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C. DIFF QUIK CHEK®

INTENDED USE

The C. DIFF QUIK CHEK?® test is a rapid membrane enzyme immunoassay for use
as a screening test to detect Clostridium difficile antigen, glutamate dehydrogenase, in
fecal specimens from persons suspected of having C. difficile disease. The test does
not distinguish toxigenic from nontoxigenic strains of C. difficile. With the use of
additional tests that detect C. difficile toxins, the test is to be used as an aid in the
diagnosis of C. difficile disease. As with other C. difficile tests, results should be
considered in conjunction with the patient history.
FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE.

EXPLANATION

After treatment with antibiotics, many patients develop gastrointestinalsproblems
ranging from mild diarrhea to severe pseudomembranous colitis. Many’cases of the
milder forms of gastrointestinal illness and most cases of pseudomembranous colitis are
caused by toxigenic strains of Clostridium difficile (1). This organism¥\s an opportunistic
anaerobic bacterium that grows in the intestine once the normal florathas been altered
by the antibiotic. Toxigenic strains of C. difficile carry the geénes encoding the toxins
while non-toxigenic strains do not carry the toxin genes. The,disease results from the
toxins that the toxigenic organism produces. The clinical symptoms associated with the
disease are believed to be primarily due to toxin A, whichis a tissue-damaging
enterotoxin (2,3). C. difficile also produces a second‘toxin, designated toxin B. Toxin B,
which has been referred to as the cytotoxin of thevarganism, is the toxin detected by the
tissue culture assay currently used by some’laboratories. Toxigenic C. difficile strains
produce both toxins or only toxin B (4-7)¢<Ihe glutamate dehydrogenase of C. difficile is
a good antigen marker for the organism infeces because it is produced in high amounts
by all strains, toxigenic or non-toxigenic, (8-10). . The antigen can be detected in fecal
specimens by using the C. DIFE,QUIK CHEK®\test. JA positive result in the test, which is
specific for the glutamate dehydregenase ofiC=difficile, confirms the presence of this
organism in a fecal specimeh; aynegative result indicates the absence of the organism.
A positive result should bé followed by a‘toxin-specific test to confirm the presence of
toxigenic C. difficile.

PRINCIPLE OF THE TEST

The C. DIFF QUIK CHEK® test uses antibodies specific for the glutamate
dehydrogenase”of*C. difficile. The device contains a Reaction Window with two vertical
lines of immohilized antibodies (Fig. 1a). The test line (“T”") contains antibodies against
C. difficilerglutamate dehydrogenase. The control line (“C”) contains anti-lgG antibodies.
The Caenjugate consists of antibodies to glutamate dehydrogenase coupled to
horseradish peroxidase. To perform the test, the sample is added to a tube containing a
mixture of Diluent and Conjugate. The diluted sample-conjugate mixture is added to the
Sample Well and the device is allowed to incubate at room temperature for 15 minutes.
During the incubation, any glutamate dehydrogenase in the sample binds to the
antibody-peroxidase conjugate. The antigen-antibody-conjugate complexes migrate
through a filter pad to a membrane where they are captured by the immobilized
glutamate dehydrogenase-specific antibodies in the line. The Reaction Window is
subsequently washed with Wash Buffer, followed by the addition of Substrate. After a 10
minute incubation period, the “T” reaction is examined visually for the appearance of a
vertical blue line on the “T” side of the Reaction Window. A blue line indicates a positive
test. A positive “C” reaction, indicated by a vertical blue line on the “C” side of the
Reaction Window, confirms that the test is working properly and the results are valid.

MATERIALS PROVIDED
Membrane Devices — 25 pouches, each containing 1 device



Diluent (14 mL) — Buffered protein solution with graduated dropper
assembly

[wasHREAG] Wash Buffer (12 mL) — A buffered solution with graduated dropper assembly

SUBS|REAG| Substrate (3.5 mL) — Solution containing tetramethylbenzidine

CONJ|ENZ| Conjugate (2.0 mL) — Mouse monoclonal antibody specific for glutamate
dehydrogenase coupled to horseradish peroxidase in a buffered protein
solution

Positive Control (ImL) — Antigen in a buffered protein solution

Disposable plastic transfer pipettes, 50 (graduated at 25 yL, 400 pL and 500 L)

MATERIALS AND EQUIPMENT REQUIRED BUT NOT PROVIDED
Small test tubes (e.qg., plastic Eppendorf tubes) Applicator sticks Timer
Disposable gloves for handling fecal samples Pipettor and tips Vortex mixer

SHELF LIFE AND STORAGE
The expiration date of the kit is given on the label. Expiration dates for.each component
are listed on the individual labels. The kit should be stored betweem2°%and 8°C.

PRECAUTIONS

1. Reagents from different kits should not be mixed. Do.not'use’ a kit past the

expiration date.

Bring all components to ROOM TEMPERATURE.BEFORE USE!

Caps, tips and dropper assemblies are color-geded; do NOT mix or interchange!

Do not freeze the reagents. The kit should,be stored between 2° and 8°C.

The pouch containing the Membrane Deyicesshould be at room temperature before

opening, and opened just before use. Keep the membrane devices dry before use.

Use fecal specimens within 72 hoursiofyeollection to obtain optimal results.

Specimens that are frozen may lose\activity dueto, freezing and thawing.

7. Specimens that have been preserved’in 10%, Formalin, merthiolate formalin, sodium
acetate formalin or polyvinyl alcohel cannot'bewised.

8. Specimens in transport media,such as-Cary Blair and C&S can be used as specified
in the specimen preparation Jprotocol.

9. Hold reagent bottles vertically to dispense reagents to ensure consistent drop size.

10. Specimens and membrane devices should be handled and disposed of as potential
biohazards after'use.”Wear disposable gloves when doing the test.

11. Membrane_devices'cannot be reused.

12. The testdas.been optimized for sensitivity and specificity. Alterations of the
specifieehprocedure and/or test conditions may affect the sensitivity and specificity of
the,test. Do not deviate from the specified procedure.

13. Microbial contamination of reagents may decrease the accuracy of the assay. Avoid
microbial contamination of reagents by using sterile disposable pipettes if removing
aliquots from reagent bottles.

14. Be attentive to the total assay time when testing more than one fecal specimen. Add
Diluent first, then add the Conjugate to each tube of Diluent. Then add specimen to
the tube of Diluent/Conjugate. Thoroughly mix all of the diluted specimens, and then
transfer to the Membrane Device. The 15-minute incubation step begins after the
last diluted sample-conjugate mixture has been transferred to the final Membrane
Device.

15. If the Substrate reagent changes to a dark blue/violet color call technical services for
replacement.
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COLLECTION AND HANDLING OF FECAL SPECIMENS

1. Standard collection and handling procedures used in-house for fecal specimens are
appropriate. Specimens should be stored between 2° and 8°C; test specimens that
are less than 24 hours old, whenever possible.
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Store specimens frozen (< -10°C) if the test cannot be performed within 72 hours of
collection, but note that freezing and thawing of the specimen may result in loss of
activity due to degradation of the antigen. Do not freeze and thaw multiple times.
Make sure that specimens are thoroughly mixed PRIOR to performing the assay.
Storing fecal specimens in the Diluent is NOT recommended.

Do not allow the fecal specimens to remain in the Diluent and Conjugate for more
than 8 hours.

SAMPLE PREPARATION

1.

2.

Bring all reagents and the required number of devices to room temperature before
use.
Set up and label one small tube for each specimen, and optional external controls as
necessary.
Add 500 pL Diluent to each tube for fecal specimens using the graduated black
dropper assembly (or equivalent). For specimens in transport mediastch as Cary
Blair or C&S, add 425 uL of Diluent to the tube.
Holding the dropper bottle in a vertical position, add one drop of\Canjtigate (red
capped bottle) to each tube.
Obtain one disposable plastic transfer pipette (supplied with the kit) for each sample
the pipettes have raised graduations at 25 pL, 400 pL.ancth500 pL.
Graduated Transfer Pipette:

500 yL 400 pL 25l

Mix all specimens thoroughly regardless«of consistency- it is essential that the
specimens be evenly suspended before transférring.

Liquid/Semi-solid specimens <'pipette 25%L of specimen with a transfer pipette
(graduated at 25 pL, 400 pldand 500 pL) and diSpense into the Diluent/Conjugate
mixture. Use the same transfer pipette.to\mix the diluted specimen.

Formed/Solid specimens — Care must be taken to add the correct amount of
formed fecal specimensto the sample ‘mixture. Mix the specimen thoroughly using a
wooden applicator stick and transfer a small portion (approximately 2 mm diameter,
the equivalent«of257L) of the specimen into the Diluent/Conjugate mixture.
Emulsify the speeimen using the applicator stick.

Fecal spécimens in Cary Blair or C&S transport media - pipette 100 yL of sample
into the*Riluent/Conjugate mixture.

Optional External Control Samples:

External Positive Control — holding the dropper bottle in a vertical position, add one
drop,of Positive Control (gray-capped bottle) to the appropriate test tube.

External Negative Control - add 25 yL Diluent to the appropriate test tube using a
graduated transfer pipette.

NOTE: Transferring too little specimen, or failure to mix and completely suspend
the specimen in the Diluent mixture, may result in a false-negative test result. The
addition of too much fecal specimen may cause invalid results due to restricted
sample flow.

TEST PROCEDURE

1.

Obtain one Membrane Device per specimen, and one device per optional external
positive or negative control as necessary. The foil bags containing the devices
should be brought to room temperature before opening. Label each device
appropriately and orient it on a flat surface so the letter “C” on the device is on the
left, the letter “T” is on the right, and the small Sample Well is located in the top right
corner of the device (Fig. 1a).



2. Close each tube of diluted specimen and mix thoroughly. Proper mixing can be
achieved by vortexing or inverting the tube. Immediately proceed to Step #3.

3. Using a transfer pipette (graduated at 25 yL, 400 pL and 500 pL), transfer 400 pL of
the diluted sample-conjugate mixture into the Sample Well (smaller hole in the top
right corner of the device) of a Membrane Device, making certain to expel the liquid
sample onto the wicking pad inside of the Membrane Device.

4. Incubate the device at room temperature for 15 minutes — the sample will wick
through the device and a wet area will spread across the Reaction Window (larger
hole in the middle of the device).

NOTE FOR SAMPLES THAT FAIL TO MIGRATE:

Occasionally, a diluted fecal specimen cannot be tested because it clogs the
membrane and the Reaction Window does not wet properly. If the diluted fecal
specimen fails to migrate properly within 5 minutes of adding the sample to the
Sample Well (i.e. the membrane in the Reaction Window does not appear to be
completely wet), then add 100 pL (4 drops) of Diluent to the Sample Well and wait an
additional 5 minutes (for a total of 20 minutes).

5. After the incubation, add 300 uL of Wash Buffer to the Reactiom\Window using the
graduated white dropper assembly (or equivalent). Allow the'Wash Buffer to flow
through the Reaction Window membrane and be absorbed completely.

6. Holding the dropper bottle vertically, add 2 drops of Substrate’ (blue-capped bottle) to
the Reaction Window. Read and record results visually after 10 minutes.

INTERPRETATION OF RESULTS

1. Interpretation of the test is most reliable when thedevice is read immediately at the
end of the reaction period. Read the deyice‘at @ normal working distance in a well-lit
area. View with a line of vision directly over the device.

2. Observe device for the appearance of arblue linefon the “C” side of the Reaction
Window representing the internal positive contfol-line. Observe device for the
appearance of a blue line on the *T}side ofthe Reaction Window representing the
test line. The lines may appeatr.faint to darkiimintensity.

3. Positive Result: A positiveyresult may=beninterpreted at any time between the
addition of Substrate and the 10-minute read time. Two blue lines are visible, the
control line (“C") and the test line (“T")*The lines may appear faint to dark in
intensity. The appearance of a blue line on the “T” side along with a blue control line
is interpreted as'a positive result. An obvious partial line is interpreted as a positive
result. Do not interpret membrane discoloration or shadow as a positive result. A
positive résult indicates the presence of C. difficile antigen.

4. Negative Result: A test cannot be interpreted as negative or invalid until 10 minutes
following the addition of Substrate. A single blue line is visible on the control (“C")
sidesof the Reaction Window and no test line is visible on the “T” side of the
Reaction Window (Fig. 1b). A negative result indicates C. difficile antigen is either
absent in the specimen or is below the detection limit of the test.

5. Invalid Result: A single line is visible on the test (“T") side of the Reaction Window,
or no lines are visible in the Reaction Window (Fig. 1c, 1d). The test result is invalid
if a control line is not present at the completion of the reaction period.

Figure 1. C. DIFF QUIK CHEK® INTERPRETATION OF RESULTS

Reaction Sample

Window Well

Fig. la. Positive  Fig. 1b. Negative Fig. 1c. Invalid Fig. 1d. Invalid



QUALITY CONTROL

Internal: A blue control line must be visible on the “C” side of the Reaction Window on
every Membrane Device that is tested. The appearance of the blue control line confirms
that the sample and reagents were added correctly, that the reagents were active at the
time of performing the assay, and that the sample migrated properly through the
Membrane Device. A clear background in the result area is considered an internal
negative control. If the test has been performed correctly and reagents are working
properly, the background will be clear to give a discernible result.

External: The reactivity of the C. DIFF QUIK CHEK® test should be verified on receipt
using the Positive Control and negative control (Diluent). The Positive Control is
supplied with the kit (gray-capped bottle). The Positive Control confirms the reactivity of
the other reagents associated with the assay, and is not intended to ensure precision at
the analytical assay cut-off. Diluent is used for the negative control. Additional tests can
be performed with the controls to meet the requirements of local, state_and/orsfederal
regulations and/or accrediting organizations.

LIMITATIONS

1. The C. DIFF QUIK CHEK® test is used to detect C. difficile antigen in fecal
specimens. The test confirms the presence of C. difficile‘glutamate dehydrogenase
in feces and this information should be taken under consideration by the physician in
light of the clinical history of the patient and the results ‘of toxin detecting tests. A
positive result with the C. DIFF QUIK CHEK® est BOES NOT confirm the existence
of a TOXIGENIC strain of C. difficile. If a positive result is seen using the C. DIFF
QUIK CHEKE® test, it is suggested that additional tests be used to confirm the
presence of toxin. Alternatively, tissue ‘culture cytotoxicity assay may be performed
to verify the presence of toxin.

2. Fecal specimens are extremely complex. Optiffral\results with the C. DIFF QUIK
CHEK® test are obtained with_speeimens that are less than 24 hours old. Most
undiluted specimens can be stored betweemZ®and 8°C for 72 hours before
significant degradation of-thg“antigen,is,neted. If specimens are not assayed within
this time period, they may be frozen{and thawed. However, freezing and thawing
may result in loss inlthe immunoreactivity of the antigen.

3. Some specimens mayigive weak reactions. This may be due to a number of factors
such as the presence’of low levels of antigen, the presence of antigen-binding
substances, or ihactivating enzymes in the feces. Under these conditions a fresh
specimenshould be tested. Additional tests that may be used in conjunction with
the C#DIFR, QUIK CHEK® test include isolation of the organism on selective media,
toxinsspecific ELISAs, or tissue culture cytotoxicity assays for the detection of
G difficile and its toxin. The isolation of the organism does not confirm that the
organism is toxigenic. Additional testing of the isolate using a toxin-specific ELISA or
tissue culture assay must confirm this.

4. Fecal specimens preserved in 10% formalin, merthiolate formalin, sodium acetate
formalin, or polyvinyl alcohol CANNOT be used.

5. The C. DIFF QUIK CHEK® test is qualitative. The intensity of the color should not be
interpreted quantitatively.

6. Colonization rates of up to 50% have been reported in infants. A high rate has also
been reported in cystic fibrosis patients (1,3).

7. The accuracy of the result when testing pediatric patients is uncertain because the
performance of C. DIFF QUIK CHEK® test of specimens from pediatric patients has
been evaluated with a limited number of samples.

EXPECTED VALUES

Clostridium difficile disease is primarily a nosocomial disease of elderly patients,
and the frequency of the disease is dependent on factors such as patient population,
type of institution and epidemiology. The reported incidence of C. difficile disease in



patients with antibiotic-associated diarrhea may range from 5 to 20%, and hospitals may
experience rates lower or higher than this range. It is important to consider any test
results in conjunction with clinical symptoms because some healthy adults and large
numbers of healthy infants (up to 50%) will be positive for C. difficile toxin. In addition,
C. difficile carriage rates of 22 to 32% have been reported in cystic fibrosis patients (1,3).
Because the C. DIFF QUIK CHEK® test detects both toxigenic and non-toxigenic strains
of C. difficile, the expected values of this test are higher compared to that of any toxin
test. A positive result in the C. DIFF QUIK CHEK® test confirms the presence of

C. difficile in a fecal specimen; a negative result indicates the absence of the organism.
A positive result should be followed by a toxin-specific test to confirm the presence of
toxigenic C. difficile. The prevalence of a positive C. DIFF QUIK CHEK® test at an
independent study site was 18.2% (N=578).

PERFORMANCE CHARACTERISTICS
Clinical evaluation

The C. DIFF QUIK CHEK® test was compared to the bacterial cdlture tést at two
clinical laboratories and in-house at TECHLAB®, Inc. Specimens included in the
evaluation were submitted to the clinical laboratories for routine testing. The
presumptive bacterial culture test was performed according to the in-house procedures.
The results are shown in Table 1.

Table 1. Summary of clinical performance comparing,C. DIFF QUIK CHEK® test
to presumptive bacterial culture

Presumptive'Baeterial Presumptive Bacterial
n=979 - .
Culture'positive Culture negative
®
C. DIFF QQIK CHEK 206 56
positive
®
C. DIFF QUIK CHEK 16 701
negative
95% Confidence Limits
Sensitivity 92.8% 88.3% - 95.7%
Specificity 92.6% 90.4% - 94.3%
Predictive"Rositive Value 78.6% 73.1% - 83.3%
Predijctive Negative Value 97.8% 96.3% - 98.7%
Correlation 92.6% 91.7% - 93.4%

Discrepant samples were resolved using commercial tests for C. difficile glutamate
dehydrogenase in ELISA or membrane test formats, or by a research PCR assay for the
detection of C. difficile GDH gene gluD. Twenty-nine of the 56 apparent false positive
samples were positive by another GDH test, and were considered true positives.
Twenty-seven remained false positive. Thirteen of the 16 apparent false negative
samples were negative by another GDH test, and were considered true negatives.
Three remained false negative.

EFFECT OF FECAL SPECIMEN CONSISTENCY

The reaction of fecal specimens of varying consistencies in the C. DIFF QUIK
CHEK® test is shown in table 2. A total of 305 fecal samples of known consistency was
included in the analysis. The percentages of positive reactions using either resolved
culture assay or the C. DIFF QUIK CHEK® test were similar in all three types of fecal



specimens (liquid, semi-solid, and solid). All of the specimens were submitted for

C. difficile testing. The basis of the submission was the clinical history of the patient and
not the consistency of the specimen. The results show the C. DIFF QUIK CHEK® test
performed similarly to the culture assay when testing samples of different consistencies.

Table 2. Reaction of fecal specimens of varying consistencies in the
C. DIFF QUIK CHEK® test

. Liquid Semi-solid Solid
Number of Specimens . . .
Specimens Specimens Specimens
(n=305) (n =117) (n =142) (n = 46)

Positive by resolved 19 (16.2%) 37 (26.1%) 18 (39.1%)
bacterial culture assay
Positive by

18 (15.4%) 36 (25.4%) 21/(45.7%)

C. DIFF QUIK CHEK ®

Negative by resolved
bacterial culture assay

Negative by
C. DIFF QUIK CHEK ®

98 (83.8%) 105 (73.9%) 287(60.9%)

99 (84.6%) 106 (74.6%) 25 (54.3%)

TRANSPORT MEDIA

A total of 69 fecal specimens diluted in C&S\Transport Media was tested in the
C. DIFF QUIK CHEK® test and the results were eompared to those obtained by routine
testing. The test exhibited an agreement of 95.7% for the detection of C. difficile antigen
in specimens prepared in Transport Media.

REPRODUCIBILITY

A total of eight fecal specimens, 6 positive ‘and’2 negative were coded to prevent
identification and were sent to"each of three, independent laboratories for analysis using
the C. DIFF QUIK CHEK® test. The results from each laboratory were compared with in-
house results. The positive specimens were confirmed to be positive and the negative
specimens were confirmed,to be negative at each site.

CROSS REACTIVITY.

Fecal specimens inoculated with the following microorganisms to a final
concentration, of approximately 108 or higher organisms per mL did not react in the C.
DIFF QUIK CHEK® test:

Bacteria: Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacteroides fragilis,
Campylobacter coli, Campylobacter fetus, Campylobacter jejuni, Candida albicans,
Clostridium bifermentans, Clostridium butyricum, Clostridium perfringens Type A,
Clostridium septicum, Clostridium sordellii (toxigenic and nontoxigenic), Clostridium
sporogenes, Enterococcus faecalis, Escherichia coli EIEC, Escherichia coli, Escherichia
coli 0157 H7, Escherichia coli ETEC, Klebsiella pneumoniae, Peptostreptococcus
anaerobius, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium,
Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus aureus (Cowans), Staphylococcus epidermidis, Vibrio parahaemolyticus,
Yersinia enterocolitica



The following viruses of 1032 to 107®° TCID units per 0.2mL did not react in the C. DIFF
QUIK CHEK® test:

Viruses: Adenovirus types 1,2,3,5,40,41, Human coronavirus, Coxsackievirus
B2,B3,B4,B5, Echovirus 9,11,18,22,33, Enterovirus type 68,69,70,71.

INTERFERING SUBSTANCES

The following substances had no effect on test results when present in feces in the
concentrations indicated: mucin (3.5% w/v), human blood (40% v/v), barium sulfate (5%
w/v), Imodium® (5% w/v), Kaopectate® (5 mg/mL), Pepto-Bismol® (5% w/v), steric/
palmitic acid (fecal fats, 40% wi/v), Metronidazole (0.25% w/v), Vancomycin (0.25% wi/v).

ANALYTICAL SENSITIVITY
The analytical sensitivity of the C. DIFF QUIK CHEK® test is 0.8 ng/mL.
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C. DIFF QUIK CHEK® — ESPANOL

USO PREVISTO

El test C. DIFF QUIK CHEK® es un enzimoinmunoensayo rapido de membrana
para su uso como test de cribado en la deteccién del antigeno de Clostridium difficile, la
glutamato deshidrogenasa, en muestras fecales de personas de las que se sospecha
una enfermedad por C. difficile. El test no distingue entre las cepas toxigénicas y las no
toxigénicas de C. difficile. Con el uso de pruebas adicionales que detectan las toxinas
de C. difficile, este test debe utilizarse como ayuda para el diagnéstico de la enfermedad
causada por C. difficile. Como ocurre con otros tests para C. difficile, los resultados
deben evaluarse siempre junto con los antecedentes del paciente.
PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO.

FUNDAMENTO

Después del tratamiento con antibiéticos, muchos pacientes sufren problemas
gastrointestinales que varian entre diarrea leve y colitis pseudomembrangsa grave. Una
gran parte de los casos mas leves de enfermedad gastrointestinal y la mayoria de los
casos de colitis pseudomembranosa estan causados por cepas toxigénicas de
Clostridium difficile (1). Este microorganismo es una bacteria anaerobia oportunista que
crece en el intestino cuando la flora normal esta alterada‘per.elantibiético. Las cepas
toxigénicas de C. difficile son portadoras de los genes que(codifican las toxinas,
mientras que las cepas no toxigénicas no contienen estos’genes de toxinas. La
enfermedad esté causada por las toxinas que préduce el microorganismo toxigénico.
Se cree que los sintomas clinicos asociados a‘la‘enféermedad estan causados
principalmente por la toxina A, una enterotoxina que lesiona los tejidos (2,3). C. difficile
también produce una segunda toxina, deneminada toxina B. La toxina B, que se ha
denominado como la citotoxina del migroargahismo, se detecta mediante los andlisis de
cultivos tisulares utilizados actualmente, en’algunos laberatorios. Las cepas toxigénicas
de C. difficile producen ambas toxinas, 0's6lo la toxina B (4-7). La glutamato
deshidrogenasa de C. difficile_esdi*buen mareador antigénico del microorganismo en
las heces, porque lo produgén en grandgs cantidades tanto las cepas toxigénicas como
las no toxigénicas (8-10)¢" Ehantigeno puede detectarse en las muestras fecales con el
test C. DIFF QUIK CHEK®. Un resultado positivo del test, que es especifico para la
glutamato deshidrogenasa ‘de C. difficile, confirma la presencia de este microorganismo
en una muestra fecal,\mientras que un resultado negativo indica la ausencia del
microorganismoy, Si Se obtiene un resultado positivo, debera realizarse un test
especifico para’la‘toxina para confirmar la presencia de C. difficile toxigénico.

PRINCIPI@.DEL TEST

Elgest C. DIFF QUIK CHEK® utiliza anticuerpos especificos frente a la glutamato
deshidrogenasa de C. difficile. El dispositivo contiene una Ventana de reaccién con dos
lineas verticales con anticuerpos inmovilizados (Fig. 1a). La linea (“T") del test contiene
anticuerpos frente a la glutamato deshidrogenasa de C. difficile. La linea de control
(“C”) contiene anticuerpos frente a las IgG. El Conjugado contiene anticuerpos frente a
la glutamato deshidrogenasa unidos a peroxidasa de rabano picante. Para realizar el
test, la muestra se afiade a un tubo que contiene una mezcla de Diluyente y Conjugado.
La mezcla muestra-conjugado diluida se afiade al Pocillo de muestra y el dispositivo se
incuba a temperatura ambiente durante 15 minutos. Durante la incubacién, cualquier
cantidad de glutamato deshidrogenasa presente en la muestra se une al conjugado
anticuerpo-peroxidasa. Los complejos antigeno-anticuerpo-conjugado migran a través
de un filtro almohadillado a una membrana y los captan los anticuerpos especificos de la
glutamato deshidrogenasa inmovilizados en la linea. A continuacion, se lava la Ventana
de reaccion con el Tampoén de lavado y después se afiade el Substrato. Tras una
incubacién de 10 minutos, se comprueba visualmente en la reaccion “T” la aparicién de
una linea azul vertical en el lado “T” de la Ventana de reaccion. La presencia de una
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linea azul indica un resultado positivo. Una reaccién positiva “C”, indicada por una linea
azul vertical en el lado “C” de la Ventana de reaccion, confirma que el test funciona
adecuadamente y los resultados son validos.

MATERIALES PROVISTOS

Dispositivos de membrana - 25 bolsas, cada una con 1 dispositivo

Diluyente (14 ml) — Solucién tamponada proteinica con cuentagotas
graduado

Tampén de lavado (12 ml) — Solucién tamponada con cuentagotas

graduado

|suBs|REAG| Substrato (3.5 ml) — Solucién con tetrametilbenzidina

[cona[enz] Conjugado (2.0 ml) — Anticuerpo monoclonal de ratén especifico para la
glutamato deshidrogenasa unido a peroxidasa de rabano picante en una
solucién tamponada de proteinas

Control positivo (1 ml) — Antigeno en una solucién tamponadé de proteinas

Pipetas de plastico desechables, 50 (graduadas a 25 pl, 400 pl y 500-l)

MATERIALES Y EQUIPAMIENTO NECESARIOS NO SUMINISTRADOS
Tubos de ensayo pequefios (p. €j., tubos de plastico Eppendorf)

Varillas aplicadoras Cronémetro

Mezclador de tipo vortex Pipeta y'puntas de pipeta
Guantes desechables para manipular las muestras fecales

PERIODO DE VALIDEZ Y CONSERVACION

La fecha de caducidad del kit se indica en lafetiqueta. Las fechas de caducidad de cada
componente se indican en las etiquetas individuales. El kit debe conservarse a una
temperatura entre 2y 8 °C.

PRECAUCIONES

1. No deben mezclarse los reactivos de kits diferéntes. No utilice los kits después de
la fecha de caducidad.

2. ANTES DEL USO atempere todos los componentes hasta alcanzar la
TEMPERATURA AMBIENTE.

3. Los tapones, las puntas y los cuentagotas estan codificados con colores y NO
deben mezclarse.

4. No congelar loSy€eactivos. El kit debe conservarse a una temperatura entre 2 y
8 °C.

5. La bptsa con el dispositivo de membrana debe estar a temperatura ambiente antes
de la apertura y se abrird justo antes del uso. Mantenga secos los dispositivos de
membrana antes del uso.

6. Las ,muestras fecales deben analizarse en un plazo no superior a 72 horas desde
su recogida para obtener resultados éptimos. En las muestras congeladas puede
perderse la actividad de la toxina por los procesos de congelacion y
descongelacion.

7. No pueden utilizarse las muestras conservadas en formol al 10%, formol mertiolato,
formol acetato sédico o alcohol polivinilico.

8. Pueden utilizarse las muestras en medios de transporte, como los medios Cary
Blair o C&S, de la forma especificada en el protocolo de preparacion de las
muestras.

9. Cuando afada los reactivos, sujete los frascos de los reactivos en posicion vertical
con el fin de asegurar que el tamafio de las gotas sea consistente.

10. Las muestras y los dispositivos de membrana deben manipularse y eliminarse
después del uso como materiales biolégicos potencialmente peligrosos. Utilice
guantes desechables para realizar el test.

11. Los dispositivos de membrana no pueden volver a utilizarse.
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12.

13.

14.

15.

El test se ha optimizado para mejorar la sensibilidad y la especificidad. Las
alteraciones del procedimiento especificado y/o de las condiciones del test puede
afectar a su sensibilidad y especificidad. No se desvie del procedimiento
especificado.

La contaminacién microbiol6gica de los reactivos puede menoscabar la precision
del andlisis. Evitar la contaminacién microbiolégica de los reactivos utilizando
pipetas estériles desechables para extraer alicuotas de los frascos de reactivos.
Preste atencién al tiempo total del andlisis cuando se realice el test con mas de
una muestra fecal. Afiada primero el Diluyente y, a continuacion, afiada el
Conjugado a cada tubo de Diluyente. A continuacion, afiada la muestra al tubo de
Diluyente/Conjugado. Mezcle bien todas las muestras diluidas y, a continuacioén,
transfiéralas al dispositivo de membrana. El paso de incubacién de 15 minutos
comienza después de que se haya transferido la Gltima mezcla muestra-conjugado
diluida al dispositivo de membrana final.

Si el reactivo del Sustrato adquiere un color azul oscuro/violeta, avise’al,Servicio
técnico para su sustitucion.

RECOGIDA Y TRANSPORTE DE LAS MUESTRAS FECALES

1.

o s

Los procedimientos internos estandar habituales de recpgida y transporte de las
muestras fecales son adecuados. Las muestras deben censervarse a una
temperatura entre 2 y 8 °C. Siempre que sea posihle,\las"muestras se procesaran
en las 24 posteriores a su recogida.

Almacene las muestras congeladas (< -10 °C)'siehtest no puede realizarse en las
72 horas siguientes a la recogida de la muestra, pero tenga en cuenta que el
congelado y el descongelado de la muestra‘pu€den provocar la pérdida de actividad
por la degradacion del antigeno. No se debe congelar y descongelar varias veces.
Es necesario asegurarse de que lasmuestras estén completamente mezcladas
ANTES de realizar el andlisis.

NO se recomienda conservar las'muestras fecales en el Diluyente.

No permita que las muestras fecales permanezc€an en el Diluyente y el Conjugado
durante mas de 8 horas;

PREPARACION DE LAMUESTRA

1.

2.

Espere hasta que‘todes los reactivos y el nimero de dispositivos necesarios estén
a temperatura ambiente antes de su uso.
Asigne e identifigue un tubo pequefio para cada muestra y controles externos
opcionales/segln sea necesario.
Anada500 ul de Diluyente a cada tubo de muestras fecales utilizando el
cuentagatas negro graduado (o equivalente). En el caso de las muestras en
medios de transporte como Cary Blair o C&S, afiada 425 pl de Diluyente al tubo.
Sujete el frasco cuentagotas en posicion vertical y afiada una gota de Conjugado
(frasco con tapon rojo) a cada tubo.
Obtenga una pipeta de plastico desechable (suministrada con el kit) para cada
muestra — las pipetas tienen las graduaciones de 25 pl, 400 pl y 500 pl.
Pipeta graduada:

500 pL 400 pL 25 L

Mezcle bien todas las muestras independientemente de su consistencia- es muy
importante obtener una suspensién homogénea de las muestras antes de
transferirlas.

Muestras liquidas/semisélidas — pipetee 25 pl de muestra con una pipeta
(graduada a 25 pl, 400 pl y 500 pl) y afiadala a la mezcla de Diluyente/Conjugado.
Utilice la misma pipeta para mezclar la muestra diluida.
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Muestras formes/sélidas — Es preciso tener cuidado para afiadir el volumen
correcto de la muestra de heces formes a la mezcla de muestra. Mezcle bien la
muestra con un palito aplicador de madera y transfiera una porcién pequefia
(aproximadamente de 2 mm de didmetro, el equivalente de 25 pl) de la muestra a
la mezcla de Diluyente/Conjugado. Emulsione la muestra con el palito aplicador.
Muestras fecales en medios de transporte Cary Blair o C&S - pipetee 100 pl de
muestra en la mezcla de Diluyente/Conjugado.

Muestras opcionales de control externo:

Control positivo externo — sujete el frasco cuentagotas en posicién vertical y
afiada una gota de Control positivo (frasco con tapén gris) al tubo de ensayo
apropiado.

Control negativo externo — afiada 25 ul de Diluyente al tubo de ensayo adecuado
con una pipeta graduada.

NOTA: Si se transfiere muy poca muestra o si la muestra no se mezclay se
suspende completamente en la mezcla de Diluyente, puede obtenerse’up resultado
falso negativo del test. Si se afiade una cantidad excesiva de heécesy16s
resultados podrian invalidarse al disminuir el flujo de la muestra.

PROCEDIMIENTO DEL TEST

1.

Obtenga un dispositivo de membrana por muestra y un dispositivo para el control
positivo 0 negativo externo opcional seglin sea necesario: Las bolsas de papel de
aluminio que contienen los dispositivos deben alcanzar la temperatura ambiente
antes de abrirlas. Identifique los dispositivos-de ferma apropiada y oriéntelos en
una superficie plana de forma que la letra,“C” del dispositivo se encuentre a la
izquierda, la letra “T” se encuentre a la,derecha'y el Pocillo de muestra pequefio se
encuentre en la esquina superior derechaydel dispositivo (Fig. 1a).

Cierre cada tubo de muestra diluidayy;mézclelo bien. Mezcle adecuadamente con
el vortex o invirtiendo el tubo. Vaya inmediatamente al paso n° 3.

Utilice una pipeta (graduada_a 25+l, 400 phy 500 pl), transfiera 400 pl de la mezcla
de muestra-conjugado diluida’en ‘el Pocillowde/muestra (orificio mas pequefio en la
esquina superior derecha~del, dispositivo),de un dispositivo de membrana y
asegUrese de que expulsa la muestra liguida en la almohadilla de absorcion del
interior del dispositivorde"membrana:

Incube el dispositivo‘a temperatura ambiente durante 15 minutos — la muestra se
absorberé a traves del dispositivo y el area himeda se extendera en la Ventana de
reaccion (orificlo,mas grande situado en el centro del dispositivo).

NOTA RELATIVA A LAS MUESTRAS QUE NO MIGRAN:

Ocagionalmente, no es posible realizar el ensayo porque la muestra fecal diluida
obstruyelas membranas y la Ventana de reaccion no se humedece
adecuadamente. Sila muestra fecal diluida no migra adecuadamente 5 minutos
después de haber afiadido la muestra al Pocillo de muestra (es decir, la membrana
de la Ventana de reaccion no parece estar completamente himeda), afiada 100 pl
(4 gotas) de Diluyente al Pocillo de muestra y espere otros 5 minutos (hasta un
total de 20 minutos).

Después de la incubacioén, afiada 300 ul de Solucién tampén de lavado a la
Ventana de reaccidn utilizando el cuentagotas blanco graduado (o equivalente).
Deje que la Solucién de lavado penetre en la membrana de la Ventana de reaccion
y se absorba completamente.

Sujete el frasco cuentagotas en posicion vertical y afiada 2 gotas de Substrato
(frasco con tapon azul) a la Ventana de reaccién. Leay anote los resultados
visualmente después de 10 minutos.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

1.

La interpretacion del test es mas fiable cuando se lee el dispositivo inmediatamente
después del periodo de reaccién. Lea el dispositivo a una distancia normal en una
zona bien iluminada. Visualice el resultado en la linea de vision directamente sobre
el dispositivo.
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2. Observe la aparicién de una linea azul en el lado “C” de la Ventana de reaccion que
representa la linea de control positivo interno. Observe la aparicién de una linea
azul en el lado “T” de la Ventana de reaccién que representa la linea de test. El
color de las lineas puede ser débil o intenso.

3. Resultado positivo: Un resultado positivo puede interpretarse en cualquier
momento entre la adicién del Substrato y el tiempo de lectura de 10 minutos. Se
observan dos lineas azules: la linea de control (“C") y la linea de test (“T"). El color
de las lineas puede ser débil o intenso. La aparicién de una linea azul en el lado
“T” y una linea de control azul se interpreta como un resultado positivo. Una linea
parcial visible se interpreta como un resultado positivo. No interprete la
decoloracion de la membrana o una sombra como un resultado positivo. Un
resultado positivo indica la presencia del antigeno de C. difficile.

4. Resultado negativo: Un test no puede interpretarse como negativo o invalido
hasta 10 minutos después de la adicion del Substrato. Se observa uha sola linea
azul en el lado de control (“C") de la Ventana de reaccion y no se obsérva una linea
de test en el lado “T” de la Ventana de reaccién (Fig. 1b). Un reésultadé negativo
indica que el antigeno de C. difficile esta ausente en la muestra,o-por debajo del
limite de deteccion del test.

5. Resultado no valido: Se observa una sola linea en el Jado del test (“T") de la
Ventana de reaccion o no se observan lineas en la \lentana/de reaccion (Fig. 1c,
1d). El resultado del test no es valido si no se encuenirarpresente una linea de
control al terminar el periodo de reaccion.

Figural. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DE C. DIFF QUIK CHEK®

Ventana Pocillo de

de muestra
reaccion
Fig. 1a. Positive, Fig. 1b. Negativo Fig. 1c. No valido Fig. 1d. No valido

CONTROBE'CALIDAD

Interno: ‘\Debe observarse una linea azul de control en el lado “C” de la Ventana de
reacciopren cada dispositivo de membrana. La aparicién de la linea azul de control
confirma, que se han afiadido correctamente la muestra y los reactivos, que los reactivos
estaban activos durante la realizacion del analisis y que la mezcla ha migrado
adecuadamente a través del dispositivo de membrana. Un fondo transparente en el
area de resultados se considera como un control negativo interno. Si el test se ha
realizado adecuadamente y los reactivos funcionan correctamente, el fondo sera
transparente para dar un resultado apreciable.

Externo: La reactividad del test C. DIFF QUIK CHEK® debe comprobarse al recibir el
kit con el Control positivo y el control negativo (Diluyente). EI Control positivo se
suministra con el kit (frasco con tapén gris). El control positivo se utiliza para verificar la
reactividad de los otros reactivos del ensayo y su objetivo no es asegurar la precisién
del punto de corte del ensayo. El Diluyente se utiliza para el control negativo. Pueden
realizarse tests adicionales con los controles para cumplir los requisitos administrativos
locales, regionales o federales y/o organismos de acreditacion.



LIMITACIONES

1. Eltest C. DIFF QUIK CHEK® se utiliza para detectar el antigeno de C. difficile en
muestras fecales. El test confirma la presencia de glutamato deshidrogenasa de
C. difficile en las heces y esta informacion debe tenerla en cuenta el médico junto
con la anamnesis del paciente y los resultados de los tests de deteccion de toxinas.
Un resultado positivo con el test C. DIFF QUIK CHEK® NO confirma la presencia de
una cepa TOXIGENICA de C. difficile. Si se observa un resultado positivo con el
test C. DIFF QUIK CHEK®, se recomienda que se realicen pruebas adicionales
para confirmar la presencia de la toxina. Alternativamente, puede emplearse un
ensayo de citotoxicidad de cultivo tisular para verificar la presencia de la toxina.

2. Las muestras fecales son muy complejas. Los resultados éptimos del test C. DIFF
QUIK CHEK® se obtienen con muestras recogidas en las 24 horas previas. La
mayoria de las muestras no diluidas pueden conservarse entre 2 y 8 °C durante 72
horas antes de que se produzca una degradacion significativa del aptigeno. Si las
muestras no se pueden analizar en este periodo de tiempo, se puedeh congelar y
descongelar después. Sin embargo, si las muestras se congelan y=deScongelan,
puede perderse la inmunorreactividad del antigeno.

3. En algunas muestras pueden obtenerse reacciones débilmente positivas. Esto
puede deberse a diversos factores como la presencia de niveles bajos del
antigeno, la presencia de sustancias fijadoras del antigeno,6 enzimas inactivadoras
en las heces. En estas condiciones, el test debe realizarse con una muestra
fresca. Otros tests adicionales que pueden utilizarse, junto con el test C. DIFF
QUIK CHEK® son el aislamiento del microorganismo en medios selectivos, los
ELISA especificos de la toxina o los ensayos de citotoxicidad en cultivos tisulares
para la deteccién de C. difficile y su toxiha.\El"aislamiento del microorganismo no
confirma que el microorganismo sea toxigénico. Esto debe confirmarse con tests
adicionales como los ELISA especificOsspara toxina o los ensayos de cultivos
tisulares.

4. NO PUEDEN utilizarse las muestras fecales, conservadas en formol al 10%, formol
mertiolato, formol acetato €6dico 0 alcehol‘polivinilico.

5. Eltest C. DIFF QUIK CHEK®es un test cualitativo. La intensidad del color no debe
interpretarse cuantitativamente.

6. En nifios se han déscfito indices de colonizacion de hasta el 50%. Se ha descrito
también un eleyvade, indice de colonizacién en pacientes con fibrosis quistica (1,3).

7. La precision delvesultado cuando se analizan muestras pediatricas es incierta,
dado que,se ha‘evaluado el funcionamiento del test C. DIFF QUIK CHEK® con un
numerodimitado de muestras de pacientes pediatricos.

VALORES ESPERADOS

Lasenfermedad por Clostridium difficile es, sobre todo, una enfermedad nosocomial
que afeeta a pacientes de edad avanzada y su frecuencia depende de factores como el
tipo de paciente, el tipo de institucién y factores epidemiolégicos. La incidencia de la
enfermedad por C. difficile en pacientes con diarrea asociada al uso de antibiéticos
puede variar entre el 5% y el 20% y algunos hospitales pueden presentar tasas
superiores o inferiores a este intervalo. Es importante interpretar cualquier resultado
junto con los sintomas clinicos, porque en algunos adultos sanos y un gran nimero de
nifios sanos (hasta el 50%) se obtienen resultados positivos para la toxina de C. difficile.
Ademas, en pacientes con fibrosis quistica se han descrito indices de portadores de
C. difficile de entre el 22 y 32% (1,3). Como el test C. DIFF QUIK CHEK® detecta las
cepas toxigénicas y no toxigénicas de C. difficile, cabe esperar mas resultados elevados
que con cualquier otro test que detecte la toxina. Un resultado positivo con el test
C. DIFF QUIK CHEK® confirma la presencia de C. difficile en una muestra fecal,
mientras que un resultado negativo indica la ausencia del microorganismo. Si se
obtiene un resultado positivo, debera realizarse un test especifico para la toxina para
confirmar la presencia de C. difficile toxigénico. La prevalencia de un test C. DIFF QUIK
CHEK® positivo en un centro clinico independiente fue del 18.2% (n = 578).

15
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CARACTERISTICAS DEL RENDIMIENTO

Evaluacion clinica

Se compar¢ el test C. DIFF QUIK CHEK® con un test de cultivo bacteriano en dos
laboratorios clinicos y en un laboratorio interno en TECHLAB®, Inc. Las muestras
incluidas en la evaluacion se remitieron a los laboratorios clinicos para realizar los
analisis rutinarios. El test del cultivo bacteriano presunto se realiz6 de acuerdo con los
procedimientos internos. Los resultados se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Resumen del funcionamiento clinico de la comparacion del test
C. DIFF QUIK CHEK® con el cultivo bacteriano presunto

N =979 Cultivo bacteriano Cultivo bacteriano
- presunto positivo presunto negativo
Positivo con C. DIFF QUIK CHEK ® 206 56
Negativo con C. DIFF QUIK CHEK ® 16 701
Limites de confianza
del 95%
Sensibilidad 92.8% 88.3% - 95.7%
Especificidad 92.6% 90.4% - 94.3%
Valor predictivo positivo 78.6% 73.1% - 83.3%
Valor predictivo negativo 97.8% 96.3% - 98.7%
Correlacién 9276% 91.7% - 93.4%

Las muestras discrepantes se=resolvieron-con,tests comerciales para la glutamato
deshidrogenasa de C. difficile en tests de ELISA o con membrana o mediante un ensayo
de PCR para la deteccién del'gen gluD de=la GDH de C. difficile. 29 de las 56 muestras
aparentemente falso positivas fueron positivas con otro test para GDH y se consideraron
como verdaderas positivas. 27 muestras fueron falso positivas. 13 de las 16 muestras
aparentemente_falsownegativas fueron negativas con otro test para GDH y se
consideraron{como verdaderas positivas. 3 muestras fueron falso negativas.

EFECTODE LA CONSISTENCIA DE LA MUESTRA FECAL

Lareaccion de las muestras fecales de diferentes consistencias con el test C. DIFF
QUIK CHEK® se muestra en la tabla 2. Se incluy6 en el analisis un total de 305
muestras fecales con consistencia conocida. Los porcentajes de las reacciones
positivas con la prueba de cultivo clarificada o el test C. DIFF QUIK CHEK® fueron
similares en los tres tipos de muestras fecales (liquidas, semisdlidas y soélidas). Todas
las muestras se remitieron para el analisis de C. difficile. El motivo de la realizacion del
test en las muestras era la anamnesis del paciente con independencia de la
consistencia de las heces. Los resultados demuestran que el test C. DIFF QUIK CHEK®
funcioné de forma similar al cultivo cuando se analizan muestras con consistencias
diferentes.
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Tabla 2. Reacciéon de muestras fecales de diferentes consistencias en el test
C. DIFF QUIK CHEK®

. Muestras Muestras Muestras
NUmero de muestras T C s
liquidas semisélidas s6lidas
(n = 305) (n =117) (n = 142) (n =46)
Posm\{as mediante el cultivo 19 (16.2%) 37 (26.1%) 18 (39.1%)
bacteriano resuelto
Positivas con C. DIFF QUIK CHEK ® 18 (15.4%) 36 (25.4%) 21 (45.7%)

Negativas mediante el cultivo

0, 0, 0,
bacterians reslto 98 (83.8%) | 105(73.9%) | 28 (60.9%)

Negativas con C. DIFF QUIK CHEK® 99 (84.6%) 106 (74.6%) 25(54.3%)

MEDIOS DE TRANSPORTE

Se analiz6 un total de 69 muestras fecales diluidas en medie de transporte C&S
con el test C. DIFF QUIK CHEK® y se compararon los resultados con los obtenidos
mediante analisis rutinarios. El test presentd una cancordancia del 95.7% en la
deteccion del antigeno de C. difficile en muestras prgparadas en medios de transporte.

REPRODUCIBILIDAD

Con el fin de evitar la identificacion se”codifico un total de 8 muestras fecales, 6
positivas y 2 negativas, y se enviaron a tfes,laboratorios independientes para el andlisis
con el test C. DIFF QUIK CHEK®. LoS¥esultadosde.cada laboratorio se compararon
con los resultados de los andlisis intetnos. Lassmuestras positivas se confirmaron como
positivas y las muestras negativas se‘confirmaremecomo negativas en todos los
laboratorios.

REACTIVIDAD CRUZADA

Las muestras fecales,inoculadas con los siguientes microorganismos a una
concentracion final de*aproximadamente 108 o superior de organismos por ml no
reaccionaron con eltest C. DIFF QUIK CHEK®:

Bacterias:-Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacteroides fragilis,
Campylobacter coli, Campylobacter fetus, Campylobacter jejuni, Candida albicans,
Clostridium=bifermentans, Clostridium butyricum, Clostridium perfringens Type A,
Clostridium septicum, Clostridium sordellii (toxigénico y no toxigénico), Clostridium
sporogenes, Enterococcus faecalis, Escherichia coli EIEC, Escherichia coli, Escherichia
coli 0157 H7, Escherichia coli ETEC, Klebsiella pneumoniae, Peptostreptococcus
anaerobius, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium,
Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus aureus (Cowans), Staphylococcus epidermidis, Vibrio parahaemolyticus,
Yersinia enterocolitica

Los siguientes virus de 1032 a 107% unidades TCID por 0.2 ml no reaccionaron con el
test C. DIFF QUIK CHEK®:

Virus: tipos 1,2,3,5,40 y 41 del adenovirus, coronavirus humano, virus Coxsackie
B2,B3,B4,B5, virus Echo 9,11,18,22,33, tipos 68,69,70,71 del enterovirus.
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SUSTANCIAS INTERFERENTES

Las siguientes sustancias no influyeron en los resultados del test cuando se
encontraban presentes en las heces en las concentraciones indicadas: mucina (3.5%
p/v), sangre humana (40% v/v), sulfato de bario (5% p/v), Imodium® (5% p/v),
Kaopectate® (5mg/ml), Pepto-Bismol® (5% p/v), acido estérico/palmitico (grasas fecales,
40% p/v), metronidazola (0.25% p/v), vancomicina (0.25% p/v).

SENSIBILIDAD ANALITICA
La sensibilidad analitica del test C. DIFF QUIK CHEK® es de 0.8 ng/ml.
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C. DIFF QUIK CHEK® - DEUTSCH

VERWENDUNGSZWECK

Der C. DIFF QUIK CHEK® Test ist ein Membranenzymimmunoassay-Schnelltest zur
Verwendung als Screening-Test fir den Nachweis des Clostridium difficile-Antigens
Glutamatdehydrogenase (GLDH) in Stuhlproben von Patienten mit Verdacht auf eine
C. difficile-Erkrankung. Der Test unterscheidet nicht zwischen toxigenen und nicht-
toxigenen C. difficile-Stammen. Der Test dient unter Verwendung zusatzlicher Tests fur
den Nachweis von C. difficile-Toxinen als Hilfsmittel bei der Diagnose von C. difficile-
assoziierten Erkrankungen. Wie auch bei anderen C. difficile-Tests sind die Ergebnisse
gemeinsam mit der Patientenanamnese zu betrachten.
FUR DIE IN-VITRO-DIAGNOSE.

ERLAUTERUNG

Nach einer Antibiotikabehandlung treten bei vielen Patienten Magen-Rarm-
Beschwerden auf, die von leichtem Durchfall bis zu schwerer pseudomembranoser
Kolitis reichen. Viele der leichteren Magen-Darm-Erkrankungen sowig,die meisten Falle
von pseudomembrandser Kolitis werden von toxigenen Clostridiumidifficile-Stammen
verursacht (1). Dieser Organismus ist ein opportunistisches‘anaerobes Bakterium, das
sich im Darm ansiedelt, sobald die normale Darmflora dutch,das Antibiotikum verandert
wird. Toxigene C. difficile-Stamme enthalten toxinkodierende Gene, wéhrend nicht-
toxigene Stamme keine Toxingene enthalten. Die Erkrankung ist auf die Toxine
zuruckzufihren, die der toxigene Organismus praduziert. Man geht davon aus, dass die
mit der Erkrankung assoziierten klinischen Sympteme hauptsachlich von Toxin A
verursacht werden, einem gewebeschadigenden Enterotoxin (2,3). C. difficile bildet noch
ein zweites Toxin, das sogenannte Toxin@. Toxin B, als Zytotoxin des Organismus
bezeichnet, ist jenes Toxin, das durch@engn €inigen Labors eingesetzten
Gewebekulturtest nachgewiesen wikd. Toxigene, C. difficile-Stamme bilden entweder
beide Toxine oder nur Toxin B (447). Bie"Glutamatdehydrogenase von C. difficile stellt
einen guten Antigenmarker fir den Stuhlorganismus dar, weil sie von allen Stammen,
toxigen oder nicht-toxigen, i grofden Mefgen produziert wird (8-10). Das Antigen kann
mithilfe des C. DIFF QUIK CHEK® Tests'in Stuhlproben nachgewiesen werden. Ein
positives Testergebnissisté@pezifisch fur die C. difficile-GLDH und bestétigt, dass dieser
Organismus in einerStuhlprobe vorhanden ist. Ein negatives Testergebnis zeigt an, dass
der Organismus nicht'vorhanden ist. Bei einem positiven Ergebnis sollte zusatzlich ein
toxinspezifischer Test'durchgefuhrt werden, um das Vorhandensein toxigener C. difficile-
Stamme zu_bestdtigen.

TESTPRINZIP

Bei dem C. DIFF QUIK CHEK® Test werden C. difficile-GLDH-spezifische Antikdrper
eingesetzt. Der Test verfugt Uber ein Reaktionsfenster mit zwei vertikalen Linien
immobilisierter Antikdrper. (Abb. 1a). Die Testlinie (“T") enthalt Antikdrper gegen
C. difficile-GLDH. Die Kontrolllinie (“C”") enthélt Anti-lgG-Antikdrper. Das Konjugat
besteht aus an Meerrettich-Peroxidase gebundenen Antikdrpern gegen GLDH. Zur
Durchfuihrung des Tests wird die Probe einem Reagenzglas, das eine Mischung aus
Verdunnungspuffer und Konjugat enthalt, hinzugefiigt. Die verdiinnte Proben-
Konjugatmischung wird in die Probenvertiefung gegeben und die Testkarte bei
Raumtemperatur 15 Minuten inkubiert. Wahrend der Inkubation bindet die in der Probe
vorhandene GLDH an das Antikdrper-Peroxidase-Konjugat. Die Antigen-Antikdrper-
Konjugat-Komplexe migrieren durch ein Filterpad zu einer Membran, wo sie von den
immobilisierten GLDH-spezifischen Antikérpern der Linie eingefangen werden.
AnschlieBend wird das Reaktionsfenster mit Waschpuffer gewaschen und Substrat
zugegeben. Nach einer Inkubation von 10 Minuten wird die “T"-Reaktion mittels
Sichtkontrolle auf das Erscheinen einer blauen Linie auf der “T"-Seite des
Reaktionsfensters untersucht. Eine blaue Linie weist auf einen positiven Test hin. Eine
positive “C” —Reaktion, angezeigt durch eine vertikale blaue Linie auf der “C”"-Seite des
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Reaktionsfensters, bestétigt, dass der Test ordnungsgemaf funktioniert und die
Ergebnisse glltig sind.

PACKUNGSINHALT
Testkarten — 25 Beutel mit je 1 Testkarte
Verdiinnungspuffer (14 ml) — Gepufferte Proteinlésung mit geeichtem

Tropfer

;WASHlREAGll Waschpuffer (12 ml) — Gepufferte Losung mit geeichtem Tropfer
[sus[rREAG] Substrat (3,5 ml) — Lésung mit Tetramethylbenzidin
[conaJenz] Konjugat (2,0 ml) — GLDH-spezifischer monoklonaler Maus-Antikérper,

gebunden an Meerrettich-Peroxidase in einer gepufferten Proteinlésung

Positive Kontrolle (1 ml) — Antigen in gepufferter Proteinlésung
Einweg-Kunststoffpipetten, 50 Stk. (auf 25 pl, 400 uyl und 500 pl geeicht)

BENOTIGTE, ABER NICHT ENTHALTENE MATERIALIEN

Kleine Reagenzglaser (z.B. Eppendorf-Reagenzglaser aus Kunststoff)
Holzstabchen Zeitmesser Vortex-Sehittler
Einweghandschuhe fur Handhabung der Stuhlproben

Pipettierer und Pipettenspitzen

HALTBARKEIT UND LAGERUNG

Das Verfallsdatum des Testkits ist auf dem Packungsetikett:angegeben. Die
Verfallsdaten fir die einzelnen Bestandteile sind aufiden jeweiligen Etiketten angegeben.
Das Kit muss zwischen 2° und 8 °C gelagert werden.

VORSICHTSMARNAHMEN

1.

2.

orw

10.

11.
12.

13.

Reagenzien aus verschiedenen Kits\nieht mischen. Verwenden Sie das Testkit nicht
nach dem Verfallsdatum.

Lassen Sie alle Bestandteile, VOR.DER VERWENDUNG RAUMTEMPERATUR
annehmen!

Verschliisse, Spitzen upd=lropfer sind-farbkodiert; NICHT vertauschen!
Reagenzien nicht einfrieren; Das Kit muss zwischen 2° und 8 °C gelagert werden.
Der Beutel mit derdTestkarte muss vor-dem Offnen Raumtemperatur angenommen
haben und darf erst tpmittelbar vor dem Gebrauch geéffnet werden. Testkarten vor
Gebrauch troeken Tagern.

Verwenden Sie'Stuhlproben innerhalb von 72 Stunden nach Entnahme, um
optimale Ergebnisse zu erzielen. Gefrorene Proben kdnnen aufgrund des Einfrier-
und Aaftauvorganges Aktivitatsverluste aufweisen.

Proben, die in 10 % Formalin, Merthiolat-Formalin, Natriumacetat-Formalin oder
Polyvinylalkohol konserviert wurden, diirfen nicht verwendet werden.

Preben aus Transportmedien wie Cary Blair oder C&S kénnen nach den
Anweisungen im Probenvorbereitungsprotokoll verwendet werden.

Halten Sie die Reagenzflaschen bei der Reagenzienausgabe senkrecht, um eine
konsistente Tropfengrof3e sicherzustellen.

Proben und Testkarten nach dem Gebrauch als potenzielle biologische Gefahrstoffe
behandeln und entsorgen. Tragen Sie wéhrend der Durchfihrung des Tests
Einweghandschuhe.

Die Testkarten durfen nicht wiederverwendet werden.

Der Test wurde auf Sensitivitat und Spezifitdt optimiert. Abweichungen vom
angegebenen Verfahren und/oder Anderungen der Testbedingungen kénnen die
Sensitivitat und Spezifitat des Tests beeinflussen. Halten Sie sich genau an die
Anweisungen.

Eine mikrobielle Kontamination der Reagenzien kann die Genauigkeit des Tests
beeintrachtigen. Vermeiden Sie mikrobielle Kontaminationen der Reagenzien
mithilfe der Verwendung steriler Einweg-Pipetten fur die Reagenzienentnahme aus
den Flaschen.



14.

15.
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Achten Sie beim Testen mehrerer Stuhlproben auf die Gesamttestzeit. Geben Sie
zuerst den Verdunnungspuffer, dann das Konjugat in jedes Reagenzglas mit
Verdunnungspuffer. Geben Sie hierauf die Probe in das Reagenzglas mit dem
Verdunnungspuffer/Konjugat. Mischen Sie die verdiinnten Proben grindlich durch
und geben Sie diese dann auf die Testkarte. Der 15-min{tige Inkubationsschritt
beginnt nach Ubertragung der letzten verdiinnten Proben-Konjugatmischung auf die
letzte Testkarte.
Sollte die Substratreagenz eine dunkelblaue/violette Farbung annehmen, so
wenden Sie sich bitte an den Kundendienst fiir einen Ersatz.

ENTNAHME UND HANDHABUNG DER STUHLPROBEN

1.

o s

Die ublichen Labormethoden fur Entnahme und Handhabung von Stuhlproben sind
geeignet. Die Proben mussen bei Temperaturen zwischen 2 ° und 8 °C gelagert
werden. Nach Mdglichkeit sollten die Stuhlproben beim Test weniger als 24 Stunden
alt sein.

Frieren Sie die Proben ein (<-10°C), wenn der Test nicht innerhalbven¥72 Stunden
nach der Entnahme durchgefiihrt werden kann. Beachten Sie jedoeh{ dass ein
Einfrieren und Auftauen der Proben aufgrund des Zerfalls des\Antigens zu
Aktivitatsverlusten fihren kann. Nicht mehrmals einfrieren und auftauen.

Stellen Sie sicher, dass die Proben VOR der Testdurchfiihrumg griindlich gemischt
werden.

Stuhlproben sollten NICHT im Verdinnungspuffer.gelagert werden.

Lassen Sie die Stuhlproben nie langer als 8 Standen im Verdinnungspuffer und
Konjugat.

VORBEREITUNG DER PROBEN

1.

2.

Lassen Sie alle Reagenzien und die\etferderliche Anzahl von Testkarten vor der
Verwendung Raumtemperatur anfiehmen.

Benutzen Sie fir jede Stuhlprobesund zus&tzliche externe Kontrollen ein eigenes
kleines Reagenzglas und kennzeichnen Sie,es’

Geben Sie mithilfe des, geeichten schwarzen Tropfers (oder Ahnlichem) 500 pl
Verdunnungspuffer in jedes Reagenzglas mit Stuhlproben. Bei Proben aus
Transportmedien wie £ary Blair oder*€&S geben Sie 425 pl Verdiinnungspuffer in
das Reagenzglas.

Halten Sie die, Tropfflasche senkrecht und fiigen Sie jedem Reagenzglas einen
Tropfen Kanjugat (Flasche mit rotem Verschluss) bei.

Nehmen'Sie. eine Einweg-Plastiktransferpipette (im Lieferumfang enthalten) fur jede
Probe=die Pipetten sind auf 25 pl, 400 pl und 500 pl geeicht.

Geeichte Transferpipette:
500 pL 400 pL 25 uL

Mischen Sie alle Proben unabhéngig von ihrer Konsistenz griindlich durch — eine
gleichmé&Rige Suspension der Proben vor dem Ubertragen ist unbedingt
erforderlich.

Flussige/Halbfeste Proben — Pipettieren Sie 25 ul Probe mit einer Transferpipette
(auf 25 pl, 400 pl und 500 pl geeicht) und dispensieren Sie diese in die
Verdunnungspuffer/Konjugat-Mischung. Benutzen Sie dieselbe Transferpipette
zum Mischen der verdinnten Probe.

Feste Stuhlproben — Achten Sie genau darauf, dass Sie der Probenmischung die
korrekte Stuhlprobenmenge beifligen. Mischen Sie die Probe griindlich mithilfe
eines Holzstédbchens durch und Ubertragen Sie eine kleine Probenmenge (ca. 2 mm
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Durchmesser, entspricht der Menge von 25 pl) in die Verdinnungspuffer/Konjugat-
Mischung. Emulgieren Sie die Probe mit dem Holzstébchen.

Proben aus Cary Blair oder C&S -Transportmedien - Pipettieren Sie 100 pl
Probe in die Verdiinnungspuffer/Konjugat-Mischung.

Externe Kontrollproben (optional):

Externe positive Kontrolle — halten Sie die Tropfflasche senkrecht und geben Sie
einen Tropfen positive Kontrolle (Flasche mit grauem Verschluss) in das
entsprechende Reagenzglas.

Externe negative Kontrolle — geben Sie mithilfe einer geeichten Transferpipette
25 pl Verdinnungspuffer in das entsprechende Reagenzglas.

BITTE BEACHTEN: Ist die Ubertragene Probenmenge zu gering oder wird die Probe
im Verdunnungspuffer nicht ausreichend gemischt und vollstandig suspendiert,

so kann dies zu einem falsch-negativen Testergebnis fihren. Eine zu groR3e
Probenmenge kann aufgrund des beeintrachtigten Probenflusses zusingtltigen
Ergebnissen fuhren.

TESTVERFAHREN

1.

Waéhlen Sie eine Testkarte pro Probe und eine Testkarte fUr die zusatzliche externe
positive oder negative Kontrolle (optional). Bringen Sie die Folienbeutel mit den
Testkarten vor dem Offnen auf Raumtemperatur. Beschriftest Sie jede Karte
ordnungemaf und legen Sie diese so auf eine flache\Oberflache, dass sich der
Buchstabe “C” links auf der Karte, der Buchstabhe.:T% rechts und die kleine
Probenvertiefung in der rechten oberen Ecke-der‘Karte befinden (Abb. 1a).
VerschlieBen Sie alle Reagenzglaser mit den verdiinnten Proben und mischen Sie
grundlich. Grindliches Mischen erzielen/Siemittels Vortexen oder Umdrehen des
Reagenzglases. Gehen Sie sofort zu Schritt 3 Giber.

Mithilfe einer Einweg-Transferpipette (auf 25 pl, 400 pl und 500 pl geeicht)
Ubertragen Sie 400 ul der verdunnten,Proben=Kenjugatmischung in die
Probenvertiefuna (kleineres Caehiin der oberen rechten Ecke der Karte) einer
Testkarte. Stellen Sie dabei sicher, dass_die, fluSsige Probe auf das Wicking-Pad im
Inneren der Testkarte gelanot.

Inkubieren Sie die Testkarte 15 Minuten bei Raumtemperatur — die Probe sickert
durch die Karte und eineFeuchtstelle=breitet sich im Reaktionsfenster (groReres
Loch in der Mitte derJestkarte) aus.

HINWEIS FUR RROBEN, DIE NICHT MIGRIEREN:

In manchen Fallen kann eine verdinnte Stuhlprobe nicht getestet werden, weil sie
die Membranen verstopft und das Reaktionsfenster nicht richtig feucht wird. Wenn
die verdlnnte Stuhlprobe innerhalb von 5 Minuten nach Zugabe der Probe in die
Probenvertiefung nicht richtig migriert (d.h. die Membran im Reaktionsfenster ist
nicht vollstandig durchfeuchtet), so geben Sie 100 ul (4 Tropfen) Verdinnungspuffer
in‘die Probenvertiefung und warten weitere 5 Minuten (insgesamt 20 Minuten).
Nach der Inkubation geben Sie 300 yl Waschpuffer in das Reaktionsfenster.
Verwenden Sie dazu den geeichten weiRen Tropfer (oder Ahnliches). Warten Sie,
bis der Waschpuffer durch die Membran des Reaktionsfensters geflossen und
vollstandig absorbiert ist.

Halten Sie die Tropfflasche senkrecht und fligen Sie jedem Reaktionsfenster 2
Tropfen Substrat (Flasche mit blauem Verschluss) bei. Ergebnisse nach 10 Minuten
visuell ablesen und aufzeichnen.

INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

1.

Die Interpretation des Tests ist am verlasslichsten, wenn die Ergebnisse sofort nach
Ende der Reaktionszeit abgelesen werden. Lesen Sie die Testkarte bei normalem
Arbeitsabstand und in einer gut beleuchteten Umgebung ab. Folgen Sie einer
Sichtlinie direkt uber der Testkarte.



2. Prufen Sie, ob auf der “C”-Seite des Reaktionsfensters eine blaue Linie, die
sogenannte interne Positivkontrolllinie, sichtbar ist. Priifen Sie, ob eine blaue Linie
auf der “T"-Seite des Reaktionsfensters, die sogenannte Testlinie, sichtbar ist. Die
Farbintensitat der Linien kann schwach bis stark sein.

3. Positives Ergebnis: Ein positives Ergebnis kann innerhalb des Zeitraums
zwischen der Beigabe des Substrats und der 10-minitigen Ablesezeit interpretiert
werden. Zwei blaue Linien sind sichtbar, die Kontrolllinie (“C”) und die Testlinie (“T").
Die Farbintensitat der Linien kann schwach bis stark sein. Eine sichtbare blaue
Linie auf der “T"-Seite mit gleichzeitiger blauer Kontrolllinie gilt als positives
Ergebnis. Eine deutliche Teillinie gilt als positives Ergebnis. Interpretieren Sie
Membranverfarbung oder —schatten nicht als positives Ergebnis. Ein positives
Ergebnis zeigt an, dass C. difficile-Antigen vorhanden ist.

4. Negatives Ergebnis: Ein Test kann bis 10 Minuten nach der Beigabe des Substrats
nicht als negativ oder ungltig interpretiert werden. Eine einzelne blade Linie ist auf
der Kontrollseite (“C") des Reaktionsfensters sichtbar und es ist keing’Testlinie auf
der “T"-Seite des Reaktionsfensters sichtbar (Abb. 1b). Ein negatives Ergebnis zeigt
an, dass entweder kein C. difficile-Antigen in der Probe vorhanden.ist oder der Wert
unterhalb der Nachweisgrenze des Tests liegt.

5. Ungultiges Ergebnis: Eine einzelne Linie ist auf der Testseite (“T") des
Reaktionsfensters sichtbar oder keine Linien sind im.Reaktionsfenster sichtbar
(Abb. 1c, 1d). Ist auf der Testkarte nach abgeschlessener Reaktion keine
Kontrolllinie sichtbar, ist der Test ungultig.

Abbildung 1. C. DIFF QUIK CHEK® INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

Reaktion-

fenster Probenvertiefung

Abb. la. Paositiv Abb. 1b. Negativ Abb. 1c. Ungiltig Abb. 1d. Ungultig

QUALITATSKONTROLLE

Intern: Awufjeder Testkarte muss nach dem Test eine blaue Kontrolllinie auf der “C” —
Seite des ,Reaktionsfensters sichtbar sein. Die blaue Kontrolllinie bestéatigt, dass Probe
und Reagenzien korrekt zugegeben wurden, dass die Reagenzien wahrend des
Testverlaufs aktiv waren und dass eine korrekte Probenmigration durch die Testkarte
stattgefunden hat. Ein farbloser Hintergrund im Ergebnisbereich gilt als interne negative
Kontrolle. Bei korrekt durchgefiihrtem Test und ordnungsgemaRer Funktion der
Reagenzien ist der Hintergrund farblos, um ein erkennbares Ergebnis zu liefern.

Extern: Die Reaktivitat des C. DIFF QUIK CHEK® Tests muss bei Erhalt anhand der
positiven Kontrolle und negativen Kontrolle (Verdinnungspuffer) tberpruft werden. Die
positive Kontrolle ist im Kit enthalten (Flasche mit grauem Verschluss). Die positive
Kontrolle dient zur Uberpriifung der Reaktivitit der anderen Testreagenzien und ist nicht
zur Bestatigung der Verlasslichkeit beim Cut-off gedacht. Als negative Kontrolle wird der
Verdunnungspuffer verwendet. Es kdnnen auch weitere Tests mit den Kontrollen
durchgefuhrt werden, um die Anforderungen lokaler, landes- und/oder bundesweiter
Verordnungen und/oder von Zertifizierungsbehérden zu erfillen.
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GRENZEN DES VERFAHRENS

1. Der C. DIFF QUIK CHEK® Test dient zum Nachweis von C. difficile-Antigen in
Stuhlproben. Der Test bestétigt das Vorhandensein von C. difficile-GLDH im Stuhl.
Diese Information muss vom Arzt unter Berlicksichtigung der Patientenanamnese
und der Ergebnisse aus Tests fiir den Nachweis von Toxin interpretiert werden. Ein
positives Ergebnis des C. DIFF QUIK CHEK® Tests bestatigt NICHT das
Vorhandensein eines TOXIGENEN C. difficile-Stammes. Sollte mit dem C. DIFF
QUIK CHEK® Test ein positives Ergebnis erzielt werden, so wird die Durchfiihrung
zusétzlicher Tests zur Bestatigung des Vorhandenseins von Toxin empfohlen.
Alternativ kann auch ein Gewebekultur-Zytotoxizitatstest zum Nachweis von Toxin
durchgefihrt werden.

2. Stuhlproben sind tUberaus komplex. Optimale Ergebnisse werden beim C. DIFF
QUIK CHEK® Test mit Proben erzielt, die weniger als 24 Stunden alt sind. Die
meisten unverdinnten Proben kénnen bei 2 ° und 8 °C fur 72 Stundeh gelagert
werden, bevor ein deutlicher Verfall des Antigens beobachtet wird, Wenhnedie
Proben nicht innerhalb dieses Zeitraums getestet werden, kdnnén,sie €ingefroren
und spater wieder aufgetaut werden. Einfrieren und Auftauen Kann.allerdings zu
verminderter Immunreaktivitat des Antigens fuhren.

3. Einige Proben kénnen schwach reagieren. Dies kann auf mehrere Faktoren
zuruckgefuhrt werden, wie etwa geringe Antigenkonzentration, bindende
Substanzen oder inaktivierende Enzyme im Stuhl..Unter"diesen Bedingungen sollte
eine neue Stuhlprobe getestet werden. Zuséatzliehe_Tests, die gemeinsam mit dem
C. DIFF QUIK CHEK® Test durchgefiihrt werden kénnen, sind Isolierung des
Organismus auf selektiven Medien, toxinspezifische ELISA-Tests oder
Gewebekultur-Zytotoxizitatstests fur dep’NachWeis von C. difficile bzw. seinem
Toxin. Die Isolierung des Organismus ‘allein lasst nicht auf Toxin schlieRen. Dies
muss durch zusétzliches Testen des,[Selats mit @inem toxinspezifischen ELISA oder
Gewebekulturtest bestéatigt werdeny

4. Stuhlproben, die in 10 % Formalin,,Merthjolat-Formalin, Natriumacetat-Formalin
oder Polyvinylalkohol konsérviert'wurden, DURFEN NICHT verwendet werden.

5. Der C. DIFF QUIK CHEK®Test ist qualitativ. Die Farbintensitéat darf nicht quantitativ
interpretiert werden.

6. Bei Kleinkindern wdrden Kolonisationsraten von bis zu 50 % beobachtet. Auch bei
Mukoviszidose-Patienten wurde eine hohe Rate beobachtet (1,3).

7. Die GenauigkeitderErgebnisse bei padiatrischen Patienten ist unsicher, da die
Leistung des CNDIFF QUIK CHEK® Tests bei Proben péadiatrischer Patienten nur
mit einef begrenzten Probenanzahl beurteilt wurde.

ERWARTUNGSWERTE

Clostridium difficile-assoziierte Erkrankungen treten vor allem als nosokomiale
Infektionen bei &lteren Patienten auf. Die Haufigkeit hangt dabei von Faktoren wie der
Patientenpopulation, Art der Anstalt und Epidemiologie ab. C. difficile-Erkrankungen bei
Patienten mit antibiotikabedingter Diarrh6e wurden mit einer Haufigkeit von 5-20 %
festgestellt, Krankenh&user kdnnen aber auch geringere oder héhere Raten aufweisen.
Die Testergebnisse mussen immer gemeinsam mit klinischen Symptomen interpretiert
werden, denn einige gesunde Erwachsene sowie viele gesunde Kleinkinder (bis zu 50
%) weisen ein positives Testergebnis fur C. difficile-Toxin auf. Zudem wurde bei
Mukoviszidose-Patienten eine C. difficile-Tragerrate von 22-32 % festgestellt (1,3). Da
der C. DIFF QUIK CHEK® Test sowohl toxigene als auch nicht-toxigene C. difficile-
Stamme nachweist, sind die Erwartungswerte dieses Tests im Vergleich zu anderen
Toxin-Tests hdher. Ein positives Ergebnis mit dem C. DIFF QUIK CHEK® Test bestatigt,
dass C. difficile in einer Stuhlprobe vorhanden ist; ein negatives Ergebnis zeigt an, dass
der Organismus nicht vorhanden ist. Bei einem positiven Ergebnis sollte zusatzlich ein
toxinspezifischer Test durchgefuhrt werden, um das Vorhandensein toxigener C. difficile-
Stamme zu bestéatigen. Die Pravalenz eines positiven C. DIFF QUIK CHEK® Tests an
einem unabhangigen Studienstandort betrug 18,2% (N=578).



LEISTUNGSDATEN
Klinische Beurteilung

Der C. DIFF QUIK CHEK® Test wurde mit Bakterienkultur in zwei klinischen Labors
sowie intern bei TECHLAB®, Inc verglichen. Die dabei untersuchten Proben wurden fiir
Routinetests in die klinischen Labors eingesandt. Die prasumtive Bakterienkultur wurde
nach internen Verfahren durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1. Zusammenfassung der klinischen Leistung beim Vergleich des
C. DIFF QUIK CHEK® Tests mit prasumtiver Bakterienkultur

n=979 Prasumtive Prasumtive
- Bakterienkultur positiv | Bakterienkultur negativ
C. DIFF QUIK CHEK ® positiv 206 56
C. DIFF QUIK CHEK ® negativ 16 701
95 %-Konfidenzgrenzen
Sensitivitat 92,8% 88,3% - 95,7%
Spezifitat 92,6% 90,4% - 94,3%
Positiver Vorhersagewert 78,6% 73,1% - 83,3%
Negativer Vorhersagewert 97,8% 96,3% - 98,7%
Korrelation 92,6% 91,7% - 93,4%

Abweichende Proben wurden unter Verwendungihandelsublicher Tests fir den Nachweis
von C. difficile-GLDH in Form von ELISA oder Membrantests bzw. anhand eines PCR-
Forschungstests fur den Naghweis des C.difficile GDH-Gens gluD aufgeldst. 29 der 56
scheinbaren falsch-positiven Praoben lieferten bei einem weiteren GDH-Test ein positives
Ergebnis und wurden al§ echt™positiv betrachtet. 27 blieben falsch-positiv. 13 der 16
scheinbaren falsch-negativen Proben lieferten bei einem weiteren GDH-Test ein
negatives Ergebnis tnd“wurden als echt negativ betrachtet. 3 blieben falsch-negativ.

AUSWIRKUNGEN DER STUHLKONSISTENZ

Die Reaktion der Stuhlproben unterschiedlicher Konsistenz im C. DIFF QUIK
CHEK®, Test ist in Tabelle 2 dargestellt. Insgesamt wurden 305 Stuhlproben mit
bekannter Konsistenz analysiert. Der Prozentanteil an positiven Reaktionen war bei
Verwendung von aufgeldster Kultur oder des C. DIFF QUIK CHEK® Tests bei allen drei
Stuhlprobentypen (flissig, halbfest und fest) &hnlich. Alle Proben wurden auf C. difficile
getestet. Ob eine Probe getestet wurde oder nicht, hing von der Krankengeschichte des
Patienten, nicht von der Probenkonsistenz ab. Die Ergebnisse zeigen, dass der C. DIFF
QUIK CHEK® Test und Kultur beim Testen von Proben mit unterschiedlicher Konsistenz
eine ahnliche Leistung erbrachten.
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Tabelle 2.  Reaktion von Stuhlproben unterschiedlicher Konsistenz beim
C. DIFF QUIK CHEK® Test

Anzahl der Proben Flussige Halbfeste Feste Proben
Proben Proben
(n=305) (n =117) (n = 142) (n =46)

Positiv bei aufgeloster Bakterie nkultur 19 (16,2%) 37 (26,1%) 18 (39,1%)

Positiv beim C. DIFF QUIK CHEK © 18 (15,4%) 36 (25,4%) 21 (45,7%)

Negativ bei aufgeldster Bakterienkultur 98 (83,8%) 105 (73,9%) 28 (60,9%)

Negativ beim C. DIFF QUIK CHEK © 99 (84,6%) | 106 (74,6%) |z 25 (54,3%)

TRANSPORTMEDIEN
Insgesamt wurden 69 in C&S Transportmedien verdinnte Stuhlgrebén mit dem
C. DIFF QUIK CHEK® Test getestet. Die Ergebnisse wurden mit jenen aus Routinetests
verglichen. Der Test wies eine Ubereinstimmung von 95,7% fiir den Nachweis von
C. difficile—Antigen in Proben aus Transportmedien auf.

REPRODUZIERBARKEIT

Insgesamt wurden 8 Stuhlproben, 6 positive sund 2,negative, zur
Identifikationsverhinderung kodiert und in alle drei unabhéngigen Labors zur Analyse mit
dem C. DIFF QUIK CHEK® Test eingesandt.[Die'Ergebnisse der einzelnen Labors
wurden mit internen Ergebnissen verglichen. An jedem Standort wurden die positiven
Proben als positiv und die negativen Prohémsals negativ bestatigt.

KREUZREAKTIVITAT

Mit folgenden Mikroorganismen (bis zu_einer Ehdkonzentration von ca. 108 oder
mehr Organismen/ml) beimpfte, Stuhlproben ‘zeigten beim C. DIFF QUIK CHEK® Test
keine Reaktion:
Bakterien: Aeromonas fiydrophila, Bacillus*Cereus, Bacillus subtilis, Bacteroides fragilis,
Campylobacter coli, Campylobacter fetus, Campylobacter jejuni, Candida albicans,
Clostridium bifermentans,”Clostridium butyricum, Clostridium perfringens Typ A,
Clostridium septicumy, Clostridium sordellii (toxigen und nicht-toxigen), Clostridium
sporogenes,Enterococcus faecalis, Escherichia coli EIEC, Escherichia coli, Escherichia
coli 0157 H7, Escherichia coli ETEC, Klebsiella pneumoniae, Peptostreptococcus
anaerobius, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium,
ShigellasdySenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus,
Staphylacoccus aureus (Cowans), Staphylococcus epidermidis, Vibrio parahaemolyticus,
Yersinia enterocolitica
Folgende Viren (10%2- 107° TCID-Einheiten/0,2 ml) zeigten im C. DIFF QUIK CHEK® Test
keine Reaktion:
Viren: Adenoviren 1,2,3,5,40,41, humaner Coronavirus, Coxsackievirus B2,B3,B4,B5,
Echovirus 9,11,18,22,33, Enteroviren 68,69,70,71.

INTERFERIERENDE SUBSTANZEN

Die folgenden Substanzen wirkten sich, wenn in den angegebenen Konzentrationen
im Stuhl vorhanden, nicht auf die Testergebnisse aus: Mucin (3,5% w/v), humanes Blut
(40% v/v), Bariumsulfat (5% w/v), Imodium® (5% wi/v), Kaopectate® (5 mg/ml), Pepto-
Bismol® (5% w/v), Stearinsaure/Palmitinsaure (Stuhlfette, 40% w/v), Metronidazol (0,25%
w/v), Vancomycin (0,25% wi/v).

ANALYTISCHE SENSITIVITAT
Die analytische Sensitivitat des C. DIFF QUIK CHEK® Tests betragt 0,8 ng/ml.
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C. DIFF QUIK CHEK® - FRANCAIS

UTILISATION PREVUE

Le test C. DIFF QUIK CHEK® est un immunoessai d’enzyme membranaire rapide
utilisé pour effectuer un test de dépistage permettant de détecter I'antigene du
Clostridium difficile, la glutamate déshydrogénase, dans les selles, chez des personnes
susceptibles de souffrir de la maladie C. difficile. Le test ne distingue pas les souches
de C. difficile toxinogénes des souches non-toxinogénes. Associé a des tests
complémentaires pour la détection des toxines C. difficile, ce test contribue au
diagnostic de la maladie C. difficile. Ses résultats doivent, comme pour tous les autres
tests C. difficile, étre évalués en tenant compte des antécédents du patient.
POUR UNE UTILISATION DIAGNOSTIQUE IN VITRO.

EXPLICATION

Apres un traitement antibiotique, de nombreux patients développentdes problemes
gastro-intestinaux pouvant aller d'une Iégére diarrhée a des colites
pseudomembraneuses. De nombreuses formes légéres de maladies/gastro-intestinales
et la plupart des cas de colites pseudomembraneuses sont dues a des souches
toxinogenes de Clostridium difficile (1). Cet organisme est _une bactérie anaérobie a
germes opportunistes qui se développe dans l'intestin des\la‘modification de la flore
normale par I'antibiotique. Les souches toxinogenesyde_ €. difficile sont porteuses de
genes qui codent les toxines alors gue les souches™ngn, toxinogenes ne sont pas
porteuses de genes de toxines. La maladie est le résultat des toxines produites par
I'organisme toxinogene. Les symptomes cliniques associés a la maladie sont d’abord
considérés comme étant dus a la toxine A, une, entérotoxine qui endommage les tissus
(2,3). Le C. difficile produit également une deuxiemeltoxine appelée toxine B. Cette
derniere, qui est considérée comme la\eytotoxine de=f'organisme, est détectée lors de
I'essai par culture tissulaire actuellemyent utilisé ‘dans de nombreux laboratoires. Les
souches toxinogenes du C. diffi€ile_produisent les déux toxines ou uniquement la toxine
B (4-7). La glutamate déshydregenase de-C:difficile est un bon marqueur antigénique
pour I'organisme qui se trouve dans les selles car elle est produite en grandes quantités
par toutes les souches,qu’ell€s soient toxindgénes ou non toxinogénes (8-10).
L'antigéne peut étre detecté dans les échantillons de selles via le test C. DIFF QUIK
CHEK®. Un résultat'positif au test, spécifique a la glutamate déshydrogénase de
C. difficile, confirme'la présence de cet organisme dans les selles. Un résultat négatif
indique I'abs€nce.de cet organisme. Un résultat positif doit étre suivi d'un test
spécifiqueraux‘toxines afin de confirmer la présence de C. difficile toxinogenes.

PRINCIPE DU TEST

Levtest C. DIFF QUIK CHEK® utilise des anticorps spécifiques a la glutamate
déshydrogénase de C. difficile. Le dispositif comporte une Fenétre de réaction avec
deux lignes verticales d’anticorps immobilisés (Fig. 1a). La bandelette du test (“T")
comporte des anticorps contre la glutamate déshydrogénase de C. difficile. La
bandelette de controle (“C") contient des anticorps anti-IlgG. Le Conjugué est composé
d’anticorps contre la glutamate déshydrogénase conjugués a la peroxydase de raifort.
Pour réaliser le test, I'échantillon est ajouté a un tube contenant un mélange de Diluant
et de Conjugué. Le mélange conjugué-échantillon dilué est placé dans la Coupelle de
test et le dispositif est soumis a une période d’incubation de 15 minutes a température
ambiante. Pendant 'incubation, toute la glutamate déshydrogénase de I'’échantillon se
mélange avec le conjugué peroxydase-anticorps. Les complexes conjugués-anticorps-
antigénes migrent a travers un filtre vers une membrane ou ils sont capturés par les
anticorps immobilisés spécifiques a la glutamate déshydrogénase sur la bandelette. La
Fenétre de réaction est ensuite lavée avec un Tampon de lavage puis remplie de
Substrat. Au bout de 10 minutes d’incubation, la réaction “T” et I'apparition d’une ligne
bleue verticale du coté “T” de la Fenétre de réaction sont observées. Une ligne bleue
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indique un test positif. Une réaction positive “C”, indiquée par une ligne bleue verticale
du coté du “C” de la Fenétre de réaction, confirme que le test fonctionne correctement et
que les résultats sont valides.

MATERIEL FOURNI

[MEM| DEV | Dispositifs a membranes — 25 sachets contenant chacun 1 dispositif

[DIL [SPE] Diluant (14 ml) — Solution tamponnée et protéinée avec compte-gouttes
gradué

Tampon de lavage (12 ml) — Solution tamponnée avec compte-gouttes
gradué

Substrat (3,5 ml) — Solution contenant du tétraméthylbenzidine

Conjugué (2,0 ml) — Anticorps monoclonal de souris spécifique a la
glutamate déshydrogénase conjugué a la peroxydase de raifort dans une
solution tamponnée et protéinée

Contrdle positif (1 ml) — Antigene dans une solution tamponnée et
protéinée

Pipettes de transfert jetables en plastique — 50 (graduées a 25 ph,4007ul et 500 pl)

MATIERES ET MATERIEL NECESSAIRES MAIS NON FOURNIS

Petits tubes a essai (par exemple des tubes en plastique Eppendorf)
Ecouvillons Minuterie Agitateur vortex
Pipetteur et embouts

Gants jetables pour manipuler les échantillons desselles

DUREE DE CONSERVATION ET STOCKAGE

La date d’expiration du kit est indiquée sur T'étiguette. La date d’expiration de chaque
composant est indiquée sur chaque étiquette., Le kit doit étre conservé a une
température comprise entre 2° et 8°C.

PRECAUTIONS A PRENDRE

1. Les réactifs des différents=kitS\ne doivent'pas étre mélangés. Ne pas utiliser de kit
dont la date d’expiration,serait dépassée!

2. Placer tous les composants a TEMPERATURE AMBIANTE AVANT UTILISATION !

3. Les capsules, les embeuts et les compte-gouttes sont classés par couleur. Ne pas
les mélanger !

4. Ne pas congelerles réactifs. Le kit doit étre conservé a une température comprise
entre 2° et 85C.

5. Le saehet contenant le Dispositif a membrane doit avoir été conservé a température
ambiante avant d’étre ouvert et il doit étre ouvert juste avant son utilisation.
Maintenit les dispositifs @ membranes au sec avant de les utiliser.

6. Utiliser les échantillons de selles dans les 72 heures suivant le prélevement, et ce
afin d’obtenir les meilleurs résultats possibles. Les échantillons congelés peuvent
étre moins actifs suite a la congélation et a la décongélation.

7. Les échantillons conservés dans du formol a 10 %, de formol thimérosal, dans du
formol d’acétate de sodium ou de I'alcool polyvinylique ne peuvent pas étre utilisés.

8. Les échantillons introduits dans un milieu de transport tel qu'un Cary Blair ou un
C&S peuvent étre utilisés conformément aux indications dans le protocole de
préparation des échantillons.

9. Verser les réactifs en tenant les flacons a réactifs verticalement de facon a
dispenser une goutte de taille adéquate.

10. Apres leur utilisation, les échantillons et les dispositifs 8 membranes doivent étre
manipulés et jetés de la méme facon que des matieres présentant un danger
biologique. S’équiper de gants jetables pendant le test.

11. Les dispositifs a membranes ne peuvent pas étre réutilisés.



12.

13.

14.

15.
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Le test a été optimisé dans le sens de la sensibilité et de la spécificité. Toute
modification de la procédure spécifiée et/ou des conditions de test peut altérer la
sensibilité et la spécificité du test. Procéder conformément a la procédure spécifiée.
La contamination microbienne des réactifs peut réduire I'exactitude de I'analyse.
Eviter la contamination microbienne des réactifs en utilisant des pipettes stériles
jetables pour extraire les aliquotes des flacons a réactifs.
Vérifier la durée totale de I'analyse si plusieurs échantillons de selles sont testés.
Ajouter d’abord le Diluant puis le Conjugué dans chaque tube de Diluant. Introduire
ensuite I'’échantillon dans le tube de Diluant/Conjugué. Mélanger complétement tous
les échantillons dilués puis les transférer dans le Dispositif & membrane. L'étape
d’incubation de 15 minutes commence dées que le dernier mélange conjugué-
échantillon dilué est transféré sur le dernier Dispositif a membrane.
Si le Substrat prend une couleur bleu foncé / violet, appeler les services techniques
pour procéder a un remplacement.

PRELEVEMENT ET MANIPULATION DES ECHANTILLONS DE SELLES

1.

aorw

Les procédures standard utilisées sur place pour le prélevementet.a manipulation
des échantillons de selles sont appropriées. Les échantillonsidoivent étre stockés a
une température comprise entre 2° et 8°C. Utiliser de préférence des échantillons de
moins de 24 heures.

Congeler les échantillons (< -10°C) si le test ne peut étre réalisé dans un délai de 72
heures apres le prélevement. Attention : la congélation ‘et la décongélation d'un
échantillon peuvent entrainer une perte d’activité,due a la dégradation de I'antigene.
Ne pas congeler et décongeler plusieurs fais\

Veiller a ce que les échantillons soient hi€n méelangés AVANT de réaliser I'essai.

Le stockage des échantillons de selles'dans le Diluant est déconseillé.

Ne pas laisser les échantillons de sellés«dans le Diluant et le Conjugué pendant une
période supérieure a 8 heures.

PREPARATION DES ECHANTILLONS

1.

2.

Placer tous les réactifs et+te, nombre de.dispositifs nécessaires a température
ambiante avant de leg utiliser.

Préparer et étiquetef un pétit tube a essai pour chaque échantillon et pour chaque
contrdle supplémentaire externe.

Ajouter 500 pl«de\Diltant dans chaque tube a échantillons de selles a I'aide du
compte-gouttes hoit gradué (ou équivalent). Pour les échantillons provenant d’un
milieu dedtransport tel qu’'un Cary Blair ou un C&S, ajouter 425 pl de Diluant dans le
tube.

En tenant/le compte-gouttes a la verticale, ajouter une goutte de Conjugué (bouteille
alcapsule rouge) dans chaque tube.

Prendre une pipette de transfert jetable en plastique (fournie avec le kit) pour chaque
échantillon — les pipettes sont graduées a 25 pl, 400 pl et 500 pl.

Pipette de transfert graduée :
500 pl 400 pl 25yl

Mélanger complétement tous les échantillons indépendamment de leur consistance.
Les échantillons doivent tous étre parfaitement suspendus avant transfert.
Echantillons liquides ou semi-solides — Prélever 25 pl d’échantillon avec une
pipette de transfert (graduée a 25 pl, 400 pl et 500 pl) puis verser I'échantillon dans
le mélange de Diluant/Conjugué. Utiliser la méme pipette de transfert pour
mélanger I’échantillon dilué.
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Echantillons formés ou solides — Veiller & ajouter la quantité adéquate
d’échantillons de selles formées au mélange témoin. Mélanger completement
I’échantillon a I'aide d’'un écouvillon en bois et transférer un petit fragment (de 2 mm
de diamétre environ, équivalent a 25 pl) de I'’échantillon dans le mélange de Diluant/
Conjugué. Emulsionner I'échantillon & l'aide de I'écouvillon.

Echantillons de selles provenant d’un milieu de transport tel qu’un Cary Blair
ou un C&S — Prélever 100 pl d’échantillon et les introduire dans le mélange de
Diluant/Conjugué.

Echantillons témoins externes facultatifs :

Contrdle positif externe — En tenant le compte-gouttes en position verticale, ajouter
une goutte de Contrdle positif (bouteille a capsule grise) dans le tube a essai
approprié.

Controle négatif externe — Ajouter 25 pl de Diluant dans le tube a essai approprié
en utilisant une pipette de transfert graduée.

REMARQUE : Si le fragment transféré est trop petit, si le mélange_est defectueux
ou si I’échantillon n’est pas complétement suspendu dans le mélange dilué, les
résultats obtenus peuvent se révéler faussement négatifs. Une trop grande
guantité de selles peut donner des résultats nuls a cause du debit limité.

PROCEDURE DE TEST

1.

Prendre un Dispositif a membrane par échantillen.et.un dispositif par contréle
facultatif externe positif ou négatif. Les sachets en aluminium contenant les
dispositifs doivent étre mis & température,ambiante avant ouverture. Etiqueter
correctement chaque dispositif et les placensur une surface plane de telle sorte que
la lettre “C” du dispositif soit du c6té gauehe, la lettre “T” du c6té droit et que la
Coupelle de test soit située dans le'coin,supérieur droit du dispositif (Fig. 1a).
Fermer chaque tube d’échantillon dilué et mélanger completement. Pour obtenir un
mélange approprié, procéder, parsixage ou agitation du tube. Passer
immédiatement a I'étape #3.

A l'aide d’une pipette de-transfert (graduée & 25 pl, 400 ul et 500 pl), transférer 400
pl du mélange échaptillon-conjugué dilug dans la Coupelle de test (petite cavité
située dans le coin{supéfieur droit du=dispositif) d’'un Dispositif a membrane, en
veillant a bien expulser I'échantillon liquide sur la garniture perméable située a
I'intérieur du Dispositif a membrane.

Laisser incubenrle’dispositif & température ambiante pendant 15 minutes —
I’échantillon.sera absorbé par le dispositif et une zone humide apparaitra dans la
Fenétre,de réaction (grande cavité située au centre du dispositif).

NOTE CONCERNANT LES ECHANTILLONS NE MIGRANT PAS :

Il peutarriver qu’un échantillon de selles dilué ne puisse pas étre analysé parce
guwiil obstrue la membrane et la Fenétre de réaction ne s'imbibe pas correctement.
Si I'échantillon de selles dilué ne semble pas migrer correctement 5 minutes apres
avoir versé I'échantillon dans la Coupelle de test (si la membrane de la Fenétre de
réaction ne semble pas étre complétement humide), ajouter 100 ul (4 gouttes) de
Diluant dans la Coupelle de test et attendre 5 minutes supplémentaires (20 minutes
au total).

Apreés incubation, ajouter 300 yl de Tampon de lavage a I'aide du compte-gouttes
blanc gradué (ou équivalent) dans la Eenétre de réaction. Laisser le Tampon de
lavage pénétrer la Fenétre de réaction et veiller a ce qu'il soit complétement
absorbé.

En tenant le compte-gouttes en position verticale, verser 2 gouttes de Substrat
(bouteille a capsule bleue) dans la Eenétre de réaction. Lire et consigner les
résultats visuels observés au bout de 10 minutes.



INTERPRETATION DES RESULTATS

1. Linterprétation du test est plus fiable lorsque le dispositif est lu immédiatement a la
fin de la période de réaction. Lire le dispositif a une distance normale dans une
piéce bien éclairée en regardant directement le dessus du dispositif a la verticale.

2. Observer I'apparition d’une ligne bleue du c6té “C” de la Fenétre de réaction : c’est
la bandelette de contréle positif interne. Observer I'apparition d’'une ligne bleue du
coté “T” de la Fenétre de réaction : c’est la bandelette de test. Les bandelettes
peuvent présenter une couleur légerement foncée.

3. Résultat positif : Un résultat positif peut étre interprété a tout moment entre
I'adjonction de Substrat et le temps de lecture (10 minutes). Deux lignes bleues
sont visibles : la bandelette de contréle (“C”) et la bandelette de test (“T"). Les
bandelettes peuvent présenter une couleur légérement foncée. L'apparition d’'une
ligne bleue du co6té “T” et d’'une bandelette de controle bleue est interprétée comme
résultat positif. Une ligne partielle évidente est interprétée comme réSultat positif.
La décoloration ou I'assombrissement de la membrane ne peuvent étre interprétés
comme résultats positifs. Un résultat positif indique la présence d:antigene
C. difficile.

4. Résultat négatif : Les tests ne peuvent pas étre interprétés‘comme négatifs ou
invalides moins de 10 minutes aprés I'adjonction du Substrat. Une ligne bleue
simple est visible du c6té controle (“C") de la Fenétrg de‘téaction et aucune ligne
de test n'est visible du coté “T” de la Fenétre de réaction*(Fig. 1b). Un résultat
négatif indique soit I'absence d’antigéne C. diffigile_dans I'échantillon, soit un taux
de toxine inférieur a la limite de détection dustest:

5. Résultat nul : Une ligne simple est visible du coté test (“T") de la Fenétre de
réaction ou aucune ligne n’est visible dahs la Fenétre de réaction (Fig. 1c, 1d). Le
résultat du test est invalide si aucune ligne de contréle n’est visible a I'issue de la
période de réaction.

Figure 1. C. DIFF QUIK CHEK® INTERPRETATION DES RESULTATS

Fenétre de Coupelle
réaction de test

Figl la. Rositif Fig. 1b. Négatif Fig. 1c. Nul Fig. 1d. Nul

CONTROLE DE LA QUALITE

Interne : Une bandelette de contrdle bleue doit étre visible du coté “C” de la Fenétre de
réaction sur chaque Dispositif a membrane testé. L'apparition de la bandelette de
contrdle bleue confirme que I'échantillon et les réactifs ont été correctement ajoutés, que
les réactifs étaient actifs au moment de la réalisation de I'essai et que I'échantillon a
bien migré via le Dispositif a membrane. Un résultat clairement hors essai est considéré
comme contrble interne négatif. Si le test a été réalisé correctement et les réactifs
fonctionnent, le résultat hors essai sera clair afin de fournir un résultat discernable.

Externe : La réactivité du test C. DIFF QUIK CHEK® doit étre vérifiée dés réception a
I'aide du Contrdle positif et du contrdle négatif (Diluant). Le Contrdle positif est fourni
avec le kit (bouteille a capsule grise). Le Controle positif permet de confirmer la
réactivité des autres réactifs associés a I'essai mais il ne permet pas de garantir la
précision a la fin de I'essai analytique. Le Diluant est utilisé pour le controle négatif.
Des tests supplémentaires peuvent étre réalisés a I'aide des contréles pour répondre
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aux exigences des réglementations locales, nationales et/ou fédérales et/ou des
organismes d’accréditation.

LIMITES

1. Le test C. DIFF QUIK CHEK® est utilisé pour détecter I'antigene C. difficile dans des
échantillons de selles. Ce test confirme la présence de glutamate déshydrogénase
de C. difficile dans les selles et ces informations doivent étre examinées par le
médecin avec le dossier médical du patient et les résultats des tests de détection de
toxines. Un résultat positif au test C. DIFF QUIK CHEK® NE confirme PAS
I'existence d’une souche de C. difficile TOXINOGENE. Si un résultat positif est
observé en utilisant le test C. DIFF QUIK CHEK®, il est conseillé de recourir a des
tests complémentaires afin de confirmer la présence de la toxine. On peut aussi
réaliser un essai de cytotoxicité par culture cellulaire pour vérifier la présence de la
toxine.

2. Les échantillons de selles sont extrémement complexes. Le test C. BIFF,QUIK
CHEK® permet d’obtenir des résultats optimaux si les échantillons deyselles ont été
prélevés moins de 24 heures a I'avance. La plupart des échantillons/hon dilués
peuvent étre stockés a une température comprise entre 2° et'8°C/pendant 72 heures
avant qu'une dégradation significative ne puisse étre observée. Si les échantillons
ne sont pas testés pendant cette période, ils peuventtrexcongelés puis décongelés.
Toutefois, la congélation et la décongélation peuvent entrainer 'immunoréactivité de
I'antigéne.

3. Certains échantillons peuvent créer des réactions faibles. Ce phénomeéne peut
découler d'un certain nombre de facteurs tels,que la présence de faibles quantités
d’antigene, la présence de substances anticorps ou la désactivation des enzymes
dans les selles. Le cas échéant, tester unvéchantillon frais. Des tests
supplémentaires peuvent étre réalisés en,association avec le test C. DIFF QUIK
CHEK®. lls comprennent notamment, l'isolemefit'de I'organisme dans un milieu
sélectif, des tests ELISA spécifigqiies a la toxine ou des essais de cytotoxicité par
culture tissulaire permettant/de’detecter_le G, difficile et sa toxine. L'isolement de
I'organisme ne permet passde,confirmer, que 'organisme est toxinogéne. Un test
supplémentaire de I'isolat réalisé via la méthode ELISA spécifique a la toxine ou un
essai par culture tissulaire permet de‘fe“confirmer.

4. Les échantillons desselles conservés dans du formol a 10 %, de formol thimérosal,
dans du formol, d'acétate de sodium ou de I'alcool polyvinyligue NE peuvent PAS
étre utilisés,

5. Le test G{DIEF QUIK CHEK® est un test qualitatif. L'intensité de la couleur ne doit
pas éfresinterprétée en termes quantitatifs.

6. Des taux d'infestation pouvant atteindre 50 % ont été signalés chez des enfants. Un
niveau €levé a également été signalé chez des patients atteints de mucoviscidose
(1,3),

7. La précision des résultats sur les patients pédiatriques est peu sdre, les
performances du C. DIFF QUIK CHEK® ayant été évaluées sur un nombre limité
d’échantillon provenant de ce type de patients.

VALEURS ATTENDUES

La maladie Clostridium difficile est principalement une maladie nosocomiale
détectée chez les personnes agées et la fréquence de cette maladie dépend de facteurs
tels que la population des patients, le niveau d’éducation et I'épidémiologie. Les
incidences de la maladie C. difficile signalées chez des patients présentant des
diarrhées associées aux antibiotiques sont comprises entre 5 et 20 %, les hdpitaux
pouvant présenter des taux supérieurs ou inférieurs a ces chiffres. Il est important de
considérer les résultats des tests en association avec les symptomes cliniques car
certains adultes sains et un grand nombre d’enfants sains (jusqu’a 50 %) présentent des
résultats positifs a la toxine du C. difficile. Par ailleurs, on a pu observer des taux
compris entre 22 et 32 % de C. difficile chez des patients atteints de mucoviscidose
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(1,3). Comme le test C. DIFF QUIK CHEK® permet de détecter des souches
toxinogenes et non toxinogenes de C. difficile, les valeurs moyennes de ce test sont
supérieures a celles des tests de toxines. Un résultat positif du test C. DIFF QUIK
CHEK® confirme la présence du C. difficile dans un échantillon de selles et un résultat
négatif indique I'absence de cet organisme. Un résultat positif doit étre suivi d'un test
spécifique a la toxine afin de confirmer la présence de C. difficile toxinogéne. La
prévalence d’un test C. DIFF QUIK CHEK® positif sur un site d’étude indépendant était
de 18,2 % (N=578).

EFFICACITE DU TEST
Evaluation clinique

Le test C. DIFF QUIK CHEK® a été comparé au test de culture bactérienne dans
deux laboratoires cliniques et dans les locaux de TECHLAB®, Inc. Les échantillons inclus
dans I'évaluation ont été soumis aux tests de routine des laboratoires cliniques. Le test
de présomption de culture bactérienne a été réalisé selon les procéduresiinternes de
I’établissement. Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 1«

Tableau 1. Résumé des performances cliniques comparant le test
C. DIFF QUIK CHEK® a la présomption de culture bactérienne

979 Présomption de culture Présomption de culture
n= bactérienne positive bactérienne négative
C. DIFF QUIK CHEK ® positif 206 56
C. DIFF QUIK CHEK ® négatif 16 701
Indice de confiance de 95%

Sensibilité 92,8% 88,3% - 95,7%
Spécificité 92,6% 90,4% - 94,3%
Valeur prédictive positive 78,6% 73,1%- 83,3%
Valeur prédictive négative 97,8% 96,3% - 98,7%
Corrélation 92,6% 91,7% - 93,4%

Les gehantillons contradictoires ont été obtenus en utilisant des tests commerciaux
a base,de glutamate déshydrogénase de C. difficile aux formats ELISA et
memfgranaifes, ou par une analyse par PCR pour la détection du géene GDH gluD de
C. difficile. Vingt-neuf des 56 échantillons apparemment faussement positifs se sont
révélés positifs a un autre test GDH, et ont été considérés comme effectivement positifs.
Ving-sept échantillons sont restés faussement positifs. Treize des 16 échantillons
apparemment faussement négatifs se sont révélés négatifs a un autre test GDH, et ont
été considérés comme effectivement négatifs. Trois échantillons sont restés faussement
négatifs.

EFFET DE LA CONSISTANCE DE L’ECHANTILLON DE SELLES

La réaction d’échantillons de selles de consistances variables au test C. DIFF QUIK
CHEK® est présentée au tableau 2. 305 échantillons de selles de consistance connue
ont été inclus dans I'analyse. Les pourcentages de réactions positives s’appuyant sur
un essai de culture résolu ou sur le test C. DIFF QUIK CHEK® étaient similaires pour les
trois types d’échantillons de selles (liquides, semi-solides et solides). Tous les
échantillons ont été soumis au test C. difficile. A 'origine de cette soumission, on trouve
les antécédents médicaux du patient et non la consistance des échantillons. Les
résultats montrent que les performances du test C. DIFF QUIK CHEK® sont équivalentes



a celles d'un essai en culture lorsque les échantillons testés sont de consistances
différentes.

Tableau 2. Réaction au test C. DIFF QUIK CHEK® d’échantillons de selles de
consistances différentes

Echantillons | Echantillons | Echantillons

Nombre d’échantillons

liquides semi-solides solides
(h=305) (n =117) (n =142) (n = 46)
Positif par essal de culture 19 (16,2%) 37 (26,1%) 18 (39,1%)
bactérienne résolu
Positif par C. DIFF QUIK CHEK ® 18 (15,4%) 36 (25,4%) 21 (45,7%)

Négatif par essai de culture
bactérienne résolu

Négatif par C. DIFF QUIK CHEK® | 99 (84,6%) 106 (74,6%) 25 (54,3%)

98 (83,8%) 105 (73,9%) 28 (60,9%)

MILIEU DE TRANSPORT

Un total de 69 échantillons de selles dilués en milieur€&S\a été testé a l'aide du
test C. DIFF QUIK CHEK® et les résultats ont été compares’a ceux obtenus par les tests
de routine. La détection d’antigéne C. difficile dans fes=echantillons dilués en milieu de
transport concordait a 95,7%.

REPRODUCTIBILITE

Un total de huit échantillons de selles, 6 éehantillons positifs et 2 négatifs, ont été
codés pour éviter leur identification et gnvoyés a chacun des trois laboratoires
indépendants en vue de procéder a une‘analyse reposant sur le test C. DIFF QUIK
CHEK®. Les résultats de chaque-aboratoire ont\été comparés aux résultats internes.
Les échantillons positifs ont été.confirmés pesitifs €t les échantillons négatifs ont été
confirmés négatifs sur chaque site.

REACTIVITE CROISEE

Les échantillons. désselles inoculés a 'aide des micro-organismes suivants, pour
une concentrationfinale d’environ 108 ou supérieure d’organismes par ml, n’ont pas
réagi au test CaDIFF\QUIK CHEK® :

Bactéries” “Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacteroides
fragilisy Campylobacter coli, Campylobacter fetus, Campylobacter jejuni, Candida
albicans, Clostridium bifermentans, Clostridium butyricum, Clostridium perfringens Type
A, Clostridium septicum, Clostridium sordellii (toxigenic and nontoxigenic), Clostridium
sporogenes, Enterococcus faecalis, Escherichia coli EIEC, Escherichia coli, Escherichia
coli 0157 H7, Escherichia coli ETEC, Klebsiella pneumoniae, Peptostreptococcus
anaerobius, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium,
Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus aureus (Cowans), Staphylococcus epidermidis, Vibrio parahaemolyticus,
Yersinia enterocolitica

Les virus suivants, a des TCID de 10°2 a 10”® par 0,2 ml, n'ont pas réagi au test C. DIFF
QUIK CHEK® :

Virus : Adénovirus types 1,2,3,5,40,41, Coronavirus humain, Coxsackievirus
B2,B3,B4,B5, Echovirus 9,11,18,22,33, Entérovirus type 68,69,70,71.



INTERFERENCES ANALYTIQUES

Les substances suivantes n'ont pas modifié le résultat des tests lorsqu’elles étaient
présentes dans les selles aux concentrations indiquées ci-apres : mucine (3,5 % p/v),
sang humain (40 % v/v), sulfate de baryum (5 % p/v), Imodium® (5 % p/v), Kaopectate®
(5 mg/ml), Pepto-Bismol® (5 % p/v), acide stérique/palmitique (40 % p/v), Métronidazole
(0,25 % plv), Vancomycine (0,25 % p/v).

SENSIBILITE ANALYTIQUE
La sensibilité analytique du test C. DIFF QUIK CHEK® est de 0,8 ng/ml.
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