REF|30 125

BIOMERIEUX

051443 - 02 - ro - 2019-07 @

VIDAS® C. difficite:GDH com ™"

Reason: MoldSign Slgnature

VIDAS® C. difficile GDH (Git)estelciddest automat bazat pe tehnidz

k! <Y
'. 5
-nzyme Linked Fluorescent Assay (ELFA —

Analiza reactiilor enzimatice in fluorescenta), care se poate utiliza pe familia de instrumente VIDAS.

Analiza VIDAS C. difficile GDH (glutamat dehidrogenaza) este un test calitativ, care detecteaza glutamat dehidrogenaza,
antigenul de C. difficile , ca metoda de identificare a prezentei C. difficile in probele de materii fecale de la persoanele
suspectate de infectie cu C. difficile (CDI). Prin intermediul testelor suplimentare se detecteaza toxinele de C. difficile , iar
testul trebuie utilizat ca sprijin in diagnosticarea infectiei cu C. difficile. Ca si in cazul altor teste de C. difficile, rezultatele

trebuie interpretate Tn conjunctie cu istoricul pacientului.

SUMAR sl EXPLICAtIE

Flora bacteriana normala din intestin asigura o bariera
ecologica Tmpotriva colonizarii semnificative cu organisme
patogenice. Intreruperea protectiei prin utilizarea
de antibiotice poate permite  inmultirea  excesiva
a patogenilor endogeni sau din sursa nosocomiald,
precum Clostridium difficile.

C. difficile a fost identificat drept agentul etiologic major
al colitei pseudomembranoase asociate tratamentului
cu antibiotice (PMC). PMC este un sindrom definit clinic,
asociat cu un istoric recent de utilizare a antibioticelor,

incadrul caruia se formeazd nodule sau placi
pseudomembranoase pe colonul distal sau sigmoid
siperect (1, 2, 3). Daca este nediagnosticata sau

netratata, afectiunea poate fi fatala (4). C. difficile a fost,
de asemenea, implicata in colita asociata tratamentului
cu antibiotice (AAC) si in diareea asociata tratamentului
cu antibiotice (5).

Dobandirea nosocomiala a C. difficile este o problema
grava pentru unele institutii, in special cele cu un numar
ridicat de pacienti internati, sectii de chimioterapie sau
ingrijire pe termen lung a pacientilor (6, 7, 8, 9).
De asemenea, s-a dovedit ca pacientii cu fibroza chistica
(CF) si copiii mici sunt purtatori asimptomatici
de C. difficile toxigenic, avand rate de colonizare de pana
la 50% in randul copiilor mici (10) si de pana la 32%
in randul pacientilor CF (11).

Diagnosticarea clinica a infectiei cu C. difficile (CDAD)
se face utilizand un numar de criterii, care, de regula,
includ urmatoarele: pacient care produce cel putin
3 scaune neformate intr-un interval de 24 de ore, caruia
i-a fost administrat tratament cu antibiotice in interval de
8 saptamani de la inceperea diareii, fara nicio altd cauza
evidenta de diaree si cu raspuns adecvat la terapie (12).
Diagnosticarea bacteriologica se bazeaza pe detectarea
toxinelor C. difficile B si/sau A in scaune. Analiza
citotoxicitatii culturii celulare si cultura toxigenica pe medii
selective reprezintd cele doud standarde de aur; totusi,
acestea consuma mult timp (minimum 24 — 48 de ore)
sinu sunt standardizate. Imunotestele enzimatice
(microplaci sau teste unitare) sunt metode rapide,
ce permit detectarea simultana a toxinelor A si B, dar care
sunt insuficient de sensibile pentru a fi utilizate ca metoda
exclusiva de diagnosticare (13,14).

Pentru a Timbunatati sensibilitatea si rapiditatea
diagnosticarii, se recomanda o strategie cu algoritm
in doua etape. Prima etapa este detectarea glutamat
dehidrogenazei (GDH) in scaune, iar a doilea o reprezinta
confirmarea rezultatelor pozitive, folosind un test
secundar pentru detectarea toxinelor (15,16, 17).

Pentru a evalua rezultatele testelor, medicul trebuie
sa tina cont atat de istoricul pacientului, cat si de limitarile
metodei utilizate (18).

PRINCIPIU

Principiul analizei combind o metoda de tip sandvis
in doud etape de imunoanalizd a enzimei cu o detectie
finala in fluorescenta (ELFA).

Receptaculul de faza solida (SPR) serveste atat ca faza

solida, cat si drept dispozitiv de pipetare pentru test.

Reactivii pentru analiza sunt gata de utilizare si sunt pre-

distribuiti pe benzile sigilate cu reactivi.

Toti pasii analizei sunt efectuati in mod automat de catre

instrument. Mediul de reactie este circulat in interiorul si in

exteriorul dispozitivului SPR de mai multe ori. Fiecare
etapa este urmata de un ciclu de spalare, care elimina
componentele nelegate:

o Legarea specifica de GDH prezenta in proba cu anticorp
monoclonal anti-GDH de la soareci, aplicat pe interiorul
dispozitivului SPR.

e Legarea dintre GDH si anticorpii monoclonali anti-GDH
de la soareci, conjugata cu fosfataza alcalina (ALP).

e Detectare: fosfataza alcalina catalizeaza hidroliza
substratului (4-metil-umbeliferil fosfat) intr-un produs
fluorescent (4-metil-umbeliferona), a carui fluorescenta
este masurata la 450 nm.

Intensitatea fluorescentei creste proportional cu cantitatea

de GDH din proba.

La finalul testului VIDAS C. difficile GDH, rezultatele sunt

analizate iIn mod automat de catre instrument, care

genereaza o valoare de test si impriméa un rezultat pentru
fiecare proba.
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CONTINUTUL KITULUI (60 DE TESTE):

60 de stripuri GDH @ STR | Gata de utilizare.

60 de receptacule de faza SPR | Gata de utilizare.

sglldg\OGDH Interiorul dispozitivelor SPR este acoperit cu anticorpi monoclonali anti-GDH

(2x30) de C. difficile de la soareci + stabilizator proteic de origine animala.

GDH standard ® S1 Gata de utilizare.

1x 0,7 ml (lichid) Dilutie de GDH recombinanta de la C. difficile in solutie tampon 0,1 moli/l +
stabilizator proteic de origine animala + conservanti.
Datele MLE indica intervalul de incredere in Valoare relativa a fluorescentei
(RFV) (,Interval RFV standard [S1]").

GDH de control pozitiv ®) C1 Gata de utilizare.

1x 2,4 ml (lichid) Dilutie de GDH recombinanta de la C. difficile in solutie tampon 0,1 moli/l +
stabilizator proteic de origine animala + conservanti.
Datele MLE indica intervalul Valorii de testare (TV): Interval valoare de testare
control C1 (+).

GDH de control negativ ®) Cc2 Gata de utilizare. Solutie tampon 0,1 moli/l (pH 7,2) + stabilizator proteic de

1 x 5,6 ml (lichid) origine animala + conservanti.
Datele MLE indica intervalul Valorii de testare (TV): Interval valoare de testare
control C2 (-).

: b
Reactiv prg-trgtament( ) R1 | Gata de utilizare. Solutie tampon 0,1 moli/l (pH 7,2) + stabilizator proteic
1x 61 ml (lichid) C. difficile| de origine animala + detergent + conservanti.

Specificatii pentru datele master de calibrare din fabrica necesare pentru a calibra testul:
¢ Date MLE (Master Lot Entry — Introducere lot master) furnizate impreuna cu kitul

sau

e Cod de bare MLE imprimat pe eticheta cutiei.

1 Insert Tehnic furnizat in kit sau care poate fi descarcat de pe www.biomerieux.com/techlib.

(a) PERICOL i ATENTIE

(b) ATENTIE

Fraze de pericol

EUH208: Contine 2-metil-2H-izotiazolin-3-ona. Poate provoca o reactie alergica.
H317: Poate provoca o reactie alergica a pielii.

H318: Provoaca leziuni oculare grave.

H317 /H318 / EUH208 / P261 / P280 / P302 + P352 / P305 + P351 + P338

H317 / EUH208 / P261 / P280 / P302 + P352

Fraze de precautie

P261: Evitati sa inspirati praful/fumul/gazul/ceata/vaporii/spray-ul.

P280: Purtati manusi de protectie/imbracaminte de protectie/echipament de protectie a ochilor/ echipament

de protectie a fetei.

P302 + P352: IN CAZ DE CONTACT CU PIELEA: spalati cu multa apa si s&pun.

P305 + P351 + P338: IN CAZ DE CONTACT CU OCHII: clatiti cu atentie cu apa timp de mai multe minute. Scoateti
lentilele de contact, daca este cazul si daca acest lucru se poate face cu usurinta. Continuati sa clatiti.

Pentru mai multe informatii, consultati Fisa Tehnica de Securitate.

Dispozitivul SPR:

Interiorul dispozitivului SPR este acoperit din productie
cu anticorpi monoclonali anti-GDH de C. difficile
de la soareci. Fiecare dispozitiv SPR este identificat prin
codul ,GDH”". Scoateti din punga doar numarul necesar de
dispozitive SPR si resigilati punga cu atentie dupa
deschidere.

Stripul cu reactivi:

Banda este formata din 10 godeuri, acoperite cu folie
de sigilare etichetata. Eticheta contine un cod de bare,
care indica codul analizei, numarul de lot al kitului si data
de expirare. Folia primului godeu este perforatd, pentru
a facilita introducerea probei. Ultimul godeu al fiecarei
benzi este o cuvetda in care se realizeaza citirea
fluorimetrica. Cele opt godeuri din sectiunea centrala
a benzii contin diversii reactivi necesari pentru test.
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Descrierea benzii GDH:

Godeuri Reactivi
1 Godeul probei.
2-3-4 Solutie de spalare: solutie tampon 0,2 moli/l (pH 7,8) + detergent + conservanti (600 pl).
5 Conjugat: anticorpi monoclonali anti-GDH de C. difficile de la soareci, etichetat
cu ALP + stabilizator proteic de origine animala + conservant (400 pl).
6-7-8-9 Solutie de spalare: solutie tampon 0,2 moli/l (pH 7,8) + detergent + conservanti (600 pl).
10 Cuveta de citire cu substrat: 4-metil-umbeliferil-fosfat (0,6 mmoli/l) + dietanolamina
DEA (0,62 moli/l sau 6,6%) (pH 9,2) + azida de sodiu 1 g/l (300 pl).

MATERIALE $1 CONSUMABILE NECESARE DAR
NEFURNIZATE

- Pipetd cu varf de unica folosintd pentru distribuirea
a 200 pl, 1.000 pl si 2.000 pl.

- Manusi de unica folosinta, fara pudra.

- Centrifuga (= 3.000 g). Trebuie utilizata in conformitate
cu recomandarile producatorului.

- Eprubete pentru centrifugd, din polipropilena sau alt
material, destinate diluarii probelor si centrifugarii
(capacitate de cel putin 1,5 ml).

- Pipete de transfer probe, utilizate la masurarea cantitatii
adecvate de proba de scaun, in vederea procesarii.

- Betigas sau bucla de aplicare.

- Pentru alte materiale si consumabile,
Manualul de utilizare a instrument.

- Gama de instrumente VIDAS.

AVERTIZARI S| PRECAUTII

¢ Destinat exclusiv diagnosticarii in vitro.
¢ A se utiliza doar de catre personalul calificat.
e Acest kit contine produse de origine animala.
Cunoasterea atestata a originii si/sau starea sanitara a
animalelor nu garanteaza in totalitate absenta agentilor
patogeni transmisibili. De aceea, se recomanda ca
aceste produse sa fie tratate cafiind potential
infectioase si manipulate respectidnd masurile de
siguranta obisnuite (a nu se ingera sau inhala).
Reactivii kitului contin azida de sodiu, care poate
reactiona cu plumbul sau cuprul din instalatii si poate
forma azide de metal explozive. Daca vreun lichid
contindnd azida de sodiu patrunde in sistemul
instalatiilor sanitare, scurgerile trebuie clatite cu apa,
pentru a evita depunerile.
Nu utilizati reactivii dupa data de expirare indicata
pe eticheta.
Nu combinati reactivii sau consumabilele din loturi diferite.
Nu utilizati dispozitivele SPR dacd saculetul este
perforat sau daca punctul care sigileaza dispozitivul
SPR este dezlipit.
Nu utilizati STR vizibil deteriorate (folie sau plastic
deteriorate).
Utilizati manusi fard pudra, deoarece s - a observat
faptul ca pudra induce rezultate false in cazul anumitor
teste imunologice enzimatice (19).
Utilizati pipete calibrate pentru a procesa standardul, cat
si controalele pozitive si negative.
Consultati frazele de pericol ,H” si frazele de precautie
,P” enumerate mai sus.
Picaturile scurse accidental trebuie sterse in totalitate dupa
tratarea cu detergent lichid si cu o solutie de inalbitor
casnic, contindnd cel putin 0,5% hipoclorit de sodiu.
Consultati Manualul de utilizare pentru informatii despre
modul de curatare a picaturilor de pe sau din interiorul
instrumentului. Nu autoclavati solutiile ce contin inalbitor.
e Instrumentul  trebuie  curdtat si  decontaminat
cu regularitate (consultati Manualul de utilizare).

consultati

CONDItll DE PASTRARE

* Depozitati kitul VIDAS C. difficile GDH (dispozitive
SPR, stripuri, standard, controale si reactiv pre-
tratament) la2 -8 °C

¢ Nu congelati reactivii.

» Pastrati toti reactivii neutilizati la 2-8 °C.

 Dupa deschiderea kitului, verificati ca punga SPR sa fie
sigilatd in mod corect si nedeteriorata. In caz contrar, nu
utilizati dispozitivele SPR.

¢ Resigilati cu atentie saculetul, cu desicantul
ininterior, dupa utilizare, pentru a mentine
stabilitatea dispozitivelor SPR si depozitati din nou
intregul kit la temperaturi intre 2 si 8 °C.

e In cazul pastrarii conform conditiilor recomandate, toate
componentele sunt stabile pana la data de expirare
indicata pe eticheta.

PROBELE

Tipul, colectarea si recoltarea probelor:

Probele de scaun trebuie colectate si
conform procedurilor de laborator standard.
Probele de scaun pot fi depozitate la 2 — 8 °C timp
de 3 zile (de la data colectarii) Thainte de procesare.

Daca este necesara pastrarea mai indelungata, congelati
probele la -70 °C +/-10 °C. Evitati ciclurile repetate
de congelare-dezghetare.

Un tampon de recoltare rectala nu va furniza suficienta
proba pentru test si, in consecinta, este inacceptabil. Nu
utilizati recipiente care pot contine detergenti, conservanti
sau medii ce pot interfera cu rezultatele analizei
VIDAS C. difficile GDH.

Pregatirea standardului, controlului si a probei pentru
testul VIDAS C. difficile GDH:

Probele:

transportate

Important: este esential ca probele de scaun sa fie
amestecate temeinic Tnainte de a incepe procesarea
acestora. Lipsa omogenitatii dintr-o proba de scaun poate
duce la rezultate incorecte. Pentru evitarea acestei
probleme, amestecarea temeinica a probelor de scaun
este esentiald. Dupa amestecare, proba diluata trebuie sa
fie omogena. Aceasta va ajuta la asigurarea validitatii
rezultatelor.

in cazul acestei etape de pregitire a probei, este
esentiala verificarea cantitatii de proba depozitata,
indiferent de consistenta scaunului (lichid, semi-solid
sau solid).
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Scaune lichide:

1. Omogenizati extragand si introducand la loc proba
de scaun din/in pipeta de transfer.

Utilizand aceeasi pipeta de transfer, distribuiti 200 pl
de scaun lichid intr-o eprubeta curata de centrifuga.

2. Folosind o pipeta cu varf de unica folosinta, adaugati
1.000 pl de reactiv pre-tratament (R1 C. difficile)
in eprubeta centrifugei.

Nota: Alti reactivi pre-tratament decat

VIDAS C. difficile GDH nu trebuie utilizati in cadrul

analizei VIDAS C. difficile GDH.

3. Omogenizati din nou extrdgand si introducéand la loc
din/in pipeta de transfer.

Apoi amestecati folosind un mixer de tip vortex, pana
cand se obtine un mediu omogen.
Este esential ca toate portiunile probei sa fie
amestecate uniform cu reactiv pre-tratament
(R1 C. difficile).
4. Centrifugati timp de 10 minute la 2 - 25 °C,
la o acceleratie de minimum 3.000 g.
. Folosind o pipeta cu varf de unica folosinta, colectati
300 pl de supranatant, pentru a efectua testul VIDAS
C. difficile GDH.

Nota: Daca la suprafata supranatantului raméan particule
in suspensie sau lipide dupa centrifugare, colectati proba
dedesubtul stratului de suprafata.

Scaune semi-solide si solide:

1. Pentru a asigura transferul precis a 200 mg de scaun
semi-solid sau solid, distribuiti 200 pl de apa distilata
intr-o centrifuga curata, folosind o pipeta cu varf
de unica folosintd; aceasta eprubeta se va utiliza
ca ,eprubeta calibrata”.

2. Utilizand un betigas de aplicare din lemn, transferati
o cantitate de scaun (200 mg) echivalenta cu volumul
din eprubeta calibrata intr-o eprubeta de centrifuga
noua si curata, identificatda ca eprubeta de proba
(consultati in continuare). Depuneti proba de scaun
la baza eprubetei de centrifuga, astfel Tincat
cantitatea de scaun sa fie echivalentd cu volumul
de apa din eprubeta calibrata (200 pl).

(8}

<« —>

Volum

echivalent

+Eprubeta calibrata
200 pl de apa distilata

Eprubeta de proba:
200 mg de proba de scaun

Nota: Eliminati eprubeta calibratd dupa transferarea
fiecarei probe de scaun solid si semi-solid.

3. Adaugati 1.000 pl de reactiv pre-tratament
(R1 C. difficile) in eprubeta de proba, folosind
o pipeta cu varf de unica folosinta.

Nota: Alti reactivi pre-tratament decat

VIDAS C. difficile GDH nu trebuie utilizati in cadrul

analizei VIDAS C. difficile GDH.

4. Emulsionati proba de scaun utilizand betigasul de
aplicare, apoi amestecati cu un mixer de tip vortex,
pana cand proba apare omogena. Este esential
catoate portiunile probei sa fie amestecate
omogen cu reactiv pre-tratament (R1 C. difficile).

5. Centrifugati timp de 10 minute la 2 — 25 °C,
la o acceleratie de minimum 3.000 g.

6. Folosind o pipeta cu varf de unica folosinta, colectati
300 pl de supranatant, pentru a efectua testul
VIDAS C. difficile GDH.

Observatie:

- Daca la suprafata supranatantului raman particule
in suspensie sau lipide dupa centrifugare, colectati
proba dedesubtul stratului de suprafata;

- In cazul in care scaunele semi-solide constau mai mult
din lichid decat din solid, procedura de pregatire
aprobei poate fi efectuatd folosind instructiunile
furnizate pentru scaunele lichide (consultati sectiunea
,Probe: scaune lichide”).

Standard si controale:

Standardul, cat si controalele pozitive si negative,

trebuie procesate dupa cum urmeaza:.

1. Amestecati standardul, controlul pozitiv si cel negativ
utilizand un mixer de tip vortex.

2. Colectati 200 pl de standard, control pozitiv si negativ
folosind o pipetd cu varf de unica folosinta
si distribuiti ntr-o eprubeta curata.

3. Adaugati 1.000ul de reactiv  pre-tratament
(R1 C. difficile) in eprubeta, folosind o pipeta cu varf
de unica folosinta.

4. Amestecati-le utilizand un mixer de tip vortex.

5. Folosind o pipeta cu varf de unica folosinta, colectati
300 pl, pentru a efectua testul VIDAS C. difficile GDH.

Depozitarea supranatantului de proba si a standardului
si controalelor procesate:

Supranatantii de proba, cat si standardul si controalele
procesate pot fi depozitate pana la 8 ore la 18 — 25 °C sau
pana la 48de ore la 2 — 8 °C, Tnainte de a fi testate
cu analiza VIDAS C. difficile GDH.

INSTRUCTIUNI DE UTILIZARE

Pentru instructiuni complete, consultati Manualul
de utilizare.
Citirea datelor protocolului VIDAS® Protocol Test

Change (PTC - Schimbare protocol de testare) si
a datelor MLE (Master Lot Entry — Introducere lot master)

Atunci cand utilizati analiza pentru prima oara:
Cu ajutorul cititorului extern de coduri de bare,

1. Scanati codul/codurile de bare PTC de la partea finala
a brosurii din pachet sau pe care le descarcati de la
www.biomerieux.com/techlib. Aceasta citire permite
transferarea datelor protocolului VIDAS® PTC cétre
software-ul instrumentului, in vederea actualizarii.

2. Scanati datele MLE de pe eticheta cutiei.

Nota: Daca datele MLE au fost citite inainte
de protocolul VIDAS® PTC, cititi din nou datele MLE.

Cand deschideti un nou lot de reactivi:

Introduceti specificatiile (sau datele master din fabrica)
in instrument, folosind datele MLE (Master Lot Entry —
Introducere lot master).

Daca aceastd operatiune nu este efectuatda inainte
de initierea testelor, instrumentul nu va putea imprima
rezultatele.

Nota: datele lotului master se introduc o singura data
pentru fiecare lot.

Puteti introduce datele MLE in mod manual sau
automat, in functie de instrument (consultati Manualul
de utilizare).

Calibrarea
Calibrarea, utilizand standardul furnizat in kit, trebuie
efectuata de fiecare datda cand deschideti un nou lot

de reactivi, dupa introducerea datelor lotului master.
Calibrarea trebuie apoi efectuata o data la fiecare
28 de zile. Aceasta operatiune furnizeaza informatii
de calibrare specifice instrumentului si compenseaza

posibilele variatii minore Tn semnalul analizei pe durata
perioadei de valabilitate a kitului.
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Standardul, identificat prin S1 si procesat conform
precizarilor de mai sus (pregatire standard, controale si
probd) trebuie testat in duplicat (consultati Manualul de
utilizare). Valoarea standard trebuie sa se incadreze in
limitele RFV (,Relative Fluorescence Value” — Valoarea
relativa a fluorescentei). Daca acest lucru nu se intampla,
recalibrati.

PROCEDURA

1. Scoateti din frigider doar reactivii
Acestia pot fi utilizati imediat.

2. Utilizati o banda ,GDH” si un dispozitiv SPR ,GDH” din
kit pentru fiecare supranatant de proba, control
procesat si standard procesat ce urmeaza a fi testate.
Asigurati-va ca punga de pastrare a fost resigilata
cu grija dupa ce au fost scoase dispozitivele SPR
necesare.

3. Testul este identificat prin codul ,GDH” pe aparat.

Standardul  procesat trebuie identificat  prin
,S51” si testat in in duplicat.

necesari.

4. Tn cazul acestui test, portiunea de testare pentru
standardul procesat, controalele si supranatantul
de proba este de precis 300 pl (20).

5. Introduceti dispozitivele SPR ,HEVM” si stripurile
L,LHEVM” in instrument. Verificati si asigurati-va
de faptul ca etichetele colorate continand codul
analizei de pe dispozitivele SPR se potrivesc cu foliile
termosudate ale reactivilor.

6. Initiati analiza conform instructiunilor din Manualul
de utilizare. Toate etapele analizei sunt efectuate
in mod automat de catre instrument.

7. Dupa pipetare, inchideti flacoanele si
le la temperatura recomandata.

8. Analiza va fi finalizatda in decurs de aproximativ
50 de minute. La finalizarea analizei, scoateti
dispozitivele SPR si foliile termosudate din aparat.

9. Eliminati dispozitivele SPR si stripurile folosite ntr-
un recipient corespunzator.

readuceti-

REZULTATE

Fluorescenta este masurata de doud ori in cuveta de citire
a stripului cu reactivi, pentru fiecare proba testata. Prima
citire este o citire de fundal a cuvetei substratului, inainte
ca dispozitivul SPR sa fie introdus in substrat. A doua
citre este efectuatd dupd incubarea substratului
cu enzima ramasa in interiorul dispozitivului SPR. RFV
(Relative Fluorescence Value - Valoarea relativa
a fluorescentei) este calculatd prin scaderea citirii
de referinta din rezultatul final. Acest calcul apare pe fisa
rezultatului.

Valoarea testului este calculata de instrument pentru
fiecare proba, dupa cum urmeaza:

Valoarea testului = RFV pacient / RFV standard
Aceasta valoare de test, cat si interpretarea, apare pe fisa
rezultatului. Valoarea clinicd de demarcatie a fost stabilita
la o Valoare de test de 0,10. Interpretarea in functie
de valoarea testului este dupa cum urmeaza:

Valoarea de testare Rezultat
<0,10 Negativ
20,10 Pozitiv

CONTROLUL DE CALITATE

in fiecare kit VIDAS C. difficile GDH sunt incluse
un control pozitiv si un control negativ.

Aceste controale trebuie efectuate de fiecare data cand
este deschis un lot nou de reactivi, pentru a va asigura ca
performanta reactivului nu a fost afectatd. Fiecare
calibrare trebuie verificata utilizdnd aceste controale.
Instrumentul va putea verifica valorile de control doar
daca acestea sunt identificate prin C1 si C2.

Rezultatele nu pot fi validate daca valorile de control
deviaza de la valorile preconizate.

Nota
Reprezinta responsabilitatea utilizatorului sa efectueze

Controlul de calitate in conformitate cu toate
reglementarile locale aplicabile.

LIMITARILE METODEI

1. Din cauza eterogenitdti probei, amestecarea

temeinica a probelor de scaun este esentiala pentru
evitarea rezultatelor discrepante. Probele care
furnizeaza rezultate contradictorii cu informatiile clinice
disponibile trebuie retestate utilizand o proba
proaspata.

2. De sine statator, un rezultat VIDAS C. difficile GDH
negativ nu poate elimina posibilitatea colitei sau diareii
asociate cu C. difficile. Poate fi rezultatul unei
prelevari, manipulari sau depozitari
necorespunzatoare a probei. Evaluati intotdeauna
rezultatele analizei VIDAS C. (difficile GDH
concomitent cu semnele clinice si istoricul pacientului
atunci cand diagnosticati afectiunile asociate
cu C. difficile.

3. De sine statator, un rezultat VIDAS C. difficile GDH
pozitiv nu trebuie utilizat pentru a diagnostica colita
sau diareea asociata cu C. difficile. Rezultatele
analizei VIDAS C. difficile GDH trebuie evaluate
intotdeauna concomitent cu semnele clinice si istoricul
pacientului atunci cand diagnosticati afectiunile
asociate cu C. difficile.

4. Instructiunile definesc cea mai buna strategie pentru
testarea C. difficile drept testarea efectuatd pe scaun
diareic (neformat), cu exceptia cazurilor céand
se suspecteaza o ocluzie intestinala cauzata
de C. difficile. Proba adecvata pentru diagnosticarea
infectiei cu C. difficile este un scaun apos, nelegat
sau neformat. Evaluarea unui scaun neformat
poate avea efect asupra specificitatii diagnosticarii
CDAD (12, 15, 16 si 17).

DATELE EPIDEMIOLOGICE

in cadrul unui studiu european (21) efectuat de ESGCD
(Grupul european de studiu pe Clostridium difficile),
frecventa medie a scaunelor cu rezultate pozitive
in privinta toxinelor, colectate din 136 de spitale, a fost
de 9,5%. In America de Nord, dintr-un sondaj canadian
(22) incluzadnd 380 de spitale, ratele medii de pozitivitate
a testului au variat de la 13,2 pana la 17,2%, in functie
de dimensiunea spitalelor (de la <300 pana la >500
de paturi), cu o incidenta medie (a infectiei cu Clostridium
difficile-) intre 23,5 si 40,3 cazuri per 100.000 de zile
ca pacient. In documentul de pozitie al Societatii pentru
epidemiologia din sanatate (SHEA -  Society
for Healthcare Epidemiology of America), rata raportata
afost intre 17 si 60 de cazuri per 100.000 de zile
ca pacient (23).
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PERFORMANtA CLINICA
Sensibilitatea si specificitatea analizei

Au fost testate 1.904 probe de scaun colectate de la pacienti suspectati de infectie cu C. difficile (CDI) in trei locatii
(Europa si S.U.A.). Grupurile de varsta ale pacientilor variaza de la 1 an pana la 100 de ani. A fost testat un singur
esantion din fiecare proba folosind VIDAS C. difficile GDH pe un instrument VIDAS . S-a efectuat un test pe cultura
bacteriana pentru fiecare proba intr-un mediu CCFA si intr-un mediu cromogenic (chromID® C. difficile ref. 43871).
Au fost confirmate coloniile tipice, utilizdnd metode biochimice sau imunologice.

Datele studiului sunt rezumate in urmatoarele tabele:

Performanta analizei VIDAS C. difficile GDH versus cultura bacteriana CCFA

Test cultura bacteriana CCFA
Pozitiv Negativ Total
VIDAS Pozitiv 293 160* 453
C. difficile GDH Negativ 13* 1438 1451
Total 306 1598 1904
Performanta % [95%Cl]
Sensibilitate 95,8% [92,8 - 97,71%
Specificitate 90,0% [88,4 - 91,4]%
Valoare predictiva negativa 99,1% [98,5 - 99,5]%
(NPV)

* S-au descoperit 160 de probe pozitive cu analiza VIDAS C. difficile GDH si negative cu testul de cultura bacteriana
CCFA, 75 dintre acestea fiind pozitive si 85 negative cu analiza C. difficile GDH disponibila comercial.

** S-au descoperit 13 probe negative cu analiza VIDAS C. difficile GDH si pozitive cu testul de cultura bacteriana CCFA,
9 dintre acestea fiind negative si 4 pozitive cu analiza C. difficile GDH disponibila comercial.

Performanta analizei VIDAS C. difficile GDH versus chrom® ID C. difficile

Test cultura bacteriana
chromID® C. difficile
Pozitiv Negativ Total
VIDAS Pozitiv 325 128* 453
C. difficile Negativ 25 1426 1451
GDH g
Total 350 1554 1904
Performanta % [95%Cl]
Sensibilitate 92,9% [89,6 - 95,3]%
Specificitate 91,8% [90,3 - 93,1]%
Valoare predictiva 98,3% [97,5 - 98,9]%
negativa (NPV)

* S-au descoperlt 128 probe pozitive cu analiza VIDAS C. difficle GDH si negative cu testul de cultura bacteriana
chromID® C. difficile, 49 dintre acestea fiind pozitive si 79 negative cu analiza disponibila comercial C. difficile GDH.

** S-au descoperlt 25 probe negative cu analiza VIDAS C. difficile GDH si pozitive cu testul de cultura bacteriana
chromID® C. difficile, 18 dintre acestea fiind negative si 7 pozitive cu analiza dlsponlblla comercial C. difficile GDH.
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Grupa de N Sensibilitate [Clos] % N Specificitate [Clos] %
varsta (Probe pozitive) (Probe negative)
<2 ani 1 100,0% [2,5 - 100]% 2 100,0% [15,8 - 100]%
2-12 ani 22 100,0% [84,6 - 100]% 47 85,1% [71,7 - 93,8]1%
13 — 21 de ani 13 100,0% [75,3 - 100]% 45 88,9% [75,9 - 96,3]1%
22 - 59 de ani 125 97,6% [93,1 - 99,5]% 632 88,9% [86,2 - 91,31%
2 60 de ani 145 93,1% [87,7 - 96,6]% 872 91,1% [89,0 - 92,91%

Compararea metodelor cu o analiza C. difficile GDH disponibila comercial

Au fost testate 1.904 probe de scaun colectate de la pacienti suspectati de infectie cu C. difficile (CDI) in trei locatii
(Europa si S.U.A.). A fost testat un singur esantion din fiecare proba folosind VIDAS C. difficile GDH pe un instrument
VIDAS si o analiza C. difficile GDH disponibila comercial. Datele studiului sunt rezumate Th urmatorul tabel:

Comparatie intre analiza VIDAS C. difficile GDH si analiza C. difficile GDH disponibila comercial

Analiza
C. difficile GDH disponibila
comercial (toate locatiile)
Pozitiv Negativ Total
VIDAS Pozitiv 367 86 453
C. difficile 10 A
GDH Negativ 1451
Total 377 1527 1904
Performanta % [95%Cl]
Coerenta procentuala 97,3% [95,2 - 98,7]1%
pozitiva
Coerenta procentuala 94,4% [93,1-95,5]%
negativa
Coerenta procentuala 95,0% [93,9-95,9]%
generala
PERFORMANLE ANALITICE
Precizie

Precizia in acelasi laborator a fost estimaté la o locatie, pe baza recomandarilor CLSI® EP5-A2

Trei probe umane, inclusiv 2 apropiate de valoarea clinica de demarcatie (1 Thalt negativ si 1 slab pozitiv), au fost testate
in triplicat in 2 executii pe zi cu 2 operatori diferiti, utilizand 2 loturi de reactivi, pe un total de 12 zile de testare (6 zile de
testare per lot) pe 1 instrument VIDAS (N = 72 de valori de testare pentru fiecare proba). Doua calibrari au fost utilizate
pentru fiecare lot de reactivi (3 zile de testare per calibrare si lot) pe durata intregii perioade de studiu. Datele studiului
sunt rezumate in urmatorul tabel:

Precizie totala in acelasi
laborator (total cu acelasi

Reproductibilitate instrument, loturi diferite,

Valoare de testare

Proba N medie calibrari diferite)
Deviatie o Deviatie o
standard CV (%) standard CV (%)

Proba 1
- . 72 0,07 0,00 6,0 0,01 14,1
Inalt negativ
Proba 2
. 72 0,12 0,01 52 0,01 11,9
Slab pozitiv
Proba 3
. 0,27 0,02 57 0,03 11,2
Moderat pozitiv
bioMérieux SA Roména - 7
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Reproductibilitatea totala cu instrumente diferite si pe loturi diferite a fost estimata la trei locatii, pe baza recomandarilor
CLSI® EP5-A2.

Trei probe umane, inclusiv 2 apropiate de valoarea clinica de demarcatie (1 Tnalt negativ si 1 slab pozitiv), au fost testate
in triplicat in 2 executii pe zi cu 2 operatori diferiti, utilizand 2 loturi de reactivi, pe un total de 6 zile de testare (3 zile de testare
per fiecare lot) pe 3 instrumente VIDAS la 3 locatii diferite (N = 108 valori de testare pentru fiecare proba). O calibrare a fost
utilizata pentru fiecare lot de reactivi pe durata intregii perioade de studiu. Datele studiului sunt rezumate in urmatorul tabel:

Reproductibilitate

(total cu pregatire
Prob3 N  Valoare de testare probajoperator/executielzillot/
medie instrument diferit(a))

Deviatie standard CV (%)

Proba 1
- 108 0,06 0,01 19,1
Inalt negativ
Proba 2
108 0,12 0,02 12,9
Slab pozitiv
Proba 3
108 0,26 0,03 13,0

Moderat pozitiv

Reactivitate analitica

Analiza VIDAS C. difficile GDH a fost evaluata, de asemenea, utilizand cateva tulpini de C. difficile. Tulpinile au fost
crescute pe agar Columbia + 5% sange ovin (bioMérieux ref. 43041) si au fost testate utilizand analiza VIDAS C. difficile
GDH, la o concentratie de 9x10® CFU/m (3 McFarland).

Analiza VIDAS C. difficile GDH detecteaza urmatoarele tulpini de C. difficile:

Tulpini C. difficile toxinogenice: ATCC® 43255™: ATCC® 9689™; ATCC® 700792™; ATCC®17858™; ATCC® BAA-
1805™: ATCC® BAA-1382™:; ATCC® 51695™; ATCC® 43600™; ATCC® 43599™; ATCC® 43596™; ATCC® 43594™:
ATCC® 17857™; ATCC® 43598™; CCUG 20309.

Tulpini C. difficile netoxinogenice: ATCC® 700057™; ATCC® 43593™; X1a 1S58; X1b R1 1402; ATCC® 43601™
(3 x 10® CFU/mI).

Colectia ECDC Cardiff, incluzand urmatoarele ribotipuri:

001 (7 tulpini); 002; 003; 012; 014; 015; 017; 020; 023; 027; 029; 046; 053; 056; 070; 075; 077; 078; 081; 087; 095; 106;
126; 131; VPI 10463; 005; 010; 045; 048; 156; 174.

Colectia ECDC bioMérieux, incluzand urmatoarele ribotipuri:

001 (6 tulpini); 002 (9 tulpini); 005 (2 tulpini); 010 (1 tulpind); 012 (4 tulpini); 014 (10 tulpini) ;015 (1 tulpind);
017 (20 de tulpini); 020 (5 tulpini); 023 (1 tulpina); 027 (24 de tulpini); 047 (1 tulpina); 050 (1 tulpind); 053 (4 tulpini);
054 (2 tulpini); 056 (2 tulpini);057 (1 tulpind); 058 (1 tulpind); 075 (1 tulpind); 078 (3 tulpini); 096 (1 tulpind);
097 (1 tulpina); 103 (2 tulpini); 106 (16 tulpini); 110 (2 tulpini); 118 (1 tulpinad); 153 (1 tulpind); 177 (1 tulpina).

Sensibilitate analitica

Sensibilitate la valoarea clinica de demarcatie

Sensibilitatea la valoarea clinica de demarcatie (valoare de testare = 0,10) a fost evaluata folosind o gama de dilutii GDH
purificatd nativa C. difficile si GDH C. difficile recombinanta intr-un fond de probe negative de scaun cu C. difficile.

Analiza VIDAS C. difficile GDH detecteaza GDH purificata nativa la un nivel de 2,13 ng/ml si GDH recombinanta la un
nivel de 0,70 ng/ml la valoarea clinica de demarcatie (valoare de testare = 0,10).

Limita de detectie

Limita de detectie a fost evaluata folosind o gama de dilutii GDH C. difficile si GDH C. difficile recombinanta intr-un fond
de probe negative de scaun cu C. difficile, pe baza recomandarilor CLSI EP17-A.

Limita de detectie a analizei VIDAS C. difficile GDH (95% rata de detectie pentru probele pozitive) este de 3,00 ng/ml
pentru GDH purificata nativa si de 0,75 ng/ml pentru GDH recombinanta.

Efectul de tip ,,hook”

Nu s-a observat niciun efect de tip ,hook” pana la concentratii ale GDH purificata nativa de 2 pg/ml si concentratii ale
GDH recombinanta de 600 ng /ml.
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Interferente

Studiul medicamentelor si al altor substante potential interferente

Interferentele potentiale din partea medicamentelor si a altor substante utilizate in mod curent au fost stabilite
pe baza recomandarilor CLSI® EP7-A2 la 2 niveluri de GDH (un slab pozitiv apropiat de valoarea clinica de demarcatie
si un Tnalt pozitiv).

Nu s-a detectat nicio Nu s-a detectat
Compusi testati inAtevrf erentd semnific.ativé. Compusi testati nicio_ i_nter:fevrerlgév
’ ; pana la o concentratie de: ’ ; semnificativa pana
la concentratii de:
Hemoglobina 3,2 mg/mi Hidrocortizon 0,39 mg/ml
Lipide 20 mg/mi Hidroxid de aluminiu 15,3 mg/mi
Mucina 3,33 mg/ml Hidroxid de magneziu 6,2 mg/ml
Amoxicilina 196,49 pmol/l Lidocaina 0,12 mg/ml
Salicilat de bismut 8,2 mg/ml Loperamida 0,08 mg/ml
Carbonat de calciu 13,06 mg/ml Mesalazina 19,2 mg/ml
Ceftriaxona 1,46 mmol Metronidazol 2 mg/ml
Clorura de benzalconiu 2 ug/mi Naproxen 2.170 pmol/l
Ciprofloxacina 30,2 umol/l Nistatina 600 Ul/ml
Eritromicina 81,6 pmol/l Fenilefrina 0,16 mg/ml
Etanol 86,8 mmol Sennoside 0,24 mg/ml
Fidaxomicina 4 mg/ml Tergitol 0,125 viv
Gentamicina 21 ymol/l Tetraciclina 34 pymol/l
Ulei mineral 0,27 viv Vancomicina 5 mg/ml

Reactivitate incrucisata si interferenta:

Pentru a testa reactivitatea incrucisata, fiecare microorganism a fost diluat intr-un fond de probe pre-tratate C. difficile
negative si a fost testat un singur esantion folosind analiza VIDAS C. difficile GDH.

Pentru a testa interferenta, fiecare microorganism a fost diluat intr-un fond de probe pre-tratate C. difficile pozitive
si a fost testat un singur esantion folosind analiza C. difficile GDH. Microorganismele au fost testate la o concentratie
de 3 x 10% CFU/ml (1 McFarland) pentru detectarea bacteriilor si de 1 x 10° PFU/ml pentru detectarea virusurilor.

Niciunul dintre urmatoarele microorganisme, prezente in probele de scaun, nu a reactionat cu analiza
VIDAS C. Difficile GDH:

Abiotrophia defectiva, Acinetobacter baumannii, Acinetobacter Iwoffii, Aeromonas hydrophila ssp hydrophila, Alcaligenes
faecalis ssp faecalis, Anaerococcus tetradius, Bacillus cereus, Bacteroides caccae, Bacteroides merdae, Bacteroides
stercoris, Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium longum, Campylobacter jejuni ssp jejuni, Candida albicans,
Candida catenulata, Cedecea davisae, Chlamydia trachomatis, Citrobacter amalonaticus, Citrobacter freundii,
Citrobacter koseri, Citrobacter sedlakii, Clostridiuim nexile, Clostridium beijerinckii, Clostridium bifermentans, Clostridium
bolteae, Clostridium butyricum, Clostridium chauvoei, Clostridium fallax, Clostridium haemolyticum, Clostridium
histolyticum, Clostridium innocuum, Clostridium novyi, Clostridium paraputrificum, Clostridium perfringens, Clostridium
ramosum, Clostridium scindens, Clostridium septicum, Clostridium sordellii, Clostridium sphenoides, Clostridium
spiroforme, Clostridium sporogenes, Clostridium symbosum, Clostridium tertium, Clostridium tetani, Collinsella
aerofaciens, Corynebacterium genitalium, Desulfovibrio piger, Edwardsiella tarda, Eggerthella lenta, Enterobacter
aerogenes, Enterobacter cloacae, Enterococcus casseliflavus, Enterococcus cecorum, Enterococcus dispar,
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus gallinarum, Enterococcus hirae, Enterococcus raffinosus,
Escherichia coli, Escherichia fergusonii, Escherichia hermannii, Flavonifractor plautii, Fusobacterium varium, Gardnerella
vaginalis, Gemella morbillorum, Hafnia alvei, Helicobacter fenneliae, Helicobacter pylori, Klebsiella oxytoca, Klebsiella
pneumoniae ssp pneumoniae, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus reuteri, Lactococcus lactis ssp lactis, Leminorella
grimontii, Listeria grayi, Listeria innocua, Listeria monocytogenes, Peptoniphilus asaccharolyticus, Peptostreptococcus
anaerobius, Plesiomonas shigelloides, Porphyromonas asaccharolytica, Prevotella melaninogenica, Proteus mirabilis,
Proteus penneri, Providencia alcalifaciens, Providencia rettgeri, Providencia stuartii, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas putida, Salmonella enterica ssp arizonae, Salmonella ser.Choleraesuis, Salmonella ser.Typhimurium
Serratia liquefaciens, Serratia marcescens, Shigella boydii, Shigella dysenteriae, Shigella sonnei, Staphylococcus
aureus ssp aureus, Staphylococcus epidermidis, Stenotrophomonas maltophilia, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus dysgalactiae ssp dysgalactiae, Streptococcus intermedius, Streptococcus uberis, Trabulsiella guamensis,
Veillonella parvula, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Yersinia bercovieri, Yersinia rohdei, Adenovirus 40 et 41,
Rotavirus RF, Norovirus, Enterovirus 70, Echovirus 12, virus Coxsackie, Cytomegalovirus AD169.
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INDEPARTAREA DESEURILOR

Indepartati reactivii folositi sau nefolositi precum si orice
alte materiale de unica folosintd contaminate respecténd
procedurile pentru produse infectioase sau potential
infectioase.

Este responsabilitatea fiecarui laborator de a manevra
deseurile si scurgerile produse conform tipului si gradului
de periculozitate al acestora si de a le trata si indeparta (sau
de a angaja pe cineva care sa le trateze sau sa le
indeparteze) in conformitate cu orice reglementari aplicabile.
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GARANTIE LIMITATA

bioMérieux garanteaza performanta produsului pentru destinatia de utilizare mentionata cu conditia ca toate procedurile
referitoare la utilizare, depozitare si manipulare, duratéd de depozitare (daca este cazul) si masuri de precautie sa fie
urmate cu strictete, conform descrierii din Instructiunile de utilizare.

Cu exceptia celor expres mentionate mai sus, bioMérieux declina prin prezenta orice garantii, incluzand orice garantii
implicite de vandabilitate si compatibilitate pentru un anumit scop sau o anumita utilizare, si declina orice responsabilitate
directd, indirectd sau pe cale de consecinta, pentru orice utilizare a reactivului, aplicatiei software, a instrumentului
si consumabilelor (,Sistemul”) diferitd de cea exprimata in Instructiunile de utilizare.

ISTORICUL REVIZUIRILOR
Categoriile tipurilor de modificari:

N/A Nu se aplica (Prima publicare)
Corectura Corectia anomaliilor de documentare
Modificare tehnica Completari, revizii si/sau indepartarea de informatii legate de produs
Administrativ Implementarea de schimbari non-tehnice care pot fi observate de catre utilizator
Nota: Modificarile minore de tipar, gramaticale sau de format nu sunt incluse
in istoricul revizuirilor.
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BIOMERIEUX, logo-ul BIOMERIEUX, chromID, SPR si VIDAS sunt marci comerciale utilizate, inregistrate si/sau in curs de inregistrare,
care apartin bioMérieux sau uneia dintre filialele sau companiile sale.

CLSI este o marca comerciala apartinand Clinical Laboratory and Standards Institute Inc.

Marca comercialda ATCC si denumirea comerciala si oricare dintre si toate numerele de catalog ATCC sunt marci comerciale inregistrate
ale American Type Culture Collection.

Oricare altd denumire sau marca comerciala apartine proprietarului respectiv.
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