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Uso deseado

La prueba rdpida de TUBERCULOSIS (sangre total/capilar, suero o plasma) es un
inmunoensayo cromatogrdfico de flujo lateral para la deteccidon cudlitativa de
anticuerpos anti-TB (isotipos de IgG, IgM e IgA) en muestras de sangre total/capilar, suero
o plasma.

Resumen

La tuberculosis (TB) es una infeccion bacteriana que se transmite por el aire cuando una
persona enferma tose, estornuda o escupe [1]. Los principales factores relacionados a esto
son sociales, econémicos, condiciones de hacinamiento, deficiencia en la ventilacion,
abuso de alcohol, etc. La tuberculosis representfa una causa importante de
morbimortalidad en el mundo, considerdndose la segunda causa de muerte originada por
un solo agente infeccioso. Se estima que el 95% de los casos, se producen en paises en
vias de desarrollo y en 5% de los industrializados [2]. La Organizacion Mundial de la Salud
informa que mas de 9 millones de nuevos casos de tuberculosis activa se diagnostican
anualmente [3].

La tuberculosis es una de las enfermedades infecciosas que carece de un diagndstico
répido, dado que el estdndar de oro es el cultivo y éste puede tardar semanas o incluso
meses en crecer y brindar un resultado. Por otro lado, las pruebas de amplificacion de
dcidos nucleicos para la deteccidon de micobacterias usan ADN o ARN y fienen cada vez
mayor uso clinico [4], alguna de las desventajas que se han presentado son la baja
sensibilidad en muestras extrapulmonares ya que depende del método de extracciéon
usado. Las pruebas serolégicas se postulan como una alternativa mds rdpida, econémica
y de fdcil uso por el personal sanitario para el adecuado diagndstico de tuberculosis [5].

Principio

La prueba rdpida para la deteccién cudlitativa de anficuerpos anti-TB (isotfipos de 19G,
IgM e IgA) en muestras de sangre total/capilar, suero o plasma es un inmunoensayo
cromatogrdafico de flujo lateral. La prueba es un cartucho, el cual contiene una membrana
dividida en dos regiones: una de prueba ‘T" que tiene impreso anticuerpos de captura y
una de confrol ‘C' impreso con anti-ratén. La membrana también posee un conjugado
conformado por particulas de oro coloidal recubiertas con antigenos recombinantes de
TB. 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
accioén capilar.

Si la muestra no contiene o tiene concentraciones de anticuerpos anti-TB (isotipos de IgG,
IgM e IgA) por debajo del limite de deteccién no se formard el complejo antigeno-
anticuerpo evitando la aparicién de una linea de color en la regiéon de prueba T, esto
indica un resultado negativo. Por el contrario, si la muestra contiene concentraciones de
anticuerpos anti-TB (isofipos de IgG, IgM e IgA) por encima del limite de deteccién se
formard el complejo antigeno-anticuerpo generando la aparicion de una linea de color
en la regidon de prueba T, esto indica un resultado positivo. La prueba incluye un conftrol
‘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
correctamente.

Reactivos
La prueba contiene particulas de oro coloidal recubiertas de antigeno recombinante de
TB, anticuerpos de captura y anticuerpos anti-ratéon.

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

. Para uso profesional in vitro.

. Manipular fodas 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 si la bolsa estd danada.

. 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

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.

Materiales

Suministrados: Requeridos, pero no suministrados:

. Prueba rdpida en cartucho o Temporizador

. Solucién de corrimiento (Buffer) e Sistema de toma de muestra
. Instructivo de uso por venopuncion

. Gotero Opcionales:

. Lanceta (Puncién capilar) » Centrifugadora

. Almohadilla con alcohol

Recoleccién de muestra
. Sangre
Por puncién capilar:
A. Lave la mano del paciente con agua tibia y jabdn, después seque el drea.
B. Masajee la mano sin tocar el sitio de la puncidn frotando la mano hacia la
yema del dedo anular o medio.
C. Perfore la piel con una lanceta estéril y limpie la primera sefal de sangre.
D. Frote suavemente la mano desde la muneca hasta la palma de los dedos
para formar una gota de sangre sobre el sitio de puncién.
E. Con ayuda de un gotero: Presione el bulbo del gotero y coloque el extremo
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
de 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 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 mds de 3 horas.

. Las muestras de sangre pueden almacenarse por dos dias mdximo 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 congelacion y descongelacion repentinos y continuos.

. Las muestras obtenidas por puncién 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 indicd en la seccién ‘Recoleccién de muestra’

2. Tome 3 gotas (aproximadamente 75 pL) de sangre total/capilar, suero o
plasma y agréguelas en el pozo ‘S’ del cartucho.
Si utilizd sangre solo agregue 1 gota de buffer (aproximadamente 40 pL) al
pozo 'S’ del cartucho, en caso de haber usado suero o plasma no agregue
solucién de corrimiento al pozo ‘S’ del cartucho.

38 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.
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Interpretacién de resuvltados

B

Positivo Negativo Invdlido

(Consulte la ilustracién anterior)

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

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

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 cartfucho 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 regién C confrmando que el volumen de muestra es suficiente y que el
procedimiento se realizd exitosamente. No se suministran controles positivos ni negativos
con esta prueba, sin embargo, se recomienda su uso como parte de las buenas practicas
de laboratorio (BPL).

Limitaciones

1. La prueba rdpida de Tuberculosis es para diagndstico in vitro.

2. La prueba se debe utilizar para la deteccion de anticuerpos anti-TB en muestras de
sangre, suero o plasma. Ni el valor cuantitativo ni la tasa de aumento en la
concentracion de anticuerpos anti-TB se pueden determinar mediante esta prueba
cudlitativa.

3. Laprueba répida de Tuberculosis sélo indicard la presencia de anticuerpos anti-TB en
la muestra y no debe ser utilizado como el Unico criterio para el diagnéstico de la
tuberculosis activa.

4. Como con todas las pruebas de diagndstico, los resultados deben ser considerados
con la informacién clinica disponible para el médico.

5. Sielresultado de la prueba es negativo y la sinfomatologia persiste, se sugiere realizar
pruebas adicionales utilizando otros métodos clinicos.

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

Caracteristicas de desempeno
Sensibilidad, Especificidad y Precisiéon

La prueba rdpida de Tuberculosis ha sido analizada frente a muestras de individuos con
resultados positivos y negativos usando frotis o cultivo.

Método Frotis/Cultivo Total de
L. RESULTADO | Positivo (+) | Negativo (-) | resultados
Prueba rapida de |75 2oy 7o) 95 5 100
Tuberculosis
Negativo (-) 15 500 515
Total de resultados 110 505 615
Sensibilidad Relativa: 86,4% (IC*: 78,5% ~ 92.2%)
Especificidad Relativa: 99,0% (IC*: 97.7% ~ 99.7%)
Precision Global: 96,7% (IC*: 95,0% ~ 98,0%)
*Intervalo de confianza
Precision

Intra-Ensayo
La precision intra-ensayo se ha determinado mediante el uso de 20 réplicas de cuatro
ejemplares: un negativo, un positivo bajo, un medio positivo y un alto positivo. Los valores
negativos, positivos bajos, medios positivos y alfos positivos fueron correctamente
identificados >99% de las veces.

Inter-Ensayo
La precisién inter-ensayo ha sido determinada por 5 ensayos independientes en las mismas
cuatro muestras: negativo, positivo bajo, positivo medio y positivo alto. Tres lotes diferentes
de la prueba rdpida de tuberculosis se han probado usando muestras negativas, positivas
bajas, positivas medias y positivas altas. Los especimenes fueron correctamente
identificados >99% de las veces.

Sustancias interferentes

La prueba répida de Tuberculosis ha sido probada para su posible interferencia a partir de
muestras visiblemente hemolizadas y lipémicas, asi como las muestras de suero que
contienen niveles altos de bilirrubina. Los resultados indican que no hay interferencia en
muestras que contienen hasta 500 mg/dL de hemoglobina; hasta 30 mg/dL de bilirrubina;
y hasta 2.000 mg/dL de albdmina de suero humano.

Reactividad cruzada
La prueba rdpida de Tuberculosis se ha probado con muestras positivas a VIH,
enfermedades pulmonares, anti-CMV, factor reumatoide (RF), anti-VHC y muestras de
ninos menores de 15 anos, quien se han administrado la vacuna BCG. No se observd
reactividad cruzada
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