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El test NADAL® Clostridium difficile Toxinas A y B es una
prueba de diagndstico rdpido inmunocromatografico para la
deteccién cualitativa del antigeno de la toxina A y la toxina B
del Clostridium difficile en heces humanas para ayudar en el
diagndstico de una infeccién por Clostridium difficile.

2. Introduccion y significado clinico

Clostridium difficile (C. difficile) es una bacteria anaerdbica,
Gram positiva y formadora de esporas. Estas caracteristicas
son las que le permiten persistir en pacientes y entornos
fisicos durante largos periodos de tiempo facilitando, asi, su
transmisién por la capacidad de C. difficile para formar
esporas. Esta bacteria se transmite por la via fecal- oral.

Clostridium difficile es el principal patégeno relacionado con la
diarrea asociada a los antibidticos y/o colitis pseudo-
membranosa en pacientes hospitalizados.

La flora bacteriana de un colon adulto sano es generalmente
resistente a la colonizacion de C. difficile. Sin embargo, si la
flora colénica normal se ve alterada, se pierde la resistencia a
la colonizacién. Por lo tanto, cualquier factor asociado con la
alteracion de la flora entérica normal, aumenta el riesgo de
colonizacion de C. difficile. Por ejemplo, después de la
exposicion a los antibidticos, especialmente aquellos con
actividad de amplio espectro tales como penicilinas,
cefalosporinas y clindamicina. Tras esta colonizacion,
C. difficile puede liberar dos toxinas de alto peso molecular, la
toxina A y la toxina B, siendo ambas las responsables de las
manifestaciones clinicas de la enfermedad, que puede ser
desde una diarrea acuosa auto limitante no grave, una colitis
pseudomembranosa, megacolon toxico hasta llegar a causar la
muerte.

El test NADAL® Clostridium difficile Toxinas A 'y B es un
inmunoensayo cualitativo para la deteccion de antigenos de
Toxina A y Toxina B de Clostridium difficile en muestras de
heces humanas. En la zona de las lineas del test de la
membrana se han fijado unos anticuerpos monoclonales
frente a Toxina A y frente a Toxina B. Durante el proceso, la
muestra reacciona con particulas que presentan en su
superficie anticuerpos anti-Toxina A y anti-Toxina B, formando
conjugados. La mezcla se mueve hacia la parte de arriba de la
membrana por accion capilar. En el caso de que se de un
resultado positivo, los anticuerpos especificos presentes en la
membrana reaccionaran con la mezcla de conjugado vy
apareceran una o dos lineas coloreadas. Siempre debe
aparecer una linea verde en el area de control (C), ya que sirve
como indicador de que el volimen de muestra afiadido es
suficiente, que el flujo de la muestra ha sido el adecuado y
que la reaccién producida en la membrana ha sido la correcta.

e 10 test NADAL® Clostridium difficile Toxinas A y B en
formato cassette.

e 10 viales de recogida de muestra con bufer.

e 1 instrucciones de uso.

e Envase para la recogida de muestra.

e Guantes desechables.

e Crondémetro.
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6. Almacenamiento y conservacion

El test debe almacenarse en su envase sellado refrigerado o a
temperatura ambiente (2-30°C). El test se conservard intacto
hasta la fecha de caducidad impresa en el envase. No
conviene congelar.

7. Advertencias y precauciones

e Solo para uso profesional de diagnéstico in-vitro.

e No utilizar después de la fecha de caducidad.

e El dispositivo de prueba debe permanecer sellado dentro de
su envoltorio hasta el momento de su uso.

e No utilice el test si el envoltorio del mismo se encuentra
dafado.

e Realice el andlisis de acuerdo con las Buenas Prdcticas de
Laboratorio (BPL).

e Use ropa protectora tal como batas de laboratorio, guantes
desechables y proteccidn para los ojos cuando se analizan
muestras.

e No coma, beba o fume en el drea de manipulacién de las
muestras y los reactivos.

e Todas las muestras deben considerarse potencialmente
infecciosas y deben manipularse como si se trataran de
agentes infecciosos.

e Deseche los dispositivos usados en un contenedor de riesgo
bioldgico adecuado.

e Realice el test durante las dos horas posteriores a la
apertura de su envoltorio.

8. Toma de muestras y preparacion

Tome una cantidad de muestra de heces suficiente (1-2 g o mL

para muestras liquidas). Almacene las muestras en un envase

limpio y seco (sin conservantes o medios de transporte). Estas
pueden conservarse refrigeradas (2-8°C) durante un maximo
de 24 horas. Para una conservacion mas larga deberan
congelarse a -20°C. En este caso debe descongelar la muestra
y llevarla a temperatura ambiente antes de realizar el test.

9. Procedimiento del test

Para procesar las muestras de

heces:

Utilice un vial para muestra de p
diluyente diferente para cada v =
muestra. Desenrosque la parte ‘“
de arriba del vial e introduzca el -_‘« -
stick tres veces en la muestra de
heces para tomar una cantidad ‘ 125 mg
suficiente de muestra (aprox.

125 mg). Cierre el vial con el tapdn 3 g
i . s h
y la muestra. Agitelo para o/
asegurar una buena dispersion.
Para muestras liquidas utilice una
) L ) N ~
pipeta y afiada 125 pL en el vial I &
para muestra con diluyente.
Procedimiento:
Antes de realizar la prueba, los test, muestras y diluyente
deben alcanzar temperatura ambiente (15-30°C). No abra el

envase hasta el momento en que vaya a realizar el ensayo.

1. Saque el casete NADAL® Clostridium difficile Toxinas A y B
de su envase sellado y Uselo tan pronto como sea posible.
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2. Agite el vial con la muestra
para asegurarse de una

'- H lack 3@
ik 4
buena dispersién. Rompa

& :
la parte de arriba del vial. ﬁ ‘ I o

3. Use un test diferente para
cada muestra. Dispense
exactamente 4 gotas en el

pocillo de muestra (S). Py
¢
Ponga en marcha el ¢
crondémetro.
P
4. Lea el resultado a los 10 é —)
minutos tras dispensar la Sy
muestra. 10 min
10. Interpretacion de resultados
POSITIVO: -
TOXINA A positivo:
Aparecen dos lineas en la zona central de C

la ventana, una roja de resultado junto a
T1 y una verde de control junto a la letra
C.

TOXINA B positivo:

Aparecen dos lineas en la zona central de
la ventana, una roja de resultado junto a
T2 y otra verde de control junto a la letra
C.

TOXINA A/B positivo:
Aparecen tres lineas en la zona central de
la ventana, dos rojas junto a Tl y T2, y

T2
una verde de control junto a la letra C.

AU I

La intensidad del color rojo de las lineas de test (T1 y T2)
variard dependiendo de la concentracién de antigenos en la
muestra. Sin embargo, con esta prueba cualitativa no se
puede determinar un valor cuantitativo ni la tasa de aumento
de antigenos.

Negativo: T1
Solo aparece una linea de color verde
en la zona de control junto a la letra C —
(llamada linea de control). | 12
No valido: ‘

0 :
No aparece la linea de control de w 71
color verde, a pesar de que aparezca C
o no la linea roja en la zona de

T2

resultados. |

Nota: un volumen insuficiente de muestra, un procedimiento
inadecuado o un deterioro de los reactivos podrian ser la
causa de la no aparicion de la linea de control. Revise el
procedimiento y repita la prueba con un nuevo test. Si el
problema persiste, deje de utilizar los tests y contacte con su
distribuidor.

11. Control de calidad

Existe un control interno del procedimiento incluido en el
test:
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La linea verde que aparece en la zona de
, ) T1
control (C). Esta linea confirma que el
volumen afiadido de muestra ha sido ___[e
suficiente y que el procedimiento ha sido 2
el adecuado.

12. Limitaciones

e El NADAL® Clostridium difficile Toxinas A y B indicard
Unicamente la presencia de Clostridium difficile en la
muestra de heces (deteccidn cualitativa) y solamente
deberia usarse para la deteccidon de antigenos de Toxina A
y/o Toxina B en muestras de heces. No puede detectar ni la
cantidad ni el aumento de concentracion de antigenos.

e Un exceso de muestra puede dar resultados erréneos
(aparicion de lineas marrones). Diluir la muestra con el
diluyente y repetir el test.

e Algunas muestras de heces pueden disminuir la intensidad
de la linea de control.

o El test debe ser utilizado antes de las dos horas siguientes a
su apertura.

e Un resultado negativo no se debe considerar como
concluyente, puede darse que el contenido de Toxinas A y/o
B en la muestra de heces sea muy bajo, por lo que se
deberia repetir la prueba con la muestra previamente
sometida a enriquecimiento.

e Esta prueba proporciona un presunto diagndstico de
infeccion por NADAL® Clostridium difficile Toxinas A y B,
que debe confirmar un especialista o médico cualificado
tras evaluar las pruebas clinicas y los hallazgos de
laboratorio, teniendo en cuenta la correlacién que puede
existir con todas las observaciones clinicas.

13. Valores esperados

Clostridium difficile estd asociado con el 95-100% de los casos

de colitis pseudomembranosa, con el 60-75% de los casos de

colitis asociada a uso de antibiéticos y con el 35% de los casos
de diarrea asociada al uso de antibidticos.

14. Caracteristicas del test

Sensibilidad y especificidad

Se estudiaron algunas muestras de heces provenientes de
pacientes con diarrea. Los resultados utilizando el test
NADAL® Clostridium difficile Toxinas Ay B en comparacién con
otro test inmunocromatografico fueron:

Sensibilidad >99%

Especificidad >99%

Reacciones cruzadas e interferencias:

Se realizd una evaluacién para determinar las reacciones
cruzadas y las interferencias del test NADAL® Clostridium
difficile Toxinas A y B. No existen reacciones cruzadas con
ninguno de los posibles microorganismos ocasionalmente
presentes en las heces.

Campylobacter Helicobacter pylori Salmonella spp.
spp.

E.Coli 0157:H7 Shigella spp. Yersinia spp.
Listeria Staphilococcus Yersinia
monocytogenes aureus enterolitica
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