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1. Kullanim amaci

in vitro tani amach kullanim igindir. RIDA®QUICK Cryptosporidium/Giardia/Entamoeba
Combi Testi, gaita 6rneklerinde Cryptosporidium parvum ve/veya Giardia lamblia
ve/veya Entamoeba histolytica'nin (sensu lato) kalitatif olarak belirlenmesine yonelik
bir immunokromatografik hizl tahlildir.

2. Testin 6zeti ve agiklamasi

Giardia lambilia, bir bagirsak kamgili parazitidir. Morfolojik olarak karakteristik Trofozoitler,
konakgi organizmanin disinda yalnizca kisa bir sure canli kalir. Aktarim, son derece
enfeksiyoz kistler yoluyla gergeklesir. Dinyaya yayilmis oldugu igin Giardia lamblia,
Ozellikle seyahat tibbindaki sorunlarda kronik diyarenin 6nemli bir nedeni haline gelmistir.
Enfeksiyon, kontamine yiyeceklerdeki ve sudaki kistlerin sindiriimesinden sonra olusur.
Yetersiz hijyen olan kamusal tesislerde enfeksiyon genellikle kisiden kisiye fekal-oral
yoldan yayilir. Bu aktarim bigimi, 6zellikle gocuklarda ve anaokullarinda yaygin olup erkek
escinsellerde ve hapishanedeki kisilerde de goértulmektedir. Enfeksiyon, cocuklardan
ebeveynlere de aktarilabilmektedir. Bebeklerin aksine, enfekte olan daha buyulk ¢ocuklarda
semptom gorulmeyebilmektedir. Bu blyuk ¢ocuklar yine de kistleri ekskrete etmekte ve
baska insanlari enfekte edebilmektedirler. Giyardiyaz (Lambliyaz) semptomlari akut veya
kronik diyare seklindedir. inkiibasyon siiresi 3 ila 42 giin arasindadir. Gegmiste Giyardiyaz
tanis1 koymanin en yaygin yontemi, gaitada mikroskop altinda kist tespiti seklindeydi ve bu
yontem ancak deneyimli personel tarafindan uygulanabiliyordu. Arastirmalarin da uzun bir
zaman dilimi boyunca gergeklestirimesi gerekiyordu, gunku kist ekskresyonu buyuk olgtde
degiskenlik gdostermektedir.

Cryptosporidium parvum, hayvanlarda ¢ok yaygin olan bir parazittir ve evcil
hayvanlarda ve 6zellikle buzagilarda énemli bir patojen organizma olarak ortaya
cikmaktadir. Bununla birlikte, insanlarda enfeksiyonlar artik pek ¢ok Glkede daha 6nce
varsayildigindan daha yuksek siklikta gozlenmektedir. Tropik bolgelerdeki gelismekte
olan ulkelerde bu parazit gogu zaman endemiktir ve gocuklar arasinda diyare
epidemilerine neden olmaktadir. Bagisikligi yeterli hastalarda hastalik kendiliginden
iyilesen gastroenterit olarak gostermektedir kendisini. Diyara 3 ila 10 gln arasinda
surmektedir ve giyardiyaza (lambliyaz) benzeyen mide bulantisi ve agr gibi
gastrointestinal semptomlar ve ates esliginde seyredebilmektedir. Belirtiler ve etkiler,
diyarenin inatgi ve ¢ok siddetli oldugu bagisikligi yetersiz hastalarda énemli dlglide daha
ciddidir. Enfeksiyon, kontamine su yoluyla hayvanlardan insanlara ve insanlardan
insanlara aktarilabilmektedir. Kamusal tesislerdeki bireyler, anaokullarindaki gocuklar ve
yuksek riskli gruplar, escinsel erkekler ve HIV ile enfekte hastalar 6zellikle risk
altindadirlar. Gegmiste, kriptosporidiyoz tanisi koymanin en yaygin kullanilan yontemi,
gaitada mikroskop altinda Oosit tespiti veya ince bagirsak biyopsi 6rneklerinin
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mikroskopta incelenmesi seklindeydi ve bu ydntem ancak deneyimli personel tarafindan
uygulanabiliyordu.

Tum dunyada her yil 500 milyon kadar insan Entamoeba histolytica (sensu lato) ile
enfekte olmaktadir. Molekuler genetik arastirmalar, geleneksel tanisal yontemler
kullanilarak belirlenen ve Entamoeba histolytica olarak adlandirilan protozoalarin,
farkhlastirilamayan bir morfolojiye sahip iki tirden olustuklarini gostermistir: Patojenik
turler olan Entamoeba histolytica sensu stricto ve patojenik olmayan turler (mevcut
bilgilere gore) olan Entamoeba dispar. Entamoeba ile enfekte insanlarin kabaca

% 90'Inda E. dispar vardir. Her yil 80.000 6lume yol agan yaklasik 40 - 50 milyon amebik
kolit veya hepatik abse vakasina E. histolytica neden olmaktadir.

Entamoeba'nin yagam dongusu gorece duzdur. Enfeksiyona, dort gekirdekli kistlerin oral
yoldan alinmasi neden olur. ince bagirsakta, bunlar parazitin esas olarak kalin bagirsakta
cogalan ve farkllasan tek ¢ekirdekli formuna, yani trofozoite (forma minuta) geligirler.
Enkapsulasyonu muhtemelen kalin bagirsagin alt bolgesindeki ortam tetikler. Kistlerin
yani sira trofoitler yalnizca hizli bagirsak gegisiyle gaitada bulunurlar.

Amebiyaz klinik semptomlari, parazitin bagirsaklarin Ilimeninden kolonun mukoz
membranlarini istilasiyla tetiklenir. Fagositaz eritrositler iceren trofoitler siklikla ayni
zamanda bulunur. Bu trofoitler boyutlari nedeniyle forma magna olarak bilinirler.
Bagirsagin mukoz membranini istilanin sonuglari, diyare, dizanteri veya hatta
amebom'dur. Yayllma sonrasinda ortaya g¢ikabilen komplikasyonlar hepatik abseler,
pulmoner abseler veya ¢ok nadir vakalarda, tedavi edilmezse genellikle 6lumle
sonuglanan serebral abselerdir.

Amebiyazin akut bagirsak formunun klinik semptomlari, mide bulantisiyla birlikte kramp
benzeri abdominal agrilar ve kanli ve gamurumsu gaitayla birlikte siddetli diyaredir. Akut
asama, kabizlik, abdominal agri, mide bulantisi ve kusmayla degisen ara sira diyareli
kronik bir agsamaya dogru geligebilir. Tamamen semptomsuz Kist eliminasyonu da
bildirilmigtir.

Akut amebik dizanteri vakalarinin yaklasik % 10'u, hepatik abse veya diger organlari istila
gibi bagirsak digi komplikasyonlarla sonuglanir. Bagirsak digi amebiyaz varsa,
antikorlarin serolojik olarak belirlenmesi endikedir.

Bagirsak amebiyazi tanisi, gaitada kistleri ve trofozoitleri belirlemeye yonelik karmagsik
mikroskobik prosedurler kullanilarak konulabilir. Bununla birlikte, parazit yogunlugu ¢ok
klguk oldugu igin, bu yontemin tek bir gaita arastirmasi i¢in hassasiyetinin, deneyimli
personelle bile sadece % 75 oldugu varsayilabilir. Bu yontem ayrica Entamoeba'yi
bagirsak epitelyum hucreleriyle, granulositlerle, makrofajlarla ve mantarla karigtirma
riskini de igcermektedir.

RIDA®QUICK Cryptosporidium/Giardia/Entamoeba Combi  2010-08-10 3



Entamoeba antijenlerine spesifik antikorlar iceren hassas immunolojik test
prosedurlerinin buyuk bir avantaji vardir. Tanisal yontem, subjektif degerlendirmeye
baglidir ve daha hassastir, gunkt morfolojiyle artik belirlenemeyen bilesenler de
belirlemede kullaniimaktadir. Yalnizca istilaci Entamoeba formu antikor olusumuna
neden olur. Antikor titrasyonlari genellikle klinik semptomlarin ortaya gikigiyla
belirlenebildikleri igin, bir spesifik antikor belirlemesi E. histolytica'yi belirlemek icin
kullanilabilir. Bu ayrica, tedavi se¢iminde énemli olan bagirsak ve bagirsak disi amebiyaz
titrasyon boyutlari arasinda farklilastirma yapma olanagini da sunar.

Entamoeba histolytica, Giardia lamblia ve Cryptosporidium parvum igin mikroskopiye
alternatif 6nemli bir ydontem, agsagida acgiklanan hizli immunokromatografik tahlildir, ginku
monoklonal antikorlar kullanmaktadir ve hassasiyet ve 6zgullik bakimlarindan mikroskopi
arastirma prosedurlerine esdegerdir. Bu test hizlidir, gergeklestirmesi basittir ve 6zel
egitimli mikrobiyolog gerektirmemektedir.

3. Test prensibi

Bu hizli test, her bir parazite yonelik spesifik antikorlarin yesil (Entamoeba spesifik),
kirmizi (Giardia spesifik) veya mavi (Cryptosporidia spesifik) lateks partiklllerine
baglandiklari, tek adimli, lateral akigh bir immunokromatografik testtir. Bu ¢ patojene
karsi diger spesifik antikorlar, membrana sikica baglanir. Gaita érnegi, dnce ekstraksiyon
tamponunda siispanse edilir ve ardindan ¢ékeltilir. Ornegin berrak Ust fazinin bir alikot
kismi test alanina yerlegtirilir. Test pozitifse var olan antijenin baglandigi renkli lateks
partikulli 6rnek, ardindan membrandan gecer ve spesifik toplama bantlarina yapisir.
Ornekte var olan antijenlere bagli olarak bir yesil ve/veya kirmizi ve/veya mavi bant
gorundr.

4. Saglanan reaktifler

Pakette 20 belirleme icin yeterli reaktif vardir.

20 belirleme 20 ayri ayri paketlenmis test kaseti
26 ml Ekstraksiyon tamponu, kullanima hazir;

% 0,1 sodyum azit igerir

25 parca 25 tek kullanimlik pipet iceren torba
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5. Saklama talimatlan

Paket 2 - 30 °C'de saklanabilir ve basili son kullanma tarihe kadar kullanilabilir. Son
kullanma tarihinden sonra, kalite garantisi artik gecerli degildir. Benzer sekilde, ilgili
kasetin dis ambalaji hasar gordugunde, kasetlerin kullanilabilirligi garanti edilemez.

6. Gerekli olan ama saglanmayan malzemeler

- Gaita suspansiyonu igin test tapleri

- Vorteks karistirici (opsiyonel)

- Mikropipet (200 pl - 1000 pl)

- % 0,5 sodyum hipoklorit solisyonu iceren atik kabi

7. Kullanicilar i¢in uyarilar

Yalnizca in vitro tani amagcl kullanim igindir.

Bu test, sadece egitimli laboratuvar personeli tarafindan yapiimalidir. Tip
laboratuvarlarinda ¢alisma yonergelerine uyulmali ve testi gergeklestirme talimatlarina
harfiyen uyulmaldir.

Ekstraksiyon tamponu, koruyucu olarak sodyum azit icerir. Bu maddelerin, cilt veya
mukoz membranla temas etmesine izin verilmemelidir.

Ornekler veya reaktifler, agizdan pipetle alinmamalidir ve yarali cilt veya mukoz
membranlarla temas etmeleri dnlenmelidir. Orneklerle calisirken tek kullanimlik eldiven
takin ve test bittiginde ellerinizi yikayin. Numunelerin kullaniimakta oldugu alanlarda
sigara icmeyin, bir sey yemeyin veya icmeyin.

Potansiyel olarak enfeksiydz érneklerle temas eden tum reaktifler ve malzemeler, tam
olarak orneklerin kendileri gibi uygun dezenfektanlarla (6rnegin, sodyum hipoklorit)
islemden gecirilmeli veya 121 °C'de en az bir saat boyunca otoklavda tutulmalidir.

8. Ornek toplama ve saklama

Gaita ornekleri, koruyucu icermeyen temiz kaplarda toplanmali ve test baglamadan 6nce

2 - 8 °C'de saklanmalidir. 3 ginden fazla saklanacaksa ornek -20 °C'de dondurulmahdir. Bu
durumda, 6rnek test bagslamadan dnce tamamen ¢6zllmeli ve oda sicakligina getirilmelidir.
Ornegi tekrar tekrar dondurmaktan ve ¢ézmekten kaginin.
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Rektal swablar kullanilmasi gerekiyorsa, testi gerceklestirmek icin yeterli gaita materyali
(yaklasik 50 mg) toplanmig oldugundan emin olun.

9. Test prosediiri

9.1. Genel bilgiler

Numuneler, ekstraksiyon tamponu ve test kasetleri kullaniimadan once oda sicakligina
(20 - 25 °C) getirilmelidir. Test kasetleri yalnizca kullanimlarindan kisa zaman 6nce harici
ambalajlarindan ¢ikariimalidirlar. Bir kez kullanildiktan sonra kasetler tekrar
kullaniilmamalidir. Test dogrudan guines isiginda gergeklestirimemelidir.

Reaktif kontaminasyonuna neden olabilecegi i¢in reaktifleri flakonlara geri dékmeyin.

9.2. Ornekleri hazirlama

1 ml Ekstraksiyon Tamponunu etiketli bir test tipune yerlegtirin. Sivi gaita
orneginde, drnekten 100 pl pipetleyin (ikinci ¢ikintinin hemen Uzerine kadar) ve
tlpe daha 6nce yerlestiriimis olan tamponda slspanse edin. Kati gaita 6érneginde, 50 mg
ornedi tamponda suspanse edin. Ardindan 6rnek iyice homojenize edilmelidir. Bu, ya tek
kullanimlik pipet kullanilarak sispansiyonun arka arkaya emilmesi ve
bosaltiimasiyla ya da alternatif olarak, bir vorteks karistiricida karistirilarak
gerceklestirilebilir. Bundan sonra, homojen slspansiyonu berrak bir Ust faz olusana kadar
en az 3 dakika cokmeye birakin.

9.3. Ornegi test etme

Harici ambalajdan ¢ikardiginizda test kasetini once duz bir matin Gzerine
koyun. Bundan sonra, gaita sispansiyonunun berrak ust fazindan 200 ul (mikropipet)
veya 4 damlayi (tek kullanimlik pipet) test kasetinin yuvarlak agikligin igine pipetleyin
. Sivinin membrandan serbestce aktigindan emin olun. Ayni anda pipetlenmisg
olabilecek partikuller, bir engele neden olabilir ve dnceden uzaklastiriimahdir. Test
sonucu 10 dakika sonra okunabilir.

10. Kalite kontrol — reaktif stire sonunun belirtileri

Test, yalnizca test kaseti, 6rnek suspansiyonu igine pipetlenmeden once kusursuzsa ve
membranda higbir renk degisimi veya bandi gérinmuyorsa degerlendirilmelidir. Buna ek
olarak, test inkiibasyonundan sonra en az kizil kontrol bandi goérinir olmalidir. Bu
gorunmezse, test tekrarlanmadan dnce asagidaki hususlar kontrol edilmelidir:

- Test kasetinin ve kullanilan ekstraksiyon tamponunun son kullanma tarihleri
- Dogru test proseduru
- Ekstraksiyon tamponunun kontaminasyonu
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Test yeni bir test kasetiyle tekrarlandiktan sonra kontrol bandi yine gériinmuyorsa, lutfen
ureticiye veya yerel R-Biopharm distributoriintize basvurun.

11. Degerlendirme ve yorumlama

Ornek uygulama bolgesinde gérindigi sekliyle asagidaki sirada maksimum dort bant
gorunmelidir: bir mavi ("1" = Test bandi 1), bir kirmizi ("2" = Test bandi 2), bir yesil

("3" = Test bandi 3) ve bir kizil (C = Kontrol band1) bant. Kizil kontrol bandi yoksa, test
gegersizdir ve degerlendirilemez!

Asagidaki yorumlamalar olanakhdir:

- Cryptosporidia pozitif: mavi ve kizil bantlar géranardur.

- Giardia pozitif: kirmizi ve kizil bantlar gérintrdur.

- Entamoeba pozitif: yesil ve kizil bantlar géranardar.
Ug spesifik test bandi, drnekte li¢ patojenden hangisinin var olduguna bagli olarak
kizil kontrol bandiyla birlikte herhangi bir kombinasyonda da gorunebilir.

- Negatif: yalnizca kizil kontrol bandi gorunurdar.

- Gegersiz: Hicbir bant yoktur veya yukarida belirtilenlerin diginda bir renk
kombinasyonu vardir veya bant renginde baska degisiklikler vardir. Benzer
sekilde, bant renginde 10 dakika veya daha da sonra ortaya ¢ikan degisikliklerin
de tanisal degeri yoktur ve degerlendirmede kullaniimamalidir.
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12. Yontemin sinirlamalari

RIDA®QUICK Cryptosporidium/Giardia/Entamoeba Combi, gaita 6rneklerinde
Cryptosporidium parvum ve/veya Giardia lamblia ve/veya Entamoeba histolytica'nin
(sensu lato) antijenlerini tespit eder. Test, spesifik gorunar bantlarin yogunlugu ile klinik
semptomlarin ortaya ¢ikisi veya siddeti arasinda bir iligki tiretmek igin kullanilamaz. Elde
edilen sonuglar, her zaman klinik resimle birlikte yorumlanmalidir.

Bir pozitif sonug, baska bir enfeksiy6z patojenin varhgi olasiligini ortadan kaldirmaz.

Bir negatif sonug, hicbir Cryptosporidiae, Lambliae veya Entamoebae enfeksiyonu
bulunmadidi anlamina her zaman gelmez. Bdyle bir sonug, patojenin arada ekskrete
edilmig olmasindan veya Ornekteki antijen miktarinin gok kuguk olmasindan
kaynaklanabilir. Hasta anemikse veya aranan patojenlerle enfekte oldugundan
kugkulaniliyorsa, dort hafta sonra baska bir gaita 6rnegi test edilmelidir.

Fazla gaita 6rnegi, spesifik renkli bantlar yerine kahverengimsi bantlar gérinmesine
neden olabilir. Bu kahverengimsi bantlarin herhangi bir tanisal degeri yoktur. Bu tur
durumlarda, aranmakta olan patojenlerin 6rnekte bulunup bulunmadigini ve ¢ok kuguk
gaita matrisi nedeniyle maskelenip maskelenmedigini belirlemek igin testin

daha kuguk miktarda gaitayla veya zaten hazirlanmis sispansiyon (¢cokelme sonrasinda
berrak Ust faz) daha da seyreltilerek tekrarlanmasi gerekli olacaktir.

13. Performans ozellikleri

13.1. Klinik kargilastirma ¢aligmasi

Bes farkl kurumu igeren ¢gok merkezli bir galismada, (farkli yontemler kullanilarak
onceden belirlenmig ve daha sonra kullaniimak amaciyla dondurulmus halde tutulan)
toplam 252 gaita 6rnegdi ¢ézilmis ve RIDA®PQUICK Cryptosporidium/Giardia/Entamoeba
Combi hizli tahlili kullanilarak analiz edilmistir. Mlnferit sonuclar Tablo 1'de listelenmistir.
Ortalama hassasiyet ve 6zgullik, bes dogrulama merkezinden gelen munferit
sonuclardan hesaplanmistir.
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Tablo 1: RIDA®QUICK Cryptosporidium/Giardia/Entamoeba Combi llanilan bir gok

Referans
ontemi

Mikroskopi
Mikroskopi
Mikroskopi

Mikroskopi
| PCR

RIDA®PQUICK Cryptosporidium/Giardia/Entamoeba Combi

merkezli galismadan sonuglar hizli tahlili

toplam pozitif

28
63
32

49
80

252

28
32
12

35

63
170

Ornekler

negatif

parazitler
0 0

20 | 11
151 5
5 9
17

57 | 25

Cryptos

87,5
100

66,7
77,8
% 83,0

Spesifik Parazit Test Bandi

ooridium

Gia

80 -

100 100

88,9 100

94 .4 100

96,3 98,1
% 91,9 | % 99,5
2010-08-10

76

93,6
% 87,4



13.2. Gapraz reaktivite

Asagida belirtilen bagirsak parazitlerinden higbiri RIDA®QUICK Cryptosporidium/Giardia/
Entamoeba Combi'de bir gapraz reaksiyona neden olmaz:

- Entamoeba coli

- Blastocystis hominis
- Chilomastix mesnili

- Endolimax nana

- Entamoeba nana

- Entamoeba hartmannii
- Hymenolepsis nana

- Isospora belli

- Isospora felis

- Jodamoeba buetschlii
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