Prolisa™ Clostridium difficile GDH EIA Kit REF. PL.2002

96 testow
Przeznaczenie:
Prolisa™ Clostridium difficile GDH EIA jest mikrostudzienkowym testem immunoenzymatycznym do
jakosciowego oznaczania enzymu C. difficile — dehydrogenazy glutaminianowej (GDH) w prébkach katu. Enzym
GDH produkujg wszystkie szczepy C. difficile. Obecnos¢ GDH w badanych prébkach swiadczy jedynie o
obecnosci C. difficile. Test nie wykrywa toksyn. W przypadku wyniku dodatniego nalezy wykona¢ dodatkowo
test na obecnosc¢ toksyny A/B

Zasada dziatania:

Prolisa™ Clostridium difficile GDH EIA jest testem kanapkowym. Wykorzystuje przeciwciata monoklonalne i
poliklonalne skierowane przeciwko antygenowi GDH C. difficile. Mikrostudzienki ptytki titracyjnej optaszczone
sg unieruchomionymi przeciwciatami mysimi a Roztwdr Immunoconjugate zawiera poliklonalne przeciwciata
krolicze zwigzane z peroksydazg chrzanowa dla uwidocznienia reakcji barwnej. W pierwszym etapie badania
prébka katu pobrana od pacjenta zostaje zmieszana z rozcienczalnikiem. Nastepnie zawiesina zostaje
umieszczona w mikrostudzience wraz z roztworem Immunokonjugatu i poddana inkubacji. Jezeli GDH jest
obecne w badanej prébce wéwczas tworzy sie nierozpuszczalny kompleks antygen-przeciwciato, ktéry nie
zostaje wyptukany z mikrostudzienki.

Po dodaniu enzymu, taczgcego sie z kompleksem antygen-przeciwciato widoczna jest reakcja barwna.

Prezentacja zestawu:

Sktadnik Nr kat. llos¢ Opis Uwagi
Mikroptytka titracyjna PL.2115 1 pakowana Studzienki optaszczone Ptytka testowa z 96
indywidualnie | monoklonalnymi studzienkami (12

przeciwciatami przeciwko | paskéw po 8
GDH studzienek)

Sample diluent PL.2113 2x30ml Buforowany roztwor Biata butelka
biatka ze srodkiem
konserwujgcym

Positive Control PL.2112 1x2,5ml Rekombinowany antygen | Butelkaz
GDH w buforowanym zakraplaczem,
roztworze biatka i srodka | niebieska nakretka
konserwujgcego

Immonoconjugate PL.2114 1x7mil Poliklonalne krélicze Butelka z
przeciwciata przeciw GDH | zakraplaczem,
w buforowanym czerwona nakretka
roztworze biatka i srodka
konserwujacego

20 x Wash Buffer PL.2110 2x25ml 20-krotnie stezony Biata butelka

koncentrat buforu
przemywajgcego. Zawiera
detergent i 0,1% timerosal

Substrate solution PL.2104 1x14 ml Roztwodr zawiera Butelka bursztynowa
tetrametylobenzydyne i
peroksydaze
Stop solution PL.2103 1x14 ml Roztwoér zatrzymujgcy Butelka z
reakcje. Zawiera 0,2 N zakraplaczem, z6tta
kwas siarkowy nakretka
Pipety |- 100 szt. w 4 |--—--
pudetkach
Instrukcja 1 -—-- -
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Materiaty niezbedne do wykonania testu, nie bedace w zestawie:

Mt ot 6 ot ot b % b

Drewniane patyczki lub ezy

Minutnik

Pipety pojemnosci 50 ul -1000 pl

Koncéwki do pipet

Proboéwki szklane lub plastikowe (12x75 mm) do rozcieniczania prébek katu
Woda dejonizowana lub destylowana

Butelka do ptukania (,tryskawka”), pojemnosci 1 litra lub zautomatyzowany system EIA
Czytnik ptytek EIA o dtugosci fali 450/630 nm lub zautomatyzowany system EIA
Vortex

Wiréwka

Pojemnik na odpady

Przechowywanie:

Odczynniki przechowywaé w szczelnie zamknietych oryginalnych opakowaniach w temp. 2-8°C.

Nie zamrazaé. Po kazdej manipulacji odczynniki nalezy przenosi¢ do w temp. 2-8°C. Odczynniki przechowywane
w zalecanych warunkach pozostajg stabilne do uptywu terminu waznosci podanej na opakowaniu.

Uwaga: 20x Wash Buffer mozna przechowywac w temperaturze pokojowe;.

Rozcienczony roztwér przemywajgcy mozna przechowywac w temperaturze pokojowej przez 1 miesiac.

Ostrzezenia:

*

D D . S b b b D D S S

* %

Odczynniki Prolisa™ Clostridium difficile GDH EIA Kit przeznaczone sg tylko do profesjonalnego

uzycia in vitro
Nie uzywac zestawu po wygasnieciu daty waznosci podanej na etykiecie
W momencie dostawy zestaw powinien by¢ zbadany, aby upewni¢ sie, ze byt transportowany w
odpowiednich warunkach temperaturowych
Probki kliniczne, inne rodzaje prébek stosowane do badan, nalezy traktowac jako odpad zakazny i
postepowac z nimi w sposdb przewidziany dla odpaddéw zakaznych
Wszystkie czynnosci przy wykonaniu badania wykonywac¢ zgodnie z dotgczong do zestawu instrukcjg
uzytkowania
Wszystkie odczynniki przed uzyciem nalezy doktadnie wymieszac
Nie miesza¢ odczynnikdéw z réznych serii
Substrate solution jest wrazliwy na swiatto. Unika¢ ekspozycji na $wiatto
Buteleczki z zakraplaczem przechowywaé w pozycji pionowej celem zapewnienia wtasciwe] wielkosci
kropli
Podczas manipulacji z ptytka testowa unika¢ zarysowania dna mikrostudzienek poniewaz moze to
spowodowac¢ podwyzszone odczyty absorbancji
Mikrostudzienki testowe powinny by¢ traktowane i niszczone po uzyciu jako potencjalne zagrozenie
biologiczne. Uzywac rekawiczek w trakcie wykonywania testu
Nieuzyte mikrostudzienki testowe powinny byé z powrotem umieszczone w zamykanej szczelnie
torebce ze srodkiem pochtaniajgcym wilgoé
Odczynniki zawierajg jako konserwant timerosal. Z odczynnikami nalezy obchodzi¢ sie z normalng
laboratoryjng ostroznoscia
Roztwér zatrzymujgcy zawiera 0,2 N kwas siarkowy. Natychmiast przeptuka¢ woda w przypadku
kontaktu z odczynnikiem
Nakretki buteleczek majg kolorowe oznaczenia i nie nalezy ich miesza¢
Procedure ptukania wykonac¢ zgodnie z instrukcjg, aby unikngé¢ wynikéw fatszywie pozytywnych
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% Optymalne wyniki obserwuje sie stosujgc sie do procedury wykonania testu. Stezenie, warunki
inkubacji i parametry wykonania zostaty zoptymalizowane pod katem czutosci i swoistosci. Zmiany w
podanej procedurze i/lub warunkach wykonania testu mogg mie¢ wptyw na jego czutos¢ i swoistosé

Przygotowanie reagentow:

Przygotowanie 1x Wash Buffer (buforu przemywajacy).

20 x Wash Buffer jest koncentratem 20-krotnie stezonym (moze wystepowac precypitat, ktéry nie wptywa

na jakos$¢ odczynnika). W celu przygotowania 1x Wash Buffer koncentrat nalezy rozciericzy¢ nastepujgco:

do 950 ml destylowanej lub dejonizowanej wody doda¢ 50 ml koncentratu. Tak przygotowany roztwér
przemywajacy mozna przechowywac¢ w temperaturze pokojowej przez 1 miesiac.

Obchodzenie sie z prébkami:
1. Wiasciwe sg standardowe wewnetrzne procedury pobierania préobek katu
2. Proébki powinny by¢ zbadane w ciggu 2 godz. od pobrania. Jezeli nie ma takiej mozliwosci prébki moga
by¢ przechowywane przez 24 —48 godz. w temp. 2-8°C. Prébki, ktére maja byé przechowywane dtuzej
niz 48 godz. nalezy zamrozi¢ w temp. — 20°C. Prébki rozmrozone nie powinny byé ponownie
zamrozone. Ponowne zamrozenie prébek moze powodowac uzyskanie btednych wynikow.

ODCZYT WIZUALNY
Przygotowanie probek do odczytu wizulanego:
1. Odmierzy¢ 300 pul Sample Diluent do probdéwki testowej
2. Zapomocy plastikowe]j pipetki przenies¢ 100 pl (pierwszy znacznik na pipetce) ptynnej prébki katu lub
ok. 20 ul prébki statej (ziarno srednicy ok. 4 mm). Prébki stale przenosi¢ za pomoca drewnianego
patyczka lub ezy
3. Mieszac za pomocg Vortexu przez 10 sek. do uzyskania homogennej emulsji

Procedura wykonania testu — odczyt wizualny:

1. Odcigé gbérng czesc torebki i ostroznie wybra¢ ptytke testowg

2. Usunac tasme zabezpieczajgcg z paska mikrostudzienek. Odtama¢ odpowiednig ilos¢ mikrostudzienek,
zaleznie od ilosci badanych probek oraz dodatkowo 2 mikrostudzienki na kontrole dodatnig i ujemna

Pozostate mikrostudzienki wtozy¢ do torebki i przenies¢ do lodéwki.

Dodac¢ 1 krople (50ul) Immunoconjugate (czerwona nakretka) do kazdej mikrostudzienki

Nastepnie do odpowiednio oznakowanych mikrostudzienek dodac:

100 pl rozciericzonej prébki,

100 pl Positive Control (niebieska nakretka),

100 pl Sample Diluent (kontrola ujemna)

Naklei¢ plastikowg karteczke na mikrostudzienki inkubowa¢ w temperaturze pokojowej przez 60 min.

bez wytrzasania

Wytrzasngé zawartos¢ mikrostudzienek do pojemnika na odpady. Wyptuka¢ kazdg studzienke

jednokrotnym roztworem ptuczgcym w butelce z tryskawkg o cienkiej koricdwce, kierujac silny

strumien roztworu ptuczgcego na dno mikrostudzienki. Wytrzasngé roztwér ptuczacy do pojemnika na
odpady. Czynnos¢ ptukania powtérzyc¢ 5 razy. Jezeli w mikrostudzienkach pozostajg jakiekolwiek grudki
czynnos¢ ptukania kontynuowac¢ do momentu ich usuniecia.

7. Po wyptukaniu, catkowicie usung¢ obecnosé ptynu poprzez postukiwanie ptytka o suchy papierowy
recznik do momentu zaprzestania wyptywania ptynu. Recznik umiesci¢ w pojemniku na odpady
zakazne

8. Dodac 3 krople (100ul) Substrate solution (bursztynowa butelka) do kazdej mikrostudzienki. Delikatnie
postukaé mikrostudzienki i inkubowa¢ przez 10 min. w temperaturze pokojowe;j.
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9. Dodac 3 krople (100ul) Stop solution- roztworu zatrzymujgcego reakcje (zétta nakretka) do kazdej
mikrostudzienki. Delikatnie postuka¢ mikrostudzienki i pozostawié na 2 minuty. Dodanie roztworu
zatrzymujacego powoduje zmiane barwy na z6tta.

Prolisa™ Clostridium difficile GDH EIA Kit REF. PL.2002
Odczyt:
Po uptywie 2 minut sprawdzi¢ barwe w mikrostudzienkach:
Kontrola ujemna : bezbarwna lub lekko z6tta
Kontrola dodatnia: 26fMta
Wynik dodatni: bardziej z6tta od kontroli ujemnej
Wynik ujemny: bezbarwna lub lekko z6tta

ODCZYT ZA POMOCA CZYTNIKA EIA
Przygotowanie probek do odczytu za pomoca czytnika EIA:

1. Odmierzy¢ 600 pl Sample Diluent do probdwki testowe;j

2. Zapomocg pipety przenies¢ 200 il ptynnej probki katu lub ok. 40 pl prébki statej. Prébki stale
przenosi¢ za pomocg drewnianego patyczka lub ezy

3. Mieszac za pomocg Vortexu przez 10 sek. do uzyskania homogennej emulsji

4. Wirowac (5000 x g) przez 10 min w temperaturze pokojowe;j.

Wazine: dopuszcza sie wirowanie 1000 x g przez 20 minut

5. Probdwki z przygotowang probka wstawi¢ w odpowiedniej pozycji do statywu systemu
automatycznego
EIA

Procedura wykonania testu — odczyt za pomocg czytnika EIA

1. Odcigc¢ gorng czesc torebki i ostroznie wybrac ptytke testowa

2. Usunac tasme zabezpieczajgcg z paska mikrostudzienek. Odtama¢ odpowiednig ilos¢ mikrostudzienek,
zaleznie od ilosci badanych probek oraz dodatkowo 2 mikrostudzienki na kontrole dodatnig i ujemng
Pozostate mikrostudzienki wtozy¢ do torebki i przenies¢ do lodéwki.

3. Mikrostudzienki wstawi¢ w odpowiedniej pozycji do statywu systemu automatycznego EIA

4. Przenie$¢ odpowiednig ilo$¢ Immunoconjugate (czerwona nakretka) i Stop solution (bursztynowa
butelka) do pojemnikdw automatycznego systemu EIA i ustawic je w odpowiedniej pozycji

5. Doda¢ 1 krople (50ul) Immunoconjugate (czerwona nakretka) do kazdej mikrostudzienki

6. Dodac 100 pl Positive Control (niebieska nakretka) i 100 pl Sample Diluent (kontrola ujemna) do
odpowiednich mikrostudzienek oraz 100 pl rozciericzonej prébki do pozostatych mikrostudzienek

7. Przyklei¢ na mikrostudzienki plastikowg karteczke i inkubowa¢ w temperaturze pokojowej przez 60
min. bez wytrzgsania

8. Woytrzasngc¢ zawartos¢ mikrostudzienek do pojemnika na odpady. Ptukac jednokrotnym roztworem
ptuczagcym 5 razy

9. Dodac 3 krople (100pl) Substrate solution (bursztynowa butelka) do kazdej mikrostudzienki, fagodnie
wymieszac i inkubowac przez 10 min. w temperaturze pokojowe;j.

10. Dodac¢ 3 krople (100ul) Stop solution- roztworu zatrzymujgcego reakcje (26tta nakretka) do kazdej
mikrostudzienki. Delikatnie postuka¢ mikrostudzienki i pozostawié na 2 minuty. Dodanie roztworu
zatrzymujacego powoduje zmiane barwy na z6ttg, ktéra moze byé okreslona ilosciowo poprzez pomiar
absorbancji przy 450 nm.

11. Odczytaé wynik przy uzyciu czytnika. Wynik nalezy odczyta¢ w ciggu 10 min. od dodania Stop solution
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W przypadku uzywania czytnika podwdjnego, nalezy ustawié $lepg prébke wobec powietrza przy 630 nm i
odczytywac przy 450 nm.

Prolisa™ Clostridium difficile GDH EIA Kit REF. PL.2002

Kontrola jakosci

1. Kontrola pozytywna i negatywna powinna by¢ nastawiana do kazdej serii badanych prébek

2. Kontrola pozytywna powinna posiada¢ tatwo zauwazalng barwe z6ttg i powinna dawa¢d
absorbancje > 0,800 przy 450/630 nm. Kazda mikrostudzienka, ktéra daje nizszg absorbancje
Powinna by¢ ponownie nastawiona, a jej spdd wytarty i ponownie odczytana

3. Mikrostudzienki z kontrola negatywna powinny by¢ bezbarwne lub lekko zétte i dawac
absorbancje <0.100, ale wyzszg niz 0,000 przy 450/630 nm

4. Wyniki badan nie sg wazne, jezeli dla kontroli pozytywnej i negatywnej nie uzyskuje sie
wynikéw absorbancji podanej w pkt. 2-3

5.  Woyniki testéw tacznie z wartosciami absorbancji kontroli powinny by¢ zarejestrowane i
przechowywane zgodnie z wewnetrznymi procedurami

Interpretacja wynikéw

Absorbancja 450/630 nm Barwa Interpretacja
>0.100 20tta wynik dodatni
<0.100 bezbarwna, lekko z6tta wynik ujemny

Ograniczenia testu:

1. Woyniki dodatnie powinny by¢ poparte dalszymi badaniami. Test umozliwia wykrycie tylko
antygenu GDH Clostridium difficile
2. Obecnos$¢ enzymu swiadczy tylko o obecnosci C. difficile bez zréznicowania na szczepy toksyno —i

nietoksynotworcze.

3. W przypadku stwierdzenia obecnosci enzymu GDH C. difficile nalezy okresli¢ zdolnos$¢ szczepu do
produkcji toksyny A / B za pomocg teksu immunochromatograficznego C. Difficile Toxin A+B
(nr kat.vVC194055)

4. Fatszywie dodatnie wyniki mogg by¢ spowodowane niedoktadnym wyptukaniem mikrostudzienek

Charakterystyka testu:

Test umozliwia wykrycie enzymu GDH juz od 0,2 ng / ml rozcieficzonej prébki

Wzgledna czutos¢ 94,7 %
Wzgledna specyficznosé 98,7 %
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