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1. Area de utilizagcdo

Para diagnéstico in vitro. O RIDA®QUICK Cryptosporidium/Giardia/Entamoeba Combi Test é
um teste rapido imunocromatografico para a comprovagao qualitativa de Cryptosporidium
parvum e / ou Giardia lamblia e / ou Entamoeba histolytica (sensu lato) em amostras de fezes.

2. Resumo e explicacédo do teste

Giardia lamblia pertence aos flagelos intestinais. Os trofozoides caracteristicamente
morfolégicos sobrevivem somente por pouco tempo fora do organismo hospedeiro. Os cistos
altamente infecciosos servem para a transmisséo. Devido a sua grande presenga mundial, a
Giardia lamblia € uma importante causa de doencas diarreicas, especialmente em questdes da
medicina de viagem. A infec¢cdo aparece apds a absorgdo de cistos em alimentos e agua
contaminados. Em instalagcbes comunitarias com higiene insuficiente a infecgdo ocorre
principalmente por via fecal-oral de pessoa para pessoa. Esta via de transmissao ocorre muito
frequentemente em jardins-de-infancia e creches, bem como em homossexuais masculinos e
prisioneiros. Os pais, por sua vez, podem ser infeccionados pelos filhos. Ao contrario das
criangas pequenas, as criancas mais velhas infeccionadas ndo demonstram sintomas. Porém,
os cistos se destacam e podem infeccionar outras pessoas. A Giardiasis (Lambliasis) aparece
como diarreia crénica ou aguda. O tempo de incubagéo é de 3 a 42 dias. O método para
diagnosticar a Giardasis mais usado no passado foi a comprovagao microscoépica de cistos nas
fezes, sendo para isso necessario utilizar pessoal experiente. Os exames devem, além disso,
devem ser feitos por um periodo de tempo mais longo, pois a separagao dos cistos sofre fortes
desvios.

Cryptosporidium parvum é um parasita muito comum nos animais e também & um germe
importante também presente nos animais domésticos, principalmente em vitelos. Ao contrario
do que se pensava antes, também sao observadas infeccbes em humanos em muitos paises.
O parasita causa muito frequentemente diarreias endémicas e epidémicas em criancas de
paises em desenvolvimento. Em pacientes imunocompetentes, a doenca se manifesta como
uma gastroenterite autolimitada. A diarreia dura de 3 a 10 dias e pode ser acompanhada de
febre e sintomas gastrointestinais, como vomitos e dores, que séo similares aos do Giardiasis
(Lambliasis). Mais graves sdo o0s sintomas e consequéncias em pacientes
imunoincompetentes, nos quais as diarreias sdo muito graves e persistentes. A transmissao da
infeccao pode ser feita do animal para o humano através de agua contaminada, mas também
de humano para humano. Os membros de instalagbes comunitarias, criangas nos jardins-de-
infancia, bem como os grupos de risco dos homossexuais e portadores de HIV estédo
especialmente expostos ao risco. O método mais usado no passado para diagnosticar o
cryptosporidiosis foi a comprovagdo microscopica de oocistos nas fezes ou o exame
microscopico das amostras biopsicas do intestino delgado, sendo necessario pessoal
experiente para ambos.
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Anualmente, até 500 milhdes de pessoas sdo infeccionadas com Entamoeba histolytica
(sensu lato) em todo o mundo. Os exames moleculares-genéticos demonstraram que os
protozoarios denominados Entamoeba histolytica, identificados com os métodos comuns, séo
formados de duas espécies nao diferenciaveis morfologicamente, a espécie patogénica
Entamoeba histolytica sensu stricto e a espécie Entamoeba dispar, considerada apatogénica
de acordo com o conhecimento actual. Supostamente, 90 % das infecgdes com Entamoeba
sdo causadas por E. dispar. Os casos anuais de aproximadamente 40 - 50 milhées de colite
amebiana ou abcesso do figado com 80.000 de casos mortais sdo causados por E. histolytica.
O ciclo vital da Entamoeba é relativamente facil. A infecgdo ocorre através da ingestao oral de
cistos com 4 nucleos. Destes cistos, desenvolve-se no intestino delgado a forma vegetativa
mononuclear do parasita, o trofozoide (forma minuta), que se multiplica e se diferencia
principalmente no intestino grosso. Provavelmente, o encistamento inicia através do ambiente
na area inferior do intestino grosso. Os trofozoides encontram-se ao lado dos cistos nas
amostras somente com passagem rapida no intestino.

Os sintomas classicos de uma amebiase sao iniciados através da invasao do parasita a partir
do lumen do intestino na mucosa do coélon. Deste modo, encontra-se frequentemente
trofozoides com eritrécitos fagocitados. Estes trofozoides sdo denominados como forma Magna
devido a sua dimensdo. As consequéncias da invasdo na mucosa intestinal sao diarreia,
desinteria ou mesmo a amebiase. Como complicagao, apos a distribuicido disseminada podem
originar-se abcessos no figado, abcessos no pulm&o ou, em casos muito raros, abcessos no
cérebro, que se nao tratados, podem levar a morte.

Os sintomas clinicos das formas intestinais agudas da amebiase sdo dores abdominais em
forma de caibras com nausea e forte diarreia, com sangue e mucosas nas fezes. O estado
agudo pode passar a um estado cronico com diarreia ocasional, alternada com obstipacéo,
dores abdominais, nausea e vomitos. Foram descritos também portadores de cistos totalmente
assintomaticos.

Em aproximadamente 10 % dos casos de uma desinteria amebiana aguda, ocorrem
complicagbes extra-intestinais, como abcessos do figado ou ataque a outros érgaos. No caso
de amebiase extra-intestinal, € demonstrada uma detecgao sorolégica dos anticorpos.

O diagnéstico da amebiase intestinal pode ser feito através de um trabalhoso processo
microscopico com a deteccdo de cistos e trofozoides nas fezes. Visto que a densidade de
parasitas pode ser muito baixa, suponha-se que a sensibilidade deste método com um unico
exame de fezes, mesmo com pessoal experiente, € de somente 75 %. Além disso, ha o risco
de equivoco da Entamoeba com células do epitélio intestinal, cistos granuloma, macréfagos e
fungos.

Uma grande vantagem neste caso oferece os processos de teste imunolégicos com anticorpos
especificos contra antigenos de Entamoeba. Para isso, o diagndstico nédo depende de uma
opiniao subjectiva e é mais sensivel através da deteccdo também de componentes
morfologicamente ndo mais identificaveis. Somente a forma invasiva da Entamoeba provoca a
formacao de anticorpos. Visto que os titulos de anticorpos sédo detectaveis com o comecgo dos
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sintomas clinicos, para a identificagdo de E. histolytica pode-se fazer também a deteccéo de
anticorpos especificos. Isto oferece, além disso, a possibilidade de diferenciar a quantidade do
titulo entre amebiase intestinal extra-intestinal, o que é decisivo para a selec¢ao da terapia.

Um método alternativo importante ao método microscépico tanto para a comprovacado de
Entamoeba histolytica, de Giardia lamblia e também de Cryptosporidium parvum é o teste
rapido imunocromatografico descrito a seguir, que na sua sensibilidade e especificidade
através da utilizagdo de anticorpos monoclonais, é igual aos exames microscopicos. A
execucao é facil e rapida e nao € necessario utilizar pessoal com formagao microbioldgica.

3. Principio do teste

O teste rapido disponivel € um teste Lateral-Flow imunocromatografico, no qual anticorpos
especificos dispostos contra os anti-genes dos parasitas sdo acoplados a particulas de latex
verdes (especificas para Entamoeba), vermelhas (especificas para Giardia) ou azuis
(especificas para Cryptosporidium). Outros anticorpos especificos contra os trés agentes
patogénicos sdo ligados firmes na membrana. Depois a amostra de fezes € suspensa no
tampao de extraccdo e entdo sedimentada. Uma parte do supernatante claro da amostra é
colocada no campo de teste, sendo que esta entdo passa pela membrana com as particulas
coloridas de latex, as quais em caso positivo o antigeno disponivel se liga, e se une as tiras de
captacao especificas. Dependendo do antigeno disponivel, na amostra é entdo visivel uma tira
verde e/ou vermelha e/ou azul.

4. Conteudo da embalagem

Os reagentes de uma embalagem sao suficientes para 20 doses

20 doses 20 cartuchos de teste embalados individualmente
26 ml Tampao de extraccdo, pronto para o uso;

contém 0,1 % azida de sdédio

25 unidades Saco com 25 pipetas descartaveis

5. Reagentes e sua armazenagem

A embalagem pode ser armazenada a 2 — 30 °C e deve ser usada até a data de expiragao
impressa. Apos a expiragao da data de validade, nenhuma garantia de qualidade pode ser
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oferecida. Do mesmo modo, a capacidade de uso dos cartuchos ndo pode mais ser garantida
se a embalagem dos cartuchos individuais estiver danificada.

6. Reagentes adicionais necessarios — equipamento necessario

Tubo de amostra para suspensao de fezes

Mixer Vortex (opcional)

Micropipeta (200 ul — 1000 ul)

Contentor para lixo com uma solugao de hipocloreto de sédio de 0,5%

7. Medidas de precaucéao
Apenas para o diagndstico in vitro.

Este teste s6 deve ser executado por pessoal de laboratério instruido. As regras para o
trabalho nos laboratérios médicos devem ser observadas. As instrucbes de uso para a
execucao do teste devem ser estritamente seguidas.

O tampao de extracgao contém azida de sédio como conservante. Deve-se evitar o contacto
com a pele ou as mucosas.

Nao pipetar as amostras ou reagentes com a boca, evitar o contacto com a pele ferida ou
mucosas. Durante o manuseamento de amostras, deve usar luvas descartaveis e, apés o
término do teste, deve-se lavar as maos. Nas areas, nas quais se trabalha com as amostras,
nao fumar, comer ou beber.

Todos os materiais e reagentes, que vém junto com as amostras potencialmente infecciosas,
devem ser manejados com desinfectantes adequados (p. ex. hipocloreto de sédio) antes da
eliminagao ou autoclavados pelo menos 1 hora a 121 °C.

8. Recolha e armazenamento das amostras

As amostras de fezes devem ser colectadas em frascos limpos sem aditivos e armazenadas
antes do teste a 2 — 8 °C. No caso de uma armazenagem de mais de 3 dias, a
amostra deve ser congelada a - 20 °C. Neste caso, a amostra é descongelada totalmente antes
do teste e exposta a temperatura ambiente. Deve-se evitar o congelamento e descongelamento
repetido das amostras.

Se forem utilizadas recolhas anais, deve-se observar que material de fezes suficiente (aprox.
50 mg) esteja disponivel para o teste.
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9. Execucéo do teste
9.1. Generalidades

Antes da utilizagcdo, as amostras, o tampao de extraccdo e o cartucho do teste devem ser
colocados em temperatura ambiente (20 — 25 °C). Os cartuchos de teste s6é devem ser
retirados um pouco antes da utilizagdo abrindo a embalagem. Os cartuchos ndo podem ser
usados mais de uma vez. A luz do sol directa durante a execucao do teste deve ser evitada.

O reagente restante ndo deve ser colocado de volta nos vasos, pois isto pode levar a uma
contaminagao.

9.2. Preparacao das amostras

Em um tubo de amostra marcado, é colocado 1 ml de tampé&o de extrac¢do . No caso de
amostras de fezes liquidas, 100 pl destas (um pouco acima do segundo espessamento) com a
pipeta descartavel no tampao disponivel. No caso de amostras de fezes solidas, 50 mg
sdo suspensos no tampédo. Depois, a amostra deve ser bem homogeneizada. Isto é feito
através de absorcdo multipla e batida da suspensdo com a pipeta descartavel ou
alternativamente através da mistura em um mixer Vortex. Depois, deixar sedimentar a
suspensao homogénea pelo menos 3 minutos até que se forme um supernatante claro.

9.3. Teste das amostras

O cartucho de teste retirado da embalagem é depositado numa superficie plana.
Depois sado pipetados do supernatante claro da suspensido de fezes 200 pl através da
micropipeta ou 4 gotas com a pipeta descartavel no orificio redondo do cartucho de teste.
Deve-se observar que o liquido passe sem problemas pela membrana. As eventuais particulas
pipetadas junto, que possam causar problemas, devem ser retiradas antes. Apds 10 minutos o
resultado do teste pode ser lido.

10. Controlo de qualidade — Sinais de expiracdo do reagente

O teste s6 deve ser avaliado se o cartucho de teste estiver intacto antes da pipetagem da
suspensdo de amostras produzida e ndao se pode ver modificagcdes ou tiras coloridas. Além
disso, ap0s a incubacgéo do teste, pelo menos a tira de controlo purpura deve ser visivel. Se
ela ndo aparece, antes de repetir o teste deve-se verificar o seguinte:

- Durabilidade dos cartuchos de teste e do tampé&o de extraccao utilizado
- Execucao correcta do teste
- Contaminacgao do tampao de extraccao

Se apods a repeticdo do teste com um novo cartucho de teste a tira de controlo n&o for visivel,
entre em contacto com o fabricante ou com o seu distribuidor local R-Biopharm.
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11. Avaliacao e interpretacéo

S6 podem aparecer quatro tiras no maximo, vistas da posicdo de colocacdo da amostra na
seguinte sequéncia: Uma tira azul (“1” = tira de teste 1), uma vermelha (“2” = tira de teste 2) e
uma verde (“3” = tira de teste 3) e uma purpura (C = tira de controlo). Se faltar a tira de
controlo purpura, o teste ndo é avaliavel e é invalido !

As seguintes interpretacdes séo possiveis:

- Cryptosporidia positivas : as tiras azul e purpura sao visiveis.

- Giardia positiva : as tiras vermelha e purpura sao visiveis.

- Entamoeba positiva : as tiras verde e purpura sao visiveis.

- Além disso podem ocorrer todas as combinagdes das trés tiras de teste especificos com
a banda de controlo purpura, conforme a existéncia dos trés agentes patogénicos na
amostra.

- Negativo: apenas a tira de controlo purpura é visivel.

- Invalido: nenhuma tira visivel ou uma constelacdo diferente daquela descrita, bem
como outras coloracdes nas tiras. Do mesmo modo, as coloragdes das tiras que so
aparecem apdés 10 minutos ou depois ndo tém valor diagndstico e ndo devem ser
avaliadas.

12. Limites dos métodos

O RIDA®QUICK Cryptosporidium/Giardia/Entamoeba Combi comprova antigenos de
Cryptosporidium parvum e / ou Giardia lamblia e / ou Entamoeba histolytica (sensu lato) nas
amostras de fezes. Uma relacdo entre a intensidade das tiras especificas visiveis e dos
sintomas presentes ou altamente clinicos ndo pode ser derivada aqui. Os resultados
alcancados devem sempre ser interpretados em conjunto com o quadro clinico.

Um resultado positivo ndo exclui a presencga de outros agentes patogénicos infecciosos.

Um resultado negativo nao exclui uma possivel infeccdo com Cryptosporidia, Lamblia ou
Entamoeba. Ele pode ter sido causado pela segregagcdo do agente patogénico ou por uma
quantidade muito pequena de antigeno na amostra. Se houver de forma anamnéstica a
suspeita fundada de uma infeccdo com o agente patogénico procurado, uma outra amostra de
fezes do paciente deve ser examinada.

Uma quantidade demasiada de amostra de fezes pode causar tiras marrons ao invés das tiras
coloridas com as cores especificas. Estas tiras marrons ndo tém valor diagndstico. Nestes
casos, € necessario fazer um novo teste com uma quantidade menor de fezes ou uma outra
diluicdo da suspensao ja preparada (supernatante claro apés a sedimentacéo), para verificar se
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0 agente patogénico procurado esta na amostra ou se foi introduzido em excesso através de
quantidade demasiada de matriz de fezes.

13. Caracteristicas de desempenho
13.1. Estudo clinico comparativo

Em um estudo "multicentralizado" com 5 diferentes instituicbes, foram conservadas e
congeladas com diferentes métodos pré-determinados, 252 amostras de fezes, que foram
analisadas apdés o descongelamento na combinacdo de teste rapido RIDA®QUICK
Cryptosporidium/Giardia/Entamoeba Combi. Os resultados individuais estdo compiladas na
Tabela 1 e a sensibilidade e especificagdo médias dos resultados individuais dos 5 locais de
validagao foram calculadas.

Tab.1 Resumo dos resultados de um estudo multicentralizado com o RIDA®QUICK
Cryptosporidium/Giardia/Entamoeba Combi teste rapido combinado

Amostras Banda de Teste Especifica de Parasitas
Total | Pos. Negativo Cryptosporidium Giardia Entamoeba

Ne-

nhu-
Método de ma Outros
referéncia Parasitas Sens. Esp. Sens. | Esp. | Sens.| Esp.
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 94,4 100 79,2 76
Elisa 80 63 17 0 77,8 100 96,3 98,1 100 93,6
Soma 252 | 170 57 25 83,0% | 93,3% | 91,9% | 99,5% |84,8% | 87,4%
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13.2. Actividade cruzada

Nenhum dos parasitas intestinais descritos abaixo levaram a uma reacgao cruzada em
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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