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Prueba Rapida CL Detect™

Para Leishmaniasis Cutanea

La Prueba Rapida CL Detect™ es un ensayo cualitativo
inmunocromatografico para la deteccion rapida de antigenos de
las especies de Leishmania en lesiones de la piel de un individuo
sospechoso de tener Leishmaniasis cutanea. Esta prueba ha sido
disefiada para para probar especies del género Leishmania que
causan Leishmaniasis cutanea (CL). Esta prueba esta destinada al
uso e interpretacion por parte de personal capacitado en la toma
de muestras.

aparecera siempre. La presencia de esta linea roja sirve como
verificacion de volumen de muestra suficiente y flujo adecuado y
como control para los reactivos.

Precauciones

Resumen y Explicacion

Varias especies de Leishmania son responsables de la
Leishmaniasis cutanea. En el Medio Oriente y Asia Central las
especies predominantes responsables de la forma cutanea de
Leishmaniasis son L. major y L. tropica. L. donovani y L
infantum, predominantemente conducen a formas viscerales de
Leishmaniasis. En Irak, L. major es la causa principal de
Leishmaniasis cutanea con la mayoria de casos reportados en el
gjército debido a este agente. Es el agente principal de
Leishmaniasis cutanea zoonética (ZCL). En Afganistan, el
principal agente de Leishmaniasis cutanea es L. tropica con una
tasa de infeccién activa en Kabul de 2.7% pero las areas del Norte
de Afganistan también son endémicas para L. major. L. tropica es
mas frecuentemente asociada con la Leishmaniasis cutanea
antroponotica (AZL). En el centro y sur de América L.
braziliensis, mexicana, amazonesis y panamesis entre otras
especies son frecuentes y responsables de la Leishmaniasis
Cuténea.

* No use después de la fecha de caducidad.

* No utilice suero, plasma o sangre entera con esta tira de prueba.

* Maneje todas las muestras y los Kkits utilizados como si

contuvieran agentes infecciosos. Observe las precauciones

establecidas contra los riesgos microbiol6gicos en el desempefio

de todos los procedimientos y siga los procedimientos estandar

para la eliminacion adecuada de las muestras y los Kits utilizados.

 Use ropa adecuada y guantes desechables mientras realiza el

ensayo. Lavese bien las manos cuando haya terminado.

* Evite el contacto entre sus manos y los 0jos o las membranas

mucosas durante la prueba.

¢ No coma, beba o fume en el area donde los sueros y los kits se
manipulan.

 El buffer de deteccién contiene un preservativo; evite todo

contacto posible con la piel y las mucosas. El buffer de lisis

contiene detergentes y no debe estar en contacto con la piel ni ser

ingerido.

Almacenamiento

El frasco o bolsa sellada que contiene la tira de prueba estd
disefiado para ser almacenado a temperatura ambiente (20°C -
30°C) durante el tiempo de su vida til. Los frascos que contienen
el buffer de deteccion y el buffer de lisis se han disefiado para ser
almacenados a temperatura ambiente durante la duracion de su
vida util.

Las tiras no deben ser congeladas.

La prueba debe ser utilizada inmediatamente después de retirarla
de la bolsa o frasco para prevenir la exposicion a la humedad.

Recoleccion de Muestras

Principio

La Prueba Répida CL Detect para CL es un ensayo cualitativo
basado en una membrana para la deteccion de antigenos presentes
en amastigotes en lesiones de la piel de personas infectadas con
el parésito Leishmania. La membrana es pre-cubierta con un
anticuerpo policlonal purificado por afinidad a un antigeno
amastigote (Peroxidoxin) en la zona de la linea de prueba y un
anticuerpo 1gG anti-raton de Cabra en la zona de la linea de
control. Durante la prueba, la muestra aspirada reacciona con el
tinte conjugado (anticuerpo monoclonal contra el antigeno de
amastigote) que ha sido recubierto en el dispositivo de la prueba.
La mezcla migra hacia arriba en la membrana
cromatograficamente por accion capilar para reaccionar con el
anticuerpo de conejo purificado por afinidad en la membrana y
genera una linea roja. La presencia de esta linea roja indica un
resultado positivo, mientras que su ausencia indica un resultado
negativo. Independientemente de la presencia de antigenos de
amastigote, como la mezcla continda migrando a través de la
membrana en la zona del anticuerpo IgG anti-ratén de Cabra
inmovilizado, una linea roja en la zona de la linea de control
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« El suero humano no debe ser probado con esta tira de prueba.

* Las muestras se recogeran en una taza de muestra provista.

e Las muestras seran tratadas con 3 gotas de buffer de lisis en la
preparacion de la prueba. En todos los casos, asegurese que el
buffer de lisis y el material estén bien mezclados.

* La prueba debe ser realizada tan pronto como sea posible

después de la recoleccion. No deje las muestras a temperatura

ambiente por periodos prolongados. Las muestras se pueden
refrigerar en 2-8°C hasta por 1 dia. De lo contrario se deben
almacenar por debajo de -20°C.

* Lleve la muestra a temperatura ambiente antes de la prueba. Las

muestras congeladas deben descongelarse completamente antes

de la prueba. Las muestras no deben ser congeladas y

descongeladas repetidamente.

* Si las muestras deben ser enviadas, deben ser empacadas

cumpliendo las regulaciones federales que cubren el transporte

de agentes infecciosos.

Preparacion de la Lesién: La muestra debe ser obtenida por
personal capacitado en la toma de muestras. Tenga en cuenta que
la lesion debe ser inferior a 2 meses. Las directrices para preparar
la lesion y obtener una muestra, se describen a continuacion:
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* Limpie a fondo la lesion y la piel circundante mediante un
lavado con agua y detergente.

* Desbride usando férceps para aplicar una gasa empapada en
solucion salina estéril de 0.9%. Frote hasta que la corteza sea
extraida en su totalidad, dejando la lesion con aspecto de “piel de
bebé”.

» Una vez que la lesion esté preparada, se puede obtener una
muestra por personal capacitado en la toma de muestras. A
continuacion hay dos métodos que han sido clinicamente
probados para dar buenos resultados:

Procedimiento de Aguja Dental

* Retire la aguja dental del empaque individual.

* En el borde de la lesion, inserte la lengiieta en la lesion a una
profundidad aproximada de la mitad de la longitud de la lengueta
de la tlcera en la zona inflamada.

* Presione con el pulgar sobre la piel donde la aguja fue insertada.
« Gire suavemente (giro) la aguja dos veces (para adelante y para
atras 2 veces).

* Retire la aguja con un tirén fuerte, rapido, mediante una torsion
ligera.

» Coloquela hacia abajo en un recipiente de recoleccion con 3
gotas de buffer de lisis.

* Gire la lengiieta para retirar el material celular tanto como sea
posible.

* Asegurese que el buffer de lisis y el material estan bien
mezclados.

Procedimiento de Raspado Dérmico

* Separe la hoja de bisturi estéril del empaque. Tenga en cuenta
que esto no es provisto con este Kit.

* Levante el labio necrdtico de la lesion para llegar a la zona por
debajo del limite activo de la Glcera.

* Raspe la dermis superior 4 veces desde el interior en un
movimiento hacia afuera con el borde del bisturi de la hoja.

» Deposite las manchas de tejido y jugo directamente en la
superficie de la hoja en un recipiente de recoleccion provisto con
este kit, lavando con 3 gotas de buffer de lisis.

* Asegurese que el buffer de lisis y el material estén bien
mezclados.

1. Escalpelos
2. Bisturi.
3. Mini pipeta

Procedimiento de la Prueba

1. Recoja la muestra de lesion de la piel como se describe en la
seccion Recoleccion de la Muestra de este inserto.

2. Deje que la muestra alcance la temperatura ambiente antes de
la prueba.

3. Retire la Prueba Rapida CL Detect™ para CL de la bolsa de
papel aluminio.

4. Anada 20 pl de la muestra a la tira de la prueba en el area debajo
de la flecha usando una mini pipeta.

5. Afada 3 gotas de la solucion de buffer de deteccion
suministrada con este Kit de prueba en la taza de reaccidn.

6. Coloque la tira de la prueba en la taza de reaccion para que el
extremo de la tira esté hacia abajo segin lo indicado por las
flechas de la tira.

7. Lea los resultados en 20-30 minutos. Es significativo que el
fondo sea claro antes de leer la prueba, especialmente cuando las
muestras tienen niveles bajos de antigeno, y s6lo una banda débil
aparece en la region de prueba (T). Los resultados interpretados
después de 30 minutos pueden ser engafiosos.

Nota: No pruebe este producto con solucion de buffer de
deteccion sola, 20ul de la muestra lisada se deben agregarse en
primer lugar.

Interpretacion de Resultados

Contenido del Kit

La membrana de la tira de Prueba Réapida CL Detect™ es
recubierta con un anticuerpo policlonal purificado por afinidad,
que reacciona con amastigotes de Leishmania en la zona de la
linea de prueba y el anticuerpo IgG anti-raton de Cabra en la zona
de la linea de control. Se detecta con un anticuerpo monoclonal
conjugado con oro coloidal en el mismo antigeno.

El kit contiene lo siguiente:

1. Veinticinco (25) Tiras de Prueba reactivas embolsadas
individualmente o veinticinco (25) tiras de prueba en un frasco
con desecante en la tapa.

2. Un (1) frasco de buffer de lisis, 6 ml

3. Un (1) frasco de solucién de buffer de deteccion, 6 ml

4. Veinticinco (25) tazas de muestra.

5. Veinticinco (25) tazas de reaccion. (Idénticas a las tazas de
muestra.)

6. Veinticinco (25) agujas dentales estériles.

Materiales requeridos pero no provistos:
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Un Resultado Positivo

Linea de Prueba (I) Linea de Control (C)
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Area de Prueba - no tocar

Figura 1

La prueba es positiva cuando la linea de control y la linea de
prueba aparecen en el area de prueba como se muestra en la Figura
1. Un resultado positivo indica que la Prueba Rapida CL Detect
detect6é antigenos presentes en amastigotes. Una linea débil es
considerada como resultado positivo.

Como guia para interpretacion, el color rojo en la zona de prueba
variard dependiendo de la concentracién de antigenos presentes.
La linea de prueba para muestras “débilmente positivas” puede
mostrar resultados entre una linea roja débil positiva con un rojo
tenue, casi fondo blanco. (Las muestras “débilmente positivas”
son aquellas con bajas concentraciones de antigeno.)

Un Resultado Negativo

Linea de Prueba (T) Linea de Control (C)
[ = I R —

Area de Prueba - no tocar

Figura 2

La prueba es negativa cuando sélo la linea de control aparece.
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Un resultado negativo indica que la tira reactiva CL Detect™ no
detecta antigenos en la muestra. Ninguna linea de prueba estd
presente como en la Figura 2.

Un Resultado Invalido

Ninguna linea aparece en las reas de linea de prueba o control.
La prueba es también invalida si no aparece ninguna linea de
control, pero una linea de prueba es vista. Se recomienda volver
a probar usando una nueva Prueba Rapida CL Detect para
Leishmaniasis Cutanea y una nueva muestra fresca.

Nota: El color rojo en el &rea de prueba variard dependiendo de
la concentracion de antigeno Leishmania presente. Sin embargo,
ningun valor cuantitativo ni la tasa de incremento en antigeno
puede ser determinado por esta prueba cualitativa.

Caracteristicas del Desempefio

* Esta prueba solo indicara la presencia de antigenos de parasitos
Leishmania en pacientes con Leishmaniasis Cuténea y no debe
utilizarse como un solo criterio para el diagndstico de
Leishmaniasis.

Esta prueba sola no debe ser usada para cualquier decision de
tratamiento clinico. Como con todas las pruebas diagnosticas,
todos los resultados deben ser considerados con otra informacion
clinica disponible para el médico.

* Si el resultado es negativo y los sintomas clinicos persisten, se
recomienda realizar pruebas adicionales con otros métodos
clinicos. Un resultado negativo no evita la posibilidad de
Leishmaniasis.

» Un resultado falso positivo podria ocurrir. Las pruebas de
confirmacion (por ejemplo, por cultivo) se aconsejan
especialmente en casos donde no hay sintomas.

* No use muestras de suero.

Comparacion de la Prueba Rapida CL Detect con la microscopia
para método de recoleccion de Aguja Dental 59 muestras fueron
recolectadas de individuos con lesiones en la piel con
Leishmaniasis cutanea usando un dispositivo de recoleccion de
aguja dental. Las muestras fueron recolectadas bajo IRB en sitios
en Tunez y fueron tipicamente de lesionas <2 meses. Las muestras
fueron recolectadas en buffer de lisis y probadas en la Prueba
Rapida CL Detect. El frotis para microscopia fue también
obtenido del raspado de la misma lesion. La siguiente tabla indica
la relacién de reactividad de la Prueba Rapida CL Detect™ con
microscopia (escala OMS) cuando el dispositivo de recoleccién
de muestra con aguja dental fue utilizado.

Microscopia (OMS)
Aguja Dental + -
CL Detect™ + 53 2
- 0 4(16)

() Sin muestras de Control CL

Sensibilidad 53/53 100%
Especificidad 20/22 90.95%
PPV 53/55 96.40%
NPV 20/20 100%
Exactitud 73/75 97.30%

Control de Resultados Negativos

En un estudio independiente las muestras de lesiones de la piel
que no son debido a Leishmaniasis fueron recolectadas usando la
aguja dental. Hasta las fechas, 16 muestras sin lesiones de la piel
CL han sido probadas usando el método de recoleccidn con Aguja
Dental. Todas fueron negativas por Prueba Réapida CL Detect y
Microscopia para parasitos Leishmania.
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