Clostridium difficile GDH ir toksinai A + B nustatymas
fekalijose
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PASKIRTIS
Greitas kokybinis imunochromatografinis Clostidium difficile GDH ir toksiny A+B antigeny nustatymas tiriant Zmogaus fekalijas. Skirta in vitro
diagnostikai.

BENDRA INFORMACIJA

Clostridium difficile — anaerobinés bakterijos ir oportunistiniai patogenai, kurios auga Zarnyne, kai antibiotiky terapijos pasekoje suardoma normali
zarnyno mikroflora [1,2,3]. Toksiski C.difficile Stamai gali sukelti negalavimus nuo Svelnios diaréjos iki pseudomembraninio kolito pavojingo gyvybei
[4].

Toksiski C.difficile antigeny Stamai: toksinas A (audinius pazeidziantis enterotoksinas) ir toksinas B (citotoksinas). Kai kurie Stamai iSskiria abu A ir
B toksinus, kai kurie kiti Stamai iSskiria tik toksing B. Dél trecio (dvigubo) toksino iki Sio vyksta svarstymai [4].

C. diffiicle Gliutamato Dehidrogenazés (GDH) antigeno Zzymens paplitimo poveikis gali biti aktyvus, nes visi Stamai iSskiria didelius kiekius fermenty
[5,6]. Naudojant §j tyrimg galima nustatyti GDH, toksiny a ir B specifinius Clostridium difficile antigenus fekalijy éminiuose.

REAKCIJOS PRINCIPAS

Clostridium difficile GDH ir toksiny A+B rinkinys gali nustatyti tris skirtingus antigenus fekalijose. Tyrimo plokStelés membranoje yra pazymétos trys
juostelés skirtos Siy antigeny nustatymui.

C. diffiicle specifinis GDH: membrana dengta antikiinais prie$ C. difficile antiklnais ir tyrimo juostoje antiklinais prie$ C. difficile GDH. Tyrimo eigoje
méginys chromatografiSkai juda plokStelés membrana aukStyn ir membranoje reaguoja su antikinais pries C.difficle GDH, pasikeiCia juostelés
spalva.

C. diffiicile specifinis toksinui A: membrana dengta antikinais prieS C. difficile toksing A ir tyrimo juostoje antikiinais prie$ C. diffiicle toksing A.
Tyrimo eigoje méginys chromatografiSkai juda plokstelés membrana aukstyn ir membranoje reaguoja su antikinais prie§ C. diffiicle toksing A,
pasikeicia juostelés spalva. Juostelés spalvos pasikeitimas parodo teigiamg reakcijos rezultata, jei spalvos pasikeitimo néra — neigiamas reakcijos
rezultatas. Membranoje integruota kokybés kontrolés juostelé ir ji visada turi bati teigiama, t.y. pasikeisti juostelés spalva, tai patvirtina, kad naudoti
kokybiski reagentai ir tyrimo eiga teisinga.

C. diffiicile specifinis toksinui B: membrana dengta antikinais prie$ C. diffiicle toksing B ir tyrimo juostoje antikiinais prie§ C. diffiicle toksing B.
Tyrimo eigoje méginys chromatografiSkai juda plokstelés membrana aukstyn ir membranoje reaguoja su antikiinais pries C. diffiicle toksing B,
pasikeiCia juostelés spalva. Juostelés spalvos pasikeitimas parodo teigiama reakcijos rezultata, jei spalvos pasikeitimo néra — neigiamas reakcijos
rezultatas. Membranoje integruota kokybés kontrolés juostelé ir ji visada turi bati teigiama, t.y. pasikeisti juostelés spalva, tai patvirtina, kad naudoti
kokybiski reagentai ir tyrimo eiga teisinga.

REAGENTAI
Plokstelé dengta antikiiny prie$-C.difficile antigeny GDH ir toksinus A+B auksino sury$éjo dalelémis sujungianéiomis su dengta
membranoje pries-C.difficile antigeny GDH ir toksinus A+B.

|SPEJIMAI
1. Skirta tik profesionaliam naudojimui in-vitro diagnostikai. Nenaudoti pasibaigus galiojimo laikui.
Ploks&tele galima iSpakuoti tik prie$ tyrima.
Darbo aplinkoje negalima valgyti, gerti, rakyti.
Atliekant tyrimus bdatina laikytis darbo su pavojingomis infekcijomis reikalavimuy.
Tyrimo metu dévékite darbinius rabus, pirstines, apsauginius akinius.
Utilizuojant laikykités bendros darbo laboratorijoje tvarkos.
Aplinkos drégmeé ir temperatdra gali jtakoti tyrimy rezultatus.

Nogokrwn

LAIKYMAS IR STABILUMAS
Rinkinys gali bati laikomas kambario temperatiroje 2-30° C temperatdroje. Tyrimo plokstelés stabilumas yra iki datos nurodytos ant pakuotés.
Ploksteles iSpakuokite tik prie$ tyrimg. Negalima uzSaldyti. Nenaudoti pasibaigusio galiojimo laiko reagenty.

EMINIY SURINKIMAS

Rekomenduojama surinktas fekalijas kuo greiciau istirti. Jei jos neistiriamos i$karto, tai jas galima laikyti Saldytuve 2-8° C temperatdroje 3 dienas ar
-20° C temperatiroje ilgenj laikotarpj. Ekstrahuotas méginys gali bti laikomas 2-8° C temperatiroje 1 savaite ar -20° C temperatiroje ilgenj
laikotarpj. Svarbu, kad éminiai prie$ tyrimg nebuti apdirbti formaldehidu ar panasiais tirpalais.

RINKINIO SUDETIS
o  Tyrimo plokstelés/ar juostelés
o Méginiy surinkimo indeliai su ekstrakciniu buferiu
o  Naudojimo instrukcija

TYRIMAMS PAPILDOMAI REIKALINGOS PRIEMONES
Indeliai fekalijy surinkimui.

TYRIMO EIGA

Pries tyrima visi reagentai turi bati kambario temperatiros 15-30° C.

Méginio paruosSimas

1. Méginio paruoSimas:

a) kietos fekalijos: nuimkite mégintuvélio dangtelj ir paimkite fekalijy i$ trijy skirtingy éminio viety, viso apie 50mg, éminio paémimui naudokite ne
Saukstelj, o lopetéle.

b) skystos fekalijos: j mégintuvélj su ekstrakciniu buferiu pipete perkelkite apie 2 lasus (apie 80pl) fekalijy

2. Dangteliu uzdenkite mégintuvélj ir viduje esant;j skystj iSmaisykite, taip paruoSiamas skystas fekalijy méginys. Paruostg méginj istirkite kuo
grei€iau. Tyrimo plokstele prie$ tyrimg iSpakuokite i§ hermetinés pakuotés ir rekomenduojama panaudoti valandos laikotarpyje. Plokstelé turi
bati kambario temperataros. ISpakuotg plokstele rekomenduojama panaudoti i$ karto.

3. Ant plokstelés | S langelj jlasinkite 3 lasus paruosto méginio (120ul), venkite, kad nesusidarytu oro burbulai, fiksuokite reakcijos pradzig

4. Po 10 minuciy jvertinkite reakcijos rezultatg. Praéjus 20 minuciy rezultato nebegalima vertinti.

5. Pastaba: jei uZlaSintas méginys nejuda membrana link reakcijos zonos, tai tyrimg batina pakartoti prie$ tai paruosta méginj nucentrifuguojant,
tokiu atveju tyrimui panaudojama 120p nucentrifuguoto supernatanto.
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REZULTATUY INTERPRETAVIMAS

Rezultatai gaunami trijuose reakcijy langeliuose (zonose) atskirai antigenams GDH, toksinui A, toksinui B.

Teigiamas : kai atsiranda 2 spalvotos juostelés; viena i$ jy — kontrolés juostelé (C ), o kita tyrimo juostelé (T).

Pastaba: spalvos intensyvumas rezultato vertinimo zonoje parodo hemoglobino koncentracijg iSmatose. Bet koks spalvos pasikeitimas tyrimo
zonoje vertinamas kaip teigiamas rezultatas.

Neigiamas : jei tyrimo zonose spalvinio pasikeitimo néra, o kontrolés zonoje atsiranda 1 spalvota juostelé, rezultatas neigiamas ir tinkamas
vertinti.

Klaidingas : jei kontrolés zonoje spalvinio pasikeitimo néra, tada néra spalvos pasikeitimo tyrimo zonoje, rezultatas klaidingas ir netinkamas
vertinti. Tyrimg batina pakartoti i§ naujo.

KOKYBES KONTROLE

Vidiné kokybés kontrolé yra integruota kiekviename tyrime. Reakcija C — kontrolés zonoje parodo, kad tyrimas atliktas teisingai ir visi naudojami
reagentai yra tinkami vartojimui.

ISoriné kokybés kontrolé nejeina j rinkinio sudétj. Gera laboratoriné praktika rekomenduoja jas naudoti.

TYRIMO APRIBOJIMAI
1. Skirta in vitro diagnostikai.
2. Tyrimas skirtas antigeno kokybiniam vertinimui, o ne kiekybiniam. Vertinant galutinius rezultatus bdtina jvertinti klinikinius duomenis.
3. Gavus teigiama rezultatag batina atlikti papildomus testinius tyrimus.

LAUKIAMI REZULTATAI
Tiriant sveiky Zmoniy fekalijas rezultatas turi bati neigiamas.
Tyrimy rezultatai naudojant Siuos rinkinius buvo palyginti su kitais komerciniais rinkiniais, rezultaty atitikimas 98,5%.

PAGRINDINES CHARAKTERSTIKOS

Nustatomos ribos

Nustatomy riby verté — 1ng/ml C.difficile GDH, 2ng/ml C.difficile toksinui A ir 1ng/ml C.difficile toksinui B.
Jautrumas - specifiSkumas

Clostridium difficile GDH antigeno tyrimy rezultatai Clostridium difficile toksiny A+B antigeny tyrimy rezultatai
Metodas Kiti greiti tyrimai Bendri Metodas Kiti greiti tyrimai Bendri
C.difficile GDH+ rezultatas teigiamas neigiamas rezultatai C.difficile toksiny rezultatas teigiamas neigiamas rezultatai
toksiny A+B teigiamas 78 2 80 A+B greitas teigiamas 56 2 58
greitas tyrimas tyrimas
neigiamas 1 119 120 neigiamas 1 141 142
Bendras rezultatas 79 121 200 Bendras rezultatas 57 143 200
Santykinis jautrumas: 98,7% (95%Cl: 93,16%~100%) Santykinis jautrumas: 98,2% (95%Cl: 90,6%~99,9%)
Santykinis specifiSkumas: 98,3% (95%Cl: 94,2%~99,8%) Santykinis specifiSkumas: 98,6% (95%Cl: 95,0%~99,8%)
Tikslumas: 98,5% (95%Cl: 95,7%~99,7%) Tikslumas: 98,5% (95%Cl: 95,7%~99,7%)

Atsikartojamumas

Vertinant rezultaty atsikartojamuma ty paciy méginiy tyrimai, naudojant ty paciy serijy rinkinius buvo atlikti 15 karty, kai kurie i$ jy buvo tirti
naudojant trijy skirtingy serijy rinkinius. Rezultatai pilnai sutapo.

Kryzminés reakcijos

Buvo istirta ir patvirtinta, kad néra C.difficile GDH ir toksiny A+B kryZminiy reakcijy su kitais Zarnynui badingais patogenais: Campylobacter coli,
Campylobacter jejuni, E.coli 0157:H7, H.pylori, Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis, Salmonella paratyphi, Salmonella typhi, Salmonella
typhimurium, Shigella boydii, Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus, Yersiniae enterocolitica.
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