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Ensayo en Un Solo Paso
Resultados Visuales Rapidos
Para Uso de Diagndstico Cualitativo In Vitro

PROPOSITO DE USO

La Prueba Rapida de H. pylori es un inmunoensayo cualitativo de flujo lateral rapido. Su
proposito es ser usada en centros profesionales para el cuidado de la salud, para detectar la
presencia de anticuerpos IgG especificos a Helicobacter pylori (H. pylori) en la sangre humana
o suero. Proporciona una ayuda en el diagnostico de infeccion por H. pylori. Esta prueba ha sido
evaluada para su uso en especimenes de suero de adultos de 19 afios y mayores.

RESUMEN Y EXPLICACION

El Helicobacter pylori ha sido asociado con una variedad de enfermedades gastrointestinales,
incluyendo la gastritis, Glcera gastrica y duodenal, dispepsia no ulcerosa, adenocarcinoma y
linfoma.'” El rol exacto que toma el H. pylori en la enfermedad gastrointestinal todavia no esta
definido con precision y es el enfoque de investigaciones actuales. Sin embargo, las tasas de
prevalencia para infeccion de H. pylori, demostradas por métodos bacteriologicos e histoldgicos,
pueden aproximarse al 90% en pacientes que muestran sintomas clinicos de las enfermedades
gastrointestinales mencionadas anteriormente. El H. pylori no parece invadir el flujo sanguineo,
y no se han detectado aislados por medio de métodos comerciales de cultivo de sangre. Las
infecciones de H. pylori ocurren en poblaciones humanas alrededor del mundo. En paises
desarrollados, alrededor del 50% de la poblacion podria desarrollar una infeccion de H. pylori
para 10§ 60 afios, mientras que solo del 10-20% de los adultos en su tercer década de vida la
tienen. *>

Hay dos métodos principales de investigacion para los pacientes que muestran sintomas clinicos
relacionados al tracto gastrointestinal: invasivo y no invasivo. Los métodos invasivos incluyen
muestras de cultivo de biopsia gastrica, examinacion histologica de especimenes de biopsia
manchados o deteccion directa de la actividad ureasa en la biopsia (prueba CLO). Estos métodos
necesitan obtener una muestra de la biopsia por endoscopia, que es cara y generalmente causa
incomodidad y riesgo al paciente. Las técnicas no invasivas incluyen pruebas de aliento con urea
y métodos serologicos. La prueba de aliento con urea requiere una pequeiia cantidad de
radioactividad y un espectrometro de masa. Las pruebas serologicas son utilizadas para detectar
anticuerpos como una reaccion del sistema inmune a el H. pylori. Dos métodos parecen ser de
gran interés, respecto a su uso en serologia de rutina para el H. pylori. Estos son, principalmente,
la prueba ELISA y el Western inmunoblot, porque ofrecen la mayor versatilidad respecto a la
especificidad de inmunoglobulina y su facilidad de uso. *

Esta Prueba Rapida de H. pylori detecta anticuerpos 1gG especificos a la infeccion de H. pylori
en la sangre o suero del paciente. Es un método no invasivo y no utiliza isétopos radioactivos;
los procedimientos de la prueba son sencillos y no requieren entrenamiento profesional;
proporciona un resultado rapido. Es una ayuda util, dentro de las instalaciones, para el
diagnostico de infeccion de H. pylori.

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

Esta prueba es un inmunoensayo de flujo lateral cromatografico de doble antigeno. La tira de
prueba del dispositivo incluye: 1) una almohadilla conjugada de color vino que contiene oro
coloidal unido a antigenos de H. pylori y 2) una membrana nitrocelulosa que contiene una linea
de prueba (linea T) y una linea de control (linea C). La linea T esta cubierta de antigenos de H.
pylori y la linea C esta cubierta de anticuerpo anti-H.pylori de cabra. Los antigenos utilizados en
este dispositivo provienen de lisado de células de H. pylori.

Cuando los anticuerpos 1gG especificos a H. pylori estan presentes en el espécimen, la linea T se
convertira en una banda de color vino. Si los anticuerpos de H. pylori no estan presentes o estan
por debajo de un nivel detectable, la linea T no se desarrollara. La linea C siempre debe aparecer
como un banda color vino, independientemente de la presencia de anticuerpos de H. pylori. La
linea C sirve como un control cualitativo interno del sistema de prueba, para indicar que un
volumen adecuado del espécimen haya sido aplicado y que la migracion se llevo a cabo.

MATERIALES Y REACTIVOS PROPORCIONADOS
e 25 dispositivos de prueba, cada uno sellado en un sobre con un cuentagotas.
e 1 botella de bufer de lavado-7 ml de diluyente PBS con 0.02% azida de sodio como
preservativo.
e 1 inserto de paquete (Instrucciones de Uso).

MATERIALES REQUERIDOS PERO NO PROPORCIONADOS
e Una lanceta u otro dispositivo para la recoleccion de sangre.
e Cronémetro

ALMACENAJE

Almacene el equipo a temperaturas entre 15-30°C (59-86°F). Los contenidos del equipo son
estables por 2 afios o hasta la fecha de expiracion impresa en la etiqueta, la que ocurra primero.
Exponer el equipo a temperaturas mayores a los 30°C puede reducir su vida de anaquel o dafiar
el producto. Congelar a -70°C (-94°F) no dafiara el equipo.

No exponga el equipo a temperaturas 30°C
mayores a 30 T (86°F). 15°C
RECOLECCION DEL ESPECIMEN Y ALMACENAJE
1. Suero
e Siga los procedimientos de laboratorio estandares para recolectar los especimenes de
suero.

e Los especimenes de suero pueden ser almacenados de 9-30°C (48-86°F) durante 8 horas,
de 2°-8°C (36-46°F) durante una semana, y a < -20°C (-4°F) o menos para almacenaje de
largo plazo. Especimenes que han sido congelados y descongelados en repetidas
ocasiones no son recomendados para esta prueba.

e Cualquier sedimento en los especimenes de suero debe ser removido por centrifugacion.
Evite usar cualquier espécimen turbio que pueda estar contaminado por microorganismos.

2. Sangre Entera

e Elmuestreo de dedo es recomendado en esta prueba.

e El dedo cordial o anular es el sitio preferido para la puncion.

e Limpie el dedo del paciente con un hisopo con alcohol. Espere hasta que esté seco.

e Perfore la punta del dedo con la lanceta. Limpie la primera senal de sangre.

e Gentilmente, frote la mano de palma a dedo para ayudar a formar una gota de sangre
sobre el sitio de puncion.

e Utilice el cuentagotas proporcionado para recolectar la sangre y aplique una gota de
sangre a la ranura de muestra del dispositivo. Después, siga el procedimiento.

PRECAUCIONES

1. Las instrucciones deben ser seguidas exactamente para obtener resultados precisos.

2. Es necesario tomar las precauciones apropiadas en la recoleccion. Maneje los
especimenes y los materiales usados en la prueba como de riesgo biologico potencial.

3. Para cada espécimen, utilice un cuentagotas desechable y un dispositivo de prueba. No
reuse el cuentagotas o el dispositivo.

4. No use el equipo después de su fecha de expiracion, que aparece en la etiqueta del
paquete.

PROCEDIMIENTO

1. Los especimenes refrigerados y otros materiales de prueba, incluyendo los dispositivos,
deben ser equilibrados a temperatura ambiente antes de la prueba.

2. Retire el dispositivo de su sobre antes de realizar la prueba. Etiquete el dispositivo con
identificacion.

3. Afiada una gota de sangre fresca o suero a la ranura de muestra marcada "S". Espere 30
segundos para que el espécimen sea absorbido totalmente. Deseche la primeras tres gotas
de la botella del bufer de lavado. Después afiada tres gotas de bufer de lavado a la ranura de
muestra.

4. Los resultados positivos fuertes pueden ser observados de 2-3 minutos. Resultados positivos
débiles pueden tomar hasta 7 minutos. Durante el transcurso de toda la prueba, se puede
observar una ligera hemolisis, pero no interfiere con los resultados.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
IMPORTANTE: No interprete los resultados después de 7 minutos. La linea T siempre

debe ser interpretados independiente de la linea C.
C C
T T

INVALIDO

C C
T T

(+) Q)
POSITIVO NEGATIVO

Positivo:

Si aparece la linea C y la linea T, el resultado indica que se han detectado los anticuerpos IgG
especificos a H. pylori y el resultado es positivo.

Una linea débil en la regién de prueba indica un espécimen fronterizo, que debe ser
analizado de nuevo utilizado un método alternativo de confirmacion.

Negativo:
Si solo aparece la linea C en la region de control, la prueba indica que no se detectaron anticuerpos de
H. pylori y el resultado es negativo.

Invalido:
Si no aparece una linea de control transcurridos los 5 minutos, repita la prueba con un nuevo
dispositivo.

PROCEDIMIENTO DE CONTROL DE CALIDAD

e  Caracteristicas de Control
Esta prueba contiene, de manufactura, una caracteristica de control, que es la linea C. La
aparicion de la linea C color vino indica que se aplico un volumen adecuado de espécimen
y de bufer de lavado y que el flujo se llevo a cabo.

e Control de Calidad Externa: Los controles externos son recomendados, positivos y
negativos, para monitorear el desempeio del ensayo.

LIMITACIONES

Esta prueba es un ensayo cualitativo para uso de diagnostico profesional in vitro. Un resultado
positivo no distingue entre una infeccion activa y colonizacion de H. pylori. Por esto, los
resultados positivos siempre deben ser evaluados con otros métodos de confirmacion que estan a
disposicion de un médico. Esta prueba no ha sido establecida para pacientes menores a los 19
afos de edad.

Referencias literarias han sugerido reactividad cruzada de anticuerpo IgG con otros organismos
estrechamente relacionados, tales como Borrelia burgdorferi y especies de Pseudéomonas. Sin
embargo, el desempefio de este ensayo no ha sido evaluado con estos organismos. Por ende, la
especificidad de este dispositivo no es conocida si este organismo es encontrado.

VALORES ESPERADOS

Infecciones de H. pylori ocurren en poblaciones humanas en el mundo, pero la prevalencia de
infecciones en la poblacion varia con la edad, estandares de higiene, regiones geograficas y
probablemente estatus socioeconémico. En los paises desarrollados, alrededor del 50% de la
poblacién podria tener infeccion de H. pylori para los 60 afios, mientras que solo del 10-20% de
los adultos en la tercera década de su vida la tienen. La gente en paises en desarrollo tiene una
prevalencia mayor’.

SU USO NO ES RECOMENDADO PARA LA CONFIRMACION FINAL.
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CARACTERISTICAS DE DESEMPENO

A.

Sensibilidad y Especificidad

Este dispositivo fue evaluado con 296 especimenes de suero clinicos confirmados, 144 eran
positivos y 152 eran negativos. Todos los especimenes fueron etiquetados a ciegas. Las
evaluaciones se realizaron en instalaciones propias.

Resultados Confirmados Clinicos Total
Positivo Negativo
Positivo 137 9 146
Negativo 7 143 150
Total 144 152 296

La sensibilidad del dispositivo es 95.1% (137/144) y la especificidad es 94.1% (143/152).
Comparacion con un Dispositivo Comercializado Legalmente

Se realiz6 un estudio comparativo frente a frente entre la Prueba Réapida de H. Pylori en
Sangre Entera / Suero y un dispositivo comercial. Doscientos noventa y seis especimenes
de suero clinicos fueron evaluados con la Prueba Rapida de H. pylori en Sangre Entera /
Suero y el dispositivo comercial. Los resultados fueron resumidos en la tabla siguiente.

Prueba Comercial de H. Pylori
— . Total

Positivo Negativo
Positivo 142 4 146
Negativo 3 147 150
Total 145 151 296

El acuerdo entre estos dos dispositivos es 97.9% (142/145) para especimenes positivos y
97.4% (147/151) para especimenes negativos. Este estudio demostro que la Prueba Rapida
de H. pylori en Sangre Entera / Suero es sustancialmente equivalente al dispositivo
comercial.

Comparacion con la Prueba Répida de H. pylori-Suero (Cassette)

El panel de doscientos noventa y seis (296) especimenes de suero clinicos, ciento cuarenta
y cuatro (144) positivos y ciento cincuenta y dos (152) negativos, fueron etiquetados a
ciegas y analizados frente a frente con la Prueba de Suero y con la Prueba de Sangre Entera
/ Suero. Los resultados se resumen en la siguiente tabla.

Prueba de Sangre Entera/ Suero
— . Total

Positivo Negativo
Prueba | Positivo 146 1 147
de Suero | Negativo 0 149 149
Total 146 150 296

Comparados entre si, la prueba de Sangre Entera/Suero y la Prueba de Suero mostraron un
acuerdo de 99.3%(146/147) para los especimenes positivos y un acuerdo de 100%
(149/149) para los especimenes negativos. Estos resultados indican que ambos formatos
son equivalentes.

Reactividad Cruzada e Interferencia

1. Otros microorganismos estrechamente relacionados fueron evaluados por reactividad
cruzada con la prueba. Proteinas de esos microorganismos fueron afladidas en grandes
concentraciones a los especimenes negativos y positivos de H. pylori y analizados por
separado. Ninguno de los microorganismos afect6 los resultados de la prueba, positivo o
negativo.

Analitos Conc. Especimenes
(mg/ml) Positivo Negativo
E. coli 10 + -
C. coli 10 ; -
C. jejuni 10 T -
C. fetus 10 ; -
Proteus 10 T -
N. gonorrea 10 T .
Estreptococo 10 T .
Estafilococo 10 T -

2. Sustancias enddgenas con potencial de reactividad cruzada, incluyendo componentes
de suero comunes, tales como lipidos, hemoglobina y bilirrubina, fueron afiadidos en
grandes concentraciones a los especimenes positivos y negativos de H. pylori y analizados
por separado. No se observo ninguna reactividad cruzada o interferencia en el dispositivo.

. Especimenes
Analitos conc. Positivo (+) Negativo (-)
Albumina 20 mg/ml + -
Bilirrubina 10 mg/ml + -
Hemoglobina 15 mg/ml + -
Glucosa 20 mg/ml + -
Acido Urico 200 mg/ml + -
Lipidos 20 mg/ml + -

3. Algunos otros Analitos Biologicos Comunes fueron afiadidos a los especimenes negativos y
positivos de H. pylori y analizados por separado. No se observo una interferencia significativa a los
niveles mostrados en la tabla siguiente.

. Conc. Especimenes
Analitos (mg/ml) Positivo (+) Negativo(-)
Acetaminofeno 200 + -
Acido Acetoacético 200 + -
Acido Acetilsalicilico 200 + -
Benzoilecgonina 100 + -
Cafeina 200 + -
DMSO 5% + -
EDTA 800 + -
Etanol 1.0 % + -
Acido Gentisico 200 + -
B - Hidroxibutirato 20,000 + -
Metanol 10.0 % + -
Fenotiazina 200 + -
Fenilpropanolamina 200 + -
Acido Salicilico 200 + -

Reproducibilidad

Se realizaron estudios de reproducibilidad para la Prueba Rapida de H. pylori- Suero en tres
laboratorios de oficina de médico (POL, por sus siglas en inglés). Sesenta (60) especimenes
de suero clinicos, 20 negativos, 20 positivos fronterizos y 20 positivos, fueron utilizados en
este estudio. Cada espécimen se analizo en triplicas durante tres dias en cada POL. Los
acuerdos intra-ensayo fueron de 100% en dos ubicaciones y de 99.4% en la otra. El acuerdo
inter-ensayo fue de 100% en dos ubicaciones y 99.8 en la otra. El acuerdo inter-ubicacion
fue de 99.9%.

Adicionalmente, la Prueba Rapida de H. pylori - Sangre Entera/Suero fue evaluada con un
panel de sesenta (60) especimenes de suero clinicos y a un panel de sesenta (60) muestras
de sangre entera clinica le fueron afiadidos diferentes niveles de anticuerpos IgG
especificos a H. pylori. En cada panel habia veinte (20) negativos, veinte (20) positivos
fronterizos y veinte (20) positivos. Las muestras fueron etiquetadas a ciegas y analizadas en
laboratorios de oficina de médico (POL). En resumen, los resultados obtenidos fueron
iguales a los esperados para todos los especimenes en todas las ubicaciones de evaluacion,
excepto un caso de positivo fronterizo que no fue detectado en una de las ubicaciones. El
acuerdo para los especimenes de suero clinicos fue de 100% en las tres ubicaciones de
evaluacion. El acuerdo para la sangre entera, a la cual le fueron afladidos diferentes niveles
de anticuerpos IgG especificos a H. pylori, fue de 100% en dos ubicaciones y de 98.3% en
la otra.
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