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1. Area de aplicacion

Para el diagndstico in vitro. EI RIDA®QUICK Cryptosporidium es un test inmunocromatografico
rapido para la identificacién cualitativa de Cryptosporidium parvum en muestras de heces.

2. Resumen y explicacion del test

El Cryptosporidium parvum  es un parasito ampliamente extendido en animales que también
aparece en animales domeésticos como germen patdégeno importante, especialmente en los
terneros. Hoy en dia se observan, mas frecuentemente de lo que se suponia antes, también
infecciones en humanos en muchos paises. El parasito causa a menudo en nifios de paises
tropicales en desarrollo diarreas endémicas y epidémicas. En pacientes inmunocompetentes la
enfermedad se manifiesta como una gastroenteritis de curacion espontanea. La diarrea dura
entre 3 y 10 dias y puede estar acompafada 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 inmunoincompetentes en los cuales las diarreas tienen un
curso peor y son persistentes. La transmision de la infeccidn 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. EI método aplicado con mas frecuencia en el pasado para el
diagnoéstico de criptosporidiosis era la identificacion microscopica de oocistos en heces o el
examen microscopico de muestras de biopsias del intestino delgado, para las cuales era
necesario tener disponible personal experimentado. Un método alternativo importante, con
respecto a la microscopia, para la identificacion de Cryptosporidium parvum es el Test Rapido
inmunocromatografico que se describe a continuacién, cuya sensibilidad y especificidad
mediante el uso de anticuerpos monoclonales lo hacen de igual calidad a los examenes
microscopicos. La realizacion es sencilla y rapida sin necesidad de personal con calificacion
microbioldgica especializada.

3. Fundamento del test

El presente Test Rapido es una prueba inmunocromatogréafica de flujo lateral de un solo paso,
en la cual los anticuerpos especificos dirigidos contra Cryptosporidium estan acoplados a
particulas rojas de latex. Otros anticuerpos especificos contra el agente patdogeno estan unidos
fuertemente sobre la membrana. Primeramente se suspende la muestra de heces en buffer de
extraccion y se deja sedimentar. Una parte alicuota del sobrenadante claro de la muestra se
deposita sobre la tira, aqui se une con las particulas coloreadas de latex, y en caso positivo se
acopla al anticuerpo presente; corre a través de la membrana y se enlaza con la banda
especifica de captura.
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4. Contenido del envase

Los reactivos de un envase alcanzan para 20 determinaciones

20 Best. 20 Casetes de prueba embalados
individualmente

26 ml Buffer de extraccion, listo para el uso;
contiene azida de sodio al 0,1 %

25 piezas Bolsa con 25 pipetas desechables

5. Reactivos y su almacenamiento

El envase se puede conservar entre 2 — 30 T y se p uede usar hasta la fecha de vencimiento
impresa en la etiqueta. Después de la fecha de vencimiento no se asumen garantias de
calidad. Del mismo modo tampoco se puede garantizar la idoneidad de uso para casetes cuyo
envase exterior individual haya sido dafado.

6. Reactivos adicionales necesarios — accesorios re  queridos

Tubitos de muestras para las suspensiones de heces

Agitador Vortex (opcional)

Micropipetas (200 ul — 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 0 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.

RIDA®QUICK Cryptosporidium 10-08-10 3



Todos los materiales y reactivos que entren en contacto con muestras potencialmente
infecciosas se requiere que sean tratados con agentes desinfectantes adecuados ( por e;.
hipoclorito de sodio) o se sometan a autoclave por lo menos una hora a 121 <.

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 T antes del comienzo del test. Si se guarda por mas 3 dias la muestra
debe congelarse a -20 T. 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 atencion a que haya suficiente material de
heces (ca. 50 mg) para la realizacion del test.

9. Realizacion del test
9.1. Generalidades

Las muestras, el buffer de extraccion y los casetes de prueba deben ajustarse a temperatura
ambiente (20 — 25 €C) antes de proceder a utilizarl os. Los casetes de prueba solo deben
extraerse del envase exterior poco antes de su uso. Los casetes de prueba que se hayan
usado una vez no se pueden volver a utilizar. Se debe evitar la incidencia directa de la luz solar
durante la realizacion 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 extraccién Diluent. En el caso de una
muestra liquida de heces se aspiran con una pipeta desechable 100 pl (tomando hasta
un poco por encima del segundo espesamiento) y se hace una suspension en el tubo de
ensayo con el buffer. En el caso muestras sdlidas de heces se toman 50 mg y se suspenden
en 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 0
alternativamente por agitacion en un agitador Vortex. Después se deja sedimentar la
suspension homogénea al menos 3 minutos hasta que se forme un sobrenadante claro.
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9.3. Andlisis de las muestras

El casete de prueba que se va a utilizar se coloca sobre una superficie plana. Acto
seguido se toman del sobrenadante claro de la suspension de heces 200 ul con la micropipeta
0 4 gotas con la pipeta desechable y se transfieren al casete a través del orificio circular
de entrada. Se debe cuidar que el liquido fluya sin impedimento a través de la membrana. Las
particulas que eventualmente hayan sido pipeteadas y pudieran impedir esto, deben ser
eliminadas previamente. Después de 5 minutos se puede leer el resultado.

10. Control de calidad — Indicios de reactivos ven cidos

El test solo debe evaluarse si el casete de prueba esta intacto antes de pipetear la suspension
de la muestra y no se ven en ella cambios de coloracion o bandas. Ademas es imprescindible
que se vea después de la incubacion del test por lo menos la banda azul de control. Si ésta no
aparece, se deben hacer las siguientes comprobaciones antes de repetir el test:

- Durabilidad de los casetes de prueba y del buffer de extraccion utilizado
- Ejecucioén correcta del test
- Contaminacion del buffer de extraccion

Si entonces en la repeticion del test con un nuevo casete tampoco es visible la banda de
control, Ud. se debe dirigir al fabricante.

11. Evaluacion e interpretacion

Como maximo deben aparecer solamente dos bandas, vistas desde el punto de absorcion de
muestra y en el siguiente orden: Una banda roja de la reaccién y una banda azul de control.
i Si no aparece la banda azul de control el testno  es evaluable y por tanto invalido !

Las siguientes interpretaciones son posibles:

- Cryptosporidium positivo :  las bandas roja y azul son visibles.

- Cryptosporidium negativo :  Solo la banda azul es visible.

- Invalido : no hay bandas visibles 0 existe otra situacion diferente a la descrita mas
arriba asi como otras coloraciones de las bandas. Igualmente si hay coloraciones de
bandas que aparecen a los 10 minutos 0 mas tarde se deben evaluar como carentes de
valor diagnastico.
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12. Limitaciones del método

El RIDA®QUICK Cryptosporidium identifica el antigeno de Cryptosporidium parvum 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 c on el cuadro clinico.

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

Un resultado negativo no excluye una posible infecciéon con Cryptosporidium. La causa de ello
puede ser una excrecion intermitente del agente patdogeno o una cantidad demasiado baja de
antigeno en la muestra. Si existe la sospecha anamnéstica fundada de una infeccién con el
agente patdégeno analizado se debe repetir el analisis 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 parduscas 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 suspension ya preparada (sobrenadante claro después de la sedimentacion), para
esclarecer si el agente patdégeno buscado esta realmente presente en la muestra y fue
enmascarado por usar demasiada matriz de heces.

13. Caracteristicas de rendimiento
13.1. Estudio clinico comparativo

En un laboratorio de rutina se realizd una investigacion comparativa tanto en muestras de
heces congeladas como frescas entre el test RIDA®QUICK Cryptosporidium y el método de
microscopia establecido alli para un total de 55 muestras de heces (15 de Cryptosporidium
positivas asi como 40 muestras de heces negativas). Los resultados se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1: Comparacién del RIDA®QUICK Cryptosporidium con la Microscopia

RIDA®QUICK Cryptosporidium

+ -
+ 14 1
Microscopia
- 0 40
Sensibilidad: 93,8 % Va lor positivo pronosticado: 100,0 %
Especificidad: 100,0 % Valo r negativo pronosticado: 97,5 %
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13.2. Reactividad cruzada

Ninguno de los siguientes parasitos intestinales condujo a una reaccion cruzada en el
RIDA®QUICK Cryptosporidium

Entamoeba coli
Blastocystis hominis
lodamoeba butschlii
Chilomastix mesnili
Endolimax nana
Huevos de Taenia spp.
Giardia lamblia
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