményként értelmezends. Ne
értelmezze a membran elszinezédését pozitiv eredményként. A pozitiv eredmény a C. difficile toxin
jelenlétét mutatja.

Negativ Eredmény: A teszt nem értelmezheté negativként vagy érvénytelenként a Szubsztrat
hozzaadasat kévetd 10 percig. Egyetlen kék szaggatott vonal lathaté a Reakcidablak, kozepén a
"C" alatt és nem lathatd tesztvonal a Reakcidablak "Ag" vagy "Tox" oldalén (1c &bra). Az antigén
részben 1évé negativ eredmény azt jelzi, hogy a C. difficile vagy nincs jelen a mintaban vagy a teszt
kimutatasi hatara alatt van. A toxin részben 1évé negativ eredmény azt jelzi, hogy a C. difficile toxin
vagy nincs jelen a mintaban vagy a teszt kimutatasi hatara alatt van.

Ervénytelen Eredmény: Nem lathaté vonal a Reakciéablakban (1d abra). A teszteredmény
érvénytelen, ha a kék szaggatott vonal nincs jelen a "C" alatt a reakcididé befejez6désekor (1e,
1f, 1g abra).

Negativ Antigén (“Ag”), Pozitiv Toxin ("Tox"). A minték alacsony szazalékos hanyada negativ
teszteredményt mutathat az antigénre de pozitivat a toxinra vonatkozéan. E mintakat bizonytalannak
kell tekinteni, majd friss mintaval Ujra kell tesztelni (1h abra). Ha a minta Ujrateszteléskor negativnak
bizonyul az antigénre, de pozitivnak a toxinra vonatkozoéan, pozitiv toxin eredményként kell
jegyz6konyvezni.

1. ABRA: C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® AZ EREDMENYEK ERTELMEZESE

C

O O

O
Ag Tox Ag @ Tox

C. DIFF COMPLETE C. DIFF COMPLETE C. DIFF COMPLETE
~ laabra 1b 4bra 1c 4bra
Pozitiv Antigén Eredmény Pozitiv Antigén Negativ Eredmény

Ag Tox

és Toxin Eredmény
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C C C

O O

O

Ag Tox Ag Tox Ag Tox

C. DIFF COMPLETE

3 1d &bra
Ervénytelen Eredmény

O

C. DIFF COMPLETE C. DIFF COMPLETE

) 1e abra } 1f abra
Ervénytelen Eredmény Ervénytelen Eredmény

C

Ag Tox

C. DIFF COMPLETE C. DIFF COMPLETE

) 1g &bra 1h &bra
Ervénytelen Eredmény Az értelmezést lasd a 7.
pontban

MINOSEGELLENORZES

Belsé: Szaggatott kék vonalnak kell latszédnia a Reakcidablak kozepén a "C" alatt, minden tesztelt
Membraneszkéz alatt. A kék kontrollpontok megjelenése igazolja, hogy a mintat és a reagenseket
megfeleléen adték hozza, és hogy a reagensek aktivak voltak az assay elvégzése idején, valamint, hogy
a minta megfeleléen atmigralt a Membraneszkézon. Tovabba megerdsiti az assay-vel kapcsolatos tobbi
reagens reaktivitasat. Az eredmények teriiletén 1évé vilagos hattér belsé negativ kontrollként tekintendd.
Ha a tesztet helyesen végezték és a reagensek megfeleléen miikddnek, a hattér fehér lesz, hogy
észrevehet6 eredményt adjon.

Kiilsé: A C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® készlet reaktivitasat ellendrizni kell atvételkor a Pozitiv
Kontroll és a negativ kontroll (Higité) hasznalatakor. A Pozitiv Kontroll a készlethez van mellékelve
(szlrke kupakos lveg). A Pozitiv Kontroll igazolja az assay-vel kapcsolatos t6bbi reagens reaktivitasat,
és nem rendeltetése, hogy biztositsa a precizitast az analitikai assay cut-off értékénél. A Higité negativ
kontroll céljara hasznalatos. Tovabbi tesztek végezheték a kontrollokkal, hogy eleget tegyenek a helyi,
allami és/vagy szovetségi szabalyozasoknak és/vagy az akkreditalé szervezeteknek.

KORLATOZASOK

1. A C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® teszt a C. difficile antigén és toxin(ok) detektalasara
hasznalatos székletmintakban. A teszt igazolja a toxin jelenlétét a székletben, és ezt az informaciot
figyelembe kell vennie az orvosnak a paciens klinikai kortorténete és fizikalis vizsgalata fényében.
A C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®az A toxint 20,63 ng/ml, a B toxint 20,16 ng/ml,és a glutamat-
dehidrogenazt 20,8 ng/ml szinteken mutatja ki.

2. A székletminték rendkivil komplexek. A C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® teszttel optimalis
eredmények olyan mintakkal érheték el, amelyek 24 6rasndl Ujabbak. A legtébb higitatian minta
tarolhat6 2°C és 8°C kozott 72 6ran at, miel6tt a toxin jelentés bomlasa figyelheté meg. Ha a mintakat
nem vizsgaljak meg ezen idészakon bellil, ezek lefagyaszthatok, majd felolvaszthatok. Azonban, az
ismételt lefagyasztas és felolvasztas az antigén, valamint az A és B toxinok immunreaktivitasanak
elvesztését eredményezi.

48

3. Bizonyos mintak gyenge reakcidkat adnak. Ezt szamos tényezé okozhatja, mint példaul alacsony
szintl antigén és/vagy toxin jelenléte, a kdtéanyagok vagy inaktivalo enzimek jelenléte a székletben.
Avonalak intenzitasa halvanytol sotétig terjedhet. Ezeket a mintakat pozitivként kell jegyz6konyvezni,
ha barmilyen kék vonal jelenik meg (még, ha részleges is). A feltlin6 részleges kék vonal pozitiv
eredményként értelmezendd.

4. A 10%-os formalinban, mertiolat-formalinban, natrium-acetat formalinban vagy polivinil-alkoholban
tartositott székletmintak nem hasznalhatok.

5. A C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® teszt kvalitativ. A szin intenzitdsa nem értelmezhetd kvantitativ
maodon.

6. A C. sordellii néhany izolatuma reagélhat a C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® teszt sorén az
immunoldgiailag kapcsol6dé toxinok termel6dése miatt (1).

7. Csecsemdkben akar 50%-os kolonizacids aranyokrdl szamoltak be. Magas aranyroél szamoltak be
a cisztas fibrozisban szenvedd betegekben (1,3). Az eredmények pozitivként jelentkezhetnek e
csoportokban, de ezeket ugy kell tekinteni, mint potencialis kolonizalt hordozdkat.

8. Az egyetlen nem-C. difficile organizmus, amely reagal a C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® teszt
toxin részében a Clostridium sordellii VP| 9048 volt. Ez a térzs a HT és az LT toxinokat termeli,
amelyek az Aiill. B toxinokra vonatkozdan homolégok.

9. Semmilyen adat nem létezi a vastagbélmosasoknak, bariumbedntéseknek, hashajtéknak vagy
vastagbélkészitményeknek a C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® teszt teljesitményére gyakorolt
hatasara vonatkozéan. Ezen eljarasok mindegyike nagymértékii higulast okozhat vagy olyan
adalékanyagok jelenlétét eredményezheti, amely befolyasolhatja a teszt teljesitményét.

VARHATO ERTEKEK

A Clostridium difficile els6sorban nozokomialis betegség idés paciensekben, és a betegség gyakorisaga
olyan tényez6ktdl fligg, mint a betegpopulacioé, az intézmény tipusa és az epidemioldgia. A C. difficile
betegség bejelentett eléfordulasi gyakorisaga antibiotikumokkal kapcsolatos hasmenésben szenvedd
paciensekben 5-t6l 20%-ig terjedhet, és a kérhazakban e tartomanynal alacsonyabb vagy magasabb
értékek is jelentkezhetnek. Fontos figyelembe venni barmilyen teszteredményt a klinikai tlinetekkel
kapcsolatban, mivel néhany egészséges felnétt és nagy szamu egészséges csecsemd (akar 50%-os
aranyban is) pozitiv eredményt mutat a C. difficile toxinra vonatkozoéan. Tovabba, 22%-t6l 32%-ig terjedd
C. difficile hordozasi aranyokrél szamoltak be a cisztas fibrézisban szenvedd betegekben (1,3). A jelen
eszkdzre vonatkozoan tlineteket mutatd betegekkel végzett vizsgalatok soran az A és B toxin el6fordulasa
12%, a GDH eléfordulédsa 18% volt. A C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® teszt antigén részének pozitiv
eredménye megerdsiti a C. difficile jelenlétét a székletmintaban; a negativ eredmény az organizmus
hianyat jelzi. A C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® teszt antigén részének pozitiv eredménye megerésiti a
C. difficile toxin jelenlétét a székletmintaban; a negativ eredmény a toxin hianyat jelzi, vagy azt, hogy nem
all rendelkezésre a kimutatashoz elegendé koncentraciéban.

TELJESITMENYJELLEMZOK

A C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® teszt antigén részének klinikai értékelése

A C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® teszt antigén részét baktériumkultirahoz hasonlitottak. A
kiértékelésben szerepl6é mintakat klinikai laboratériumokba kiildték be rutin tesztelés céljara. A bakterialis
kultura tesztjét hazon beliili eljarasokkal végezték. Az eredményeket az 1. tablazat mutatja




1. tablazat A C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® teszt és a bakterialis kulttra 6sszehasonlitasanak
klinikai teljesitménye

Bakterialis Kultura

Bakterialis Kultura

A C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® teszt toxin részének klinikai értékelé

A C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® teszt toxin részét 6sszehasonlitottak a szovetkultira assay-vel két
klinikai laboratériumban és hazon belil a TECHLAB®, Inc vallalatnal. A kiértékelésben szereplé mintakat
klinikai laboratériumokhoz juttattak el rutin tesztelés céljara. Az eredményeket az 3. tablazat mutatja

Pozitiv Negativ

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 201 62
Antigén Vonal Pozitiv
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 21 842
Antigén Vonal Negativ

95%

Konfidenciahatarok

Erzékenység 90,5% 85,7-93,9
Specificitas 93,1% 91,2-947
Prediktiv Pozitiv Erték 76,4% 70,7-813
Prediktiv Negativ Erték 97,6% 96,2 - 98,4
Korrelacié 92,6% 91,8-93,4

Az eltéré mintakat a C. difficile glutamat-dehidrogenazra vonatkozo aktudlis ELISA tesztek

alkalmazasaval értékelték.

A 62 alpozitiv mintabol huszonkilenc pozitiv volt egy masik GDH teszt soran, és ezeket valodi

pozitivnak tekintették.

A 21 alnegativ mintabdl tizenharom negativ volt egy masik GDH teszt soran, és ezeket valodi

negativnak tekintették.

A C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® tesztet a sz6vetkultira assay-hez hasonlitottak a C. difficile toxin
kimutatasara vonatkozoan. A kiértékelésben szereplé mintakat klinikai laboratériumokba kiildték be
rutin tesztelés céljara. Az eredményeket a 2. tablazat mutatja. A C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® a

szovetkultira pozitiv mintainak 98,7%-at kimutatta.

2. tablazat A C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® teszt és a szoveti kultira assay
osszehasonlitasanak klinikai teljesitménye

Szoveti Kultira

Szoveti Kultira

Pozitiv Negativ
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 154 109
Antigén Vonal Pozitiv
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 2 861
Antigén Vonal Negativ

3. tablazat A C. DIFF QUIK CHEK C

h litasa

ye

OMPLETEP teszt és a szoveti kultira assay

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 137 6
Antigén Vonal Pozitiv
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 19 964
Antigén Vonal Negativ

95%

Konfidenciahatarok

Erzékenység 87,8% 81,4-923
Specificitas 99,4% 98,6 - 99,7
Prediktiv Pozitiv Erték 95,8% 90,7 - 98,3
Prediktiv Negativ Erték 98,1% 96,9 - 98,8
Korrelacié 97,8% 97,6 - 98,0

Az eltéré mintakat az A és B toxinokra vonatkozo aktudlis ELISA tesztek alkalmazasaval értékelték.
A6 alpozitiv mintabol 6t pozitiv volt az ELISA soran, és ezeket valédi pozitivnak tekintették.
A 19 dlnegativ mintabdl tizenkettd negativ volt egy ELISA teszt soran, és ezeket valddi negativnak

tekintették.

A SZEKLETMINTA KONZISZTENCIAJANAK HATASA
inta konzisztenciajanak hatasa a C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® tesztre

A székl

Akllénbozé konzisztenciaju székletmintak reakciojat a C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® teszt antigén
részében (n=978) és toxin részében (n=981) a 4. és az 5. tablazat mutatja. A kultura assay vagy a C.
DIFF QUIK CHEK COMPLETE® alkalmazasaval kapott pozitiv reakciok szazalékértékei hasonloak
voltak mindharom tipusu székletminta esetén (folyékony, félig szilard és szilard). Az 6sszes mintat
bekildték C. difficile tesztelés céljara. A bekildés alapja a beteg klinikai kortorténete volt, és nem a
minta konzisztenciaja. Az antigén részben az eredmények azt mutatjak, hogy a C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® teszt hasonlé teljesitményt nyujtott, mint a baktériumkultdra a kiilénb6z6 konzisztenciaju
mintak tesztelésekor. A toxin részben az eredmények azt mutatjak, hogy a C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® teszt hasonlé teljesitményt nyujtott, mint a szévetkultira assay a kiilénb6z6 konzisztenciaju

mintak tesztelésekor.
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4. tabla Kiilénb6z6 k

Mintak szama

(n=978)

Pozitiv a bakteridlis kultira
assay szerint

Folyékony Mintak
(n=335)

59 (17,6%)

1ciaju kcid
részben a C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® teszt so

Félig szilard

Mintak (n = 522)

110 (21,1%)

j az antigén
ran.

Szilard Mintak
(n=121)

19 (15,7%)

C. DIFF QUIK CHEK

Antigén Vonal Negativ

COMPLETE® 72 (21,5%) 128 (24,5%) 25 (20,7%)
Antigén Vonal Pozitiv

Negativ a bakterialis kultura

assay szerint 276 (82,4%) 412 (78,9%) 102 (84,3%)
C. DIFF QUIK CHEK

COMPLETE® 263 (78,5%) 394 (75,5%) 96 (79,3%)

5. tabla Kiilénb6z6 ke

\cigju

ak reakcidja a C. DIFF QUIK CHEK

COMPLETE® teszt toxin részében.

Mintak szama

(n = 981)

Pozitiv a sz6veti kultira

Folyékony Mintak
(n =336)

Félig szilard
Mintak (n = 523)

Szilérd Mintak
(n=122)

assay szerint

assay szerint 43 (12,8%) 81(15,5%) 8 (6,6%)
C. DIFF QUIK CHEK

COMPLETE® 42 (12,5%) 72 (13,8%) 7(5,7%)
Toxin Vonal Pozitiv

Negativ a szdveti kultira 293 (87,2%) 442 (84,5%) 114 (93,4%)

C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®
Toxin Vonal Negativ

294 (87,5%)

451 (86,2%)

115 (94,3%)

ANALITIKAI ERZEKENYSEG

Baktérium vagy Patogén: Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacteroides
fragilis, Campylobacter coli, Campylobacter fetus, Campylobacter jejuni, Candida albicans, Clostridium
butyricum, Clostridium clostridiforme, Clostridium haemolyticum, Clostridium histolyticum, Clostridium
novyi, Clostridium perfringens, Clostridium septicum, Clostridium sordellii (nem toxigén), Clostridium
sporogenes, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis, Escherichia coli
EIEC, Escherichia coli, Escherichia coli O157:H7, Escherichia coli ETEC, Klebsiella pneumoniae,
Peptostreptococcus anaerobius, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium,
Serratia liquifaciens, Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus aureus (Cowans), Staphylococcus epidermidis, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus,
Yersinia enterocolitica

Az egyetlen nem-C. difficile organizmus, amely reagal a C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® teszt toxin
részében, a Clostridium sordellii VP 9048 volt. Ez a térzs a HT és az LT toxinokat termeli, amelyek az A
ill. B toxinokra vonatkozéan homolégok.

A kovetkezd virusok 0,2 ml-enként 1032 - 1082° TCID egység értékekkel nem reagaltak a C. DIFF QUIK
CHEK COMPLETE® tesztben:

Virusok: Adenovirus tipusok: 1, 2, 3, 5, 40, 41, Human koronavirus, Coxsackievirus B2, B3, B4, B5,
Echovirus 9, 11, 18, 22, 33, Enterovirus tipus: 68, 69, 70, 71, Rotavirus.

ZAVARO ANYAGOK

A kovetkezd anyagok (USA-készitmény) nem gyakoroltak hatast a teszteredményekre, ha a jelzett
koncentraciokban voltak jelen a székletben: mucin (3,5% w/v), emberi vér (40% v/v), barium-szulfat (5%
w/v), Imodium® (5% v/v), Kaopectate® (5% v/v), Pepto-Bismol® (5% v/v), sztearinsav/palmitinsav (40%
wi/v), Metronidazole (0,25% w/v), Vancomycin (0,25% w/v).

KLINIKAI IZOLATUMOK CIKLOSZERIN-CEFOXITIN-FRUKTOZ AGARON
(CCFA) TORTENG REAKCIOJA

Osszesen 103 C. difficile klinikai izolatumot, amelyeket anaerob bakterialis kulttra révén nyertek CCFA-n
3 nap utan 37°C-on, vizsgaltak a C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® teszttel. Az analizis céljara egyedi
koléniakat valasztottak ki és szuszpendaltak éket Higitéban a székletmintakra vonatkozéan ajanlott
modon. Mind a 103 izolatum pozitiv antigénreakciét adott a teszt soran.

A 103 izolatumbol hetven (68%) olyan székletmintabdl szarmazott, amely pozitiv volt a C. difficile toxinra
vonatkozéan a szévetkultura assay soran. Ezek koziil 56 (80%) pozitiv toxinreakciét adott, amikor
anaerob névekedés utan vizsgaltak CCFA-n 3 napon at 37°C-on.

Az assay cutoff értékét 0,63 ng/ml koncentracidban hataroztak meg az A toxinra, 0,16 ng/ml koncentréacioban a
B toxinra és 0,8 ng/ml koncentraciéban a glutamat-dehidrogenazra vonatkozdan.
REPRODUKALHATOSAG

A C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® teszt reprodukalhatésagat 12 olyan székletminta alkalmazasaval
hataroztak meg, amelyeket kodoltak, hogy megakadalyozzak az azonositésukat a tesztelés soran. A
tesztelést 3 fliggetlen laboratériumban végezték el, amelyek a mintakat 3 napon at vizsgaltak. A mintak az
esetek 100%-aban a vart eredményeket produkaltak.

KERESZTREAKTIVITAS

A kovetkez6 mikroorganizmusokkal beoltott székletmintak a ml-enként 108 vagy annal nagyobb szamu
végs6 organizmus-koncentracié esetén nem reagaltak a C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® teszt
antigén- vagy toxin részével:
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TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

FINALITA' DEL DOSAGGIO

Il test TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® & un dosaggio immunoenzimatico rapido a
membrana per il rilevamento simultaneo dell’antigene glutammato deidrogenasi e dalle tossine A e B di
Clostridium difficile in un singolo pozzetto di reazione. |l test rileva I'antigene glutammato deidrogenasi
di C. difficile quale screening per la presenza di C. difficile e conferma la presenza di C. difficile tossigeno
rilevando le tossine A e B nei campioni fecali delle persone in cui si sospetti malattia da C. difficile. |l test
deve essere usato come ausilio nella diagnosi di malattia da C. difficile. Come per gli altri test per il C.
difficile, i risultati devono essere considerati insieme alla storia del paziente.

SPIEGAZIONE

In seguito al trattamento con antibiotici, molti pazienti sviluppano problemi gastrointestinali che vanno dalla
diarrea lieve alla colite pseudomembranosa grave. Molti casi delle forme pil lievi di malattia gastroin-
testinale e la maggior parte dei casi di colite pseudomembranosa sono causati da ceppi tossigeni di
Clostridium difficile (1). Questo organismo & un batterio anaerobico opportunista che cresce nell’intestino
una volta che la normale flora ¢ stata alterata dall’antibiotico. | ceppi tossigeni di C. difficile trasportano i
geni che codificano le tossine, mentre i ceppi non tossigeni non trasportano i geni delle tossine. L’esordio
della malattia & associato alle tossine che vengono prodotte dagli organismi tossigeni. Si ritiene che i sin-
tomi clinici associati alla malattia siano prevalentemente dovuti alla tossina A, che & un’enterotossina che
danneggia i tessuti (2,3). Il C. difficile produce anche una seconda tossina, chiamata tossina B. La tossina
B, che é stata indicata come la citotossina dell’organismo, € la tossina rilevata dal test di coltura tissutale
attualmente usato da molti laboratori. | ceppi di C. difficile tossigeno producono entrambe le tossine o solo
la tossina B (4-7). La glutammato deidrogenasi del C. difficile & un buon marker antigenico dell’organismo
nelle feci in quanto & prodotta in elevate quantita da tutti i ceppi, sia quelli tossigeni sia quelli non tossigeni
(8-10). L'antigene puo essere rilevato nei campioni fecali utilizzando il test C. DIFF QUIK CHEK COMPLE-
TE®. Un risultato positivo al test della glutammato deidrogenasi del C. difficile conferma la presenza di
questo organismo nei campioni fecali; un risultato negativo indica I'assenza dell’organismo. Un risultato
positivo al test per le tossine A e B conferma la presenza di C. difficile tossigeno.

PRINCIPIO DEL DOSAGGIO

Il test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® utilizza anticorpi specifici per la glutammato deidrogenasi e le
tossine A e B del C. difficile. |l dispositivo contiene una finestra di reazione con tre linee verticali di anticorpi
immobilizzati. La linea di test dell’antigene (“Ag”) contiene anticorpi contro la glutammato deidrogenasi C.
difficile. La linea di controllo (“C”) & una linea punteggiata che contiene anticorpi anti-perossidasi di rafano
(HRP). La linea delle tossine A e B (“Tox”) contiene anticorpi contro le tossine A e B di C. difficile. Il coniuga-
to comprende anticorpi alla glutammato deidrogenasi e anticorpi alle tossine A e B accoppiate a perossidasi
dirafano. Per eseguire il test, il campione viene dispensato in una provetta contenente una miscela di
diluente e coniugato. La miscela di campione diluito e coniugato viene dispensata nel pozzetto del campio-
ne e il dispositivo viene lasciato ad incubare a temperatura ambiente per 15 minuti. Durante 'incubazione,
qualsiasi glutammato deidrogenasi e tutte le tossine A e B presenti nel campione si legano ai coniugati
anticorpo-perossidasi. | complessi antigene-anticorpo-coniugato migrano attraverso un tampone filtrante
su una membrana dove vengono catturati dagli anticorpi immobilizzati specifici per la deidrogenasi e speci-
fici per le tossine A e B nelle linee. La finestra di reazione viene quindi risciacquata con tampone di lavaggio
a cui segue I'aggiunta di substrato. Dopo un periodo di incubazione di 10 minuti, la regione “Ag” viene
esaminata visivamente e viene verificata la comparsa di una linea verticale blu sul lato “Ag” della finestra

di reazione. Una linea blu indica un test positivo. Se I'“Ag” € positivo, &€ necessario esaminare la reazione
“Tox” per controllare se compare una linea blu sul lato “Tox” della finestra di reazione. Una linea blu indica
un test positivo. Una reazione “C” positiva, indicata da una linea blu verticale punteggiata sotto la parte “C”
della finestra di reazione, conferma che il test sta funzionando correttamente e che i risultati sono validi.

MATERIALI FORNITI

Dispositivi a membrana — Ogni busta contiene 1 dispositivo

Diluente (22 mL per flacone) — Soluzione proteica tamponata con contagocce
graduato

REAG] Tampone di lavaggio (12 mL per flacone) — Soluzione tamponata con contagocce
graduato

SUBS|REAG| Substrato (3,5 mL per flacone) - Soluzione contenente tetrametilbenzidina

CONJ[ENZ Coniugato (2,5 mL per flacone) - Anticorpo monoclonale murino specifico per la

glutammato deidrogenasi accoppiato a perossidasi di rafano e anticorpi policlonali di
capra specifici per le tossine A e B accoppiati a perossidasi di rafano in una soluzione
proteica tamponata

CONTROL Controllo positivo (2 mL) — Antigene in una soluzione proteica tamponata

Pipette di trasferi in plastic ) — graduate a 25 pL, 400 pL e 500 pL

D Per uso diagnostico in vitro

MATERIALI E APPARECCHIATURE RICHIESTI MA NON FORNITI
Provette piccole (p.es., provette Eppendorf in plastica o provette in vetro)

Stick applicatori Timer

Guanti monouso per la manipolazione dei campioni fecali Pipettatore e puntali

VITA UTILE E CONSERVAZIONE A MAGAZZINO
La data di scadenza del kit &€ stampata sull’etichetta. Le date di scadenza di ciascun componente sono
indicate sulle rispettive etichette. Il kit deve essere conservato a una temperatura compresa tra 2°C e 8°C.

PRECAUZIONI

. Non miscelare e scambiare reagenti di kit diversi. Non utilizzare un kit dopo la data di scadenza.
Ogni componente del kit deve essere controllato per rilevare eventuali segni di perdita. Allarrivo, controllare
il kit per assicurarsi che i componenti non siano né congelati né caldi al tatto a causa di condizioni di
spedizione inadeguate.
Portare tutti i componenti a TEMPERATURA AMBIENTE PRIMA DELL'USO!
| cappucci, i puntali e i contagocce seguono un codice colore; NON mischiarli o scambiarli!
Non congelare i reagenti. Il kit deve essere conservato a una temperatura compresa tra 2°C e 8°C.
Prima dell'apertura, la busta contenente il dispositivo a membrana deve essere a temperatura ambiente.
Prima dell'uso conservare i dispositivia membrana all’asciutto.

Vorticatore

[

o oA
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7. Per ottenere i risultati ottimali, utilizzare i campioni fecali entro 72 ore dalla raccolta. | campioni congelati
possono perdere attivita in seguito al congelamento e allo scongelamento. Se si utilizzano campioni
scongelati, lasciarli scongelare a temperatura ambiente.

8.  Dispensare i reagenti tenendo i flaconi in posizione verticale in modo da garantire una dimensione costante
delle gocce e un volume corretto.

9. | campioni e i dispositivi a membrana devono essere manipolati e smaltiti come materiale biologico
potenzialmente infetto dopo I'uso. Durante il test, indossare guanti monouso.

3.
4.

La conservazione dei campioni di feci nel diluente NON & consigliata.
Non lasciare i campioni nella miscela di diluente/coniugato per >24 ore.

PREPARAZIONE DEL CAMPIONE

1.

Portare tutti i reagenti e il numero di dispositivi richiesto a temperatura ambiente prima dell’'uso.
Si raccomanda di rimuovere i reagenti dall’'inserto in espanso per ridurre il tempo necessario per il
riscaldamento a temperatura ambiente.

10. | dispositivia membrana non possono essere riutilizzati. 2. Preparare ed etichettare una provetta piccola per ogni campione e i controlli esterni opzionali in
11. Il test e stato ottimizzato per quanto concerne la sensibilita e la specificita. Eventuali alterazioni della base alla necessita.
procedura specificata e/o delle condizioni di test possono influenzare la sensibilita e la specificita del test. 3. Utilizzando un contagocce graduato nero, dispensare 750 L (2° graduazione sul puntale) di diluente
Non deviare dalla procedura specificata. in ogni provetta per campioni fecali. Per i campioni nei mezzi di trasporto come Cary Blair o
12.  Prestare attenzione al tempo totale di dosaggio quando si analizza piti di un campione fecale. Dispensare Ca&S, dispensare 650 yL di diluente nella provetta.
dapprima il diluente, quindi aggiungere il coniugato a ogni provetta di diluente. Quindi dispensare il
campione nella provetta di diluente/coniugato. Miscelare accuratamente tutti i campioni diluiti e trasferirli Tipo di campione Volume di diluente
nel dispositivo a membrana. La fase di incubazione di 15 minuti comincia dopo che I'ultima miscela di
campione diluito-coniugato & stata trasferita nel dispositivo a membrana finale. Campioni fecali freschi 750 pL (2" graduazione sul puntale)
13.  Se il reagente substrato assume un colore blu scuro/viola, contattare il servizio tecnico e chiedere la p o fecall i ot
sostituzione. ampioni fecali congelati (congelati . .
14. | campioni fecali possono contenere agenti potenzialmente infettivi e devono essere maneggiati al “Livello non diluiti) 750 L (2" graduazione sul puntale) 59
di biosicurezza 2” come raccomandato nel manuale del CDC/NIH “Biosafety in Microbiological and . - 5
Biomedical Laboratories.” CGampioni in mezzi di trasporto (Gary | 550 1 (non & fornita alcuna graduazione)
15.  Tutti i reagenti sono destinati al solo uso diagnostico in vitro. Blair, C&S)
RACCOLTA, CONSERVAZIONE E MANIPOLAZIONE DEI CAMPIONI FECALI Controlli esterni (positivo e negativo) 750 pL (2" graduazione sul puntale) '
4. Dispensare una goccia di coniugato (flacone con tappo rosso) in ogni provetta.

Campioni fecali in un fissativo a base di formalina
Campioni fecali freschi (p.es. formalina di sodio acetato, formalina al 10%,
mertiolato e formalina)

Campioni fecali in un fissativo a base di alcol (p.es.

Campioni fecali congelati alcol polivinilico)

Campioni in mezzi di trasporto (Cary Blair, C&S)

CEREEER PG GH) Durata di conserva-

zione accettabile Comment

campioni
Temperatura

2°-8° 72 ore | campioni ideali hanno meno di 24 ore

Scongelare a temperatura ambiente. Il conge-
lamento e lo scongelamento ripetuti possono
comportare una perdita dell'attivita dei campioni in
seguito a degradazione delle tossine.

Congelato < -10°C Piti di 72 ore

1. Le procedure di raccolta e manipolazione standard utilizzate internamente per i campioni fecali
sono appropriate.
2. | campioni di feci devono essere raccolti in contenitori di puliti, ermetici.
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Preparare una pipetta di trasferimento in plastica monouso (fornita con il kit) per ogni campione — le
pipette hanno graduazioni in rilievo in corrispondenza di 25 pL, 400 pL e 500 pL.

Pipetta di trasferimento graduata:

500yl 400 pL 25 UL
( 1 I

Miscelare accuratamente tutti i campioni, indipendentemente dalla consistenza - &
fondamentale che i campioni siano uniformemente sospesi prima del trasferimento.

Campioni liquidi/semi-solidi - pipettare 25 pL di campione con una pipetta di trasferimento e dispensare
nella miscela di diluente/coniugato. Utilizzare la stessa pipetta di trasferimento per miscelare i campioni
diluiti.

Campioni formati/solidi — Occorre prestare attenzione e dispensare la quantita corretta di feci formate
nella miscela del campione. Miscelare accuratamente il campione utilizzando uno stick in legno e
trasferire una piccola porzione (circa 2 mm di diametro, I'equivalente di 25 pL) del campione nella miscela
di diluente/coniugato. Emulsionare i campioni utilizzando lo stick.

Campioni fecali nei mezzi di trasporto Cary Blair o C&S - pipettare 100 pL (2 gocce dalla pipetta di
trasferimento) di campione nella miscela di diluente/coniugato.




Campioni di controllo esterni opzionali:

Controllo positivo esterno - dispensare una goccia di controllo positivo (flacone con il cappuccio grigio)

nella miscela di diluente/coniugato.

Controllo negativo esterno - dispensare 25 pL di diluente nella miscela di diluente/coniugato.

NOTA: il trasferimento di una quantita insufficiente di campione o la mancata miscelazione e sospensione
completa del campione nella miscela di diluente/coniugato possono dare un risultato falsamente negati-
vo. La dispensazione di una quantita eccessiva di campione puo causare risultati non validi a causa del
flusso di campione limitato.

PROCEDURA DEL TEST

1.

Prendere un dispositivo a membrana per campione e un dispositivo per controllo positivo o negativo
esterno opzionale, in base alla necessita. Le buste in alluminio contenenti i dispositivi devono
essere portate a temperatura ambiente prima dell’apertura. Utilizzare il dispositivo immediatamente
dopo I'apertura. Etichettare ogni dispositivo in modo appropriato e orientarlo su una superficie
piana in modo che la scritta “C. DIFF COMPLETE” si trovi sul fondo del dispositivo e il piccolo
pozzetto per il campione si trovi nell’angolo in alto a destra del dispositivo.

Dispositivo a membrana Pozzetto del campione

Finestra di r i
Ag Tox

C. DIFF COMPLETE

Chiudere ogni provetta di campione diluito e miscelare accuratamente. L’accurata miscelazione
puo essere ottenuta mediante vorticazione o capovolgendo la provetta. Dopo che il campione o il
controllo positivo ¢ stato diluito nella miscela di diluente/coniugato, lo stesso puo essere incubato
a temperatura ambiente per un periodo di tempo fino a 24 ore prima di dispensarlo nel dispositivo
a membrana.

Utilizzando la pipetta di trasferimento, trasferire 500 pL della miscela diluita di campione-
coniugato nel pozzetto del campione (foro piccolo nell’angolo in alto a destra del dispositivo)
di un dispositivo a membrana, assicurandosi di espellere il campione di liquido su un tampone
di drenaggio all’interno del dispositivo a membrana. Durante il caricamento del campione nel
pozzetto per campioni, assicurarsi che la punta della pipetta di trasferimento sia rivolta verso la
finestra di reazione (foro piu grande al centro del dispositivo).

Incubare il dispositivo a temperatura ambiente per 15 minuti — il campione drenera attraverso il
dispositivo e un’area umida si diffondera attraverso la finestra di reazione.

NOTA PER | CAMPIONI CHE NON MIGRANO:

puo accadere che un campione diluito non migri correttamente e che la finestra di reazione non si
inumidisca completamente. Se la finestra di reazione non sembra essere completamente umida
entro 5 minuti dalla dispensazione del campione nel pozzetto del campione, dispensare 100 uL (4
gocce) di diluente nel pozzetto del campione e attendere altri 5 minuti (per un totale di 20 minuti).

5. Dopo I'incubazione, aggiungere 300 pL di tampone di lavaggio alla finestra di reazione utilizzando
il contagocce bianco graduato. Lasciare che il tampone di lavaggio fluisca attraverso la membrana
della finestra di reazione e venga completamente assorbito.

6. Dispensare 2 gocce di substrato (flacone con cappuccio bianco) alla finestra di reazione. Leggere
e registrare visivamente i risultati dopo 10 minuti.

INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI
L'interpretazione del test & piu affidabile quando il dispositivo viene letto immediatamente dopo lo
scadere del periodo di reazione di 10 minuti. Leggere il dispositivo a una distanza di lavoro normale
in un’area ben illuminata. Osservare con una linea d’osservazione direttamente sul dispositivo.

2. Osservare se nel dispositivo al centro della finestra di reazione compaiono punti blu che
rappresentano il controllo positivo interno. La comparsa di punti di controllo indica un controllo
interno valido. Lo sfondo pud avere un colore da bianco ad azzurro. Osservare se sui lati “Ag”
e “Tox” della finestra di reazione compaiono linee blu che rappresentano le linee di test. Le linee
possono avere un’intensita da debole a scura.

3. Risultato con antigene positivo (“Ag”): un risultato con antigene positivo puo essere interpretato
in qualunque momento tra la dispensazione del substrato e il tempo di lettura di 10 minuti. In un
risultato con antigene positivo, la linea “Ag” blu e la linea di controllo blu punteggiata sotto “C”
sono visibili (Figura 1a). Le linee possono avere un’intensita da debole a scura. Una linea parziale
evidente viene interpretata come un risultato positivo. Non interpretare un’alterazione di colore
della membrana come un risultato positivo. Un risultato positivo indica la presenza di C. difficile.

4, Risultato con antigene e tossina (“Tox”) positivi: seil risultato dell’antigene & positivo (ovvore sotto
la “C” sono visibili una linea “Ag” blu e un controllo blu punteggiato), procedere all’'interpretazione
del risultato delle tossine. Un risultato positivo per le tossine puo essere interpretato in qualunque
momento tra la dispensazione del substrato e il tempo di lettura di 10 minuti. In un risultato positivo
per le tossine, & visibile una linea blu “Tox” (Figura 1b). La linea puo avere un’intensita da debole a
scura. Una linea parziale evidente viene interpretata come un risultato positivo. Non interpretare
un’alterazione di colore della membrana come un risultato positivo. Un risultato positivo indica la
presenza di tossina C. difficile.

5. Risultato negativo: un test non pud essere interpretato come negativo o non valido fino a 10 minuti
dopo la dispensazione del substrato. Sotto la “C” al centro della finestra di reazione & visibile una
singola linea punteggiata blu e sul lato “Ag” o “Tox” della finestra di reazione non sono visibili linee
di test (Figura 1c). Un risultato negativo nella porzione dell’antigene indica che I'antigene C. difficile
€ assente nel campione oppure ¢ al di sotto del limite di rilevazione del test. Un risultato negativo
nella porzione della tossina indica che la tossina C. difficile € assente nel campione oppure € al di
sotto del limite di rilevazione del test.

6. Risultato non valido: non sono visibili linee nella finestra di reazione (Figura 1d). |l risultato del test
non & valido se al termine del periodo di reazione non & presente una linea punteggiata blu sotto
la “C” (Figure 1e, 1f, 1g).

7. Antigene negativo (“Ag”), tossina positiva (“Tox”): una percentuale ridotta di campioni puo
risultare negativa all’antigene ma positiva alla tossina. Questi campioni devono essere considerati
come indeterminati e sottoposti nuovamente a test con un campione fresco (Figura 1h). Se il
campione risulta nuovamente negativo per I'antigene ma positivo per la tossina, segnalare il
risultato come positivo per la tossina.
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FIGURA 1: INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI DEL TEST C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
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CONTROLLO DELLA QUALITA

Interno: deve essere visibile una linea punteggiata blu al centro della finestra di reazione, sotto la “C” su
ogni dispositivo a membranasottoposto a test. La comparsa dei punti di controllo blu conferma che il
campione e i reagenti sono stati dispensati correttamente, che i reagenti erano attivi al momento dell’e-
secuzione del dosaggio e che il campione & migrato correttamente attraverso il dispositivo membrana.
Inoltre conferma la reattivita degli altri reagenti associati al dosaggio. Uno sfondo chiaro nell’area dei
risultati viene considerato come un controllo negativo interno. Se il test € stato eseguito correttamente e
i reagenti funzionano a dovere, lo sfondo sara bianco per consentire un risultato discernibile.

Esterno: la reattivita del kit C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® deve essere verificata al ricevimento
mediante il controllo positivo e il controllo negativo (diluente). |l controllo positivo viene fornito insieme al
kit (flacone con il cappuccio grigio). |l controllo positivo conferma la reattivita degli altri reagenti associati
al dosaggio e non & concepito per garantire la precisione sul valore di cut-off del dosaggio analitico. I
diluente viene usato per il controllo negativo. E possibile eseguire altri test con controlli per soddisfare i
requisiti delle disposizioni locali, statali e/o federali e/o delle organizzazioni accreditanti.

IT
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LIMITI

1. Il test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® viene usato per individuare I'antigene e le tossine C. difficile
nei campioni fecali. |l test conferma la presenza di tossine nelle feci e queste informazioni devono
essere tenute in debito conto dal medico alla luce dell’anamnesi clinica e del’esame obiettivo del
paziente. Il test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®rileva livelli di tossina A a >0,63 ng/mL, di tossina
B a>0,16 ng/mL e di glutammato deidrogenasi a >0,8 ng/mL.

2. | campioni fecali sono estremamente complessi. | risultati ottimali con il test C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® si ottengono con campioni non pil vecchi di 24 ore. La maggior parte dei campioni
non diluiti possono essere conservati a una temperatura compresa tra 2°C e 8°C per 72 ore prima
che si noti una degradazione significativa della tossina. Se i campioni non vengono testati entro
questo periodo di tempo, possono essere congelati e scongelati. Tuttavia il ripetuto congelamento
e scongelamento pud comportare la perdita di immunoreattivita dell’antigene e delle tossine A e B.

3. Alcuni campioni possono produrre reazioni deboli. Questa evenienza pud essere dovuta a una serie
di fattori come la presenza di bassi livelli di antigene e/o tossina, la presenza di sostanze leganti o
enzimi inattivanti nelle feci. Le linee possono avere un’intensita da debole a scura. Questi campioni
devono essere segnalati come positivi se si osserva qualsiasi linea blu, anche parziale. Una linea
blu parziale evidente viene interpretata come un risultato positivo.

4. | campioni fecali conservati in formalina al 10%, mertiolato e formalina, formalina di sodio acetato o
alcol polivinilico non possono essere utilizzati.
5. Il test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® & un test qualitativo. L'intensita del colore non deve essere

interpretata in modo quantitativo.

6. Alcuni ceppi isolati di C. sordellii possono reagire nel test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® a causa
della produzione di tossine immunologicamente correlate (1).

7. Tassi di colonizzazione fino al 50% sono stati riferiti nei lattanti. Un tasso elevato & stato riferito
anche nei pazienti con fibrosi cistica (1,3). In questi gruppi i risultati possono sembrare positivi, ma
devono considerati insieme alla possibilita di essere un vettore colonizzato.

8. L'unico organismo non-C. difficile a reagire nella porzione della tossina del test C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® é stato il Clostridium sordellii VP1 9048. Questo ceppo produce tossine HT e LT, che
sono rispettivamente omologhe alle tossine A e B.

9. Non esistono dati sull’effetto dei lavaggi del colon, degli enemi al bario, dei lassativi o delle
preparazioni intestinali sulle prestazioni del test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®. Tutte queste
procedure possono causare un’estesa diluizione o la presenza di additivi che possono influenzare
le prestazioni del test.

VALORI ATTESI

La malattia da Clostridium difficile & prevalentemente una malattia di tipo nosocomiale dei pazienti
anziani e la frequenza dipende da fattori come la popolazione di pazienti, il tipo di istituto e I’epidemio-
logia. L’incidenza riferita di malattia da C. difficile nei pazienti con diarrea associata agli antibiotici pud
variare dal 5 % al 20% e gli ospedali possono sperimentare tassi inferiori o superiori a questo intervallo.
E importante considerare tutti i risultati dei test tenendo conto dei sintomi clinici in quanto alcuni adulti
sani e un numero elevato di lattanti sani (fino al 50%) risulteranno positivi alla tossina C. difficile. Inoltre,
sono stati riferiti tassi di portatori di C. difficile tra il 22% e il 32% nei pazienti con fibrosi cistica (1,3).
Negli studi condotti per questo dispositivo utilizzando pazienti sintomatici I'incidenza di tossine Ae B &
risultata pari al 12% e di GDH al 18%. Un risultato positivo nella porzione dell’antigene del test C. DIFF
QUIK CHEK COMPLETE® conferma la presenza di C. difficile in un campione fecale; un risultato negativo
indica I'assenza dell’organismo. Un risultato positivo nella porzione della tossina del test C. DIFF QUIK
CHEK COMPLETE® conferma la presenza di tossina di C. difficile in un campione fecale; un risultato
negativo indica I'assenza dell’organismo o livelli di tossina insufficienti per essere rilevati.



PRESTAZIONI METODOLOGICHE

Valutazione clinica della porzione dell’antigene del test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

La porzione dell’antigene del test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® ¢ stata confrontata con la coltura

batterica. | campioni inclusi nella valutazione sono stati inviati ai laboratori clinici per I'analisi di routine.

La coltura batterica & stata eseguita in base alle procedure interne. | risultati sono presentati nella

Tabella 1.

Tabella 1. Riepil delle pr ioni cliniche con confronto tra il test C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE?® e la coltura batterica

Coltura batterica

Negativo
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 201 62
Linea dell'antigene positiva
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 21 842
Linea dell'antigene negativa
Limiti di confidenza

5%
Sensibilita 90,5% 85,7-93,9
Specificita 93,1% 91,2-94,7
Valore positivo predittivo 76,4% 70,7 -81,3
Valore negativo predittivo 97,6% 96,2 - 98,4
Correlazione 92,6% 91,8-93,4

| campioni discrepanti sono stati valutati utilizzando gli attuali test ELISA per la glutammato

deidrogenasi di C. difficile.

Ventinove dei 62 campioni falsamente positivi sono risultati positivi con un altro test GDH e sono

stati considerati veri positivi.

Tredici dei 21 campioni falsamente negativi erano negativi con un altro test GDH e sono stati

considerati veri negativi.

La porzione di antigene del test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® e stata confrontata con il test di col-

tura tissutale per il rilevamento della tossina di C. difficile. | campioni inclusi nella valutazione sono stati
inviati ai laboratori clinici per I'analisi di routine. | risultati sono presentati nella Tabella 2. La porzione di

antigene del test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® ha rilevato il 98,7% dei campioni positivi alla coltura
tissutale.

Tabella 2. Riepilogo delle prestazioni cliniche con confronto tra il test C. DIFF QUIK CHEK

COMPLETE?® e il test di coltura tissutale

Coltura tissutale

Coltura tissutale

=D Positivo Negativo
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 154 109
Linea dell'antigene positiva
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 2 861

Linea dell'antigene negativa

Valutazione clinica della porzione della tossina del test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
La porzione della tossina del test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® ¢ stata confrontata con il test di

coltura tissutale presso due laboratori clinici e internamente presso TECHLAB®, Inc. | campioni inclusi
nella valutazione sono stati inviati ai laboratori clinici per I'analisi di routine. | risultati sono presentati

nella Tabella 3.

Tabella 3. Riepilogo delle prestazioni cliniche con confronto tra il test C. DIFF QUIK CHEK

COMPLETE?® e il test di coltura tissutale

Coltura tissutale

Coltura tissutale

=i Positivo Negativo
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 137 6
Linea dell'antigene positiva
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 19 064
Linea dell'antigene negativa
i confid,
95%
Sensibilita 87,8% 81,4-923
Specificita 99,4% 98,6 - 99,7
Valore positivo predittivo 95,8% 90,7 - 98,3
Valore negativo predittivo 98,1% 96,9 - 98,8
Correlazione 97,8% 97,6 - 98,0

| campioni discrepanti sono stati valutati utilizzando test ELISA per le tossine A e B.
Cinque dei 6 campioni falsamente positivi sono risultati positivi al test ELISA e sono stati consi-

derati veri positivi.

Dodici dei 19 campioni falsamente negativi erano negativi al test ELISA e sono stati considerati

veri negativi.

55



EFFETTO DELLA CONSISTENZA DEI CAMPIONI DI FECI

Effetto della consistenza dei campioni di feci sul test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

La reazione dei campioni di feci di diversa consistenza nella porzione dell’antigene (n=978) e nella porzione

della tossina (n=981) del test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETEP® & presentata nelle Tabelle 4 e 5. Le per-

centuali di reazioni positive utilizzando la coltura o il test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® sono risultate

simili in tutti e tre i tipi di campioni fecali (liquidi, semi-solidi e solidi). Tutti i campioni sono stati sottoposti

ad analisi del C. difficile. Alla base dell’analisi vi era I'anamnesi clinica del paziente e non la consistenza del

campione. Nella porzione dell’antigene, i risultati mostrano che il test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

dava risultati analoghi alla coltura batterica quando veniva eseguita I'analisi di consistenze diverse. Nella

porzione della tossina, i risultati mostrano che il test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® dava risultati analo-

ghi alla coltura tissutale quando veniva eseguita I’analisi di consistenze diverse.

Tabella 4. Reazione dei campioni di feci di diversa consistenza nella porzione dell’antigene
del test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

Numero di campioni Campioni liquidi Semi-solidi Campioni solidi
(n=978) (n = 335) Campioni (n = 522) (n=121)

Positivi all It
b:ft:s'r‘l’é: a coltura 59 (17,6%) 110 (21,1%) 19 (15,7%)
C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® 72 (21,5%) 128 (24,5%) 25 (20,7%)
Linea dell'antigene positiva
Negativi all It
b;%:ri"c’;a a coltura 276 (82,4%) 412 (78,9%) 102 (84,3%)
C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® 263 (78,5%) 394 (75,5%) 96 (79,3%)
Linea dell'antigene negativa

Tabella 5. Reazione dei campioni di feci di diversa consistenza nella porzione della tossina

del test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

Semi-solidi
Campioni (n = 523)

Campioni solidi
(n=122)

Numero di campioni

Campioni liquidi

(n=981) (n = 336)

Positivi alla coltura tissutale 43 (12,8%) 81 (15,5%) 8 (6,6%)
C. DIFF QUIK CHEK

COMPLETE® 42 (12,5%) 72 (13,8%) 7 (5,7%)
Linea delle tossine positiva

Negativi alla coltura tissutale 293 (87,2%) 442 (84,5%) 114 (93,4%)

C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®
Linea delle tossine negativa

294 (87,5%) 451 (86,2%) 115 (94,3%)

SENSIBILITA” ANALITICA

Il valore di cut-off del test € stato stabilito a concentrazioni di 0,63 ng/mL per la tossina A, 0,16 ng/mL
per la tossina B e 0,8 ng/mL per la glutammato deidrogenasi.
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RIPRODUCIBILITA

La riproducibilita del test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® & stata determinata utilizzando 12 campioni
fecali codificati in modo da prevenirne I'identificazione durante il test. |l test & stato eseguito presso 3
laboratori indipendenti che hanno analizzato i campioni per 3 giorni. | campioni hanno prodotto i risultati
attesi il 100% delle volte.

CROSS-REATTIVITA

| campioni fecali inoculati con i seguenti microorganismi fino a una concentrazione finale di circa 10°

o pit organismi per mL non hanno reagito nella porzione dell’antigene o della tossina del test C. DIFF
QUIK CHEK COMPLETE®:

Batterio o patogeno: Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacteroides fragilis, Cam-
pylobacter coli, Campylobacter fetus, Campylobacter jejuni, Candida albicans, Clostridium butyricum,
Clostridium clostridiforme, Clostridium haemolyticum, Clostridium histolyticum, Clostridium novyi, Clo-
stridium perfringens, Clostridium septicum, Clostridium sordellii (non tossigeno), Clostridium sporogenes,
Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis, Escherichia coli EIEC, Escherichia
coli, Escherichia coli O157:H7, Escherichia coli ETEC, Klebsiella pneumoniae, Peptostreptococcus
anaerobius, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Serratia liquifaciens,
Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus
(Cowans), Staphylococcus epidermidis, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Yersinia enterocolitica
L’unico organismo non-C. difficile a reagire nella porzione della tossina del test C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® & stato il Clostridium sordellii VP| 9048. Questo ceppo produce tossine HT e LT, che sono
rispettivamente omologhe alle tossine A e B.

| seguenti virus da 10%® a 10%%° unita TCID per 0,2 mL non hanno reagito nel test C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®:

Virus: Tipi di adenovirus 1, 2, 3, 5, 40, 41, coronavirus umano, coxsackievirus B2, B3, B4, B5, echovirus
9, 11, 18, 22, 33, tipo di enterovirus 68, 69, 70, 71, rotavirus.

SOSTANZE INTERFERENTI

Le seguenti sostanze (formulazione USA) non hanno avuto effetti sui risultati del test quanto presenti
nelle feci alle concentrazioni indicate: mucina (3,5% p/v), sangue umano (40% v/v), solfato di bario (5%
p/v), Imodium® (5% v/v), Kaopectate® (5% v/v), Pepto-Bismol® (5% v/v), acido stearico/palmitico (40%
p/v), metronidazolo (0,25% p/v), vancomicina (0,25% p/v).

REAZIONE DEGLI ISOLATI CLINICI OTTENUTI ALL'AGAR CICLOSERINA-
CEFOXITINA-FRUTTOSIO (CCFA)

Un totale di 103 isolati clinici di C. difficile, ottenuti mediante coltura batterica anaerobica su CCFA dopo
3 giorni a 37°C sono stati sottoposti ad analisi con test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®. Ai fini dell'a-
nalisi, singole colonie sono state selezionate e sospese nel diluente come raccomandato per i campioni
fecali. Tutti e 103 gli isolati hanno prodotto una reazione positiva all’antigene nel test.

Settanta dei 103 isolati (68%) provenivano da campioni fecali positivi per la tossina di C. difficile mediante
coltura tissutale. Di questi, 56 (80%) hanno prodotto una reazione positiva alla tossina quando sottoposti a
screening dopo crescita anaerobica su CCFA per 3 giorni a 37°C.




TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

BEOOGD GEBRUIK

De TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-test is een snel membraan-enzymimmuno-assay voor de
gelijktiidige detectie van Clostridium difficile-glutamaatdehydrogenase-antigen en de toxinen A en B in een enkel
reactieputje. De test detecteert C. difficile-antigen, glutamaatdehydrogenase, als een screening voor de aanwe-
zigheid van C. difficile en bevestigt de aanwezigheid van toxigeen C. difficile door detectie van de toxinen A en
B in fecale monsters van personen die vermoedelijk lijden aan een C. difficile-aandoening. De test moet worden
worden gebruikt als hulp bij de diagnose van een C. difficile-aandoening. Net als bij andere C. difficile-testen,
moeten de resultaten worden beschouwd in combinatie met de voorgeschiedenis van de patiént.

UITLEG

Na behandeling met antibiotica ontwikkelen veel patiénten gastro-intestinale problemen die gaan van milde
diarree tot ernstige pseudomembraneuze colitis. Veel gevallen van de mildere vormen van een maagdarm-
stelselaandoening en de meeste gevallen van pseudomembraneuze colitis worden veroorzaakt door toxigene
stammen van Clostridium difficile (1). Dit organisme is een opportunistische anaerobe bacterie die in de darm
groeit zodra de normale flora door het antibioticum is veranderd. Toxigene stammen van C. difficile dragen
de genen die coderen voor de toxinen terwijl niet-toxigene stammen deze toxinegenen niet dragen. Het
begin van de aandoening wordt geassocieerd met de toxinen die door het toxigene organisme zijn gepro-
duceerd. De klinische klachten geassocieerd met de aandoening worden geacht primair te wijten te zijn aan
toxine A, dat een weefselbeschadigend enterotoxine is (2,3). C. difficile produceert ook een tweede toxine,
het zogenaamde toxine B. Toxine B, dat ook het cytotoxine van het organisme wordt genoemd, is het toxine
dat gedetecteerd wordt door het weefselkweekassay dat momenteel door veel laboratoria wordt gebruikt.
Toxigene C. difficile-stammen produceren beide toxinen, of alleen toxine B (4-7). De glutamaatdehydroge-
nase van C. difficile is een goede antigenmerker voor het organisme in feces omdat dit door alle stammen,
toxigeen of niet-toxigeen in grote hoeveelheden geproduceerd wordt (8-10). Het antigen kan in fecale
monsters worden gedetecteerd door gebruik te maken van de C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-test. Een
positief resultaat van de test voor het glutamaatdehydrogenase van C. difficile bevestigt de aanwezigheid van
dit organisme in een fecaal monster; een negatief resultaat duidt op de afwezigheid van het organisme. Een
positief resultaat op de test voor de toxinen A en B bevestigt de aanwezigheid van het toxigene C. difficile.

PRINCIPE VAN DE TEST

De C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-test gebruikt antilichamen specifiek voor glutamaatdehydrogenase en de
toxinen A en B van C. difficile. Het instrument bevat een reactievenster met drie verticale lijnen geimmobiliseer-
de antilichamen. De antigentestlijn (“Ag”) bevat antilichamen tegen C. difficile-glutamaatdehydrogenase. De
controlelijn (“C”) is een stippellijn die anti-mierikswortelperoxidase (HRP)-antilichamen bevat. De testlijn voor

de toxinen A en B (“Tox”) bevat antilichamen tegen de C. difficile-toxinen A en B. Het conjugaat bestaat uit
antilichamen van glutamaatdehydrogenase en antilichamen van de toxinen A en B gekoppeld aan mierikswor-
telperoxidase. Om de test uit te voeren, wordt het monster toegevoegd aan een buis die een mengsel van ver-
dunner en conjugaat bevat. Het verdunde monster-conjugaatmengsel wordt aangebracht in het monsterputie
en het instrument wordt 15 minuten op kamertemperatuur geincubeerd. Tijdens de incubatie binden eventuele
glutamaatdehydrogenase en toxinen A en B in het monster aan de antilichaam-peroxidaseconjugaten. De
antigen-antilichaam-conjugaatcomplexen migreren door een filterkussentje naar een membraan waar zij worden
ingevangen door de geimmobiliseerde glutamaatdehydrogenasespecifieke en toxine-A- en -B-specifieke anti-
lichamen in de lijnen. Het reactievenster wordt vervolgens gewassen met wasbuffer, gevolgd door toevoeging
vansubstraat. Na een 10 minuten durende incubatieperiode, wordt de “Ag”-reactie visueel onderzocht op de
verschijning van een verticale blauwe lijn aan de “Ag”-zijde van het reactievenster. Een blauwe lijn geeft een
positieve test aan. Als de “Ag” positief is, moet de “Tox”-reactie visueel worden onderzocht op de verschijning
van een blauwe lijn aan de “Tox"-zijde van het reactievenster. Een blauwe lijin geeft een positieve test aan. Een

positieve “C”-reactie, aangegeven door een verticale gestippelde blauwe lijn onder het “C”-gedeelte van het
reactievenster, bevestigt dat de test goed werkt en de resultaten geldig zijn.

VERSTREKTE MATERIALEN

DEV Membraaninstrumenten - elk zakje bevat 1 instrument

SPE Verdunner (22 mL per fles) — Gebufferde eiwitoplossing met gegradueerde

DIL
druppelaarconstructie

Wasbuffer (12 mL per fles) - Gebufferde oplossing met gegradueerde druppelaar
constructie

E
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m
>
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Substraat (3,5 mL per fles) — Oplossing die tetramethylbenzidine bevat

»
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X
m
>
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Conjugaat (2,5 mL per fles) - Monoklonaal antilichaam van de muis specifiek voor
glutamaatdehydrogenase gekoppeld aan mierikswortelperoxidase en polyklonale
antilichamen van de geit specifiek voor de toxinen A en B gekoppeld aan mierikswortel-
peroxidase in een gebufferde eiwitoplossing

Q
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z
[
m
z
N

CONTROL Positieve controle (2 mL) - Antigen in een gebufferde eiwitoplossing

Plastic wegwerpoverbrengpipettes — gegradueerd op 25 pL, 400 pL en 500 pL
Voor in vitro diagnostisch gebruik

MATERIALEN EN VEREISTE, MAAR NIET MEEGELEVERDE UITRUSTING
Kleine testbuizen (bijv. plastic eppendorfbuizen of glazen buizen)

Applicatorsticks Timer
Wegwerphandschoenen voor hantering van fecale monsters

HOUDBAARHEIDSPERIODE EN OPSLAG

De vervaldatum van de set staat op het label. Vervaldatums voor elke component staan op de individuele
labels. De set moet worden opgeslagen tussen 2 °C en 8 °C.

VOORZORGSMAATREGELEN

1. Reagentia uit verschillende sets mogen niet worden gemengd of onderling uitgewisseld. Gebruik geen
set na de vervaldatum.

2. Elke component in de set moet worden geinspecteerd op mogelijke tekenen van lekkage. Inspecteer de

set bij aankomst, om te verzekeren dat de componenten niet zijn bevroren of warm zijn bij aanraking door

onjuiste verzendomstandigheden.

Breng alle componenten op KAMERTEMPERATUUR VOOR HET GEBRUIK!

Doppen, punten en druppelaarconstructies zijn kleurgecodeerd; NIET mengen of onderling uitwisselen!

Vortexmixer
Pipetten en punten

o
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10.
11.

14.

15.

Bevries de reagentia niet. De set moet worden opgeslagen tussen 2 °C en 8 °C.

Het zakje dat het membraaninstrument bevat, moet op kamertemperatuur zijn voordat het wordt geopend.
Houd de membraaninstrumenten droog voor het gebruik.

Gebruik fecale monsters binnen 72 uur na verzameling om optimale resultaten te verkrijgen. Monsters die
zijn bevroren, kunnen door bevriezen en dooien hun activiteit verliezen. Als er bevroren monsters worden
gebruikt, moeten deze op kamertemperatuur worden ontdooid.

Houd de reagensflessen verticaal om reagentia toe te dienen, om een consistente druppelgrootte en
correct volume te verzekeren.

Monsters en membraaninstrumenten moeten na het gebruik worden gehanteerd en afgevoerd als
potentiéle biologische gevaren. Draag wegwerphandschoenen wanneer u de test doet.
Membraaninstrumenten kunnen niet worden hergebruikt.

De test is geoptimaliseerd op gevoeligheid en specificiteit. Veranderingen van de gespecificeerde
procedure en/of testcondities kunnen de gevoeligheid en specificiteit van de test beinvioeden. Wijk niet af
van de gespecificeerde procedure.

Let op de totale assayperiode wanneer u meer dan een fecaal monster test. Doe er eerst verdunner in
en voeg dan het conjugaat toe aan elke buis verdunner. Vervolgens voegt u het monster toe aan de buis
verdunner/conjugaat. Meng alle verdunde monsters grondig en breng ze over op het membraaninstrument.
De incubatiestap van 15 minuten begint nadat het laatste verdunde monster-conjugaatmengsel werd
overgebracht op het laatste membraaninstrument.

Als het substraatreagens verandert in een donkerblauwe/violette kleur, belt u de technische diensten om
vervanging.

Fecale monsters kunnen potentieel infectieuze agentia bevatten en moeten worden gehanteerd op
“bioveiligheidsniveau 2” zoals aanbevolen in de CDC/NIH-handleiding “Biologische veiligheid in
microbiologische en biomedische laboratoria”.

Alle reagentia zijn alleen voor in vitro diagnostisch gebruik.

VERZAMELING, HANTERING EN OPSLAG VAN FECALE MONSTERS

Aanvaardbare monstertypen Niet gebruiken

Verse fecale monsters

Fecale monsters in op formaline gebaseerde fixa-
tief (bijv. natriumacetaatformaline, 10% formaline,
merthiolaatformaline)

Bevroren fecale monsters

Fecale monsters in op alcohol gebaseerde fixatief
(bijv. polyvinylalcohol)

Monsters in transportmedia (Cary Blair, C&S)

Opslag monsters Aanvaardbare
Temperatuur opslagduur ey
2°C-8°C 72 uur Ideale monsters zijn minder dan 24 uur oud

Bevroren < -10 °C

Ontdooien op kamertemperatuur. Verscheidene
keren bevriezen en ontdooien kan leiden tot verlies
van monsteractiviteit door toxine-afbraak.

Langer dan 72 uur

1.
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De ter plaatse gebruikte standaard verzamelings- en hanteringsprocedures voor fecale monsters

zijn toepasselijk.

2.
3.
4.
B
1.

Fecale monsters moeten worden verzameld in schone, lekvrije containers.
Opslag van fecale monsters in de verdunner wordt NIET aanbevolen.
Laat de fecale monsters niet >24 uur in het verdunner/conjugaat-mengsel zitten.

EREIDING MONSTER

Breng alle reagentia en het vereiste aantal apparaten voor het gebruik op kamertemperatuur.
Aanbevolen wordt de reagentia uit het schuimverpakkingsstuk te verwijderen om de tijd die nodig
is om ze tot kamertemperatuur op te warmen te verkorten.

Stel voor elk monster een kleine testbuis op en label deze, en doe hetzelfde voor optionele externe
controles, voor zover noodzakelijk.

Gebruik de zwart gegradueerde druppelaarconstructie, voeg 750 pL (2e graduatie vanaf de punt)
verdunner toe aan elke buis voor fecale monsters. Voor monsters in transportmedia zoals Cary
Blair of C&S, voegt u 650 pL verdunner toe aan de buis.

Monstertype Volume verdunner

Verse fecale monsters

750 pL (2e graduatie vanaf de punt)

Bevroren fecale monsters (bevroren
onverdund)

750 pL (2e graduatie vanaf de punt)

Monsters in transportmedia (Cary

650 pL (geen graduatie gegeven)

Blair, C&S)

Externe controles (positief en .

negatief) 750 pL (2e graduatie vanaf de punt) '
4 Voeg een druppel conjugaat (fles met de rode dop) toe aan elke buis.

Zorg voor een plastic wegwerpoverbrengpipet (meegeleverd met de set) voor elk monster — de
pipetten hebben oplopende graduaties van 25 pL, 400 pL en 500 pL.

Gegradueerde overbrengpipet:

— !

Meng alle monsters grondig ongeacht de consistentie - het is van essentieel belang dat de
monsters gelijkmatig zijn gesuspendeerd voordat ze worden overgebracht.
Vloeibare/halfvaste monsters — pipet 25 pL van monster met een overbrengpipet en dispenderen
in het verdunner/conjugaat-mengsel. Gebruik dezelfde overbrengpipet om het verdunde monster
te mengen.

Gevormde/vaste monsters — Zorg ervoor dat de correcte hoeveelheid gevormde feces aan het
monstermengsel wordt toegevoegd. Meng het monster grondig met behulp van een houten
applicatorstick en breng een klein gedeelte (ongeveer 2 mm diameter, het equivalent van 25 pL)
van het monster over in het verdunner/conjugaat-mengsel. Emulsifeer het monster met behulp
van de applicatorstick.




Fecale monsters in Cary Blair- of C&S-transportmedia - pipet 100 pL (2 druppels uit
overbrengpipet) van het monster in het verdunner/conjugaat-mengsel.

Optionele externe controlemonsters:

Externe positieve controle - voeg een druppel positieve controle (fles met grijze dop) in het
verdunner/conjugaat-mengsel.

Externe negatieve controle - voeg 25 pL verdunner in het verdunner/conjugaat-mengsel.

OPMERKING: Overbrenging van te weinig monster, of als het niet volkomen gemixt is en het monster
niet compleet gesuspendeerd is in het verdunner/conjugaat-mengsel, kan leiden tot een fout-negatief
testresultaat. De toevoeging van te veel fecaal monster kan leiden tot ongeldige resultaten vanwege
een beperkte monsterstroom.

TESTPROCEDURE

1.

Zorg voor één membraaninstrument per monster en één instrument per optionele externe positieve of
negatieve controle, voor zover noodzakelijk. De foliezakken die de instrumenten bevatten moeten op
kamertemperatuur worden gebracht, voordat ze worden geopend. Gebruik het instrument onmiddellijk
na openen. Etiketteer elk instrument op de juiste wijze en zet dit op een viak opperviak zodat de
opdruk “C. DIFF COMPLETE” aan de onderkant van het instrument zit en het monsterputje zich in de
rechterbovenhoek van het instrument bevindt.

Membraaninstrument Monsterputje

X

Ag O Tox

C. DIFF COMPLETE

Sluit elke buis verdund monster en meng grondig. De juiste menging kan worden bereikt door
de inhoud te laten wervelen of de buis om te keren. Als een patiéntmonster of positieve controle
is verdund in het verdunner/conjugaat-mengsel, kan het gedurende een periode van maximaal
24 uur op kamertemperatuur worden geincubeerd voordat het op het membraaninstrument wordt
aangebracht.

Gebruik een nieuw overbrengpipet, breng 500 pL van het verdunde monsterconjugaatmengsel
in het monsterputje (kleinere opening in de rechterbovenhoek van het instrument) van een
membraaninstrument, zorg ervoor dat u het vloeistofmonster eruit perst op het gaasje in het
membraaninstrument. Wanneer u het monster in het monsterputje aanbrengt, dient u zich ervan
te vergewissen dat de punt van de overbrengpipet naar het reactievenster is gebogen (grotere
opening in het midden van het instrument).

Incubeer het instrument gedurende 15 minuten op kamertemperatuur — het monster zal door het
instrument kruipen waarbij zich een nat gedeelte over het reactievenster verspreidt.

OPMERKING OVER MONSTERS DIE NIET MIGREREN:

Zo nu en dan zal een verdund monster niet goed migreren en wordt het reactievenster niet volledig nat.
Als het reactievenster niet binnen 5 minuten nadat het monster op het monsterputje is aangebracht
volkomen nat lijkt, voeg dan 100 uL (4 druppels) verdunner toe op het monsterputje en wacht nog eens
5 minuten (in totaal 20 minuten).

5. Na de incubatie, voegt u 300 pL wasbuffer toe aan het reactievenster, gebruik daarbij de
gegradueerde witte druppelaarconstructie. Laat de wasbuffer door het reactievenstermembraan
lopen en volkomen absorberen.

6. Voeg 2 druppels substraat toe (fles met witte dop) aan het reactievenster. L ees de resultaten
visueel af na 10 minuten en registreer ze.

INTERPRETATIE VAN DE RESULTATEN

De interpretatie van de test is het betrouwbaarst wanneer het instrument onmiddellijk aan het eind
van de 10 minuten durende reactieperiode wordt afgelezen. Lees het instrument op een normale
werkafstand af in een goed verlichte ruimte. Kijk met de gezichtslijn direct over het instrument.

2. Observeer het instrument op de verschijning van blauwe stippen in het midden van het
reactievenster die de interne positieve controle voorstellen. De verschijning van eventuele
controlestip(pen) stelt een geldige interne controle voor. De achtergrond kan wit tot lichtblauw
gekleurd lijken. Observeer het instrument op de verschijning van blauwe lijnen aan de “Ag”- en
“Tox”- zijden van het reactievenster die testlijnen voorstellen. De lijnen kunnen een zwakke tot
donkere intensiteit hebben.

3. Positief antigen (“Ag”)-resultaat: Een positief antigenresultaat kan op elk tijdstip tussen de
toevoeging van substraat en de leestijd van 10 minuten worden geinterpreteerd. Voor een positief
antigenresultaat zijn de blauwe “Ag”-lijn en de gestippelde blauwe controlelijn onder “C” zichtbaar
(afbeelding 1a). De lijlnen kunnen een zwakke tot donkere intensiteit hebben. Een duidelijke
gedeeltelijke lijn wordt geinterpreteerd als een positief resultaat. Interpreteer de membraanverkleuring
niet als een positief resultaat. Een positief resultaat duidt op de aanwezigheid van C. difficile.

4, Positief antigen- en toxine (“Tox”)-resultaat: Als het antigenresultaat positief is (d.w.z. er zijn
een blauwe “Ag”-lijn en een gestippelde blauwe controle onder “C” zichtbaar), gaat u verder met
de interpretatie van het toxineresultaat. Een positief toxineresultaat kan op elk tijdstip tussen de
toevoeging van substraat en de leestijd van 10 minuten worden geinterpreteerd. Voor een positief
toxineresultaat is er blauwe “Tox”-lijn zichtbaar (afbeelding 1b). De lijn kan een zwakke tot donkere
intensiteit hebben. Een duidelijke gedeeltelijke lijn wordt geinterpreteerd als een positief resultaat.
Interpreteer de membraanverkleuring niet als een positief resultaat. Een positief resultaat duidt op
de aanwezigheid van het C. difficile-toxine.

5. Negatief resultaat: Een test kan voor afloop van de 10 minuten volgend op de toevoeging van het
substraat niet worden geinterpreteerd als negatief of ongeldig. Er is een enkele blauwe stippellijn
zichtbaar in het midden van het reactievenster onder de “C” en er zijn geen testlijnen zichtbaar
aan de “Ag”-kant of de “Tox”-kant van het reactievenster (afbeelding 1c). Een negatief resultaat in
het antigengedeelte geeft aan dat het C. difficile-antigen ofwel afwezig is in het monster of onder
de detectiegrens van de test ligt. Een negatief resultaat in het toxinegedeelte geeft aan dat het C.
difficile-toxine ofwel afwezig is in het monster of onder de detectiegrens van de test ligt.

6. Ongeldig resultaat: Er zijn geen lijnen zichtbaar in het reactievenster (afbeelding 1d). Het
testresultaat is ongeldig als er bij afronding van de reactieperiode geen blauwe stippellijn aanwezig
is onder de “C” (afbeeldingen 1e, 1f, 1g).

7. Negatief antigen (“Ag”), positief toxine (“Tox”): Een laag percentage van de monsters kan
negatief testen voor antigen maar positief voor toxine. Deze monsters moeten als onduidelijk
worden beschouwd en opnieuw worden getest met behulp van een vers monster (afbeelding 1h).
Als het monster bij de volgende test negatief is voor antigen maar positief voor toxine, meldt u een
positief toxineresultaat.
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AFBEELDING 1: C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® INTERPRETATIE VAN DE RESULTATEN

O

C C

Ag @ Tox

C. DIFF COMPLETE

Afbeelding 1¢
Negatief resultaat

O

Ag Tox

C. DIFF COMPLETE

Afbeelding 1a
Positief antigenresultaat

C. DIFF COMPLETE

Afbeelding 1b
Positief antigen
- en toxineresultaat

( C \ ( C \ C
O O O
Ag Tox Ag Tox Ag Tox

C. DIFF COMPLETE

\_ C. DIFF COMPLETE /
Afbeelding 1d
Ongeldig resultaat

\_ C. DIFF COMPLETE /)
Afbeelding 1e
Ongeldig resultaat

Afbeelding 1f
Ongeldig resultaat

( C \
O
Ag Tox

\_ C.DIFF COMPLETE /
Afbeelding 1g
Ongeldig resultaat

\_ C.DIFF COMPLETE /
Afbeelding 1h
Zie nr. 7 voor de interpretatie

KWALITEITSCONTROLE

Intern: Er moet een gestippelde blauwe lijn zichtbaar zijn in het midden van het reactievenster, onder de
“C” op elk membraaninstrument dat is getest. De verschijning van de blauwe controlestippen bevestigt
dat het monster en de reagentia correct werden toegevoegd, dat de reagentia actief waren op het tijdstip
waarop het assay werd uitgevoerd en dat het monster goed door het membraaninstrument migreer-

de. Deze bevestigt ook de reactiviteit van de andere reagentia in verband met het assay. Een heldere
achtergrond in het resultaatgedeelte wordt beschouwd als een interne negatieve controle. Als de test
correct werd uitgevoerd en de reagentia goed werken, zal de achtergrond wit zijn om een waarneembaar
resultaat te geven.

Extern: De reactiviteit van de C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-set moet na ontvangst met behulp

van de positieve controle en negatieve controle (verdunner) worden geverifieerd. De positieve controle
wordt met de set meegeleverd (fles met grijze dop). De positieve controle bevestigt de reactiviteit van de
andere reagentia in verband met het assay, en is niet bedoeld om de precisie op de scheidslijn van het
analytische assay te verzekeren. De verdunner wordt gebruikt voor de negatieve controle. Er kunnen
extra testen worden uitgevoerd met de controles om tegemoet te komen aan de eisen van plaatselijke,

nationale en/of federale regelgevingen en/of accrediterende organisaties.
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BEPERKINGEN

1. De C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-test wordt gebruikt om C. difficile-antigen en toxine(n) te detecteren
in fecale monsters. De test bevestigt de aanwezigheid van toxine in feces en deze informatie moet door
de arts in overweging worden genomen in het licht van de klinische geschiedenis en het lichamelijke
onderzoek van de patiént. De C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-test detecteert toxine A-niveaus >0,63
ng/mL, toxine B-niveaus >0,16 ng/mL en glutamaatdehydrogenase-niveaus >0,8 ng/mL.

2. Fecale monsters zijn buitengewoon complex. Optimale resultaten met de C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®-test worden verkregen met monsters die minder dan 24 uur oud zijn. De meeste
onverdunde monsters kunnen 72 uur worden bewaard tussen 2 °C en 8 °C voordat er een
significante afbraak van het toxine wordt bemerkt. Als monsters niet binnen deze periode worden
geanalyseerd, kunnen zij bevroren en ontdooid worden. Herhaaldelijk bevriezen en ontdooien kan
echter leiden tot verlies in de immunoreactiviteit van het antigen en toxine A en B.

3. Sommige monsters kunnen zwakke reacties geven. Dit kan te wijten zijn aan een aantal factoren
zoals de aanwezigheid van lage niveaus antigen en/of toxine, de aanwezigheid van bindende
stoffen, of inactiverende enzymen in de feces. De lijnen kunnen een zwakke tot donkere intensiteit
hebben. Deze monsters kunnen worden gerapporteerd als positief als er een blauwe lijn, zelfs een
gedeeltelijke lijn, wordt waargenomen. Een duidelijke gedeeltelijke blauwe lijn wordt als een positief
resultaat geinterpreteerd.

4. Fecale monsters bewaard in 10% formaline, merthiolaatformaline, natriumacetaatformaline, of
polyvinylalcohol kunnen niet worden gebruikt.

5. De C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-test is kwalitatief. De intensiteit van de kleur mag niet
kwantitatief worden geinterpreteerd.

6. Sommige isolaten van C. sordellii kunnen in de C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-test reageren
door de productie van immunologisch verwante toxinen (1).

7. Kolonisatiepercentages tot 50% zijn gemeld voor zuigelingen. Een hoog percentage werd ook
gemeld bij cystische-fibrosepatiénten (1,3). De resultaten kunnen in deze groepen positief lijken,
maar moeten worden gezien in combinatie met de mogelijkheid een gekolonialiseerde drager te zijn.

8. Het enige niet-C. difficile-organisme dat reageert op het toxinegedeelte van de C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®-test was Clostridium sordellii VPI 9048. Deze stam produceert de toxinen HT en LT,
die homoloog zijn aan de toxinen A, respectievelijk B.

9. Er bestaan geen gegevens over de effecten van wassingen van de dikke darm, bariumklysma’s,
laxeermiddelen of darmpreparaten op de prestatie van de C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-test.
Al deze procedures kunnen leiden tot uitgebreide verdunning of aanwezigheid van additieven die de
testprestatie kunnen beinvioeden.

VERWACHTE WAARDEN

Een Clostridium difficile-aandoening is primair een nosocomiale aandoening van oudere patiénten en de fre-
quentie van de aandoening is afhankelijk van factoren zoals patiéntenpopulatie, type instelling en epidemiologie.
De gerapporteerde incidentie van de C. difficile-aandoening bij patiénten met antibioticumgerelateerde diarree
kunnen lopen van 5 tot 20%, en ziekenhuizen kunnen percentages ervaren die lager of hoger zijn dan dit bereik.
Het is belangrijk eventuele testresultaten te beschouwen in combinatie met klinische verschijnselen, omdat
sommige gezonde volwassenen en grote aantallen gezonde zuigelingen (tot 50%) positief zijn voor het C. diffici-
le-toxine. Bovendien zijn voor C. difficile dragerpercentages van 22% tot 32% gerapporteerd bij cystische-fi-
brosepatiénten (1,3). In de onderzoeken die voor dit instrument zijn uitgevoerd met symptomatische patiénten,
was de incidentie van de toxinen A en B 12% en GDH 18%. Een positief resultaat in het antigengedeelte van
de C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-test bevestigt de aanwezigheid van C. difficile in een fecaal monster; een
negatief resultaat duidt op de afwezigheid van het organisme. Een positief resultaat in het toxinegedeelte van de
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® bevestigt de aanwezigheid van het C. difficile-toxine in een fecaal monster;
een negatief resultaat duidt op de afwezigheid van toxine of te lage toxineniveaus voor detectie.



PRESTATIEKARAKTERISTIEKEN

Klinische evaluatie van het antigengedeelte van de C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-test

Het antigengedeelte van de C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-test werd vergeleken met bacteriekweek.
Monsters die zijn opgenomen in de evaluatie werden voor routinematig testen voorgelegd aan klinische

Tabel 2. Samenvatting van klinische prestatie, vergelijking van de C. DIFF QUIK CHEK COM-

PLETE®-test met het weefselkweek-assay

Weefselkweek Weefselkweek

laboratoria. De bacteriekweektest werd uitgevoerd overeenkomstig de eigen laboratoriumprocedures.

De resultaten zijn weergegeven in Tabel 1.
Samenvatting van de klinische prestatie van de C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-test
vergeleken met bacteriekweek

Tabel 1.

Bacteriekweek Bacteriekweek
Negatief

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 201 62
Antigenlijn positief

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 21 842
Antigenlijn negatief

95% betrouwbaar-
heidsinterval

Gevoeligheid 90,5% 85,7-93,9
Specificiteit 93,1% 91,2-94,7
Voorspellende positieve waarde 76,4% 70,7-81,3
Voorspellende negatieve waarde 97,6% 96,2 - 98,4
Correlatie 92,6% 91,8-93,4

Tegenstrijdige monsters werden geévalueerd met behulp van actuele ELISA-testen voor C.
difficile-glutamaatdehydrogenase.
Negenentwintig van de 62 fout-positieve monsters waren positief bij een andere GDH-test en
werden als echt-positief beschouwd.
Dertien van de 21 fout-negatieve monsters waren negatief bij een andere GDH-test en werden als
echt-negatief beschouwd.
Het antigengedeelte van de C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-test werd vergeleken met het weef-
selkweek-assay voor de detectie van C. difficile-toxine. Monsters die zijn opgenomen in de evaluatie
werden voor routinematig testen voorgelegd aan klinische laboratoria. De resultaten zijn weergegeven in
Tabel 2. Het antigengedeelte van de C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-test detecteerde 98,7% van de
weefselkweek-positieve monsters.

=D Positief Negatief
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 154 109
Antigenlijn positief
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 2 861
Antigenlijn negatief

Klinische ie van het toxir

Tabel 3.

gt van de C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-test

Het toxinegedeelte van de C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-test werd vergeleken met het weef-
selkweek-assay in twee klinische laboratoria en binnen het bedrijf TECHLAB®, Inc. Monsters die zijn
opgenomen in de evaluatie werden voor routinematig testen voorgelegd aan de klinische laboratoria. De
resultaten zijn weergegeven in Tabel 3.

COMPLETE®-test met weefselkweek-assay

Weefselkweek

Samenvatting van de klinische prestatie, vergelijking van de C. DIFF QUIK CHEK

Weefselkweek

nER26 Positief Negatief
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 137 6
Antigenlijn positief
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 19 064
Antigenlijn negatief
95% betrouwbaar-
heidsinterval
Gevoeligheid 87,8% 81,4-92,3
Specificiteit 99,4% 98,6 - 99,7
Voorspellende positieve waarde 95,8% 90,7 - 98,3
Voorspellende negatieve waarde 98,1% 96,9 - 98,8
Correlatie 97,8% 97,6 - 98,0

Tegenstrijdige monsters werden geévalueerd met behulp van actuele ELISA-testen voor toxine

AenB.

Vijf van de 6 fout-positieve monsters waren positief bij ELISA en werden als

echt positief beschouwd.

Twaalf van de 19 fout-negatieve monsters waren negatief bij ELISA en werden als echt-negatief

beschouwd.
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EFFECT VAN FECALE MONSTERCONSISTENTIE
Effect van de fecale monsterconsistentie op de C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-test
De reactie van fecale monsters van variérende consistentie in het antigengedeelte (n=978) en toxinege-
deelte (n=981) van de C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-test wordt weergegeven in de tabellen 4 en 5.
De percentages positieve reacties met behulp van ofwel een kweek-assay of de C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®-test waren gelijksoortig bij alle drie typen fecale monsters (vloeibaar, halfvast en vast).
Alle monsters werden voorgelegd voor C. difficile-testen. De basis van de voorlegging was de klinische
geschiedenis van de patiént en niet de consistentie van het monster. In het antigengedeelte laten de re-
sultaten zien dat de C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-test gelijksoortig presteerde als de bacteriekweek
toen er monsters van verschillende consistentie werden getest. In het toxinegedeelte laten de resultaten
zien dat de C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-test gelijksoortig presteerde als het weefselkweek-assay
toen er monsters van verschillende consistentie werden getest.
Tabel 4. Reactie van fecale monsters van variérende cc itie in het igen

gedeelte van de C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-test

Aantal monsters RELESC

monsters (n = 522)

Vloeibare monsters Vaste monsters

(n=335)

(n=978)

Positief bij bacteriekweek- 59 (17,6%) 110 (21,1%) 19 (15,7%)
assay

C. DIFF QUIK CHEK

COMPLETE® 72 (21,5%) 128 (24,5%) 25 (20,7%)

Antigenlijn positief

Negatief bij bacteriekweek-

asony 276 (82,4%) 412 (78,9%) 102 (84,3%)
C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® 263 (78,5%) 394 (75,5%) 96 (79,3%)

Antigenlijn negatief

Tabel 5.

Reactie van fecale monsters van variérende consistentie in het toxinegedeelte van de
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-test

Aantal monsters Vloeibare monsters RELESC Vaste monsters
(n=981) (n = 336) monsters (n = 523) (n=122)
Positief bij weefselkweek-
assay 43 (12,8%) 81 (15,5%) 8 (6,6%)
C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® 42 (12,5%) 72 (13,8%) 7(5,7%)

Toxinelijn positief

Negatief bij weefselkweek-

assay 293 (87,2%)

442 (84,5%) 114 (93,4%)

C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®
Toxinelijn negatief

294 (87,5%) 451 (86,2%) 115 (94,3%)
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ANALYTISCHE GEVOELIGHEID

De scheidslijn voor het assay werd vastgesteld op concentraties van 0,63 ng/mL voor toxine A, 0,16 ng/
mL voor toxine B en 0,8 ng/mL voor glutamaatdehydrogenase.

REPRODUCEERBAARHEID

De reproduceerbaarheid van de C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-test werd bepaald met behulp van
12 fecale monsters die werden gecodeerd om hun identificatie tijJdens het testen te voorkomen. De
testen werden uitgevoerd in 3 onafhankelijk laboratoria, die de monsters 3 dagen testten. De monsters
produceerden 100% van de tijd de verwachte resultaten.

KRUISREACTIVITEIT

Fecale monsters geinoculeerd met de volgende micro-organismen tot een uiteindelijke concentratie van
ongeveer 10° of meer organismen per mL reageerden niet in het antigen- of toxinegedeelte van de C.
DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-test:

Bacterie of ziektekiem: Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacteroides fragilis,
Campylobacter coli, Campylobacter fetus, Campylobacter jejuni, Candida albicans, Clostridium butyri-
cum, Clostridium clostridiforme, Clostridium haemolyticum, Clostridium histolyticum, Clostridium novyi,
Clostridium perfringens, Clostridium septicum, Clostridium sordellii (niet-toxigeen), Clostridium sporoge-
nes, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis, Escherichia coli EIEC, Esche-
richia coli, Escherichia coli O157:H7, Escherichia coli ETEC, Klebsiella pneumoniae, Peptostreptococcus
anaerobius, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Serratia liquifaciens,
Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus
(Cowans), Staphylococcus epidermidis, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Yersinia enterocolitica
Het enige niet-C. difficile-organisme dat in het toxinegedeelte van de C. DIFF QUIK CHEK COMPLE-
TE®-test reageerde, was Clostridium sordellii VPI 9048. Deze stam produceert de toxinen HT en LT, die
homoloog zijn aan toxine A, respectievelijk B.

De volgende virussen van 102 tot 10%2° TCID- eenheden per 0,2 mL reageerden niet in de C. DIFF QUIK
CHEK COMPLETE®-test:

Virussen: Adenovirus types 1, 2, 3, 5, 40, 41, Human coronavirus, Coxsackievirus B2, B3, B4, B5, Echo-
virus 9, 11, 18, 22, 33, Enterovirus type 68, 69, 70, 71, Rotavirus.

INTERFERERENDE STOFFEN

De volgende stoffen (VS-formulering) hadden geen effect op de testresultaten wanneer ze in de aangege-
ven concentraties in feces aanwezig waren: mucine (3,5% g/v), menselijk bloed (40% v/v), bariumsulfaat
(5% g/v), Imodium® (5% v/v), Kaopectaat® (5% v/v), Peptobismol® (5% v/v), stearine-/palmitinezuur (40%
g/v), metronidazol (0,25% g/v), vancomycine (0,25% g/v).

REACTIE VAN KLINISCHE ISOLATEN VERKREGEN OP CYCLOSERINE-
CEFOXITIN-FRUCTOSE AGAR (CCFA)

In totaal 1083 klinische isolaten van C. difficile, verkregen uit anaerobe bacteriekweek op CCFA na 3 dagen
bij 37 °C, werden getest in de C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-test. Voor de analyse werden individuele
kolonies opgepikt en gesuspendeerd in verdunner, zoals aanbevolen voor fecale monsters. Alle 103
isolaten gaven in de test een positieve antigenreactie.

Zeventig van de 103 isolaten (68%) kwamen uit fecale monsters die positief waren voor C. difficile-toxine
bij weefselkweek-assay. Daarvan gaven er 56 (80%) een positieve toxinereactie bij screening na anaero-
be groei op CCFA gedurende 3 dagen bij 37 °C.



TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

BRUKSOMRADE

TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® test er en hurtig membranenzymimmunanalyse for
samtidig pavisning av Clostridium difficile glutamatdehydrogenase-antigen og toksin A og B i en enkelt
reaksjonsbrenn. Testen paviser C. difficile-antigen, glutamatdehydrogenase, som en screening for tilste-
deveerelsen av C. difficile og bekrefter tilstedeveerelsen av toksigent C. difficile gjennom & paise toksin

A og B i avferingsprover fra personer som mistenkes & ha C. difficile-sykdom. Testen indiseres for bruk
som et hjelpemiddel til diagnostiseringen av C. difficile-sykdom. Som med andre C. difficile-tester, skal
resultatene vurderes i sammenheng med pasientens historikk.

FORKLARING

Etter behandling med antibiotika utvikler mange pasienter gastrointestinale problemer som strekker seg fra
mild diaré til alvorlig pseudomembrangs kolitt. Mange tilfeller av de mildere formene for gastrointestinal
sykdom og de fleste tilfeller av pseudomembranes kolitt forarsakes av toksigene stammer av Clostridium
difficile (1). Denne organismen er en opportunistisk anerob bakterie som vokser i tarmen nér den normale
floraen har blitt endret av antibiotika. Toksigene stammer av C. difficile baerer genene som koder toksi-
nene, mens de ikke-toksigene stammene ikke bzerer toksingenene. Sykdomsbegynnelsen er assosiert
med toksinene som produseres av den toksigene organismen. De kliniske symptomene som er tilknyttet
sykdommen menes & vaere primeere p& grunn av toksin A, som er et vevskadende enterotoksin (2,3). C.
difficile produserer ogsé et andre toksin, beskrevet som toksin B. Toksin B, som har blitt henvist til som
cytotoksin i organismen, er det toksinet som pévises av vevkulturanalysen som aktuelt brukes av mange
laboratorier. Toksigene C. difficile-stammer produserer begge toksiner, eller kun toksin B (4-7). Glutamat-
dehydrogenasen til C. difficile er en bra antigenmarker for organismen i avfering, da den produseres i store
mengder av alle stammer, toksigene eller ikke-toksigene (8-10). Antigenet kan pavises i avferingsprover
ved bruk av C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testen. Et positivt resultat i testen for glutamatdehydro-
genase for C. difficile bekrefter tilstedevaerelsen av denne organismen i avferingsprover; et negativt resultat
indikerer fravaeret av organismen. Et positivt resultat i testen for toksin A og B bekrefter tilstedevaerelsen av
toksigen C. difficile.

PRINSIPPET FOR TESTEN

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testen bruker antistoffer som er spesifikke for glutamatdehydrogena-
se og toksin A og B for C. difficile. Enheten inneholder et reaksjonsvindu med tre vertikale linjer med
immobiliserte antistoffer. Antigentestlinjen (*Ag”) inneholder antistoffer mot C. difficile glutamatdehy-
drogenase. Kontrollinjen ("C”) er en prikket linje som inneholder anti-pepperrotperoksidase-antistoffer
(HRP). Toksin A- og B-testlinjen ("Tox”) inneholder antistoffer mot C. difficile-toksin A og B. Konjugatet
bestar av antistoffer for glutamatdehydrogenase og antistoffer for toksin A og B koblet til pepperrot-
peroksidase. For & utfore testen legges proven til et rer som inneholder en blanding av diluent og
konjugat. Den fortynnede prove-konjugat-blandingen tilsettes provebrennen, og enheten inkuberes
ved romtemperatur i 15 minutter. | lopet av inkuberingen bindes eventuell glutamatdehydrogenase og
toksin A og B i praven til antistoff-peroksidasekonjugatene. Antigen-antistoff-konjugat-kompleksene
migrerer gjennom en filterpute til en membran der de tas opp av immobiliserte glutamatdehydrogena-
sespesifikke og toksin A- og B-spesifikke antistoffer i linjene. Reaksjonsvinduet vaskes deretter med
vaskebuffer, etterfulgt av tilsetningen av substrat. Etter en 10 minutters inkuberingsperiode undersokes
"Ag”-reaksjonen visuelt for forekomst av en vertikal bla linje p& "Ag”-siden av reaksjonsvinduet. En

bla linje indikerer en positiv test. Hvis "Ag” er positiv, skal "Tox”-reaksjonen undersekes visuelt for
forekomsten av en bl linje pa *Tox”-siden av reaksjonsvinduet. En bl linje indikerer en positiv test. En
positiv "C”-reaksjon som indikeres av en vertikal stiplet bl& linje under "C”-delen av reaksjonsvinduet,
bekrefter at testen fungerer riktig og at resultatene er gyldige.

MEDFQJLGENDE MATERIALER
|MEM| DEV I

I_I_ID”- SPE D:'{uent (22 ml pr. flaske) — Bufret proteinlasning med gradert

drap het

- hver lomme inneholder 1 enhet

fer (12 ml pr. flaske) — Bufret losning med gradert drépeteller-

|WASH|REAG|
enhet

SUBS|REAG Substrat (3,5 ml pr. flaske) — Losning som inneholder tetrametylbenzidin
CONJ Konjugat (2,5 ml pr. flaske) — Monoklonalt antistoff fra mus som er spesifikt for gluta-

matdehydrogenase som er bundet til pepperrotperoksidase og polyklonale antistoffer
fra geit som er spesifikke for toksin A og B som er bundet til pepperrotperoksidase i en
bufret proteinlesning

CONTROL Positiv kontroll (2 ml) — Antigen i en bufret proteinlgsning

g rforingspipetter i plast — gradert ved 25 pl, 400 pl og 500 pl
VD Til in vitro-diagnostisk bruk

NGDVENDIGE MATERIALER OG UTSTYR SOM IKKE MEDF@LGER
Sma4 testror (f.eks. Eppendorf-rer i plast eller glassror)

Applikatorpinner Timer
Engangshansker for hdndtering av avferingsprover

LEVETID OG OPPBEVARING

Kitets utlopsdato er angitt p& etiketten. Utlopsdatoer for hver komponent er angitt p&4 de enkelte
etikettene. Kitet skal oppbevares mellom 2 °C og 8 °C.

Vorteksblander
Pipette og spisser

FORSIKTIGHETSREGLER

1. Reagenser fra ulike kit skal ikke blandes eller veksles med hverandre. Kitet ma ikke brukes etter
utlopsdatoen.

2. Hver komponent i kitet skal inspiseres for tegn pa lekkasje. Ved ankomst, inspiser kitet for & garantere

at komponentene ikke er frosne eller varme & berere pé grunn av feil forsendelsesbetingelser.
Bring alle komponentene til ROMTEMPERATUR FOR BRUK!

Hetter, spisser og drapetellerenheter er fargekodet; de mé& IKKE blandes eller veksles med hverandre!
Reagensene skal ikke fryses. Kitet skal oppbevares mellom 2 °C og 8 °C.

Posen som inneholder membranenheten skal veere ved romtemperatur for &pning. Hold
membranenhetene terre for bruk.
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7. Bruk avferingsprever innen 72 timer etter taking for & oppné optimale resultater. Prover som er
frosne kan miste aktivitet pa grunn av frysing og opptining. Ved bruk av frosne prover, tin opp ved
romtemperatur.

8.  Hold reagensflaskene vertikalt for & dispensere reagensene for & sikre konsekvent drapesterresle
og riktig volum.
9.  Prover og membranenheter skal handteres og bortskaffes som potensielt biologisk farlige elementer

etter bruk. Bruk engangshansker ved utfering av testen.

10. Membranenheten kan ikke brukes pa nytt.

11.  Testen har blitt optimalisert for sensitivitet og spesifisitet. Endringer av den spesifiserte prosedyren
og/eller testbetingelsene kan pavirke sensitiviteten og spesifisiteten til testen. Ikke avvik fra den
spesifiserte prosedyren.

12.  Veer oppmerksom péa den totale analysetiden ved testing av mer enn én avferingsprove. Tilsett
forst diluent, og tilsett deretter konjugat til hvert ror med diluent. Tilsett deretter prove til roret med
diluent/konjugat. Bland grundig alle de fortynnede prevene og overfor til membranenheten. Det
15-minutters inkubasjonstrinnet begynne etter at den siste fortynnede prove-konjugatblandingen
har blitt overfert til den endelige membranenheten.

13.  Hvis substratreagensen endres til en mark blé&/fiolett farge, ring tekniske tjenester for utskiftning.

14. Avferingsprever kan inneholde potensielt smittefarlige stoffer og skal handteres ved ”biologisk
sikkehetsnivd 2” som anbefalt i CDC/NIH-handboken ”"Biologisk sikkerhet i mikrobiologiske og
biomedisinske laboratorier”.

15.  Alle reagenser er kun til in vitro-diagnostisk bruk.

TAKING, HANDTERING OG OPPBEVARING AV AVF@RINGSPRGVER

Akseptable provetyper M4 ikke brukes

Avferingsprover i formalinbasert fiksativ (f.eks.
natriumacetatformalin, 10 % formalin, mertiolat-
formalin)

Ferske avferingsprover

Avferingsprever i alkoholbasert fiksativ (f.eks.

Frosne avferingsprover polyvinylalkohol)

Prover i transportmedier (Cary Blair, C&S)

Oppbevaring av
prover Temperatur

Akseptabel

oppbevaringslengde [@mmeiEer

2°C-8°C 72 timer Ideelle prover er mindre enn 24 timer gamle

Tin opp ved romtemperatur. Frysing og tining
flere ganger kan fore til provetapsaktivitet pa
grunn av toksindegradering.

Frosne <-10 °C Lengre enn 72 timer

1. Standard provetakings- og handteringsprosedyrer som brukes internt for avferingsprover er
passende.

2. Avferingsprover skal tas i rene, lekkasjebestandige beholdere.

3. Oppbevaring av avferingsprever i diluenten anbefales IKKE.

4. Ikke la avferingsprevene forbli i diluent/konjugat-blandingen i > 24 timer.
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PRQVEFORBEREDELSE

Bring alle reagensene og det nodvendige antallet enheter til romtemperatur for bruk. Det anbefales
4 fijerne reagensene fra skuminnsatsen for & redusere tiden som er nedvendig for & varme opp til
romtemperatur.

Sett opp og merk ett lite testror for hver prove, samt alternative eksterne kontroller etter behov.
Ved bruk av den svarte graderte drépetellerenheten tilsett 750 pl (2. gradering fra spissen) diluenten
til hvert ror for avferingsprover. For prever i transportmedier, slik som Cary Blair eller C&S,
tilsett 650 pl diluent til roret.

Provetype Diluentvolum

Ferske avferingsprover 750 pl (2. gradering fra spissen)

«@n

Frosne avferingsprover (frosne

ufortynnet) 750 pl (2. gradering fra spissen)

g;aé/)er i transportmedier (Cary Blair, 650 i (ingen gradering gitt)

Eksterne kontroller (positive og
negative)

750 pl (2. gradering fra spissen) '

4. Tilsett én drape konjugat (flaske med redt lokk) til hvert ror.
5. Fa én kasserbar plastoverforingspipette (forsynt med settet) for hver prove — pipettene har okt
graderinger ved 25 pl, 400 pl og 500 pl.

Gradert overforingspipette:

500 pl - 400 pl 25 pl
( | 1 | L1
6. Bland alle provene grundig uansett konsistens - det er avgjorende at provene suspenderes

jevnt for overforing.
Elytende/halvfaste prever — pipetter 25 pl prove med overferingspipette og dispenser til diluent/
konjugat-blandingen. Bruk den samme overferingspipetten til & blande den fortynnede proven.
Formede/faste prover — Det ma utvises forsiktighet for & ta riktig mengde formet avfering til
proveblandingen. Bland preven grundig ved bruk av en treapplikatorpinne og overfor en liten del
(omtrent 2 mm diameter, tilsvarende 25 pl) av proven til diluent/konjugat-blandingen. Emulger
proven ved bruk av applikatorpinnen.
Avferingsprever i Cary Blair elle C&S transportmedier - pipetter 100 pl (2 dréper fra
overferingspipette) prover i diluent/konjugat-blandingen.

7. Alternative eksterne kontrollprover:
Ekstern positiv kontroll - tilsett én drépe positiv kontroll (flaske med grétt lokk) i diluent/konjugat-
blandingen.
Ekstern negativ kontroll - tilsett 25 pl diluent i diluent/konjugat-blandingen.



MERK: Overforing av for lite prove eller ufullstendig blanding og suspendering av proven i diluent(kon-
jugat-blandingen kan fore til et falskt negativt testresultat. Tilsetningen av for mye avferingsprove kan
forarsake ugyldige resultater pd grunn av begrenset provefiyt.

TESTPROSEDYRE

1.

F& én membranenhet pr. prove og én enhet pr. alternativ ekstern positiv eller negativ kontroll etter
behov. Folieposene som inneholder enhetene skal bringes til romtemperatur for de dpnes. Bruk
enheten umiddelbart etter &pning. Merk hver enhet tilstrekkelig og orienter den pa en flat overflate
slik at "C. DIFF COMPLETE”-paskriften er p& bunnen av enhete og den lille prevebrennen befinner
seg overst i hoyre hjorne av enheten.

Membranenhet Provebronn

Tox

C. DIFF COMPLETE

Lukk hvert rer med fortynnet prove og bland grundig. Riktig blanding kan kun oppnés gjennom &
utfere vorteks eller ved & vende roret. Nar en pasientprove eller en positiv kontroll har blitt fortynnet
i diluent/konjugat-blandingen, kan den inkuberes ved romtemperatur i hvilken som helst tidsperiode
pa opptil 24 timer for tilsetning av membranenheten.

Bruk en ny overferingspipette, overfer 500 pl av den fortynnede prove-konjugat-blandingen til
provebrennen (mindre hull i everste hoyre hjerne i enheten) til en membranenhet, og se til at de
flytende preven utstetes pé viklingsputen pa innsiden av membranenheten. Ved lasting av preven
i provebrennen se til at spissen pa overferingspipetten er vinklet mot reaksjonsvinduet (sterre hull
i midten av enheten). .

Inkuber enheten ved romtemperatur i 15 minutter — preven vil vikles giennom enheten, og et vatt
omréde vil spres over reaksjonsvinduet.

MERKNAD FOR PRGVER SOM IKKE MIGRERER:

Noen ganger kan en fortynnet prove ikke migrere riktig, og reaksjonsvinduet blir ikke helt vatt.

Huvis reaksjonsvinduet ikke ser ut til & veere helt vatt innen 5 minutter etter tilsetning av proven til
provebonnen, tilsett 100 ul (4 dréper) diluent til prevebrennen og vent i ytterligere 5 minutter (i
totalt 20 minutter).

Etter inkuberingen tilsett 300 pl vaskebuffer til reaksjonsvinduet ved bruk av den graderte hvite
drépetellerenheten. La vaskebufferen flyte gjennom reaksjonsvinduets membran og absorberes
fullstendig.

Tilsett 2 dréper substrat (flaske med hvitt lokk) til reaksjonsvinduet. Avles og registrer resultatene
visuelt etter 10 minutter.

TOLKNING AV RESULTATER

1.

Tolkning av testen er mest palitelig nér enheten avleses rett etter utlopet av den 10 minutters
reaksjonsperioden. Avles enheten ved en normal arbeidsavstand i et godt belyst omrade. Se med
en synslinje som er rett over enheten.

Observer enheten for forekomst av bl& prikker i midten av reaksjonsvinduet, hvilket representerer den
interne positive kontrollen. Forekomsten av eventuell kontrollprikk(er) representerer en gyldig intern
kontroll. Bakgrunnen kan se ut til & veere hvit til lysebld i fargen. Observer enheten for forekomst av

bla linjer pa "Ag”- og "Tox"-sidene av reaksjonsvinduet, hvilket representerer testlinjene. Linjene kan
vises svake til morke i intensitet.

Positivt antigenresultat ("Ag”): Et positivt antigenresultat kan tolkes nar som mellom tilsetningen
av substratet og den 10-minutters avlesingstiden. For et positivt antigenresultat er den bla "Ag”-
linjen og den stiplede bla kontrolllinjen nedenfor "C” er synlig (figur 1a). Linjene kan vises svake til
morke i intensitet. En tydelig delvis linje tolkes som et positivt resultat. Ikke tolk membranmisfarging
som et positivt resultat. Et positivt resultat indikerer tilstedeveerelsen av C. difficile.

Positivt antigen- og toksinresultat ("Tox”): Hvis antigenresultatet er positivt (dvs. en bla "Ag”-
linje og en stiplet bl& kontrollinje under ”C” er synlig), fortsett til tolkningen av toksinresultatet. Et
positivt toksinresultat kan tolkes ndr som mellom tilsetningen av substratet og den 10-minutters
avlesingstiden. For et positivt toksinresultat finnes en synlig bl& "Tox”-linje (figur 1b). Linjen kan
vises svake til morke i intensitet. En tydelig delvis linje tolkes som et positivt resultat. lkke tolk
membranmisfarging som et positivt resultat. Et positivt resultat indikerer tilstedeveerelsen av C.
difficile-toksin.

Negativt resultat: En test kan ikke tolkes som negativ eller ugyldig inntil 10 minutter etter tilsetning
av substratet. En enkelt bla stiplet linje er synlig i midten av reaksjonsvinduet, under "C”, og ingen
testlinjer er synlige p& "Ag”-siden eller "Tox”-siden av reaksjonsvinduet (figur 1c). Et negativt
resultat i antigendelen indikerer at C. difficile-antigenet enten er fraveerende i proven eller at det er
under pévisningsgrensen til testen. Et negativt resultat i toksindelen indikerer at C. difficile-toksinet
enten er fraveerende i proven eller at det er under pavisningsgrensen til testen.

Ugyldig resultat: Ingen linjer er synlige i reaksjonsvinduet (figur 1d). Testresultatet er ugyldig hvis
en blastiplet linje ikke er til stede under ”C” ved fullfering av reaksjonsperioden (figur 1e, 1f, 1g).
Negativt antigen ("Ag”), positivt toksin ("Tox”): En lav prosentandel prove kan teste negativt for
antigen, men positivt for toksin. Disse provene skal anses som ubestemmelige og testes pa nytt
ved bruk av en fersk prove (figur 1h). Hvis proven igjen tester negativt for antigen, men positivt for
toksin, rapporter som positivt toksinresultat.

FIGUR 1: C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® TOLKNING AV RESULTATER
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Ugyldig resultat

KVALITETSKONTROLL

Internt: En stiplet bla linje m& veere synlig i midten av reaksjonsvinduet, under "C” pa hver membra-
nenhet som testes. Forekomsten av de bl kontrollprikkene bekrefter at proven og reagensene ble
riktig tilsatt, at reagensene var aktive pa tidspunktet for utfering av analysen og at preven migrerte riktig
gjennom membranenheten. Det bekrefter ogsa reaktiviteten til de andre reagensene som er tilknyttet
analysen. En klar bakgrunn i resultatomrédet anses som en intern negativ kontroll. Hvis testen har blitt
utfert riktig, og reagensene fungerer riktig, vil bakgrunnen veere hvit for & gi et tydelig resultat.

Eksternt: Reaktiviteten til C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-kitet skal verifiseres ved mottak ved bruk
av den positive kontrollen og den negative kontrollen (diluent). Den positive kontrollen leveres med kitet
(flaske med gratt lokk). Den positive kontrollen bekrefter reaktiviteten til de andre reagensene som er
tilknyttet analysen, og er ikke beregnet til & garantere presisjon ved analytisk analyse-cut-off. Diluenten
brukes til den negative kontrollen. Flere tester kan utferes med kontrollene for & oppfylle kravene i
lokale, statlige og/eller nasjonale forskrifter og/eller akkrediteringsorganisasjoner.

BEGRENSNINGER
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testen brukes til & pavise C. difficile-antigen og toksin(er) i
avforingsprover. Testen bekrefter tilstedeveerelse av toksin i avfering, og denne informasjonen skal
tas i vurdering av legen i lys av den kliniske historikken og den fysiske undersokelsen av pasienten. C.
DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testen vil pavise nivaer av toksin A ved > 0,63 ng/ml, toksin B ved >
0,16 ng/ml og glutamatdehydrogenase ved > 0,8 ng/ml.

2. Avferingspraver er ekstremt komplekse. Optimale resultater med C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-
testen oppnas med provene som er mindre enn 24 timer gamle. De fleste ufortynnede provene kan
oppbevares mellom 2 °C og 8 °C i 72 timer for det merkes betydelig forringelse av toksinet. Hvis
provene ikke analyseres innenfor denne tidsperioden, kan de fryses og tines opp. Men gjentatt frysing
og tining kan imidlertid fere til tap av immunreaktiviteten til antigen og toksin A og B.

3. Noen prober kan gi svake reaksjoner. Dette kan skyldes flere faktorer, slik som tilstedevaerelse av lave
nivéer av antigen og/eller toksin, tilstedevaerelsen av bindende stoffer eller inaktiverende enzymer i
avferingen. Linjene kan vises svake til morke i intensitet. Disse provene skal rapporteres som positive
hvis noen bla linje, selv en delvis linje, er synlig. En tydelig delvis bla linje tolkes som et positivt
resultat.

4. Avforingsprover konserveres i 10 % formalin, mertiolatformalin, natriumacetatformalin eller
polyvinylalkohol kan ikke brukes.

5. C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testen er kvalitativ.
kvantitativt.

6. Noen isolater av C. sordellii kan reagere i C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testen pa grunn av
produksjonen av immunologisk relaterte toksiner (1).

7. Koloniseringshastigheter p& opptil 50 % har blitt rapportert hos spedbarn. En hoey hastighet har ogs&
blitt rapportert hos cystisk fibrosepasienter (1,3). Resultatene kan se positive ut i disse gruppene, men
skal ses i sammenheng med potensialet for & vaere en kolonisert beerer.

Intensiteten til fargen skal ikke tolkes
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8. Den eneste ikke-C. difficile-organismen som reagerer i toksindelen av C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-
testen var Clostridium sordellii VPI 9048. Denne stammen produserer toksin HT og LT, som er homologe
for respektivt toksin A og B.

9. Det finnes ingen data om virkningene av skyllinger, bariumklyster, laksativer eller tarmklargjeringer pa
ytelsen til C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testen. Alle disse prosedyrene kan fere til omfattende
fortynning eller tilstedeveerelse av tilsetningsmidler som kan pavirke testytelsen.

FORVENTEDE VERDIER

Clostridium difficile-sykdommen er primzert en nosocomial sykdom hos eldre pasienter, og frekvensen til
sykdommen avhenger av faktorer slik som pasientpopulasjon, type institusjon og epidemiologi. Den rapporterte
forekomsten av C. difficile-sykdom hos pasienter med antibiotika-assosiert diaré kan strekke seg fra 5 til 20

%, og sykehusene kan oppleve rater som er lavere eller hoyere enn dette omradet. Det er viktig & vurdere alle
testresultater i sammenheng med kliniske symptomer fordi noen friske voksne og store antall friske spedbarn
(opptil 50 %) vil veere positive for C. difficile-toksin. | tillegg har C. difficile-baeringsrater pa 22 % til 32 % blitt
rapportet i cystisk fibrose-pasienter (1,3). | studiene som ble gjennomfert for denne enheten, ved bruk av symp-
tomatiske pasienter, var forekomsten av toksin A og B 12 %, og GDH var 18 %. Et positivt resultat i antigen-
delen av C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testen bekrefter tilstedeveerelsen av C. difficile i en avferingsprove;
et negativt resultat indikerer fravaeret av organismen. Et positivt resultat i toksindelen av C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® bekrefter tilstedeveerelsen av C. difficile-toksin i en avferingsprove; et negativt resultat indikerer
fravaeret av toksinet eller tilstrekkelige nivaer av toksin for pavisning.

YTELSESKARAKTERISTIKKER

Klinisk evaluering av antigendelen av C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testen

Antigendelen av C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testen ble sammenlignet med bakteriell kultur.

Prover som er inkludert i evalueringen ble innlevert til kliniske laboratorier for rutinemessig testing. Bak-

teriekulturtesten ble utfort i henhold til interne prosedyrer. Resultatene vises i tabell 1.

Tabell 1. Sammendrag av klinisk ytelse som sammenligner C. DIFF QUIK CHEK COMPLE-
TE®-testen med bakteriell kultur.

Bakteriell kultur

Bakteriell kultur

Po: Negativ

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 201 62
Antigenlinje positiv

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 29 842
Antigenlinje negativ

95 % konfidensgrenser

Sensitivitet 90,5% 85,7 - 93,9
Spesifisitet 93,1% 91,2-94,7
Prediktiv positiv verdi 76,4% 70,7-81,3
Prediktiv negativ verdi 97,6% 96,2 - 98,4
Korrelasjon 92,6% 91,8-93,4




Uoverensstemmende prover ble evaluert ved bruk av aktuelle ELISA-tester for C. difficile gluta-
matdehydrogenase.
29 av de 62 falske positive provene var positive med en annen GDH-test og ble ansett som ekte
positive.
13 av de 21 falske negative prevene var negative med en annen GDH-test og ble ansett som ekte
negative.
Antigendelen av C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testen ble sammenlignet med vevkulturanalysen
for pavisning av C. difficile-toksinet. Prever som er inkludert i evalueringen ble innlevert til kliniske
laboratorier for rutinemessig testing. Resultatene vises i tabell 2. Antigendelen av C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®-testen paviste 98,7 % av de vevskultur-positive provene.

Tabell 2. Sammendrag av klinisk ytelse som sammenligner C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-
testen med vevskulturanalysen.
Vevskultur Vevskultur
= i Positiv Negativ
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 154 109
Antigenlinje positiv
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 5 861
Antigenlinje negativ

Klinisk evaluering av toksindelen av C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testen

Toksindelen av C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testen ble sammenlignet med vevskulturanalysen
ved to kliniske laboratorier og internt hos TECHLAB®, Inc. Prevene som var inkludert i evalueringen, ble
innlevert til de kliniske laboratoriene for rutinemessig testing. Resultatene vises i tabell 3.

Tabell 3. Sammendrag av klinisk ytelse som sammenligner C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-
testen med vevskulturanalysen.
Vevskultur Vevskultur
D26 Positiv Negativ
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 137 5
Antigenlinje positiv
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 19 964
Antigenlinje negativ
95 % konfidensgrenser
Sensitivitet 87,8% 81,4-923
Spesifisitet 99,4% 98,6 - 99,7
Prediktiv positiv verdi 95,8% 90,7 - 98,3
Prediktiv negativ verdi 98,1% 96,9 - 98,8
Korrelasjon 97,8% 97,6 - 98,0

Uoverensstemmende prover ble evaluert ved bruk av aktuelle ELISA-tester for toksin A og B.

5 av de 6 falske positive provene var positive med ELISA og ble ansett som ekte positive.
12 av de 19 falske negative provene var negative med ELISA og ble ansett som ekte negative.

VIRKNING AV AVFGRINGSPRGVENS KONSISTENS

Virkningen av avferingsprovens konsistens pé C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testen

Reaksjonen til avferingsprevene av varierende konsistenser i antigendelen (n = 978) og toksindelen

(n =981) til C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testen vises i tabell 4 og 5. Prosentandelene positive
reaksjoner ved bruk av enten kulturanalysen eller C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testen var lignende i
alle tre typer avferingsprover (flytende, halvfast og fast). Alle prevene ble innsendt for C. difficile-testing.
Grunnlaget for innsendingen var den kliniske historikken til pasienten og ikke konsistensen pa proven.

| antigendelen viste resultatene at C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testen ga lignende ytelsen som
bakteriell kultur ved testing av prover av ulik konsistens. | toksindelen viste resultatene at C. DIFF QUIK
CHEK COMPLETE®-testen ga lignende ytelsen som vevskulturanalyse ved testing av prover av ulik
konsistens.
Tabell 4.

Reaksjon med avferingsprover av ulik konsistens i antigendelen
av C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testen

Antall prover Flytende prover Halvfaste Faste prover
(n=978) (n = 335) prover (n = 522) (n=121)

Positiv med
bakteriekulturanalyse 59 (17.6%) 110 (21,1%) 19.(15,7%)
C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® 72 (21,5%) 128 (24,5%) 25 (20,7%)
Antigenlinje positiv
Negativ med
bakteriekulturanalyse 276 (82,4%) 412 (78,9%) 102 (84,3%)
C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® 263 (78,5%) 394 (75,5%) 96 (79,3%)

Antigenlinje negativ

Tabell 5. Reaksjon med avferingsprover av ulik konsistens i toksindelen av C. DIFF QUIK

CHEK COMPLETE®-testen

Antall prover Flytende prover Halvfaste Faste prover

(n=981) (n = 336) prover (n = 523) (n=122)
Positiv med
vevskulturanalyse 43 (12,8%) 81(15,5%) 8 (6,6%)
C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® 42 (12,5%) 72 (13,8%) 7 (5,7%)

Toksinlinje positiv

Negativ med
vevskulturanalyse

C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®
Toksinlinje negativ

293 (87,2%) 442 (84,5%) 114 (93,4%)

294 (87,5%)
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ANALYTISK FOLSOMHET

Cutoff for analysen ble etablert ved konsentrasjoner pa 0,63 ng/ml for toksin A, 0,16 ng/ml for toksin B
og 0,8 ng/ml for glutamatdehydrogenase.

REPRODUSERBARHET

Reproduserbarheten til C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testen ble bestemt ved bruk av 12 avfo-
ringsprever som ble kodet fo & forhindre identifiseringen i lopet av testingen. Testingen ble utfort ved 3
uavhengige laboratorier, som testet provene i 3 dager. Provene ga de forventede resultatene 100 % av
tiden.

KRYSSREAKTIVITET

Avferingsprever som ble inokulert med felgende mikroorganismer til en endelig konsentrasjon p& omtrent
108 eller hoyere organismer pr. ml reagerte ikke i antigen- eller toksindelen av C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®-testen:

Bakterie eller patogen: Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacteroides fragilis,
Campylobacter coli, Campylobacter fetus, Campylobacter jejuni, Candida albicans, Clostridium butyri-
cum, Clostridium clostridiforme, Clostridium haemolyticum, Clostridium histolyticum, Clostridium novyi,
Clostridium perfringens, Clostridium septicum, Clostridium sordellii (non-toksigen), Clostridium sporoge-
nes, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis, Escherichia coli EIEC, Esche-
richia coli, Escherichia coli O157:H7, Escherichia coli ETEC, Klebsiella pneumoniae, Peptostreptococcus
anaerobius, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Serratia liquifaciens,
Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus
(Cowans), Staphylococcus epidermidis, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Yersinia enterocolitica
Den eneste ikke-C. difficile-organismen som reagerer i toksindelen av C. DIFF QUIK CHEK COMPLE-
TE®-testen var Clostridium sordellii VPI 9048. Denne stammen produserer toksin HT og LT, som er
homologe for respektivt toksin A og B.

De folgende virusene pa 10%? til 1082° TCID-enhete pr. 0,2 ml reagete ikke i C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®-testen:

Virus: Adenovirus type 1, 2, 3, 5, 40, 41, humant coronavirus, coxsackievirus B2, B3, B4, B5, echovirus
9, 11, 18, 22, 33, enterovirus type 68, 69, 70, 71, rotavirus.

INTERFERERENDE STOFFER

De folgende stoffene (amerikansk formel) hadde ingen virkning pa testresultatene nar de var til stede i
avforingen i de angitte konsentrasjonene: mucin (3,5 % w/v), humant blod (40 % v/v), bariumsulfat (5 %
w/v), Imodium® (5 % v/v), Kaopectate® (5 % v/v), Pepto-Bismol® (5 % v/v), stearin-/palmitinsyre (40 % w/v),
metronidazol (0,25 % w/v), vancomycin (0,25 % w/v).

REAKSJONEN TIL KLINISKE ISOLATER SOM FAS PA
CYKLOSERINCEFOKSITINFRUKTOSEAGAR (CCFA)

Totalt 103 C. difficile kliniske isolater, som fés fra anatomisk bakteriekultur pa4 CCFA etter 3 dager ved
37 °C, ble testet i C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testen. For analysen ble enkelte kolonier plukket
og suspendert i diluent som anbefalt for avferingsprover. Alle 103 isolater ga en positiv antigenreaksjon
i testen.

70 av de 103 isolatene (68 %) var fra avferingsprover som var positive for C. difficile-toksinet gjennom
vevkulturanalyse. Av disse ga 56 (80 %) en positiv toksinreaksjon ved screening etter anaerob vekst pa

CCFA i 3 dager ved 37 °C.
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TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

AVSEDD ANVANDNING

TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testet &r en snabb immunoanalys av membranenzym

for samtidigt pavisande av Clostridium difficile glutamatdehydrogenasantigen och toxinerna A och B i
feacesprover. Testet pavisarC. difficile glutamatdehydrogenasantigen, som en undersokning for fore-
komst av C. difficile och bekraftar forekomst av toxigenisk C. difficile genom pévisande av toxinerna A
och B i feacesprover fran personer med missténkt C. difficile-sjukdom. Testet anvands for att underlatta
diagnosen C. difficile-sjukdom. Resultaten ska som med andra C. difficile-tester 6vervégas tillsammans
med patientens anamnes.

FORKLARING

Manga patienter utvecklar mag-tarmbesvar som varierar fran lindrig diarré till svar pseudomembrants

kolit efter antibiotikabehandling. Ménga fall av lindrigare former av mag-tarmsjukdom och de flesta fall av
pseudomembranés kolit orsakas av toxigeniska stammar av Clostridium difficile (1). Denna organism ar en
opportunistisk anaerob bakterie som véxer i tarmen nér normalfloran har férandrats av antibiotikumet. Tox-
igeniska stammar av C. difficile bar generna som kodar for toxinerna medan icke-toxigeniska stammar inte
bar toxingenerna. Sjukdomsdebuten &r knuten till toxinerna som bildas av den toxigeniska organismen. De
kliniska symtomen i samband med sjukdomen antas primart bero pa toxin A, som &r ett vavnadsskadande
enterotoxin (2,3). C. difficile bildar dven ett andra toxin som bendmns toxin B. Toxin B, som har kallats for
organismens cytotoxin, &r toxinet som pavisas av den vavnadsodlingsanalys som for narvarande anvands
av manga laboratorier. Toxigeniska C. difficile-stammar bildar b&da toxinerna eller enbart toxin B (4-7).
Glutamatdehydrogenasantigenet for C. difficile &r en bra antigenmarkér for organismen i faeces eftersom det
bildas i stora méngder av alla toxigeniska eller icke-toxingeniska stammar (8-10). Antigenet kan pavisas i
faecesprover genom anvandning av C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testet. Ett positivt resultat i testet for
glutamatdehydrogenasantigenet for C. difficile bekraftar férekomsten av denna organism i ett faecesprov; ett
negativt resultat indikerar franvaro av organismen. Ett positivt resultat i testet fér toxinerna A och B bekraftar
forekomst av toxigenisk C. difficile.

TESTPRINCIP

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testet anvénder specifika antikroppar fér glutamatdehydrogenasanti-
gen och toxinerna A och B fér C. difficile. Anordningen innehaller ett reaktionsfénster med tre vertikala
linjer fér immobiliserade antikroppar. Antigentestets linje (*Ag”) innehéller antikroppar mot C. difficile
glutamatdehydrogenasantigen. Kontrollinjen ("C”) &r en prickig linje som innehaller anti-pepparrot-
speroxidasantikroppar (anti-HRP, anti-horseradish peroxidase). Testlinjen for toxinerna A och B ("Tox”)
innehaller antikroppar mot toxinerna A och B for C. difficile . Konjugatet bestar av antikroppar till gluta-
matdehydrogenas och antikroppar till toxinerna A och B kopplade till pepparrotsperoxidas (HRP). For
att utfora testet tillsatts provet till ett rér som innehéller en blandning av Spddningsmedel och Konjugat.
Den utspéadda prov-konjugatblandningen tillsatts till Provbrunnen och anordningen tillats inkuberas till
rumstemperatur i 15 minuter. Under inkubationen binds ndgon glutamatdehydrogenas och toxinerna

A och B i provet till antikroppsperoxidaskonjugatet. Antigen-antikropp-konjugatblandningen forflyttas
genom ett filterdyna till ett membran dar de fangas upp av de immobiliserade glutamatdehydrogenas-
specifika antikropparna och toxinerna A-och B-specifika antikropparna i linjerna. Reaktionsfénstret
tvattas darefter med Tvéttbuffert och darefter tillsatts Substrat. Efter 10 minuters inkubation undersoks
"Ag”-reaktionen visuellt fér tecken péa en vertikal bl& linje pa Reaktionsfénstrets "Ag”-sida. En bl linje
indikerar ett positivt test. Om "Ag” ar positivt ska "Tox”-reaktionen undersodkas visuellt for tecken p&
en vertikal bla linje pa Reaktionsfonstrets "Tox"-sida. En bla linje indikerar ett positivt test. En positiv
"C"-reaktion, som indikeras av en vertikal blaprickig linje under Reaktionsfonstrets "C”-del, bekréaftar att
testet fungerar korrekt och att resultaten ar giltiga.

MEDFOLJANDE MATERIAL

Membrananordningar - varje pase innehaller 1 anordning

Spédningsmedel (22 ml per flaska) — buffrad proteinlésning med graderade
pipetter

_ Tvéttbuffert (12 ml per flaska) — buffrad proteinlésning med graderade
pipetter
_ Konjugat (2,5 ml per flaska) - monoklonala musantikroppar specifika for glutamat-
dehydrogenas kopplade till pepparrotsperoxidas och polyklonala getantikroppar speci-
fika for toxinerna A och B kopplade till pepparrotsperoxidas i en buffrad proteinlésning

CONTROI Positiv kontroll (2 ml) — antigen i en buffrad proteinlésning

Substrat (3,5 ml per flaska) - 16sning som innehaller tetrametylbensidin

Plastpipetter fér engdngsbruk — graderade vid 25 pL, 400 pL och 500 pL
For in vitro-diagnostiskt bruk

MATERIAL OCH UTRUSTNING SOM BEHOVS MEN SOM INTE MEDFOLJER
PRODUKTEN

Smaé provrér (t.ex. Eppendorf-ror av plast eller glasrér)
Applikatorpinnar
Engéngshandskar fér hantering av feacesprover

HALLBARHET OCH FORVARING
Setets utgdngsdatum anges pé etiketten. Utgangsdatum for varje komponent anges pé& de enskilda
etiketterna. Setet ska férvaras mellan 2 °C och 8 °C.

FORSIKTIGHET

1. Reagenser fran olika set far inte blandas eller bytas ut. Anvand inte ett set efter passerat
utgéngsdatum.

2. Varje komponent i setet ska granskas for eventuella tecken péa lackage. Granska setet vid leverans

for att sékerstélla att komponenterna inte &r kalla eller varma, nar man vidrér dem, p& grund av

felaktiga fraktférhallanden.

Ta fram alla komponenter i RUMSTEMPERATUR FORE ANVANDNING!

Korkar, spetsar och pipetter &r fargkodade och ska INTE blandas eller bytas ut!

Frys inte reagenserna. Setet ska férvaras mellan 2 °C och 8 °C.

Stoppur Centrifug
Pipetter och spetsar

o s w
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6. Péasen som innehéller Membrananordningen ska ligga i rumstemperatur innan den éppnas. L&t FORBEREDANDANDE AV PROVER

7 ?enjb&anal}ordningar torlfa f6re72anyéndnin$t. . lande & 2 imal | P Ta fram alla reagenser och erforderligt antal anordningar i rumstemperatur fére anvandning. Det
: nvand av feacesprover inom 72 timmar efter insamlande for att uppna optimala resultat. Prover rekommenderas att reagenserna tas ut ur insatsen av skumplast for att sénka tiden fér uppvarmning
som ar frysta kan forlora aktivitet p& grund av nedfrysning och upptinande. Om frysta prover till rumstemperatur.
anvands, ska de tinas upp ! ru..mSt..empe.rat“r' . x il Stéll upp ett litet provror och satt pa en etikett for varje prov och valfria externa kontroller vid behov.
8.  Hall reagensflaskor vertikalt for fordelning av reagenser for att sakerstélla jamn droppstorlek och Anvand de svarta graderade pipetterna, tillsatt 750 L (2:a graderingen fran spetsen) spadningsmedel

ratt volym. ! . L " h . !
9. Prover och membrananordningar ska hanteras och kastas som biologiskt riskavfall efter anvandning. Isggrﬁ_z‘? ‘gs;;%,:;if::ggﬂﬁ:;é;g; f:g::tr i ransportmedia, t.ex. Cary Blair eller C&S ska

Anvand engéngshandskar vid utférande av testet.

10. Membrananordningar fér inte ateranvéndas. B Provtyp Méngd spadningsmedel
11.  Testet har optimerats for kanslighet och specificitet. Andringar i den angivna proceduren och/eller av

@n

testforhéllanden kan paverka testets kéanslighet och specificitet. Avvik inte fran den angivna proceduren. Farska feacesprover 750 pL (2:a graderingen fran spetsen)
12.  Var uppmérksam p& den totala analystiden vid test av fler &n ett faecesprov. Tillsatt forst
Spédningsmedel och tillsatt sedan konjugat i varje rér med Spddningsmedel. Tillsétt sedan provet Frysta feacesprover (fryst . .
i réret med Spédningsmedel/Konjugat. Blanda alla de utspadda proverna noga och &verfor till outspadda) 750 pL. (2:a graderingen frén spetsen) -
Membrananordningen. Inkubationssteget pa 15 minuter p&bdrjas nér den sista utspadda prov- 209
konjugatblandningen har éverforts till den slutliga Membrananordningen. Prover i transportmedia 650 L (utan gradering) W
13.  Om Substrat-reagenset andras till en morkbld/mérklila farg, ring teknisk service for utbyte. (Cary Blair, C&S)
14. Faecesprover kan innehélla potentiellt infektiésa &mnen och ska hanteras pa "Biosédkerhetsniva —
2" enligt rekommendationer i bruksanvisningen "Biosékerhet i mikrobiologiska och biomedicinska Externa kontroller (positiv och 750 L (2:a graderingen frén spetsen)
laboratorier” fran CDC/NIH. negativ) '
15. Alla reagenser ar endast avsedda for in vitro-diagnostiskt bruk.
4. Tillsatt en droppeKonjugat (flaska med réd kork) till varje ror.
INSAMLING, HANTERING OCH FORVARlNG AV FEACESPROVER 5. Ta fram en plastpipett for engangsbruk (medfbljer setet) for varje prov — pipetterna har graderingar

i refief vid 25 pL, 400 uL och 500 pL.

Faecesprover i formalinbaserat fixeringsmedel Graderad dverforingspipett:
Férska feacesprover (t.ex. natriumacetatformalin, 10 % formalin, 500Ul 400 L 25 UL
mertiolatformalin) H H H
Faecesprover i alkoholbaserat fixeringsmedel ‘ ‘ ‘
Frysta faecesprover (t.ex. polyvinylalkohol) ( —
Prover i transportmedia (Cary Blair, C&S) . o R
6. Blanda alla prover noga oavsett konsistens. Det ar viktigt att proverna ar jamnt blandade
™ T T fore 6verforing.
Provférvarings- . Tilldten TR Vatske-/halvfasta prover - pipettera 25 pL av provet med en dverféringspipett och fordela i
temperatur férvaringslédngd Spédnings-/konjugat-blandningen. Anvand samma dverféringspipett fér att blanda det utspadda
o o - ) provet.
2°C-8°C 72 timmar De idealiska proverna &r mindre an 24 timmar Formade/fasta prover — Férsiktighet maste vidtas for att tillsatta ratt mangd formad faeces till
gamla provblandningen. Blanda provet noga med en tréapplikatorpinne och éverfér en liten portion
. . . prov (cirka 2 mm i diameter, motsvarande 25 pL) av provet i spadnings-/konjugatblandningen.
. ) Tinas upp i rumstemperatur. Nedfrysning och Emulgera provet med en applikatorpinne.
Fryst<-10°C Léngre &n 72 timmar upptinande flera ganger kan resultera i férlorad Faecesprover i Cary Blair eller C&S transportmedia - pipett 100 pL (2 droppar fran
provaktivitet p& grund av toxinnedbrytning. overforingspipetten) av provet i spddnings-/konjugat-blandningen.

Valfria externa kontrollprov:

1. Standardprocedurer for insamlande och hantering som anvands pa laboratoriet &r Iampliga. o - e s

2. Faecesprgver ska vara insamlade i rena, tita behgéllare. P plg Extqrn positiv kgntroll - tillsatt en droppe Positiv kontroll (flaska med gra kork) i Spddnings-/
3. Foérvaring av prover i Spddningsmedel rekommenderas INTE. Kon/ugatb/aqdnmgen. - I e . .

4. Lét inte faecesproverna ligga i blandningen av spadningsmedel/konjugat i >24 timmar. Extern negativ kontroll - tillsatt 25 pL Spadningsmedel i Spadnings-/Konjugatblandningen.
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0BS! Overférande av ett fér litet prov eller underlatenhet att blanda provet ordentligt i spadnings-/kon-
Jjugatblandningen, kan resultera i ett falskt negativresultat. Tillsats av for mycket faecesprov kan leda till
ogiltiga resultat pa grund av begrénsat provfléde.

TESTPROCEDUR

1.

Ta fram en Membrananordning per prov och en anordning per valfri extern positiv eller negativ
kontroll vid behov. Foliepasarna som innehaller anordningarna ska ligga i rumstemperatur innan de
oppnas. Anvand anordningen omedelbart efter att pasen dppnats. Satt en etikett pa varje anordning
pa lampligt satt och placera den pa ett plant underlag sa att texten ”"C. DIFF COMPLETE” &r pa
anordningens undersida samt att den lilla provbrunnen &r p& anordningens &versta hdgra hérn.

Membrananordning Provbrunn

Tox

C. DIFF COMPLETE

Forslut varje rér med utspéatt prov och blanda noga. Ordentlig blandning kan uppnés genom
centrifugering eller att vanda roret upp och ner flera ganger. Nér ett patientprov eller en Positiv
kontroll har spatts ut i Spddnings-/konjugat-blandningen kan det inkuberas till rumstemperatur i
upp till 24 timmar innan det ska tillsattas till Membrananordningen.

Overfor, med en ny overforingspipett, 500 pL av den utspadda prov-konjugatblandningen till
Provbrunnen (mindre hal p& anordningens 6versta hogra hdrn) pa en membrananordning, genom
att se till att driva ut vatskeprovet pa spridningsdynan i Membrananordningen. Nér provet halls
i provbrunnen, se till att Gverforingspipettens spets vinklas mot Reaktionsfénstret (storre hal
anordningens mitt).

Inkubera anordningen i rumstemperatur i 15 minuter — provet kommer att spridas genom
anordningen och ett omréde kommer att spridas tvérs éver Reaktionsfénstret.

VAR UPPMARKSAM PA PROV SOM MISSLYCKAS ATT SPRIDAS:

D4 och da misslyckas ett utspétt prov att spridas ordentligt och reaktionsfénstret blir inte helt

vétt. Om reaktionsfénstret inte verkar bli helt vatt inom 5 minuter efter att provet har tillsats till
provbrunnen, tillsatt 100 uL (4 droppar) av spddningsmedel till provbrunnen och vénta ytterligare

5 minuter (under totalt 20 minuter).

Tillsatt, efter inkubationen, 300 pL Tvéttbuffert till Reaktionsfénstret med hjélp av den graderade
vita pipetten. Lat Tvattbufferten rinna genom reaktionsfonstrets membran och sugas upp helt.
Tillsatt 2 dropparSubstrat (flaska med vit kork) till Reaktionsfénstret. Las av och skriv ner resultaten
efter 10 minuter.

TOLKNING AV RESULTAT

1.

Tolkningen av testet ar pélitligast nar anordningen avlases omedelbart nér reaktionsperioden pé&
10 minuter gatt. L&s av anordningen p& normalt arbetsavstand i ett val upplyst omréde. Titta med
en synlinje rakt ovanfér anordningen.

Granska anordningen for tecken p& bl& prickar i Reaktionsfonstrets mitt som motsvarar den
interna positiva kontrollen. Tecken p& nagon(ra) kontrollprick(ar) motsvarar en giltig intern kontroll.
Bakgrunden kan vara vit till ljusbld till fargen. Granska anordningen fér tecken pa bla linjer pa "Ag”-

och "Tox"-sidorna pa Reaktionsfénstret som motsvarar testlinjerna. Linjerna kan vara bleka till
morka i intensitet.

Positiva antigen ("Ag”)-resultat: Ett positivt antigenresultat kan tolkas nar som helst mellan
tillsatsen av Substrat och avlasningstidpunkten efter 10 minuter. For ett positivt antigenresultat ar
den bla "Ag”-linjen och den blaprickiga kontrollinjen synliga (bild 1a). Linjerna kan vara bleka till
morka i intensitet. En tydlig halv linje tolkas som ett positivt resultat. Tolka inte en missfargning
av membranet som ett positivt resultat. Ett positivt resultat indikerar férekomsten av C. difficile.
Positiva antigen-och toxin ("Tox”)-resultat: Om ett resultat ar positivt (dvs. en bl& "Ag”-linje
och en blaprickig kontroll under "C” synliga), forts&tt tolkningen av toxinresultaten. Ett positivt
toxinresultat kan tolkas nar som helst mellan tillsatsen av Substrat och avlasningstidpunkten efter
10 minuter. For ett positivt toxinresultat &r en bl& "Tox”-linje synligt (bild 1b). Linjen kan vara blek
till mork i intensitet. En tydlig halv linje tolkas som ett positivt resultat. Tolka inte en missféargning av
membranet som ett positivt resultat. Ett positivt resultat indikerar forekomsten av C. difficile-toxin.
Negativa resultat: Ett test kan inte tolkas som negativt eller ogiltigt férran 10 minuter efter tillsatsen
av Substrat. En enda blaprickig linje &r synlig i mitten av Reaktionsfénstret under "C” och inga
testlinjer &r synliga p& Reaktionsfonstrets *Ag”-och "Tox”-sidor, (bild 1c). Ett negativt resultat i
antigendelen indikerar franvaro av C. difficile-antigen antingen i provet eller att det ligger under
sparbarhetsgransen for testet. Ett negativt resultat i toxindelen indikerar franvaro av C. difficile-
toxin antingen i provet eller att det ligger under sparbarhetsgransen for testet.

Ogiltiga resultat: Inga linjer ar synliga i reaktionsfonstret (bild 1d). Testresultatet ar ogiltigt om
ingen bléprickig linje under "C” &r synlig nar reaktionstiden forflutit (bilderna 1e, 1f, 1g).

Negativt antigen ("Ag”), positivt toxin ("Tox”): En lag procentandel av prover kan ge negativt
testresultat for antigen men positivt for toxin. Dessa prover ska anses obestdmbara och omtestas
med ett farskt prov (bild 1h). Om ett prov omtestas negativt fér antigen men positivt for toxin,
rapportera det som ett positivt toxinresultat.

BILD 1: C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® TOLKNING AV RESULTAT

C C O C O

Ag Tox Ag @ Tox

C. DIFF COMPLETE C. DIFF COMPLETE C. DIFF COMPLETE

Bild 1a Bild 1b Bild 1¢
Positivt antigenresultat Positiva antigen Negativt resultat
-och toxinresultat

O

Ag Tox

C C
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Ag Tox Ag Tox

C. DIFF COMPLETE C. DIFF COMPLETE C. DIFF COMPLETE

Bild 1d Bild 1e Bild 1f
Ogiltigt resultat Ogiltigt resultat Ogiltigt resultat
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C. DIFF COMPLETE C. DIFF COMPLETE

Bild 1g Bild 1h
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KVALITETSKONTROLL

Intern: En blaprickig linje méste vara synlig i mitten av Reaktionsfénstret under "C” p& varje Membran-
anordning som testas. Synliga bl& kontrollprickar bekraftar att provet och reagenser tillsats korrekt, att
reagenserna var aktiva vid tidpunkten fér analysen och att provet spreds ordentligt genom Membranan-
ordningen. Det bekraftar ocksa andra reagensers reaktivitet i samband med analysen. En klar bakgrund
i resultatomradet anses som en intern negativ kontroll. Om testet har utférts korrekt och reagenserna
fungerar ordentligt blir bakgrunden vit fér att ge ett urskiljbart resultat.

Extern: Reaktiviten for C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-setet ska kontrolleras vid leverans med
anvandning av Positiv kontroll och negativ kontroll (Spddningsmedel). Positiv kontroll medféljer setet
(flaska med gré kork). Positiv kontroll bekraftar andra reagensers reaktivitet i samband med analysen
och &r inte avsedd for sékerstallande av precision vid avslutning av det analytiska testet. Spéadningsme-
del anvands for den negativa kontrollen. Ytterligare tester kan utféras med kontrollerna for att uppfylla
de lokala, statliga och/eller federala kraven och/eller kraven fran auktoriserade organisationer.

BEGRANSNINGAR

1. C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testet anvénds for att pavisa C. difficile-antigen och toxin(er)
i faecesprover. Testet bekréftar forekomst av toxin i faeces och denna information ska bedémas
av en lakare i ljuset av patientens kliniska anamnes och understkning av patienten. C. DIFF QUIK
CHEK COMPLETE®-testet pavisar nivaer av toxin A vid >0,63 ng/ml, toxin B vid =0,16 ng/ml, och
glutamatdehydrogenas vid >0,8 ng/ml.

2. Faecesprover ar ytterst komplexa. Optimala resultat med C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testet
erhélls med prover som &r mindre &n 24 timmar gamla. De flesta outspadda prover kan lagras
mellan 2 °C och 8 °C under 72 timmar innan markant férsémring av toxinet observeras. Om prover
inte analyseras inom denna tidsperiod kan de frysas ner och tinas upp. Upprepad nerfrysning och
upptinande kan resultera i férlorad immunoreaktivitet av antigen och toxinerna A och B.

3. Vissa prover kan ge svaga reaktioner. Detta kan leda till ett antal faktorer sdsom férekomst av laga
nivaer av antigen och/eller toxin, férekomst av bindande &mnen eller inaktiverade enzymer i faeces.
Linjerna kan vara bleka till mérka i intensitet. Dessa prover ska rapporteras som positiva om en bl&
linje eller ens en halv linje observeras. En tydlig halv bl& linje tolkas som ett positivt resultat

4. Feacesprover bevaras i 10 % formalin, mertiolatformalin, natriumacetatformalin, eller

polyvinylalkohol kan inte anvéndas.

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testet ar kvalitativt. Fargintensiteten ska inte tolkas kvantitativt.

Vissa isolerade C. sordellii kan reagera i C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testet pa grund av

bildande av immunologiskt beslaktade toxiner (1).

7. Koloniseringsfrekvenser pé upp till 50 % har rapporterats hos spadbarn. En hég frekvens har ocksa
rapporterats hos patienter med cystisk fibros (1,3). Resultat kan verka positiva hos dessa grupper
men bor betraktas i kombination med risken fér att vara en koloniserad barare.
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8. Den enda icke-C. difficile-organismen som reagerade i toxindelen av C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®-testet var Clostridium sordellii VP1 9048. Denna stam bildar toxinerna HT och LT som
ar homologa till toxinerna A respektive B.

9. Det finns inga data p& effekterna av kolonskdljning, bariumsulfatiavemang, laxeringsmedel eller
tarmférberedelser prestandan pé C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testet. Alla dessa procedurer
kan resultera i omfattande utsp&dning eller férekomst av tillsatser som kan péverka testresultatet.

FORVANTADE VARDEN

Sjukdomen Clostridium difficile ar framforallt en nosokomial sjukdom bland &ldre patienter och sjukdo-
mens frekvens ar beroende pa faktorer som patientpopulation, typ av institution och epidemiologi. Den
rapporterade frekvensen av sjukdomen C. difficile hos patienter med antibiotikarelaterad diarré kan
variera fran 5 till 20 % och sjukhus kan erfara en Iagre eller hégre frekvens. Det &r viktigt att betrakta
alla testresultat tillsammans med kliniska symtom eftersom en del friska vuxna och ett stort antal friska
spadbarn (upp till 50 %) kommer att vara positiva for C. difficile-toxin. Dessutom har bérarfrekvensen
fér C. difficile pa 22 % till 32% rapporterats hos patienter med cystisk fibros (1,3). | studier som utférts
fér denna anordning pa symtomatiska patienter var incidensen for toxinerna A och B 12 % och GDH

18 %. Ett positivt resultat i antigendelen av C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testet bekréaftar forekomst
av C. difficile i ett faecesprov; ett negativt resultat indikerar franvaro av organismen. Ett positivt resultat
i toxindelen av C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testet bekraftar forekomst av C. difficile-toxin i ett fae-
cesprov; ett negativt resultat indikerar frdnvaro av toxin eller otillrackliga nivaer av toxin for sparbarhet.

PRESTANDAEGENSKAPER

Klinisk utvardering av antigendelen av C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testet

Antigendelen av C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testet jamfordes med bakterieodling. Prover som in-

gick i utvarderingen skickades till kliniska laboratorier fér rutinméassig undersokning. Bakterieodlingstestet

utfordes enligt rutiner pé inrattningen. Resultaten visas i tabell 1.

Tabell 1. Sammanfattning av klinisk prestanda i jamforelse av C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®-testet med bakterieodling

Bakterieodling

Negativ

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
Positiv antigenlinje

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
Negativ antigenlinje

95 %
Kénslighet 90,5 % 85,7-93,9
Specificitet 93,1 % 91,2-94,7
Forutspétt positivt varde 76,4 % 70,7-81,3
Foérutspatt negativt varde 97,6 % 96,2 - 98,4
Samband 92,6 % 91,8-93,4




Avvikande prover utvérderades med anvéndning av ELISA-test for C. difficile glutamatdehydro-
genasantigen.
Tjugonio av de 62 falskt positiva proverna var positiva av ett annat GHD-test och anségs sant
positiva.
Tretton av de 21 falskt negativa proverna var negativa av ett annat GHD-test och anségs sant
negativa.
Antigendelen av C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testet jamférdes med véavnadsodlingsanalys for
sparbarhet for C. difficile-toxin. Prover som ingick i utvarderingen skickades till kliniska laboratorier for
rutinméssig undersokning. Resultaten visas i tabell 2. Antigendelen av C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®-testet pavisade 98,7 % av vévnadsodlingspositiva prov.
Tabell 2. tning av klinisk p! da i jamforelse av C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®-testet med vavnadsodlingsanalys

Véavnadsodling Véavnadsodling

Positiv Negativ

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 154 109
Positiv antigenlinje

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 5 861
Negativ antigenlinje

Klinisk utvardering av toxindelen av C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testet

Toxindelen av C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testet jamférdes med vavnadsodlingsanalys vid tva

kliniska laboratorier och pa TECHLAB®, Inc. Prover som ingick i utvarderingen skickades till kliniska

laboratorier fér rutinméssig undersdkning. Resultaten visas i tabell 3.

Tabell 3. S tning av klinisk p! da i jamforelse av C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®-testet med vavnadsodlingsanalys

Véavnadsodling

Véavnadsodling
Positiv Negativ

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

Positiv antigenlinje 137 6
C. DIFF QU!K CHEK COMPLETE® 19 964
Negativ antigenlinje
95 %
ighetsgranser
Kénslighet 87,8 % 81,4-923
Specificitet 99,4 % 98,6 - 99,7
Forutspatt positivt varde 95,8 % 90,7 - 98,3
Forutspatt negativt varde 98,1 % 96,9 - 98,8
Samband 97,8 % 97,6 - 98,0

Avvikande prover utvarderades med anvéndning av ELISA-test for toxinerna A och B.
Fem av de 6 falskt positiva proverna var positiva med ELISA och ansags sant positiva.
Tolv av de 19 falskt negativa proverna var negativa med ELISA och ans&gs sant negativa.

EFFEKT AV KONSISTENS PA FEACESPROV

Effekt av konsistens pa faecesprov pa C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testet

Reaktionen for feacesprover av varierande konsistens i antigendelen (n=978) och toxindelen (n=981)

av C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testet visas i tabellerna 4 och 5. Procentandelen av positiva
reaktioner med anvandning av odlingsanalys eller C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testet var lika i

alla tre typerna av faecesprover (vatska, halvfast och fast). Alla proverna skickades for C. difficile-test.
Grunden till skickandet av proverna var patientens kliniska anamnes och inte provets konsistens. |
antigendelen visade resultaten att C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testet utfordes pa samma sétt som
bakterieodling vid test av prover av olika konsistens. | toxindelen visade resultaten att C. DIFF QUIK
CHEK COMPLETE®-testet utférdes pa samma satt som vavnadsodlingsanalys vid test av prover av olika
konsistens.

Tabell 4. Reaktion av feacesprover av varierande konsi pa anti del
av C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testet

Antal prover Flytande prover Halvfasta Fasta prover
21

prover (n = 522)

Positiv genom
bakterieodlingsanalys

C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®
Positiv antigenlinje

59 (17,6 %) 110 21,1 %) 19 (15,7 %)

72 (21,5 %) 128 (24,5 %) 25 (20,7 %)

Negativ genom
bakterieodlingsanalys

C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®
Negativ antigenlinje

276 (82,4 %) 412 (78,9 %) 102 (84,3 %)

263 (78,5 %) 394 (75,5 %) 96 (79,3 %)
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Tabell 5.

CHEK COMPLETE®-testet

Antal prover

(n=981)
Positiv genom

Flytande prover
(n = 336)

REWESEY
prover (n = 523)

Reaktion av feacesprover av varierande konsistens pa toxindelen av C. DIFF QUIK

Fasta prover
(n=122)

vavnadsodlingsanalys 43 (12,8 %) 81(15,5 %) 8(6.6 %)
C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® 42 (12,5 %) 72 (13,8 %) 75,7 %)

Positiv toxinlinje

Negativ genom

vavnadsodlingsanalys 293 (87,2 %)

442 (84,5 %) 114 (93,4 %)

C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®
Negativ toxinlinje

294 (87,5%) 451 (86,2 %) 115 (94,3 %)

ANALYTISK KANSLIGHET
Avslutningen fér analysen faststélldes vid koncentrationer pé 0,63 ng/ml fér toxin A, 0,16 ng/ml fér toxin
B och 0,8 ng/ml for glutamatdehydrogenas.

REPRODUCERBARHET

Reproducerbarheten for C. DIFF QUIK CHEK COMPLETEE ®-testet faststalldes med 12 feacesprover
som kodades for att férhindra identifiering under testet. Testet utférdes vid 3 oberoende laboratorier
som testade proverna i 3 dagar. Proverna gav de férvantade resultaten 100 % av tiden.

KORSREAKTIVITET

Faecesprover inokulerade med féljande mikroorganismer till en slutlig koncentration pa cirka 102 eller fler
organismer per ml reagerade inte i antigen-eller toxindelen av C. DIFF QUIK CHEK COMPLETEE ®-testet:
Bakterie eller Patogen: Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacteroides fragilis,
Campylobacter coli, Campylobacter fetus, Campylobacter jejuni, Candida albicans, Clostridium butyri-
cum, Clostridium clostridiforme, Clostridium haemolyticum, Clostridium histolyticum, Clostridium novyi,
Clostridium perfringens, Clostridium septicum, Clostridium sordellii (icke-toxigen), Clostridium sporoge-
nes, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis, Escherichia coli EIEC, Esche-
richia coli, Escherichia coli O157:H7, Escherichia coli ETEC, Klebsiella pneumoniae, Peptostreptococcus
anaerobius, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Serratia liquifaciens,
Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus
(Cowans), Staphylococcus epidermidis, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Yersinia enterocolitica
Den enda icke-C. difficile-organismen som reagerade i toxindelen av C. DIFF QUIK CHEK COMPLE-
TE®-testet var Clostridium sordellii VPI 9048. Denna stam bildar toxinerna HT och LT som &r homologa
till toxinerna A respektive B.

Féljande virus p& 10°° to 10%2° TCID-enheter per 0,2 ml reagerade inte i C. DIFF QUIK CHEK COMPLE-
TE®-testet:

Virus: Adenovirus av typerna 1, 2, 3, 5, 40, 41, humant coronavirus, coxsackievirus B2, B3, B4, B5,
echovirus 9, 11, 18, 22, 33, enterovirus typ 68, 69, 70, 71, rotavirus.
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STORANDE AMNEN

Féljande &mnen (USA formulering) hade ingen effekt p& testresultaten vid forekomst i faeces i angivna
koncentrationer: mucin (3,5 % vikt/vol), humanblod (40 % vol/vol), bariumsulfat (5 % vikt/vol), Imodium®
(5% vol/vol), Kaopectate® (5 % vol/vol), Pepto-Bismol® (5 % vol/vol), stearin-/palmitinsyra (40 % vikt/vol),
metronidazol (0,25 % vikt/vol), vankomycin (0,25 % vikt/vol).

REAKTION PA KLINISKA ISOLERAT ERHALLNA PA CYKLOSERIN-CEFOXITIN-

FRUKTOS-AGAR (CCFA)

Totalt 103 kliniskt isolerade C. difficile som erhdlls genom anaerob bakterieodling p& CCFA efter 3 dagar
vid 37 °C testades i C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®-testet. For analysen valdes och blandades
individuella kolonier i Spadningsmedel som rekommenderas for feacesprover. Alla 103 isolater gav en
positiv antigenreaktion i testet.

Sjuttio av de 103 isolaterna (68 %) var fran feacesprover som var positiva for C. difficile -toxin genom
vavnadsodlingsanalys. Av dessa gav 56 (80 %) en positiv toxinreaktion vid undersokning efter anaerob
véxt p4 CCFA under 3 dagar vid 37 °C.



TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

KULLANIM AMACI

TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®, tek bir reaksiyon kanalinda Clostridium difficile glutamat
dehidrojenaz antijeni ile A ve B toksinlerinin eszamanli olarak algilanmasinda kullanilan hizli bir membran
enzimi bagisiklik testidir. Test, C. difficile hastaligi oldugundan stiphelenilen kisilerden alinan disli
orneklerinde A ve B toksinleri arayarak toksijen C. difficile varligini dogrulamakta ve C. difficile varligin
test ederek C. difficile antijeni, glutamat dehidrojenazi bulunup bulunmadigini algilamaktadir. Test, C.
difficile hastaliginin teshisinde yardimci bir arag olarak kullanilmak lizere tasarlanmistir. Diger C. difficile
testleri gibi, sonuglar hasta gegmisi g6z 6niinde bulundurularak degerlendirilmelidir.

ACIKLAMA

Antibiyotik tedavisi sonrasinda, gogu hastada gastrointestinal sorunlar gériilmektedir ve bunlar orta

siddette diyareden, siddetli psdomembrandz kolite kadar genis bir aralikta degismektedir. Cogu durumda,
gastrointestinal hastaliklarin orta siddette olan bigimleri ile birgok psédomembranéz kolit rahatsizligi toksijen
Clostridium difficile tUrlerinden kaynaklanmaktadir (1). Bu organizma, normal flora antibiyotik ile degistiginde
bagirsak igerisinde gelisen firsatci bir anaerobik bakteridir. Toksijen C. difficile tirleri, toksinleri kodlayan
genler tagirken, toksijen olmayan tiirler toksin genleri tagimaz. Hastalik baslangici, toksijen organizmalar
tarafindan Uretilen toksinlerle ilgilidir. Hastalik ile iligkili klinik belirtilerin birincil olarak dokulara hasar veren
bir enterotoksin olan A toksini ile iligkili olduguna inaniimaktadir (2,3). C. difficile ayni zamanda B toksini

adi verilen bir toksin daha Uretmektedir. Organizmanin sitotoksini olarak bilinen B toksini, mevcut durumda
cogu laboratuvarda kullanilan doku kiiltlir(i testleri tarafindan algilanabilmektedir. Toksijen C. difficile

tirleri ya bu iki toksini birden Uretmekte ya da yalnizca B toksini tretmektedir (4-7). C. difficile glutamat
dehidrojenazi diskidaki organizmalar igin iyi bir antijen gostergesidir, ¢inki toksijen olan ya da olmayan

tlim tarler tarafindan dretilmektedir (8-10). Diski 6rneklerindeki antijen C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
testi kullanilarak saptanabilir. C. difficile glutamat dehidrojenazi agisindan pozitif sonug veren testler, digki
orneginde bu organizmanin bulundugunu dogrularken, negatif bir sonug bu organizmanin mevcut olmadigini
gosterir. A ve B toksinleri icin gerceklestirilen testin pozitif sonug vermesi halinde, toksijen C. difficile
bulundugu dogrulanmis olur.

TEST PRENSIBI

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testi 6zel olarak C. difficile glutamat dehidrojenaz ile A ve B
toksinlerine 6zel antikorlar kullaniimaktadir. Cihaz, i¢ adet dikey immobilize antikor gizgisi ile bir adet
Reaksiyon Bolmesi bulunmaktadir. Antijen test gizgisi (“Ag”) C. difficile glutamat dehidrojenaz antikorlari
icermektedir. Kontrol gizgisi (“C”") horseradish peroksidazi (HRP) antikorlari iceren bir kesik gizgidir. A ve
B toksinleri test gizgisi (“Tox") C. difficile A ve B toksinlerinin antikorlarini igermektedir. Konjugat glutamat
dehidrojenaz, A ve B toksinleri ile horseradish peroksidazi antikorlari icermektedir. Testi gergeklestirmek
icin, 6rnegin Seyreltici ve Konjugat karigimi igeren bir tlipe konulmasi gerekmektedir. Seyreltiimis 6rnek
- konjugat karigimi Ornek Cukuruna eklenir ve cihazin 15 dakika boyunca oda sicakliginda enkiibe
olmasi beklenir. Enkiibasyon sirasinda, 6rnek igerisindeki glutamat dehidrojenaz ile A ve B toksinleri,
antikor-peroksidaz konjugatlarina baglanir. Antijen-antikor-konjugat kompleksleri bir filtre slizgeci
icerisinden membrana dogru ilerler ve burada immobilize glutamat dehidrojenaza 6zel antikor ¢izgisi ile A
ve B toksinlerine 6zel antikor gizgisi tarafindan yakalanir. Bunun ardindan, Reaksiyon Bélmesi Yikama
Tamponu ile yikanir ve Substrat eklenir. 10 dakikalik enkiibasyon dénemi sonrasinda, Reaksiyon
Bolmesinin "Ag" bélimiinde dikey mavi ¢izgi gorintiilenip goriintilenmedigine bakilarak "Ag" reaksiyonu
gorsel olarak dogrulanir. Mavi ¢izgi, test sonucunun pozitif oldugunu gosterir. “Ag” pozitif oldugunda,
Reaksiyon Bélmesinin "Tox" bolimiinde dikey mavi gizgi goriintilenip gérintilenmedigine bakilarak
“Tox” reaksiyonunu gorsel olarak dogrulanir. Mavi gizgi, test sonucunun pozitif oldugunu gdsterir.
Reaksiyon Bélmesinin "C" kismi altinda dikey mavi kesik ¢izgi ile gosterilen pozitif “C” reaksiyonu, testin
dogru sekilde galistigini ve sonuglarin gegerli oldugunu dogrular.

URUNLE BIRLIKTE VERILEN MATERYALLER
Membran Cihazlari — her kesede 1 cihaz bulunur

Seyreltici (her bir sisede 22 mL) — Kademeli damlalik tertibati bulunan
tamponlu protein sollisyonu

WASHIREAG]  Ytkama Tamponu (her bir sisede 12 mL) — Kademeli damlalik tertibati bulunan
tamponlu sollsyon

SUBS|REAG| Substrat (her bir sisede 3,5 mL) — Tetrametilbenzidin igeren soltisyon
CONJENZ Konjugat (her bir sisede 2,5 mL) — Horseradish peroksidaz ile birlesmis olan glutamat

dehidrojenaza &ézel fare monoklonal antikoru ile tamponlu bir protein sollisyonu iginde
horseradish peroksidaz ile birlesmis olan A ve B toksinlerine 6zel kegi poliklonal
antikorlar.

CONTROL Pozitif Kontrol (2 mL) — Tamponlu protein soliisyonu igerisinde antijen

Tek kullanimlik plastik aktarim pipetleri — 25 pL, 400 pL ve 500 pL olgekli
VD In vitro tanisal kullanim igin

GEREKLI OLAN ANCAK URUNLE BIRLIKTE VERILMEYEN MATERYAL

VE EKIPMANLAR
Kiiglik test tiipleri (6rn. plastik Eppendorf tiipleri ya da cam tiipler)

Uygulama gubuklari Zamanlayici Vorteks karistirict
Diski 6rnekleri ile ilgilenirken kullanilacak tek kullanimlik eldivenler  Pipet cihazi ve uglari
RAF OMRU VE SAKLAMA

Kitin son kullanim tarihi etiket Gizerinde verilmistir. Her bir bilesenin son kullanim tarihi, bilesen etiketlerinde
verilmistir. Kit 2°C ila 8°C arasi sicaklikta saklanmalidir.

ONLEMLER

1. Farkl kitlerin ayiraglari karigtirimamall ya da dénustimli olarak kullaniimamalidir.  Son kullanim
tarihi gegmis kitleri kullanmayin.

2. Kit igerisindeki her bir bilesen, sizinti emarelerine karsi kontrol edilmelidir. Teslim alindiginda,

kiti kontrol ederek bilesenlerin uygunsuz nakliye kosullari nedeniyle donmus ya da isinmis olup

olmadigina bakin. _

KULLANIM ONCESINDE tiim bilesenleri ODA SICAKLIGINA getirin!

Kapaklar, uglar ve damlalik tertibatlari renklerle isaretlenmistir, bunlari KARISTIRMAYIN ya da

birbirinin yerine KULLANMAYIN!
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Ayiraglari dondurmayin. Kit 2°C ila 8°C arasi sicaklikta saklanmalidir.

Membran Cihazini igeren kese agllmadan 6nce oda sicakliginda olmalidir. Kullanim 6ncesinde
membran cihazlarinin kuru olmasina dikkat edin.

En iyi sonuglar elde etmek igin 72 saat igerisinde topladiginiz digki érneklerini kullanin. Donmus
ornekler, donma ve ¢oziinme nedeniyle aktifligini kaybedebili. Donmus 6rnek kullanacaksaniz,
ornekleri oda sicakliginda ¢ozin.

Ayiraglari hazirlarken damla boyutunun tutarli, hacmin de dogru olmasini saglamak igin ayirag
siselerini dikey tutun.

Ornekler ile membran cihazlari biyolojik tehlike igeren madde gibi kullaniimali ve kullanim sonrasinda
da bu sekilde atilmalidir. Testi gergeklestirirken tek kullanimlik eldiven takin.

Membran cihazlari yeniden kullanilamaz.

Test hassasiyet ve 0Ozgillik agisindan optimize edilmisti.  Belirtilen prosediir ve/veya test
kosullarinda degisiklik olmasi, testin hassasiyetini ve 6zgulligiinu etkileyebilir. Belirtilen prosediriin
disina gtkmayin.

Birden fazla digki 6rnegini test ederken toplam test siiresine dikkat edin. Once Seyreltici ekleyin ve
ardindan her bir Seyreltici tipine Konjugat ekleyin. Daha sonra, SeyrelticilKonjugat tlipiine érnegi
ekleyin. Seyreltiimis drnekleri iyice karistirin ve Membran Cihazina aktarin. 15 dakikalik enkiibasyon
asamasl, en son seyreltilmis olan érnek-konjugat karigimi son Membran Cihazina eklendikten sonra
baslar.

Substrat ayiraci koyu mavi/mor bir renk alirsa, degistirimesi igin teknik servisi arayin.

Diski 6rnekleri, potansiyel olarak bulagici maddeler icerebilir ve CDC/NIH Kilavuzu "Mikrobiyolojik
ve Biyomedikal Laboratuvarlarda Biyoguvenlik" igerisinde énerilen sekilde "2. Seviye Biyoguvenlik"
tedbirleri cergevesinde kullaniimahdir.

Tum ayiraglar, yalnizca in vitro tanisal kullanim igindir.

DISKI ORNEKLERININ TOPLANMASI, SAKLANMASI VE KULLANILMASI

Taze Digki Ornekleri formalin, %10 formalin, mertiolat formalin) tutulan

Kullanmayin

Formalin bazli fiksatiflerde (6rn. sodyum asetat

diski 6rnekleri

Donmus Diski Ornekleri

Alkol bazli fiksatiflerde (6rn. polivinil alkol)
icerisinde tutulan diski 6rnekleri

Nakliye araci (Cary Blair, C&S) igerisinde
tutulan 6rnekler

Ornek Saklama

2°C-8°C 72 saat

Kabul edilebilir
saklama siiresi Yorumlar
uzunlugu

Sicaklik

Ideal érnekler 24 saatten daha kisa siire
saklanmis olanlardir

Donmus <-10°C

Oda sicakhiginda ¢ézin. Birden fazla donma ve
¢Ozlinme, toksin bozunmasi nedeniyle érnek
aktifliginde kayip gortilmesine neden olabilir.

72 saatten daha uzun
slire
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1. Digki 6rnekleri igin kurum iginde kullanilan standart toplama ve isleme proseddirleri uygundur.

2. Digki 6rnekleri temiz ve sizdirmaz kaplara alinmalidir.

3. Diski érneklerinin Seyreltici igerisinde saklanmasi ONERILMEZ.

4. Digki 6rneklerinin 24 saatten daha uzun stire Seyreltici/Konjugat icerisinde kalmasina izin vermeyin.

ORNEK HAZIRLAMA

1. Kullanim 6ncesinde tiim ayiraglari ve istenilen cihaz sayisini oda sicakligina getirin. Ayiraglarin oda
sicakligina gelmesi igin gereken siireyi azaltmak amaciyla reaktifleri kopiik koruyucudan gikarmaniz
onerilir.

2. Her bir 6rnek igin kiclk bir test tlpi ayirin ve etiketleyin, gerekli oldugunda bunlari harici kontroller

icin de gerceklestirin.

3. Siyah 6lgekli damlalik tertibatini kullanarak, diski érnekleri igin her bir tiipe 750 pL (ugtan 2. dlgek)
Seyreltici ekleyin. Cary Blair ya da C&S gibi nakliye araglar igerisinde 6rnekler igin tiipe
650 pL Seyreltici ekleyin.

Ornek Tiirii Seyreltici Hacmi

Taze Digki Ornekleri 750 pL (ugtan 2. lgek)

Donmus Diski Ornekleri (donmus ve .
seyreltilmemis) 750 pL (ugtan 2. dlgek) .

Nakliye araci (Cary Blair, C&S) . ) . w
icerisinde tutulan érnekler 650 pL (8lgek verilmemistir)

Harici Kontroller (pozitif ve negatif) 750 pL (ugtan 2. dlgek) '

4. Her bir tiipe bir damla Konjugat (kirmizi kapakli sise) ekleyin.
5. Her bir 6rnek igin bir adet tek kullanimlik plastik transfer pipeti (kitle birlikte verilmistir) alin - pipetlerin
25 pL, 400 pL ve 500 pL olarak artan olgekleri vardir.

Olgekli Aktarim Pipeti:
500 uL 400 pL 25puL

— !.

6. Kivama bakmadan tiim ornekleri iyice karigtirin- aktarim 6ncesinde 6rneklerin esit derecede
karigmig olmasi gerekmektedir.
Sivi/Yari-kati drnekler — bir aktarim pipeti ile 25 pL 6rnek alin ve Seyreltici/Konjugat karisimina
ekleyin. Seyreltilmis 6rnegi karistirmak igin ayni aktarim pipetini kullanin.
Sekilli/Kati érnekler — Ornek karigimina dogru miktarda sekilli diski eklenmesi igin dikkatli olunmasi
gerekmektedir. Ornegi ahsap bir uygulama gubugu kullanarak iyice karistirin ve az miktarda
(yaklasik 2 mm gapli, 25 pL miktarda) 6rnegi Seyreltici/Konjugat karigsimina aktarin. Uygulama
cubugunu kullanarak 6rnegdi emlilsiyon haline getirin.

Blair nakli raclari icerisindeki diski 6rnekleri - pipet kullanarak 100 pL (aktarim

pipetinden 2 damla) érnegi Seyreltici/Konjugat karigimina alin.




Opsiyonel Harici Kontrol Ornekleri:
Harici Pozitif Kontrol - Seyreltici/Konjugat karigsimina bir damla Pozitif Kontrol (gri kapakli sise)
ekleyin.
Harici Negatif Kontrol - Seyreltici/Konjugat karigsimina 25 pL Seyreltici ekleyin.

NOT: Cok az érnek aktariimasi ya da 6rnegin karistirlmamasi veya Seyreltici/Konjugat karisiminda
yeteri kadar bekletiimemesi, yalanci negatif test sonucu alinmasina neden olabilir. Cok fazla digki 6rnegi
eklenmesi, kisitll 6rnek akisi nedeniyle gegersiz sonuglar alinmasina neden olabilir.

TEST PROSEDURU

1. Ornek bagina bir Membran Cihazi alin ve gerekli oldugunda, opsiyonel harici pozitif veya negatif
kontrol igin bir cihaz alin. Cihazlarin igerisinde oldugu folyolar agilmadan 6nce oda sicakligina
getirilmelidir. Cihazi folyoyu agar agmaz kullanin. Her bir cihazi uygun sekilde etiketleyin ve diz
bir yiizey {izerinde, “C. DIFF COMPLETE” yazisi agag!, kiiglik Ornek Gukuru da cihazin sag tst
kdsesine gelecek sekilde tutun.

Ornek Cukuru

Ag O Tox

C. DIFF COMPLETE

2. Her bir seyreltilmis 6rnek tlplnl kapatin ve iyice karistirin. Tupu girdap olusturacak sekilde
calkalamak ya da yukari asag! cevirmek suretiyle uygun karisim elde edilebilir. Hasta érnegi ya
da Pozitif Kontrol Seyreltici/Konjugat karigimi igerisinde seyreltildikten sonra, Membran Cihazina
eklenmeden 6nceki 24 saatlik doneme kadar oda sicakliginda enkiibe edilebilir.

3. Yeni bir aktarim pipeti kullanarak 500 pL seyreltilmis érnek-konjugat karisimint Membran Cihazinin
Ornek Cukuruna (cihazin sag Ust késesindeki kiigik delik) ekleyin, bu sirada sivi drnegin Membran
Cihazi igindeki emme bélimiine gegmesine 6zen gdsterin. Ornegi, drek gukuruna alirken, aktarim
pipetinin ug kisminin Reaksiyon Bdlmesine (cihazin orta kismindaki bilyiik delik) dogru bir agida
oldugundan emin olun.

4. Cihazi 15 dakika boyunca oda sicakliginda enkiibe edin — 6rnek cihaz tarafindan emilecek ve islak
alan Reaksiyon Bélmesi boyunca yayilacaktir.

DAGILMAYAN ORNEKLER iCiN NOT:

Bazi durumlarda, seyreltilmis bir rnek uygun sekilde dagilmaz ve Reaksiyon Bdlmesi tamamen
islanmaz. Reaksiyon Bélmesi, 6rnek, Ornek Cukuruna eklendikten sonraki 5 dakika igerisinde
tamamen islanmazsa, Ornek Cukuruna 100 pL (4 damla) Seyreltici ekleyin ve 5 dakika daha
bekleyin (toplam 20 dakika).

5. Enkibasyon sonrasinda, Olcekli damlalik tertibatini kullanarak, 300 pL Yikama Tamponunu
Reaksiyon Bélmesine ekleyin. Yikama Tamponunun Reaksiyon Bélmesi membranindan gegmesini
ve tamamen emilmesini bekleyin.

6. Reaksiyon Bélmesine 2 damla Substrat (beyaz kapakl sise) ekleyin. 10 dakika sonra sonuglari
gorsel olarak gézlemleyin ve kaydedin.

Membran Cihazi

Reaksiyon Bél

SONU(}LARIN YORUMLANMASI

Cihaz 10 dakikalik reaksiyon suresi bittikten hemen sonra incelendiginde, test en glivenilir sekilde
yorumlanir. ~ Cihazi, normal galisma mesafesinde, iyi isiklandirimig bir alanda gdézlemleyin.
Dogrudan cihazin izerinden bakin.

2. Dahili pozitif kontroli temsil eden sekilde Reaksiyon Bélmesinin orta kisminda mavi noktalar olup
olmadigina bakin. Kontrol noktasinin/noktalarinin gériintiilenmesi, gegerli bir dahili kontrol oldugunu
gosterir. Arka plan, agik mavi renkte goriilebilir. Reaksiyon Bélmesinin test gizgilerini temsil eden
"Ag" ve "Tox" kisimlarinda mavi ¢gizgi olup olmadigina bakin. Cizgiler yogunluga baglh olarak agik
veya koyu olarak gorintilenebilir.

3. Pozitif Antijen (“Ag”) Sonucu: Pozitif bir antijen sonucu Substrat eklenmesinden 10 dakikalik
test degerlendirme siresinin sonuna kadarki siiregte herhangi bir noktada yorumlanabilir. Pozitif
bir antijen sonucunda, mavi "Ag" cizgisi ve "C" bolimiindeki kesik mavi kontrol gizgisi gériintilenir
(Sekil 1a). Cizgiler yogunluga bagli olarak agik veya koyu olarak goriintilenebilir. Net bir kismi gizgi
pozitif sonug olarak yorumlanir. Membran renk degisimini pozitif sonug olarak yorumlamayin. Pozitif
sonug, C. difficile bulundugunu gosterir.

4. Pozitif Antijen ve Toksin (“Tox”) Sonucu: Antijen sonucu pozitifse (“Ag” gizgisinde mavi bir gizgi,
“C” bolimi altinda da kesik mavi kontrol gizgisi goriildigiinde) toksin sonucu yorumu igin ilerleyin.
Pozitif bir toksin sonucu Substrat eklenmesinden 10 dakikalik test degerlendirme siresinin sonuna
kadarki slregte herhangi bir noktada yorumlanabilir. Pozitif bir toksin sonucunda, mavi bir "Tox"
cizgisi gorllir (Sekil 1b). Cizgi yogunluga bagl olarak agik veya koyu olarak goérintilenebilir.
Net bir kismi gizgi pozitif sonug olarak yorumlanir. Membran renk degisimini pozitif sonug olarak
yorumlamayin. Pozitif sonug, C. difficile toksini bulundugunu gdsterir.

5. Negatif Sonug: Test, Substrat eklenmesinden sonraki 10 dakika 6ncesinde negatif ya da gegersiz
olarak yorumlanamaz. Reaksiyon Bélmesinin orta kisminda, "C" bélimiinin altinda tek bir kesik mavi
¢izgi gorindiigiinde ve Reaksiyon Bdlmesinin "Ag" veya "Tox" kisminda test ¢izgisi goriilmediginde
(Sekil 1c). Antijen kisminda negatif sonug alinmasi C. difficile antijeninin bulunmadigini ya da test
saptama seviyesinin altinda oldugunu gosterir. Toksin kisminda negatif sonug alinmasi C. difficile
toksininin bulunmadigini ya da test saptama seviyesinin altinda oldugunu gésterir.

6. Gegersiz Sonug: Reaksiyon Bélmesinde goriinir gizgi olmamasi (Sekil 1d). Reaksiyon suresinin
sonunda "C" boliminiin alt kisminda mavi kesik ¢izgi olmadiginda, test sonucu gegersizdir (Sekil
1e, 1f, 1g).

7. Negatif Antijen (“Ag”), Pozitif Toksin (“Tox”): Cok az 6rnekte, antijen testi negatif gikabilirken,
toksin testi pozitif olabilir. Bu 6rnekler, belirsiz olarak degerlendirilmeli ve taze bir 6rnek kullanilarak
test yinelenmelidir (Sekil 1h). Yeniden yapilan testte de antijen sonucu negatif, toksin sonucu pozitif
oldugunda, bu durumu pozitif toksin sonucu olarak rapor edilmelidir.

SEKIL 1: C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® SONUGLARIN YORUMLANMASI

C. DIFF COMPLETE

C. DIFF COMPLETE
Sekil 1a Sekil 1b

C. DIFF COMPLETE

Sekil 1c
Negatif Sonug

Pozitif Antijen Sonucu Pozitif Antijen

ve Toksin Sonucu

. 77



[9]

[9]

O O
Ag Tox Ag @ Tox
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Sekil 1d Sekil 1e
Gegersiz Sonug Gegersiz Sonug
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C. DIFF COMPLETE

Sekil 1f
Gegersiz Sonug

C C
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Ag @ Tox Ag Tox

C. DIFF COMPLETE C. DIFF COMPLETE

Sekil 1g Sekil 1h
Sonug Yorum igin bkz. #7

KALITE KONTROLU

Dal est edilen tim Membran Cihazlarinda, Reaksiyon Bélmesinin ortasinda “C” kisminda kesik mavi
bir gizgi gortilmelidir. Mavi kontrol gizgileri, 6rnek ve ayiraglarin dogru sekilde eklendigini, ayiraglarin test
sirasinda aktif oldugunu ve érnegin Membran Cihazi boyunca diizglin sekilde dagildigini dogrular. Ayni
zamanda, test ile iligkili diger ayiraglarin reaktifligini de dogrular. Sonug alaninin arka planinin berrak
olmasi, dahili negatif kontrol olarak gorillr. Test dogru sekilde yapiimigsa ve ayiraglar dogru sekilde
calisiyorsa, arka plan goriilebilir bir sonug verecek sekilde beyaz olacaktir.

Harici:C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® kitinin reaktifligi, teslimat sonrasinda Pozitif Kontrol ve

negatif kontrol (Seyreltici) kullanilarak dogrulanmalidir. Pozitif Kontrol kit ile birlikte verilmektedir (gri

kapakli sise). Pozitif Kontrol test ile iligkili diger ayiraglarin reaktifligini test eder ve analitik test gegirimi

hassasligini saglamak uizere tasarlanmamistir. Seyreltici negatif kontrol igin kullanilir. Yerel, devlet ve/
veya federal yénetmelikleri ve/veya akreditasyon kurumlarinin gerekliliklerini kargilamak icin ilave testler
yapllabilir.

SINIRLAMALAR

1. C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testi, diski 6rneklerinde C. difficile antijen ve toksinlerinin saptanmasi
icin kullanilir. Test, diskidaki toksin varligini dogrular ve bu bilgi, doktor tarafindan hastanin klinik gegmisi
ve fiziksel muayene sonuglarinin isiginda yorumlanmalidir. C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®testi,
su seviyelerde saptama yapacaktir: A toksini: 20,63 ng/mL, B toksini: 20,16 ng/mL, ve glutamat
dehidrojenaz: 20,8 ng/mL.

2. Diski érnekleri son derece komplekstir. C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testinden en iyi sonuglari
almak igin en ge¢ 24 saat igerisinde toplanmis orneklerin kullanilmasi gerekmektedir.  Birgok
seyreltiimemis 6rnek, toksinde biyiik oranda bozunma gérinmeden 2°C ila 8°C aras! sicaklikta 72
saat saklanabili. Ornekler bu siire igerisinde test edilmediginde, dondurulabilir ya da ¢ozilebilir.
Ancak, dondurma ve ¢ozme iglemleri arka arkaya gergeklestirildiginde antijen ile A ve B toksinleri
immiinreaktivitesinde kayip olabilir.

3. Bazi érnekler zayif reaksiyon verebilir. Bu birkag faktérden kaynaklaniyor olabilir; disik antijen ve/
veya toksin seviyeleri , baglayici maddelerin bulunmasi veya diskida inaktive edici enzimler olmasi.
Cizgiler yogunluga bagli olarak agik veya koyu olarak goriintiilenebilir. Kismi bile olsa herhangi bir
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mavi ¢izgi gézlemlendiginde, bu 6rnekler pozitif olarak rapor edilmelidir. Net bir kismi mavi gizgi
pozitif sonug olarak yorumlanir.

4. %10 Formalin, mertiolat formalin, sodyum asetat formalin ya da polivinil alkolde saklanan digki
ornekleri kullanilamaz.

5. C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testi nitel bir testtir.
yorumlanmamalidir.

6. Immiinolojik olarak ilgili toksinlerin iiretimi nedeniyle C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testinde C.
sordellii reaktivitesi de gortlebilir (1).

7. Bebeklerde %50'ye kadar kolonizasyon orani rapor edilmistir. Kistik fibroz hastalarinda da yiiksek
bir oran rapor edilmistir (1, 3). Bu gruplarda, sonuglar pozitif gorilebilir ancak testler kolonize tasiyici
olma potansiyeli gergevesinde degerlendiriimelidir.

8. C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testi toksin bélimiinde reaksiyon gosteren tek C. difficile disi
organizma Clostridium sordellii VPI 9048'dir. Bu tiir, sirasiyla A ve B toksinleri ile homolog olan HT
ve LT toksinlerini Gretir.

9. Kolonik yikama, baryum lavmani, laksatifler ya da bagirsak preparatlarinin C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® testi performansina etkisi ile ilgili herhangi bir veri bulunmamaktadir. Bu prosediirler
asir seyreltmeye ya da drnekte test performansini etkileyebilecek katki maddelerinin bulunmasina
neden olabilir.

BEKLENEN DEGERLER

Clostridium difficile hastaligi, temel olarak yasli hastalarda gériilen nosokomiyal bir hastaliktir ve bu
hastaligin gorilme sikh@i hasta nifusu, kurum tirl ve epidemiyoloji gibi faktorlere baglidir. Antibiyotik
iliskili diyaresi olan hastalarda rapor edilmis olan C. difficile hastaligi orani %5 ile 20 arasindadir ve
hastanelerde bu oranlardan daha disik ya da yliksek oranlar gérilebilir. Bazi saglkh yetiskinler

ile bliylik miktarda saglikli bebekte (%50'ye kadar) C. difficile toksini pozitif sonug verebileceginden,
test sonuglarinin klinik semptomlar ile birlikte degerlendiriimesi 6nemlidir. Buna ek olarak, kistik

fibroz hastalarinda %22 ila %32 arasi bir C. difficile tasiyici orani oldugu rapor edilmistir (1,3). Bu
cihaz igin gergeklestirilen ve semptom gdsteren hastalar lizerinde y(ritiilen galismalarda A ve B
toksinlerine rastlanma orani %12, GDH orani ise %18'dir. C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testinin
antijen béliimiinde alinan pozitif sonug, diski 6rneginde C. difficile bulundugunu, negatif sonug ise bu
organizmanin bulunmadigini gésterir. C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testinin toksin bélimiinde
alinan pozitif sonug, diski 6rneginde C. difficile bulundugunu, negatif sonug ise toksin bulunmadigini ya
da toksin diizeyinin saptama igin yetersiz oldugunu gosterir.

PERFORMANS OZELLIKLERI

Rengin yogdunlugu nicel olarak

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testinin antijen boliimiiniin klinik degerlendirmesi

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testinin antijen bélimiinin bakteri kiltiirii ile karsilagtiriimasi.
Degerlendirmeye dahil edilen 6rnekler, rutin test icin klinik laboratuvara génderilmistir. Kurum igi
proseddrlere uygun sekilde bakteri kiltlri testi yapiimistir. Sonuglar Tablo 1'de gdsteriimektedir.

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testinin bakteri kiiltirii ile karsilagtirmasina yonelik
klinik performans o6zeti

Tablo 1.

Bakteri
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 201 62
Antijen Cizgisi Pozitif
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 21 842
Antijen Cizgisi Negatif




%95 Giivenilirlik Siniri

Hassasiyet 90,5% 85,7-93,9
Ozgilluk 93,1% 91,2-947
Pozitif Belirleyicilik Degeri 76,4% 70,7-81,3
Negatif Belirleyicilik Degeri 97,6% 96,2 — 98,4
Korelasyon 92,6% 91,8-934

Farkli 6rnekler giincel ELISA testleri kullanilarak C. difficile glutamat dehidrojenaz igin

degerlendirilmistir.

62 yalanci pozitif 6rnegin yirmi dokuzu, baska bir GDH testinde de pozitif sonug vermis ve gergek

pozitif olarak degerlendirilmistir.

21 yalanci negatif 6rnegin on li¢li bagka bir GDH testinde de negatif sonug vermis ve gergek

negatif olarak degerlendirilmistir.
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testinin antijen bolimd, C. difficile toksini saptamasi igin doku
kultdrd testi ile karsilastirimistir. Degerlendirmeye dahil edilen 6rnekler, rutin test igin klinik laboratuvara
gonderilmistir. Sonuglar Tablo 2'de verilmistir. C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testinin antijen
béliimiinde doku kiltiri-pozitif rneklerinin %98,7'si algilanmistir.

Tablo 2.

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testinin doku kiiltiirii testi ile kargilagtirmasina
yonelik klinik performans 6zeti

Doku K Doku Kiltirii
Pozitif Negatif
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 154 109
Antijen Cizgisi Pozitif
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 2 861
Antijen Cizgisi Negatif

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testinin toksin boliimiiniin klinik degerlendirmesi

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testinin toksin bolim iki klinik laboratuvarda ve TECHLAB®, Inc'de
kurum iginde doku kiiltiri testi ile karsilastirilmistir. Bu degerlendirmeye dahil edilen érnekler, rutin testler
icin klinik laboratuvarlara génderilmistir. Sonuglar Tablo 3'de gosteriimektedir.

Tablo 3.  C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testinin doku kiiltiirii testi ile kargilagtirmasina

yonelik klinik performans 6zeti

Doku Kiiltiiri

Negatif

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
Antijen Cizgisi Pozitif

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
Antijen Cizgisi Negatif

Hassasiyet 87,8% 81,4-92,3
Ozgiillik 99,4% 98,6 - 99,7
Pozitif Belirleyicilik Degeri 95,8% 90,7 - 98,3
Negatif Belirleyicilik Degeri 98,1% 96,9 - 98,8
Korelasyon 97,8% 97,6 - 98,0

Farkl 6rnekler giincel ELISA testleri kullanilarak A ve B toksinleri igin test edilmistir.

6 adet yalanci pozitif drnekten besi ELISA ile pozitif sonug vermis ve gergek pozitif olarak
degerlendirilmistir.

19 yalanci negatif 6rnegin on ikisi ELISA testinde de negatif sonug vermis ve gergek negatif olarak
degerlendirilmistir.

DISKI ORNEGI KIVAMININ ETKISI

Digki 6rnegi kivaminin C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® lizerindeki etkisi

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testinin antijen bélimiinde (n=978) ve toksin bolimiinde (n=981) farkli
kivamlardaki digki 6rneklerinin reaksiyonlari Tablo 4 ve 5'te verilmistir. Kiiltir testi ya da C. DIFF QUIK
CHEK COMPLETE® testi kullanilarak elde edilen pozitif reaksiyon yiizdeleri Ug tiir digki 6rneginde de
(sivi, yari kati ve kati) benzerdir. Tim ornekler C. difficile testi igin gonderilmistir. Gonderi sirasinda 6rnek
kivami degil, hasta gegmisi temel alinmistir. Antijen bolimiinde, sonuglar, farkli kivamlarda érnekler test
edilirken C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testinin bakteri kiiltirinde de benzer sekilde performans
gosterdigini ortaya gikarmistir. Toksin béliminde, sonuglar, farkl kivamlarda rnekler test edilirken C.
DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testinin doku kiiltirii testinde de benzer sekilde performans gésterdigini
ortaya ¢ikarmistir.
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Tablo 4.

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE?® testinin antijen boliimiinde farkl kivamda
digki 6rneklerinin reaksiyonu

Ornek sayisi Sivi Ornekler Yari-kat Kati Ornekler
(n=978) (n =335) Ornekler (n = 522) (n=121)

Bakteri kiilturi testinde
pozitf 59 (17,6%) 110 (21,1%) 19 (15,7%)
C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® 72 (21,5%) 128 (24,5%) 25 (20,7%)
Antijen Cizgisi Pozitif
Bakteri kltlirii testind
n:gaetirfl dlturt testinde 276 (82,4%) 412 (78,9%) 102 (84,3%)
C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® 263 (78,5%) 394 (75,5%) 96 (79,3%)
Antijen Cizgisi Negatif

Tablo 5.

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE?® testinin toksin béliimiinde farkli kivamda digki
orneklerinin reaksiyonu

Ornek sayisi Sivi Ornekler _ Yari-kati Kati Ornekler
(n=981) (n=336) Ornekler (n = 523) (n=122)

Doku killtiirti testinde pozitif 43 (12,8%) 81 (15,5%) 8 (6.6%)
C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® 42 (12,5%) 72 (13,8%) 7 (5,7%)
Toksin Cizgisi Pozitif
Doku kiiltlirii testind
n:g;‘tif“ trdl testinde 293 (87,2%) 442 (84,5%) 114 (93,4%)
C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® 294 (87,5%) 451 (86,2%) 115 (94,3%)
Toksin Cizgisi Negatif

ANALITIK HASSASIYET

Test gegirimi A toksini i¢in 0,63 ng/mL, B toksini igin 0,16 ng/mL ve glutamat dehidrojenaz igin 0,8 ng/mL
konsantrasyonda olacak sekilde belirlenmistir.

TEKRARLANABILIRLIK

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testinin tekrarlanabilirligi, test sirasinda tanimlanmamak tizere
kodlanmis 12 adet diski 6rnegi kullanimini icermektedir. Test, drnekleri 3 giin boyunca test eden 3 adet
bagimsiz laboratuvarda gergeklestiriimistir. Ornekler, %100 oranda beklenen sonuglari vermistir.

CAPRAZ REAKSIYON

Nihai konsantrasyon olarak yaklasik 10® ya da daha yiiksek degerde bulunmak sartiyla, asagidaki
organizasyonlarla agilanmis olan diski 6rnekleri, C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE?® testinin antijen ya da
toksin béliimiinde reaksiyona girmemistir:
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Bakteri veya Patojen: Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacteroides fragilis,
Campylobacter coli, Campylobacter fetus, Campylobacter jejuni, Candida albicans, Clostridium
butyricum, Clostridium clostridiforme, Clostridium haemolyticum, Clostridium histolyticum, Clostridium
novyi, Clostridium perfringens, Clostridium septicum, Clostridium sordellii (toksijen olmayan), Clostridium
sporogenes, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis, Escherichia coli
EIEC, Escherichia coli, Escherichia coli O157:H7, Escherichia coli ETEC, Klebsiella pneumoniae,
Peptostreptococcus anaerobius, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium,
Serratia liquifaciens, Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus aureus (Cowans), Staphylococcus epidermidis, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus,
Yersinia enterocolitica

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testi toksin bélimiinde reaksiyon gosteren tek C. difficile digi
organizma Clostridium sordellii VP| 9048'dir. Bu tiir, sirasiyla A ve B toksinleri ile homolog olan HT ve LT
toksinlerini Uretir.

0,2 mL'de 10%% ila 10%2 TCID biriminde goriilme sartiyla, asagidaki viriisler C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE?® testinde reaksiyona girmemistir:

Viriisler: Adenoviriis tiirleri 1, 2, 3, 5, 40, 41, insan koronaviriisii, Koksakiviriis B2, B3, B4, B5, Ekoviriis
9, 11, 18, 22, 33, EnterovirUs tlrleri 68, 69, 70, 71, Rotaviris.

ETKILESEN MADDELER

Diskida asagida belirtilen konsantrasyonlarda bulundugunda, test sonuglari Gzerinde etkisi olmayan
maddeler (A.B.D. formiilasyonu) asagida verilmistir: musin (%3,5 w/v), insan kani (%40 v/v), baryum
stilfat (%5 w/v), Imodium® (%5 v/v), Kaopectate® (%5 v/v), Pepto-Bismol® (%5 v/v), sterik/palmitik asit
(%40 w/v), Metronidazol (%0,25 w/v), Vankomisin (%0,25 w/v).

SIKLOSERIN-SEFOKSITIN-FRUKTOZ AGAR (CCFA) ILE ELDE EDILEN
KLINIK iZOLATLARIN REAKSIYONU

37°C sicaklikta CCFA (izerinde anaerobik bakteri kiiltiirli testi yapilmasindan 3 giin sonra elde edilen
toplam 103 C. difficile klinik izolati C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® testi ile test edilmistir. Analiz igin,
digki 6rnekleri icin 6nerilen sekilde bagimsiz koloniler segilmis ve Seyrelticide bekletilmistir. 103 izolatin
timi teste pozitif antijeni reaksiyonu vermistir.

103 izolatin yetmisi (%68) doku kiiltiirii testinde C. difficile toksini igin pozitif sonug veren diski 6rneklerine
aittir. Bunlarin 56 tanesi (%80) 3 giin boyunca 37°C'de CCFA iizerinde gergeklesen anaerobik biiylime
sonrasinda degerlendirildiginde pozitif toksin reaksiyonu vermistir.



TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

HA3HAYEHUE

AHanua TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® — 310 MeMBpaHHbIi1 UMMYHO(EPMEHTHbIN SKCrpece-
aHanus, npeaHasHa4YeHHbI 4515 OJHOBPEMEHHOTO 0GHapPYXXeHNst aHTUreHOB FyTamaTaeryaporeHasbl U
TokcuHoB A u B Clostridium difficile B ogHO peakuyoHHOM NyHKe. AHanua no3sonseT 06HapyXWUTb aHTUrEH

C. difficile — rnyTamaTaernaporeHasy, YTo AaeT BO3MOXHOCTb NOATBEPAUTL NpucyTcTBue Gaktepwii C. difficile.
Kpome Toro, aHanua no3BonsieT NoATBEPANTL Hanuume TOKCUKOreHHbIX Gaktepuin C. difficile, BbISBRSSt TOKCUHbI
A v B B npobax chekanuii, B3ATbIX Y Nofiei, KOTopble, BOIMOXHO, UMetoT 3aboneBaHus, BeisBaHHble C. difficile.
AHanu3 AoMmKeH NCMonb30BaTLCA Kak BCOMOraTernbHoe CPeACTBO NMpy AMarHocTuke 3aboneBanuit, Bbl3BaHHbIX
C. difficile. Kak v ans apyrux aHanuaos C. difficile, pe3ynstatel aHanwaa AoMKHbI MIHTEPMPETUPOBATLCS C
y4eToM ncTopum GonesHn naumeHTa.

OMNUCAHUE

Mocne neve6Horo kypca ¢ UCMOMNbL30BaHNEM aHTUBUOTUKOB Y MHOTUX NALMEHTOB BO3HMKAIOT Npotnemsi ¢
Kenyao4YHO-KMLIEYHbIM TPAKTOM: 3TO MOXeT BbITb Kak HenpoaomkUTENbHas Anapes, Tak u Tskenble C’JOprI
ncesgomMem6paHo3Horo konnta. MHorve crydam nerkux oopm 3aboneBaHuii xxenyao4HO-KULLIEYHOTO TpaKTa u
6ONbLUMHCTBO Cry4aeB NceBaOMEMOPaHO3HOTO KOMMTa BbI3bIBAIOTCS! TOKCUKOreHHbIMU WTammamu Clostridium
difficile (1). OTOT opraH13m SIBNSIETCS ONMOPTYHUCTUHECKOI aHadpoBHOIt GakTepueit, koTopasi pasMHOXaeTcst
B KULLEYHVKe, ecriv HopMarbHasa q)nopa N3MeHseTcsa nNoa BNusHuemM aHTUGMOTUKA. TOKCUKOreHHbIE LUTaMMbl
C. difficile UMeloT reHbl, koTopble 06yCNOBNMBAIOT BbIPAaGOTKY TOKCUMHOB, B TO BPEMS Kak HETOKCUKOTEHHbIE
LUTaMMbl He UMEIOT Takux reHoB. Hauarno 3aboneBaHusi CBsi3aHO ¢ TOKCMHaMW, KOTOpble BblpaﬁaTblEalOTCﬂ
TOKCUKOreHHbIM OpraHnu3MoM. Cwn'aemﬂ, YTO KNUHUYECKNe CUMNTOMbI AaHHOro 3aboneBaHus npexae Bcero
BbI3bIBAOTCS TOKCMHOM A — 3HTEPOTOKCUHOM, KOTOPbI NoBpexaaeT TkaHu (2,3). bakrepuu C. difficile Takke
BblpabaTbIBaloT BTOPOIA B TOKCMHA — TOKCUH B. ToKcuH B, KOTOPbIN HA3bIBAIOT LIMTOTOKCMHOM OpraHu3ma, —
3TO TOKCUH, KOTOPbI OGHAPYXKMBAETCS C NMOMOLLbIO aHaNM3a TKAaHEBOW KyIBTYpbl, UCMOMb3YeMOro BO

MHorvx naboparopusix. TokcukoreHHble Wwrammbl C. difficile moryT BbipabatbiBaTh 06a TOKCUHA UMK TOMbKO
ToKeuH B (4-7). MytamataernaporeHasa C. difficile — 3T0 ka4eCTBEHHbI aHTUreH-Mapkep s opraH1ama B
dJeKaJ'IVIﬂX, TakK Kak OH BblpaﬁaTblEaETCﬂ B BOMbLUMX KOMUYECTBAX BCEMMU LT . KaK TOKCUKOI , TaK
HeToKCHKoreHHbIMM (8—10). AHTUrEH MOXHO 0BHapyxuTb B Npobax cekanuii ¢ nomoLblo aHanusa C. DIFF QUIK
CHEK COMPLETE®. TMonoxvTenbHbI pesynbrat aHanusa Ha Hanuuve myTamataernaporeHasst C. difficile
noATBepXXAaeT NpUCYTCTBIUE 3TOrO OpraHu3mMa B Npobe dhekanuii; oTpuLaTenbHbIi pesynsTaT ykasblBaeT Ha
OTCYTCTBYWE 3TOro OpraHnama. MonoXuTENbHbIN pesynbTaT TecTa Ha Hanuume TokCMHOB A 1 B noaTeepxaaet
NpUCYTCTBIE TOKCUKOreHHbIX LTammoB C. difficile.

NMPUHUUN AEUCTBUA AHATIU3A

B ananuse C. DIFF QUIK CHECK COMPLETE® ucnonb3yloTca aHTuTena, cneunuyHble ans
rnyTamaTaernaporeHassl 1 TokcuHoB A 1 B wtammo C. difficile. YCTpoMCTBO BKMHOYAET OKHO peakuun

C TPEMS NIUHUSIMN HENOABWXKHBIX aHTUTEN. TecToBasi NMUHWS aHTUreHa («Ag») COAEPXUT aHTUTeNa K
rmytamataernaporeHase C. difficile. KoHTponbHas nuHus («C») — 3T0 MyHKTUPHAs NUHUS, KoTopast
CO/IEpPXWT aHTUTeNa nepokcnaasbl xpeHa (HRP). TecToBasi nuHUs TOKCMHOB A 1 B («Tox») conepxut
aHTuTena k TokcuHam A u B C. difficile. KoHblozam copepxuT aHTUTena K rmytamataernaporeHase u
aHTWUTEna k TokcHam A 1 B, KoTopble CoeaHEHb! C Monekynamu nepokcuaasbl XpeHa. [ns npoeeaeHus
aHanu3a npoba fobasnseTcs B NpobupKy, Coaepxalllylo CMeCb pacmeopumersi i KoHblo2ama.
PactBopeHHasi cmecbh Npobbl U kOHBloraTa AobaBnsieTcs B JiyHKY 0715 Mpobbl, NOCNe Yero yCTpONCTBO
HeobxoAMMO 0CTaBWUTb Ha 15 MUHYT, 4TOBLI NpousoLuna VHKyGaLus Npy kKOMHaTHoO TemnepaTtype. B xoae
WHKyGaLum Monekynbl ryTamaTaernaporeHasbl 1 TOKCMHOB A 1 B B Npo6e CBSA3LIBAIOTCS C KOHbloratamut
aHTUTEnN 1 nepokcnaasbl. KOMMNEKChl aHTUIEeH-aHTUTENO-KOHBIOrAT NPOHWKAIOT Yepes unbTPoBasbHYy
TKaHb Y NoNaaatoT Ha MemBpaHy, [ae OHW 3aXBaTbIBAIOTCH HEMOABIKHBIMU aHTUTENAaMU B NNHUSIX,
cneumduyHbIMK K riyTamaTaernaporeHase 1 TokcuHam A u B. 3aTtem okHO peakyuu NpoMbIBAETCS C
ncnonb3oBaHnem byghepHo20 pacmeopa Onisi IPOMbIsaHusi, nocne yero anobaensetca cybecmpam. [lNocne
10-MWUHYTHOTO MHKYBaLIMOHHOTO Nepuoaa peakuus «Ag» NPOBEPAETCS BU3yarnbHO: Ha CTOPOHE «Ag» OKHa
peakyuu AOMKHa NOSBUTLCS BepTUKanbHas ronybas nuHus. losieneHve rony6oil NMHUK yKkasbiBaeT Ha

NONOXWUTENbHbIN pe3ynbTaT aHanu3a. Ecnu pesynbrar aHanmsa «Ag» MoNoXMTENbHbIA, HEOGXOAMMO
BU3yarnbHO NPOBEPUTbL PeakLuio «Tox»: Ha CTOPOHe «TOX» OKHa peakyuu AOMKHa NosiBUTbCS ronybas
nuHns. MosiBneHre ronyGoii NMMHUM yKasblBaeT Ha NONOXUTENbHbIN pesynbTaT aHanusa. [onoxutensHas
peakuusi «C», Ha KOTOPYHO yKaablBaeT BepTUKarnbHas rony6ast uHust B obnactn «C» okHa peakyuu
NoATBEPXXAAET, YTO aHaNN3 BbINOHEH NPABUILHO U Pe3ynbTaThl SBMSKOTCS AOCTOBEPHBIMM.

NPEOOCTABJIEHHbBIE MATEPUAITbI

— KaXxgas ynakoBka CoaepXuT 1 ycTpoicTBo

- SPE Pacmeopumens (cnakoH, 22 mn) — 6ycepHblii GeNKOBbIN PacTBOP C rpagyupoBaHHON
nuneTkon

BydghepHbIi pacmeop dnsi npombieaHusi (dnakoH, 12 mn) — GydepHbiit pacTeop ¢

_ rpagyvpoBaHHO NUNETKON

_ KoHbrozam (cpnakoH, 2,5 M) — MbILUKMHbIE MOHOKITOHAbHbIE aHTUTENa K
rnyTamatAernaporeHase, CoeAMHEHHbIE C MOMEKyaMy Nepokcuaaskl XpeHa, u Kosbu
NONVKNOHANbHbIE aHTUTENa K TOKCMHaM A 1 B, coeiuHeHHble C Momnekynamm nepokcuaasbl
xpeHa, B 6ychepHom BenkoBom pacTeope

4 (2 mn) — aHTUreH B 6ychepHom GenkoBom

[MEM| DEV |
DIL | SPE |
\WASH|REAG
SUBS|REAG Cy6cmpam (cbnakoH, 3,5 Mn) — pacTBop TeTpameTunoeHsnanHa
CONJ

To. ' P i 06p
CONTROI pacTsope

O0Hopa308bIe MN/1acmuKoeble MUMemxu — ¢ rpagyyupoBaHHoON Lkanon 25 mkr, 400 mkn 1 500 mkn

[nsa auarHocTukw in vitro

HEOBXOOUMbIE MATEPUAIbI U OBOPYJOBAHUE, HE BKITKOYEHHBIE B
KOMMNEKT MOCTABKU

Tecmosblie npobupku He6onbWo20 pa3mepa (Hanpumep, naacmukossie npobupku muna dnneHOopg unu
CMeKIsiHHbIE MPo6UPKU)

Nano4ku-mammnoHb! Tatimep
O0dHopa3zosble nepyamxu 0151 pabomsi ¢ npobamu hekanuti

CPOKM U YCITOBUA XPAHEHUA

Cpok rogHocTV HaGopa ykasaH Ha Hakmnenke. CpoKu FoAHOCTM Ka/J0oro KOMMOHEHTa ykasaHbl Ha OTAemnbHbIX
Hakneiikax. Habop gomkeH xpaHuTbes npu Temneparype 2-8 °C.

MEPbI NPEOOCTOPOXXHOCTHU

1. He cnenyet cMelumBaTh peareHTbl U3 pasnuyHbix HaGopoB 1nu GpaTh peareHTbl 13 pasnuyHbIX HaGopoB.
He vcnonb3yiite HaGop, ecnu ero Cpok rofHOCTH UCTEK.

2. OcmoTpuTe KaxAbl KOMMOHEHT HaGopa Ha Hanuuue yTeyek. [locne mMonyyYeHWs OCMOTpUTE
Habop, 4ToGbl Y6eAUTLCS, YTO KOMMOHEHTbI He 3aMepP3ni U He SBMSITCS TEeNMbIMU Ha OLLYMb U3-3a
HEenpaBUIbHLIX YCMOBUIA TPAHCTIOPTUPOBKM.

Buxpesbili cmecumerns
IMunemmop u Hacadku




3. Bce koMnoHeHTbl gomkHbl nMeTs KOMHATHYHO TEMMEPATYPY MEPEL MCMNONb30OBAHNEM! -

4. KphbILLKM, HACAAKY 1 MMNETKA MOMEYaIoTCS pasnuiHbIMM LiseTamy; HE nyTaiite ux u HE mensiite ux! Hoxautecs, noka npoba HarpeeTcs A0 KOMHATHON

5. He 3amopaxuBaiite peareHTbl. Habop gomkeH xpaHuTbcs npy Temneparype 2—-8 °C 33M‘3P°>K6HHH9 s Bonee yem 72 yaca Temneparypkl. MHorokpatHoe 3amopaxmBanme

6.  YnakoBka C MemMBpaHHbIM yCmpoUcmeoM [OIKHa UMETb KOMHATHYI0 Temneparypy, npexae Yem ee -10°C 1 pasMopaxwuBaHne MOXeT NpuBecTu k yrpate
MOXHO ByAeT OTKpbITb. MeMbpaHHbIe YCTPOMCTBa AOMKHbI ObiTh CyXMU Nepes UCMOMb30BaHUEM. aKTMBHOCTM NPOGk! 13-3a PA3PyLIEHNsi TOKCUHOB.

7. Mpobbl bekanuit [OIMKHBI MCMONB30BATLCS B TeYeHWe 72 4acoB nocne 3abopa npobbl, 4TOGLI
obecneunTb onTUManbHble pesynbratbl.  3amepslve npobbl MOryT yTpaTWTb aKTMBHOCTb U3-3a 1. [lonyckaeTcs UCnonb3oBaTk cTaHAaapTHbIE Npoleaypbl 3a6opa Npobbl v MeToAbl 0BpaLLeHus, KoTopble
3aMep3aHus 1 NOCreAlytoLIero pasMopaxnBaHms. B crnyyae ncnonb3oBaHusi 3aMOPOXEHHbIX 06pa3LIoB vcnonbaytoTes B nabopatopuu Ans paboTsl ¢ Npobamu ekanmi.

[OXOMTECH, NOKa OHU HarpetoTCes A0 KOMHaTHOW Temneparypb. 2. Mpobbl hekanuii 4OMKHBI XPAHUTLCS B YNCTBIX U TEPMETUYHBIX KOHTERHEepaXx.
[epxuTe bnakoH C peareHTOM BepTUKanbHO, 4YTOGbl O0BecneunTb OAMHAKOBLIA pa3Mep kanenb U 3. HE PEKOMEHLYETCS xpaHuTs npobbl hekanuii B pacmeopumerne.
Habparb HeobxoanMbIit 06bem peareHTa. 4. He ponyckaiiTe, 4Tobbl Npobbl hekanuit HaxoaUnUCh B CMECH pacmeopumensi U KOHblo2ama B Te4eHne

9. Mpobbl M MeMmbpaHHble YCTpOMCTBA AOMKHbI 06pabaTbiBaTbCst UM YTUNM3UPOBATbCA Mocne Bonee yem 24 4acos.

MCMNONb30BaHNA Kak MCTOYHMKM NOTEHLMAaNbHON B1onorniyeckoit onacHocTu. [pu BbINONHEHUM aHanun3a
0 geOGXO[:lI/IMO HafeBsaTb OAHOPa30BbIe I'IepHagKl/l. . I'IOHFOTOBKA MNMPOBbI
. anpeLlaeTcsa NOBTOPHO UCMNOMb30BaTb MEMOPAaHHbIE YCTPOMCTBA.

11. ﬂ,aH’:lblVl aHanus 6pr]‘| ONTUMU3NPOBAH C pTqum aypesmn YYBCTBUTENBHOCT U CNELMUYHOCTH. Hoxqaurecs, noka Bce peareHTe! u Heoﬁxonmlgoe KOMUYECTEO YCTOMCTS HAPEIOTCA A0 KOMHATHOM
OTKMOHEHNS] OT yKaSaHHOVI npowenypb winnm yCJ'IOBI/II;I NPOBEAEHUS aHanM3a MOryT MOBMUSITH Ha Temnepartypbl, gpem,qe yem I/Ié NCcnonbL30BaTh. eKOMeH[ZlyeTCﬂM n3BreYb peareHTbl U3 NeHonnacToBoro
4yBCTBUTENbHOCTb M CNELMMUYHOCTb aHanm3a. He OTKNOHAWTECh OT yKasaHHOW npoLeaypbl. P Eﬁ”iﬂo:ﬁi}gg nblg:l: “ﬂa'—"%:'ﬁ;pge“'fg p:;ggﬁ fucj ;;n::s:gg;lﬁrenmg%aa%pb;ﬂ KEKAOH MDOBLI 1 Ansi

12.  Ecnu aHanusupyetcsi Heckonbko npo6 dekanuii, KOHTponupyite obliee Bpemst aHanusa. CHavana . O#OnHVITeanbIXpBHeLzHI/IE(yKOHT OJ'IbFIl-ibIX 06PA3LIOB, €CHN HEOBXO, lljnmo pke A KA p A
nobasbTe pacmeopumerib, 3aTeM [06aBbTE KOHbO2am B KaXayto Npobupky C pacmeopumenem. 3atem 3 ﬂ Cronbays YepHylo Tpayup oapaHHy 0 nmngnx;l .q oGaBLTe 750” MKJ'; (2-¢ peneHMe OT KoHuMKa)
nobasbTe Npoby B NMpobupky ¢ pacmeopumernieM W KOHbio2amom. TLATeNbHO nepemeluante Bce . ACMBOPLIMENS B KAXAYIO MDOBUDKY ans MDo6 cpékanmm 1151 NP6 B TPAHCNOPTHLIX CPEAAX, TAKUX
pacTBOpeHHble Npobbl U NMOMECTUTE UX B MeMbpaHHoe ycmpolicmeo. 15-MUHYTHbIN UHKYGaLMOHHbIN P c P BI é(';% p P! y%so P p P P pen
nepuoa Ha4yMHaeTcsa nocre Toro, Kak NocneaHsas cMecb C pacTBOPOM I'Ip06bl W KOHblOraTa nomMelleHa B kak Cary air unv MKI " il i
MembpaHHoe ycmpolicmeo.

13.  Ecnu uBeT peareHTa cy6Cmpama MEHSIETCS! Ha CUHWIA UMK (DMONETOBINA, CBSXKMTECH CO CIYXGOM Tun npobi O6wem pacmeopumens
TEXHUYECKON NOAAEPXKKMN, YTOOLI NPOM3BECTY 3aMeHy. N

14.  TMpo6bl bekanuiti MOryT coaepxaTb MOTEHLMANbHO WHMDEKLMOHHbIE areHTbl, U MaHUNynauun ¢ HUMK Ceexue npobbl cexanui 750 MKkn (2- Aenenue oT KoHumka)

[OMKHbI MPOU3BOANTLCSI B COOTBETCTBUM C TPeBGOoBaHUAMM «YPOBHS BUONOrMYeCcKoii onacHoCTU 2», Kak N
pekomeHaoBaHo B Pykosoactse CDC/NIH «Buonorndeckasi 6e30MacHOCTb B MUKPOBMOMOTMUYECKUX 1 3amopoxeHHbIe NpoBbi dekanmi 750 MKN (2- ieneHue OT KOHHMKa)
G1OMEAMLIMHCKNX NaGopaTopusIX». (samopoxeHHble, Ges pacTeopuTens) 159

15.  Bce peareHTbl NnpeaHasHayeHbl UCKIMOYUTENBbHO AMNst AUArHoCTUKM in Vitro. N 509

Mpo6bl B TpaHcnopTHo cpeae (Cary 650 MK (cooTBETCTBYHOLLEE AEneHne [
3ABOP MPOB ®EKAJIUIA, OBPALLEHUE C HUMU Y XPAHEHUE Blair, C&S) oroyTeTayer)
BHeLLHMe KOHTPOSbHbIE MPOGbI

MpoBbl chekanuid, BbiAep)aHHbIe B hopManiHOBOM 4.
hukcaTtope (Hanpumep, hopManyH C aLeTaToM HaTpus, 5.
pacteop chopmanuHa 10 %, hopmanuH ¢ MEpTMONSATOM)

[lo6aBbTe No 0AHOM Kanne KoHbozama (hNakoH C KPAacHOM KPbILLKOW) B Kax/ayto NpoBupky.
UcnonbayiiTe ofHy 0fHOPa30BYl0 MNNACTUKOBYIO NUMETKY (BXOAUT B KOMMIEKT NOCTaBKW) AN KaXaon
npo6bl. Kaxxaas nunetka umeet rpaayupoBKy ¢ Aenenusimn 25 Mk, 400 mkn u 500 mkn.

Caesxwie npobbl hekanuit

Mpobbl thekanwii, BolaepKaHHble B CNMPTOBOM (huKkcatope

SamopoxeHHsIe NPobe! hexanmii (Hanp1Mep, NONMBUHIOBBIN CIPT)

MpapyupoBaHHas nuneTka:

Mpobbl B TpaHcnopTHoii cpeae (Cary 500 Mkn 400 MKn 25 MKn
Blair, C&S) ‘ ‘ ‘
XpaHeHue npo6 JonycTUMbIi Cpok
Temnepartypa XpaHeHus KommeHTapuu | | I 1
2-8°C 72 yaca MpeanbHble Npobbl A0MKHbI BbITh B3ATHI He Gonee 6. TwarensHo nep 1Te BCe NPOGbI or TeHuun. BaxHo, 4TobbI npoba
YeM 3a 24 yaca 4o aHanuaa P POAHYto Cy 3110, uem ITh ee.

— HabepuTe 25 MK npoGbl B NUNETKY ¥ NomMecTuTe nNpoby B cMech
pacmeopumerisi U KoHblo2ama. VIcronb3ys Ty e NUNETKy, nepeMelLiaiiTe pacTBOPEHHYI0 Npoby.
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BarsepaesLune/NnoTHbIE Npobbl — HeobxoaVMo 106aBMTL NPaBMIbHOE KOMMYECTBO 3aTBepaAeBLUNX thekanii B
CcMech ¢ Mpoboit. TLaTtensHO nepemeLLanTe npoby, UCTONb3yst AEPEBSIHHYIO NANoUKy-TAMMOH, U NepemMecTuTe
HeBombLLYIO YacTb (AMamMeTpoM NPUBNM3UTENBHO 2 MM, SKBUBAIEHT 25 MKIT) Npobbl B CMECb pacTBOpUTENS U
KOHbioraTa. VamensiuTe Npoby ¢ NOMOLLbHO NanoHKV-TaMNoHa.

Mpobbl dhekanuin B TpaHcnopTHoii cpeae Cary Blair nnn C&S — no6asste 100 MK (2 kannm 13 nuneTkn)
npoBbl B CMECb PACMBOPUMESIS U KOHbIo2ama.

[ononHutensHbie NPo6bI Ans BHELWHEro KOHTPONSs:

MNonoxuTensHbIi KOHTPONbHBIA 06pa3eL Ans BHELWHEro KOHTPONs — AobaBkTe OfHY Kanmio
10/10XKUMEIbHO20 KOHMPOIIbHO20 06pa3ya (hrakoH C Cepoit KPLILLKOI) B CMECh pacmeopumerisi u
KOHBlO2ama.

OTpuuaTentHbIi KOHTPONbHIA 06paseLl Ana BHeWHero KOHTpona — AobaBkTe 25 Mkn pacmeopumers B
CMECb Pacmeopumeris U KOHbr2ama.

TMPUMEYAHUE. Ecru dobaeneHo criuwkom maneHbKoe Konuyecmso npobbl uiu He ydanocs pamewams U
dobumscsi 00HOPOdHOU cycrneH3uu Mpobkl 8 CMecu pacmeopumers U KOHblo2ama, 3mo Moxem rnpusecmu
K He8epHOMy ompuuamesnsHoOMy pe3yribmamy aHanusa. Ecnu dobasneHo cruwkom 60sbUoe Konuyecmeo
npobbl hekanutl, Mo2ym 6bimb MomnyYeHbl HernpasurbHbIe pesyibmamsl U3-3a 02paHU4eHHO20 moka rpobsl.

NMPOLEOYPA AHATIU3A

1.

MoproToBLTE OAHO MeMEpaHHOe ycmpolicmeo Ha NPoby 1 OAHO YCTPOIICTBO Ha KaXKAbIi AONONHNTENbHEI
NONOXUTENbHBIA VAW OTPULATENBHEI 06pa3eL| Anst BHELUHErO KOHTPOMS, €C HeOBXxoaMMo.  YnakoBka
13 (hOnbri, B KOTOPOW HAXOASTCS YCTPOWCTBA, [OMKHA HarpeTbest 10 KOMHATHOW TeMnepaTypbl, Npexae
4YeM MOXHO ByneT ee ncronb3oBaTh. VCNonb3yiTe yCTPOWCTBO Cpagy e Mocrne PackpbiTvs YNaKkoBK.
MpomapkupyiiTe Kaxgoe YCTPOMCTBO COOTBETCTBYIOLMM OGpasOM W Pacronoxute ero Ha nnockoi
NOBEPXHOCTU Takum obpasom, 4tobbl Hagnueb «C. DIFF COMPLETE» Haxoaunack BHU3Y YCTPOIACTBa, a
HeBonbLuast nyHka 4515 Npobbl — B BEPXHEM NPaBOM YTy YCTpOicTBa.

JlyHka dnsi npo6bi1

OkHo p

Ag Tox

C. DIFF COMPLETE

3akpoiite kaxayl npobupKy C pacTBOPeHHOW MpoGoi W TLWATENbHO MNepemMeLlaiTe COAepXUMOeE.
,ql'lﬂ 3TOro A0CTAaTO4HO HECKONbKO pa3 nepeBepHyTb I'lpOﬁMpKy nnu cagenartb e HeCKOSTIbKO KpYroBbIX
ABwkeHun.  lMocne Toro kak npoBa nauueHTa Wnu omoKUMesnbHbIl KOHMPOsbHbILU 0bpasey,
PacTBOPUNNCL B CMECH Pacmeopumersi U KoHblozama, HeoGX0ANMO OCTaBUTL €€ Ha HEeKOTopoe Bpemst
(0o 24 vacoB) Anst UHKyGauun Npyu KOMHaTHOW Temnepatype, npexae Yem AobaBnaTs B MembpaHHoe
ycmpoticmeo.

|/|CI'IOJ'II:3y9| HOBYIO NUNETKY, NnepeHecuTe 500 mkn paCTBOpeHHOIZ cmecu I'Ip05bl W KOHblOratTa B JAYHKY
9Ons npobeki (yrnybneHne MeHblUEro pasmepa B BEPXHEM MPaBOM YIy YCTPOWCTBA) MeMBPaHHO20
ycmpoilcmsa: xKunakasa I'IpOGa AOMMKHa nonacTb Ha KanunnspHyw nNpoknagky B MeMﬁpaHHOM
ycmpoticmee. [pu pobasneHnn npobbl B NyHKYy yOeanTechb, YTO KOHYMK MWUMETKN HAKIOHEH B
HanpaeneHuu okHa peakyuu (6onee kpynHoe yrrybrneHue B LEHTPE YCTPOWCTBA). .

ObecneybTe UHKYBGaLWio B yCTPOWCTBE NPW KOMHATHON TemnepaType Mo kpaiHei Mepe B TedeHne 15
MUHYT: Npo6a 3a CHeT kanunnsapHoro adekTa NPOHUKHET Yepe3 YCTPOUCTBO, U BMaXHbIA y4acTok
[OCTUTHET OKHa peakyuu.

YBEAUTECH, YTO BMNUTLIBAHUE MPOBbI MPOU30LLO:

WHoz0a pacmeopeHHas npoba He enumsieaemcsi Hadniexalyum 06pasoM, U OKHO peakyuu He
YBIIaXHSEMCS MOMHOCMbIO. [ECIiu OKHO peakyuu He yenaxHsIemcs MofHOCMbIO 8 meyeHue 5 MuHym
nocrie dobaeneHus rpobb & ryHKy, dobasbme 100 Mk (4 karnu) pacmeopumersi 8 f1yHKy Ons pobbl u
rnodoxoume ewe 5 MuHym (gce2o 20 MuHym).

Mocne wHkyBaumm gobasbte 300 Mkn 6yghepHo20 pacmeopa Ons NpoMbieaHusi B OKHO peakuuu,
UCMonb3ysi rpagynpoBaHHylo NuNeTky ¢ GenbiM Konnavkom. byghepHbili pacmeop Onsi NpoMbieaHust
[OIKEH NPOUTU Yepe3 MeMBpaHy OkHa peakLvm 1 MOMHOCTbLIO BNUTATbCS.

[o6asbTe 2 kannu cy6cmpama (chnakoH ¢ G6enbiM Konnaykom) B oOkHO peakyuu. OCMOTPUTE OKHO U
3anuLIMTe pesynbTaThbl BU3yanbHOrO 0CMOTpa Yepesd 10 MUHYT.

I/IHTEPI'IPETALI,VIFI PE3YJIbTATOB

WHTepnpeTaums aHanmsa HanGonee AOCTOBEPHa, KOrla MokasaHMA YCTPOWCTBA NPOYMTLIBAKOTCA Cpasy Xe
nocne 3aeeplueHns 10-MuHyTHOrO nepuofa peakuym. OcMOTpUTE YCTPOCTBO Ha CTaHAapTHOM pabodem
PacCTOSIHUM B XOPOLLO OCBELLEHHOM romeLLieHn. HeoBXoanMmo cMOTPeTb Ha YCTPOWICTBO CBEPXY.
Y6eauTech, YTO Ha YCTPOMCTBE MO LIEHTPY OKHa peakyuu oTobpaxkatoTcs rornybble TOUKM, KOTopble yKaablBatoT
Ha pesynbTaT BHYTPEHHEro MOMOXWTENBHOMO KOHTPONbHOrO obpasua.  [losiBneHre KOHTPOMbHbIX ToHek
NOKa3bIBAET, YTO BHYTPEHHWIA KOHTPOIb Bbln BLIMOMHEH Haanexallmm obpasom. PoH MOXeT UMeTb Genbiii
LBeT unm crierka rorny6oBarbiii. OCMOTPUTE YCTPOMCTBO Ha Hanmune ronybbix NUHWIA Ha ydacTkax «Ag» u
«Tox» B OKHE peakyuu, rae HaxodsTCA TeCTOBble MMHUM. JIMHAM MOTYT UMETb Pa3fNYHY0 NHTEHCUBHOCTL
OKPacKW: OT Nerkoro oTTeHKa A0 TEMHOTO LiBeTa.

MonoXuTenbHeI pesynsTaT aHTUreHa («Ag»):  [lonoXuTenbHbIA pesynsTaT aHTUreHa MOXeT ObiTb
ornpeaereH B oo MOMEHT BpeMmeHn Mexay AoGaBneHvMem cyb6cmpama W BPEMEHEM CHUTbIBAHUS
pesynsratoB (10 MuHyT). [py MONOXUTENBHOM pesynbTaTte aHTUreHa otobpakaetcs ronybas NnHUs «Ag»
1 rony6as MyHKTUPHAsi KOHTPONbHAsA JMHUS MoA Haanuckto «C» (Puc. 1a). JTuHUM MOryT UMETb pasnuyHyio
VIHTEHCUBHOCTL OKPACKW: OT NIErkoro OTTEeHKa /10 TEMHOrO LiBeTa. FBHas YaCTUYHas IVHUS MHTEPNPETUPYETCS
KaK MOroXWTENbHbIA pesyrnsTar.  He criesyeT MHTepnpeTvpoBaTh W3MeHeHWe LBeTa MembpaHbl kak
NONOXUTENbHBIN pedyrbTat. [onoxuTenbHbI pesyrsTaT ykasbiBaeT Ha npucyTcTume Wtammos C. difficile.
MonoXuTenbHbIA pesynkTaT aHTUreHa U ToKcuHa («Tox»): Ecru pesynbTaT aHTUreHa MonoXUTENbHbIN
(T. . oToBpaxaercs ronybas nuHUA «Ag» 1 ronybas MyHKTUpHas KOHTPOrbHast MHKA «C»), Heobxoaumo
NPOBEPUTL PE3YNLTAT KOHTPOMA Ha HanMyne TOKCUHA. [lonoXuTenbHbI PesynstaT TOKCMHA MOXET ObiTb
ornpeaereH B oo MOMEHT BpeMeHun Mexay AoGaBneHvMem cyb6cmpama W BPEMEHEM CHUTbIBAHUS
pesynstatoB (10 MUHYT). [Mpu MOMOXUTENBHOM pesyrbTaTte TOKCWMHa oTobpaxkaeTcs ronybas s «Tox»
(Pvic. 16). JIMHWA MOXET METb Pa3NMYHYI0 MHTEHCUBHOCTL OKPACKM: OT NErkoro oTTeHka 10 TEMHOrO LiBeTa.
SABHasi HaCTUYHAs MHUS MHTEPNPETUPYETCS Kak NONOXKUTENbHBIN pesynbTat. He criesyeT uHTepnpeTpoBaTh
V3MeHeHVe LiBeTa MeMbpaHbl Kak MONOXUTENbHBIA pesynsTar.  [MonoxuUTenbHbIN pesynbtar ykasblBaeT Ha
npucyTcTeume TokeuHa C. difficile.

OTpuuatenbHbIii  pesynbTar:  TeCT He MOXET MHTEeprpeTVpoBaThCA Kak OTpULATerbHbIA - Unn
HefecTBUTENbHBIA, NMoka He npoturno 10 MUHYT nocne AoGasnenus cybcmpama. EpnHcTBeHHas rony6ast
NyHKTVYPHAs NIMHIA 0TOBpaXaeTcs B CepeanHe OKHa peakyuu NoA Haannchbio «C», Npy 3TOM TECTOBbIE JIMHAM
Ha y4acTkax «Ag» unm «Tox» B OKHe peakyuu oTcyTcTBytoT (Puc. 1B). OTpuLaTenkHbIiA pesyrstaT B obnactu
aHTUreHa rnokasblBaeT, 4to aHTureH C. difficile oTcyTcTBYeT B Npobe unn ero coaepxaHie He npeBblllaeT
npeaen AeTeKTMpoBaHus aHann3a. OTpuuaTenbHbIii pesynstat B 06nacTyt TOKCHA MOKa3bIBAET, YTO TOKCUH
C. difficile otcyTcTBYET B NpoGe nnu ero coaepkaHne He NPeBbILLAET NPeaen AeTeKTUPOBaHUs aHanmaa.
HepelicTBuTeNbHBIN pesynkTar: JIHUM He oTobpaxaloTcs B OkHe peakuu (Puc. 1r). Pesynbtar aHanmsa
ABNSAETCA HEAOMYCTUMbIM, ECIIM MOCTIE 3aBEPLLEHNS Neproaa peakumn Noa Haanuebto «C» He oTobpaxaeTcs
rony6as nyHKTUpHas nuHus (Puc. 14, 1e, 1x).

OTpuuatenbHbIii  pe3ynsTaT aHTUreHa («Ag»), NONMOXMUTENbHBLIA pe3ynsTaT TokcuHa («Tox»):
HesHauntenbHast aonst npob npu aHanuse MOXET AaBaTb OTPULATENbHBIA pesynsTaT Ans aHTureHa u
NONOXUTENBHBIN 4115 TOKCUHA. Takue NPobkl AOMKHBI CYUTATLCS HEONPEAENEHHbIMU, U HEOBXOAUMO MOBTOPHO
NPOBECTV aHanu3, 1cronb3ays cexyto npoby (Puc. 13). Ecru npu noeTopHOM aHarmae Gyaer nonydeH
oTpULaTENbHbIA Pe3ynbTaT [Nt aHTUreHa U NONOXUTENbHbIA NS TOKCUHA, HeOBXOAUMO 3apernucTprUpoBaTh
pesynkTat kak NonoXUTENbHbI Pe3yrnbTaT Ans TOKCHHA.
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PUC. 1: UHTEPMPETAUUA PE3YJILTATOB C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
O O
Ag Tox

C. DIFF COMPLETE

C C

Ag @ Tox

C. DIFF COMPLETE

O

Ag Tox

C. DIFF COMPLETE

Puc. 1a Puc. 16 Puc. 18
MonoxwuTenbHbIin pedynsrat MonoxwuTenbHbIN pedynsrat OTpuuaTenbHbIii pesynstat
aHTUreHa aHTUreHa v TokcuHa
N0 =N N0
Ag Tox Ag Tox Ag Tox

C. DIFF COMPLETE

\_ C. DIFF COMPLETE / \_ C. DIFF COMPLETE /

Puc. 1r Puc. 14 Puc. 1e
HepeiicTBUTENbHbIN pe3ynbtaT  HegeincTBUTEnNbHbIA pesynstar HepeiicTBUTENbHBIN pesynbrat
C C

O

Ag Tox Ag

O
' Tox

\_ C.DIFF COMPLETE / \_ C. DIFF COMPLETE /
Puc. 1x Puc. 13
HepeiicTBUTENbHLIN pe3ynsTaT Cm. nyHKT Ne7 ansi
WHTepnpeTauuu

KOHTPOI1b KAHECTBA

BHyTpeHHwiA: Mony6as nyHKTUpHas NUHUS [OIMKHA OToBpaxaTbCst MO LEHTPY OKHa peakyuu nop Haanucbio
«C» Ha Kaxgom TecTupyemom membparHHom ycmpoticmee. [MosiBneHne rony6oi KOHTPONbHOM NMYHKTUPHON
TIMHWW NOATBepXAAET, 4To Npoba 1 peareHTbl HGbinn 406aBNEHbI NPABUMLHO, YTO peareHTbl Gbinu aKTUBHLIMU
Ha MOMEHT BbIMOMHEHWst aHanu3a v 4To npoba Haanexalumm o6pasom nonana Ha membpaHHoe ycmpolicmeo.
370 TaKkke NoATBepXaaeT PeakTUBHOCTbL [PYr1X PEareHToB, CBA3aHHbIX C aHann3oM. YucTbiin hoH B obnactu
pesyrbTaTa AOMKeH paccMaTpuBaTLCA Kak OTpULIATENbHbIA pesyrbTaT BHYTPEHHEro KoHTpons. Ecnu aHanus
6bIn BbINOMHEH NPaBUILHO U peareHTbl NpopearnpoBani Haanexalm obpasom, hoH ormkeH BbiTb Genbim,
4TO6bI 06ECMNEeUnTh HeTKoe OTOBpaKEHNe pe3ynbTaToB.

Brewnwii: PeaktusHocTb Habopa C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® nomxHa NpoBepsiTbCs nocne
Nony4YeHnsa C UCNorb30BaHUEM r10/10XKUMesIbHO20 KOHMPO/IbHO20 o6paaua n oTpMUaTenbHOro KOHTPONbHOro
obpasua (pacmeopumens). [TonoxumernbHbili KOHMPOIbHbLIU 0bpa3ey BXOAUT B KOMMIEKT NocTaBku Habopa
(cbnakoH ¢ cepoit KpbILLKOW). [TonoxumenbHbIl KOHMPOIbHbIU o6pasey, NoATBepXAaeT peakTUBHOCTb APYrnX
peareHToB, CBA3aHHbIX C aHaNM3oM, HO He 0GecrneYmMBaeT TOYHOCTL Pe3ynLTaToB aHanusa. Pacmeopumerns
ncnornb3yeTca Kak OTpVILlaTe]'IbeIﬁ KOHTpOﬂbeIVI 06pa3eu. MOXHO BbINONHUTL AONONHUTErNbHbIE TECTbI,
MCMonb3ys KOHTPOMbHbIE 06PasLibl, KOTOPbIE COOTBETCTBYIOT TPE6OBAHUAM MECTHbIX, 06NacTHbIX W/Mnn
eaepanbHbIX HOPM 1 TpeboBaHNAM akKPEAUTYIOLLIMX OpraHu3aLuil.
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OrPAHUYEHUA

1. Ananua C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® vncnonb3yeTcs Ans pacno3HaBaHusi aHTUreHa u TOKCUHOB
C. difficile B npo6ax cekanuit. AHanus no3sonser NoATBEPANUTL HanuyMe ToKCUHa B dekanusix, u ata
MHbOpMaLMs [OMKHA YUYUTLIBATLCA Nevallm Bpa4yoM Hapsidy ¢ uctopueid 6onesHn n pesynsratamu
un3nYeckoro ocMoTpa naumeHTa. Awanms C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® no3ssonset
pacnosHaTtb TOKCUH A npu KoHUEeHTpauuu = 0,63 Hr/mn, TokcuH B — npu koHueHTpauun = 0,16 Hr/mn n
rnytamataerngporeHasy — npy KoHueHTpauum = 0,8 Hr/mn.

2. Mpobbl bekanuit UMEIOT OYeHb CrIOXHYO CTPYKTYypy. OnTumanbHble pesynbratel aHanusa C. DIFF
QUIK CHEK COMPLETE® MOXHO Mony4nTb Ansi NpoB, koTopble Gbinv B3sThl He Gonee yem 3a 24
Yaca [0 aHanusa. BonbLIMHCTBO HepacTBOPEeHHbIX NPo6 MOXHO XpaHUTb npu Temneparype 2-8 °C B
TeYeHWe 72 4acoB, Mocrie Yero HauyMHaeTCst 3HauMTenbHoe paspylueHue TokcuHa. Ecnm npobbl He
Bbinv NpoaHanu3vMpoBaHbl B TeYEHWe 3TOro nepuopa, UX MOXHO 3aMOpO3UTb U 3aTeM Pa3mMopo3vTb
nepen aHanMsom. OfHaKo MOBTOPHOE 3aMof 1 pa3mop i1e MOXeT MPUBECTY K yTpare
MMMYHOPEaKTUBHOCTW aHTUreHa 1 ToKCUHos A 1 B.

3. [ns HekoTopbix Npo6 HabniopaioTcs cnabble peakunn. 3TO MOXET ObiTb BbI3BAHO Pas3nUYHbIMU
CbaKTOpaMVI, TaKMMW KakK HU3Kas KOHUEeHTpauusa aHTUureHa n/vnn TOKCUHA, NMpUCYTCTBUE CBA3YHOLLNX
BELLECTB UMW Hanuune MHaAKTUBMPYIOLLMX (DePMEHTOB B dekanuax. JIMHUN MOoryT UMEeTb pasnuyHyto
WHTEHCMBHOCTb OKPACKW: OT Nerkoro OTTeHka A0 TEMHOro uBeTa. 3™ I'Ip06bl AOMKHbI pErMCTPMPOBaTLCS
KaK nonoxwuTernbHble, ecnu oTobpaxaeTtcs nobasi, aaxe YacTuyHas, nuHua ronyboro LeeTa. fBHas
YacTuU4Has nNuHNSA I'OJ'Iy60I'0 uBeTa MHTepnpeTupyeTcs Kak NONOXUTENbHBIN pesynberat.

4. He paspeluaetcs ucnonb3oBaTb Npobbl dekanuii, kotopble xpaHunuce B 10-NpoLEHTHOM pacTBope
copmanuHa, B hopmanuHe ¢ MEPTUONATOM, B (hopManuHe C aLeTaToM HaTpusi v B NONIMBUHUIOBOM
cnupre.

5. Ananua C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® aBnsieTcs Ka4yecTBeHHbIM. VIHTEHCWBHOCTb OKpacku He
A0MKHA NHTEpPNPeTUpPoBaTbCA KOMMYECTBEHHO.

6. Hekotopble lwtammbl C. sordellii MoryT pearupoBaTs Bo Bpems aHanuaa C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
B CBS3U1 C TEM, YTO OHU BbIpabaTbIBAOT MMMYHOMNOTMYECKM CBA3aHHbIE TOKCUHBI (1).

7. [Ons MnageHUeB MOXET PerncTpupoBaTbCsl YPOBEHb KOSMIOHMU3aLmMn MUKpodnops! kuweyHuka Ao 50 %.
BbICOKMIA YpOBEHb TakKe MOXET perucTpupoBaThbCcsl AN NaLMEHTOB ¢ Mykosucumaosom (1,3). B atux
rpynnax pesynberatbl MOryT 6bITb NONOXUTENbHbIMU, OQHAKO OHM AOSMKHbI paccMaTpmMBaTbCA C y4eTom
BO3MOXHOCTM GbITb HOCUTENEM KOMOHWIA 3TUX GaKkTepuii.

8. EOVHCTBEHHBIN opraHnaM, koTopbll He oTHocuTest k C. difficile n naet peakuuio B obnactv aHanvsa
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®, — ato wramm Clostridium sordellii VP1 9048. 3ToT wWwramm
BblpabarbiBaeT TokcuHbl HT u LT, koTopble SIBASIOTCS TOMONOrMYHbIMKA Ans TokcuHoB A u B
COOTBETCTBEHHO.

9. OTCyTCTBYIOT [aHHble, KOTOpble FOBOPSAT O BMAHUM MPOMbIBAHUSA TOMCTON KULIKX, 6apueBOi KU3Mmbl,
cnabuTenbHbIX WK MOATOTOBKW KULLEYHUKa Ha pesynbtatel aHanusa C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®.
Bce aTvt npoueaypbl MOryT MPUBECTU K 3HAYMTENBHOMY PaXKEHUIO hekanuii Unu MoryT Bbi3BaTb
npucytcTeue ,ClOGaEOK, KOTOpble MOryT MOBMMATL Ha pe3ynbraTtbl aHanusa.

OXWOAEMbIE 3HAYEHUA

Babonesanusi Clostridium difficile — 3T0 B OCHOBHOM HO30KOMMarbHble 3a60neBaHyIsi NaLMEHTOB NpecTapenoro
BO3pACTa, V1 YacToTa 3TVX 3aGorneBaHuii 3aBUCUT OT Pa3NUHbIX (PAKTOPOB, HAMPYUMEP OT KONM4YECTBA NALIMEHTOB,
TVNa y4YpexaeHnst M aNaeM1onorieckoil ob6cTaHoBku. 3apeructTpyupoBaHHas YactoTa 3abonesanuii C. difficile

y NaLMEHTOB C Aviapeei nocre npreMa aHTUG1OTUKOB MOXET COCTaBNSATb OT 5 % A0 20 %, 1 B 6onbHULAX MOXET
hUKCMPOBATLCS YPOBEHb 3a60NEBAEMOCTU HIBKE UM BbiLLE 3TOTO AvanasoHa. BaxHo paccmaTpuBaTh pesynsraTbl
aHanmuaa ¢ y4eToM KIMHUHECKVX CUMMTOMOB, Tak Kak Mpobbl (hekanuii HEKOTOpPbIX 30POBbIX B3POCbIX M GOMbLLOTO
KONM4ecTBa 30pOoBbIX MnaaeHLEes (00 50 %) AatoT NONOXUTENbHbIA PE3YNLTaT NPy aHanuae Ha Hanuire

TokeuHa C. difficile. Kpome Toro, ypoBeHb HocuternbceTsa C. difficile B ananasore ot 22 % po 32 % 6bin oTMedeH
[ANs NauMeHToB ¢ MykoBMcLMAo3oMm (1,3). B uccnenoBaHusix, KOTopble MPOBOAUIUCH AFIst 3TOTO YCTPOMCTBa

C y4acTviem NaLyeHToB C CUMMTOMaMM, YPOBEHb MPUCYTCTBIS TOKCMHOB A 1 B coctasun 12 %, a sHadeHne
rnytamataervaporeHasbl (GDH) — 18 %. MonoxuTenbHbIi pesyniTat B obnacti aHtvreHa npu aHanmse C. DIFF
QUIK CHEK COMPLETE® noaTsepxaaer npucytcteue wrammos C. difficile B npobe tekanuit; otpyuarenbHbIn




pesynbTar ykasbiBaeT Ha OTCYTCTBME 3TUX OPraHM3MOB. [MonoxuTenbHbIiA pesyrnsrar B 06nacTy ToKCUHa npu
aHanmse C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® nonteepxaaeT npucyTcTane TokcuHa C. difficile B npobe chekanmii;
oTpuLaTenbHbIiA pesyrnbTaT ykasbiBaeT Ha OTCYTCTBIE TOKCMHA UM HEAOCTATOYHO BbICOKYHO KOHLIEHTPALMIO TOKCUHA
[Anst OGHapyXXeHUs.

XAPAKTEPUCTUKU PABOTbI

KnuHunyeckas oueHka o6HapyXeHWUsi aHTUreHa ¢ nomolubto aHanusa C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

YyacTok aHTurena aHanusa C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® cpaBHuBancs ¢ 6akTepuarnbHOi KynbsTypoit.

Mpo6bl, KOTOpbIe y4acTBOBaNy B oLeHKe, Gbini OTNPaBneHs! B KIMHUYeckue naGopatopuy 41s NpoBeaeHs

CTaHJapTHbIX aHanu3oB. AHanua GakTepuanbHOi KyNbTypbl Gbin BbIMOIHEH B COOTBETCTBIN C BHYTPEHHUMM

npoueaypamu. Pesynbtatbl nokasaHbl B Tabnuue 1.

Tabnuua 1. 0630p K TEeNbHOCTU: Cp:
COMPLETE® ¢ GaKTepMaanou KynbTypon

aHanusa C. DIFF QUIK CHEK

BaktepuanbHasn

BaktepuanbHasn
KyneTypa
OTpuuaTensHbIv

KynbsTypa
MonoxutenbHbin

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 201 62
JINHMS aHTUreHa — NONoOXWTENbHbI

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 21 842
JInHna aHTUreHa — otpuuaTenbHbIi

Mpenen AocToBepHOCTHN
95 %

YyBCTBUTENBHOCTH 90,5% 85,7-93,9
CneunduyHoCcTb 93,1% 91,2-947
MporHo3npyemMoe nomnoxXuTensHOe 3Ha4YeHne 76,4% 70,7 -81,3
MporHo3npyemoe oTpuLaTenbHoe 3HaveHne 97,6% 96,2 - 98,4
Koppensiuus 92,6% 91,8 -93,4

MpoTrBOpeurBble NPobbl OLIEHMBANUCH C UCMONb30BaHMEM TeKyLLMX aHanu3os ELISA Ha Hannuve
rmytamataernaporenassl C. difficile.
29 13 62 NOXHO NONOXUTENbHBIX NPOG NOKa3an NONOXUTENbHbIA PE3yNbTaT NPy UCTONbL30BaHWM APYroro
aHanusa GDH, nosTomy OHK paccMaTpyBanmneh Kak UCTUHHO MOMNOXKUTENbHbIE.
13 1 21 noxHo oTpuLaTenbHON NPobbl Nokasanu oTpulaTenbHbI peaynsTaT Npu UCMorb30BaHUN
Apyroro aHanuaa Ha Hanuuue rnytamataernaporeHasbl (GDH), noaToMy oHV paccmaTpuBanichb kak
VCTWUHHO OTpULIaTENbHbIE.
YyacTok aHTUreHa aHanusa C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® cpaBHUBancsi ¢ aHann3om TKaHeBow
KynbTypbl € Lienbio o6HapyxeHus TokcuHa C. difficile. Mpo6bl, koTopble yyacTBoBanu B oLeHke, Gbinm
OTNpaBneHbl B KNWHUYECKUe NaGopaTopun Ans NpoBeAeHUst CTaHAAPTHbIX aHANM30B. Pe3ynbTaThl nokasaHbl
B Tabnuue 2. Ydactok aHTureHa aHanuaa C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® oGHapyxwn aHtureH B 98,7 %
06pasLiax TKaHEBbIX KymNbTYp C MONOXUTENbHbIM PE3ynbTaToM.

Ta6nuua 2. 00630p Kr i ANT u: C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® c aHanu3om TkaHeBo# Kym;ryphl
n=1126 TkaHeBas KynkTypa TkaHeBas KyneTypa
MonoxutenbHbIN OTpuuaTenbHbIn
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 154 109

TNnHus aHTUreHa — NONOXNUTENbHbIA

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® P 861
JMHWst aHTUreHa — oTpULLaTENbHbII

K oueHKa 0 aHanu3a C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
Y4acTok TokcuHa aHanmaa C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® CpaBHMBASICA C aHanM3oM TKaHeBOW KyrbTypbl
B [IBYX KNMHUYeCKnX nabopatopusx u B cobeTBeHHor nabopatopun TECHLAB®, Inc. Mpobbl, koTopble
y4acTBOBasM B OLieHKe, Gbinu OTNpaBMeHbl B KIIMHUYECKue TabopaTopum Ans NPOBEAEHNS CTaHAAPTHBIX
aHanu3oB. Pesynbrathl nokasaHbl B Tabnuue 3.

Ta6nuua 3. 0630p KNUHNYECKOW Np TeNbHOCTHU: C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® c aHan13oM TkaHeBOMN KynbTypbl
n=1126 TkaHeBas KyneTypa TkaHeBas KyneTypa
MonoxurtenbHbIN OTpuuaTtenbHbIn
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 137

JInHKs aHTUreHa — NONOXWUTENbHbIA

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 19
TNvHus aHTUreHa — oTpuLaTenbHbIR

6
964
Mpepen AoctoBepHOCTH
95 %

YyBCTBUTENBHOCTL 87,8% 81,4-923
CneunduyHocTb 99,4% 98,6 - 99,7
MporHo3npyemMoe NonoxuTesnbHoe 3HaveHne 95,8% 90,7 - 98,3
MporHosupyemoe oTpuuaTtensHoe 3HaYeHne 98,1% 96,9 - 98,8
Koppensuusa 97,8% 97,6 - 98,0

MpoTuBOpeUMBbIE NPOGbI OLIEHMBANMCH C UCMOMNbL30BaHNEM TekyLuMX aHann3os ELISA Ha Hanuune
TOKCMHOB A n B

5 13 6 NOXHO NONOXKUTENbLHBIX NPO6 Aanu NONOXUTENbHBIA pe3ynbTaTt npu aHanuae ELISA, noatomy
OHY paccMaTPUBanCh Kak UCTUHHO MOMOXUTENbHbIE.

12 1 19 NOXHO OTpULATENbHBIX NPOG NoKasanu oTpuLaTenbHbIA pe3ynstat Npu aHanuae ELISA,

MO3TOMY OHW paccMaTpuBasnuChb Kak UCTUHHO OTpuLaTenbHble.




BNUAHUE KOHCUCTEHLIUM NPOBbLI ®EKAITIUA
BrnusiHne KoHcUCTeHUMM NPo6bI hekanuii Ha pesynbTaTthbl aHanu3a C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
Peakuus npo6 dekanuit pasnn4Hon KOHCUCTEHLMM Ha yyacTke aHTureHa (n=978) n Ha y4acTke TOKCUHA
(n=981) aHanuaa C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® onvcaHa B Tabnuuax 4 1 5. TpoueHTHble Aonm
NOMOXNTENbHbIX PeakLIMii C NCNoNb30BaHNeM aHanuaa KynsTypsl unu aHanuaa C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® Gbinn CX0AHbIMM AN BCEX TPEX TUNOB Npob ekanuii (xuakasi, Bsaskas, Teepaas). Bce npobbl
npownu aHanu3 Ha Hanuyue wrammos C. difficile. OcHoBaHvem ans aHanuaa Gbina uctopus GonesHn
nauveHTa, a He KOHCUCTeHUnsa rlp06bl. Ha yyacTke aHTUreHa pesyrnbraThl MOKa3bIBaKOT, YTO B XOAE aHanusa
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 6binu nony4eHbl NPUMEPHO OAMHAKOBbIE pesynbTaTbl 0GHapYXeHUs
6akTepuanbHbIX KynbTyp Npy aHanuae npob ¢ pasnMyHo KOHCUCTeHUMeR. Ha yyacTke TOKCUHa pesynbraTthl
nokasbIBaloT, YTo B xoae aHanusa C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 6binv nosyYeHbl NpUMepHO
OnHaKoBble pe3yrnbraTbl 06Hapy>|<eva TKaHeBbIX Kyanyp npu aHanuse np06 [ paaanuom KOHCI/ICTEHLlVIeVI
T: 4. Pe npo6 ¢ cp KOHCUCTEHLMEeN Ha yyacTke

aHTureHa aHanusa C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

XKuakue npobbl
(n =335)

Bsikue npo6bl
(n =522)

MnoTHble NPobbl
(n=121)

KonuyecTtBo npo6

(n=978)

MonoxuTenbHbIN Npu aHanuse

6aKkTeprUansHoil KynsTypbl 59 (17.6%)

110 (21,1%) 19 (15,7%)

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

o,
JIMHnS aHTUreHa — NONOXMTENbHbIA 72(21,5%)

128 (24,5%) 25 (20,7%)

OTpuuaTenbHbIl Npy aHanuae

6aKkTepuUansHoii KynsTypbl 276 (82,4%)

412 (78,9%) 102 (84,3%)

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

JIMHns aHTUreHa — otTpuLaTENbHbI 263 (78,5%)

394 (75,5%) 96 (79,3%)

T 5. 6 ic pasnwmou KOHCUCTEHLMen Ha y4yacTKe TOKCMHa aHanu3a C.

DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

Konnyectso npo6 Xupakne npobel Bsakue npobbl MnoTHble Npobbl

(n=981) (n = 336) (n =523) (n=122)
MonoxuTensHbI Npy aHanuse
TKGHEBOI KyMbTYPbI 43 (12,8%) 81 (15,5%) 8 (6,6%)
®
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE 42 (12,5%) 72 (13,8%) 7 (5.7%)

TnHKs ToKCUHA — NONOXUTENbHBIN

OTpuuaTenbHbIi Npu aHanuse

)
TKaHEBOWN KyNbTypbl 293 (87.2%)

442 (84,5%) 114 (93,4%)

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

o
JIMHWs TOKCKHA — OTpULIATENbHbIN 294 (87,5%)

451 (86,2%) 115 (94,3%)

AHATNIUTUYECKASA YYBCTBUTENIbHOCTb

MNpepen AeTekTMpoBaHWS aHanuaa: KoHueHTpauus 0,63 Hr/mn ans TokcuHa A, 0,16 Hr/mn Ans TokcuHa B u
0,8 Hr/Mn Ans ryTamataernaporeHass.
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BOCNPOM3BOAMMOCTb

BocnpouseoaumocTs aHanunaa C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® Gbina onpeaerneHa ¢ UCrosb3oBaHnem
12 npo6 chekanuii, KOTopbIM BbiNK NPUCBOEHbI KOAbI, YTOBLI M3bexaTb naeHTUdVKaLMM BO BpeMS aHanusa.
TecTupoBaHue NPOBOAUIOCH B 3 HE3aBUCUMbIX NabopaTopusix, kaxaas 13 KoTopbix NpoBepsina npobbl B
TeveHve 3 aHel. [Npu aHanu3e npo6 Gbin nonyyeH NporHo3npyembiii pesynsrat 100 % Bo Bcex cnyyasx.

NEPEKPECTHAA PEAKTUBHOCTb

MpoGbi hekanuii ¢ NPUCYTCTBUEM CEAYHOLMX MAKPOOPraHN3MOB C KOHEYHOW KOHLIEHTpaLuen
npubnuauTensHo 108 nnn Gonee opraHM3MOB Ha M He BbI3bIBANM PEAKLMI0 Ha y4acTKax aHTUreHa unm
TokcuHa aHanusa C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®:

BakTtepua unu natoreHHblit opranuam: Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Bacteroides fragilis, Campylobacter coli, Campylobacter fetus, Campylobacter jejuni, Candida albicans,
Clostridium butyricum, Clostridium clostridiforme, Clostridium haemolyticum, Clostridium histolyticum,
Clostridium novyi, Clostridium perfringens, Clostridium septicum, Clostridium sordellii (HeTokcukoreHHble
wrammbl), Clostridium sporogenes, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli EIEC, Escherichia coli, Escherichia coli O157:H7, Escherichia coli ETEC,
Klebsiella pneumoniae, Peptostreptococcus anaerobius, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhimurium, Serratia liquifaciens, Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonnei,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus (Cowan), Staphylococcus epidermidis, Vibrio cholerae, Vibrio
parahaemolyticus, Yersinia enterocolitica

EAVHCTBEHHBIN OpraHuaMm, KoTopelii He oTHocuTest k C. difficile n faet peakumto B obnactu aHanusa C.
DIFF QUIK CHEK COMPLETE®, — ato wtamm Clostridium sordellii VPI 9048. 3T1oT wtamm BbipabaTbiBaeT
TOKCUHbI HT 1 LT, KOTOpble SBNSIOTCS FOMOMOTMYHBIMU A5st TOKCUHOB A 11 B COOTBETCTBEHHO.

CnegytoLime Bupychl B konmyectae ot 10%° go 10825 TCID eguHuy Ha 0,2 M He BbI3bIBanNy peakumio B
aHanuse C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®:

Bupycbi: AneHosupyckl Tunos 1, 2, 3, 5, 40, 41, kopoHaBupychl Yenoseka, Bupyckl Kokcakn B2, B3, B4, B5,
ECHO-Bupychl 9, 11, 18, 22, 33, aHTepoBupychl TUNoB 68, 69, 70, 71, poTaBupychl.

NPUMECH

Cnegytowme BellecTsa (popmynuposka CLUIA) He BNMAIOT Ha pesynbTaThl TecTa B Cryyae npucyTcTBus

B (pekanusx B ykasaHHbIX KOHLEeHTpauusx: MyuuH (3,5 %, Bec/obbem), Yenoseyeckas kposb (40 % ot
obbema), cynbgat 6apus (5 %, Bec/obbem), Imodium® (5 % ot obbema), Kaopectate® (5 % ot o6bema),
Pepto-Bismol® (5 % oT o6bema), cTepuyeckas/nanbmutuHoBas kucnota (40 %, Bec/o6beM), METPOHMAA30M
(0,25 %, Bec/obbem), BaHkOMULMH (0,25 %, Bec/obbem).

PEAKUUA KNMHUYECKUX LUTAMMOB, NOJTYYEHHBIX B ATAPE
LIMKNNOCEPUH-LUE®OKCUTUH-OPYKTO3A (CCFA)

Bcero 6bin1o npoeepeHo 103 knuHudeckux wramma C. difficile, nony4eHHbIX 13 aHaapobHol 6akTepuansHon
KynbTypbl Ha arape CCFA nocne 3 gHen npu Temneparype 37 °C, ¢ ucnons3sosaHuem aHanusa C. DIFF
QUIK CHEK COMPLETE®. B pamkax aHanusa oTAefbHble KONIOHUU 0TBMpanuchy 1 nepeMeLunsanucs B
pacmeopumere, kak pekoMmeHayeTcst Ans npob dekanuit. Bee 103 wtamma anu NONOXUTENBHYIO peakLmio
Ha aHTUreH B xoAe aHanuaa.

70 13 103 wrammos (68 %) 6binu nonyyeHsl M3 Npob dekanwii, KoTopble Aany NONOXUTENbHbIA pesynsTaT
Ha Hanuyune TokcuHa C. difficile npu aHanuae TkaHeBO KynbTypbl. 56 13 HMX (80 %) Aanu NONOXUTENbHYO
peakumio Ha TOKCUH Npu NpoBepke nocne aHaspobHoro pocTa Ha arape CCFA B TedeHue 3 aHen npu
Temnepartype 37 °C.



TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

UTILIZACAO PREVISTA

O teste TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® é um ensaio imunoenzimatico rapido de membrana
para a detegd@o simultéanea do antigeno glutamato desidrogenase e das toxinas A e B do Clostridium diffi-
cile num unico pogo de reacdo. O teste deteta o antigeno da C. difficile, glutamato desidrogenase, como
filtro para a presenca de C. difficile e confirma a presenga de C. difficile toxigénico detetando as toxinas
A e B em amostras fecais de individuos com suspeita de contrair a doenga C. difficile. O teste deve ser
utilizado como um auxilio no diagnéstico da doenca C. difficile. Tal como com outros testes de C. difficile,
os resultados devem ser considerados conjuntamente com o histérico do doente.

EXPLICACAO

Apos o tratamento com antibiéticos, muitos doentes desenvolvem problemas gastrointestinais, que vao desde
diarreia leve a colite pseudomembranosa grave. Muitos casos das formas mais leves da doenga gastrointestinal
e amaioria dos casos de colite pseudomembranosa sdo causados por estirpes toxigénicas do Clostridium
difficile (1). Este organismo é uma bactéria anaerdbica oportunista que cresce no intestino logo que existam
alteragdes da flora normal devido aos antibiéticos. As estirpes toxigénicas do C. difficile carregam os genes
que codificam as toxinas enquanto as estirpes ndo toxigénicas néo carregam os genes da toxina. O inicio da
doenga esta associado as toxinas que séo produzidas pelo organismo toxigénico. Acredita-se que os sintomas
clinicos associados a doenca acontecem devido, principalmente, a toxina A, que é uma enterotoxina prejudicial
para os tecidos (2, 3). O C. difficile também produz uma segunda toxina, designada toxina B. A toxina B, que

foi referida como citotoxina do organismo, ¢ a toxina detetada pelo ensaio de cultura de tecidos atualmente
utilizado por muitos laboratérios. As estirpes toxigénicas do C. difficile produzem ambas as toxinas, ou apenas
atoxina B (4-7). O glutamato desidrogenase do C. difficile € um bom marcador de antigeno do organismo

em fezes, porque é produzido em grandes quantidades por todas as estirpes, toxigénicas ou ndo toxigénicas
(8-10). O antigeno pode ser detetado em amostras fecais utilizando o teste C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®.
Um resultado positivo no teste de glutamato desidrogenase do C. difficile confirma a presenca deste organismo
numa amostra fecal; um resultado negativo indica a auséncia do organismo. Um resultado positivo no teste de
toxinas A e B confirma a presenca de C. difficile toxigénico.

PRINCIPIO DO TESTE

O teste de C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® utiliza anticorpos especificos do glutamato desidrogenase

e das toxinas A e B do C. difficile. O dispositivo contém uma Janela de Reagao com trés linhas verticais

de anticorpos imobilizados. A linha de teste de antigeno (“Ag”) contém anticorpos contra a glutamato
desidrogenase do C. difficile. A linha de controlo (“C”) € uma linha pontilhada que contém anticorpos

de antiperoxidase de rdbano (HRP). A linha de teste de toxinas A e B (“Tox”) contém anticorpos contra
toxinas A e B do C. difficile. O Conjugado é composto por anticorpos da glutamato desidrogenase e
anticorpos das toxinas A e B acompanhadas de peroxidase de rabano. Para executar o teste, a amostra é
adicionada a um tubo contendo uma mistura de Diluente e Conjugado. A mistura de amostra-conjugado
diluida é adicionada ao Pogo de Amostras e o dispositivo pode incubar a temperatura ambiente durante 15
minutos. Durante a incubacéo, qualquer glutamato desidrogenase e toxinas A e B da amostra ligam-se aos
conjugados peroxidase-anticorpo. Os complexos de conjugado antigenos-anticorpo migram através uma
almofada de filtro para uma membrana onde sdo capturados pela glutamato desidrogenase imobilizada
especifica e anticorpos especificos das toxinas A e B nas linhas. A Janela de Reagdo é posteriormente
lavada com um Tampao de Lavagem, seguido pela adi¢ado de Substrato. Apés um periodo de incubagéo
de 10 minutos, a reagdo “Ag” é examinada visualmente para verificar o aparecimento de uma linha vertical
azul no lado “Ag” da Janela de Reagdo. Uma linha azul indica um teste positivo. Se a “Ag” for positiva, en-
tdo a reagao “Tox” deve ser examinada visualmente para o aparecimento de uma linha azul no lado “Tox”
da Janela de Reagdo. Uma linha azul indica um teste positivo. Uma reagao positiva em “C”, indicada por

uma linha azul pontilhada vertical na parte “C” da Janela de Reacgéo, confirma que o teste esta a funcionar
corretamente e os resultados sdo validos.

MATERIAIS FORNECIDOS
[MEM] DEV |

|WASH|REAG| Tamy de Lavag (12 ml por frasco) — solugéo tamponizada com conjunto
conta-gotas graduado

Dispositivos de membrana — cada saqueta contém 1 dispositivo

Diluente (22 ml por frasco) - solugdo de proteina tamponizada com conjunto de
conta-gotas graduado

SUBS|REAG| Substrato (3,5 ml por frasco) — solugéo contendo tetrametilbenzidina

Ci do (2,5 ml por frasco) — anticorpo monoclonal de rato especifico para

|CONJ| ENZ | ’ : A . h ) )
glutamato desidrogenase associado a peroxidase de rabano e anticorpos policlonais
de cabra especificos para toxinas A e B associados a peroxidase de rabano numa
soluc@o de proteinas tamponizada

CONTROL Controlo positivo (2 ml) — antigeno numa solugdo de proteinas tamponizada

Pipetas de transferéncia de pldstico descartdveis — graduadas em 25 L, 400 pL e 500 pL

MATERIAIS E EQUIPAMENTO NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS
Pequenos tubos de ensaio (p. ex., tubos de Eppendorf de plastico ou tubos de vidro)

Sticks de aplicagao Temporizador Misturador de vértice
Luvas descartdveis para manusear amostras fecais  Pipeta e pontas

VALIDADE E ARMAZENAMENTO

A data de validade do kit esta indicada no roétulo. As datas de validade para cada componente estdo
listadas nos rétulos individuais. O kit deve ser armazenado entre 2° C e 8° C.

PRECAUCOES

1. Reagentes de kits diferentes ndo devem ser misturados ou trocados. Nao utilize um kit apés a data de
validade.

2. Cada componente do kit deve ser inspecionado relativamente a sinais de fuga. Na chegada, inspecione

o kit para garantir que os componentes nao estao congelados ou quentes ao toque devido a condigdes

de transporte inadequadas. .

Coloque todos os componentes A TEMPERATURA AMBIENTE ANTES DE OS UTILIZAR!

Os conjuntos de tampas, pontas e conta-gotas estdo codificados por cores; NAO misture nem troque!

PT

Para utilizagdo com diagnéstico in vitro
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10.
1.

14.

15.

N&o congele os reagentes. O kit deve ser armazenado entre 2° C e 8° C.

A bolsa que contém o Dispositivo de Membrana deve estar a temperatura ambiente antes da abertura.
Mantenha os dispositivos de membrana secos antes de usar.

Utilize amostras fecais no espago de 72 horas apds a recolha para obter resultados ideais. As amostras
que sdo congeladas podem perder atividade devido ao congelamento e descongelamento. Se utilizar
amostras congeladas, descongele-as a temperatura ambiente.

Mantenha os frascos de reagente na vertical quando dispensar os reagentes para garantir um tamanho
de gotas consistente e um volume correto.

Apos a utilizagao, as amostras e os dispositivos de membrana devem ser tratados e eliminados como
potenciais riscos bioldgicos. Use luvas descartaveis quando fizer o teste.

Os dispositivos de membrana ndo podem ser reutilizados.

O teste foi otimizado quanto a sensibilidade e a especificidade. As alteragdes ao procedimento
especificado e/ou as condi¢des de teste podem afetar a sensibilidade e a especificidade do teste. Nao
se desvie do procedimento especificado.

Esteja atento ao tempo total do ensaio quando testar mais de uma amostra fecal. Adicione Diluente
primeiro, seguido de Conjugado a cada tubo de Diluente. Em seguida, adicione a amostra ao tubo de
Diluente/Conjugado. Misture cuidadosamente todas as amostras diluidas e transfira para o Dispositivo
de Membrana. A etapa de incubagdo de 15 minutos comeca ap6s a Ultima mistura de amostra-
conjugado diluida ter sido transferida para o Dispositivo de Membrana final.

Se o reagente do Substrato mudar para uma cor azul escura/violeta ligue para os servigos técnicos
pedindo a substituigao.

As amostras fecais podem conter agentes potencialmente infeciosos e devem ser manuseados
ao “Nivel 2 de Biosseguranga” conforme recomendado no Manual CDC/NIH “Biosseguranga nos
Laboratérios Microbioldgicos e Biomédicos.”

Todos os reagentes destinam-se apenas a utilizagdo para diagnéstico in vitro.

RECOLHA, MANIPULAGAO E ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS FECAIS

Amostras Fecais Frescas

Amostras fecais em fixador a base de formol (ou
seja, acetato de sédio formol, formol a 10 %,
mertiolato formol)

Amostras Fecais Congeladas

Amostras fecais em fixador a base de alcool (ou
seja, alcool polivinilico)

Amostras em meios de transporte (Cary Blair,
C&s)

1. Os procedimentos padréo de recolha e manipulagéo utilizados internamente para amostras fecais
sdo adequados.
As amostras fecais devem ser recolhidas em recipientes limpos e & prova de fugas.

3: NAO se recomenda armazenar as amostras fecais no Diluente.

4. Ndo permita que as amostras fecais permanecam na mistura de Diluente/Conjugado
durante >24 horas.

PREPARACAO DE AMOSTRAS

Coloque todos os reagentes e o nimero necessario de dispositivos & temperatura ambiente
antes de utilizar. Recomenda-se retirar os reagentes da insergdo de espuma para reduzir o tempo
necessario para aquecer até a temperatura ambiente.

2. Prepare e rotule um pequeno tubo de ensaio para cada amostra e os controlos externos opcionais,
se necessario.
3. Utilize o conjunto do conta-gotas graduado preto, adicione 750 pL (2" graduagao a partir da ponta)

de Diluente a cada tubo para amostras fecais. Para amostras em meio de transporte, como Cary
Blair ou C&S, adicione 650 pL de Diluente ao tubo.

Tipo de Amostra Volume de Diluente

Amostras Fecais Frescas 750 pL (2° graduagdo a partir da ponta)

Amostras Fecais Congeladas

(congeladas nao diluidas) 750 pL (2@ graduagdo a partir da ponta)

Amostras em meios de transporte

(Cary Blair, C&S) 650 L (sem graduagéo fornecida)

Controlos Externos (positivo e

negativo) 750 pL (22 graduagdo a partir da ponta) '
4. Adicione uma gota de Conjugado (frasco com tampa vermelha) a cada tubo.
5. Obtenha uma pipeta de transferéncia de plastico descartavel (fornecida com o kit) para cada

amostra - as pipetas tém graduagdes destacadas de 25 pL, 400 pL e 500 pL.

Pipeta de Transferéncia Graduada:

500yl 400 pL 25 UL

PR Duracao aceitavel do

armazenamento COnEES

das Amostras
Temperatura

2°C-8°C 72 horas As amostras ideais tém menos de 24 horas

Descongelar a temperatura ambiente. Congelar e
descongelar varias vezes pode resultar na perda
de atividade da amostra devido a degradagao
de toxinas.

Congeladas < -10° C | Mais de 72 horas
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Misture cuidadosamente todas as amostras independentemente da consisténcia - é essencial
que as amostras fiquem uniformemente suspensas antes da transferéncia.

Amostras liquidas/semissolidas - pipete 25 pL de amostra com uma pipeta de transferéncia e
dispense-a para a mistura de Diluente/Conjugado. Utilize a mesma pipeta de transferéncia para
misturar a amostra diluida.

Amostras formadas/sélidas — Tenha cuidado para adicionar a quantidade correta de fezes
formadas a mistura da amostra. Misture a amostra cuidadosamente utilizando um stick de
aplicagao de madeira e transfira uma pequena por¢éo (cerca de 2 mm de diametro, o equivalente




a 25 pl) da amostra para a mistura Diluente/Conjugado. Emulsione a amostra utilizando o stick de
aplicagao.

Amostras fecais nos meios de transporte Cary Blair ou C&S - pipete 100 L (2 gotas a partir da
pipeta de transferéncia) da amostra para a mistura de Diluente/Conjugado .

Amostras de Controlo Externo Opcionais:

Controlo Positivo Externo - adicione uma gota de Controlo Positivo (frasco com tampa cinzenta) a
mistura de Diluente/Conjugado.

Controlo Negativo Externo - adicione 25 pL de Diluente a mistura de Diluente/Conjugado.

NOTA: Transferir muito pouca amostra, ou falhar na mistura e suspensdo completa da amostra na mistura de
Diluente/Conjugado, pode produzir um resultado de teste falso negativo. A adigédo de amostra fecal em excesso
pode causar resultados invalidos devido ao fluxo de amostra limitado.

PROCEDIMENTO DE TESTE

1.

Obtenha um Dispositivo de Membrana por amostra e um dispositivo por controlo negativo ou
positivo externo opcional, conforme necessario. Os sacos de papel de aluminio que contém os
dispositivos devem ser colocados a temperatura ambiente antes da abertura. Utilize o dispositivo
imediatamente apés a abertura. Rotule cada dispositivo adequadamente e oriente-o numa
superficie plana de forma a que a impressé@o “C. DIFF COMPLETE” esteja na parte inferior do
dispositivo, e o Pogo de Amostras pequeno esteja localizado no canto superior direito do
dispositivo.

Dispositivo de Membrana Poco de Amostras

Janela de Reacéo

C. DIFF COMPLETE

Feche todos os tubos com a amostra diluida e misture cuidadosamente. E possivel atingir uma
mistura adequada agitando em vértice ou invertendo o tubo. Assim que uma amostra de doente
ou Controlo Positivo tiver sido diluida na mistura de Diluente/Conjugado, pode ser incubada a
temperatura ambiente por qualquer periodo até 24 horas antes de adicionar ao Dispositivo de
Membrana.

Utilizando uma pipeta de transferéncia nova, transfira 500 pL da mistura de amostra-conjugado
diluida para o Poco de Amostras (orificio mais pequeno no canto superior direito do dispositivo)
de um Dispositivo de Membrana, tornando certa a expulséo da amostra de liquido para a almofada
de drenagem dentro do Dispositivo de Membrana. Quando carregar a amostra para o pogo de
amostras, certifique-se de que a ponta da pipeta de transferéncia esta obliqua em relagéo a Janela
de Reacdo (orificio maior no meio do dispositivo).

Incube o dispositivo a temperatura ambiente durante 15 minutos — a amostra penetrara através

do dispositivo e uma area himida espalhar-se-a ao longo da Janela de Reagé&o.

NOTA PARA AMOSTRAS QUE NAO MIGRAM:

Ocasionalmente, uma amostra diluida ndo migra corretamente e a Janela de Reagao néao se

molha totalmente. Se a Janela de Reacdo ndo parecer estar completamente molhada no espago
de 5 minutos apds a adicdo da amostra ao Pogo de Amostras, entdo adicione 100 ul (4 gotas) de
Diluente ao Pogo de Amostras e espere mais 5 minutos (num total de 20 minutos).

5. Apds a incubagéo, adicione 300 pL de Tampdo de Lavagem a Janela de Reacdo utilizando o
conjunto do conta-gotas branco graduado. Permita que o Tampdo de Lavagem flua através da
membrana da Janela de Reagao e seja totalmente absorvido.

6. Adicione 2 gotas de Substrato (frasco com tampa branca) a Janela de Reacdo. Leia e registe os
resultados visualmente apés 10 minutos.

INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

A lnterpretagao do teste é mais fidvel quando o dispositivo é lido imediatamente no final do periodo
de reagdo de 10 minutos. Leia o dispositivo a uma distancia de trabalho normal numa area bem
iluminada. Veja com uma linha de visdo diretamente sobre o dispositivo.

2. Observe o dispositivo quanto ao aparecimento de pontos azuis no meio da Janela de Reagdo
representando o controlo positivo interno. O aparecimento de qualquer(quaisquer) ponto(s) de
controlo representa um controlo interno vélido. O fundo pode aparecer com cor branca a azul clara.
Observe o dispositivo quanto ao aparecimento de linhas azuis nos lados “Ag” e “Tox” da Janela de
Reacgdo representando as linhas de teste. As linhas podem aparecer com uma intensidade ténue
a escura.

3. Resultado de Antigeno Positivo (“Ag”): Um resultado positivo de antigeno pode ser interpretado
a qualquer altura entre a adigcdo de Substrato e os 10 minutos de tempo de leitura. Para um
resultado positivo de antigeno, a linha “Ag” azul e a linha de controlo azul pontilhada abaixo de
“C” estdo visiveis (Figura 1a). As linhas podem aparecer com uma intensidade ténue a escura.
Uma linha parcial ébvia é interpretada como um resultado positivo. Ndo interprete a descoloragdo
da membrana como um resultado positivo. Um resultado positivo indica a presenga de C. difficile.

4. Resultado Positivo de Antigeno e Toxinas (“Tox”): Se o resultado do antigeno for positivo (ou
seja, uma linha “Ag” azul e um controlo azul pontilhado abaixo de “C” forem visiveis), avance para
a interpretacdo do resultado da toxina. Um resultado positivo de toxina pode ser interpretado a
qualquer altura entre a adi¢é@o de Substrato e os 10 minutos de tempo de leitura. Para um resultado
de toxina positivo, estara visivel uma linha “Tox” azul (Figura 1b). As linhas podem aparecer com
uma intensidade ténue a escura. Uma linha parcial 6bvia é interpretada como um resultado positivo.
NZo interprete a descoloragdo da membrana como um resultado positivo. Um resultado positivo
indica a presenca de toxina de C. difficile.

5. Resultado Negativo: um teste ndo pode ser interpretado como negativo ou invalido até 10 minutos
apos a adigdo de Substrato. Uma linha azul pontilhada simples esté visivel no meio da Janela de
Reac&o, abaixo de “C” e nenhuma linha de teste esta visivel no lado “Ag” ou no lado “Tox” da Janela
de Reacéo (Figura 1c). Um resultado negativo na porgdo de antigeno indica que o antigeno de C.
difficile esta ausente da amostra ou esta abaixo do limite de detecéo do teste. Um resultado negativo
na porgédo de toxina indica que a toxina de C. difficile esta ausente da amostra ou esta abaixo do
limite de detegao do teste.

6. Resultado Invalido: néo esta visivel nenhuma linha na Janela de Reagéo (Figura 1d). O resultado
do teste é invalido se uma linha pontilhada azul ndo estiver presente abaixo de “C” no fim do
periodo de reacéo (Figuras 1e, 1f, 1g)

7. Antigeno Negativo (“Ag”), Toxina Positiva (“Tox”): Uma percentagem baixa de amostras pode
ter resultado negativo para o antigeno mas positivo para a toxina. Estas amostras devem ser
consideradas como indeterminadas e testadas novamente utilizando uma amostra fresca (Figura
1h). Se a amostra for testada novamente com resultado negativo para o antigeno mas positivo para
a toxina, registe como resultado de toxina positivo.
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FIGURA 1: INTERPRETAQi\O DE RESULTADOS DO C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
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CONTROLO DE QUALIDADE

Interno: uma linha pontilhada azul deve estar visivel no meio da Janela de Reagdo, abaixo de “C” em
cada Dispositivo de Membrana testado. O aparecimento dos pontos de controlo azuis confirma que a
amostra e os reagentes foram adicionados corretamente, que os reagentes estavam ativos no momento
da realizagdo do ensaio e que a amostra migrou corretamente através do Dispositivo de Membrana.
Também confirma a reatividade dos outros reagentes associados ao ensaio. Um fundo claro na area de
resultados é considerado um controlo negativo interno. Se o teste tiver sido realizado corretamente e os
reagentes estiverem a funcionar adequadamente, o fundo sera branco para dar um resultado percetivel.
Externo: a reatividade do kit C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® deve ser verificada assim que o receber
utilizando o Controlo Positivo e o controlo negativo (Diluente). O Controlo Positivo é fornecido com o

kit (frasco com tampa cinzenta). O Controlo Positivo confirma a reatividade dos outros reagentes asso-
ciados ao ensaio e ndo se destina a assegurar precisdo no corte analitico do ensaio. Utiliza-sediluente
para o controlo negativo. Podem ser realizados testes adicionais com os controlos para cumprir as
exigéncias dos regulamentos locais, estatais e/ou federais e/ou das organizagdes acreditadas.

90

LIMITACOES

1. O teste C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® é utilizado para detetar o antigeno e a(s) toxina(s) do C.
difficile em amostras fecais. O teste confirma a presenga da toxina nas fezes e esta informagéo deve
ser tomada em consideracéo pelo médico a luz do histérico clinico e do exame fisico do doente. O
teste C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®detetara niveis de toxina A a >0,63 ng/ml, toxina B a >0,16 ng/
ml e glutamato desidrogenase a >0,8 ng/ml.

2. As amostras fecais sdo extremamente complexas. Os resultados ideais com o teste C. DIFF QUIK
CHEK COMPLETE® s&o obtidos com as amostras que tém menos de 24 horas. As amostras mais
diluidas podem ser armazenadas entre 2° C e 8° C durante 72 horas antes de se observar uma
degradagéo significativa da toxina. Se as amostras ndo forem testadas dentro deste periodo
de tempo, podem ser congeladas e descongeladas. No entanto, repetidos congelamentos e
descongelamentos podem resultar em perda de imunorreatividade de antigenos e toxinas A e B.

3. Algumas amostras podem dar reacgdes fracas. Isto pode acontecer devido a uma série de fatores
como a presenca de baixos niveis de antigeno e/ou de toxina, a presenga de substancias aglutinantes
ou enzimas inativadoras nas fezes. As linhas podem aparecer com uma intensidade ténue a escura.
Estas amostras devem ser reportadas como positivas se se observar qualquer linha azul, mesmo que
seja parcial. Uma linha azula parcial ébvia ¢ interpretada como um resultado positivo.

4. Nao podem ser utilizadas amostras fecais preservadas em formol a 10 %, mertiolato formol,
acetato de sédio formol ou alcool polivinilico.

5. O teste C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® é qualitativo. A intensidade da cor ndo deve ser
interpretada quantitativamente.

6. Alguns isolados de C. sordellii podem reagir no teste C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® devido a
producédo de toxinas imunologicamente relacionadas (1).

7. Foram reportadas em criangas taxas de colonizagdo até 50 %. Uma taxa elevada foi também
relatada em doentes com fibrose cistica (1,3). Os resultados podem aparecer positivos nestes
grupos, mas devem ser vistos juntamente com o potencial de serem um transportador colonizado.

8. O Unico organismo n&oC. difficile que reage na porcéo de toxina do teste C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® foi o Clostridium sordelliiVPl 9048. Esta estirpe produz toxinas HT e LT, que sdo
homdlogas as toxinas A e B, respetivamente.

9. N&o existem dados sobre os efeitos de lavagens intestinais, enemas de bario, laxantes ou
preparages para os intestinos no desempenho do teste C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®. Todos
estes procedimentos podem resultar na diluigdo extensiva ou na presenga de aditivos que podem
afetar o desempenho do teste.

VALORES ESPERADOS

A doenga Clostridium difficile é essencialmente uma doenga nosocomial de doentes idosos, e a frequén-
cia da doenga depende de fatores como a populagdo de doentes, o tipo de instituicdo e a epidemio-
logia. A incidéncia reportada da doenga C. difficile em doentes com diarreia associada a antibiéticos
pode variar de 5 a 20 % e os hospitais podem experimentar taxas menores ou maiores do que este
intervalo. E importante considerar quaisquer resultados de teste em conjunto com sintomas clinicos
porque alguns adultos saudaveis e um grande nimero de criangas saudaveis (até 50 %) terdo um
resultado positivo para a toxina de C. difficile. Para além disso, foram reportadas taxas de transporte de
22 % a 32 % do C. difficile em doentes com fibrose cistica (1,3). Em estudos levados a cabo para este
dispositivo, utilizando doentes sintomaticos, a incidéncia de toxinas A e B foi de 12 % e de GDH foi de
18 %. Um resultado positivo na porgao de antigeno do teste C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® confirma
a presenca de C. difficile numa amostra fecal; um resultado negativo indica a auséncia do organismo.
Um resultado positivo na porgédo da toxina do teste C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® confirma a
presenca de C. difficile numa amostra fecal; um resultado negativo indica a auséncia da toxina ou niveis
insuficientes de toxina para detegéo.



CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Avaliacao clinica da porgao de antigeno do teste C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

A porgao de antigeno do teste C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® foi comparada com a cultura bacte-
riolégica. As amostras incluidas na avaliagdo foram apresentadas aos laboratérios clinicos para ensaios
de rotina. O teste de cultura bacteriolégica foi realizado de acordo com procedimentos internos. Os

resultados estdo exibidos na Tabela 1.

Tabela1. Resumo do desempenho clinico comparando o teste C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

com a cultura bacteriolégica

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

Cultura Bacteriolégica

Positiva

Cultura Bacter
Negativa

Linha de Antigeno Positiva 201 62

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE“‘ 21 842

Linha de Antigeno Negativa

Limites de Confianga
95 %

Sensibilidade 90,5% 85,7-93,9
Especificidade 93,1% 91,2-94,7
Valor Preditivo Positivo 76,4% 70,7 -81,3
Valor Preditivo Negativo 97,6% 96,2 - 98,4
Correlagao 92,6% 91,8-93,4

Foram avaliadas amostras discrepantes usando testes ELISA para glutamato desidrogenase de

C. difficile.

Vinte e nove das 62 amostras com resultado positivo falso foram positivas noutro teste de GDH

e foram consideradas positivas verdadeiras.

Treze das 21 amostras com resultado negativo falso foram negativas noutro teste de GDH e

foram consideradas negativas verdadeiras.

A porgao de antigeno do teste C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® foi comparada com o ensaio de
cultura de tecidos para a detegdo da toxina de C. difficile. As amostras incluidas na avaliagao foram
apresentadas aos laboratérios clinicos para ensaios de rotina. Os resultados sdo mostrados na Tabela 2.
A porgao de antigeno do teste C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® detetou 98,7 % das amostras positivas

de cultura de tecidos.

Tabela2. Resumo do desempenho clinico comparando o teste C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

com o ensaio de cultura de tecidos

Cultura de Tecidos

Cultura de Tecidos

Positiva Negativa
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 154 109
Linha de Antigeno Positiva
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 2 861
Linha de Antigeno Negativa

Avaliacgao clinica da porcao de toxina do teste C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

A porgao de toxina do teste C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® foi comparada com o ensaio de cultura
de tecidos em dois laboratérios clinicos e internamente no TECHLAB®, Inc. As amostras incluidas na
avaliagao foram apresentadas aos laboratérios clinicos para ensaios de rotina. Os resultados estdo

exibidos na Tabela 3.

Tabela 3. Resumo do desempenho clinico comparando o teste C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

com o ensaio de cultura de tecidos

Cultura de Tecidos

Cultura de Tecidos

Positiva Negativa
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 137 6
Linha de Antigeno Positiva
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 19 064
Linha de Antigeno Negativa

Limites de Confianca
95 %

Sensibilidade 87,8% 81,4-923
Especificidade 99,4% 98,6 - 99,7
Valor Preditivo Positivo 95,8% 90,7 - 98,3
Valor Preditivo Negativo 98,1% 96,9 - 98,8
Correlagé@o 97,8% 97,6 - 98,0

As amostras discrepantes foram avaliadas usando testes ELISA atuais para as toxinas A e B.
Cinco das 6 amostras com resultado positivo falso tiveram resultado positivo no teste ELISA e

foram consideradas positivas verdadeiras.

Doze das 19 amostras com resultado negativo falso tiveram resultado negativo pelo teste ELISA

e foram consideradas negativas verdadeiras.
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EFEITO DA CONSISTENCIA DA AMOSTRA FECAL
Efeito da consisténcia da amostra fecal no teste C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
A reagdo das amostras fecais de consisténcias diferentes na porgao de antigeno (n=978) e na porgao de
toxina (n=981) do teste C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® é mostrada nas Tabelas 4 e 5. As percenta-
gens das reagoes positivas utilizando um ensaio de cultura ou um teste C. DIFF QUIK CHEK COMPLE-
TE® foram similares em todos os trés tipos de amostras fecais (liquidas, semissdlidas e solidas). Todas
as amostras foram submetidas ao teste de C. difficile. A base da apresentagao foi o histérico clinico do
doente e ndo a consisténcia da amostra. Na porgdo do antigeno, os resultados mostram que o teste C.
DIFF QUIK CHEK COMPLETE® teve resultados similares a cultura bacteriologica ao testar amostras de
consisténcias diferentes. Na porgao da toxina, os resultados mostram que o teste C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® teve resultados similares a cultura bacteriolégica ao testar amostras de consisténcias
diferentes.
Tabela 4. Reacao de amostras fecais de diferentes consisténcias na
porgao de antigeno do teste C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
jalllostEs Amostras Sélidas
(n=121)

NuUmero de amostras
(n=978)

Amostras Liquidas
(n =335)

semissolidas
(n=522)

Positivo para ensaio de

cultura bacteriolégica 59 (17.6%) 110 @1,1%) 19(15,7%)
C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® 72 (21,5%) 128 (24,5%) 25 (20,7%)

Linha de Antigeno Positiva

Negativo para ensaio de

o)
cultura bacteriolégica 276 (82,4%)

412 (78,9%) 102 (84,3%)

C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®
Linha de Antigeno Negativa

263 (78,5%) 394 (75,5%) 96 (79,3%)

Tabela 5. Reacgao de amostras fecais de diferentes consisténcias na porgao de toxina do teste
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

Numero de amostras Amostras Liquidas - :‘rm::élrsjzs Amostras Sélidas

(n=981) (n =336) (n = 523) (n=122)

Positivo para ensaio de

cultura de tecido 43 (12,8%) 81 (15,5%) 8(6,6%)

C. DIFF QUIK CHEK

COMPLETE® 42 (12,5%) 72 (13,8%) 7(5,7%)

Linha de Toxina Positiva

Negativo para ensaio de

cultura de tecido 293 (87,2%) 442 (84,5%) 114 (93,4%)

C. DIFF QUIK CHEK

COMPLETE® 294 (87,5%) 451 (86,2%) 115 (94,3%)

Linha de Toxina Negativa
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SENSIBILIDADE ANALITICA
O corte para o ensaio foi estabelecido em concentragdes de 0,63 ng/ml para a toxina A, 0,16 ng/ml para
a toxina B e 0,8 ng/ml para a glutamato desidrogenase.

REPRODUTIBILIDADE

A reprodutibilidade do teste C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® foi determinada utilizando 12 amostras
fecais que foram codificadas para evitar a sua identificagao durante o teste. O teste foi efetuado em

3 laboratérios independentes, que testaram as amostras durante 3 dias. As amostras produziram os
resultados esperados 100 % das vezes.

REATIVIDADE CRUZADA

As amostras fecais inoculadas com os microrganismos seguintes a uma concentragao final de aproxi-
madamente 10 organismos ou superior por ml ndo reagiram na por¢do de antigeno ou toxina do teste
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®:

Bactéria ou Patogénio: Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacteroides fragilis,
Campylobacter coli, Campylobacter fetus, Campylobacter jejuni, Candida albicans, Clostridium
butyricum, Clostridium clostridiforme, Clostridium haemolyticum, Clostridium histolyticum, Clostridium
novyi, Clostridium perfringens, Clostridium septicum, Clostridium sordellii (ndo toxigénico), Clostri-

dium sporogenes, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis, Escherichia
coli EIEC, Escherichia coli, Escherichia coli O157:H7, Escherichia coli ETEC, Klebsiella pneumoniae,
Peptostreptococcus anaerobius, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium,
Serratia liquifaciens, Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus aureus (Cowans), Staphylococcus epidermidis, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus,
Yersinia enterocolitica

O Unico organismo naoC. difficile que reage na porgdo de toxina do teste C. DIFF QUIK CHEK COMPLE-
TE® foi o Clostridium sordelliiVP| 9048. Esta estirpe produz toxinas HT e LT, que sdo homdlogas as
toxinas A e B, respetivamente.

Os virus seguintes de 10%® to 10%2° unidades TCID por 0,2 ml ndo reagiram no teste C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE®:

Virus: Tipos de adenovirus 1, 2, 3, 5, 40, 41, coronavirus humanos, virus de Coxsackie B2, B3, B4, B5,
Ecovirus 9, 11, 18, 22, 33, tipo de Enterovirus 68, 69, 70, 71, Rotavirus.

SUBSTANCIAS INTERFERENTES

As seguintes substancias (formulagéo dos EUA) ndo tiveram nenhum efeito sobre os resultados dos
testes quando presentes nas fezes nas concentragées indicadas: mucina (3,5 % p/v), sangue humano
(40 % v/v), sulfato de bario (5 % p/v), Imodium® (5 % v/v), Kaopectate® (5 % v/v), Pepto-Bismol® (5 %
V/v), acido estedrico/palmitico (40 % p/v), Metronidazol (0,25 % p/v), Vancomicina (0,25 % p/v).

REAGCAO DE ISOLADOS CLiNICOS OBTIDA EM GELOSE CICLOSERINA
CEFOXITINA-FRUTOSE (CCFA)

Testou-se um total de 1083 isolados clinicos de C. difficile, obtidos por cultura bacteriolégica anaerébica
em CCFA apos 3 dias a 37° C, no teste C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®. Para a andlise, as colénias
individuais foram escolhidas e suspensas em Diluente conforme recomendado para amostras fecais.
Todos os 103 isolados tiveram uma reagao de antigeno positiva no teste.

Setenta dos 103 isolados (68 %) resultaram de amostras fecais que tiveram um resultado positivo para
a toxina do C. difficile por ensaio de cultura de tecido. Destes, 56 (80 %) tiveram uma reagao de toxina
positiva quando filtrados apds o crescimento anaerdbico em CCFA durante 3 dias a 37° C.
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