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1. Area de aplicacion

Para el diagndstico in vitro. El test rapido RIDA®QUICK Cryptosporidium/Giardia/Entamoeba
Combi es un ensayo inmunocromatografico para la identificacion cualitativa de Cryptosporidium
parvum y/o Giardia lamblia y/o Entamoeba histolytica (sensu lato) en muestras de heces.

2. Resumen y explicacion del test

La Giardia lamblia pertenece a los flagelados intestinales. Los trofozoitos caracteristicos
morfolégicamente sobreviven so6lo un corto tiempo fuera del organismo hospedador. Los
quistes son altamente infecciosos y sirven para su transmisién. Debido a su amplia
propagacion en el mundo la Giardia lamblia constituye una de las causas importantes de las
enfermedades diarreicas cronicas, especialmente al enfocar la problematica de la medicina
para viajeros. La infeccion se manifiesta después de la ingestion de quistes contenidos en
alimentos y agua contaminada. En instituciones colectivas con higiene deficiente, la infeccion
se transmite generalmente de persona a persona por via fecal-oral. Esta via de transmisién es
frecuente en guarderias, jardines infantiles y asilos, asi como en homosexuales varones. Los
padres pueden a su vez ser infectados por sus hijos. En contraste con los nifios pequenos, en
el caso de nifios mayores infectados los sintomas pueden estar ausentes. No obstante ellos
excretan quistes y pueden infectar a otras personas. La giardiasis (lambliasis) se manifiesta
como diarrea aguda o cronica. El tiempo de incubacion esta entre 3 y 42 dias. El método mas
frecuente para el diagndstico de la giardiasis en el pasado era la identificacidn microscépica de
quistes en las heces, para lo cual debe existir personal experimentado disponible. Los
examenes requieren realizarse durante un periodo de tiempo largo, ya que la excrecién de
quistes se caracteriza por tener grandes fluctuaciones.

El Cryptosporidium parvum es un parasito ampliamente extendido en animales y que
también aparece en animales domésticos como agente patégeno importante, especialmente en
los terneros. Hoy en dia se observan, mas frecuentemente de lo que se suponia antes,
infecciones también en humanos en muchos paises. El parasito causa a menudo diarreas
endémicas y epidémicas en nifos de paises tropicales en desarrollo. En pacientes
inmunocompetentes la enfermedad se manifiesta como una gastroenteritis de curacién
espontanea. La diarrea dura entre 3 y 10 dias y puede estar acompanada de fiebre y sintomas
gastrointestinales tales como nauseas y dolor similares a los que produce la giardiasis
(lambliasis). Mucho mas graves son los sintomas y efectos en pacientes inmunodeficientes en
los cuales las diarreas tienen un curso peor y son persistentes. La transmision de la infeccién
se puede efectuar del animal al hombre a través del agua contaminada, sin embargo también
puede ocurrir de persona a persona. Los miembros de instituciones colectivas como los nifios
en jardines infantiles asi como los grupos de riesgo de hombres homosexuales y los infectados
con SIDA estan especialmente en peligro. El método aplicado con mas frecuencia en el pasado
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para el diagndstico de criptosporidiosis era la identificacion microscépica de oocistos en heces
o el examen microscépico de muestras de biopsias del intestino delgado, para las cuales era
necesario tener disponible personal experimentado.

La Entamoeba histolytica (sensu lato) puede llegar a infectar cada afio hasta 500 millones de
personas en el mundo. Las investigaciones en el campo de la genética molecular han
demostrado que los protozoos denominados Entamoeba histolytica que han sido identificados
con los métodos convencionales de diagnédstico, consisten en dos especies no diferenciables
morfolégicamente, la especie patdégena Entamoeba histolytica sensu stricto y la especie que
hasta hoy se considera no patégena, la Entamoeba dispar. Se estima que el 90 % de las
infecciones con Entamoeba son producidas por la especie E. dispar. Los 40 - 50 millones de
casos anuales de colitis amebiana y absceso hepatico con sus 80.000 muertes provocadas
tienen su origen en la E. histolytica.

El ciclo vital de la Entamoeba es relativamente sencillo. La infeccion se lleva a cabo mediante
la ingestion oral de quistes de cuatro nucleos. A partir de ellos se desarrolla en el intestino
delgado la forma vegetativa uninuclear del parasito, el trofozoito (forma minuta), el cual efectua
su multiplicacién y diferenciacion predominantemente en el colon. Se supone que la
enquistacion se desencadena a causa del medio existente en la region inferior del colon. Los
trofozoitos solamente coexisten junto a quistes cuando las heces pasan de forma acelerada por
el intestino.

Los sintomas clinicos de una amebiasis se desencadenan al pasar la invasion del parasito de
la luz intestinal a las mucosas del colon. Aqui se encuentran con frecuencia trofozoitos con
eritrocitos fagocitados. Estos trofozoitos se denominan forma magna por su tamano. Las
consecuencias de la invasion de la mucosa intestinal son diarrea, disenteria o incluso
formacion de amebomas. Como complicacién de la diseminacion pueden surgir abscesos
hepaticos, abscesos pulmonares o también, aunque mas raramente, incluso abscesos
cerebrales, los cuales si no se tratan a tiempo pueden provocar la muerte.

Los sintomas clinicos de la forma intestinal aguda de la amebiasis son calambres abdominales
con nauseas Y diarreas intensas y mucosanguinolentas. El estado agudo puede convertirse en
estado cronico con diarreas ocasionales alternando con constipacion, dolores abdominales,
nauseas y vomitos. Se han descrito también casos de sujetos totalmente asintomaticos
excretores de quistes.

Alrededor del 10% de los casos con una disenteria amebiana aguda llega a padecer de
complicaciones extraintestinales como abscesos hepaticos o infeccién a otros érganos. En los
casos de amebiasis extraintestinal esta indicado un analisis seroldgico de anticuerpos.

El diagndstico de la amebiasis intestinal se puede realizar con ayuda de técnicas microscopicas
costosas para la identificacion de los quistes y los trofozoitos en las heces. Debido a que la
densidad de parasitos puede ser muy baja, se asume que la sensibilidad de este método en
una investigacion individual de las heces, aun con personal experimentado, generalmente no
pasa del 75 % de efectividad. En adicion a esto existe también el riesgo de la confusién de
Entamoeba con células del epitelio intestinal, con granulocitos, macréfagos u hongos.

RIDA®QUICK Cryptosporidium/Giardia/Entamoeba Combi  10-08-10 3



Una gran ventaja brindan en este caso los procedimientos inmunoldgicos analiticos de gran
sensibilidad con anticuerpos especificos contra antigenos de Entamoeba. De esta forma es
posible un diagndstico sin depender de valoraciones subjetivas y con una mayor sensibilidad,
ya que es posible abarcar en el analisis a componentes morfolégicamente no identificables de
otro modo. Solamente la forma invasiva de Entamoeba provoca la formacién de anticuerpos.
Debido a que el titulo de anticuerpos en la mayoria de los casos ya es detectable al comienzo
de la sintomatologia clinica, es posible servirse de un estudio de anticuerpos especificos para
la identificacién de E. histolytica. Un procedimiento de este tipo brinda ademas la posibilidad de
diferenciar, segun el nivel de anticuerpos, entre una amebiasis intestinal y una extraintestinal, lo
que es decisivo para la elecciéon de la terapia a seguir.

Un método importante alternativo a la microscopia, para la identificacion tanto de Giardia
lamblia como de Cryptosporidium parvum, es el ensayo rapido inmunocromatografico que se
describe a continuacion, cuya sensibilidad y especificidad mediante el uso de anticuerpos
monoclonales le confieren la misma eficacia que poseen los examenes microscopicos. La
realizacion es sencilla y rapida sin necesidad de personal con calificacién microbiolégica
especializada.

3. Fundamento del test

El presente test rapido es un ensayo inmunocromatografico de flujo lateral de un solo paso, en
el cual los anticuerpos especificos contra el antigeno de cada parasito estan absorbidos en
particulas verdes de latex (especifico para Entamoeba), en particulas rojas de latex (especifico
para Giardia) o en particulas azules de latex (especifico para Cryptosporidium). Otros
anticuerpos especificos contra estos tres agentes patégenos estan unidos fuertemente sobre la
membrana. Primeramente se suspende la muestra de heces en el buffer de extraccion y se
deja sedimentar. La tira reactiva se sumerge en el sobrenadante de la muestra, se adhiere a
las particulas coloreadas de latex y en caso positivo se enlaza al antigeno presente en la
muestra; atraviesa la membrana y se acopla a la banda especifica de captura. Segun el
antigeno presente en la muestra se observara una banda verde y/o una banda roja y/o una
banda azul.

4. Contenido del envase

Los reactivos de un envase alcanzan para 25 determinaciones

Strip 25 determ. Tubito con 25 tiras reactivas de prueba
Diluent 26 ml Buffer de extraccion, listo para el uso;

contiene azida de sodio al 0,1 %
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Pipet 25 piezas Bolsa con 25 pipetas desechables

5. Reactivos y su almacenamiento

El envase se puede conservar entre 2 — 30 °C y se puede usar hasta la fecha de vencimiento
impresa en la etiqueta. Después de la fecha de vencimiento no se asumen garantias de
calidad. El tubito con la tira reactiva de prueba contiene un agente desecante y no debe dejarse
abierto para evitar la entrada de humedad. Se debe por tanto cerrar cuidadosamente después
de sacar cada una de las tiras reactivas.

6. Reactivos adicionales necesarios — accesorios requeridos

- Tubitos de muestras para las suspensiones de heces

- Tubitos (opcional: pocillos de microplaca sin recubrir) para suspension sobrenadante
- Agitador Vortex (opcional)

- Micropipetas (200 pl -1000 pl)

- Recipiente de desechos con una solucion de hipoclorito de sodio al 0,5%

7. Medidas de seguridad
Solo para el diagnaostico in vitro.

Este test debe ser realizado solamente por personal calificado de laboratorio. Se deben
observar las lineas directivas de trabajo para laboratorios médicos. Las instrucciones para el
uso del test deben cumplirse estrictamente.

El buffer de dilucion de muestras contiene azida de sodio como agente conservante. Se debe
evitar, por tanto, el contacto con la piel o mucosas.

No se debe pipetear las muestras o reactivos con la boca, asi como también evitar el contacto
con piel lesionada o mucosas. Durante el trabajo con las muestras deben usarse guantes
desechables y lavar las manos después del test. En los locales donde se trabaje con las
muestras no esta permitido fumar, comer o beber.

Es necesario que todos los materiales y reactivos que entren en contacto con muestras
potencialmente infecciosas se sometan a un tratamiento con agentes desinfectantes
adecuados (por €j. hipoclorito de sodio) o se esterilicen en autoclave por lo menos durante una
hora a 121 °C.
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8. Recoleccion y conservacion de las muestras

Las muestras de heces se deben colectar en recipientes limpios sin ningun tipo de aditivo y
conservar entre 2 — 8 °C antes del comienzo del test. Si se guarda por mas 3 dias, la muestra
se debe congelar a -20 °C. En este caso la muestra se descongela completamente antes del
inicio del test y se lleva a temperatura ambiente. Evite congelar y descongelar las muestras
varias veces.

Si se van a utilizar frotis rectales se debe prestar atencién a que haya suficiente material de
heces (aprox. 50 mg) para la realizacion del test.

9. Realizacioén del test
9.1. Generalidades

Las muestras, el buffer de extraccion y las tiras reactivas deben ajustarse a temperatura
ambiente (20 — 25 °C) antes de proceder a utilizarlas. El frasco con las tiras reactivas solo se
debe abrir después de alcanzar la temperatura ambiente y cerrar nuevamente después de
extraer las tiras que se necesiten. Las tiras que se hayan usado una vez no se pueden volver a
utilizar. Se debe evitar la incidencia directa de la luz solar durante la realizacién del test.

Las cantidades sobrantes de reactivo no se deben retornar a los frascos, ya que esto puede
provocar una contaminacion.

9.2. Preparacion de las muestras

En un tubo de ensayo rotulado se vierte 1 ml de buffer de extraccion Diluent. [En el caso de una
muestra liguida de heces se aspiran con una pipeta desechable 100 gl (tomando hasta
un poco por encima del segundo espesamiento) y se hace una suspension en el tubo de
ensayo con el buffer. En caso de muestras solidas de heces se suspenden 50 mg en el buffer.
Acto seguido se debe homogeneizar bien la muestra. Esto se efectia mediante la aspiracion y
expulsion repetida de la suspension con la pipeta desechable o alternativamente por
agitaciéon en un mezclador Vortex. Después se deja sedimentar la suspension homogénea al
menos 3 minutos hasta que se forme un sobrenadante claro, del cual se transfieren por lo
menos 200 pl, hasta un maximo de 500 ul, a otro tubo de ensayo limpio (0 a un pocillo no
recubierto de la microplaca).

9.3. Andlisis de las muestras

La tira reactiva de prueba [Strip| se extrae del frasco y se sumerge en la muestra preparada. La
tira reactiva solo debe introducirse hasta un punto en que la linea marcada con las flechas no
se sobrepase. Después de 10 minutos se puede leer el resultado.
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10. Control de calidad — Indicios de reactivos vencidos

El test s6lo debe evaluarse si la tira reactiva esta intacta antes de sumergirla en la suspension
preparada de la muestra y no se ven en ella cambios de coloracion o bandas. Ademas es
imprescindible que se vea, después de la incubacion, por lo menos la banda rojo purpura de
control. Si ésta no aparece, se deben hacer las siguientes comprobaciones antes de repetir el
test:

- Durabilidad de las tiras reactivas y del buffer de extraccion utilizado

- Ejecucién correcta del test

- Contaminacion del buffer de extraccién
Si entonces, en la repeticién del test con una nueva tira reactiva, tampoco es visible la
banda de control, usted se debe dirigir al fabricante o a su distribuidor local de R-Biopharm.

11. Evaluacion e interpretacion

Como maximo, deben aparecer cuatro bandas, vistas desde el punto de absorcion de la
muestra y en el siguiente orden: Una banda azul, una roja, una verde y una banda rojo
purpura (de control). iSi no aparece la banda rojo purpura de control el test no es
evaluable y por tanto invalido!

Las siguientes interpretaciones son posibles:

- Cryptosporidium positivo: banda azul y banda rojo purpura son visibles.

- Giardia positivo: banda roja y banda rojo purpura son visibles.

- Entamoeba positivo: banda verde y banda rojo purpura son visibles

- Ademas, pueden presentarse también todas las posibles combinaciones de las tres
bandas especificas de la muestra con la banda rojo purpura de control, en
dependencia de si estan presentes los tres agentes patdgenos en la muestra.

- Negativo: Sélo aparece la banda rojo purpura de control.

- Invalido: No hay bandas visibles o existe otra situacion diferente a la descrita mas
arriba, asi como otras coloraciones de las bandas. Igualmente, si hay coloraciones de
bandas que aparecen después de 10 minutos o mas tarde, éstas se deben evaluar
como carentes de valor diagnéstico.

12. Limitaciones del método

El ensayo RIDA®QUICK Cryptosporidium/Giardia/Entamoeba Combi identifica el antigeno de
Cryptosporidium parvum y/o Giardia lamblia y/o Entamoeba histolytica (sensu lato) en muestras
de heces. No es posible establecer una relacion entre la intensidad de la banda especifica
visible y la manifestacion o gravedad de sintomas clinicos. Los resultados obtenidos siempre
deben interpretarse de conjunto con el cuadro clinico.

RIDA®QUICK Cryptosporidium/Giardia/Entamoeba Combi  10-08-10 7



Un resultado positivo no excluye la presencia de otros agentes infecciosos.

Un resultado negativo no excluye una posible infeccion con Cryptosporidium, Giardia lamblia o
Entamoeba. La causa de ello puede ser una excrecion intermitente del agente patégeno o una
cantidad demasiado baja de antigeno en la muestra. Si existe la sospecha anamnéstica
fundada de una infeccion con los agentes patégenos analizados se debe repetir el andlisis a
otra muestra de heces del paciente.

Un exceso de muestra de heces puede provocar bandas de color pardusco en lugar de las
bandas con colores especificos. Estas bandas de color pardusco no tienen valor diagndstico.
En tales casos se debe realizar un nuevo analisis con una cantidad de heces menor o con una
dilucion mas de la suspensidbn ya preparada (sobrenadante claro después de la
sedimentacion), para esclarecer si los agentes patégenos buscados estan realmente presentes
en la muestra y fueron enmascarados por usar demasiada matriz de heces.

13. Caracteristicas de rendimiento
13.1. Estudio clinico comparativo

En un estudio multicéntrico con la participacion de 5 instituciones diferentes se analizaron con
el ensayo rapido RIDA®QUICK Cryptosporidium/Giardia/Entamoeba Combi un total de 252
muestras de heces, las cuales ya se habian examinado con distintos métodos y posteriormente
congelado para su conservacion. Los resultados individuales se resumen en la tabla 1 y se
presenta la sensibilidad y especificidad media calculada a partir de los estos resultados en los 5
centros de validacion.

Tab.1 Comparacion de los resultados del estudio multicéntrico con el ensayo rapido
RIDA®QUICK Cryptosporidium/Giardia Combi

Muestras Banda especifica del parasito

total | pos. negativo Cryptosporidium Giardia Entamoeba
Método de Ningun otro
referencia parasito Sens. Espec. Sens. | Espec. | Sens. | Espec.
Microscopia 28 28 0 0 87,5 - 80 - 60 -
Microscopia 63 32 20 11 100 100 100 100 - 100
Microscopia 32 12 15 5 - - 88,9 100 100 80
Microscopia/ PCR 49 35 5 9 66,7 79,9 944 100 79,2 76
Elisa 80 63 17 0 77,8 100 96,3 98,1 100 93,6
Suma 252 | 170 57 25 83,0% | 93,3% | 91,9% | 99,5% |84,8% | 87,4%
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13.2. Reactividad cruzada

Ninguno de los siguientes parasitos intestinales condujo a una reaccion cruzada en el ensayo
RIDA®QUICK Cryptosporidium/Giardia/ Entamoeba Combi:

Entamoeba coli
Blastocystis hominis
Chilomastix mesnili
Endolimax nana
Entamoeba nana
Entamoeba hartmannii
Hymenolepsis nana
Isospora belli

Isospora felis
lodamoeba butschlii
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