Prueba rapida de H, pylori

(sangre total/capilar, suero o plasmal)

Uso deseado

La prueba répida de H. pylori (sangre total/capilar, suero o plasma) es un inmunoensayo
cromatogrdafico de flujo lateral para la deteccidén cualitativa de anticuerpos contfra H.
pylori en muestras de sangre total/capilar, suero o plasma.

Resumen

Helicobacter pylori (H. pylori) es una bacteria gram negativa con forma de espiral que es
capaz de sobrevivir en ambientes dcidos como la acidez gdstrica. Una vez infecta y
alcanza el lumen gdstrico, se desplazard hasta alcanzar la superficie apical de las células
del epitelio gdstrico. Usualmente las personas infectadas con este patdégeno desarrollan
gastritis, aungque no necesariamente causen sinfomas como lo son la pangastritis o la
gastritis de predominio antral. No obstante, entre el 1% y el 10% de los infectados
desarrollan Ulcera péptica, ya sea gdstrica o duodenal.

Se ha demostrado que la infeccion por H. pylori contribuye a la carcinogénesis gdstrica,
esto es debido a la inflamacién persistente y cambios moleculares que afectan la
estabilidad del epitelio. El diagndstico de esta bacteria se clasifica en métodos invasivos
como no invasivos, estos son la prueba répida de ureasa (PRU), histologia, cultivo, pruebas
moleculares, serologia, antigeno en deposiciones de H. pylori entre otros, especialmente
estos dos Ultimos permiten un mayor uso en estudios poblacionales y representan una
mayor facilidad para su realizacion [1].

Principio

La prueba rdpida de H. pylori para la deteccién cualitativa de anticuerpos contra H. pylori
en muestras de sangre total/capilar, suero o plasma es un inmunoensayo cromatogréfico
de flujo lateral. La prueba consta de un cartucho, el cual contiene una membrana dividida
en dos regiones: una de prueba ‘T' que tiene impreso anticuerpo anti-lgG y una de confrol
‘C' impreso con anti-ratén. La membrana también posee un conjugado conformado por
particulas de oro coloidal recubiertas con antigeno de H. pylori. Una vez que la muestra es
depositada en el pozo ‘S’ del cartucho con la soluciéon de corrimiento, esta reaccionard
con el conjugado y migrard a través de la membrana por accién capilar.

Si la muestra no contiene o fiene concentraciones de anticuerpos contra H. pylori por
debajo del limite de deteccidn no se formard una linea de color en laregién ‘T', esto indica
un resultado negativo. Por el contrario, si la muestra contiene concentraciones de contra
H. pylori mayores al limite de deteccién se formard una linea de color en la region ‘T', esto
indica un resultado positivo. La prueba tiene un control ‘regién C', donde siempre debe
de aparecer una linea de color, 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 recubiertas con antigeno
de H. pylori, anticuerpos de captura anti-lgG y anticuerpos anti-ratén.

Precavuciones
Lea toda la informacién de este instructivo antes de realizar la prueba:

. Para uso profesional in vitro.

. Manipular todas las muestras como si tuvieran agentes infecciosos.

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

. No comer, beber ni fumar en el drea donde se manejan las muestras y las
pruebas.

. No utilizar la prueba sila bolsa estd dafada.

. Utilizar bata, guantes desechables y proteccion para los ojos cuando las
muestras se estén procesando.

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

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

. No mezclar componentes de diferentes lotes.

Almacenamiento y estabilidad de la prveba

. Almacene la prueba en su 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.

Materiales

Suministrados: Requeridos, pero no suministrados:

. Prueba répida en cartucho e Temporizador

. Solucién de corrimiento (Buffer) » Sistema de toma de muestra
. Instructivo de uso por venopuncién

. Gotero Opcionales:

. Lanceta (puncién capilar) + Centrifuga

. Almohadilla con alcohol

Recoleccidén de muestra
. Sangre
Por puncién capilar:
. Lave la mano del paciente con agua tibia y jabdn, después seque el drea.
I Masajee la mano sin focar el sitio de la puncidn frotando la mano hacia la
yema del dedo anular o medio.
. Perfore la piel con una lanceta estéril y limpie la primera sefial de sangre.

HPY 0925/01
DMHPYO!
Iv. Frote suavemente la mano desde la muieca hasta la palma de los dedos
para formar una gota de sangre sobre el sitio de puncién.
V. Con ayuda de un gotero: Presione el bulbo del gotero y coloque el exiremo

inferior sobre la gota de muestra, suelte el bulbo para recolectar la muestra.
Nota: Evite generar burbujas de aire.

Por venopuncién:

a)  Tome la muestra segun los criterios estdndar. Para ello puede emplear un fubo
con anticoagulantes (EDTA, heparina, citrato u oxalato) y utilizar la muestra
directamente en la prueba rdpida.

. Suero o Plasma

a) Separe el suero o el plasma de la sangre tan pronto sea posible, esto con la
finalidad de evitar la hemolisis de la muestra.

Almacenamiento vy estabilidad de la muestra

. Se recomienda realizar la prueba inmediatamente después de que las
muestras han sido recolectadas.

. No dejar las muestras a temperatura ambiente durante mads de 3 horas.

. Las muestras de sangre pueden almacenarse por dos dias maximo a una
temperatura de 2-8 °C.

. Suero y plasma pueden almacenarse por méximo 3 dias a una temperatura
de 2-8°C.

. Para el almacenamiento a largo plazo, las muestras deben de almacenarse
por debajo de los -20 °C.

. No congelar las muestras de sangre a excepcién del suero o plasma, recuerde
evitar ciclos de congelacién y descongelacion repentinos y continuos.

. Las muestras obtenidas por puncidn capilar deben procesarse
inmediatamente.

. Utilizar muestras claras no hemolizadas, si existen particulas centrifugue, filtre y
obtenga la muestra.

. Si las muestras deben enviarse, deben empaquetarse de acuerdo con las

regulaciones locales que cubren el fransporte de agentes etioldgicos.

Instrucciones de uso

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

1. Obtenga la muestra cémo se indicé en la seccién ‘Recoleccién de muestra’.

2. Coloque 3 gotas (aproximadamente 75 pL) de sangre total/capilar, suero o
plasma en el pozo ‘S’ del cartucho. Posteriormente agregue 1 gota
(aproximadamente 40 uL) de solucién de corrimiento buffer en el pozo 'S’ del
cartucho.

3. Inicie un temporizador e interprete el resultado a los 10 minutos. No interprete
el resultado después de 15 minutos.
Nota: Debido a la susceptibiidad del buffer a ser contaminado por
condiciones ambientales, se recomienda no usarlo 3 meses después de haber
sido abierto.

Interpretacidn de resultados
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Positivo Negativo Invdlido

(Consulte lailustracion anterior)

POSITIVO: Aparece una linea de color en la regién C y ofra linea de color en la regién T.
Nota: La intensidad del color de la linea en la regién T puede variar, por lo que, cualquier
fono de color en dicha regidon debe considerarse positivo.



NEGATIVO: Aparece una linea de color en la regién C. No aparece ninguna linea de color
enlaregion T.

INVALIDO: La linea de la regién C no aparece. Un volumen de muestra insuficiente o
técnicas de procedimiento incorrectas, suelen ser las razones mds probables de la falla de
dicha linea. Revise el procedimiento y repita la prueba, si el problema persiste deje de usar
el cartucho 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 region C confirmando que el volumen de muestra es suficiente y que el
procedimiento se realizd exitosamente. No se suministran conftroles positivos ni negativos
con esta prueba, sin embargo, se recomienda su uso como parte de las buenas prdcticas
de laboratorio (BPL).

Limitaciones

1. Aligual que todas las pruebas rdpidas, la funcionalidad del buffer incluido con
esta prueba puede verse afectado por la contaminacion ambiental,
considere el tiempo establecido (3 meses después de ser abierto) para
obtener resultados 6ptimos.

2. Como con todas las pruebas de diagndstico, todos los resultados deben
considerarse con otra informacion clinica disponible para el médico.

3. Si el resultado de la prueba es negativo y la sintomatologia persiste, se
sugieren pruebas de seguimiento adicionales con otros métodos clinicos.

4. La prueba rdpida estd disefiada para funcionar con niveles de hematocrito
entre 25% y 65%. El andlisis de muestras con un nivel de hematocrito diferente
puede llevar a resultados errébneos.

5. La prueba rdpida de H. pylori (sangre total/capilar, suero o plasma) es solo
para uso profesional in vitro. Esta prueba debe usarse para la deteccién de
anticuerpos contra H. pylori en muestras de sangre tfotal/capilar, suero o

plasma.

6. Ni el valor cuantitativo, ni la tasa de aumento en la concentraciéon de
anticuerpos contra H. pylori se pueden determinar mediante esta prueba
cualitativa.

Valores esperados

La prueba rdpida de H. pylori (sangre total/capilar, suero o plasma) para la deteccién
cudlitativa de anticuerpos contra H. pylori fue comparada con la biopsia/histologia, se
obtuvo una precision global de 94.6%.

Caracteristicas de desempeiio
Sensibilidad, Especificidad y Precisién

Se ha evaluado la prueba rdpida de H. pylori (sangre total/capilar, suero o plasma) con
muestras obtenidas de una poblacién de individuos sintomdticos y asintomdticos que se
presentaron para el examen endoscopico. La biopsia (cultivo) sirvid como el método de
referencia para analizar los resulfados de la prueba rdpida de H. pylori
(sangre/suero/plasma). Se realizaron estudios de histologia y una prueba rdpida de ureasa
(RUT) en todas las muestras de cultivos negativos. La muestra también se considerd positiva
si el cultivo era negativo, pero tanto la Histologia como la RUT fueron positivas. El resultado
muestra que la sensibilidad del cartucho de prueba rdpida de antficuerpo de H. pylori
(sangre/suero/plasma) es 96.8% y la especificidad es 93.0% con relacidon a
Biopsia/Histologia/RUT.

Método Prueba comercial Resultados
ba répld Resultados Positivo Negativo totales
Pruebarapida 75500 150 15 165
de H. pylori -
Negativo 5 200 205
Resultados totales 155 215 370

Sensibilidad relativa: 96.8% (95% IC: 92.6%-98.9%)
Especificidad relativa: 93.0% (95% IC: 88.8%-96.0%)
Precision relativa: 94.6% (95% IC: 98.1%-96.7%)

IC: Intervalo de Confianza

Precisién
Intra-Ensayo
La repetibilidad de la prueba se ha determinado utilizando 10 repeticiones de cuatro
muestras: un negativo, un positivo bajo, un positivo medio y un positivo alto. Los valores
fueron correctamente identificados >99% del tiempo.

Inter-Ensayo
La reproducibilidad fue determinada por 10 ensayos independientes sobre las mismas
cuatro muestras: negativo, positivo bajo, positivo medio y positivo alto. Se probaron tres
lotes diferentes del cartucho de prueba rdpida para deteccion de anticuerpos de H.
pylori con muestras negativas, positivas bajas, positivas medianas y positivas altas. Las
muestras fueron correctamente identificadas >99% del fiempo.

Sustancias interferentes
Se analizd la prueba rdpida de H. pylori (sangre total/capilar, suero o plasma) para
detectar posibles interferencias de especimenes visiblemente hemolizados y lipémicos, asi
como muestras de suero que contienen altos niveles de bilitubina. No se observd
interferencia en muestras que contenian hasta 1,000 mg/dL de hemoglobina, 1,000 mg/dL
de bilirrubina y 2,000 mg/dL de albUmina de suero humano.

Reactividad cruzada
La prueba rdpida para la deteccion de anticuerpos contra H. pylori se analizd con
muestras positivas a Hepatitis (A, B, C, E), VIH y Sffilis. No se observé reactividad cruzada,
lo que indica que el cartucho de prueba rdpida para deteccidén de anticuerpos de H.
pylori (sangre total/capilar, suero o plasma) tiene un alto grado de especificidad para
anticuerpos contra H. pylori.
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