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1. Area de aplicacion

Para el diagnéstico in vitro. Este test rapido RIDA® Quick Verotoxin / 0157 Combi es un ensayo
inmunocromatografico para la identificacion cualitativa de verotoxinas (sindGnimo: toxinas Shiga)
y/o de E. coli serotipo O157 en un cultivo de heces obtenido con el caldo de enriquecimiento
mTSB.

2. Resumen y explicacion del test

Las toxinas Shiga (Stx) son los factores de virulencia mas importantes de la Escherichia coli
enterohemorragica (EHEC). Ellas provocan diarreas y también el sindrome urémico hemolitico
(SUH) con peligro para la vida, que a su vez, es una de las causas principales de la
insuficiencia renal aguda en la infancia. El serotipo O157 esta presente en cerca del 70-90% de
todas las infecciones que ocurren por EHEC. La identificacion rapida de este patdégeno es un
requisito obligatorio para poder decidir la terapia adecuada a seguir. El test RIDA® Quick
Verotoxin / O157 Combi detecta al mismo tiempo y solamente en el plazo de un dia tanto las
toxinas Shiga, como también el serotipo 0157 en el sobrenadante de un caldo de
enriquecimiento basado en mTSB.

3. Fundamento del test

El presente test rapido es un ensayo inmunocromatografico de flujo lateral de un solo paso, en
la cual los anticuerpos especificos dirigidos contra cada uno de los antigenos diana estan
absorbidos en particulas de latex rojas (especifico para las toxinas Shiga) o en particulas de
latex verdes (especifico para el serotipo 0157). Otros anticuerpos especificos contra ambos
antigenos se encuentran fijados fuertemente sobre la membrana. La muestra de heces que se
debe analizar se cultiva primeramente en un caldo de enriquecimiento (mTSB + mitomicina C)
durante aprox. 18-24 horas a 37 °C con el fin de lograr la multiplicaciéon del patégeno y la
produccion de las toxinas Shiga. Tras la centrifugacion del caldo se toma una parte alicuota del
sobrenadante, se diluye en relacion 1:2 con el buffer de muestras especifico para el test y se
somete al andlisis. Cuando se vierte esta solucion diluida de la muestra a través del orificio
circular del casete del test se produce la aglutinacion de los anticuerpos especificos fijados a
las particulas coloreadas de latex con los antigenos que se encuentran en la muestra, fluyen
entonces a través de la membrana hasta las bandas especificas de captura y se unen a ellas
de forma especifica. Segun el antigeno presente en la muestra se observara una banda verde
y/o una banda roja. Junto a ellas debe aparecer siempre una banda azul de control que sirve
como confirmacion de la validez del resultado del ensayo realizado.

4. Contenido del envase

Los reactivos de un envase alcanzan para 20 determinaciones

20 determ. 20 casetes envasados individualmente
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18 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 °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. Del mismo modo tampoco se puede garantizar la capacidad de uso de casetes cuyo
envase exterior individual haya sido dafiado.

6. Reactivos adicionales necesarios — accesorios requeridos

- 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%

Caldo de enriquecimiento (mTSB + mitomicina C; por ej. RIDA® Anreicherungsbouillon,
(Z21003)

Centrifuga

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.

Todos los materiales y reactivos que entren en contacto con muestras potencialmente
infecciosas se requiere que antes de su eliminacion sean tratados, al igual que las muestras,
con agentes desinfectantes adecuados (por €j. hipoclorito de sodio) o se sometan a autoclave
por lo menos una hora a 121 °C.
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8. Recoleccion y conservacion de las muestras

Las muestras de heces en las cuales se desean detectar las toxinas Shiga y la E. coli O157
pueden conservarse como se describe a continuacion, en caso de que no se introduzcan de
inmediato en el caldo de enriquecimiento:

— si es hasta 24 horas, a temperatura ambiente o entre 2 — 8 °C

— si es hasta 72 horas, entre 2 -8 °C

La congelacion de las muestras no es recomendable, ya que las bacterias EHEC se afectan y
no se multiplican bien o en lo absoluto en el cultivo de enriquecimiento.

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 van a utilizar frotis rectales se debe prestar atencion a que haya suficiente material de
heces (aprox. 100 mg) para la realizacion del test.

En los estudios de contactos se deben incluir también muestras de heces de personas sin
signos clinicos aparentes para identificar también a los portadores asintomaticos.

9. Realizacion del test
9.1. Generalidades

Las muestras, el buffer de extraccion y los casetes de prueba deben adaptarse a la
temperatura ambiente (20 — 25 °C) antes de proceder a utilizarlos. Los casetes para el test sélo
deben extraerse de su envoltura exterior poco antes de su uso. Los casetes de ensayo que se
hayan usado una vez no se deben volver a utilizar. Se debe evitar la incidencia directa de la luz
solar durante la realizacion del test.

9.2. Preparacion de las muestras

Primeramente se mezclan 100 pl de muestra de heces en forma liquida o una cantidad
equivalente (50 — 100 mg) de una muestra de heces soélidas con 4 ml de medio de cultivo
mTSB conteniendo mitomicina C (por ej. RIDA® Anreicherungsbouillon, Art. n° Z 1003) y se
incuban bajo agitacion (aprox. 120 - 160 rpm) y con suficiente suministro de oxigeno a 37 °C
durante 18 y 24 horas como maximo. Para el mezclado son adecuados un agitador oscilante
horizontal o un mezclador rotativo. Después de la incubacion se aplica una centrifugacion a
toda la muestra a 2500 g unos 5 minutos. Se realiza una dilucidon 1: 2 del sobrenadante claro
con ayuda del buffer de extraccion especifico y se transfiere a un tubo limpio o igualmente a un
pocillo no recubierto de la placa de microtitulacion.

9.3. Andlisis de las muestras

Se retira la envoltura exterior del casete para el test y se coloca éste sobre una
superficie plana. Acto seguido se aspiran de la suspension de heces preparada 200 ul con la
micropipeta o 4 gotas con la pipeta desechable y se transfieren al casete a través del
orificio circular de entrada. Se debe prestar atencion a que el liquido fluya sin impedimento a
través de la membrana. Se eliminaran antes las particulas que eventualmente se hayan
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aspirado con la pipeta y pudieran impedir el movimiento del liquido. Después de 15 minutos se
puede leer el resultado.

10. Control de calidad — Indicios de reactivos vencidos

El test s6lo debe evaluarse si el casete para el test esta intacto antes de pipetear la suspension
de la muestra y no se perciben en la membrana cambios de coloracion o bandas. Ademas es
imprescindible que después de la incubacion del test esté visible 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 ensayo y del buffer de extraccion utilizado

- Ejecucioén correcta del test

- Contaminacion del buffer de extraccion

Dado el caso que al repetir el test con un nuevo casete tampoco sea visible la banda de
control, usted debe dirigirse al fabricante o a su distribuidor local de R-Biopharm.

11. Evaluacion e interpretacion

Como méaximo pueden aparecer solamente tres bandas, vistas desde el punto de absorcion de
la muestra y en el siguiente orden: Una banda verde (T, = banda 1 del test), una roja (T, =
banda 2 del test), y una azul (C = banda de control). jSi no aparece la banda azul de control,
el test no es evaluable y por tanto invalido!

Las siguientes interpretaciones son posibles:

- Serotipo 0157 positivo: Una banda verde y una banda azul son visibles.

- Toxina Shiga positiva: Una banda roja y una banda azul son visibles.

- Serotipo 0157 y toxina Shiga positivos: Una banda verde, una banda roja y una
banda azul son visibles.

- Negativo: Solamente la banda azul es visible.

- 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 15 minutos, éstas se deben evaluar como carentes de
valor diagnastico.

12. Limitaciones del método

El test RIDA® Quick Verotoxin / 0157 Combi detecta antigenos del serotipo 0157 y/o toxinas
Shiga en muestras de heces enriquecidas mediante cultivo. 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.

Un resultado positivo no excluye la presencia de otros agentes infecciosos.
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Un resultado negativo no excluye una posible infeccion por EHEC o la presencia de toxinas
Shiga. La causa de ello puede tener su origen en una cantidad demasiado baja de antigeno en
la muestra. Si existe la sospecha anamnéstica fundada de una infeccidon con los agentes
patogenos analizados, se debe repetir el andlisis a otra muestra de heces del paciente.

13. Caracteristicas de rendimiento
13.1. Calidad del test

La validacion del test se llevo a cabo en el Laboratorio de Referencia de SUH del Instituto de
Higiene de la Universidad de Munster donde se analizaron un total de 159 muestras. Entre
ellas se encontraban 51 cepas de referencia para EHEC, las cuales representaban un amplio
espectro de 38 serotipos diferentes. A excepcion del patégeno animal subtipo Stx 2g, todos los
otros tipos de toxinas Shiga considerados patdégenos humanos estaban representados. De
igual modo se examinaron 96 muestras de heces y 8 aislamientos de ellas, asi como 4
aislamientos de procedencia animal. Los resultados se compararon con métodos PCR
especificos para Stx y 0157 del Instituto. Para verificar la produccion de Stx se efectué ademas
un ensayo de citotoxicidad con células Vero. Los resultados se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1:

Comparacién del ensayo rapido RIDA® Quick Verotoxin / 0157 Combi con métodos PCR
especificos para la identificacion de los genes codificadores de Stx, asi como de los genes sfpA
especificos del serotipo 0157.

RIDA® Quick Verotoxin / 0157 Combi
Stx 1/ Stx 2 0157
+ - + -
68 12 20 2
+
PCR

1 78 2 135
Sensibilidad: 85,0 % 90,9 %
Especificidad: 98,7 % 98,5 %
Valor predictivo positivo: 98,6 % 90,9 %
Valor predictivo negativo: 86,7 % 98,5 %
Exactitud: 91,8 % 97,5 %
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13.2. Sensibilidad analitica

Para la determinacion del limite de deteccion de ambas toxinas Shiga se realizé una dilucion
seriada para cada una y se sometieron al ensayo RIDA® Quick Verotoxin / 0157 Combi. Los
resultados se resumen en la tabla 2.

Tabla 2: Limite de deteccion para Stx 1y Stx 2

Stx 1 pura RIDAQuick Stx 2 pura RIDAQuick
Ng/ml Stx / 0157 ng/ml Stx / 0157
50 ++++ 50 ++++
40 ++++ 40 ++++
30 T+ 30 ++++
20 +++ 20 -+
10 ++ 10 -+
8 ++ 8 +++
6 ++ S +++
4 + 4 ++
2* (+) 2 ++
1 - 1 +
0,5 - 05* (+)
0,1 - 0,1 -

* Limite de deteccién

13.3 Especificidad

El ensayo RIDA® Quick Verotoxin / 0157 Combi no mostré reactividad cruzada respecto a otros
serotipos de E. coli ni tampoco con otros enterobacteriaceos a excepcion de las salmonelas del
grupo N, ya que éstas ultimas presentan también el antigeno O157 en su superficie. Este
antigeno superficial se detecta también ocasionalmente en algunas cepas de las especies
Citrobacter, de modo que ante la presencia Unicamente de una reaccion de coloracion tipica
para la banda del serotipo O157 es recomendable comprobar la identificacion mediante un
cultivo. Por otra parte, se debe recalcar que los aislamientos de 0157 con pérdida de la
capacidad de producir toxinas Shiga (pérdida de fagos) son muy raros.
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