KIT VTEC-RPLA para DETECCI ON de TOXINAS
Cdédigo: TD0960

Prueba de aglutinacion pasiva en fase reversa de latex para deteccion de verocitotoxinas VT1y VT2
producidas por Escherichia a partir de aislados de cultivos de alimentosy de muestras fecales.

INTRODUCCION

L a verocitotoxina producida por E. coli (VTEC) es transmitida a través de alimentos, aguay por
contacto persona a persona, y se lareconoce como causante de una amplia variedad de enfermedades
desde diarrea acuosa autolimitada y colitis hemorragica a sindrome urémico hemolitico (HUS) y

purpura trombéti ca trombocitopénica. 12345

Estas enfermedades pueden ser fatales, haciendo del incremento de laincidencia de contaminacion
por VTEC causa de preocupacion mundial.

A diferencia de otros tests que detectan la presencia de cepas tales como las de E. coli 0157 (delas
cuales algunas, pero no todas, producen verocitotoxinas), e kit Oxoid VTEC-RPLA detectalas
propias toxinas, proporcionando una claray especificaindicacion de laproducciéonde VT16VT2.
Esto solventa el problema de |os resultados positivos de otros latex y ensayos de cultivo (por g.
aguellos que detectan el organismo en vez de latoxina) cuando cepas de E. coli O157 no productoras
de toxina estan presentes. |gualmente, también soluciona el problema de los resultados negativos en
casos en que cepas nNo-0157 sean responsables de la produccién de toxina.

La prueba puede emplearse con aislados cultivados a partir de alimentos y de muestras fecales.

PRINCIPIOS dela PRUEBA

Particulas de |&tex de poliestireno se sensibilizan con antisuero purificado de congjo inmunizado
reactivo averocitotoxinade E. coli VT1 6 VT2. Estas particulas aglutinaran en presencia de una o
ambas verocitotoxinas de E. coli. La aglutinacion daralaformacion de un entramado lechoso. Al
sedimentar formaré una capa difusa en la base de los pocillos en “V” de la placa de microtitulacion.
Si las verocitotoxinas estan ausentes o a una concentracion por debajo del nivel de deteccidn del
ensayo, no se podra formar tal estructuralechosay, por tanto, o que se observard serd un depésito

compacto. El uso de una solucién de polimixinaB facilitalaliberacion de verocitotoxinas.6’

PREPARACION dela MUESTRA

LosaisladosdeE. coli serecogen apartir de alimentos o de muestras clinicasy se identifican por
procedimientos estandar.

El serogrupo 0157 puede identificarse utilizando Sorbitol MacConkey Agar (Oxoid CM813), dado
gue esincapaz de fermentar €l sorbitol. Otros serogrupos de E. coli , no obstante, producen
verocitotoxina

METODO DE UTILIZACION
1.Material requeridoy no suministrado

Placas de microtitulacién (pocillosen “V”) y



tapas Pipetasfijas o variablesy
puntas (25ul) Centrifuga
capaz de generar 900g (habitual mente 4000 rpm en una centrifuga de mesa pequefia) o unidad de
filtracion de membrana con filtros desechables de baja capacidad de unién a proteinasy con un
tamarnio de poro de 0,2um-0,45um (tales como Millipore
SLGV).
CA-YE Broth 6 Brain Heart Infusion Agar (Oxoid CM375).
PolimixinaB (ver 3.2.2).
Solucion de hipoclorito sodico (>1,3% p/
p)
Goteador de 25ul
(opcional)
Diluidor de 25u | (opcional)
Micromezclador (opcional)
Caja humeda (opcional)
2. Componentes del kit:
TD 961 Latex sensibilizado VT1. Suspension de latex sensibilizado con anticuerpos especificos (1gG
de conegjo) frente a verocitotoxinatipo 1 de E. coli .
TD 962 Léatex sensibilizado VT2. Suspension de létex sensibilizado con anticuerpos especificos (1gG
de congjo) frente a verocitotoxinatipo 2 de E. coli .
TD 963 Latex Control. Suspension de latex sensibilizado con globulinas de conegjo no inmunizado.
TD 964 Verotoxina Control (VT1). Verocitotoxinatipo 1 de E. coli deshidratada.
TD 965 Verotoxina Control (VT2). Verocitotoxinatipo 2 de E. coli deshidratada.
TD 966 Diluyente. Fosfato buffer salino.
Folleto de instrucciones.

3. Produccion y Extraccion de Toxina

E. coli puede ensayarse para la produccion de toxina verocitotoxigéenica por crecimiento en medios de
cultivo. El crecimiento del microorganismo puede hacerse en medio liquido (CA-YE broth), o en
Brain Heart Infusion Agar. El crecimiento en agar va seguido por extraccion en una solucién de
polimixinaB.

3.1 Método de cultivo en caldo

3.1.1 El microorganismo aislado seinocula en caldo CA-YE y seincubaa37° C durante 18-20
horas con agitacion vigorosa (120-150 oscilaciones por minuto).

3.1.2 Tras el crecimiento €l cultivo puede bien centrifugarse a 4.000 rpm durante 20 minutosa4° C o
filtrarse por medio de filtros de membrana de baja unién a proteinas de 0,21 m -0,45u m (tal como
Millipore SLGV). Seretiene e filtrado para el ensayo de verocitotoxina.

3.2 Méodo de cultivo en medio solido

3.2.1 El microorganismo aislado se inocula en tubos con Brain Heart Infusion Agar (Oxoid CM 375)
en pendiente (volimenes de 10ml ) y seincuba a 37° C durante 18-20 horas.

3.2.2 Traslaincubacion, serecoge el crecimiento con un asa microbioldgicay se suspendeen 1 ml
de una solucion 0,85% de cloruro sodico conteniendo polimixina B a una concentracion de 5.000
unidades por ml.

3.2.3 Se continua la extraccion durante 30 minutos a 37° C, agitando ocasiona mente.



3.2.4 Traslaextraccion el cultivo puede bien centrifugarse a 4.000 rpm durante 20 minutosa4° C o
filtrarse por medio de filtros de membrana de baja unién a proteinas de 0,21 m -0,45u m (tal como
Millipore SLGV). Seretiene €l filtrado para el ensayo de verocitotoxina.

4.Control

Cada control de toxina reconstituido aglutinara con su latex homaologo. El uso delos controles de
toxina proporcionara las referencias para los patrones positivos ilustrados mas abagjo (ver
Interpretacion de Resultados). El control debe utilizarse de vez en cuando solo para confirmar el
correcto funcionamiento de la prueba de latex. El control de toxina no se suministraaun nivel
especificado y por tanto no debe usarse como medio para cuantificar |os niveles de toxina detectados
en lamuestra objeto del ensayo.

5. Método del Ensayo

5.1 Losreactivos de latex y el diluyente vienen listos para su uso. Los reactivos de |&tex deben
agitarse vigorosamente antes de su USO para asegurar una suspension homogeénea. Para reconstituir el
control de toxina, afadir 0,5ml de diluyente a cada vial. Agitar suavemente hasta disolver
completamente el contenido.

5.2 Laplaca se dispone de tal forma que haya 3 columnas, cada una de 8 pocillos.

5.3 Por medio de una pipeta o goteador dispensar 25 | de diluyente en cada pocillo.

5.4 Aiadir 25u | de sobrenadante de la muestra problema al primer pocillo de cada columna.

5.5 Comenzando por el primer pocillo de cada columnay por medio de una pipeta o diluidor, recoger
251 | y readlizar dobles diluciones en cada columna hasta el pocillo 7 inclusive. (Nota: 25 | dela
mezcla muestra-buffer deben desecharse del 7° pocillo). La tltimafila de pocillos contiene solo
diluyente.

5.6 Se afladen 25 | del test de latex VT1 acada pocillo de la primera columna.

5.7 Se afiaden 2501 | del test de latex VT2 a cada pocillo de la segunda columna.

5.8 Se afiaden 25 | del latex control a cada pocillo de latercera columnacon € fin de detectar falsas
reacciones de aglutinacion.

5.9 Los controles de toxinas se ensayan de |la misma manera que |as muestras.

5.10 Paramezclar el contenido de cada pocillo, rotar la placa con un microagitador o agitandola con
lamano. Tomar precauciones para que no se den sal picaduras desde |os pocillos.

5.11 Paraevitar laevaporacion, cubrir la placa con latapa. Poner |a placa en una cgja himeda es una
alternativa aceptable. Dgjar la placa inmdvil sobre una superficie libre de vibraciones a temperatura
ambiente durante 20-24 horas. Ayudara ala posterior lecturasi |a placa se coloca sobre un papel
negro durante esta incubacion.

5.12 Examinar la aglutinacion de cada pocillo de cada fila contra un fondo negro.

5.13 Los tubos de centrifuga, filtros de membranas, placas de microtitulacion, tapasy puntas de
pipetas deben esterilizarse por autoclave a 121°C 6 desinfectar antes de desecharlos en solucion de
hipoclorito sodico (>1,3% p/p).

5.14 Desechar los extractos de cultivos, extractos de alimentos, muestras y controles de toxina en
solucion de hipoclorito sodico (>1,3% p/p).

INTERPRETACION DE LOSRESULTADOS
L os patrones de aglutinacion deben juzgarse por comparacion con la siguiente ilustracion.
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Resultados clasificados como (+), (++), y (+++) son considerados positivos. Los resultados
clasificados como () y (-) se consideran como negativos.

Los resultados en lafila de pocillos de la tercera columna conteniendo |&tex control deben ser
negativos asi como en la8filade las columnas 1y 2 que no contienen muestra. Si se observan
patrones positivos en estos pocillos la reaccion debe considerarse no valida. En algunos casos pueden
observarse aglutinaciones no especificas. En tales casos | os resultados deben interpretarse como
positivos si lareaccion con el |atex sensibilizado es positiva a una dilucién cuatro veces mayor con la
muestra que lavista con el control de |atex.

En muestras procedentes de cepas altamente productoras de verocitotoxinas, se pueden observar
patrones negativos de aglutinacion en los pocillos de baja dilucién debido a un exceso de antigeno
(efecto prozona), no obstante dado que la cantidad de toxina en cada pocillo se reduce dos veces en
cada dilucion , seresuelve lainhibicion de la aglutinacion y puede leerse un verdadero positivo.

LIMITACIONESDE |IA PRUEBA

Lasensibilidad del test esde 1 a2 ng/ml de verocitotoxinade E.coli. Laverocitotoxina presente a
concentraciones inferiores dara por tanto un resultado negativo. La produccion deVT1y VT2 por E.
coli aislado de muestras clinicas o de alimentos no constituye un diagnostico de enfermedad. Se han
aislado cepas productoras de verocitotoxinas de individuos sanos y de animales de granja. Se deben
usar placas con pocillosen “V” nuevas, ya que las placas arafiadas pueden causar resultados
inconsistentes. Los reactivos con diferente nimero de lote no deben intercambiarse ni mezclarse.

APENDICE
Formulacién del caldo CA-YE8

Gramos por Litro

Hidrolizado de caseina (Oxoid L 41) 20,00
Extracto de levadura (Oxoid L 21) 6,00
Cloruro sodico (NaCl) 2,50
Fosfato dipotéasico (KoHPO,) 8,71
Solucién de sales 1ml

Para preparar la solucion de sales, disolver |o siguiente en agua destilada:

Sulfato magnésico (MgSO,.7H,0) 5,0%
Cloruro de manganeso (MnCl,.4H-0) 0,5%
Cloruro férrico (FeCl3.6H50) 0,5%

Ajustar €l pH a 8,0 —8,2 con 0,1N NaOH, dispensar en volumenes adecuados (2-10 ml), autoclavar a


x
Stamp


121°C durante 15 minutos.
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