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Prolisa™ Clostridium difficile GDH EIA Kit REF. PL.2002 
 96 testów 
Przeznaczenie: 
Prolisa™ Clostridium difficile GDH EIA jest mikrostudzienkowym testem immunoenzymatycznym do 
jakościowego oznaczania enzymu C. difficile – dehydrogenazy glutaminianowej (GDH) w próbkach kału. Enzym 
GDH produkują wszystkie szczepy C. difficile. Obecność GDH w badanych próbkach świadczy jedynie o 
obecności C. difficile. Test nie wykrywa toksyn. W przypadku wyniku dodatniego należy wykonać dodatkowo 
test na obecność toksyny A/B  
 
Zasada działania: 
Prolisa™ Clostridium difficile GDH EIA jest testem kanapkowym. Wykorzystuje przeciwciała monoklonalne i 
poliklonalne skierowane przeciwko antygenowi GDH C. difficile. Mikrostudzienki płytki titracyjnej opłaszczone 
są unieruchomionymi przeciwciałami mysimi a Roztwór Immunoconjugate zawiera poliklonalne przeciwciała 
królicze związane z peroksydazą chrzanową dla uwidocznienia reakcji barwnej. W pierwszym etapie badania 
próbka kału pobrana od pacjenta  zostaje zmieszana z rozcieńczalnikiem. Następnie zawiesina zostaje 
umieszczona w mikrostudzience wraz z roztworem Immunokonjugatu i poddana inkubacji. Jeżeli GDH jest 
obecne w badanej próbce wówczas  tworzy się nierozpuszczalny kompleks antygen-przeciwciało, który nie 
zostaje wypłukany z mikrostudzienki. 
Po dodaniu enzymu, łączącego się z kompleksem antygen-przeciwciało widoczna jest reakcja barwna. 
 
Prezentacja zestawu: 
 

Składnik Nr kat. Ilość Opis Uwagi 
Mikropłytka titracyjna PL.2115 1 pakowana 

indywidualnie 
Studzienki opłaszczone 
monoklonalnymi 
przeciwciałami przeciwko 
GDH 

Płytka testowa z 96 
studzienkami (12 
pasków po 8 
studzienek) 

Sample diluent PL.2113 2 x 30 ml Buforowany roztwór 
białka ze środkiem 
konserwującym 

Biała butelka 

Positive Control PL.2112 1 x 2,5 ml Rekombinowany antygen 
GDH w buforowanym 
roztworze  białka i środka 
konserwującego 

Butelka z 
zakraplaczem, 
niebieska nakrętka 

Immonoconjugate PL.2114 1 x 7 ml Poliklonalne królicze 
przeciwciała przeciw GDH 
w buforowanym 
roztworze  białka i środka 
konserwującego 

Butelka z 
zakraplaczem, 
czerwona nakrętka 

20 x Wash Buffer PL.2110 2 x 25 ml 20-krotnie stężony 
koncentrat buforu 
przemywającego. Zawiera 
detergent i 0,1% timerosal 

Biała butelka 

Substrate solution PL.2104 1 x 14 ml Roztwór zawiera 
tetrametylobenzydynę i 
peroksydazę 

Butelka bursztynowa 

Stop solution PL.2103 1 x 14 ml Roztwór zatrzymujący 
reakcję. Zawiera 0,2 N 
kwas siarkowy 

Butelka z 
zakraplaczem,  żółta 
nakrętka 

Pipety ----- 100 szt. w 4 
pudełkach 

---- --- 

Instrukcja  1 ---- --- 
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Materiały niezbędne do wykonania testu, nie będące  w zestawie: 

 Drewniane patyczki lub ezy 
 Minutnik 
 Pipety pojemności 50 l -1000 l  
 Końcówki do pipet 
 Probówki szklane lub plastikowe (12x75 mm) do rozcieńczania próbek kału 
 Woda dejonizowana lub destylowana 
 Butelka do płukania („tryskawka”), pojemności 1 litra lub zautomatyzowany system EIA 
 Czytnik płytek EIA o długości fali 450/630 nm lub  zautomatyzowany system EIA 
 Vortex 
 Wirówka  
 Pojemnik na odpady 

 
Przechowywanie: 
Odczynniki przechowywać w szczelnie zamkniętych oryginalnych opakowaniach w temp. 2-8°C. 
Nie zamrażać. Po każdej manipulacji odczynniki należy przenosić do w temp. 2-8°C. Odczynniki przechowywane 
w zalecanych warunkach pozostają stabilne do upływu terminu ważności podanej na opakowaniu. 
Uwaga: 20x Wash Buffer można przechowywać w temperaturze pokojowej. 
             Rozcieńczony roztwór przemywający można przechowywać w temperaturze pokojowej przez 1 miesiąc. 
 
Ostrzeżenia: 

 Odczynniki Prolisa™ Clostridium difficile GDH EIA Kit przeznaczone są tylko do profesjonalnego 
          użycia in vitro 
 Nie używać zestawu po wygaśnięciu daty ważności podanej na etykiecie 
 W momencie dostawy zestaw powinien być zbadany, aby upewnić się, że był transportowany w 

odpowiednich warunkach temperaturowych 
 Próbki kliniczne, inne rodzaje próbek stosowane do badań, należy traktować jako odpad zakaźny i 

postępować z nimi w sposób przewidziany dla odpadów zakaźnych 
 Wszystkie czynności przy wykonaniu badania wykonywać zgodnie  z dołączoną do zestawu instrukcją    

               użytkowania 
 Wszystkie odczynniki przed użyciem należy dokładnie wymieszać 
 Nie mieszać odczynników z różnych serii 
 Substrate solution jest wrażliwy na światło. Unikać ekspozycji na światło 
 Buteleczki z zakraplaczem przechowywać w pozycji pionowej celem zapewnienia właściwej wielkości 

kropli 
 Podczas manipulacji z płytką testową unikać zarysowania dna mikrostudzienek ponieważ może to 

spowodować podwyższone odczyty absorbancji 
 Mikrostudzienki testowe powinny być traktowane i niszczone po użyciu jako potencjalne zagrożenie 

biologiczne. Używać rękawiczek w trakcie wykonywania testu 
 Nieużyte mikrostudzienki testowe powinny być z powrotem umieszczone w zamykanej szczelnie 

torebce ze środkiem pochłaniającym wilgoć 
 Odczynniki zawierają jako konserwant timerosal. Z odczynnikami należy obchodzić się z normalną 

laboratoryjną ostrożnością 
 Roztwór zatrzymujący zawiera 0,2 N kwas siarkowy. Natychmiast przepłukać wodą w przypadku 

kontaktu z odczynnikiem 
 Nakrętki buteleczek mają kolorowe oznaczenia i nie należy ich mieszać 
 Procedurę płukania wykonać zgodnie z instrukcją, aby uniknąć wyników fałszywie pozytywnych 
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 Optymalne wyniki obserwuje się stosując się do procedury wykonania testu. Stężenie, warunki 
inkubacji i parametry wykonania zostały zoptymalizowane pod kątem czułości i swoistości. Zmiany w 
podanej procedurze i/lub warunkach wykonania testu mogą mieć wpływ na jego czułość i swoistość 

Przygotowanie reagentów: 
Przygotowanie 1x Wash Buffer (buforu przemywający). 
20 x Wash Buffer jest koncentratem 20-krotnie stężonym (może występować precypitat, który nie wpływa 
na jakość odczynnika). W celu przygotowania 1x Wash Buffer koncentrat należy rozcieńczyć następująco: 
do 950 ml destylowanej lub dejonizowanej wody dodać 50 ml koncentratu. Tak przygotowany roztwór 
przemywający można przechowywać w temperaturze pokojowej przez 1 miesiąc. 

 
Obchodzenie się z próbkami: 

1. Właściwe są standardowe wewnętrzne procedury pobierania próbek kału  
2. Próbki powinny być zbadane w ciągu 2 godz. od pobrania. Jeżeli nie ma takiej możliwości próbki mogą 

być przechowywane przez 24 –48 godz. w temp. 2-8°C. Próbki, które mają być przechowywane dłużej 
niż 48 godz. należy zamrozić w temp. – 20°C. Próbki rozmrożone nie powinny być ponownie 
zamrożone. Ponowne zamrożenie próbek może powodować uzyskanie błędnych wyników. 

 
ODCZYT WIZUALNY 

Przygotowanie próbek do odczytu wizulanego: 
1. Odmierzyć  300 l Sample Diluent do probówki testowej 
2. Za pomocą plastikowej  pipetki przenieść 100 l (pierwszy znacznik na pipetce) płynnej próbki kału lub 

ok. 20 l próbki stałej (ziarno średnicy ok. 4 mm). Próbki stale przenosić za pomocą drewnianego 
patyczka lub ezy 

3. Mieszać za pomocą Vortexu przez 10 sek. do uzyskania homogennej emulsji 
 
Procedura wykonania testu – odczyt wizualny: 

1. Odciąć górną część torebki i ostrożnie wybrać płytkę testową 
2. Usunąć taśmę zabezpieczającą z paska mikrostudzienek. Odłamać odpowiednią ilość mikrostudzienek, 

zależnie od ilości badanych próbek oraz dodatkowo 2 mikrostudzienki na kontrolę dodatnią i ujemną  
Pozostałe mikrostudzienki włożyć do torebki i przenieść do lodówki. 

3. Dodać 1 kroplę (50l) Immunoconjugate (czerwona nakrętka) do każdej mikrostudzienki 
4. Następnie do odpowiednio oznakowanych mikrostudzienek dodać:  
 100 l rozcieńczonej próbki,  
 100 l Positive Control (niebieska nakrętka), 
 100 l Sample Diluent (kontrola ujemna) 
5. Nakleić plastikową karteczkę na mikrostudzienki inkubować w temperaturze pokojowej przez 60 min. 

bez wytrząsania 
6. Wytrząsnąć zawartość mikrostudzienek do pojemnika na odpady. Wypłukać każdą studzienkę 

jednokrotnym roztworem płuczącym w butelce z tryskawką o cienkiej końcówce, kierując silny 
strumień roztworu płuczącego na dno mikrostudzienki. Wytrząsnąć roztwór płuczący do pojemnika na 
odpady. Czynność płukania powtórzyć 5 razy. Jeżeli w mikrostudzienkach pozostają jakiekolwiek grudki 
czynność płukania kontynuować do  momentu ich usunięcia. 

7. Po wypłukaniu, całkowicie usunąć obecność płynu poprzez postukiwanie płytką o suchy papierowy 
ręcznik do momentu zaprzestania wypływania płynu. Ręcznik umieścić w pojemniku na odpady 
zakaźne 

8. Dodać 3 krople (100l) Substrate solution (bursztynowa butelka) do każdej mikrostudzienki. Delikatnie 
postukać mikrostudzienki i inkubować przez 10 min. w temperaturze pokojowej. 



 

                                                                                                                                                                                                             

 
 

 BioMaxima S.A. ul. Vetterów 5, 20-277 Lublin, Poland                                     Pro-Lab Diagnostics 
 tel.: 81 745 51 40; fax: 81 744 29 15;                                                                            3 Bassendale Road, Bromborough, Wirral, Merseyside, CH62 3QL 
e-mail: mikrobiologia@biomaxima.com                                                                                    U.K. 0151 353 1613 Fax 0151 353 161 

4 

9. Dodać 3 krople (100l) Stop solution- roztworu zatrzymującego reakcję (żółta nakrętka) do każdej 
mikrostudzienki. Delikatnie postukać mikrostudzienki i pozostawić na 2 minuty. Dodanie roztworu 
zatrzymującego  powoduje zmianę barwy na żółtą. 

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

 
 
Odczyt: 
Po upływie 2 minut sprawdzić barwę w mikrostudzienkach: 
Kontrola ujemna :                                bezbarwna lub lekko żółta 
Kontrola dodatnia:                               żółta 
Wynik dodatni:                                    bardziej żółta od kontroli ujemnej 
Wynik ujemny:                                    bezbarwna lub lekko żółta  

 
 

ODCZYT ZA POMOCĄ CZYTNIKA EIA 
 

Przygotowanie próbek do odczytu za pomocą czytnika EIA: 
 

1. Odmierzyć  600 l Sample Diluent do probówki testowej 
2. Za pomocą pipety przenieść 200 l płynnej próbki kału lub ok. 40 l próbki stałej. Próbki stale 

przenosić za pomocą drewnianego patyczka lub ezy 
3. Mieszać za pomocą Vortexu przez 10 sek. do uzyskania homogennej emulsji 
4. Wirować (5000 x g) przez 10 min w temperaturze pokojowej. 

Ważne: dopuszcza się wirowanie 1000 x g przez 20 minut 
5. Probówki z przygotowaną próbka wstawić w odpowiedniej pozycji do statywu systemu 

automatycznego  
       EIA 

 
Procedura wykonania testu – odczyt za pomocą czytnika EIA 

1. Odciąć górną część torebki i ostrożnie wybrać płytkę testową 
2. Usunąć taśmę zabezpieczającą z paska mikrostudzienek. Odłamać odpowiednią ilość mikrostudzienek, 

zależnie od ilości badanych próbek oraz dodatkowo 2 mikrostudzienki na kontrolę dodatnią i ujemną  
Pozostałe mikrostudzienki włożyć do torebki i przenieść do lodówki. 

3. Mikrostudzienki wstawić w odpowiedniej pozycji  do statywu  systemu automatycznego EIA 
4. Przenieść odpowiednią ilość Immunoconjugate (czerwona nakrętka) i Stop solution (bursztynowa 

butelka) do pojemników automatycznego systemu  EIA i ustawić je w odpowiedniej pozycji 
5. Dodać 1 kroplę (50l) Immunoconjugate (czerwona nakrętka) do każdej mikrostudzienki 
6. Dodać 100 l Positive Control (niebieska nakrętka) i 100 l Sample Diluent (kontrola ujemna) do 

odpowiednich mikrostudzienek oraz 100 l rozcieńczonej próbki do pozostałych mikrostudzienek 
7. Przykleić na mikrostudzienki plastikową karteczkę i inkubować w temperaturze pokojowej przez 60 

min. bez wytrząsania 
8. Wytrząsnąć zawartość mikrostudzienek do pojemnika na odpady. Płukać jednokrotnym roztworem 

płuczącym  5 razy 
9. Dodać 3 krople (100l) Substrate solution (bursztynowa butelka) do każdej mikrostudzienki, łagodnie 

wymieszać i inkubować przez 10 min. w temperaturze pokojowej. 
10. Dodać 3 krople (100l) Stop solution- roztworu zatrzymującego reakcję (żółta nakrętka) do każdej 

mikrostudzienki. Delikatnie postukać mikrostudzienki i pozostawić na 2 minuty. Dodanie roztworu 
zatrzymującego  powoduje zmianę barwy na żółtą, która może być określona ilościowo poprzez pomiar 
absorbancji przy 450 nm. 

11. Odczytać wynik przy użyciu czytnika. Wynik należy odczytać w ciągu 10 min. od dodania Stop solution 
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W przypadku używania czytnika podwójnego, należy ustawić ślepą próbkę wobec powietrza przy 630 nm i 
odczytywać przy 450 nm. 
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Kontrola jakości 
1. Kontrola pozytywna i negatywna powinna być nastawiana do każdej serii badanych próbek 
2. Kontrola pozytywna powinna posiadać łatwo zauważalną barwę żółtą i powinna dawać 

absorbancję > 0,800 przy 450/630 nm. Każda mikrostudzienka, która daję niższą absorbancję  
Powinna być ponownie nastawiona, a jej spód wytarty i ponownie odczytana 

3. Mikrostudzienki z kontrola negatywna powinny być bezbarwne lub lekko żółte i dawać 
absorbancję <0.100, ale wyższą niż 0,000 przy 450/630 nm 

4. Wyniki badań nie są ważne, jeżeli dla kontroli pozytywnej i negatywnej nie uzyskuje się 
wyników absorbancji podanej w pkt. 2-3 

5. Wyniki testów łącznie z wartościami absorbancji kontroli powinny być zarejestrowane i 
przechowywane zgodnie z wewnętrznymi procedurami 

 
Interpretacja wyników 
 

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

        
 
Ograniczenia testu: 
 

1. Wyniki dodatnie powinny być poparte dalszymi badaniami. Test umożliwia wykrycie tylko 
antygenu GDH Clostridium difficile 

2. Obecność enzymu świadczy tylko o obecności C. difficile bez zróżnicowania na szczepy toksyno – i 
nietoksynotwórcze.  

3. W przypadku stwierdzenia obecności enzymu GDH C. difficile należy określić zdolność szczepu do 
produkcji toksyny A / B za pomocą teksu immunochromatograficznego C. Difficile Toxin A+B          
(nr kat.VC194055) 

4. Fałszywie dodatnie wyniki mogą być spowodowane niedokładnym wypłukaniem mikrostudzienek 
 
Charakterystyka testu: 
 
Test umożliwia wykrycie enzymu GDH już od 0,2 ng / ml rozcieńczonej próbki 
 
Względna czułość                       94,7 % 
 
Względna specyficzność            98,7 % 
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Wyjaśnienia symboli: 
 
 

 


