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TECHLAB® C. DIFFICILE QUIK CHEK COMPLETE®

PRZEZNACZENIE

Test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE COMPLETE® firmy TECHLAB® jest szybkim membranowym testem immunoenzymatycznym
stosowanym do jednoczesnego wykrywania antygenu dehydrogenazy glutaminianowej Clostridium difficile oraz toksyn A i B w jednej
studzience reakcyjnej. w prébkach katu pobranych od oséb podejrzanych o zachorowanie na C. difficile. Jako badanie przesiewowe na
obecnos¢ C. difficile test wykrywa antygen C. difficile, dehydrogenaze glutaminianowsg, i potwierdza obecnos¢ toksynotworczego C.
difficile poprzez wykrycie toksyn A i B w probkach katu pochodzgcego od oséb podejrzewanych o chorobe wywotang przez C. difficile.
Test powinien by¢ stosowany jako pomoc w diagnozie zachorowan na C. difficile. Jak w przypadku innych testéw na C. difficile, wyniki
powinny by¢ rozpatrywane w potgczeniu z historig pacjenta.

TYLKO DO UZYTKU DIAGNOSTYCZNEGO IN VITRO.

WYJASNIENIE

Po leczeniu antybiotykowym u wielu pacjentéw wystepujg problemy Zzotgdkowo-jelitowe, poczawszy od fagodnych biegunek po cigzkie
rzekomobtoniaste zapalenie jelita grubego. Wiele przypadkéw fagodniejszych postaci choréb Zzotgdkowo-jelitowych i wiekszos$¢
przypadkéw rzekomobtoniastego zapalenia jelita grubego spowodowanych jest przez toksynotwoércze szczepy Clostridium difficile (1).
Organizm ten jest oportunistyczng bakterig beztlenowa, ktéra rozwija sie w jelicie po tym jak normalna flora zostata zmieniona przez
antybiotyk. Toksynotwoércze szczepy C. difficile posiadaja geny kodujgce toksyny, podczas gdy szczepy nietoksynotwdrcze nie
posiadajg genow toksyn. Choroba powodowana jest przez toksyny wytwarzane przez organizm toksynotwoérczy. Uwaza sie, ze za
objawy kliniczne zwigzane z chorobg odpowiada przede wszystkim toksyna A, ktéra jest enterotoksyng niszczacg tkanke (2,3).
Clostridium difficile wytwarza réwniez drugg toksyne, oznaczong jako toksyna B. Toksyna B, ktéra nazywana jest cytotoksyng
organizmu, jest toksyng wykrywang przez hodowle tkankowa, stosowang obecnie przez niektdre laboratoria. Toksynotworcze szczepy
C. difficile wytwarzajg albo obie toksyny albo jedynie toksyne B (4-7). Dehydrogenaza glutaminianowa C. difficile jest dobrym markerem
antygenu bakterii w kale poniewaz jest wytwarzana w duzych ilosciach przez wszystkie szczepy, toksynotworcze i nietoksynotworcze
(8-10). Antygen jest wykrywalny w prébkach katu przy zastosowaniu testu C.DIFF QUIK CHEK COMPLETE®. Wynik dodatni w tescie,
ktory jest swoisty dla dehydrogenazy glutaminianowej C. difficile potwierdza obecno$¢ tego organizmu w prébce katu; wynik ujemny
wskazuje na nieobecnos¢ organizmu. Wynik dodatni testu dla toksyn A i B potwierdza obecnos¢ toksynotworczego C. difficile.

ZASADA TESTU

Test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETEe wykorzystuje przeciwciata swoiste dla dehydrogenazy glutaminianowej oraz toksyn Ai B C.
difficile. Na ptytce znajduje sig okienko reakcyjne z trzema pionowymi liniami unieruchomionych przeciwciat. Linia testowa antygenu
(“Ag”) pokryta jest przeciwciatami przeciwko dehydrogenazie glutaminianowej C. difficile. Linia kontrolna (“C”) jest linig przerywana
zawierajgcg przeciwciata przeciwko peroksydazie chrzanowej (HRP). Linia testowa toksyn A i B (“Tox) pokryta jest przeciwciatami
przeciwko toksynom A i B Clostridium difficile. Koniugat skfada sie z przeciwciat przeciwko dehydrogenazie glutaminianowej oraz
przeciwciat przeciwko toksynom A i B, sprzezonym z peroksydazg chrzanowg. Aby wykona¢ test nalezy doda¢ probke do probdwki
zawierajgcej mieszaning Rozcienczalnika i Koniugatu. Nastepnie mieszanina koniugatu z rozciefczong prébkg dodawana jest do
Studzienki na prébke i ptytka pozostawiona zostaje na 15 minut w temperaturze pokojowej celem inkubacji. Podczas inkubacji
dehydrogenaza glutaminianowa oraz toksyny A i B obecne w prébce wigzg sie z koniugatem przeciwciata-peroksydaza. Kompleksy
antygen-przeciwciato-koniugat migrujg przez wktadke filtrujgcg do membrany, gdzie sg wychwytywane przez unieruchomione na liniach
przeciwciata swoiste dla dehydrogenazy glutaminianowej oraz przeciwciata swoiste dla toksyn A i B. Nastgpnie Okienko reakcyjne
przeptukiwane jest Buforem ptuczgcym, po czym dodany zostaje Substrat. Po 10-cio minutowej inkubacji ocenia sie wizualnie reakcje
“Ag” na obecnos¢ pionowej niebieskiej linii po stronie “Ag” Okienka reakcyjnego. Niebieska linia oznacza wynik dodatni. Jesli ,Ag” jest
dodatnie, wtedy nalezy oceni¢ reakcje ,Tox” wizualnie na obecnos¢ niebieskiej linii po stronie ,Tox” Okienka reakcyjnego \. Linia
niebieska wskazuje na wynik dodatni. Dodatnia reakcja “C” w postaci pionowej, przerywanej niebieskiej linii po stronie “C” Okienka
reakcyjnego potwierdza, ze test dziata prawidtowo i ze jego wynik jest wazny.

MATERIALY DOSTARCZONE

P Plytki testowe — kazda torebka zawiera 1 ptytke

SPE Rozcienczalnik (22 ml w butelce) - buforowany roztwér biatka ze skalowanym zakraplaczem (zawiera 0,05%

ProClin® 300) c

DIL

Bufor ptuczacy (12 ml w butelce) - buforowany roztwér ze skalowanym zakraplaczem
(zawiera 0,05% ProClin® 300)

Substrat (3.5 ml w butelce) - roztwdr zawierajacy tetrametylobenzydyne

Koniugat (2.5 ml w butelce) - mysie przeciwciata monoklonalne swoiste dla dehydrogenazy glutaminianowej
sprzezone z peroksydazg chrzanowg i kozie przeciwciata poliklonalne swoiste dla toksyn A i B sprzezone z
peroksydazg chrzanowg w buforowanym roztworze biatka. (zawiera 0,05% ProClin® 300)

Kontrola dodatnia (2 ml) - antygen w buforowanym roztworze biatka

Jednorazowe plastikowe pipetki - ze znacznikami na 25 pl, 400 pl | 500 pl)
Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro

Uwaga
H317: Moze powodowac reakcje alergiczne na skdrze
P261, P272, P280, P302, P352, P333, P313, P321, P362, P364, P501

MATERIALY | WYPOSAZENIE WYMAGANE, LECZ NIEDOSTARCZONE

Mate proboéwki (Np. plastikowe probéwki Eppendorf lub probowki szklane)

Aplikatory Zegar Mieszadfo typu vortex
Jednorazowe rekawiczki do pracy z prébkami katu Pipetor i koncéwki

TRWALOSC | PRZECHOWYWANIE



Data waznosci zestawu podana jest na etykiecie. Daty waznosci kazdego skfadnika podane sg na poszczegodlnych etykietach. Zestaw
powinien by¢ przechowywany w temperaturze pomigdzy 2° a 8°C.

OSTRZEZENIA

1. Nie powinno sie miesza¢ odczynnikow z ré6znych zestawow. Nie uzywac zestawu po podanej dacie waznosci.

2.Kazdy skfadnik zestawu powinien by¢ obejrzany pod katem jakichkolwiek nieszczelnosci. Przy dostawie, nalezy sprawdzi¢ czy
sktadniki nie sg zamarzniete lub ciepto przy dotykaniu z powodu niewtasciwych warunkéw wysyiki.

3. Nalezy doprowadzi¢ wszystkie sktadniki do TEMPERATURY POKOJOWEJ PRZED ICH UZYCIEM.

4. Zakretki, koncowki i buteleczki z zakraplaczem posiadaja kolorowe oznaczenie kodowe; NIE miesza¢ lub zamienia¢ ich!

5. Nie zamrazac¢ odczynnikéw. Zestaw powinien by¢ przechowywany w temperaturze pomiedzy 2° a 8°C.

6. Opakowanie zawierajgce Ptytke testowg powinno by¢ doprowadzone do temperatury pokojowej przed otwarciem i otwarte
bezposrednio przed uzyciem. Przechowywac ptytki w suchym miejscu.

7. W celu uzyskania optymalnych wynikéw uzy¢ probki katu w ciggu 72 godzin od pobrania. Probki, ktére zostaty zamrozone mogg
straci¢ swojg aktywnos¢ z powodu zamrazania i odmrazania. Jesli stosowane sg probki zamrozone, nalezy rozmrazac je w
temperaturze pokojowe;j.

8. Dodajac odczynniki trzymaé buteleczki z zakrapiaczem w pozycji pionowej celem zapewnienia wtasciwej wielkosci kropli.

9. Probki i ptytki testowe nalezy traktowac i utylizowac po uzyciu jako zagrozenie biologiczne.

10. Ptytek testowych nie mozna powtérnie uzywac.

11. Test zostat zoptymalizowany pod katem czutosci i swoistosci. Zmiana podanej procedury i/lub warunkéw wykonania testu moze
mie¢ wptyw na czutos¢ i swoistosc¢ testu. Nalezy postepowac scisle wedtug podanej procedury.

12. W przypadku badania wigcej niz jednej probki katu zwraca¢ uwage na catkowity czas oznaczenia. Najpierw doda¢ Rozcienczalnik, a
potem do kazdej probéwki z Rozcienczalnikiem dodaé Koniugat. Nastepnie doda¢ probki do probéwek z Rozcienczalnikiem/
Koniugatem. Doktadnie wymiesza¢ wszystkie rozcienczone probki i wtedy przenies¢ je na Plytke testowg. 15-to minutowy okres
inkubacji zaczyna sie od momentu przeniesienia ostatniej rozciericzonej probki z koniugatem na ostatnig Ptytke testowa.

13.Jesli Substrat zmieni kolor na ciemnoniebieski/ fioletowy nalezy skontaktowa¢ sie z dostawca w celu wymiany.

14.Prébki katu moga zawieraé substancje potencjalnie zakazne i powinny by¢ traktowane na "Poziomie bezpieczenstwa biologicznego
2"zgodnie z zaleceniami w instrukcji CDC / NIH "bezpieczenstwa biologicznego w laboratoriach mikrobiologicznych i
biomedycznych".

15.Wszystkie wyroby w zestawie to odczynniki medyczne do diagnostyki in vitro.

16.Nosi¢ rekawiczki jednorazowe w trakcie wykonywania testu.

17.0dczynnik do rozcienczania zawiera 0,05% ProClin® 300 jako $rodka konserwujgcego. Chociaz stezenie jest niskie, ProClin® 300
uznawany jest za srodek szkodliwy. W przypadku wystgpienia podraznienia skory lub wysypki, zasiegng¢ porady lekarza /

Uwaga. Zdjg¢ zanieczyszczong odziez i umy¢ jg przed ponownym uzyciem. Uzywa¢ odczynnikéw wedtug
obowigzujgcych przepiséw dotyczgce bezpieczenstwa laboratoryjnego i dobrej praktyki laboratoryjnej. Karty Charakterystyki tego
produktu sg dostepne na zadanie, skontaktuj sie z dystrybutorem.

18.W celu utylizacji odpadéw nalezy stosowa¢ sie do krajowych, regionalnych i lokalnych zalecen.

POBIERANIE PROBEK KALU | OBCHODZENIE SIE Z NIMI

Dopuszczalny typy prébek

Swieze prébki katu

Nie uzywaé

Mrozone prébki katu

Do prébek w utrwalaczach na bazie formaliny (np.
formalinie octowo sodowej, 10% formalinie, mertiolat

Prébki na podiozach transportowych (Cary Blair, C&S) formalinie)

Do prébek w utrwalaczach na bazie alkoholu (np.
alkohol poliwyinylowy)

Temperatura przechowywania probki Dopuszczalna diugos$¢ przechowywania Uwagi

2°C -8°C 72 godziny Idealna prébka nie powinna mie¢ wiecej
niz 24 godziny

Rozmrazaé w temperaturze pokojowe;.
Wielokrotne zamrazanie i rozmrazanie
moze spowodowac utrate aktywnosci

probki w zwigzku z degradacja toksyny

Zamrozone w < - 10°C Dtuzej niz 72 godziny

1. Wiasciwe sg standardowe procedury laboratoryjne pobierania i obchodzenia sie z prébkami katu.

2. Prébki katu powinny by¢ pobierane do czystego, szczelnego pojemnika.

3. NIE zaleca sie przechowywania probek w Rozcienczalniku.

4. Nie dopusci¢, aby probki katu pozostaty w Rozciefczalniku/Koniugacie przez czas dtuzszy niz 24 godziny.

PRZYGOTOWANIE PROBEK

1. Przed uzyciem doprowadzi¢ wszystkie odczynniki i wymagang ilos$¢ ptytek do temperatury pokojowej. Zaleca sie usung¢ odczynnik z
wktadki piankowej w celu zmniejszenia czasu potrzebnego do osiggnigcia temperatury pokojowe;j.

2. Przygotowa¢ i oznaczy¢ po jednej matej probéwce dla kazdej prébki i opcjonalnie dla zewnetrznych kontroli, jezeli jest to konieczne.
3. Uzywajgc czarnej buteleczki ze skalowanym zakraplaczem dodac¢ 750 pl (drugi znacznik od koncoéwki) Rozcienczalnika do kazdej
probdéwki na prébke katu. W przypadku probek pobranych na podtoza transportowe takie jak Cary Blair lub C&S do kazdej probowki
doda¢ 650 ul Rozcienczalnika.

Typ probki Objetos¢ diluentu
Swieze probki katu 750 ul (druga podziatka od koncowki)
Mrozone prébki katu (zamrozone, nierozcienczone) 750 ul (druga podziatka od koncowki)

Probki na podtozach transportowych (Cary Blair, C&S) | 650 ul (podziatka niedostarczona)

Zewnetrzne kontrole (pozytywne i negatywne) 750 ul (druga podziatka od koncowki) \!




4. Doda¢ jedng krople Koniugatu (buteleczka z czerwong zakretka) do kazdej probowki.
5. Wyja¢ 1 jednorazowg plastikowg pipetke (dostarczong w zestawie) na kazdg prébke - pipetki posiadajg znaczniki na 25 pl, 400 pl i
500 pl.

Skalowana pipetka:

500 uL 400 pL 25 L
i i {
( | I -

6. Dokladnie wymiesza¢ wszystkie préobki bez wzgledu na ich konsystencje - wazne jest, aby préobki mialy jednorodnag
zawiesistos¢ przed ich przeniesieniem.

Probki ciekte/potstate - nabra¢ 25 pl prébki pipetka i napipetowa¢ do roztworu Rozcienczalnika/Koniugatu. Uzy¢ tej samej pipetki do
wymieszania rozciefnczonej probki.

Probki state/twarde prébki - nalezy zwréci¢ uwage, aby doda¢ wiasciwg ilos¢ statego katu do roztworu. Dokfadnie wymiesza¢ probke
uzywajgc drewnianej bagietki aplikacyjnej i przenie$¢ mata objetos¢ probki (o Srednicy okoto 2 mm, odpowiednik 25 pl) do roztworu
Rozcienczalnika/Koniugatu. Wymieszaé prébke przy uzyciu bagietki aplikacyjnej.

Probki katu na podtozu transportowym Cary Blair lub C&S - napipetowa¢ 100 pl probki (2 krople z pipetki) do roztworu
Rozcienczalnika/Koniugatu.

7. Opcjonalne probki kontroli zewnetrznej:
Zewnetrzna kontrola dodatnia — doda¢ jedng krople Kontroli dodatniej (buteleczka z szarg zakretkg) do roztworu
Rozcienczalnika/Koniugatu.

Zewnetrzna kontrola ujemna - doda¢ 25 pl Rozcienczalnika do roztworu Rozcienczalnika/Koniugatu.

UWAGA: Przeniesienie zbyt malej ilosci probki lub niewymieszanie i niecatkowite rozprowadzenie probki w roztworze
Rozcienczalnika moze skutkowa¢ wynikami fatszywie ujemnymi. Dodanie zbyt duzej ilosci probki katlu moze skutkowac
wynikami niewaznymi z powodu ograniczenia przeptywu probeki.

WYKONANIE OZNACZENIA

1. Wyjac¢ jedng Plytke testowg na kazdg probke i po jednej ptytce na opcjonalng zewnetrzng kontrole dodatnig lub ujemna, w zalezno$ci
od potrzeby. Foliowe opakowania powinny zostaé doprowadzone do temperatury pokojowej przed ich otwarciem. Test nalezy uzyé
natychmiast po otwarciu opakowania. Oznakowa¢ kazda ptytke i potozyé na ptaskiej powierzchni w taki sposéb, aby nadruk “C. DIFF
COMPLETE” znajdowat sie na dole ptytki, a mata Studzienka na probke (Sample Well) w prawym gérnym rogu ptytki.

Studzienka na probke

Okienko reakcyjne

C. DIFF COMPLETE

2. Zamkna¢ kazda probowke z rozcienczong probka i doktadnie wymiesza¢. Prawidlowe wymieszanie mozna uzyska¢ uzywajgc
mieszadta lub poprzez obracanie probéwki w gére i dét. Po rozcienczeniu w mieszance Rozcienczalnik/ koniugat, probka pacjenta lub
kontrola dodatnia, przed zakropieniem na ptytce testowej moze by¢ inkubowana w temperaturze pokojowej do 24 godziny.

3. Uzywajac nowe;j pipetki, przenies¢ 500 pl rozcienczonej mieszanki probki z koniugatem do Studzienki na prébke na plytce testowej
(maty otwdr w goérnym, prawym rogu plytki), upewniajgc sie, ze ciekta probka zostata napipetowana na absorbujgcg membrane
wewnatrz Plytki testowej. W trakcie dodawania prébki do Studzienki na prébke nalezy upewni¢ sie, ze koncoéwka pipetki jest nachylona
w kierunku Okienka reakcyjnego (wiekszy otwor w srodku ptytki).

4. Inkubowa¢ plytke przez 15 minut w temperaturze pokojowej - prébka przesgczy sie wewnatrz plytki i wilgotny obszar widoczny bedzie
w Okienku reakcyjnym.

UWAGA NA PROBKI, KTORE NIE MIGRUJA

Czasami nie mozna zbadac rozciericzonej probki katu z powodu zatkania membrany i wtedy prébka nie przeniknie poprawnie do
okienka reakcyjnego. Jezeli rozciericzona probka katu nie przeniknie poprawnie w ciggu 5 minut od dodania probki do Studzienki na
probke (tzn. membrana w Okienku reakcyjnym nie jest catkowicie wilgotna), wtedy doda¢ 100 ul (4 krople) Rozcienczalnika do
Studzienki na probke i odczekac kolejne 5 minut (tgcznie 20minut).

5. Po inkubacji dodaé 300 ul Buforu ptuczgcego do Okienka reakcyjnego przy uzyciu skalowanej buteleczki z biatym zakraplaczem.
Odczeka¢ az Bufor ptuczacy wptynie do Okienka reakcyjnego i zostanie catkowicie zaabsorbowany.



6. Dodac 2 krople Substratu (buteleczka z biatg zakretkg) do Okienka reakcyjnego. Po 10 minutach odczyta¢ i zanotowa¢ wyniki.

INTERPRETACJA WYNIKOW
1. Interpretacja testu jest najbardziej wiarygodna kiedy wyniki odczytane sg bezposrednio pod koniec 10 minutowego czasu reakciji.
Odczyta¢ wynik z normalnej odlegtosci, w dobrze o$wietlonym miejscu. Ogladac ptytke z linig wzroku bezposrednio nad plytka.

2. Nalezy przyjrze¢ sie czy pojawily sie niebieskie kropki w srodku Okienka reakcyjnego; jest to wewnetrzna kontrola dodatnia.
Pojawienie sie kazdej ilosci kropek/ kropki oznacza, ze dziata kontrola wewnetrzna. Tto moze zmienia¢ kolor od jasnego do ciemno
niebieskiego. Zaobserwowac¢ czy pojawita sie niebieska linia po stronach “Ag” i ,Tox” Okienka reakcyjnego; s3 to linie testowe.
Intensywnos¢ linii moze by¢ zmienna, od bladej do ciemne;j.

3. Wynik dodatni dla antygenu (,,Ag”): Wynik dodatni dla antygenu mozna zinterpretowa¢ w jakimkolwiek momencie pomigdzy
dodaniem Substratu a 10-cio minutowym czasem odczytu. Pojawienie sie niebieskiej linii ,Ag” tgcznie z niebieska, przerywang linig
kontrolng pod ,C” (Rys. 1) nalezy interpretowa¢ jako wynik dodatni dla antygenu. Intensywnos¢ linii moze by¢ zmienna, od bladej do
ciemnej. Wyrazna linia czesSciowa interpretowana jest jako wynik dodatni. Nie interpretowa¢ odbarwienia membrany jako wynik dodatni.
Wynik dodatni wskazuje na obecnos¢ C. difficile.

4. Wynik dodatni dla toksyny (,,Tox”): Jesli wynik dla antygenu jest dodatni (tzn. jesli widoczna jest niebieska linia ,Ag” i przerywana,
niebieska linia kontrolna pod ,C”) nalezy przej$¢ do interpretacji wyniku dla toksyn. Wynik dodatni dla toksyn mozna zinterpretowac¢ w
jakimkolwiek momencie pomiedzy dodaniem Substratu a 10-cio minutowym czasem odczytu. Pojawienie sie niebieskiej linii ,Tox” (Rys.
1b) oznacza wynik dodatni dla toksyn. Intensywnos$¢ linii moze by¢é zmienna, od bladej do ciemnej. Wyrazna linia czesciowa
interpretowana jest jako wynik dodatni. Nie interpretowa¢ odbarwienia membrany jako wynik dodatni. Wynik dodatni wskazuje na
obecnos¢ toksyn C. difficile.

5. Wynik ujemny: Nie wolno interpretowa¢ testu jako ujemny lub niewazny przed uptynieciem 10 minut od dodania Substratu.
Widoczna jest jedna przerywana, niebieska linia w $rodku Okienka reakcyjnego, pod “C” i nie ma widocznych linii testowych po stronie
“Ag” lub ,Tox” Okienka reakcyjnego (Rys. 1c). Wynik ujemny w czesci antygenu oznacza, ze antygen C. difficile jest albo nieobecny w
probce albo jest ponizej granicy wykrywalnosci testu. Wynik ujemny w czesci toksyn oznacza, ze toksyny C. difficile sg albo nieobecne
w prébce albo sg ponizej granicy wykrywalnosci testu.

6. Wynik niewazny: Brak widocznych linii w Okienku reakcyjnym (Rys. 1d). Wynik testu jest niewazny, jezeli po zakonczeniu okresu
reakcji, pod ,C”, nie pojawita sie przerywana, niebieska linia kontrolna (Rys. 1e, 1f, 1g).

7. Wynik ujemny dla antygenu (,,Ag”), dodatni dla toksyn (,,Tox”): procent prébek moze da¢ wyniki ujemne dla antygenu, ale
dodatnie dla toksyn. Takie probki uwaza sie za nieoznaczone i nalezy je ponownie przebada¢ uzywajgc $wiezej probki (Rys. 1h). Jesli
probka badana powtdrnie bedzie dodatnia dla toksyn i ujiemna dla antygenu, wynik nalezy zapisa¢ jako dodatni dla toksyn.



Rys. 1: INTERPRETACJA WYNIKOW C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE ®
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KONTROLA JAKOSCI

Wewnetrzna: Niebieska, przerywana linia kontrolna musi by¢ widoczna w srodku Okienka reakcyjnego, pod ,C” na kazdej ptytce
testowej uzywanej do wykonania badania. Pojawienie sie niebieskich kropek kontrolnych potwierdza, ze prébka i odczynniki zostaty
prawidtowo dodane i ze odczynniki byly aktywne w chwili wykonywania oznaczenia, a probka prawidtowo przenikneta przez Plytke
testowg. Czyste tlo w obszarze wynikéw traktowane jest jako wewnetrzna kontrola ujemna. Jezeli test zostat prawidtowo wykonany i
odczynniki zachowaty sie poprawnie, tto bedzie czyste, a wynik widoczny.

Zewnetrzna: Reaktywnos$¢ zestawu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® powinna zosta¢ sprawdzona w momencie jego otrzymania, za
pomocg kontroli dodatniej i kontroli ujemnej (Rozcienczalnik). Kontrola dodatnia dostarczona jest w zestawie (buteleczka z szarg
zakretkg). Kontrola dodatnia potwierdza reaktywnos¢ pozostatych odczynnikdw stosowanych w oznaczeniu, ale nie jest przeznaczona
do zapewnienia precyzji analitycznej oznaczenia przy progu odciecia testu. Rozcienczalnik uzywany jest jako kontrola ujemna. Mozna
wykonaé¢ dodatkowe testy z kontrolami, w celu zapewnienia zgodnosci z wymaganiami lokalnymi, stanowymi i/lub federalnymi czy
wymaganiami jednostek akredytujgcych.

OGRANICZENIA

1. Test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE?® stosowany jest do wykrywania antygenu i toksyny / toksyn C. difficile w probkach katu. Test
potwierdza obecnos$¢ toksyny w kale i informacja ta powinna by¢ wzieta pod uwage przez lekarza w $wietle historii klinicznej oraz
fizycznego badania pacjenta. Test C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® wykrywa toksyne A na poziomie = 0.63 ng/ml, toksyne B na
poziomie 20,16 ng/ml oraz dehydrogenaze glutaminianowg na poziomie = 0,8 ng/ml.

2. Prébki katu sg wyjatkowo ztozonymi prébkami klinicznymi. Optymalne wyniki w tescie C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® uzyskuje
sie w prébkach, ktére majg mniej niz 24 godziny od pobrania. Wigkszo$¢ nierozcienczonych probek mozna przechowywa¢ w temp.
pomigdzy 2° a 8°C przez 72 godziny zanim zostanie zaobserwowana znaczna degradacja toksyn. Jezeli probki nie zostang zbadane w
tym czasie, mogg by¢ zamrozone i odmrozone. Jednak powtorne zamrazanie i odmrazanie moze skutkowaé utratg
immunoreaktywnosci antygenu i toksyn A i B.

3. Niektore probki mogg dawac stabe reakcje. Moze to by¢ spowodowane paroma czynnikami takimi jak: obecnos¢ niskich poziomoéw
antygenu i/lub toksyn, obecno$¢ substancji wigzacych, lub enzyméw dezaktywujgcych w kale. W takiej sytuacji nalezy zbadac $wiezg
probke. Dodatkowe badania, ktére moga by¢ zastosowane w potaczeniu z testem C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® obejmujg hodowle
z badaniem toksynotwoérczym lub hodowle tkanek celem wykazania cytotoksycznosci do wykrywania C. difficile i jej toksyny/toksyn.

4. Prébki katu, ktore zostaty zakonserwowane w 10% formalinie, MF, SAF lub PVA nie mogg by¢ uzywane.

5. C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® jest testem jakosciowym. Intensywno$¢ zabarwienia nie powinna by¢ interpretowana ilosciowo.

6. Niektore izolaty C. sordelli mogg reagowaé z testem C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®, poniewaz wytwarzajg toksyny pokrewne
immunologicznie (1).

7. Stopien kolonizacji u dzieci oszacowano na do 50%. Wysoki stopier wykazany zostat rowniez u pacjentéw z mukowiscydozg (1,3).

8. Jedynym organizmem innym niz C. difficile, ktéry reagowat w obszarze toksyn testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® byto
Clostridium sordelli VPI 9048. Ten szczep wytwarza toksyny HT i LT, ktére sg homologiczne do, odpowiednio, toksyny A i B.

OCZEKIWANE WARTOSCI

Choroba zwigzana z Clostridium difficile jest przede wszystkim chorobg szpitalng pacjentow starszych, a czestotliwosé choroby jest
zalezna od czynnikéw takich jak populacja, rodzaj jednostki szpitalnej oraz epidemiologii. Odnotowane wystepowanie choréb
zwigzanych z C. difficile u pacjentéw z biegunkami poantybiotykowymi wynosi pomiedzy 5 a 20%; szpitale moga notowac czestos$¢
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wystepowania mniejszg lub wiekszg niz ten zakres. Wazne jest, aby rozpatrywac¢ wszystkie wyniki badan w potgczeniu z objawami
klinicznymi, poniewaz niektorzy zdrowi dorosli i duza liczba zdrowych dzieci (do 50%) bedzie miata wynik dodatni na toksyne C. difficile.
Ponadto, u pacjentéw z mukowiscydoza odnotowano nosicielstwo w zakresie 22 do 32% (1,3). W badaniach przeprowadzonych z tym
testem na pacjentach symptomatycznych, wystepowanie toksyn A i B wyniosto 12%, a GDH 18%. Wynik dodatni w czesci antygenowej
testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® potwierdza obecno$¢ C. difficile w probce katu; wynik ujemny wskazuje na nieobecnos¢
organizmu. Wynik dodatni w czesci toksyn testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® potwierdza obecnosé toksyn C. difficile w probce
katu; wynik ujemny wskazuje na nieobecnos¢ toksyn lub poziomy toksyn niewystarczajace do wykrycia.

CHARAKTERYSTYKA DZIALANIA
Ocena kliniczna czesci antygenowej testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

Czes$¢ antygenowa testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® zostata poréwnana z badaniem hodowli bakteryjnej. Probki wigczone do
oceny zostaty przestane do laboratoriow klinicznych celem rutynowego zbadania. Badanie hodowli bakteryjnej zostato wykonane
zgodnie z wewnetrzng procedurg. Ponizsza Tabela 1 pokazuje wyniki.

Tabela 1. Podsumowanie dziatania w poréwnaniu testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® z hodowlg bakteryjng.

Dodatnia hodowla Ujemna hodowla
n=1126 bakteryjna bakteryjna

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
Dodatnia linia antygenu 201 62

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

Ujemna linia antygenu 21 842

Granice przedziatu ufnosci

95%
Czutosc¢ 90.5% 85.7-93.9
Swoistosc 93.1% 91.2 -94.7
Dodatnia warto$¢ predyktywna 76.4% 70.7 -81.3
Ujemna warto$¢ predyktywna 97.6% 96.2 — 98.4
Korelacja 92.6% 91.8 - 93.4%

Proébki niezgodne zostaty rozstrzygniete przy zastosowaniu rynkowych testéw ELISA do wykrywania dehydrogenazy glutaminianowej C.
difficile. Dwadziescia dziewie¢ z 62 falszywie dodatnich prébek dato wynik dodatni w innym tescie na GDH i zostaly sklasyfikowane
jako prawdziwie dodatnie. Z 21 probek fatszywie ujemnych trzynascie dato wynik ujemny w innym tescie na GDH i zostaty
sklasyfikowane jako prawdziwie ujemne.

Czes¢ antygenowa testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® zostata poréwnana z badaniem hodowli tkankowej w celu wykrycia toksyn
C. difficile. Probki wigczone do oceny zostaly przestane do laboratoriéw klinicznych celem rutynowego zbadania. Wyniki pokazuje
Tabela 2. Czeéé antygenowa testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® wykryta 98.7% probek, ktdre bylty oznaczone jako dodatnie w
hodowli tkankowe;j.

Tabela 2. Podsumowanie dziatania w poréwnaniu testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® z badaniem hodowli tkankowe;.

Dodatnia hodowla Ujemna hodowla tkankowa

n=1126 tkankowa
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 109
Dodatnia linia antygenu 154
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® 5 861

Ujemna linia antygenu

Ocena kliniczna czesci toksyn testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

Czesé toksyn testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® zostata poréwnana z badaniem hodowli tkankowej w dwéch laboratoriach
klinicznych oraz wewnetrznie, w TECHLAB®, Inc.. Probki wigczone do oceny zostaly przestane do laboratoriow klinicznych celem
rutynowego zbadania. Tabela 3 pokazuje wyniki.

Tabela 3. Podsumowanie dziatania w poréwnaniu testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® z badaniem hodowli tkankowej.

Dodatnia hodowla

n=1126 tkankowa Ujemna hodowla tkankowa

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
Dodatnia linia toksyn 137

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

Ujemna linia toksyn 19 964

Granice przedziatu ufnosci

95%
Czutos¢ 87.8% 81.4-92.3
Swoistos¢ 99.4% 98.6 —99.7
Dodatnia warto$¢ predyktywna 95.8% 90.7 — 98.3
Ujemna wartos$¢ predyktywna 98.1% 96.9 — 98.8
Korelacja 97.8% 97.6 — 98.0




Probki niezgodne zostaly rozstrzygniete przy zastosowaniu rynkowych testow ELISA do wykrywania toksyn A i B.
Pie¢ z 6 fatszywie dodatnich prébek dato wynik dodatni w tescie ELISA i zostaty sklasyfikowane jako prawdziwie dodatnie.
Dwanascie z 19 prébek falszywie ujemnych dato wynik ujemny w tescie ELISA i zostaty sklasyfikowane jako prawdziwie ujemne.

WPLYW KONSYSTENCJI PROBKI KALU

Woplyw konsystencji probek katu na badanie C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

Tabele 4 i 5 pokazuje reakcje probek katu o réznej konsystencji w czesci antygenowej (n=978) oraz czesci toksyn (n=981) testu C.
DIFF QUIK CHEK COMPLETE®. Procent reakcji dodatnich przy zastosowaniu badania hodowli albo testu C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® byty podobne dla wszystkich trzech typow probek (ptynne, poiptynne i state). Wszystkie probki poddano badaniu na C.
difficile. Podstawg skierowania na badania byta historia kliniczna pacjenta, a nie konsystencja probki. W czesci antygenowej wyniki
pokazujg, ze przy badaniu probek réznej konsystencji dziatanie testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® jest podobne do badania
hodowli bakteryjnej. W czes$ci toksyn wyniki pokazujg, ze przy badaniu prébek réznej konsystencji dziatanie testu C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® jest podobne do badania hodowli tkankowe;.

Tabela 4. Reakcje probek katu o roznej konsystencji w czesci antygenowej testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

Liczba prébek (n=978) Probki ptynne (n=335) Probki pétptynne (n=522) Prébki state (n=121)
Dodatnie w badaniu hodowli o o o
bakteryjnej 59 (17.6%) 110 (21.1%) 19 (15.7%)
C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® 72 (21.5%) 128 (24.5%) 25 (20.7%)
Dodatnia linia antygenu
Ujemne w badaniu hodowli o o o
bakteryjnej 276 (82.4%) 412 (78.9%) 102 (84.3%)
C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® 263 (78.5%) 394 (75.5%) 96 (79.3%)

Ujemna linia antygenu

Tabela 5. Reakcje probek katu o réznej konsystencji w czesci toksyn testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

Liczba prébek (n=981) Prébki ptynne (n=336) Prébki pétptynne (n=523) Prébki state (n=122)
Dodatnie w badam_u hodowli 43 (12.8%) 81 (15.5%) 8 (6,6%)
tkankowej
C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® 42 (12.5%) 72 (13,8%) 7 (5.7%)
Dodatnia linia toksyn
Ujemne w badaniu hodowli
tkankowej 293 (87.2%) 442 (84.5%) 114 (93.4%)
C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® 294 (87.5%) 451 (86.2%) 115 (94.3%)

Ujemna linia toksyn

CZULOSC ANALITYCZNA
Prog odciecia dla badania wyznaczony zostat przy stezeniu 0.63 ng/ml dla toksyny A, 0.16 ng/ml dla toksyny B i 0.8 ng/ml dla
dehydrogenazy glutaminianowe;.

ODTWARZALNOSC

Odtwarzalnosé testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® zostata oznaczona w badaniu 12 probek katu, zakodowanych, aby zapobiec
identyfikacji podczas testu. Badanie przeprowadzono w trzech niezaleznych laboratoriach, gdzie prébki byty badane przez 3 dni. Prébki
daty wyniki oczekiwane w 100% przypadkow.

REAKTYWNOSC KRZYZOWA
Probki katu, w ktérych posiano szczepy ponizszych mikroorganizméw o koncowych stezeniach 10° lub wigcej organizméw na ml nie
reagowaty ani z czescig antygenowa ani z czescig toksyn w tescie C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®:

Bakteria lub 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
(nietoksynotworcze), 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.

Jedynym organizmem innym niz C. difficile, ktory reagowat w obszarze toksyn testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® byto
Clostridium sordelli VPI 9048. Ten szczep wytwarza toksyny HT i LT, ktére sg homologiczne do, odpowiednio, toksyny A i B.

Nastepujgce wirusy w ilosci 10%2 do 10%% jednostek TCID na 0.2 ml nie reagowaty w tescie C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®:
Wirusy: Adenovirus typ 1,2,3,5,40,41; ludzki coronawirus, Coxsackievirus B2,B3,B4,B5, Echovirus 9,11,18,22,33, Enterovirus typ
68,69,70,71. Rotawirus.

SUBSTANCJE INTERFERUJACE

Nastepujgce substancje (formuta U.S.) nie miaty wptywu na wyniki testu, jezeli obecne byty w kale w podanych stezeniach: mucyna
(3.5% wiv), krew ludzka (40% v/v), siarczan baru (5% w/v), Imodium® (5% v/v), Kaopectate® (5 v/v), Pepto-Bismol® (5% v/v), kwas
stearynowy/palmitynowy (40% w/v), Metronidazole (0.25% w/v), Vancomycin (0.25% wi/v).




REAKCJE I1ZOLATOW KLINICZNYCH OTRZYMANE NA AGARZE CYKLOSERYNOWO-CEFOKSYTYNOWO-FRUKTOZOWYM
(CCFA)

Testem C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® przebadano103 kliniczne izolaty C. difficile, otrzymane w wyniku trzydniowej anaerobowej
hodowli bakteryjnej na CCFA, w 37°C. W celu analizy pobrano indywidualne kolonie i rozprowadzono do stanu zawiesiny za pomocg
Rozcienczalnika, tak jak zalecane jest dla prébek katu. Wszystkie 103 probki w tescie daty dodatnia reakcje antygenowa.
Siedemdziesigt ze 103 izolatéw (68%) pochodzito z prébek katu dodatnich na toksyny C. difficile, w badaniu hodowli tkankowe;j. Z tych
70 izolatéw 56 (80%) dato dodatnig reakcje toksyn podczas badania wykonanego po hodowli anaerobowej na CCAF przez 3 dni w
37°C.
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