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1. Area de aplicacion

Para el diagnoéstico in vitro. El RIDA®QUICK Campylobacter es un ensayo
inmunocromatografico rapido para detectar cualitativamente los antigenos del campylobacter
jejuni y del campylobacter coli en muestras de heces y en cultivos.

2. Resumen y explicacién del ensayo

La campilobacteriosis constituye hoy en dia, conjuntamente con la salmonelosis, la méas
frecuente afeccidén diarréica humana producida por alimentos. La fuerte acumulacion de
enteritis por campylobacter estd favorecida por la amplia propagacién de la bacteria en
diferentes especies animales tales como animales de caza, animales utiles y animales
domésticos (pajaros y mamiferos).

Como germen comensal en el tracto intestinal de la aves llega a través de estos animales a la
cadena alimentaria humana. Sin embargo, también otros alimentos como leche, carne picada y
agua potable son vehiculos der transmision del germen patégeno. El campylobacter es liberado
al medioambiente por numerosos huéspedes y llega finalmente al hombre a través de
alimentos contaminados. Pero también el contacto directo con animales domésticos afectados
por la campilobacteriosis asi como a través de la via fecal-oral sobre todo a temprana edad son
las vias de transmision posibles de la enteritis por campylobacter. Con 500 gérmenes la dosis
de infeccion es relativamente baja. De las aproximadamente 15 especies conocidas de
campylobacter, la c. jejuni y la c. coli son las que provocan las gatroenteritis en el ser humanao.
Tras un tiempo de incubacion de 2 a 10 dias, los enfermos no tratados eliminan gérmenes
infecciosos durante un periodo de hasta 4 semanas. En casos de inmunodeficiencia puede
producirse eliminacion permanente. Aunque muchas de las infecciones transcurren de modo
asimtomatico, los enfermos muestran, tras una etapa prodomal con fiebre, dolor de cabeza,
mialgias, artralgia y cansancio, los sintomas tipicos de la enteritis diarrea, espasmos y dolores
abdominales. Las diarreas presentan una consistencia pastosa a fuertemente aguada y
algunas veces ensangrentada. Los efectos tardios de la enfermedad son afecciones artriticas y
raramente el sindrome de Guillain-Barré.

Por lo general, los sintomas de la terapia se tratan con sustitucién de liquido y electrolitos y, en
casos graves, con antibioticos.

Para el cultivo satisfactorio de este sensible germen patdgeno a partir de muestras de heces en
lo posible frescas es necesario disponer de vias de transporte cortas o refrigeradas. Los
modernos métodos de deteccién de antigenos como el presente ensayo rapido RIDA®QUICK
Campylobacter no precisan de ellas y detectan el antigeno especifico de la campylobacter en la
muestra de heces aun cuando el germen infeccioso ya no se pueda cultivar.
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3. Principio del ensayo

El presente ensayo r4pido es un ensayo inmunocromatografico de flujo lateral en el cual se
utiliza tanto anticuerpos anti-campylobacter biotinilados asi como marcados endorado. Apenas
haya el germen infeccioso en una muestra positiva, se forman inmunocomplejos con los
anticuerpos anti-campylobacter marcados, pasando entonces a través de la membrana. La
estreptavidina que se encuentra en la linea T de ensayo fija los inmunocomplejos que fluyen
hacia ella a través de biotina ligada a los anticuerpos anti-campylobacter, produciendo asi una
coloracién rojo-violeta de la linea T. En la siguiente linea de control C quedan fijados los
anticuerpos marcados en dorado no complejados que pasen. Consiguientemente, en las
muestras negativas no ocurre fijacion alguna de inmunocomplejos marcados en dorado en la
linea T sino Unicamente en la linea C. La linea roja C mostrara siempre si el procedimiento de
ensayo fue valido.

4. Contenido del paquete

Los reactivos de un paquete bastan para 25 determinaciones.

25 determ. 25 casetes de ensayo empacados individualmente
13,5 ml Anticuerpo especifico anti-campylobacter; contiene
azida al 0,05%, lista para usar, coloreada en azul
13,5 ml Anticuerpo especifico anti-campylobacter; contiene
azida al 0,05%, lista para usar, colorada en amarillo
50 unidades Bolsa con 50 pipetas multifuncion, graduadas para pipetear

muestras liquidas y con una espatula para medir muestras
de heces solidas
| Reagent vial | 25 unidades Bolsa con 25 viales de reaccion

5. Reactivos y su almacenamiento

El paquete se puede almacenar a una temperatura de 2 a 25 °C y se podra utilizar hasta la
fecha de vencimiento impresa. Una vez que se ha sobrepasado la fecha de vencimiento ya no
se puede asumir garantia sobre la calidad. Asimismo, si el paquete de los casetes estuviese
dafiado no se podra garantizar que los casetes estén en buenas condiciones de utilizacion.

6. Reactivos adicionales necesarios y accesorios requeridos

- Agitador Vortex (opcional)
- Contenedor de residuos con una solucion al 0,5% de hipocloruro sodico
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7. Medidas de precaucién

Unicamente para el diagndstico in vitro.

Este ensayo debera ser llevado a cabo Unicamente por personal de laboratorio capacitado. Se
deberan respetar las directivas laborales aplicables a los laboratorios clinicos. Se deberan
cumplir estrictamente las instrucciones de ejecuciéon del ensayo. Los reactivos contienen azida
sbdica como agente conservante. Se debera evitar el contacto con la piel o con las mucosas.

No se debera pipetear las muestras ni los reactivos con la boca. Se debera evitar el contacto
con heridas en la piel o en las mucosas. Durante el manejo de las muestras se debera llevar
guantes desechables y una vez concluido el ensayo se deberan lavarse las manos. No se
debera fumar, comer ni beber en las areas donde se trabaje con muestras.

Todos los reactivos y materiales que entren en contacto con muestras potencialmente
infecciosas deberan tratarse como éstas con los desinfectantes apropiados (por ejemplo
hipocloruro sodico) o esterilizarse en autoclave durante por lo menos una hora a 121 °C.

8. Recoleccion y almacenamiento de las muestras

Las muestras de heces se deberan recolectar en contenedores limpios sin ningun tipo de
aditivos y almacenarse antes del inicio del ensayo a una temperatura de 2 a 8 °C. Si se prevé
almacenar la muestra durante mas de tres dias, ésta se debera congelar a - 20 °C. En este
caso la muestra se debera descongelar completamente y llevar a temperatura ambiente antes
del inicio del ensayo. Se deberda evitar congelar y descongelar repetidamente la muestra.

Si se prevé utilizar frotis rectales, se debera prestar atencion a disponer de suficiente material
de heces (aproximadamente 50 mg) para la ejecucion del ensayo.

9. Ejecucién del ensayo
9.1. Generalidades

Antes de su utilizacion, se debera llevar las muestras, los reactivos asi como los casetes de
ensayo a la temperatura ambiental (20 a 25 °C). Los casetes de ensayo no se deberan
desempacar sino hasta el momento de su utilizaciéon. No se debera volver a utilizar los casetes
ya utilizados. Se debera evitar la radiacién solar directa durante la ejecucién del ensayo. Los
reactivos excedentes no deberan volverse a verter en sus contenedores pues esto podria
ocasionar contaminacion.

9.2. Preparacién de las muestras

Antes del uso, todas las muestras de heces deben mezclarse siempre concienzudamente para
garantizar una distribucion homogénea de los antigenos.
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Téngase en cuenta:

Para cada ensayo de muestras, se dispone de dos pipetas para su utilizacion como
sigue:

Pipeta 1: para pipetear el reactivo A y la muestra (50 pl 0 50 mg con la espatula
dependiendo de la consistencia de la muestra).

Pipeta 2: para pipetear el reactivo B |Reagent |B| y la mezcla de reactivos Ay B y la muestra.

9.3. Ensayo de la muestra

En un vial de reactivo etiquetado | Reagent vial | , pipetear 0,5 ml de reactivo A |Reagent |A
utilizando la pipeta 1 y 0,5 ml de reactivo B | Reagent |B | utilizando la pipeta 2. Afiadir la

muestra de heces previamente homogeneizada, bien 50 mg de la pipeta 1 utilizando la
espatula (observe la marca en la espétula), o bien 50 ul (primera graduacién de la pipeta),
dependiendo de la consistencia, a esta mezcla de reactivos. Cerrar herméticamente el vial de
reaccion y agitar bien el contenido para que se mezcle (opcional: mezclador de vortice).
Colocar el vial de reaccion en el soporte del kit de ensayo durante al menos 5 min. Durante
este tiempo, la muestra reacciona con la mezcla de reactivos mientras los componentes sélidos
de las heces se depositan en forma de sedimento. Mientras tanto, extraer el casete de ensayo
a temperatura ambiente de su envase y colocarlo en una superficie plana.

Tan pronto como finalice el tiempo de reaccibn de 5 minutos, abrir cuidadosamente el
recipiente de reaccion y utilizar la pipeta 2 para extraer 150 pl (segunda graduacion de la
pipeta) de sobrenadante clarificado, y pipetearlo en el embudo de muestras en el borde del
casete. Asegurarse de que el liquido pueda pasar a través de la membrana sin obstruccién. Si
se realiza correctamente, aparecera la banda de control en la linea de control C después de
aproximadamente 3 minutos. Si la linea de control no es visible pasados 3 minutos, el vial de
reaccion debe volver a cerrarse y centrifugarse durante 2 min a 2000 x g para sedimentar
cualquier particula sdlida causante del problema. Posteriormente, pipetear 150 ml de
sobrenadante en el embudo de muestras de un nuevo casete.

Leer el resultado del ensayo pasados 15 minutos. Durante todo el tiempo de desarrollo y tras
el secado de la tira, la coloracién e intensidad de las bandas puede cambiar desde el rojo-
violeta al gris-violeta pasando por el azul-violeta.

9.3.1. Utilizacion de cultivos liguidos y sélidos de campylobacter

Se pipetean 50 pl de un caldo de cultivo (por ejemplo caldo de cultivo Bolton) en 1,0 ml de la
mezcla de reactivos preparada previamente en el tubo de reaccion a partir del reactivo A

(0,5 ml) y el reactivo B (0,5 ml) y se mezclan. De la mezcla resultante se utilizaran 150 pl para
el ensayo con muestra (véase el punto 9.3.).

Si se utiliza un medio de cultivo sélido se sacaran tantas colonias de la placa de medio de
cultivo como sea posible y se suspenderan en un primer paso en 1 ml de agua destilada o de
solucion salina (de NaCl al 0,9%). Paso seguido se pipetean 50 pl de esta suspensiéon en

1,0 ml de la mezcla de reactivos hecha previamente en el tubo de reaccién a partir del reactivo
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A (0,5 ml) y el reactivo B (0,5 ml) y se mezclan. De la mezcla resultante se utilizaran 150 pl
para el ensayo con muestra (véase el punto 9.3.).

10. Control de calidad y signos de caducidad del reactivo

El ensayo debera evaluarse Unicamente si el casete de ensayo se encuentra intacto antes del
pipeteado de la suspension de muestra y no muestra modificacion de color ni bandas.
Asimismo, después de 15 minutos de incubacion debera poder visualizarse la banda de control
rojo-violeta. Si esta no apareciera, se debera verificar lo siguiente antes de repetir el ensayo.

- Durabilidad de los casetes de ensayo y de los reactivos utilizados

- Ejecucioén correcta del ensayo

- Contaminacion de los reactivos

Si después de repetir el ensayo con un nuevo casete de ensayo no se pudiera ver ninguna
banda de control, debera usted ponerse en contacto con el fabricante o con su distribuidor local
de R-Biopharm.

11. Evaluacion e interpretacion

Como maximo deberan aparecer dos bandas partiendo del campo de aplicacion de la muestra
en el siguiente orden: Una banda de reaccion rojo-violeta en la linea de control C. Si no
apareciera la banda de control, el ensayo no se debera evaluar y no sera valida.

Se pueden realizar las siguientes interpretaciones:

- Campylobacter positivo: ambas bandas son visibles.

- Campylobacter negativo: solo se puede ver la banda de control.

- Invalido: no se puede ver ninguna banda u otra combinacion a las descritas
anteriormente. Asimismo, la coloracion de las bandas que no aparezcan hasta
considerablemente después de 15 minutos no tendran valor de diagndstico y no deberan
evaluarse.

12. Limites del método

El RIDA®QUICK Campylobacter determina el antigeno de campylobacter en muestras de heces
o después de su enriquecimiento en culturas de campylobacter. No se debera establecer una
relacion entre la intensidad de las bandas especificas visibles y la aparicion de sintomas
clinicos graves. Los resultados obtenidos deberan interpretarse siempre conjuntamente
con el cuadro clinico.

Un resultado positivo no excluye la presencia de otros gérmenes infecciosos u motivos.
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Un resultado negativo no excluye una posible infeccion con campylobacter. Esto puede
deberse a una excrecion intermitente del germen infeccioso o a un bajo volumen de antigeno
en la muestra. Si existiese sospecha anamnésica fundada de una infeccion con el germen
infeccioso buscado, se debera analizar una muestra de heces adicional del paciente.

Un excedente de la muestra de heces puede ocasionar una coloracion parduzca de la tira de
ensayo gue cubra la coloracion rojo-violeta de la banda de ensayo especifica. En tales casos,
sera necesario efectuar un nuevo ensayo con una cantidad menor de heces o con una
suspension de heces mas clarificada mediante centrifugacion, a fin de aclarar si en antigeno de
campylobacter buscado si se pero que haya sido cubierto por un exceso de matriz utilizado.

13. Caracteristicas

13.1 Calidad del ensayo

En un estudio se ha comparado la eficacia del test rapido RIDA®QUICK Campylobacter con el
patron de referencia: el cultivo del germen infeccioso en agar CCD bajo condiciones
microaeréfilas. En él se analizaron con el ensayo rapido RIDA®QUICK Campylobacter un total
de 574 muestras de heces del diagndstico diario de un laboratorio externo.

Los resultados se resumen en la tabla 1 que aparece a continuacion.

Tabla 1: Comparacién del RIDA®QUICK Campylobacter con cultivo en placas de CCDA

Cultivo (CCDA)
positivo negativo
positivo 62 7

RIDA®QUICK
Campylobacter negativo 1 504

Sensibilidad: 98,4 %

Especificidad: 98,6 %

VPP: 89,8 %

VPN: 99,8 %

13.2 Sensibilidad analitica

El limite de determinacién analitica para c. jejuni y c. coli se determin6 por separado y describe
la concentracion mas baja de gérmenes que se puede valorar positivamente como banda

RIDA®QUICK Cam pylobacter 2017-11-27 7



visible en el RIDA®QUICK Campylobacter. Esta se determind a partir de una serie de
60 ensayos con casetes de dos lotes diferentes y tres diferentes lectores (Cl al 95%), siendo
para el campylobacter jejuni de 2,1 x 10* KBE/ml) y para el campylobacter coli de 8,5 x 10°
KBE/mI.

13.3 Precision

Para determinar la precisiéon de los ensayos RIDA®QUICK Campylobacter se analizaron la
reproducibilidad entre ensayos, la reproducibilidad entre dias (10 dias), la reproducibilidad entre
operadores (tres operadores) y la reproducibilidad entre lotes (3 lotes). Para cada analisis se
midieron 5 referencias en réplicas: una muestra negativa, dos muestras fuertemente positivas y
dos muestras débilmente negativas. El ensayo RIDA®QUICK Campylobacter Test mostr6 el
resultado esperado en todas las mediciones.

13.4 Reactividad cruzada

Se analizaron diferentes gérmenes patégenos del tracto intestinal con el ensayo rapido
RIDA®QUICK Campylobacter, no mostrando ninguno reactividad cruzada. Los anélisis se
realizaron con suspensiones de bacterias (10° hasta 10° KBE/ml), con cultivos de parasitos (10’
hasta 10° organismos/ml) y con células infectadas por virus en sobrenadantes de cultivos
celulares. Los resultados aparecen en la tabla 2 que aparece a continuacion. A excepciéon de
las dos especies de campylobacter C. jejuni y c. coli ninguno de los organismos probados
reacciond en el ensayo rapido RIDA®QUICK Campylobacter.

Tabla 2: Reacciones cruzadas con gérmenes patdégenos del tracto intestinal

Germen de ensayo Procedencia/fuente Resultado
, Sobrenadante de cultivo _
Adenovirus _ _ negativo
infeccioso
Aeromonas hydrophila Cultivo negativo
_ Sobrenadante de cultivo _
Astrovirus i i negativo
infeccioso
Bacillus cereus Cultivo negativo
Bacteroides fragilis Cultivo negativo
Campylobacter coli Cultivo positivo
Campylobacter fetus Cultivo negativo
Campylobacter jejuni Cultivo positivo
Campylobacter lari Cultivo negativo
Campylobacter upsaliensis Cultivo negativo
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Candida albicans Cultivo negativo
Citrobacter freundii Cultivo negativo
Clostridium difficile Cultivo negativo
Clostridium perfringens Cultivo negativo
Clostridium sordellii Cultivo negativo
Cryptosporidium muris Cultivo negativo
Cryptosporidium parvum Cultivo negativo
E. coli (026:H-) Cultivo negativo
E. coli (06) Cultivo negativo
E. coli (O157:H7) Cultivo negativo
Enterobacter cloace Cultivo negativo
Enterococcus faecalis Cultivo negativo
Muestra de giardia lamblia Muestra de heces negativo
Klebsiella oxytoca Cultivo negativo
Proteus vulgaris Cultivo negativo
Pseudomonas aeruginosa Cultivo negativo
Rotavirus Sobren_adantfe de cultivo negativo
infeccioso
Salmonella enteritidis Cultivo negativo
Salmonella typhimurium Cultivo negativo
Serratia liquefaciens Cultivo negativo
Shigella flexneri Cultivo negativo
Staphylococcus aureus Cultivo negativo
Staphylococcus epidermidis Cultivo negativo
Vibrio parahaemolyticus Cultivo negativo
Yersinia enterocolitica Cultivo negativo

14. Sustancias de interferencia

Las siguientes sustancias no mostraron efecto alguno sobre los resultados del ensayo al
mezclarlas en las concentraciones mencionadas en las muestras de heces positivas y
negativas de campylobacter jejuni o de campylobacter coli.

Sulfato de bario (5 % m/m), loperamida (antidiarréico; 5 % m/m), Pepto-Bismol (antidiarréico; 5
% v/m), mucina (5 % m/m), cicalamato (edulcorante artificial 5 % v/m), sangre humana (5 %
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v/m), acido estearico / acido palmitico (mezcla 1:1, 40 % m/m), metronidazol 0.5 (antibiético 5
% v/m), diclofenaco (0.00263 % v/m).
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