Prueba rdpida para diarrea parasitaria

Entamoeba / Giardia / Crypto

EGC 0222/01
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Prueba rdpida para la deteccidon cualitativa de antigenos de Enfamoeba histolytica,
antigenos de Giardia lamblia y Cryptosporidium en heces humanas, como auxiliar en la
identificacion de patégenos causantes de diarrea. Solo para uso profesional in vitro.

Uso deseado

El carfucho de prueba répida de Entamoeba / Giardia / Crypto (heces) es un
inmunoensayo cromatogrdfico rdpido para la deteccién cudlitativa de antigenos de
Entamoeba histolytica, antigenos de Giardia lamblia y Cryptosporidium en heces
humanas.

Resumen

Entamoeba histolytica es un pardsito ameba anaerdbico, que forma parte del género
Entamoeba (1). Infecta predominantemente a humanos y ofros primates donde causan
amibiasis, E. histolyfica se estima que infecta a unos 50 millones de personas en todo el
mundo. Anteriormente, se pensaba que el 10% de la poblacién mundial estaba
infectada, pero estas cifras son anteriores al reconocimiento de que al menos el 0% de
estas infecciones se debian a una segunda especie, E. dispar (2). Los mamiferos como
perros y gatos pueden infectarse transitoriamente, pero no se cree que contribuyan
significativamente a la transmisién. E. histolytica, como su nombre indica (histolitico =
destruccién de tejidos), es patégena. La infeccién puede ser asintomdtica o producir
disenteria amebiana o absceso hepdtico amebiano (1,3).

Giardia lamblia es el protozoo mds comUn que se sabe que es responsable de una de
las principales causas de diarea severa en humanos, particularmente en personas
inmunodeprimidas. Los estudios epidemioldgicos, en 1991, mostraron que las infecciones
por Giardia aumentaron en los Estados Unidos con una prevalencia de alrededor del 6%
en 178,000 muestras (4). Generalmente, la enfermedad pasa por una fase aguda corta
seguida de una fase crénica. La infecciéon en la fase aguda por G. lamblia es la causa
de la diarrea acuosa con eliminacién de trofozoitos, principalmente. Las heces vuelven
a ser normales, durante la fase crénica, con emisiones transitorias de quistes (5).

La presencia del pardsito en la pared del epitelio duodenal es responsable de una
malabsorcion. La desaparicion de las vellosidades y su atrofia provocan problemas en
el proceso digestivo a nivel del duodeno y yeyuno, seguidos de pérdida de peso y
deshidratacién. Sin embargo, la mayoria de las infecciones permanecen asinfomaticas.
El diagndstico de G. lambilia se lleva a cabo bajo microscopia después de la flotacion
en sulfato de zinc o por inmunofluorescencia directa o indirecta, en muestras no
concentradas observadas por microscopia (é). Ahora estén disponibles métodos de
ELISA para la deteccién especifica de quistes y/o trofozoitos. La detecciéon de este
pardsito en aguas superficiales o de distribucion se puede realizar mediante técnicas de
PCR (7). La prueba se basa en la deteccidén de un coproantigeno de 65 kDA, una
glicoproteina presente en los quistes y trofozoitos de G. lamblia.

La criptosporidiosis es una enfermedad diarreica causada por pardsitos microscopicos
del género Cryptosporidium. Una vez que un animal o una persona se infecta, el pardsito
vive en el intestino y pasa a las heces. El pardsito estd protegido por una capa exterior
que le permite sobrevivir fuera del cuerpo durante largos periodos de tiempo y lo hace
muy resistente a los desinfectantes a base de cloro. Tanto la enfermedad como el
pardsito se conocen comUnmente como "Crypto". La enfermedad se puede propagar
a fravés de la ingestion de agua contaminada o a través de la tos de un individuo
infectado (8,9). Se puede propagar por via fecal-oral como otros patégenos
gastrointestinales.

Principio

El cartucho de prueba répida de Entamoeba / Giardia / Crypto es un inmunoensayo de
flujo lateral cualitativo para la deteccidon de antigenos de Entamoeba histolytica'y / o
antigenos de Giardia lamblia 'y / o Cryptosporidium en heces humanas.

ENTAMOEBA HISTOLYTICA

La prueba rdpida de Entamoeba histolytica es un inmunoensayo de flujo lateral
cudlitativo para la deteccion del anfigeno de Entamoeba histolytica en una muestra
fecal humana. La membrana estd recubierta con anticuerpo antfi-Entfamoeba
histolytica en la regién de la linea de prueba de la prueba. Durante la prueba, la muestra
reacciona con la particula recubierta con un anticuerpo de Entamoeba histolytica. La
mezcla migra hacia arriba en la membrana cromatograficamente por accién capilar
para reaccionar con el anficuerpo anti-Entamoeba histolytica en la membrana y
generar una linea de color. La presencia de esta linea coloreada en la region de la linea
de prueba indica un resultado positivo, mientras que su ausencia indica un resultado
negativo. Para que sirva como control de procedimiento, siempre aparecerd una linea
de color en laregién de lalinea de control, lo que indica que se ha agregado el volumen
adecuado de muestra y que se ha producido la absorcién de la membrana.

GIARDIA LAMBLIA

La prueba répida de Giardia lamblia es un inmunoensayo de flujo lateral cualitativo para
la deteccién del antigeno de Giardia en muestras fecales humanas. La membrana estd
recubierta con anficuerpos contra los antigenos de Giardia en la regién de la linea de
prueba. Durante la prueba, la muestra reacciona con la particula recubierta con
anticuerpos anti-Giardia, adheridos previamente en la prueba. La mezcla se mueve
hacia arriba en la membrana por accién capilar. En el caso de un resultado positivo, los
anticuerpos especificos presentes en la membrana reaccionardn con los conjugados
de la mezcla y generardn lineas de color. Siempre aparecerd una linea de color en la
region de la linea de control y servird como verificacion de que se agregd suficiente
volumen, se obtuvo el flujo adecuado y como control interno para los reactivos.
CRYPTOSPORIDIUM

La prueba rapida de antigeno de Cryptosporidium es un inmunoensayo de flujo lateral
cudlitativo para la deteccién del antigeno de Cryptosporidium en heces humanas. La
membrana estd revestida con anticuerpos contra los antigenos de Cryptosporidium en
la regiéon de la linea de prueba. Durante la prueba, los antigenos de Cryptosporidium, si
estan presentes en la muestra, se unen a las particulas conjugadas de anticuerpos anti-
Cryptosporidium, que se secaron previamente en la prueba. La mezcla se mueve hacia
arriba en la membrana por accién capilar. En el caso de un resultado positivo, los
anticuerpos especificos presentes en la membrana reaccionardn con el complejo
conjugado-antigeno y generardn una linea coloreada en la regiéon de prueba. Siempre
aparecerd una linea de color en la regidon de la linea de confrol y servird como
verificacién de que se agregd suficiente volumen y se obtuvo el flujo adecuado y como
confrol interno para los reactivos.

Reactivos

La prueba contiene anticuerpo anti-Entamoeba histolytica conjugado, particulas de
anticuerpo anti-Giardia lamblia, particulas coloreadas conjugadas con anticuerpo anti-
Cryptosporidium y anticuerpos anti-Enfamoeba histolytica, anticuerpo anti-Giardia
lamblia, anticuerpos anti-Cryptosporidium recubiertos en la membrana.

Precauciones

. Solo para uso profesional in vitro. No lo use después de la fecha de vencimiento.

o La prueba debe permanecer en la bolsa sellada hasta su uso.

. No coma, beba ni fume en el drea donde se manipulan las muestras o los kits.

. Manipule todas las muestras como si contuvieran agentes infecciosos. Observe las
precauciones establecidas contra los peligros microbiolégicos en todos los
procedimientos y siga los procedimientos estdndar para la eliminaciéon adecuada
de las muestras.

. Use ropa protectora como batas de laboratorio, guantes desechables y proteccién
para los ojos cuando se analicen las muestras.

. La prueba usada debe desecharse de acuerdo con las regulaciones locales.

o La humedad y la temperatura pueden afectar negativamente a los resultados.

Almacenamiento y estabilidad

El kit puede almacenarse a temperatura ambiente o refrigerarse (2-30 °C). El cartucho
de prueba es estable hasta la fecha de vencimiento impresa en la bolsa sellada. El
cartucho de prueba debe permanecer en la bolsa sellada hasta su uso. NO CONGELAR.
No lo use después de la fecha de vencimiento.

Recoleccién de muestras y almacenamiento

Las heces deben obtenerse en un recipiente limpio, seco e impermeable que no
contenga detergentes, conservantes ni medios de transporte.

Deje que los reactivos necesarios alcancen la temperatura ambiente antes de usarlos.

Si las muestras deben enviarse, deben empaqguetarse de acuerdo con las regulaciones
locales que cubren el transporte de agentes etiologicos.

Recolecte una cantidad suficiente de heces (1-2 mL o 1-2 g) en un recipiente de
recoleccién de muestras limpio y seco. Se obtendrdn mejores resultados si el ensayo se
realiza dentro de las é horas posteriores a la recoleccion. Las muestras recolectadas se
pueden almacenar durante 3 dias a 2-8 °C si no se analizan dentro de las 6 horas. Para
el aimacenamiento a largo plazo, las muestras deben mantenerse a -20 °C.

Materiales
Materiales suministrados
. Prueba répida de Entamoeba / Giardia / Crypto
. Manual de instrucciones
. Tubos de recoleccién de muestras con buffer de extraccion
. Goteros

Materiales requeridos, pero no suministrados
. Recipientes de recoleccién de muestras
. Temporizador

Instrucciones de uso

Deje que la prueba, el hisopo de muestra, el buffer y/o los controles alcancen la
temperatura ambiente (15-30 ° C) antes de realizar la prueba. Saque el cartucho de
prueba de su bolsa sellada y coléquelo en una superficie limpia y nivelada. Para obtener
un mejor resultado, el ensayo debe realizarse dentro de una hora después de abierta la
bolsa de la prueba.

1. Para procesar muestras fecales:
PARA MUESTRAS SOLIDAS:
Desenrosque la tapa del tubo de recoleccién de muestras, luego tome al azar la
muestra fecal al menos de 3 sitios diferentes con el aplicador de recoleccién de
muestras en para recolectar aproximadamente 50 mg de heces (equivalente a 1/4
del tamano de un guisante).
PARA MUESTRAS LIQUIDAS:
Sostenga un gotero verticalmente, aspire las muestras fecales y luego transfiera 2
gotas de la muestra liquida (aproximadamente 80 pL) en el tubo de recoleccién que
contiene el buffer de extraccion.

2. Posicione el aplicador con la muestra en el tubo de recoleccion de muestras.
Apriete la tapa.
3. Agite la muestra vigorosamente para mezclar la muestra y el buffer de extraccion.

Deje incubar el tubo de recolecciéon durante 2 minutos. Sostenga el tubo de
recoleccion de muestras en posicion vertical y desenrosque la punta de la
muestra.

4. Invierta el tubo de recolecciéon y transfiera 3 gotas de la muestra extraida
(aproximadamente 120 yL) a la zona de muestra (S) en el cartucho de prueba,
luego inicie el cronémetro. Evite atrapar burbujas de aire en la zona de la muestra.

5. Lea los resultados 10 minutos después de dispensar la muestra. No lea resultados
después de 20 minutos.
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Interpretacidén de resultados

Control Control
Enta Enta
Giar, Glar|
Cryp Cryp

Positivo

Control
Enta
Giar,

Cryp

(Refiera a la imagen anterior)

POSITIVO ENTAMOEBA: Aparecen dos lineas de color. Una linea de color debe estar en
la zona de la linea de control (C) y otra linea de color aparente debe estar en la zona
de la linea de prueba Ent.

POSITIVO GIARDIA: Aparecen dos lineas de color. Una linea de color debe estar en la
zona de la linea de conftrol (C) y otra linea de color aparente debe estar en la zona de
la linea de prueba Giar.

POSITIVO CRYPTO: Aparecen dos lineas de color. Una linea de color debe estar en la
zona de la linea de conftrol (C) y otra linea de color aparente debe estar en la zona de
la linea de prueba Cryp.

POSITIVO ENTAMOEBA y GIARDIA: Aparecen fres lineas de colores. Una linea de color
debe estar en la regiéon de la linea de control (C) y dos lineas aparecen a altura de las
lineas de prueba Ent y Gia.

POSITIVO ENTAMOEBA y CRYPTO: Aparecen fres lineas de colores. Una linea de color
debe estar en la regién de la linea de control (C) y dos lineas aparecen a altura de las
lineas de prueba Ent y Cryp.

POSITIVO GIARDIA y CRYPTO: Aparecen tres lineas de colores. Una linea de color debe
estar en la regién de la linea de control (C) y dos lineas aparecen a altura de las lineas
de prueba Giary Cryp.

POSITIVO ENTAMOEBA y GIARDIA y CRYPTO: Cuatro lineas de colores aparecer. Una linea
de color debe estar en la regién de la linea de control (C) y tres lineas aparecen en las
zonas de Ent, Gia y Cry.

*NOTA: La intensidad del color en la regién de la linea de prueba variard segun la
concentraciéon de antigenos de Entamoeba histolytica, Giardia lamblia y antigenos de
Cryptosporidium presentes en la muestra. Por lo tanto, cualquier fono de color en las
lineas de prueba deben ser considerados como resultado positivo.

NEGATIVO: Aparece una linea de color enla zona de la linea de control (C). No aparece
ninguna linea en la regién de la linea de prueba (T).

INVALIDO: La linea de control no aparece. Un volumen de muestra insuficiente o
técnicas de procedimiento incorrectas son las razones mds probables de la falla de la
linea de control. Revise el procedimiento y repita la prueba con una nueva prueba. Si el
problema persiste, deje de usar el kit de prueba inmediatamente y comuniquese con su
distribuidor local.

Negativo

Invélido

Control de calidad

Los controles de procedimiento intemos estdn incluidos en la prueba. Una linea
coloreada que aparece en la regién de control (C) es un control de procedimiento
vdlido interno. Confirma un volumen de muestra suficiente y una técnica de
procedimiento correcta.

Los estdndares de control no se suministran con este kit; sin embargo, se recomienda
que los controles positivos y negativos se prueben como una buena prdctica de
laboratorio para confimar el procedimiento de prueba y verificar el desempefio
adecuado de la prueba.

Limitaciones

1. La prueba répida de Entamoeba / Giardia / Crypto solo indicard la presencia de
antigenos de Entamoeba y / o Giardia lambliay / o Cryptosporidium en la muestra
(deteccién cualitativa) y solo debe usarse para la detecciéon de antigenos de
Entamoebay / o Giardia lamblia'y / o antigenos de Cryptosporidium en muestras
fecales. Esta prueba no puede determinar ni el valor cuantitativo ni la tasa de
aumento de la concentracién de antigeno.

2. Un exceso de muestra puede provocar resultados invdlidos. Diluya la muestra con
el buffer y repita la prueba.

3. No utilice muestras tratadas con soluciones que contengan formaldehido o sus
derivados.

4. Si el resultado de la prueba es negativo y los sinftomas clinicos persisten, se

recomienda realizar pruebas adicionales con ofros métodos clinicos. Un resultado
negativo no excluye en ningln momento la posibilidad de Entamoeba histolytica,
Giardia lamblia y Cryptosporidium.

5., Aligual que con todas las pruebas de diagndstico, todos los resultados deben
considerarse junto con otra informacién clinica disponible para el médico.

Valores esperados

La prueba rdpida de Entamoeba / Giardia / Crypto se ha comparado con ofra prueba
rapida. La correlacion de Entamoeba histolytica entre los dos sistemas es del 99,0%. La
correlacion de Giardia lamblia entre los dos sistemas es del 96,9%. La correlaciéon de
Cryptosporidium entre los dos sistemas es del 97,8%.

Caracteristicas de presentacidon

Sensibilidad - Especificidad
Se evalud la prueba rdpida de Entamoeba / Giardia / Crypto (heces) en 288 pacientes
para Entamoeba histolytica.

Método Ofra prueba rapida Total de
Prueba rdpida de RESULTADO Positivo (+) Negativo (1) | resultados
Entamoeba/Giardia/ Positivo (+) 42 2 44
Crypto (heces) Negativo (-) 1 243 243
Total de Resultados 43 245 288

Sensibilidad relativa: 97.7%
Especificidad relativa: 99,2%
Precision: 99,0%

*Intervalos de confianza

(IC 95% *:87.7% ~ 99.9%);
(IC 95% *: 97,1% ~ 99.9%);
(IC 95% *: 97,0% ~ 99.8%).

Se evalud la prueba rdpida de Entamoeba / Giardia / Crypto (heces) en 318 pacientes
para Giardia lamblia.

Método Otra prueba rdpida Total de
Prueba rapida de RESULTADO Positivo (+) | Negativo (-] | resultados
Entamoeba / Giardia / Positivo (+) 69 [ 75
Crypto (heces) Negativo (-) 4 239 244
Total de Resultados 73 245 318

Sensibilidad relativa: 94,5%
Especificidad relativa: 97,6%
Precision: 96,9%

*Intervalos de confianza

(IC 95% *: 86,6% ~ 98.5%):
(IC 95% *: 94,7% ~ 99,1%):
(IC 95% *. 94,3% ~ 98,5%)

Se evalué el cartucho de prueba rdpida de Entamoeba / Giardia / Crypto (heces) en
275 pacientes para Cryptosporidium.

Método Ofra prueba rapida Total de
Prueba rdpida de RESULTADO Positivo (+) | Negativo (-] | resultados
Entamoeba / Giardia / Positivo (+) 29 5 34
Crypto (heces)) Negativo (-) 1 240 241
Total de Resultados 30 250 275

Sensibilidad relativa: 96,7%
Especificidad relativa: 98,0%
Precision: 97,8%

*Intervalos de confianza

(IC 95% *: 82,8% ~ 99.9%):
(IC 95% *: 95,3% ~ 99,3%):
(IC 95% *: 95,3% ~ 99.,2%).

Repetibilidad y reproducibilidad

Para comprobar la precision infra-lote (repetibilidad), las mismas muestras positivas y
negativas se procesaron 3 veces en kits del mismo lote de produccién en las mismas
condiciones experimentales. Todos los resultados observados se confirmaron como se
esperaba.

Para comprobar la precision (reproducibilidad) entre lotes, se procesaron las mismas
muestras (positivas y negativas) en kits de tres lotes de produccién diferentes. Todos los
resultados se confirmaron como se esperaba.

Reactividad cruzada

La reactividad cruzada se evalud con los siguientes organismos a una concentracion de
1.0x107 células/mL. Los siguientes organismos resultaron negativos cuando se probaron
con la prueba répida de Entamoeba / Giardia / Crypto (heces):

Helicobacter pylori

Clostridium difficile

Salmonella infantis

Shigella flexneri

Shigella sonnei

Shigella dysenteriae

Escherichia coli
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