VET-RPLA KIT para DETECCION de TOXINAS

Kit para defectidn de enterotoxing de Vibrio cholerae v enteratoxina termidbil de Escheric
colf en filtradas de cultives por aglutinacion de tex en fase reversa, o

mnggnumﬁ_n _ _
Es conacido que dertas cepas. de Escherichia coli producen enterotoxinas. Estas cenas de
Esch. coli (ETEC) enterotogénicas son causa comin de diarrea en paises desarrnladnsezlm
también de |a diarrea del viajero. Las razas de ETEC producen una o dos diferentes
enterotownas, una termolabil (LT) y una termoestable (ST). La enterotoxing (T tiene una
estructura antigénica similar a la enterotoxina (CT)encontrada en Vibrio chalerae. Los
?:l:lrtisqﬁms obtenidos en conejos inmunizados con CT reaccionaran, por tants con ambas,
yir.
La prueba VET-RPLA estd disefiada para la deteccion de LT 6 CT en cultivos liquidos. Un test
con resultado positivo indica que el microonganismo produce la enterotoxina correspondiente,
La técnica de aglutinacion de hitex en fase reversa (RPLA) capadita que la deteccion de
antigenas solubles como las toxinas bacterianas puedan ser detectados por un ensayo de
lutinacidn,
gﬁ un ensayo de aglutinacon gsténdar, los anticuerpos solubles reaccionan con los antigencs
particulados tales como las células bacterianas. No obstante, en un ensayo de aglutinacidn en
fase REVERSA, los anticuerpos que estin unidos a particulas, reaccionan con el antigeno
soluble. Las particulas (en este caso el Istex) no juegan por si mismas parte en la reaccdn y
son por tanto PASIVAS. El entramado de las particulas de latex por la reaccidn espedifica
antigeno/anticuerpe da como resultado una reaccién visible de AGLUTINACION DE LATEX.

PRINCIPIOS de la PRUEBA
Particulas de latex de paliestireno se sensibilizan con antisuero purificado de conejo
inmunizado con enterotaxina purificada de Vibrio cholerae. Estas particulas aglutinaran en
presencia de enterotoxing (CT) de V cholerae o enterotaxina termolabil (LT) de E. cafi. Se
suministra un reactivo de control gue consiste en particulas de [atex sensibilizadas con
globulinas de conejo no inmune.
La prueba se lleva a cabo en placas de microtitulacién con pocillos en V", Se hacen
diluciones del filtrado de cultivo en dos filas de pocilios, se afade un volumen de la
suspensitn de latex a cada pocillo y se mezcla el contenido. Si alguna de las toxinas esté
presente, se da la aglutinacdn, resultando en la formacion de una estrectura lechosa que,
tras sedimentar, forma una capa difusa sobre la base del pocillo. Si las enterotoxinas estin
ausentes o a una concentraciin por debajo del nivel de deteccion del ensayo, no se podra
formar tal estructura lechosa y, por tanto, bo que se observard serd un depdsito compacto.

PRECAUCIONES
Este producto es para uso diagndstico in vitro exclesvamente
No congelar.
Mo intercambiar reactivos de diferentes ndmeros de lote.
Los reactivos y el diluyente contienen 0,1% de azida sodica como conservante. La azda
stdica puede reaccionar con el plomao o cobre de las tuberias y producic azidas metalicas que
son explosivas por contacto detonante. Para prevenir la acumulacidn de azidas en el sistema
de tuberias, dejar correr abundante agua por la pila inmediatamente después de desechar los
reactivos que las contienen.

CONSERVACION
El kit VET-RPLA debe conservarse a 2-B°C. Bajo estas condsciones los reactivos mantendran su
actividad hasta la fecha que figura en la caja del kit. Tras su reconstitucion, los controles de
enterotoxing deben conservarse a 2-8°C. Bajo estas condiciones bos controles de enterotoxing
reconstituidos retendran su actividad durante 3 meses, & hasta la fecha que figure en la caja
del kit, la que sea antes.

PREPARACION de la MUESTRA
Las cepas de Vcholerae y Ecoll para ensayar deben ser recogedas de muestras clinicas e
identificadas por las técnicas apropiadas que se desariben en los libros de texto.
Diebe resaltarse que F.ooli es un habitante normal del intesting y puede haber mas de un
serotipo presente en la muestra. Es por tanto recomendable que se ensayen separadamente
al menos 6 colonias asladas para asegurar una mayor probabilidad de deteccion de razas
productoras de enterotogna. Algunas cepas ETEC producen en cultiva LT a bajo nivel. Bl
tratamiento en el caldo de cultivo con polimixina B liberard suficiente LT para su deteccidn,
Vcholerae normalmente produce en cultivo grandes cantidades de enterotmana y no se
requieren medios ni ecnicas de extraccidn especiales.
METODO DE UTILIZACION
1. Material requeride y no suministrade
Placas de microtitulacion (pocillos en "V™) y tapas
Pipetas fijas o vaniables y puntas (25u))
Centrifuga capaz de generar 300g (habitualmente 3000 rpm en una centrifuga de
mesa pequeha) o unidad de filtracion de membrana con filtros desechables de baja
capacidad de umidn a proteinas y con un tamano de poro de 0,2pm-0,45pm (tales
como Millipore SLGV)
Apitador orbital
Medio de cuftivo que promueva la produccion de enterotoxena (Peptona Water (Ouoid
CM3) es un medio apropiada), sjustado a pH 8,4 para cepas de V. cholerae y también

el Mundell's Medium®
Formulacién Mundell's Medium® Férmula
gllitro
Peptona de Caseina (Duoid LAZ) 200
Cloruro sddico 15
Extractn de Levadura (Oxoid L21) 6.0
Fosfato dipotasico 87
Dextrosa 15
Clorro férrico 0.005
Cloruro de manganeso 0.005
Sulfato de magnesio 0.05

pHBS5 £ 0,2



Polimixina B

Solucidn de hipodorito sddico (>1.3% pip)
Goteador de 25ul (opaonal)

Dildor de 25l (opcianal)
Micromezelador jopional)

Caja hismeda jopoonal)

1. Componentes del Kit

Folleto de instrucciones .
TDE21 Latex Sensibilizado
Suspension de |#tex sensibiizado con anticuerpos especificos (IgG de coneja)
frente a enterotoming de Voholerae,
TOe22 Latex control
Suspensidn de litex sensibfizada con globulinas de conejo no iInmune
TD4923 Enterctoxina control
Enterotoomna deshadratada de Vcholerge.
TS24 Diluyente
Fosfato buffer salino conteniendo albamina de sueno boving.

3. Produccion de Toxina en Cultivo Liquido

31 Un medio adecuade serd Peptone Water (Dxoid CM3) ajustado a pH 8,4,

32 Inocular la cepa a ensayar en & medo de cultivo e incubar, prefenblemente con
agitacon a mas de 110 fpm en un agitador orbetal, a 30°C durante 24 horas,

33 Tras la incubacdn, o bien centrifugar 3 900g durante 20 minutos a 4°C y usa o
sobvenadante como muestra a ensayar o bien filtrar por membrana wtilizando un filto

e 0, 2urn - 0,45um de baja unidn 3 proteinas y usar el filtrado como muestra a

Ay
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34 Un medio adecuado es Mundells medium? (descrito en ef Apéndice),

35  nocular la cepa a ensayar en o medio de cultivo (volimenes apropiados de medio
Eﬁ;ﬁtlalmﬂem.pﬂmmmmﬁui?t,

36 Tras ka incubaciin afadr al cultivo o a una porcidn de &° polimixina B a una
concentracion de 10,000 unidades/mi. incubar a 37°C durante 4 horas. Tras la
incubacion, o bien centrifugar a 900g durante 20 minutos a 4°C y usar el
sobrenadante como muestra a ensayar o bien filtrar por membrana utlizando un filtro

de 0, 2pm - 0,45um de baga unitn a proteinas y usar e filtrado comao muestra a

ensayar,
Nota: Es recomendable ef control del método particular de cultivo con cepas estandar
productorss de toxings, Voholerae o F. ool tal como E.colf NCTCT1601.

4.  Control
El control de towing reconstiluido aghutinard con el latex sensibilizado. £l uso del control
de bouing proporcionara kas referencias para bos patrones positivas ilustrados mas aajo
{ver Interpretacion de Resuftados). Bl control debe wtilizarse de vez en cuando solo para
confirmar el cormecto funcionamiento de 1a prueba de [atex. El control de toxina no se
surmanistra a un nivel especificado y por tanto no debe wsarse como medio para
cuantificar los niveles de tomina detectados en la muestra obieto del ensayo.

5. Método de Ensayo

Aeactivgs de Trabajo

Los reactives de Wtex y el diluyente vienen lstos para su uso. Los reactivos de bitex

deben agitarse vigorosamente anles de 5uU LSO Para segurar una suspension

. Para reconstituir ¢l reactive control, afadir 0,5mi de diluyente (TD924) a
cada vial. Agitar suavemente hasta dsolver completaments el contenido.

5.2 Destrbuir la placa de forma que cada fila tenga B pocillos. Cada muestra necesita e
emple de 2 de tales filxs,

53 Por med de una pipeta o goteador, dispensar 25l del diluyente en cada podillo de
las dos filas excepto en el primer pocillo de cada fila,

54 Afiadi 250 de la muestra al primier y sequndo pocilo de cada Tla.

55 Utiizando wna pipeta o dilsdor y comenzando por e segundo pocillo de cada fila,
recoger 25ul y llevar a cabo diluciones dobles a bg largo de cada una de las dos filas.
Parar en el 7° podillo para dejarlo solo con ;

56 A cada podillo de ba primera fila, afiadie 25 de sensibiizado.

57 Acada pecillo de la sequnda fila, anadir 25 de control de ltex.

58  Para mezclar of conterndo de cada pocille , rotar la placa con un microagitador o
Eﬂr@:l;:mhm.mmpxaumu&nsﬂhaduasm

[P,

59  Para evitar la evaporaciin, cubrir b placa con la tapa. Poner la placa en una

himeda es una aceptable alternatva, Dejar la placa inmévil solee una su e ore

de wibraciones a temperatura ambiente durante 20-24 horas, Aypuedara a ks posterior
lectura si la placa se coloca sobre un paped negro duranie esta mcubacion,

510 Examinar Ly i de cada poclky de cada fila contra un fondo negro.

5.1 Los tubos de centrifuga, filtros de membranas, placas de microtitulacion, tapas y
puntas de pipetas esterilizarse por autoclave a 121°C 6 desinfectar antes de
desecharlos en solucidn de hipocloite sddico (>1.3% pipl.

5,127 Desechar los controles de toxina y bos extractos de cuftive en soluciin de hpaclonito

sodico (=1.3% pip)

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
Los patrones de aghutinackin deben purgarse por comparacion con a siguiente hstradon.
Reswltados clasificados como (+), (++), ¥ (+++) son considerados positivos.

)

TR (x) (+) (++) (++4) S

casos pueden obsenvarse aglutinacionss no especficas. En tales casos los resultadas deben
interpretarse como positivgs sila reaccion con el |tex sensibilizado es positiva & una diludon
miagos con la muestra que la vista con el contral de itex. E1 difme pocifio de todas las filas
dabe ser negatwo. % se observan patrones positivos en algunos de estos pocillos ba reaccion
debe considerarse no valida,

Mota: Cuando hay una cantidad excesiva de CT, puede observarse un efecio prozend, por
epern. & da un patron negativo en pocillos que contienen la muestra y el Latex sensilizado.
Mo obstante, coma resultado de las dobles dilucionss, la concentracidn de CT en cada podlio
a lo largo de la fila 2 ve reducda progresivamente y por tanto ¢ efecto prozona debido a un
excesn de T desaparece, Un patran positive de aglutinacién puade ser observado tras haber
visto patrenes negativas en bos primencs pocillos de la fila. Con tales resuftados, la muestra
debe reportarse come positiva,

LIMITACIONES DE LA PRUEBA ;
La sensibilidad de‘esta pruetba en detectar CT es 1-2ngfml. Si b enterotoxing estd peesente a
concentraciones infenores dard por tanto un resultado negatng.



