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Uso deseado

La prueba rdpida de Entamoeba histolytica (heces) es un inmunoensayo cromatogrdfico
de flujo lateral para la deteccién cualitativa de antigenos de Entamoeba histolytica en
heces humanas.

Resumen

La Entamoeba histolytica se considera la cuarta causa parasitaria a nivel mundial, se trata
de una de las seis especies de amebas que pueden parasitar al ser humano [1,2]. Es un
protozoario que se fransmite via fecal-oral por el consumo de dlimentos o agua
contaminada, para ello el patégeno debe encontrarse en su forma de quiste, que es su
forma infectante, luego de ser ingeridos serdn desintegrados por los jugos gdstricos de su
anfitrién convirtiéndolos en trofozoitos, mismos que se multiplicarén por fision binaria y
migrardn al intestino grueso hasta ser eliminados en las heces [1]. Usualmente cuando el
parasito ingresa al huésped solo coloniza su intestino grueso y no causa sinfomas clinicos,
sin embargo, en algunos casos puede causar diarrea aguda o disenteria. En ocasiones
este parasito atraviesa la barrera epitelial mucosa causando colitis amebiana que mds
tarde se diseminard por el resto de los érganos resultando en abscesos hepdticos [3,4]. La
identificacién de parasito es de gran importancia para el correcto diagnostico y su
posterior tratamiento.

Principio

La prueba rdpida de Entamoeba histolytica para la deteccién cualitativa de antigenos de
Entamoeba histolytica en muestras de heces humanas es un inmunoensayo
cromatogrdfico de flujo lateral. El cartucho de prueba posee una membrana con dos
regiones: una de prueba (T) y una de control (C). A dicha membrana se le imprime un
‘conjugado’ conformado por particulas de oro coloidal, anticuerpos de captura anti-E.
histolytica ‘linea de prueba’ y anticuerpos anti-ratén ‘linea control’. Una vez que la muestra
es depositada en el pozo (S), esta migrard a través de la membrana por accién capilar.
Si la muestra no contiene o tiene concentraciones de antigeno E. histolytica por debajo
del limite de deteccién no se formard el complejo antigeno-anticuerpo evitando la
aparicién de una linea de color en la regidon de prueba (T), esto indica un resultado
negativo. Por el conftrario, sila muestra contiene concentraciones de antigeno E. histolytica
por encima del limite de deteccion se formard el complejo antigeno-anticuerpo
generando la aparicién de una linea de color en la regién de prueba (T), esto indica un
resultado positivo. La prueba incluye un control (C), por lo que, siempre debe de aparecer
una linea de color en dicha regién, esto indica que se agregd la cantidad apropiada de
muestra y el procedimiento se realizd exitosamente.

Reactivos
La prueba contiene un conjugado de particulas de oro coloidal, anticuerpos anti- E.

histolytica y anticuerpos anti-ratén.

Precavciones

. Para uso profesional in vitro.

. Manipule tfodas las muestras como si contuvieran agentes infecciosos.

. No utilice la prueba después de la fecha de caducidad.

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

. No utilice la prueba si la bolsa estd danada.

. Utilice bata, guantes desechables y proteccién para los ojos cuando las
muestras se estén procesando.

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

. La humedad y la temperatura pueden afectar adversamente los resultados.

Almacenamiento y estabilidad de la prueba

. Almacene la prueba en la bolsa sellada, a temperatura ambiente o
refrigerada (2-30°C). Nota: NO CONGELE LA PRUEBA.
. La prueba es estable hasta la fecha de caducidad impresa en la bolsa.

Almacenamiento de la muestra

. La muestra debe ser recolectada y almacenada en un recipiente estéril,
seco e impermeable sin detergentes, conservadores o medios de fransporte.
. Almacene la muestra a una temperatura de 2-8 °C durante un maximo de 3

dias posterior a su recoleccién, en caso de necesitar conservarla por mds
tiempo almacénela a-20 °C.

. Sila muestra debe de ser enviada, empdquela de acuerdo a la regulacion
federal para la transportacion de agentes efioldgicos.

Materiales

Materiales incluidos:
. Prueba rdpida en cartucho
. Tubo colector con reactivo de corrimiento
. Instructivo de uso

Materiales requeridos, pero no incluidos:

. Temporizador

. Contenedor de muestra (s)
Materiales opcionales:

. Centrifuga

. Gotero para muestras liquidas

Obtencién de muestra
Realice los pasos que se describen a continuacion:
I Lave sus manos perfectamente y seque con un paio limpio.
II. Recolete la muestra en un contenedor estéril y seco. Es suficiente entre 1-2 mL
o 1-2 gramos de heces.
I Cierre perfectamente el contenedor, hasta usar la muestra.
Nota: Para obtener mejores resultados realice el andlisis de la muestra 6 horas
posteriores a su recoleccion.

Instrucciones de uso

Deje que la prueba, muestra y reactivo de corrimiento alcancen la temperatura ambiente
(15-30 °C) antes de utilizar la prueba. Retire la prueba de la bolsa sellada y utilicela
inmediatamente. Coloque el cartucho sobre una superficie limpia y nivelada, siga los
pasos que se describen a continuacion segun el tipo de muestra:

. Muestras sélidas

a) Tome el tubo colector (incluido en el kit) y desenrosque la tapa.

b) Pinche la muestra con el aplicador del tubo colector, de forma aleatoria por
al menos 3 veces en sitios de la muestra hasta recolectar aproximadamente
50 mg de heces (equivalente a '4 de un chicharo).

c) Una vez obtenida la cantidad de muestra suficiente, regrese el aplicador al
tubo colector.

d) Enrosque la tapa hasta cerrar el fubo perfectamente.

e) Agite vigorosamente el tubo.

f) Deje reposar el tubo por dos minutos, después retire la punta del tubo colector
(tapa).

g) Agregue 2 gotas (aproximadamente 80 pl) de la muestra en el pozo (S) del
cartucho de prueba y programe un temporizador por 5 minutos.
Nota: Si no se visualiza la migracion de la muestra en la tira del cartucho de
prueba, centrifugue la muestra con fodo y solucién, después repita el paso g.

h) Lea el resultado, una vez haya finalizado el temporizador.
Nota: No interprete el resultado después de 10 minutos.

. Muestras liquidas

A.  Con ayuda de un gotero (no incluido en el kit), sosténgalo de forma vertical
con la punta apuntando a la muestra fecal, apriete el bulbo y recolecte la
muestra.

B. Tome el tubo colector (incluido en el kit) y desenrosque la tapa.

C.  Transfiera 2 gotas de la muestra (aproximadamente 80ul) al tubo colector con
solucién de corrimiento (incluido en el kit) y ciérrelo perfectamente.

D. Agregue 2 gotas (aproximadamente 80 pl) de la muestra en el pozo (S) del
cartucho de prueba y programe un temporizador por 5 minutos.

E. Lea el resultado, una vez haya finalizado el temporizador.
Nota: No interprete el resultado después de 10 minutos.
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Muestras liquidas

Interpretacién de resultados
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Positivo Negativo Invdlido

(Consulte la ilustraciéon anterior)

POSITIVO: Aparece una linea de color en la regién de prueba (T) y una linea de color en
la regién control (C). Nota: La intensidad del color en la regién de prueba (T) puede variar,
por lo que, cualquier tono de color en dicha regidon debe considerarse positivo.
NEGATIVO: Aparece una linea de color en la regiéon de la linea de control (C). No aparece
ninguna linea en la regién de prueba (T).

INVALIDO: La linea de control no aparece. Un volumen de muestra insuficiente o técnicas
de procedimiento incorrectas, suelen ser las razones mds probables de la falla de la linea
de conftrol. Revise el procedimiento y repita la prueba, si el problema persiste deje de usar
el cartfucho de prueba inmediatamente y comuniquese con su distribuidor mds cercano.

Control de calidad

Un control interno del procedimiento estd incluido en la prueba. Una linea de color
aparece en la regiéon de control (C), esta es un control infemo que confirma que el
volumen de muestra es suficiente y que el procedimiento se realizé exitosamente. No se
suministran controles positivos o negativos con esta prueba, sin embargo, se recomienda
su uso como parte de las buenas prdcticas de laboratorio.

Limitaciones

1. La prueba rdpida Entamoeba histolytica (heces) es solo para diagndstico in vitro.

2. El resultado de esta prueba solamente es cudlitativo.

3. Al igual que con todas las pruebas de diagndstico, todos los resultados deben
interpretarse junto con otra informacién clinica disponible para el médico.

4. Si el resultado de la prueba es negativo y los sintomas clinicos persisten, realice una

prueba con otro método clinico disponible. Un resultado negativo no excluye la
posibilidad de infeccion.

Valores esperados

La prueba rdpida Entamoeba histolytica (heces) para la deteccidén cudlitativa de
antigenos de Entamoeba histolytica en heces humanas fue comparada con una prueba
répida en cartucho lider disponible en el mercado, se obtuvo una precisién global de
99.2%.

Caracteristicas de rendimiento

Sensibilidad, Especificidad y Precision
Se procesaron un fotal de 142 muestras, de los cuales solo 24 pertenecian a individuos
sinfomdticos y asinfomdticos con la prueba rdpida Entamoeba histolytica (heces), los
resultados de la prueba fueron comparados con los resultados obtenidos de una prueba
lider disponible en el mercado. Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla:

Método Ofra prueba rdpida
z Resultados
Prueba répida Enfamoeba Resultados |  Positivo Negativo totales
histolytica (heces) Positivo > 7 23
Negativo 1 118 119
Resultados totales 23 119 142

Sensibilidad relativa: 95.70% (95% IC: 78.10%-99.99%)
Especificidad relativa: 99.20% (95% IC: 95.40%-99.99%)
Precision relativa: 98.60% (95% IC: 95.00%-99.80%)

IC: Intervalo de Confianza

Precision
Intra-Ensayo
La repetibilidad de la prueba fue determinada utilizando 20 réplicas por cada una de las
siguientes muestras: una negativa, tres positivas (baja, media y alta). Las muestras fueron
correctamente identificadas el 99.99% de las veces.

Inter-Ensayo
La reproducibilidad se determiné mediante 3 ensayos realizados en 2 dias diferentes con
20 réplicas para cada una de las siguientes muestras: una negativa, tres positivas (baja,
media y alta). Las muestras fueron correctamente identificadas el 99.99% de las veces.

Reactividad cruzada
Se analizaron los siguientes patégenos gastrointestinales con la prueba répida Entamoeba
histolytica (heces), se realizaron 20 réplicas por cada uno, se incluyd una muestra positiva
y negativa a Enfamoeba histolytica. Ninguno presento reactividad cruzada.

* Salmonella enteritidis

* Salmonella paratyphy

* Salmonella typhi

* Salmonella typhimurium
* Yersinia enterocolitica

* Leiseria monocytogene

« Campylobacter coli

*« Campylobacter jejuni

* E. coliO157.H7

* H. pylori

 Colsdtridium difficile

* Sthaphylococcus aereus
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