Prueba rapida de Streptococcus pyogenes ‘Grupo A’

Uso deseado

La prueba rdpida de Streptococcus pyogenes ‘Grupo A' es un inmunoensayo
cromatogrdfico de flujo lateral para la deteccién cudlitativa de los antigenos de
Streptococcus pyogenes (estreptococo del grupo A) en muestras orofaringeas.

Resumen

Los estreptococos son microorganismos gram-positivos, inméviles y no forman esporas.
Estos son clasificados de acuerdo a la morfologia de colonia, hemolisis, reacciones
bioguimicas y principalmente por su especificidad seroldgica, es decir, segin sus
diferencias antigénicas de los carbohidratos de su pared celular, lo que los divide en
grupos de A hasta V [1].

El Streptococcus pyogenes (S. pyogenes) mds conocido como estreptococo del grupo A,
se caracteriza por propagarse por medio de secreciones respiratorias y del contacto con
fémites (superficies u objetos contaminados). Este patdégeno se presenta mayormente
durante la nifez, en particular entre los cuatro y siete afos [1,2]. La infeccién por S.
pyogenes ha sido relacionada con infecciones de garganta, piel, heridas e inclusive
infecciones sépticas aunque también puede no presentar sintoma alguno. De hecho,
colonizaciones asinfomdticas de este estreptococo puede ser encontrado en la faringe
de un 20% de los seres humanos durante el invierno [2]. El diagndstico de S. pyogenes
puede ser por medio de culfivo, PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) y de
antigeno, sin embargo, a diferencia de los dos primeros, una prueba rdpida de antigeno
requiere de menos costo, tiempo y trabajo [3]. Es sumamente importante que se diferencie
este estreptococo debido a que los sinfomas clinicos pueden ser similares a los causados
por ofros patégenos y con ello evitar el uso innecesario de antibidticos como la penicilina,
que si bien es efectivo contra S. pyogenes, no lo es contra los virus [3,4,5].

Principio

La prueba rdpida para la deteccién cualitativa de antigenos de S. pyogenes en muestras
orofaringeas es un inmunoensayo cromatogrdfico de flujo lateral. La prueba es un
cartucho, el cual contiene una membrana dividida en dos regiones: una de prueba (T) y
una de control (C). Dicha membrana posee un ‘conjugado’ conformado por particulas
de oro coloidal e impresos anticuerpos de captura ‘linea de prueba’ y anticuerpos anti-
ratén ‘linea control'. Una vez que la muestra es depositada en el pozo 'S’ del cartucho
junto con el reactivo de corrimiento, esta migrard a través de la membrana por accién
capilar.

Sila muestra no contiene o tiene concentraciones de antigeno de S. pyogenes por debajo
del limite de deteccién no se formard el complejo antigeno-anticuerpo evitando la
aparicién de una linea de color en la regién de prueba (T), esto indica un resultado
negativo. Por el contrario, si la muestra contfiene concentraciones de antigenos de S.
pyogenes por encima del limite de deteccidn se formard el complejo antigeno-anticuerpo
generando la aparicién de una linea de color en la regidn 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 realizé corectamente.

Reactivos
La prueba contiene un conjugado de particulas de oro coloidal, anticuerpos anti-S.
pyogenes y anticuerpos anti-ratén.

Precauciones
« Para uso profesional in vitro.
« Manipule todas 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 proteccion 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 (15-30 °C).
Nota: No congele la prueba.
« La prueba es estable hasta la fecha de caducidad impresa en la bolsa.

Almacenamiento de la muestra

« No deje las muestras a temperatura ambiente durante periodos prolongados, solo por
un maéximo de dos horas.

« La muestra puede ser aimacenada en un tubo estéril hasta por 72 dias en refrigeracion

(4°C).

Materiales
Materiales incluidos:
« Prueba rdpida en cartucho
« Instructivo de uso
« Tubo de extraccién con tapa cuenta gotas
o Hisopo estéril
« Reactivo de corrimiento 1 (solucién color rojo)
« Reactivo de corrimiento 2 (solucién incolora)

(Orofaringea)

SAR 0124/01
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Materiales requeridos, pero no incluidos:
o Temporizador
» Gradilla
* Abatelenguas
* Medio de transporte/Tubo estéril

Obtencién de muestra
Recuerde utilizar guantes, cubrebocas, protector para ojos o careta antes de realizar el
proceso de recoleccion.

I. Posicione al individuo en un drea iluminada.

. Solicite a la persona que abra la boca y relaje la lengua mientras dice ‘aaaah’.

. Con ayuda de un abatelenguas ‘nuevo y limpio’ (no incluido) presione levemente

la lengua para fener acceso a una mayor apertura en la zona.

IV. Utilizando un hisopo (incluido) y tomdndolo desde la base, frote suavemente el drea
de algoddn contra ambas amigdalas (véase imagen al final del paso V) y la parte
posterior de la faringe, que son las zonas con mds signos por S. pyogenes.

Nota: Evite focar lengua, meijillas y dientes con el hisopo.

V. Al finalizar realice la prueba o coloque el hisopo en un medio de transporte o tubo

de ensayo estéril (no incluidos).

Amigdala

COMPLEMENTO: Los signos mds frecuentes en esta drea son: Garganta/amigdalas
inflamadas o enrojecidas, manchas o placas de pus en las amigdalas, inflamacién de los
ganglios linfaticos del cuello entre otros [6].

Instrucciones de uso

Permita que la prueba y reactivo de corrimiento (1y 2) alcancen la temperatura ambiente
(15-30 °C) antes de realizar la prueba. Retire el cartucho de la bolsa sellada y utilicelo
inmediatamente. Coléquelo sobre una superficie limpia y nivelada, siga los pasos que se
describen a continuacion:

-

. Cologue un tubo de extraccién sobre una gradilla (no incluida) y deposite 5 gotas
(aproximadamente 240 pL) del reactivo de corrimiento 1 (solucidon color rojo),
después deposite 5 gotas (aproximadamente 160 pL) del reactivo de corrimiento 2
(solucién incolora), al finalizar mezcle ambas soluciones moviendo el tubo de
extraccién en forma circular.

Nota: Una vez el reactivo de comrimiento 2 es agregado, el reactivo de corrimiento 1
cambiard de color rojo a amarillo.

. Obtenga la muestra cémo se indicé anteriormente e inmediatamente coloque el
hisopo en el tubo de exfraccién preparado del paso anterior. Incorpore la muestra
del hisopo a la solucidn del tubo de extraccidon mediante 15 movimientos circulares
y déjelo reposar por dos minutos.

3. Levante el hisopo del reactivo de corrimiento y apriete el tubo de extraccion al
mismo tiempo que aprieta el hisopo para obtener la mayor cantidad de muestra, al
finalizar deseche el hisopo.

. Cologue la punta del gotero en el fubo de extraccion.

. Agregue 4 gotas (aproximadamente 120 L) de la mezcla en el pozo (S) del cartucho
y programe un temporizador por 10 minutos.

. Lea el resultado, una vez haya finalizado el temporizador.

Nota: No interprete el resultado después de 20 minutos.
ADVERTENCIA: Una vez han sido abiertos los reactivos de corrimiento (1 'y 2) se sugiere

no utilizarlos después de 30 dias.
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Interpretacién de
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(Consulte la ilustraciéon anterior)

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

INVALIDO: La linea de color en la regién control (C) no aparece. Un volumen de muestra
insuficiente o técnicas de procedimiento incorrectas, suelen ser las razones mds probables
de la falla de dichalinea. Revise el procedimiento y repitala prueba, si el problema persiste
deje de usar el cartucho inmediatamente y comuniquese con su distribuidor mds cercano.

Control de calidad

Un control inferno del procedimiento estd incluido en la prueba. Una linea de color
aparece en la regiéon de control (C) confrmando 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 de Streptococcus pyogenes ‘Grupo A' (orofaringea) para la
deteccion cualitativa del antigeno de Streptococcus pyogenes no proporciona un
valor cuantitativo ni la tasa de aumento en la concentracion de antigenos de S.

pyogenes.
2. Esta prueba puede indicar la presencia de S. pyogenes en forma viable o no viable.
3. La prueba rdpida de Streptococcus pyogenes '‘Grupo A' (orofaringea) detecta

antigenos de S. pyogenes viables y no viables. El rendimiento de la prueba
depende de la carga de anfigeno en la muestra. Una prueba positiva no descarta
la posibilidad de que otros patdégenos puedan estar presentes.

4. Si se obtiene un resulfado negativo, este debe ser confirmado por medio de cultivo.

5. El rendimiento de la prueba no se ha establecido para controlar el fratamiento de
S. pyogenes.

6. El exceso de sangre o mucosa puede llevar a falsos positivos, evite tocar la lengua,

meiillas, dientes o cualquier drea con sangre al momento de recolectar la muestra.

Valores esperados

La prueba rdpida Streptococcus pyogenes ‘Grupo A' (orofaringea) para la deteccion
cualitativa de antigenos de S. pyogenes en muestras orofaringeas fue comparada con
una prueba comercial de cultivo, se obtuvo una precision global de 97.81%.

Caracteristicas de rendimiento
Sensibilidad, Especificidad y Exactitud

Se utilizd la prueba rdpida de Streptococcus pyogenes ‘Grupo A' (orofaringea) para
analizar un total de 319 muestras orofaringeas provenientes de personas relativamente
sanas y con sintomas como fiebre, dolor o infeccién de garganta y tener inflamacién de
ganglios del cuello entre ofros. Los resultados fueron confirmados mediante una prueba
de cultivo, el cual, se consideré un resultado negativo si después de 48 horas no se
presentd crecimiento de S. pyogenes. En la siguiente tabla se muestran los resultados
obtenidos:

Método Cultivo Resultados
Prueba rapida de Resultados Positivo Negativo fotales
Streptococcus pyogenes Positivo 112 2 114
‘Grupo A’ (Orofaringea) Negativo 5 200 205
Resultados totales 117 202 319

Sensibilidad relativa: 95.73% (95% IC: 92.91%-97.45%)
Especificidad relativa: 99.01% (95% IC: 97.20%-99.65%)
Exactitud relativa: 97.81% (95% IC: 95.54%-98.93%)

IC: Intervalo de Confianza

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

Inter-Ensayo
La reproducibilidad de la prueba fue determinada mediante 20 réplicas de 3 lotes
diferentes realizados en 2 dias para cada una de las siguientes muestras: una negativa,
dos positivas (baja y alta). Las muestras fueron correctamente identificadas el 99.99% de
las veces.

Reactividad cruzada
Se analizaron los siguientes microorganismos indicados en la siguiente tabla con la prueba
rdpida S. pyogenes ‘Grupo A’ (orofaringea), se realizaron 20 réplicas por cada uno, se
incluyé una muestra positiva y una negativa a S. pyogenes. Ninguno presentd reactividad

cruzada.

Bacterias

» Acinetobacter baumannii,

« Bacteroides fragilis

» Bordetella pertussis

» Cdndida albicans

« Candida glabrata

« Cardiobacterium hominis

« Eikenella corrodens

» Enterococcus gallinarum

« Escherichia coil

« Haemophilus paraphrophilus
« Haemophilus influenzae

* Haemophilus parainfluenzae
« Haemophilus paraphrophlus
« Kingella kingae

« Klebsiella pneumoniae

o Listeria monocytogenes

Virus

« Moraxella catarrhalis

« Neisseria gonorrhoeae
 Proteus mirabilis

« Proteus vulgaris

* Pseudomonas aeruginosa

« Serratia marcescens

« Staphylococcus aureus

« Staphylococcus epidermidis
« Streptococcus pneumoniae
« Streptococcus agalactiae

« Streptococcu ssp. grupo C, Gy F
« Streptpcoccus mutans

« Chlamydia pnuemoniae

« Chlamydia psittaci

« Chlamydia trachomatis

« Virus de Influenza A (HIN1, H3N2)
« Virus de Influenza B

* Adenovirus tipo 1~8, 11, 19, 37.

« Virus Coxsackie tipo A16, B1~5

« Cytomegalovirus

« Echovirus tipo 3, 6,9, 11, 14, 18, 30.
« Enterovirus tipo 71
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