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CoproStrip™ C. difficile
GDH + Toxina A + Toxina B

Um teste rapido e de um passo para a deteccao
qualitativa simultdnea de Clostridium difficile
Glutamato Desidrogenase, antigénios de Toxina A e
Toxina B em fezes humanas.
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Uso pretendido: O CoproStrip™ C. difficile GDH + Toxina A
+ Toxina B € um imunoensaio cromatografico rapido
combinado para a detecgdo simultdnea e qualitativa de
Clostridium difficile Glutamato Desidrogenase (GDH), Toxina
A e Toxina B em fezes humanas. Este teste ajuda no
diagnoéstico de uma infecgado por C.difficile.

RESUMO E EXPLICAGAO:

O bacilo Gram-positivo anaerdbio Clostridium difficile é o
agente etioldgico lider de diarreia associada a antibiotico e
colite pseudomembranosa (1). Este agente patogénico é capaz
de causar uma doenca grave ou fatal caso ndo seja
diagnosticado e tratado a tempo. A exposicdo a antibidticos é
o fator de maior risco para uma infeccdo por C. difficile. Pode
desenvolver-se uma infeccdo caso a flora gastrointestinal
normal for perturbada por terapia com antibidtico e se a
pessoa for infectada por C. difficile produtora de toxinas,
tipicamente através da via fecal-oral (2). Os fatores chave da
viruléncia de C difficile sdo a toxina A e a toxina B (3, 4).
Estas toxinas demonstram uma alta homologia funcional e de
sequéncias. A Toxina A foi descrita como uma enterotoxina
que causa danos nos tecidos, atraindo neutréfilos, monofilos e
toxina B, sendo esta Ultima uma citotoxina potente que
degrada as células epiteliais da mucosa célica (5). A maior
parte das estripes virulentas produz ambas as toxinas,
contudo, as estirpes negativas a toxina A/positivas a toxina B
também sdo capazes de causar doenga (6, 7). A Clostridium
difficile Glutamato Desidrogenase (GDH) é uma enzima
produzida em grandes quantidades por todas as estirpes
toxigénicas e ndo-toxigénicas, tornando-a num excelente
marcador para este organismo (8, 9).
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I PRINCIPIO DO PROCEDIMENTO

O CoproStrip™ C. difficile GDH + Toxina A + Toxina B é um
imunoensaio qualitativo para a deteccdo de Clostridium
difficile Glutamato Desidrogenase (GDH), Toxina A e Toxina B
em amostras de fezes humanas.

A membrana do Teste A estd pré-revestida com anticorpos
monoclonais contra o antigénio de Clostridium difficile (GDH),
e a membrana do Teste B esta pré-revestida com anticorpos
monoclonais contra antigénios de Toxina A de Clostridium
difficile e a membrana do Teste C esta pré-revestida com
anticorpos monoclonais contra os antigénios de Toxina B de
Clostridium difficile na regido de linhas de teste. Durante o
teste, a amostra reage com as particulas de cor vermelha
revestidas com anticorpos anti-GDH no Teste A e/ou com
anticorpos anti-Toxina A no Teste B e/ou com anticorpos anti-
Toxina B no Teste C, as quais foram pré secas nas tiras de
teste. A mistura desloca-se para cima da membrana, via
accao capilar. Em caso de um resultado positivo no Teste A,
0s anticorpos especificos presentes na membrana vao reagir
com o conjugado da mistura e gerar uma linha de cor
vermelha. Em caso de um resultado positivo no Teste B, os
anticorpos especificos presentes na membrana vao reagir
com o conjugado de mistura e gerar uma linha de cor
vermelha. Em caso de um resultado positivo no Teste C, os
anticorpos especificos presentes na membrana véo reagir
com o conjugado de mistura e gerar uma linha de cor
vermelha. A mistura continua a deslocar-se ao longo da
membrana para os locais de anticorpos imobilizados na regido
da banda de controlo. Aparece sempre uma banda de cor
verde nas linhas de controlo, a qual serve de verificagdo de foi
adicionado um volume suficiente, do facto de se ter obtido um
bom fluxo e serve também de um controlo interno para os
reagentes.

MATERIAIS FORNECIDOS

o Dispositivos CoproStrip™ C. difficle GDH+ Toxina A+
Toxina B

o Instrucdes de utilizagédo

e Tubo de recolha de amostra com tampéao

MATERIAIS NAO FORNECIDOS

* Recipiente para recolha de amostra
¢ Luvas descartaveis
e Temporizador

AVISOS E PRECAUCOES

e Apenas para uso profissional e diagnostico in vitro.

o N&o utilizar ap6s a data de validade.

o Este teste deve permanecer na bolsa selada até ser
utilizado.

o N&o utilizar o teste caso a bolsa esteja danificada.

e Sigas as Boas Praticas Laboratoriais, utilize roupa
protectora e luvas descartaveis. Ndo coma, beba ou fumo
na area de trabalho.

e Todas as amostras devem ser consideradas potencialmente
nocivas e manipuladas como se fossem agentes
infecciosos.

o Este teste deve ser descartado num recipiente de risco
biolégico apds o teste.

¢ O teste deve ser realizado dentro de 2 horas apds abrir a
bolsa de aluminio selada.



ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE

Armazenar embalado na bolsa selada ao refrigerar ou a
temperatura ambiente (2-30°C). Este teste é estavel até a
data de validade impressa na bolsa selada. O teste deve
permanecer na bolsa selada até ser utilizado. N&o congelar.

llustracéo 2

RECOLHE A PREPARAGAO DA AMOSTRA

Recolha uma quantidade suficiente de fezes (1-2 g ou ml para
a amostra liquida). As amostras de fezes devem ser
recolhidas em recipientes limpos e secos (sem conservantes
ou meio de transporte). As amostras podem ser armazenadas
no frigorifico (2-8°C) durante 24 horas antes de fazer o teste.
Para um armazenamento prolongado, a amostra deve ser
congelada a -20°C. Neste Ultimo caso, a amostra deve ser
completamente descongelada e estar a temperatura ambiente
antes de fazer o teste.

Processamento das amostras de fezes recolhidas (ver
ilustracao 1):

Utilize um tubo de recolha de amostra individual para cada
amostra. Destape o tubo e introduza o palito na amostra fecal
e obtenha a amostra (aproximadamente 125 mg). Tape o tubo
com o tampdo e a amostra de fezes. Homogeneizar o
contetido do tubo no vortex durante 15 segundos, no sentido
de garantir uma boa dispersdo da amostra. Para amostras de
fezes liquidas, aspire a amostra fecal com um conta-gotas e
adicione 125 pl num tubo de recolha de amostra com tampao.

llustragdo 1

u Misture a amostra
Recolha a amostra com o tampé&o

EEE Fermaponia

PROCEDIMENTO

Os testes, as amostras de fezes e o tampao devem estar a

temperatura ambiente (15-30°C) antes de fazer o teste.

N&o deve abrir as bolsas até ter tudo pronto para realizar

0 ensaio.

1. Retire o Dispositivo da bolsa selada e utilize o mais
rapidamente possivel.

2. Agite o tubo de recolha de amostra para garantir uma boa
disperséo da amostra. Parta a ponta do tubo.

3. Utilize um dispositivo separado para cada amostra. Deite
exactamente 4 gotas ou 100 pl para cada um dos pogos
de amostra (ou seja, no pogo GDH, no pogo de Toxina A
e no pogo de Toxina B, marcada como S). Inicie o
temporizador.

4. Leia os resultados 10 minutos depois de ter deitado a
amostra.

Caso o teste nao corra devido a particulas sdlidas, misture a
amostra adicionada no pogo de amostra (S) com o palito. Se
continuar a ndo funcionar, deite umas gota de diluente até ver
o liquido percorrer a zona de reaccao.
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Adicione 4 gotas da mistura diluida a cada pocgo
circular

Teste GDH- pogo A

C. afale
u
A

|

Teste de Toxina A- poco B

) L)

C. dilaly

Teste de Toxina B - pogo C




INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS

Nota: A intensidade da linha teste, poderd variar entre as diferentes tiras teste. O surgimento

de qualquer intensidade da linha vermelha, indica um resultado positivo

llustracéo 3
Resultado Indicado Interpretacgao
1. Negativo a GDH, Toxina A e Toxina B.
C C . = o
Sem infecgao por C. difficile.
A B C
2.
Positivo a GDH. Negativo a Toxina A e Toxina B.
C C
Indicativo de uma infec¢do por C. difficile.
A B C
3. Positivo a GDH e a Toxina A. Negativo a Toxina B.
C Indicativo de uma infecgdo por C. difficile. Recomenda-
c se aprofundar a andlise desta amostra via um outro
ensaio reconhecido por CE/FDA.
A B C
4. Positivo a GDH e Toxina B. Negativo a Toxina A.
Infeccdo por C. difficile.
(o C L . ~ e
Indicativo de uma infecgcdo por C. difficile.
A B C
5.
Positivo a GDH, Toxina A e Toxina B.
C C
Indicativo de uma infeccdo por C. difficile.
A B C
6. Negativo a GDH e Toxina B. Positivo a Toxina A.
Repita o teste com o uso de uma amostra nova. Caso o
fo C resultado for novamente positivo para Toxina A e
negativo para GDH, recomenda-se aprofundar a analise
A B fo desta amostra via um outro ensaio reconhecido por
CE/FDA.
7. Negativo a GDH e Toxina A. Positivo a Toxina B.
Repita o teste com uma amostra nova. Caso o resultado
C for novamente positivo para Toxina B e negativo para
c GDH, recomenda-se aprofundar a analise desta amostra
via um outro ensaio reconhecido por CE/FDA.
A B C
8. Positivo a Toxina A e Toxina B. Negativo a GDH.
H C E C ﬁ Repita o teste com uma amostra nova. Caso o resultado
for novamente positivo para Toxina B e negativo para
A B fo GDH, recomenda-se aprofundar a analise desta amostra
via um outro ensaio reconhecido por CE/FDA
9. Resultado invalido: quer A, B ou C, repita o teste com
Qualquer outro resultado uma nova amostra. Caso obtenha o mesmo resultado,
recomenda-se aprofundar a analise desta amostra via
um outro ensaio reconhecido por CE/FDA.

INVALIDO: Total auséncia da banda de controlo verde em um, dois ou trés testes
(A/BIC), independentemente do aparecimento ou ndo da linha de teste vermelha em um
ou ambos os testes (A/B/C). Observagdes: volume de amostra insuficiente, técnicas de
procedimento incorrectas ou deterioracdo dos reagentes sdo geralmente as principais
razbes para a falha das linhas de controlo. Reveja o procedimento e repita o ensaio com
um teste novo. Caso 0s sintomas ou a situagdo persistir, descontinue o uso do kit de teste
e contacte o seu distribuidor local. Veja a ilustrac@o 3 acima.




NOTAS PARA A INTERPRETACAO DE RESULTADOS

A intensidade da banda de cor vermelha na regido de linha de
resultado (T) vai variar dependendo da concentracdo de
antigénios na amostra. Contudo, ndo é possivel determinar o
valor quantitativo, nem a taxa de aumento de antigénios com
este teste qualitativo.

CONTROLO DE QUALIDADE

Encontram-se incluidos controlos internos de procedimento neste
teste em forma de linhas verdes que aparecem na regido de linha
de controlo (C). Isto confirma a adicdo de volume suficiente de
amostra e uma técnica de procedimento correcta.

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

1. O teste de CoproStrip™ C. difficile GDH + Toxina A + Toxina
B apenas vai indicar a presenga de GDH, Toxina A e/ou B na
amostra (deteccdo qualitativa). Ndo é possivel determinar
nem o valor quantitativo nem a taxa de aumento da
concentragdo de antigénios com este teste.

2. Um excesso de amostra pode causar resultados incorrectos
(aparecem bandas castanhas). Em tal caso, dilua a amostra
com tampdo e repita o teste.

3. Algumas amostras de fezes podem reduzir a intensidade das
bandas controlo.

4. Este teste deve ser realizado dentro de 2 hora apds a
abertura da bolsa de aluminio selada.

5. Caso o resultado do teste for negativo e os sintomas clinicos
persistirem, recomenda-se realizar testes adicionais com o
uso de outros métodos clinicos. Um resultado negativo nunca
exclui a possibilidade de uma infeccdo causada por
Clostridium difficile.

6. Este teste fornece um diagndstico preliminar da infeccdo
causada por Clostridium difficile. Todos os resultados devem
ser interpretados juntamente com outra informagdo clinica e
resultados laboratoriais que o médico disponha, e devem ser
com exames laboratoriais adicionais.

| CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE

Um estudo que fez uso de amostras de fezes de pacientes com
diarreia obteve o0s seguintes resultados: Os resultados de
sensibilidade e especificidade com o uso do teste CoproStrip™
C.difficile GDH + Toxina A + Toxina B em comparacdao com
outros testes de imunoensaio comerciais (IC teste: C. DIFF QUIK
CHEK Complete® TechLab) foram:

Sensibilidade >99% e especificidade >99%.

REACTIVIDADE CRUZADA

Foi feita uma avaliagdo para determinar a reactividade cruzada do
Dispositivo CoproStrip™ C. difficile GDH+Toxina A + Toxina B.
Ndo se observou reactividade cruzada com microrganismos
gastrointestinais comuns e ocasionalmente presentes em fezes.

Campylobacter spp

E. coli O157:H7
Listeria monocytogenes
Helicobacter pylori
Shigella spp.
Staphilococcus aureus
Salmonella spp
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Yersinia spp
Yersinia enterocolitica

|
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