TO940-TST-RPLAKIT TST-RPLA para DETECCION de TOXINAS Codigo: TDO940

“STAPHYLOCOCCAL TOXIC SHOCK SYNDROME"

Kit para deteccitn de 13 toxina estafiloctcica del sindrarne del shodk Wi en filtrades de
cultivos por aghutinacién pasva de |&tex en fase reversa,

INTRODUCCION
Todd et &' fueron los primercs en describir b enfermedad conedida como sindrome del
<hock oo, Se han reportado cepas de Staphylococcus aureus asladas de padentes con
fste sindrome como productorss de toxing, toxina-uno del sindrome del shock téwico T55T-
1§42 L3 prueba TST-RPLA para la deteccdn de T55T-1 en filtrados de cultivos de
Sraphyiococcus aurews se desarralld bajo las drectrices del Tokyo Metropolitan Research
Laboratory of Pubkc Health. La técnica de aghetinacidn de |&tex en fase reversa (RPLA)
capacita gue b deteccion de antigenas solubles coma las toxinas bacterianas puedan ser
detectados por un ensayo de aglutinacion. En un ensayo de aglutinacidn estandar, los
anticuerpos solubles reacdonan con los antigenos particuladas takes como ks céhulas
bacterianas. Mo obstante, en un ensaya de aglutinacidn en fase REVERSA, los anticuerpos que
estan unidos a particulas, reaccicnan con e antigeno sohuble, Las particulas fen este caso el
Litex) no juegan por si mismas parte en ka reaccion y son por tanto PASVAS, El entramado de

las particulas de latex por la reaccion especifica antigena/anticuerpo da coma resultado una
reacoon visible de AGLUTINACION DE LATEX,

PRINCIPIOS de la PRUERA
Particulas de [stex de poliestirena se sersibilizan con antisuern paificado de conejo
inmunizada* con enterctoxna purificada de TS5T-1. Estas particulas aghutinardn en presencia
de TSST-1 . Se suninistra un reactivo de confrol que corsiste en particulas de litex
sensibilizadas con globuling de conejo no inmune.
La prusha se lleva a caba en placas de microitulacion con pocillos en “Y*. Se hacen
diuciones del fitrado de cultivo en dos filas de pocillos, se afade un volumen de la
suspensitn de latex a cada pooilo y se mezda el contenido. i ka tosina THAT-1 estd prasente,
e da la aglutinacicn, resultando en la formaddn de wna estrectura lechosa que, tras
<pdimentar, forma una capa difusa sobre la base del pocillo. % la enterotooing estd ausente o
& una conceniracién por debajo del nivel de deteccidn del ersayo, no se podra formar tal
estruciura dechosa y, por tanto, bo que se cbservard serd un depdsito compacts.

PRECAUCIONES
Este productn €5 para uso diagndstico i witro exclusivamente Mo congefar. No intercamiiar
reactvos de diferentes nomercs de lote, Los reactivos y el diluyente contenen 0,1 % de anda
sifica como conservante. La azida sédica puede reacconar con el plomo o cobre de las
tuberias y producir azidas metdhcas que son explosvas por contacto detonante, Para prevenis
la acumulacitn de azidas en el sisterma de tuberias, dejar correr abundante agua por la pila
inmediataments después de desechar los readtives que las contienen.

CONSERVACION
El kit TSE-RPLA, debe consenvarse a 2-8° C, Bajo estas condeciones los. reactives mantendran su
actividad hasta la fecha que figura en b caja del kit Tras su reconstitucidn, e control de T5T
debe conservarse a 2-B°C. Bajo estas condiciones el control de T5T reconstituido retendrd su
actvidad durante 3 meses, 6 hasta la fecha que figure en la caja del kit, la gue sea antes.

FREPARACION ;
Los Staphylococcus aurews que s vayan 3 ensayar pueden recogerse de hisopas, elc, y ser
identificados por taenicas adecuadas descritas en los textos estandar. 5i el estafiloooco es
aisladn de sitios del cuerpo tales coma la vagina que normalmente esta colonzada por
estafilococos, 52 recomienda ensayar varias colonias separadamente para ESegurar una mayar
probabilidad de detectar una oepa productons de
TS5T1.

METODO DE UTILZACKN

1. Material requeride ¥ no suminisirado
Placas de micraotituladdn {pocifics en "V} y tapas Pipetas fjas o variables y puntas
25ul) G
Centrifuga capaz de generar 900g (habituzimente 3000 rpm &0 una centrifuga peguena
die mesa) o unadad de filtracktn de membrana con filros desechables de baja capacdad
de unidn a proteinas y con un tamano de poro de 0,2mm-0,45mm (tales como
Millipore SLGW].
Brain Heart Infusson Broth (Cwoid CM225)
Salucén de hipodonte sadico (>1.3% pip)
Goteador de 25l {opcional)
Diluador de 2541 {opdonal)
Whcromezdador (opoonaly
Caja homeda opcianal)

1. Componentes del kit

TD941 Litex sensibilizade- Suspensitn de latex sensitidzado con anbouerpos
especifics (g5 de consjal frente 2 la T55T-1 estafilocicica,

TDG42 Latex Control - Suspension de |atex sensibilizada globufinas de coneja o
inmire.

TO943 TST Control - Toxina del sindrome del shock téaico deshidratada.

TDE24 Diluyente - Fosfato buffer saling conteniends albdming de suero boving,

3. Produccion deToxina en Cultive Liquido
inocular el aistado en Brain Heart Infusion Broth [CM2325). Incubar a 37°C durante 18 a
24 haras, preferentements con agitacdn. Tras |3 incubacdn, © bien centrifugar a S00g
dhurante 20 minutos 4 4°C y usar el sobrenadante como muestra a ensayar o ben filtrar
par membrana utifzando un filtro de §,2jm — 0,45um de baja unidn a proteinas y usar
el fittrado como muestra a ensayar.



4, Control
El controd de toxina reconstituido aglutinard con el latex sensibilizada. El uso del control
de toxina proporcionara las referencias para los patrones positivos ilustrados mas abajo
- {ver Interpretacion de Resultados). El control debe utilizarse de vez en cuando solo para
confirmar el correcto funcionamiento de la prueba de latex. Bl control de toxina no se
suministra a un nived especificado y por tanto no debe usarse como medio para
cuantificar bos niveles de toxina detectados en la muestra objeto del ensayo.

5. Meétodo de Ensayo
5.1 Beactivos de Trabaig

Los reactivos de latex y el diluyente vienen listos para su uso. Los reactivos de latex
deben agitarse vigorosamente antes de sU USO Para asegurar Una suspension
homogénea. Para reconstituir el control de TST, afadir 0,5ml de diluyente (TD944) al vial,
Agitar suavemente hasta disolver completamer.te el contenido.

5.2 Distribuir la placa de forma que cada fila tenga 8 pocillos. Cada muestra necesita el
emplea de 2 de tales filas.

5.3 Por medio de una pipeta o goteador, dispensar 25pl del Diluyente en cada pocilo de las
dos filas excepto en el primer podillo de cada fila.

5.4 Afadir 250 de la muestra al primer y sequndo pocilla de cada fila.

5.5 Utikizando una pipeta o diluidor y comenzando por el segundo pocillo de cada fila,
recoger 25yl y llevar a cabo diluciones dobles a bo largo de cada una de las dos filas.
Parar en el 7° pocillo para dejarlo solo con diloyente,

5.6 A cada pocillo de la primera fila, afadir 25pl de ldtex sensibilizado
5.7 A cada pocillo de Ia sequnda fila, afadir 250l de control de ltex.

5.8 Para mezclar el contenido de cada pocillo, rotar 2 placa con un microagitador o
agitandala con la mano. Tomar precaucionss para que no se den salpicaduras desde los
pocillos,

5.9 Para evitar la evaporacidn, cubric la placa con la tapa. Poner La placa en una caja himeda
g5 una alternativa aceptable, Dejar la placa inmovil sobre una superficie libre de
vibraciones a temperatura ambiente durante 20-24 horas. Ayudars a la posterior lectura
si la placa se coloca sobre un papel negro durante esta incubacion,

5.10 Examinar la aglutinaciin de cada podllo de cada fila contra un fondo negro.

5.11 Los tubes de centrifuga, filtros de membranas, placas de microtitulacidn, tapas v puntas
de pipetas deben esterilizarse por autoclave a 121°C 6 desinfectar antes de desecharlos
en solucidn de hipodorito sdico (=1,3% p/pl.

5.12 Desechar los controles de toxina y los extractos de cultive en scludion de hipodiorito
sodico (»1,3% p/pl.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
Los patrones de aglutinacidn deben jurgarse por comparacion con la siguiente ilustracion.

(-) (£) (+) (++) (+++)

Resultados dasificades come (+), (++), y (+++) son considerados positivos.

Los resultados en la fila de pocillos contemendo latex control deben ser negativos. En algunas
casos pueden observarse aglutinaciones no especificas. En tales casos los resultados deben
interpretarse como positivos si la reaccidn con el litex sensibifizado es positiva a una diludian
mayor con la muestra que la vista con el control de Latex. El Glimo pocillo de todas las filas
debe ser negativo. 5i se observan patrones positivas en algunos de estos poecillos |a reaccdn
debe considerarse no valida.

LIMITACIONES DE LA PRUEBA
La sensibilidad de esta prueba para detectar T55T-1 es aproximadamente de 2ngfml en &l
extracto. T55T-1 presente a concentraciones inferiores dardn por tanto un resultado negativo.

La produccion de T55T-1 por una cepa de Staphylococous aureus aislada de un paciente no
constituye un diagnéstico de sindrome de shock tdwico. 52 han aislado cepas productoras de
T55T-1 de individues sancs, aungue con una frecuencia considerablemente menor que de
pacientes de sindrome del shock toxico.




