Entamoeba/Giardia/Crypto
Prueba Rapida de Casete (Heces)
Ficha Técnica
Una prueba répida para la deteccion cualitativa del antigeno de Entamoeba histolitica, Giardia
Lamblia y antigenos de Cryptospirodium en heces humano.
Solamente para uso profesional de diagnéstico in vitro.
[USO PREVISTO]
El Entamoeba/Giardia/Crypto Prueba Répida de Casete (Heces) es un inmunoensayo
cromatografico rapido para la deteccién cualitativa del antigeno de Entamoeba histolitica,
Giardia lamblia y antigenos de Cryptospirodium en heces humano.
[SUMARIO]
Entamoeba histolitica es un amoebozoan parasitario anaerébico, parte del género Entamoeba.*
Predominantemente infectando a seres humanos y otros primates causando amebiasis,E.
histolytica se estima que infecta a unos 50 millones de personas en todo el mundo.
Anteriormente, se pensaba que el 10% de la poblacién mundial estaba infectada, pero estas
cifras eran anteriores al reconocimiento de que al menos el 90% de estas infecciones se debian
a una segunda especie, E. dispar.? Mamiferos como perros y gatos pueden infectarse
transitoriamente, pero no se cree que contribuyan significativamente a la transmision. E.
histolytica, como su nombre indica (histolitico=destruccion de tejidos), es patégeno; la infeccion
puede ser asintomatica o puede conducir a disenteria amebia o absceso hepético amebia.*?
Giardia lamblia es el protozoo mas comin conocido por ser responsable de una de las
principales causas de diarrea grave en humanos, particularmente en personas
inmunodeprimidas. Estudios epidemiolégicos, en 1991, mostraron que las infecciones con
Giardia aumentaron en los Estados Unidos con una prevalencia de alrededor del 6% en
178,000 muestras.* Generalmente, la enfermedad pasa por una fase aguda corta acompafiado
de una fase crénica. La infeccién por G. Lamblia, en la fase aguda, es la causa de diarrea
acuosa con principalmente la eliminacién de los trofozoitos. Las heces se vuelven normales de
nuevo, durante la fase crénica, con emisiones transitorias de quistesA5
La presencia del parasito en la pared del epitelio duodenal es responsable de una malabsorcién.
La desaparicion de las villasidades y su atrofia conducen a problemas con el proceso digestivo
a nivel del duodeno y el yeyuno,acompafiado de pérdida de peso y deshidratacion. La mayoria
de las infecciones siguen siendo asintomaticas, sin embargo,El diagnéstico de G. Lamblia se
lleva a cabo bajo microscopia después de la flotacion en sulfato de zinc o por
inmunofluorescencia directa o indirecta, en muestras no concentradas que se muestran en un
portaobjetos.® Cada vez hay mas métodos ELISA disponibles para la deteccion especifica de
quistes y/o trophozoos.
La deteccion de este parasito en el agua superficial o de distribucién se puede llevar a cabo
mediante técnicas de tipo PCR."La prueba se basa en la deteccién de un coproantégeno de
65-kDA, una glicoproteina que esta presente en los quistes y trophozoitas de G. Lamblia.La
criptosporidiosis es una enfermedad diarreica causada por parasitos microscopicos del género
Cryptosporidium. Una vez que un animal o persona esta infectado, el parasito vive en el
intestino y pasa en las heces. El parasito esta protegido por una cascara externa que le permite
sobrevivir fuera del cuerpo durante largos periodos de tiempo y lo hace muy resistente a los
desinfectantes a base de cloro. Tanto la enfermedad como el parasito se conocen cominmente
como "Crypto". La enfermedad puede propagarse por ingestion de agua contaminada o a
través de fomitas toses de un individuo infectado.?® Puede propagarse por via fecal-oral como
otros patégenos gastrointestinales.
[PRINCIPIO]
El Entamoeba/Giardia/Crypto Prueba Répida de Casete es un inmunoensayo de flujo lateral
cualitativo para la deteccién de antigenos de Entamoeba histolitica y/o antigenos de Giardia
lamblia y/o Cryptosporidium en heces humanas.
Entamoeba histolitica
La Prueba Réapida de Entamoeba histolitica es un inmunoensayo cualitativo de flujo lateral para
la deteccién del antigeno de Entamoeba histolitica en muestras fecales humanas. La
membrana esta precubierta con el anticuerpo de anti-Entamoeba histolitica en la regién de la
linea de prueba. Durante las pruebas, la muestra reacciona con la particula recubierta con un
anticuerpo de Entamoeba histolitica. La mezcla migra hacia arriba sobre la membrana
cromatograficamente por accion capilar para reaccionar con anticuerpo de santi-Entamoeba
histolitica en la membrana y generar una linea de color. La presencia de esta linea de color en
la regién de la linea de prueba indica un resultado positivo, mientras que su ausencia indica un
resultado negativo. Para servir como un control de procedimiento, siempre aparecera una linea
de color en la regiéon de la linea de control, lo que indica que se ha afiadido el volumen
adecuado de la muestra y se ha producido la absorcién de membranas.
Giardia lamblia
La Prueba Réapida de Giardia lamblia es un inmunoensayo cualitativo de flujo lateral para la
deteccion de antigeno de Giardia en muestras fecales humanas. La membrana esta
pre-recubierta con anticuerpos contra antigenos de Giardia en la region de la linea de prueba.
Durante la prueba, la muestra reacciona con la particula recubierta con anticuerpos anti-Giardia,
que se secaron previamente en la prueba. La mezcla se mueve hacia arriba en la membrana
por accién capilar. En el caso de un resultado positivo, los anticuerpos especificos presentes en

la membrana reaccionaran con la mezcla conjugan y generaran lineas de color. Una linea de color
siempre aparecera en la regién de la linea de control y servird como verificacion de que se agregé
suficiente volumen, se obtuvo el flujo adecuado y como control interno para los reactivos.
Cryptosporidium

La prueba rapida de antigeno de Cryptosporidium es un inmunoensayo de flujo lateral cualitativo
para la deteccién del antigeno de Cryptosporidium en heces humanas. La membrana esta
pre-recubierta con anticuerpos contra los antigenos de Cryptosporidium en la regién de la linea de
prueba. Durante las pruebas, los antigenos de Cryptosporidium, si estan presentes en la muestra,
se unen con particulas conjugadas con anticuerpos de anti-Cryptosporidium, que se secaron
previamente en la prueba. La mezcla se mueve hacia arriba en la membrana por accién capilar.
En el caso de un resultado positivo, los anticuerpos especificos presentes en la membrana
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eaccionaran con el complejo conjugado-antigeno y generaran una linea de color en la regién de

la linea de prueba. Una linea de color siempre aparecera en la regién de la linea de control y
servird como verificacion de que se agreg6 suficiente volumen y se obtuvo el flujo adecuado y
como control interno para los reactivos.

[REACTIVOS]

La prueba contiene particulas de anticuerpos de anti-Entamoeba histolitica conjugados, particulas
de anticuerpos de anti-Giardia lamblia, particulas de colores conjugados de anticuerpos de
anti-Cryptosporidium y anticuerpos de anti-Entamoeba histoliticas, un anticuerpo de anti-Giardia
lamblia, anticuerpos de anti-Cryptosporidium recubiertos en la membrana.

[PRECAUCIONES]
Sélo para uso diagndstico in vitro profesional. No usar después de la fecha de caducidad.
La prueba debe permanecerse en la bolsa sellada hasta su uso.
No coma, beba ni fume en la zona donde se manipulan las muestras o kits.
Manipule todas las muestras como si contuvieran agentes infecciosos. Observe las
precauciones establecidas contra los peligros microbiolégicos a lo largo de todos los
procedimientos y seguir los procedimientos estandar para la eliminacién adecuada de las
muestras.
Use ropa protectora como abrigos de laboratorio, guantes desechables y proteccion para los
ojos cuando se prueban las muestras.
La prueba utilizada debe desecharse de acuerdo con los reglamentos locales.
La humedad y la temperatura pueden afectar negativamente a los resultados.
[ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD]

El kit puede almacenarse a temperatura ambiente o refrigerarse en (2-30 °C). El casete de prueba
es estable hasta la fecha de caducidad impresa en la bolsa sellada. El casete de prueba debe
permanecer en la bolsa sellada hasta su uso. NO CONGELAR. No usar después de la fecha de
caducidad.

[RECOLECCION DE MUESTRA Y PREPARACION]

La muestra fecal debe recogerse en contenedores limpios, secos e impermeables que no
contengan detergentes, conservantes ni medios de transporte.

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

Si las muestras van a ser enviadas, deben ser embalados de acuerdo con los reglamentos locales
que cubren el transporte de agentes etiolégicos.

[MATERIALES]
Materiales cotenidos
Casetes de prueba « Ficha técnica
Tubos de coleccién de muestra con bufer de extraccion * Goteros
Materiales necesarios pero no contenidos
Contenedores de coleccién de muestras » Temporizador
[INSTRUCCIONES DE USO]

Permita que el casete de prueba, la muestra, el bufer y/o los controles alcancen la
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emperatura ambiente (15-30 °C) antes de la prueba.

1. Para recoger muestras fecales:

Recoja suficiente cantidad de heces (1-2 mL o 1-2 g) en un contenedor de recoleccién de
muestras limpio y seco para obtener suficientes patégenos. Se obtendran mejores resultados si
la prueba se realiza dentro de 6 horas después de la recoleccién. Las muestras recogidas
pueden almacenarse durante 3 dias a 2-8°C si no se prueban dentro de 6 horas. Para el
almacenamiento a largo plazo, las muestras deben mantenerse por debajo de -20 °C.

2. Para procesar muestras fecales:

Para_Muestras Sélidas:

Desenrosque la tapa del tubo de recogida de muestra, Luego apufiale el aplicador de coleccién
de muestra aleatoriamente a la muestra fecal al menos 3 sitios diferentes para recoger
aproximadamente 50 mg de heces(equivalentes a 1/4 de un guisante). No cucharee la muestra
fecal.

Para Muestras Liguidas:

Sostenga el gotero verticalmente, aspire muestras fecales, y luego transfiera 2 gotas de la
muestra liquida (aproximadamente 80 pL) en el tubo de coleccién de muestra que contiene el
bufer de extraccion.

3. Apriete la tapa en el tubo de recoleccién de muestras, luego agite el tubo vigorosamente para

mezclar la muestra y el bufer de extraccion. Deje el tubo para la reaccién durante 2 minutos.

4.Lleve la bolsa a temperatura ambiente antes de abrirla. Saque el casete de prueba de la bolsa
del papel de aluminio y utilicelo lo més posible. Se obtendran mejores resultados si la prueba
se realiza inmediatamente después de abrir la bolsa.

5. Sostenga el tubo de coleccién de muestra en posicién vertical y desenrosque la tapa del tubo.
Inverta el tubo de coleccién de muestra y transfiera 3 gotas completas de la muestra
extraida (aproximadamente 120 ulL) al pozo de la muestra (S) del casete de prueba, a
continuacion, inicie el temporizador. Evite atrapar burbujas de aire en el pozo de la muestra (S).
Vea la ilustracion iguiente.

6.Lea los resultados a los 10 minutos después de dispensar la muestra. No lea los resultados
después de 20 minutos.

Nota: Si la muestra no migre (presencia de particulas), centrifugar la muestra diluida contenida

en el vial bufer de extracciéon. Recoja 120 pL de sobrenadante, dispiense en el pozo de muestra

(S) de un nuevo casete de prueba y empezar de nuevo siguiendo las instrucciones mencionadas

anteriormente.
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[INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS]

(Consulte la ilustracién anterior)
ENTAMOEBA POSITIVO:*Aparecen dos lineas. Una linea de color siempre debe aparecer en
la region de linea de control (C) y otra linea debe estar en la region de linea de prueba de Ent (T).
GIARDIA POSITIVO:* Aparecen dos lineas. Una linea de color siempre debe aparecer en la
region de linea de control (C) y otra linea debe estar en la regién de linea de prueba de Gia (T).
CRYPTO POSITIVO:* Aparecen dos lineas. Una linea de color siempre debe aparecer en la
regién de linea de control (C) y otra linea debe estar en la regién de linea de prueba de Cry (T).
ENTAMOEBA y GIARDIA POSITIVO:* Aparecen tres lineas. Una linea de color debe estar en
la region de linea de control (C) y aparecen dos lineas en las regiones de prueba de Ent y Gia.
ENTAMOEBA y CRYPTO POSITIVO:* Aparecen tres lineas. Una linea de color debe estar en
la region de linea de control (C) y aparecen dos lineas en las regiones de prueba de Enty Cry.
GIARDIA y CRYPTO POSITIVO:* Aparecen tres lineas. Una linea de color debe estar en la
region de linea de control (C) y aparecen dos lineas en las regiones de prueba de Gia y Cry.
ENTAMOEBA y GIARDIA y CRYPTO POSITIVO:* Aparecen cuatro lineas. Una linea de color
debe estar en la region de linea de control (C) y aparecen tres lineas en las regiones de prueba
de Enty Giay Cry.
*NOTA: La intensidad del color en la regién de la linea de prueba variara dependiendo de la
concentracién de antigenos de Entamoeba histoliticas, antigenos de Giardia lamblia y
Cryptosporidium presentes en la muestra. Por lo tanto, cualquier tono de color en la regién de la
linea de prueba debe considerarse positivo.
NEGATIVO: Aparece una linea de color en la regién de la linea de control (C). No aparece
ninguna linea en las regiones de la linea de prueba (T).
INVALIDO: La linea de control no aparece. El volumen insuficiente de la muestra o las técnicas
de procedimiento incorrectas son las razones més probables para el fallo de la linea de control.
Revise el procedimiento y repita la prueba con una nueva prueba. Si el problema persiste, deje
de utilizar el kit de prueba inmediatamente y péngase en contacto con su distribuidor local.



[CONTROL DE CALIDAD]
Los controles de procedimiento internos se incluyen en la prueba. Una linea de color que
aparece en la region de control (C) es un control de procedimiento positivo interno. Confirma
suficiente volumen de muestras y técnica de procedimiento correcta.
Las normas de control no se aplican con este kit; sin embargo, se recomienda que los controles
positivos y negativos se prueben como una buena practica de laboratorio para confirmar el
procedimiento de prueba y verificar el rendimiento adecuado de la prueba.
[LIMITACIONES]
1.El Entamoeba/Giardia/Crypto Prueba Réapida de Casete soélo indicard la presencia de
antigenos de Entamoeba y/o Giardia lamblia y/o Cryptosporidium en la muestra (deteccién
cualitativa) y sélo debe utilizarse para la deteccién de antigenos de Entamoeba y/o antigenos
de Giardia lamblia y/o antigenos de Cryptosporidium en muestras fecales. Ni el valor
cuantitativo ni la tasa de aumento de la concentracién de antigeno pueden determinarse
mediante esta prueba.
.Un exceso de muestra podria causar resultados incorrectos. Diluir la muestra con el bufer y
repetir la prueba.
No utilice muestras tratadas con soluciones que contengan formaldehido o sus derivados.
.Si el resultado de la prueba es negativo y los sintomas clinicos persisten, se recomienda
realizar pruebas adicionales con otros métodos clinicos. Un resultado negativo no excluye en
ningin momento la posibilidad de Entamoeba histolitica, Giardia lamblia y Cryptosporidium.
5. Aligual que con todas las pruebas diagnésticas, todos los resultados deben ser considerados
con otra informacién clinica disponible para el medico.
[CARACTERISTICAS DE FUNCIONAMIENTO]
Sensibilidad-Especificidad
El Casete de Prueba Répida de Entamoeba/Giardia/Crypto (Heces) fue evaluado en 288
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El Casete de Prueba Réapida de Entamoeba/Giardia/Crypto (Heces) se evalué en 318 pacientes
de Giardia Lamblia.
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pacientes de Entamoeba histolitica. A i . Representante
- — Precaucion Tests per kit autorizado en la UE
Método Otra Prueba Rapida Resultados
Entamoeba/Giardia/ Resultados Positivo Negativo Totales D Sélo para uso de g -
- > pec BSt Usar hasta No reutilizar
Crypto Prueba Rapida Positivo 42 2 44 diagnostico in vitro ®
de Casete Negativo 1 243 244 e Numero de
Resultados Totales 43 245 288 - /i/ Almacenar a 2-30 °C lote # de Catdlogo
Sensibilidad relativa: 97.7% (95%CI*: 87.7%~99.9%); *Intervalo de confianza No usar si el envase esta Consulte las
Especificidad relativa: 99.2% (95%CI*:97.1%~99.9%); @ dafiado M Fabricante [:E] instrucciones de uso
Precisién: 99.0% (95%CI*: 97.0%~99.8%).
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Método Otra Prueba Réapida Resultados
Entamoeba/Giardia/ Resultados Positivo Negativo Totales
Crypto Prueba Réapida Positivo 69 6 75
de Casete Negativo 4 239 243
Resultados Totales 73 245 318
Sensibilidad relativa: 94.5% (95%CI*: 86.6%~98.5%); *Intervalo de confianza

Especificidad relativa: 97.6% (95%CI*:94.7%~99.1%);

Precision: 96.9% (95%CI*: 94.3%~98.5%).

El Casete de Prueba Réapida de Entamoeba/Giardia/Crypto (Heces) se evalué en 275 pacientes
de Cryptosporidium.

Método Otra Prueba Réapida Resultados
Entamoeba/Giardia/ Resultados Positivo Negativo Totales
Crypto Prueba Réapida Positivo 29 5 34
de Casete Negativo 1 240 241
Resultados Totales 30 245 275
Sensibilidad relativa: 96.7% (95%CI*: 82.8%~99.9%); *Intervalo de confianza

Especificidad relativa: 98.0% (95%CI*:95.3%~99.3%);
Precisién: 97.8% (95%CI*: 95.3%~99.2%).

Repetibilidad y reproducibilidad
Para comprobar la precision intralote (repetibilidad), las mismas muestras positivas y la misma
muestra negativa se procesaron 3 veces en kits del mismo lote de produccién en las mismas
condiciones experimentales. Todos los resultados observados se confirmaron segin lo
previsto.
Para comprobar la precision entre lotes (reproducibilidad), se procesaron las mismas muestras
(positivas y negativas) en kits de tres lotes de produccién diferentes. Todos los resultados se
confirmaron segun lo previsto.

Reactividad Cruzada

Se ha analizado la reactividad cruzada con los siguientes organismos en 1,0E+07
organismos/mL. Los siguientes organismos fueron encontrados negativos cuando se probaron
con el Casete de Prueba Répida de Entamoeba/Giardia/Crypto (Heces):
H. pylori Clostridium difficile Salmonella Siantis
Shigella flexneri Shigella Sonnei Shigella disenteriae
E.coli
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