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1. Anwendungsbereich

Fiir die in vitro Diagnostik. Der RIDA®QUICK Cryptosporidium/Giardia/Entamoeba Combi Test
ist ein immunchromatografischer Schnelltest zum qualitativen Nachweis von Cryptosporidium
parvum und / oder Giardia lamblia und / oder Entamoeba histolytica (sensu lato) in Stuhlproben.

2. Zusammenfassung und Erklarung des Tests

Giardia lamblia gehért zu den Darmflagellaten. Die morphologisch charakteristischen
Trophozoiten (berleben auRerhalb des Wirtsorganismus nur kurze Zeit. Der Ubertragung
dienen die hochinfektiosen Zysten. Durch seine weltweite Verbreitung wird Giardia lamblia zu
einer wichtigen Ursache von chronischen Durchfallerkrankungen, besonders bei
Fragestellungen in der Reisemedizin. Die Infektion tritt nach der Aufnahme von Zysten in
kontaminierten Nahrungsmitteln und Wasser auf. In Gemeinschaftseinrichtungen mit
mangelnder Hygiene erfolgt die Infektion meist auf fakal-oralem Weg von Person zu Person.
Dieser Ubertragungsweg kommt besonders haufig in Kinderhorten und Kindergarten, sowie bei
mannlichen Homosexuellen und Heiminsassen vor. Eltern kdnnen wiederum durch ihre Kinder
infiziert werden. Im Gegensatz zu Kleinkindern kénnen infizierte altere Kinder symptomlos sein.
Dennoch scheiden sie Zysten aus und kénnen andere Menschen infizieren. Die Giardiasis
(Lambliasis) tritt als akute oder chronische Diarrh6 auf. Die Inkubationszeit liegt zwischen 3 und
42 Tagen. Die zur Diagnose einer Giardiasis in der Vergangenheit am haufigsten angewandte
Methode war der mikroskopische Nachweis von Zysten im Stuhl, wofur erfahrenes Personal zur
Verflgung stehen muss. Die Untersuchungen mussen aul3erdem Uber einen langeren Zeitraum
durchgefuhrt werden, da die Zystenausscheidung starken Schwankungen unterworfen ist.

Cryptosporidium parvum ist ein Parasit, der bei Tieren weit verbreitet ist und als wichtiger
pathogener Keim auch bei Haustieren, besonders bei Kalbern, vorkommt. Haufiger als friher
angenommen werden aber auch Infektionen des Menschen in vielen Landern beobachtet. Der
Parasit verursacht vielfach bei Kindern in tropischen Entwicklungslandern endemische und
epidemische Diarrhden. Bei immunkompetenten Patienten manifestiert sich die Erkrankung als
selbstheilende Gastroenteritis. Die Diarrhé dauert zwischen 3 und 10 Tagen und kann von
Fieber und gastrointestinalen Symptomen wie Ubelkeit und Schmerzen begleitet werden, die
denen der Giardiasis (Lambliasis) ahneln. Wesentlich schwerwiegender sind die Symptome und
Auswirkungen bei immun-inkompetenten Patienten, bei denen die Diarrhéen sehr schwer
verlaufen und persistieren. Die Ubertragung der Infektion kann vom Tier auf den Menschen
durch kontaminiertes Wasser, aber auch von Mensch zu Mensch erfolgen. Die Mitglieder von
Gemeinschaftseinrichtungen, Kinder im Kindergarten sowie die Risikogruppen der
homosexuellen Manner und der HIV-Infizieten sind besonders gefahrdet. Die in der
Vergangenheit am haufigsten angewandte Methode zur Diagnose der Cryptosporidiose waren
der mikroskopische Nachweis von Oozysten im Stuhl bzw. die mikroskopische Untersuchung
von Dunndarm-Biopsieproben, woflr erfahrenes Personal zur Verfligung stehen musste.
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Entamoeba histolytica (sensu lato) infiziert jahrlich bis zu 500 Millionen Menschen weltweit.
Molekulargenetische Untersuchungen haben gezeigt, dass die mit herkdmmlichen
diagnostischen Methoden identifizierten Protozoen mit der Bezeichnung Entamoeba histolytica
aus zwei, morphologisch nicht unterscheidbaren Spezies bestehen, der pathogenen Spezies
Entamoeba histolytica sensu stricto und der nach heutigem Wissensstand apathogenen
Spezies Entamoeba dispar. Schatzungsweise 90 % der Entamoeba-Infektionen sind durch E.
dispar bedingt. Die jahrlich etwa 40 - 50 Millionen Falle von Amében-Colitis oder Leberabszess
mit 80.000 Todesfallen werden durch E. histolytica verursacht.

Der Lebenszyklus von Entamoeba ist relativ einfach. Die Infektion erfolgt Uber die orale
Aufnahme von vierkernigen Zysten. Aus diesen entwickelt sich im Dinndarm die einkernige
vegetative Form des Parasiten, der Trophozoit (Minuta-Form), der sich vorwiegend im Dickdarm
vermehrt und differenziert. Vermutlich durch das Milieu im unteren Dickdarmbereich wird die
Enzystierung ausgeldst. Trophozoiten findet man neben den Zysten nur bei beschleunigter
Darmpassage im Stuhl.

Die klinischen Symptome einer Amdbiasis werden durch die Invasion des Parasiten aus dem
Darmlumen in die Schleimhaut des Kolons ausgel6st. Hierbei findet man haufig Trophozoiten
mit phagozytierten Erythrozyten. Diese Trophozoiten werden wegen ihrer Grolke als Magna-
Form bezeichnet. Folgen der Invasion in die Darmmukosa sind Durchfall, Dysenterie oder gar
Amobome. Als Komplikation kénnen nach disseminierter Streuung Leberabszesse, Lungen-
abszesse oder in sehr seltenen Fallen sogar Hirnabszesse entstehen, welche unbehandelt
meist einen todlich endenden Verlauf nehmen.

Die klinischen Symptome der akuten intestinalen Form der Amodbiasis sind krampfartige
Bauchschmerzen mit Ubelkeit und starken Durchféllen mit blutigen und schleimigen Stiihlen.
Das akute Stadium kann in ein chronisches Stadium mit gelegentlichem Durchfall im Wechsel
mit Obstipation, Bauchschmerzen, Ubelkeit und Erbrechen (ibergehen. Es wurden auch véllig
symptomlose Zystenausscheider beschrieben.

In etwa 10 % der Falle einer akuten Amodbendysenterie kommt es zu extraintestinalen
Komplikationen wie Leberabszessen oder Befall sonstiger Organe. Bei extraintestinaler
Amadbiasis ist ein serologischer Nachweis von Antikérpern angezeigt.

Die Diagnose der intestinalen Amdbiasis kann mittels aufwendiger mikroskopischer Verfahren
durch den Nachweis von Zysten und Trophozoiten im Stuhl erbracht werden. Da die
Parasitendichte aber sehr gering sein kann, geht man davon aus, dass die Sensitivitat dieser
Methode bei einer einmaligen Stuhluntersuchung selbst bei erfahrenem Personal nur bei 75 %
liegt. Zudem besteht die Gefahr der Verwechslung von Entamoeba mit Zellen des
Darmepithels, mit Granulozyten, Makrophagen und Pilzen.

Einen grolien Vorteil bieten hier sensitive immunologische Testverfahren mit spezifischen
Antikérpern gegen Antigene von Entamoeba. Hierdurch wird die Diagnostik unabhangig von
einer subjektiven Beurteilung und sensitiver durch die Erfassung auch von morphologisch nicht
mehr identifizierbaren Bestandteilen. Nur die invasive Form von Entamoeba ruft ein
Antikoérperbildung hervor. Da Antikorpertiter meist gleichzeitig mit Beginn der klinischen
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Symptomatik nachweisbar sind, kann zur Identifikation von E. histolytica ein spezifischer Anti-
korper-Nachweis angeschlossen werden. Dieser bietet zudem die Mdéglichkeit Uber die Hohe
des Titers zwischen intestinaler und extratestinaler Amdbiasis zu differenzieren, was fur die
Therapiewahl von Entscheidung ist.

Eine wichtige Alternativmethode zur Mikroskopie, sowohl fur den Nachweis von Entamoeba
histolytica, von Giardia lamblia als auch von Cryptosporidium parvum ist der nachfolgend
beschriebene immunchromatografische Schnelltest, der in seiner Sensitivitat und Spezifitat
durch die Verwendung monoklonaler Antikorper den mikroskopischen Untersuchungsverfahren
ebenburtig ist. Die Durchfihrung ist einfach und schnell und es wird kein speziell
mikrobiologisch ausgebildetes Personal bendtigt.

3. Testprinzip

Der vorliegende Schnelltest ist ein einstufiger immunchromatografischer Lateral-Flow Test, bei
dem jeweils gegen die Parasitenantigene gerichtete spezifische Antikérper an grine
(Entamoeba-spezifisch), rote (Giardia-spezifisch) oder an blaue (Cryptosporidien-spezifisch)
Latexpartikel gekoppelt sind. Weitere spezifische Antikdrper gegen die drei Erreger sind fest auf
der Membran gebunden. Zunachst wird die Stuhlprobe im Extraktionspuffer suspendiert und
anschlieRend sedimentiert. Ein Aliquot des klaren Uberstandes der Probe wird auf das Testfeld
gebracht, wobei diese dann mit den farbigen Latexpartikeln, an die sich im positiven Falle
vorhandenes Antigen bindet, durch die Membran lauft und an den spezifischen Fangerbanden
gebunden wird. Je nach vorhandenem Antigen in der Probe wird dann eine griine und/oder rote
und /oder blaue Bande sichtbar.

4. Packungsinhalt

Die Reagenzien einer Packung reichen fur 20 Bestimmungen

20 Best. 20 einzeln verpackte Testkassetten
Diluent 26 ml Extraktionspuffer, gebrauchsfertig;

enthalt 0,1 % Natriumazid

25 Stck. Beutel mit 25 Einwegpipetten
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5. Reagenzien und ihre Lagerung

Die Packung kann bei 2 — 30 °C gelagert werden und ist bis zum aufgedruckten Verfallsdatum
verwendungsfahig. Nach Erreichen des Verfallsdatums kann keine Qualitatsgarantie mehr
ubernommen werden. Ebenso kann eine Verwendungsfahigkeit von Kassetten dann nicht mehr
gewahrleistet werden, wenn die Umverpackung der einzelnen Kassetten beschadigt ist.

6. Zusatzlich bendtigte Reagenzien — erforderliches Zubehor

Probenrohrchen flr Stuhlsuspension

Vortexmischer (optional)

Mikropipette (200 ul — 1000 ul)

Abfallbehalter mit einer 0,5 %igen Natrium-Hypochloritldsung

7. VorsichtsmalRhahmen
Nur fUr die in vitro Diagnostik.

Dieser Test ist nur von geschultem Laborpersonal durchzufihren. Die Richtlinien zur Arbeit in
medizinischen Laboratorien sind zu beachten. Die Gebrauchsanweisung zur Durchfihrung des
Tests ist strikt einzuhalten.

Der Extraktionspuffer enthalt als Konservierungsmittel Natriumazid. Eine Berihrung mit der
Haut oder Schleimhaut ist zu vermeiden.

Proben oder Reagenzien nicht mit dem Mund pipettieren, Kontakt mit verletzter Haut oder
Schleimhauten vermeiden. Wahrend des Umgangs mit Proben Einmal-Handschuhe tragen und
nach Abschluss des Tests die Hande waschen. In den Bereichen, in denen mit den Proben
gearbeitet wird, nicht rauchen, essen oder trinken.

Samtliche Reagenzien und Materialien, die mit potentiell infektiosen Proben zusammen-
kommen, mussen genau wie diese vor ihrer Entsorgung mit geeigneten Desinfektionsmitteln
(z.B. Natrium-Hypochlorit) behandelt oder mindestens eine Stunde bei 121 °C autoklaviert
werden.

8. Sammlung und Lagerung der Proben

Stuhlproben sind in sauberen Behaltern ohne irgendwelche Zusatze zu sammeln und vor
Testbeginn bei 2 — 8 °C zu lagern. Bei Lagerung von mehr als 3 Tagen muss die Probe bei
- 20 °C eingefroren werden. In diesem Fall wird die Probe vor Testbeginn vollstandig aufgetaut
und auf Raumtemperatur gebracht. Mehrfaches Einfrieren und Auftauen der Probe ist zu
vermeiden.
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Wenn rektale Abstriche eingesetzt werden sollen, ist darauf zu achten, dass genlgend
Stuhlmaterial (ca. 50 mg) zur Testdurchfihrung vorhanden ist.

9. Testdurchfuhrung
9.1. Aligemeines

Vor Verwendung sind die Proben, der Extraktionspuffer sowie die Testkassetten auf Raum-
temperatur (20 — 25 °C) zu bringen. Die Testkassetten sollten erst kurz vor Verwendung durch
Aufreilen der Umverpackung entnommen werden. Einmal benutzte Kassetten dirfen nicht
wiederverwendet werden. Direkte Sonneneinstrahlung wahrend der Testdurchflihrung ist zu
vermeiden.

Uberschiissiges Reagenz darf nicht in die GefaRe zuriickgegeben werden, da dies zu einer
Kontamination fihren kann.

9.2. Vorbereitung der Proben

In ein gekennzeichnetes Testrohrchen wird 1 ml Extraktionspuffer vorgelegt. Im Falle
flissiger Stuhlprobe werden mit der Einwegpipette 100 ul (bis kurz oberhalb der zweiten
Verdickung) davon im vorgelegten Puffer suspendiert. Bei fester Stuhlprobe werden 50 mg im
Puffer suspendiert. AnschlieRend muss die Probe gut homogenisiert werden. Dies erfolgt
entweder durch mehrfaches Aufsaugen und Ausstol3en der Suspension mit der Einwegpipette
oder alternativ durch Mischen auf einem Vortexmixer. Danach die homogene Suspension
mindestens 3 Minuten sedimentieren lassen bis sich ein klarer Uberstand bildet.

9.3. Proben-Testung

Die der Umverpackung entnommene Testkassette wird auf eine ebene Unterlage
gelegt. AnschlieRend werden vom klaren Uberstand der Stuhlsuspension 200 pl mittels Mikro-
pipette oder 4 Tropfen mit der Einwegpipette in die runde Offnung der Testkassette
pipettiert. Es ist darauf zu achten, dass die Flussigkeit ungehindert durch die Membran lauft.
Eventuell mitpipettierte Partikel, die dies behindern kénnen, sind vorher zu entfernen. Nach
10 Minuten kann das Testergebnis abgelesen werden.

10. Qualitatskontrolle — Anzeichen fir Reagenzienverfall

Der Test ist nur auszuwerten, wenn die Testkassette vor dem Einpipettieren der Proben-
suspension unversehrt ist und keine farbigen Veranderungen oder Banden auf der Membran zu
sehen sind. Ferner muss nach der Testinkubation mindestens die purpurrote Kontrollbande
sichtbar sein. Erscheint diese nicht, ist vor einer Testwiederholung folgendes zu prufen:

- Haltbarkeit der Testkassetten und des verwendeten Extraktionspuffers
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- Korrekte Testdurchfliihrung
- Kontamination des Extraktionspuffers

Ist danach bei Wiederholung des Tests mit einer neuen Testkassette die Kontrollbande
wiederum nicht sichtbar, wenden Sie sich bitte an den Hersteller oder Ihren lokalen R-Biopharm
Distributeur.

11. Auswertung und Interpretation

Es durfen maximal vier Banden erscheinen, von der Probenauftragestelle gesehen in folgender
Reihenfolge : Eine blaue (,1“ = Testbande 1), eine rote (,2“ = Testbande 2) eine grine (,3" =
Testbande 3) und eine purpurrote (C = Kontrollbande) Bande. Fehlt die purpurrote
Kontrollbande ist der Test nicht auswertbar und ungultig!

Folgende Interpretationen sind mdglich:

- Cryptosporidien positiv : blaue und purpurrote Bande sind sichtbar.

- Giardia positiv : rote und purpurrote Bande sind sichtbar.

- Entamdeba positiv : grine und purpurrote Bande sind sichtbar

- Daruberhinaus kdonnen alle Kombinationen der drei spezifischen Testbanden mit der
purpurroten Kontrollbande auftreten, je nach Vorhandensein der drei Erreger in der
Probe.

- Negativ : nur purpurrote Kontrollbande ist sichtbar.

- Ungultig : keine Bande ist sichtbar oder eine andere Konstellation als oben beschrieben
sowie andere Verfarbungen der Banden. Ebenso sind Banden-Verfarbungen, die erst
nach 10 Minuten oder spater auftreten ohne diagnostischen Wert und nicht zu beurteilen.

12. Grenzen der Methode

Der RIDA®QUICK Cryptosporidium/Giardia/Entamoeba Combi weist Antigen  von
Cryptosporidium parvum und / oder Giardia lamblia und / oder Entamoeba histolytica (sensu
lato) in Stuhlproben nach. Ein Zusammenhang zwischen der Intensitat der sichtbaren
spezifischen Banden und dem Auftreten oder der Schwere klinischer Symptome kann hieraus
nicht abgeleitet werden. Die erzielten Ergebnisse sind immer in Verbindung mit dem
klinischen Bild zu interpretieren.

Ein positives Ergebnis schlie3t die Anwesenheit anderer infektidser Erreger nicht aus.

Ein negatives Ergebnis schliel3t eine mdgliche Infektion mit Cryptosporidien, Lamblien oder
Entamoben nicht aus. Es kann durch intermittierende Ausscheidung der Erreger oder durch
eine zu geringe Antigenmenge in der Probe verursacht sein. Besteht anamnestisch der
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begrindete Verdacht auf eine Infektion mit den gesuchten Erregern, sollte eine weitere
Stuhlprobe des Patienten untersucht werden.

Ein Uberschuss an Stuhlprobe kann braunliche Banden verursachen anstelle der sonst
spezifisch gefarbten Banden. Diese braunlichen Banden haben keinen diagnostischen Wert. In
solchen Fallen ist eine erneute Testung mit einer geringeren Stuhlmenge oder einer weiteren
Verdiinnung der bereits hergestellten Suspension (klarer Uberstand nach Sedimentation)
erforderlich, um zu klaren, ob die gesuchten Erreger doch in der Probe sind und durch zuviel
eingesetzte Stuhlmatrix Uberlagert wurden.

13. Leistungsmerkmale
13.1. Klinische Vergleichsstudie

In einer Multicenterstudie mit 5 verschiedenen Institutionen wurden insgesamt 252 Stuhlproben,
die mit unterschiedlichen Methoden vorbestimmt und eingefroren asserviert waren, nach
Auftauen im RIDA®QUICK Cryptosporidium/Giardia/Entamoeba Combi Schnelltest untersucht.
Die einzelnen Ergebnisse sind in der Tabelle 1 zusammengestellt und die mittlere Sensitivitat
und Spezifitat aus den Einzelergebnissen der 5 Validierungsstellen wurde errechnet.

Tab.1 Zusammenstellung der Ergebnisse aus einer Multicenterstudie mit dem RIDA®QUICK
Cryptosporidium/Giardia/Entamoeba Combi Schnelltest

Proben Spezifische Parasiten-Testbande

total | pos. negative Cryptosporidium Giardia Entamoeba
Referenz keine | andere
methode Parasiten Sens. | Spez. | Sens. | Spez. | Sens. | Spez.
Microscopy 28 28 0 0 87,5 - 80 - 60 -
Microscopy 63 32 20 11 100 100 100 100 - 100
Microscopy 32 12 15 5 - - 88,9 100 100 80
Microscopy / PCR 49 35 5 9 66,7 79,9 94,4 100 79,2 76
Elisa 80 63 17 0 77,8 100 96,3 98,1 100 93,6
Summe 252 | 170 57 25 83,0% | 93,3% | 91,9% | 99,5% |84,8% | 87,4%
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13.2. Kreuzreaktivitat

Keine der nachfolgend aufgefihrten Darmparasiten fihrten zu einer Kreuzreaktion im
RIDA®QUICK Cryptosporidium/Giardia/Entamoeba Combi

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

Isospora felis
Jodamoeba butschlii
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