Combo Prueba Rapida Clostridium difficile
Toxina A+Toxina B en Casete
(Heces)

Ficha Técnica

Prueba Répida de diagndstico in vitro para la deteccion de Clostridium difficileglutamato Toxina A, y
antigeno de Toxina B en muestras de heces.
Para uso profesional de diagnéstico in vitro.

[USO PREVISTO]

El Combo Prueba Rapida Clostridium difficile Toxina A+Toxina B en Casete (Heces) es un inmunoensayo
cromatografico rapido para la deteccién cualitativa de Clostridium difficile Toxina A y Toxina B en la
muestra de heces humanas.

[RESUMEN]

Clostridium difficile es una bacteria anaerébica que actia como un patdégeno oportunista: crece en el
intestino cuando la flora normal ha sido alterada por el tratamiento con antibioticos."?® Las cepas
toxinégenas de Clostridium difficile causan infecciones de diarrea leve a colitis pseudomembranosa,
potencialmente llevando a la muerte.*

La enfermedad es causada por dos toxinas producidas por cepas toxinégenas de C.difficile: Toxina A
(enterotoxina que dafia el tejido) y Toxina B (citotoxina). Algunas cepas producen toxinas Ay B, otras
producen toxina B solamente. El papel potencial de una tercera toxina (binaria) en la patogenicidad aun
se debate.”

[PRINCIPIO]

La Prueba Rapida Clostridium difficile en Casete detecta tres antigenos distintos en muestras fecales para
C. difficile, a saber, Toxina Ay Toxina B en tres tiras de prueba diferentes en un solo casete de prueba,
detectando simultaneamente tres antigenos especificos de Clostridium difficile.

Para la prueba de C. difficile Toxina A-especifica

La membrana esta prerrevestida con anti-C.diff. Anticuerpo Toxina A en la regioén de la linea de prueba.
Durante la prueba, la muestra reacciona con la particula recubierta con anticuerpo anti-Toxina A de C.diff.
La mezcla migra hacia arriba en la membrana cromatograficamente por accion capilar para reaccionar
con el anticuerpo anti-toxina A de C.diff en la membrana y generar una linea coloreada. La presencia de
esta linea de color en la region de la linea de prueba indica un resultado positivo, mientras que su
ausencia indica un resultado negativo.

Para la prueba de C. difficile Toxina B-especifica

La membrana esta recubierta previamente con anticuerpo anti-Toxina B de C.diff en la regién de la linea
de prueba. Durante la prueba, la muestra reacciona con la particula recubierta con anticuerpo anti-toxina
B de C.diff. La mezcla migra hacia arriba en la membrana cromatograficamente por accién capilar para
reaccionar con el anticuerpo anti-C.diff Toxina B en la membrana y generar una linea coloreada. La
presencia de esta linea de color en la regién de la linea de prueba indica un resultado positivo, mientras
que su ausencia indica un resultado negativo.

Para servir como un control de procedimiento, siempre aparecera una linea de color en la regién de la
linea de control de las tres tiras de prueba, lo que indica que se ha agregado el volumen adecuado de la
muestra y se ha producido la absorcién de la membrana.

[REACTIVOS]

El casete de prueba contiene particulas recubiertas de anticuerpos anti-Clostridium difficile Toxina A y
anti-Clostridium difficile Toxina B y anticuerpos anti-Clostridium difficile Toxina A y anti-Clostridium difficile
Toxina B recubiertos en el membrana.

[PRECAUCIONES]

« Para uso profesional de diagnéstico in vitro solamente. No utilizar después de la fecha de caducidad.
La prueba debe permanecer en la bolsa sellada hasta su uso.
No coma, beba ni fume en el area donde se manipulan las muestras o los kits.
« Maneje todas las muestras como si contuvieran agentes infecciosos. Observe las precauciones
establecidascontra los riesgos microbioldgicos en todos los procedimientos y siga los procedimientos
estandar para la eliminacion adecuada de las muestras.
Use ropa protectora como batas de laboratorio, guantes desechables y proteccion ocular cuando se
analicen las muestras.
La prueba utilizada debe descartarse de acuerdo con las reglamentaciones locales.
« La humedad y la temperatura pueden afectar negativamente los resultados.

[ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD]
Almacenar tal como viene empacado a temperatura ambiente o refrigerado (2-30 °C). La prueba es
estable hasta la fecha de caducidad impreso en la bolsa sellada. La prueba debe permanecer en la bolsa
sellada hasta su uso. NO CONGELAR. No utilizar después de la fecha de caducidad

[OBTENCION Y PREPARACION DE LA MUESTRA]

Las muestras de heces se deben analizar tan pronto como sea posible después de la recoleccion. Si es
necesario, la muestra original de heces se puede almacenar a 2-8 °C durante 3 dias o -20 °C durante
periodos de tiempo mas largos; la muestra extraida en buffer se puede almacenar a 2-8 °C durante 1
semana o -20 °C durante periodos de tiempo mas largos.
Asegurese de que las muestras no sean tratadas con soluciones que contengan formaldehido o sus
derivados.

[MATERIALES]

Materiales proporcionados
« Casetes de prueba « Ficha técnica « Tubo de recogida de muestras con buffer
« Cuentagotas
Materiales requeridos pero no proporcionados
« Contenedor de heces « Timer « Centrifugar
[PROCEDIMIENT]
Antes de realizar la prueba, el espécimen, el buffer de recoleccion de heces y/o el control deben
I temperatura ambiente (15-30 °C) hasta el momento de realizar el ensayo
1. Pararecolectarmuestrasfecales:
Recolecte suficiente cantidad de heces (1-2 mL o 1-2 g) en un recipiente de recoleccién de muestras
limpio y seco para obtener suficientes antigenos (si estan presentes). Se obtendran mejores resultados
si el andlisis se realiza dentro de las 6 horas posteriores a la recoleccion. La muestra recolectada puede
almacenarse durante 3 dias a 2-8 °C si no se prueba dentro de las 6 horas. Para el almacenamiento a
largo plazo, las muestras deben mantenerse por debajo de -20 °C.
2. Paraprocesarmuestrasfecales:
* Para MuestrasSélidas:
Desenrosque la tapa del tubo de recoleccion de muestras, luego al azar clave el aplicador dentro de

la muestra fecal en al menos 3 sitios diferentes para colectar aproximadamente 50 mg de heces
(equivalentes a 1/4 de un guisante). No sacuda la muestra fecal.
 Para MuestrasLiquidas:
Sostenga el gotero verticalmente, aspire la muestra fecal y luego transferir 2 gotas de la muestra
liquida (aproximadamente 80 pL) al tubo de recoleccién de muestras que contiene el buffer de
extraccion.
Ajuste la tapa en el tubo de recogida de muestras, luego agite vigorosamente el tubo de recogida de
muestras para mezclar la muestra y el buffer de extraccion. Deje el tubo de recoleccion para la reaccion
durante 2 minutos.

3.Deje que la bolsase equilibre a temperatura ambiente antes de abrirla. Retire el casete de prueba de la
bolsa de aluminio y Uselo lo antes posible. Se obtendran mejores resultados si la prueba se realiza
inmediatamente después de abrir la bolsa de aluminio.

4.Sostenga el tubo de recogida de muestras en posicion vertical y rompa la punta del tubo de recogida
de muestras. Invierta el tubo de recoleccion de muestras y transfiera 3 gotas completas de la muestra
extraida (aproximadamente 120 ulL) a cada pozo de muestra del casete de prueba, luego inicie el
temporizador. Evite atrapar burbujas de aire en el pozo de la muestra (S). Vea la ilustracion a
continuacién.

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

Nota: Sila muestra no migra (presencia de particulas), centrifugue la muestra diluida contenida en el vial

del buffer de extraccion. Recoja 120 pL de sobrenadante, dispense en el pozo de la muestra (S). Inicie el

cronometrar y continlie desde el paso 5 hacia adelante de estas instrucciones.
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[INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS]

Los resultados de la prueba aparecen en tres ventanas de prueba diferentes respectivamente para Toxina

A o Toxina B. Los criterios de interpretaciéon son los mismos para la positividad o la negatividad para

antigenos especificos bajo pruebas segln la indicacién de la ventana de prueba respectiva. Los

resultados deben interpretarse de la siguiente manera.

POSITIVO:*Dos lineas coloreadas aparecen. Una linea de color debe estar en la region de la linea de

control (C) y otra linea de color aparente debe estar en la regién de la linea de prueba (T).

*NOTA: La intensidad del color en la regiéon de la linea de prueba (T) variard dependiendo de la

concentracion de antigenos de Clostridium difficile presentes en la muestra. Por lo tanto, cualquier tono

de color en la regién de la linea de prueba (T) debe considerarse positivo.

NEGATIVO: Una linea coloreada aparece en la region de la linea de control (C). No aparece ninguna

linea en la region de la linea de prueba (T).

NO VALIDO: La linea de control (C) no aparece. El volumen de muestra insuficiente o las técnicas de

procedimiento incorrectas son las razones mas probables para la falla de la linea de control. Revise el

procedimiento y repita la prueba con un nuevo casete de prueba. Si el problema persiste, suspenda el uso
del kit de prueba inmediatamente y contacte a su distribuidor local.

[CONTROL DE CALIDAD]

Se incluye un control de procedimiento interno en la prueba. Una linea coloreada que aparece en la

region de la linea de control (C) es un control procedimental interno positivo. Confirma un volumen de

muestra suficiente, una mecha adecuada y una técnica de procedimiento correcta.

Los estandares de control no son proporcionados con este kit; sin embargo, se recomienda que los

controles positivos y negativos se prueben como una buena practica de laboratorio para confirmar el

procedimiento de la prueba y para verificar el rendimiento adecuado de la prueba.

[LIMITACIONES]

1. ElI Combo Prueba Rapida Clostridium difficile Toxina A+Toxina B en Casete es solo para uso de
diagnéstico in vitro.

2. La prueba es cualitativa y no uede predecir la cantidad de antigenos presentes en la muestra. La
presentacioén clinica y otros resultados de la prueba deben tenerse en cuenta para establecer el
diagnéstico.

3. Una prueba positiva no excluye la posibilidad de que otros patégenos puedan estar presentes.

[VALORES PREVISTOS]

En las muestras fecales de un individuo sano, la prueba de Clostridium difficile deberia dar un resultado

negativo para cualquiera de los antigenos probados. EI Combo Prueba Rapida Clostridium difficile Toxina

A+Toxina B se ha comparado con otra prueba rapida comercial lider. La correlacién entre dos sistemas es

y 96.0% para C.diff Toxina A 'y 94.7% para C.diff Toxina B.

[ CARACTERISTICAS DE LA PRUEBA)
Limite de Deteccion
Los valores limite de deteccion de el Combo Prueba Répida Clostridium difficile Toxina A+Toxina B en
Casete fue 2 ng/mL para Toxina A y 7 ng/mL para Toxina B.
Sensibilidad - Especificidad
Resultados deClostridium difficile Toxina A

Método OtraPruebaRapida
— - ResultadosTotales
Combo Prueba Rapida Resultados Positivo Negativo
Clostridium difficile Toxina Positivo 115 5 120
IA+Toxina B en Casete (Heces) Negativo 7 173 180
ResultadosTotales 122 178 300

Sensibilidad Relativa: 94.3% (95%CI:*88.5%-97.7%)
Especificacion Relativa: 97.2% (95%CI:*93.6%-99.1%)
Exactitud Relativa: 96.0% (95%CI:*93.1%-97.9%)

* Intervalo de confianza

Resultados deClostridium difficile Toxina B
Método OtraPruebaRapida
c — — - ResultadosTotales
ombo Prueba Rapida Resultados Positivo Negativo
Clostridium difficile Toxina — 112

A+Toxina B en Casete Positivo 6 12
(Heces) Negativo 10 172 188
ResultadosTotales 122 178 300

Sensibilidad Relativa: 91.8% (95%CI:*85.4%-96.0%) * Intervalo de confianza
Especificacion Relativa: 96.6% (95%Cl:*92.8%-98.8%)
Exactitud Relativa: 94.7% (95%CI:*91.5%-96.9%)
Repetibilidad y la Reproducibilidad

Para verificar la precision dentro del lote (repetibilidad), las mismas muestras positivas y una solucién de
buffer se procesaron 3 veces en kits del mismo lote de produccién en las mismas condiciones
experimentales. Todos los resultados observados se confirmaron como se esperaba para comprobar la
precision entre lotes (reproducibilidad), algunas muestras (positivas y buffer) se procesaron en kits de tres
lotes de produccion diferentes. Todos los resultados fueron confirmados como se esperaba.

Reactividad Cruzada
Se realiz6 una evaluacion para determinar la reactividad cruzada de el Combo Prueba Rapida Clostridium
difficile Toxina A+Toxina B en Casete (Heces). No hay reactividad cruzada contra los patégenos
gastrointestinales ocasionalmente presentes como los siguientes:

Campylobacter coli Salmonella enteritidis Shigella dysenteriae
Campylobacter jejuni Salmonella paratyphi Shigella flexneri

E.coli O157:H7 Salmonella typhi Shigella sonnei
H.pylori Salmonella typhimurium Staphylococcus aureus
Listeria monocytogenes Shigella boydii Yersinia enterocolitica

Sustancias que interfieren

Las siguientes sustancias potencialmente interferentes se agregaron a las muestras positivas y negativas

de Clostridium difficile Toxina A+Toxina B.

Acido ascoribico: 20 mg/dL Acido oxalico: 60 mg/dL

Acido trico: 60 mg/dL Aspirina: 20 mg/dL

Glucosa: 2000 mg/dL Cafeina: 40 mg/dL
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