Prueba rdpida de Campylobacter

Uso deseado

La prueba rdpida de Campylobacter (heces) es un inmunoensayo cromatografico para
la deteccion cudlitativa del antigeno de Campylobacter spp en muestra de heces
humanas.

Resumen

La enteritis por Campylobacter es una enfermedad zoondtica fransmitida por los alimentos
y el agua [1, 2]. Mientras que la identificacién del agente etiolégico generalmente no
afecta los resultados del tratamiento, ya que la mayoria de estas infecciones son
autolimitadas, el diagndstico de laboratorio es esencial para los estudios epidemiolégicos
a través del seguimiento de brotes con la identificacién y tipificacion de cepas.

El diagnéstico del laboratorio convencional de campilobacteriosis se basa en la
recuperacion del organismo en especimenes de heces, por cultivo microaerdfilo. Las
recomendaciones actuales para la recuperacién de Campylobacter estipula que los
cultivos se realicen durante un minimo de 72 horas antes de confirmar un resultado
negativo [3]; sin embargo, la vigilancia de laboratorio reciente en Centros de Confrol y
Prevenciéon para Enfermedades encontré que, en los laboratorios encuestados, el 66%
reporté resultados negativos a las 48 horas, mientras que solo el 33% informé resultados
negativos después de las 72 horas [4]. En contraste con los métodos de cultivo
fradicionales, se requieren métodos mads rdpidos para la deteccién del antigeno de
Campylobacter en heces, como el inmunoensayo enzimdtico (EIA) y los sistemas de flujo
lateral [5].

Principio

La prueba rdpida de Campylobacter (heces) se basa en el uso de una membrana
acoplada con tecnologia de conjugacién con oro coloidal. En una membrana de
nitrocelulosa se imprimen anticuerpo anti-Campylobacter. La especificidad de la prueba
estd asegurada por un anticuerpo especifico a un antigeno de Campylobacter que se
conjuga con nanoparticulas de oro coloidal y se encuentraimpreso sobre una almohadilla
(almohadilla de conjugado).

La muestra fecal se diluye en el buffer que se suministra con la prueba. Cuando la muestra
se coloca en la prueba, enfra en contacto con el conjugado y comienzan a migrar por
capilaridad, posteriormente interactian con el anticuerpo anti-Campylobacter impreso
en la linea de prueba (T) de la membrana. Si la muestra contiene el anfigeno de
Campylobacter, se formard un complejo conjugado-antigeno el cual permanecerd unido
y serd reconocido por el anfi-Campylobacter presente en la linea de prueba (T)
observdndose una linea coloreada. Como control de calidad, la linea control (C) siempre
deberd aparecer, lo cual se debe a la interaccién del anficuerpo de deteccion
conjugado con oro coloidal que al pasar por la linea control (C) es reconocido por el
anticuerpo impreso en la zona. De no presentarse la linea control, el resultado de la prueba
no es vdlido y la muestra deberd ser reanalizada.

Reactivos
La prueba contiene particulas acopladas a anticuerpos anti-Campylobacter y
anticuerpos anti-Campylobacter impresos a la membrana.

Precavciones
. Para uso profesional in vitro.

. No utilice después de la fecha de caducidad.

. No mezcle componentes de diferentes lotes.

. Siempre analice la muestra inmediatamente después de ser tomada.

. El almacenamiento, transporte o colecta demuestras realizados de forma
inadecuada, puede generar resultados falsos negativos.

. No coma, beba o fume en el drea donde se manejan las muestras o las
pruebas.

. No utilice la prueba si el paquete estd danado.

. Manipule todas las muestras como si contuvieran agentes infecciosos.

. Observar las precauciones establecidas contra riesgos microbiolégicos
durante la prueba y siga los procedimientos estdndar para la eliminacion
adecuada de las muestras.

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

. Asegurese de utilizar una cantfidad adecuada de muestra para la prueba.
Demasiada o muy poca muestra puede conducir a una desviacion de los
resultados.

. La prueba utilizada debe desecharse de acuerdo con las normativas locales
para el manejo de residuos peligrosos bioldgicos-infecciosos.

. La humedad y temperatura pueden afectar negativamente los resultados.

Almacenamiento y estabilidad de la prueba
Almacene la prueba en la bolsa sellada a temperatura ambiente (15-30°C).
La prueba es estable hasta la fecha de caducidad impresa en la bolsa.

No utilice la prueba después de la fecha de caducidad

No congele el contenido de la prueba.

Materiales
Materiales suministrados:

° Cartucho de prueba

. Instructivo de uso

° Tubo colector con buffer
° Gotero

Materiales requeridos, pero no suministrados:
° Contenedor para recoleccion de muestras
. Temporizador

(Heces)
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Recoleccién y almacenamiento de la muestra
La prueba rdpida Campylobacter debe utilizarse solo con muestras de heces humanas.

. La muestra de heces se debe recoger en un recipiente limpio y seco, resistente
al agua que no contiene detergentes, conservantes o medios de transporte.

. Llevar los reactivos necesarios a temperatura ambiente antes de su uso.

. La deteccioén viral se mejora mediante la recoleccion de las muestras en el

inicio de los sinfomas. Han informado de que la excrecion mdxima de rotavirus
y adenovirus en las heces de pacientes con gastroenteritis ocurre 3-5 dias
después del inicio de los sinfomas. Si las muestras se recolectan mucho
después de la aparicién de los sintomas diarreicos, la cantidad de antigeno
puede no ser suficiente para obtener una reaccion positiva o los antigenos
detectados no pueden estar relacionados con el episodio diarreico.

. Los mejores resultados se obtienen si la prueba se realiza dentro de 6 horas
después de la recoleccion. Muestras recolectadas pueden ser almacenadas
durante 3 dias a 2-8 °C si no se redliza la prueba dentro de 6 horas. Para el
almacenamiento a largo plazo, las muestras deben mantenerse por debajo
de -20°C.

Instrucciones de uso
Permita que la prueba, la muestra y el buffer alcancen la temperatura ambiente (15-30 °C)
antes de realizar la prueba.

1l Recoleccién de la muestra:
Recoja cantidad suficiente de heces (1-2 mL o 1-2 g) en un recipiente de
recoleccion de muestras limpio y seco.

2. Procesamiento de la muestra:
«Para muestras solidas:

a. Desenrosque la tapa del fubo colector.

b. Pinche la muestra con la pala de la tapa del fubo colector. Toque
aleatoriamente la muestra en al menos 3 sitios diferentes. Recoger cantidad
suficiente de heces (50 mg, equivalente a 1/4 de chicharo).

Coloqgue la pala dentro del tubo colector.

Cierre perfectamente el fubo colector.

e. Agite vigorosamente el tubo colector posteriormente déjelo en reposo

durante 2 minutos.

Desenrosque la punta del tapdn del fubo.

Retire el cartfucho de la bolsa y coléquelo en una superficie limpia y plana.

Agregue 2 gotas de la muestra preparada (80 L aproximadamente) en el

cartucho e inicie el temporizador.

. Espere a que aparezcan la (s) linea (s) e interprete resultados a los 5 minutos.
No interprete después de 10 minutos.
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ePara muestras liquidas:

A. Sostenga el gotfero verticalmente, apriete el bulbo y coloque la punta del
gotero sobre la muestra, suelte el bulbo para recolectar la muestra.

. Desenrosque la tapa del tubo colector.

C.Transfiera 2 gotas de muestra liquida (50 uL aproximadamente) al tubo

colector.

. Cierre perfectamente el tubo colector.

. Agite vigorosamente el tubo colector posteriormente déjelo en reposo

durante 2 minutos.

. Desenrosque la punta del tapdn del tubo.

G.Retire el cartucho de la bolsa y coldquelo en una superficie limpia y plana.
Agregue 2 gotas de la muestra preparada (80 L aproximadamente) en el
cartucho e inicie el temporizador.

H. Espere a que aparezcan la (s) linea (s) e interprete resultados a los 5 minutos.
No interprete después de 10 minutos.
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Nota: Si la muestra no migra (presencia de particulas), centrifugue la muestra preparada
en el tubo colector, o permita que sedimenten los sélidos. Recolecte 80 pL del

sobrenadante y agregue a la prueba en la zona de muestra (S). Inicie el temporizador e
interprete resultados segun lo descrito.

Interpretacidén de los resultados
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Positivo Negativo Invdlido

(Refiera a la imagen anterior)

POSITIVO: Aparecen dos lineas. 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 (T).
NOTA: La intensidad del color en la zona de la linea de prueba (T) variard segun la
concentraciéon de antigenos de Campylobacter presentes en la muestra. Por lo tanto,
cualquier fono de color en la zona de la linea de prueba (T) debe considerarse positivo.
NEGATIVO: Aparece una linea de color en la zona de la linea de control (C). No aparece
ninguna linea en la zona de la linea de prueba (T). Un resultado negativo indica que el
antigeno de Campylobacter no estd presente en la muestra o se encuentra en baja
concentracion que no es detectable en la prueba.

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.

Control de calidad

Un control interno estd incluido en la prueba. Una linea roja que aparece en la region de
control (C) es el procedimiento del control interno. Confirma que la cantidad de muestra
es suficiente y que el procedimiento es correcto. Los controles no se suministran con este
kit, sin embargo, se recomienda que un control positivo y un confrol negativo sean
utilizados para confirmar que el procedimiento de prueba y para verificar su rendimiento.

Limitaciones

1. La prueba es cudlitativa y no puede indicar la cantidad de antigenos presentes en
la muestra.

2. La presentacion clinica y otros resultados de las pruebas deben tenerse en cuenta
para establecer un diagnéstico.

3. Un resultado positivo o negativo de la prueba no descarta la posibilidad de que
ofros patégenos puedan estar presentes.

4. Esta prueba es una prueba de deteccién de fase aguda. Especimenes que se

recolectan después de esta fase puede contener titulos de antigeno por debajo
del umbral de sensibilidad de la prueba. Si una muestra da negativo, a pesar de los
sinfomas observados, se requieren mds pruebas con métodos altemnativos.

Valores esperados

En individuos sanos no infectados, la prueba rdpida de Campylobacter debe dar un
resultado negativo de la prueba. La prueba rdpida de Campylobacter (heces) ha sido
comparada con una técnica de aglutinacion de ldtex. La correlacién entre los dos
sistemas es del 94,2%.

Caracteristicas de presentacién

Se evalud el rendimiento de la prueba rdpida Campylobacter (heces) con 139
especimenes clinicos recolectados de nifios comparando con la técnica de aglutinacién
con Latex. Los resultados muestran que la sensibilidad relativa de la prueba rdpida de
Campylobacter (heces) es del 95,2 % y la especificidad relativa es del 93,5 %.

Método Aglutinacion en Iatex
Total de
RESULTADO | Positivo (+) Negativo (-) resultados
Prueba répida
de e
Campylobacter Positivo (+) 59 5 64
(heces)
Negativo (-) 3 72 75
Total de Resultados 62 77 139

Sensibilidad relativa: 95,2 %
Especificidad relativa: 93,5 %
Precision: 94,2 %

*Intervalos de confianza

(95 % IC*: 86.5 %~99.0 %);
(95 % IC*: 85.5 %~97.8 %);
(95 % IC*: 89.0 %~97.5 %).

Precision
Intra-ensayo
La precisidon dentro de la serie se ha determinado mediante el uso de 3 réplicas de cuatro
especimenes: negativos, positivos de concentracion baja, positivos de concentracion
media y positivos de concentraciéon alta. Las muestras se identificaron correctamente
>99% de las veces.

Inter-ensayo
La precision entre determinaciones ha sido evaluada por 3 ensayos independientes en los
mismos cuatro especimenes: negativos, positivos de concentracion baja, positivos de
concentracion media y positivos de concentracion alta Tres lotes diferentes de la prueba
rdpida de Campylobacter (Heces) han sido probado usando estos especimenes. Los
especimenes fueron identificados correctamente >99% de las veces.

Reactividad cruzada
Se ha estudiado la reactividad cruzada con los siguientes organismos a 1,0 x 107
organismos/mL. Los siguientes organismos no mostraron reactividad cruzada cuando se
analizaron con la prueba rdpida de Campylobacter (heces).
Citrobacter freundii Clostridium difficile
Chlamydia trachomatis Echovirus
E.coli Enterococcus faecalis
Neisseria gonorrhea Proteus mirabilis
Pseudomonas aeruginosa Rotavirus
Salmonella Shigella dysenteriae
H.pylori Corynebacterium diphtheria

Candida albicans
Enterococcus faecium
Gardnerella vaginalis
Proteus vulgaris
Adenovirus

Shigella flexneri
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