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USO PREVISTO

El dispositivo de prueba rapida de antigeno EZER™
TB MPT64 es un ensayo inmunocromatografico (ICA)
que utiliza anticuerpos monoclonales anti-MPT64 para
la deteccion cualitativa directa del antigeno del complejo
Mycobacterium tuberculosis (MTBC). El dispositivo
detectara las siguientes especies del MTBC:

M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum y M. microti. El
resultado positivo de la prueba indicara la presencia del
complejo M. tuberculosis secretor MPT64 en el medio
de cultivo.

ANTECEDENTES

La tuberculosis es una enfermedad crénica causada por
la infecciéon por Mycobacterium tuberculosis. El numero
de nuevos casos de TB y de muertes por TB se estima
en unos 10,0 millones (2017) y 1,6 millones (2017)
respectivamente. Hubo casos en todos los paises y
grupos de edad, pero en general el 90% eran adultos
(de edad =15 afios), el 9% eran personas que viven
con el VIH (72% en Africa) y dos tercios se encontraban
en ocho paises: India (27%), China (9%), Indonesia
(8%), Filipinas (6%) y Pakistan (5%),

Nigeria (4%), Bangladesh (4%) y Sudafrica (3%). Estos
y otros 22 paises de la lista de la OMS de 30 paises con
alta carga de tuberculosis representaron el 87% de los
casos mundiales.4 Soélo el 6% de los casos mundiales
se produjeron en la Region Europea de la OMS (3%) y
en la Region de las Américas de la OMS (3%).

PRINCIPIO

Esta metodologia esta destinada a detectar la proteina
MPT64 secretada por el complejo M. tuberculosis (M.
tuberculosis, M. bovis, M. africanum y M. microti)
mientras se cultiva y, sin embargo, la micobacteria no
tuberculosa (NTM) no produce MPT64.

El dispositivo de prueba ICA para MPT64 consiste en
un casete de plastico con una almohadilla de muestra,
una almohadilla de reactivo, una membrana de
nitrocelulosa y una almohadilla absorbente. En el
portaobjetos hay un pozo de muestra donde se aplica la
muestra y dos zonas de reaccién de prueba donde se
observan los resultados de la prueba y del control como
bandas de color rosa a purpura rojizo. Se aplica una
muestra de 100uL en el pozo de prueba, y ésta fluye a
través de la membrana de nitrocelulosa lateralmente.
Los anticuerpos monoclonales contra MPT64, que estan
conjugados con oro coloidal y estan inmovilizados en la
membrana, son rehidratados por el liquido de la
muestra y reaccionan con el antigeno MPT64 si esta
presente en la muestra. EI complejo MPT64-anticuerpo
fluye entonces lateralmente y es capturado por la banda
de prueba, donde

El anticuerpo anti-MPT64 esta presente, produciendo
una banda de color.

Un segundo anticuerpo de inmunoglobulina G de ratén
inmovilizado en la banda de control reacciona con el oro
libre
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anticuerpo conjugado cuando la muestra sigue
migrando a través de la zona de la banda de control y
da otra banda de color purpura rojizo. La prueba se lee
a los 15 minutos o hasta 60 minutos después de anadir
la muestra. Si la banda de control es positiva, indica la
presencia del complejo M. tuberculosis. El color de la
banda de control indica que todas las reacciones de la
prueba se realizaron satisfactoriamente y deben ser
positivas en todas las pruebas.

REACTIVOS
P211109 EZER™ TB MPT6440 dispositivos de prueba

Cada dispositivo de prueba contiene un anticuerpo
monoclonal anti MPT64 marcado con oro coloidal y una
linea de control de anticuerpos anti especies.

Materiales necesarios pero no
proporcionados : Pipeta, puntas de pipeta,
temporizador.

Materiales necesarios pero vendidos por separado :
M221105 EZER™ TB MPT64 Tampodn de extraccion.

Advertencias y precauciones

1. Para uso diagndstico in vitro

2. Puede haber microorganismos patégenos en las
muestras clinicas. Todas las muestras y los
elementos contaminados relacionados  deben
manipularse, almacenarse y eliminarse siguiendo las
"precauciones estandar" y las  directrices
institucionales.

3. Este kit no puede diferenciar cada uno de los M.
tuberculosis, M. bovis, M. africanum y M. microti de
los demas, incluso si los resultados de la prueba del
complejo M. tuberculosis son positivos.

4. No utilice los componentes del kit mas alla de la fecha
de caducidad.

5. Aplique la precaucion universal al realizar la prueba.

6. La placa de ensayo debe utilizarse inmediatamente
después de abrir el embalaje. Cuando absorbe
humedad, la calidad se deteriora y no se puede
obtener un resultado preciso.

7. No reutilice el dispositivo.

8. Utilice una punta de pipeta limpia y estéril para cada
muestra.

9. Sbélo la suspension de BFA (en tampon de
extraccion) o el cultivo positivo de BFA en medios
liquidos pueden aplicarse como muestras. No se
pueden utilizar directamente como especimenes
muestras clinicas como fluidos corporales humanos,
tejidos y fluidos de lavado bronquial.

10.Si la prueba no es valida, hay que tener en cuenta la
posible manipulacion incorrecta, el procedimiento de
funcionamiento inexacto o la calidad del dispositivo.
Repita la prueba con un nuevo dispositivo
asegurandose de que el procedimiento de prueba se
ha seguido con exactitud.



11.Lea el resultado a los 15 min, o hasta los 60 min. No
lea el resultado a mas de 60 min, porque el resultado
podria alterarse si el aparato se seca.

CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO

Los dispositivos de prueba deben almacenarse a
2~30°C. NO CONGELAR. Los dispositivos deben estar
a temperatura ambiente en el momento de la prueba.

RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

Utilice como muestra una suspension de bacterias
cultivadas en el medio para AFB o un liquido de cultivo
bacteriano. No se pueden utilizar directamente
muestras clinicas como un fluido corporal humano,
tejido o liquido de lavado bronquial, ya que son como
muestras.

Preparacion de la muestra a partir de un
cultivo positivo

1. Preparacién de la muestra de MEDIOS SOLIDOS

(1) Seleccione las colonias que crecen en medios
solidos durante 2~4 semanas.

(2) Confirmar la presencia de AFB mediante la
tincion de acido-resistencia.

(3) Dispensar 0,2mL de tampédn de extracciéon en un
tubo.

(4) Recoger colonias de bucle de 1pL.

(5) Suspender las colonias en la solucién tampén del
tubo.

(6) Cerrar bien el tubo y agitar completamente la
suspension.

(7) Utilizar la suspension como muestra.

2. Preparacion de la muestra de MEDIOS LIQUIDOS%

(1) Confirmar la presencia de AFB mediante la
tincién de acido-resistencia.
(2) Mezclar el tubo de cultivo positivo invirtiéndolo.

(3) Utilizar la suspensién como muestra.

3. Los medios listados a continuaciéon han sido
probados sin interferencias con el resultado de la
prueba EZER™ TB MPT64
+ Medios a base de huevo : 3% medios Ogawa,

2% medios Ogawa, 1% medios Ogawa, medios
Lowenstein-Jensen(LJ).

+ Medios de agar : Medios de agar Middleblook
7H10, medios de agar Middleblook 7H11.

* Medios liquidos Medios liquidos Middleblook
7H9, medios liquidos de Dubo, medios de
Kirchner, medios de Sauton, medios BD BBL™
MGIT™,

PROCEDIMIENTO

1. Saque el dispositivo de prueba EZER™ TB
MPT64 de su bolsa de aluminio inmediatamente
antes de usarlo.

2. Coloque el dispositivo en una superficie plana.

3. Aplicar cuidadosamente 100uL de muestra de
cultivo positivo de AFB en el pozo de la muestra.

4. Lea los resultados a los 15 min o hasta los 60 min.
Los resultados positivos pueden ser reportados tan
pronto como 5 min mientras las lineas de prueba y
control son visibles.

5. Lea en una zona bien iluminada y registre el resultado
de la prueba.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Deje que las muestras reaccionen de acuerdo con el
procedimiento y lea las lineas rojas y moradas que
aparecen en la zona de lectura.

Aparecen dos lineas rojas. Una

Positivo
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linea roja aparece en la region de

control (C), y una linea roja en la
region de prueba

(T). Esto indica que la muestra
contiene una cantidad detectable
de antigeno MPT64. El tono de
color puede variar , pero debe
considerarse positivo siempre que
haya incluso una linea tenue.

Negativo
So6lo aparece una banda rojiza en
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la regidon de control del

dispositivo. No se ve ninguna
linea rojiza junto a la "T" de
prueba. Esto indica que no hay
proteina MPT64 detectable en la
muestra.

Resultado invélido
ﬁ@ @ No aparece ninguna linea roja en
cC T

la region de control (C). La

prueba no es valida aunque haya
una linea en la region (T). Revise

los procedimientos de prueba y

repita la prueba utilizando un
nuevo dispositivo de prueba
rapida.

INFORME DE RESULTADOS

Prueba positiva : Debe notificarse como complejo MTb
(MThbc).
Prueba negativa : Debe ser reportada como Bacilos Acido-
Resistentes,
no-MTbc.
Prueba invalida : No informar de los resultados.

CONTROL DE CALIDAD

Las pruebas de los controles positivos y negativos

deben realizarse inmediatamente después de la

recepcion de los dispositivos de prueba rapida de
antigeno EZER™ TB MPT64. Esto permite comprobar
las condiciones de envio adecuadas.

Control interno : Cada antigeno EZER™ TB MPT64

rapido

Los dispositivos de prueba contienen controles

internos/de procedimiento. La aparicion de una linea de

control en la posicion de Control "C" valida la funcién
adecuada del reactivo y asegura que se ha seguido el
procedimiento de prueba correcto.

Control positivo :

1. Preparar muestras de aislados clinicos probados de
M. tuberculosis.

2. Suspender 1uL (equivalente a la cantidad de un
microbucle de platino de 1mm de diametro) de una
colonia de aislado de control positivo que haya
crecido en medio sdlido en el



tampon de extraccion de muestras

3. Un cultivo liquido del aislado de control positivo.
(equivalente a un estandar McFarland No.1 de 3 a 6

X 107CFU/mL)

Control negativo’¢:

1. Medios liquidos no inoculados

2. Tampon de extraccion de muestras

3. Micobacterias no tuberculosas como M. smegmatis
0 M. gordonae

> Aplicar sélo tampdn de extraccion de muestras o
medios liquidos no inoculados para el control
negativo.

¢ El agua y otros reactivos pueden tener
interferencia con el resultado de la prueba.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

Limite minimo de deteccion
El limite minimo de deteccion es de 1,2 x 106CFUmL

Evaluacién de la reactividad cruzada

Se han evaluado las siguientes micobacterias no
tuberculosas y Staphylococcus aureus y no han
revelado ninguna reactividad cruzada con la prueba : .

M. abscessus M. asiaticum M. avium

M. chelonae M. fortuitum M. flavescens
M. gordonae M. intracelluare M. kansaii

M. marinum 329 M. marinum 351-2 M. marinum 60
M. marinum JATA22-01 M. vaccae M. xenopi

M. nonchromogenicum M. terrae M. ulcerans

M. scrofulaceum M. simiae M. smegmatis
M. szulgai Sta. aureus

Reactividad con cepas estandar del complejo
Mycobacterium tuberculosis Cepas que demuestran
la produccion de MPT64

Se observo una reaccion con las siguientes 5 cepas.

M. tuberculosis H37Rv M. tuberculosis H37Ra

M. africanum M. microfi

M. bovis

Estudios clinicos

La prueba EZER™ TB MPT64 se comparé con un
método de ensayo inmunocromatografico (TAUNS
Capilia™ TB- Neo) en un centro clinico de Taiwan un
total de 60 muestras positivas al frotis de AFB y al
instrumento MGIT 960. Capilia™ TB-Neo identificd 26
como MTbc y 34 como NTM. A continuacién se muestra
una comparacion de estos resultados en la Tabla 1.

Tabla 1: Resumen del rendimiento de la prueba
EZER™ TB MPT64 en comparacién con
Capilia™ TB-Neo con acuerdos porcentuales

Capilia™ TB-Neo

+ -
EZER™ + 26 0
TB MPT64 . 0 34

Porcentaje global de acuerdo : 100%

SUSTANCIAS INTERFERENTES

Utilizé los siguientes medios para la AFB, y no se

observé ninguna interferencia en los resultados de las

pruebas por parte de los medios : .

» Medios a base de huevo : Medios de Ogawa al 3%,
medios de Ogawa al 2%, medios de Ogawa al 1%,
medios de Lowenstein-Jensen (LJ)

* Medio de agar : Medio de agar Brook 7H10, medio
de agar Middle Brook 7H11

* Medios liquidos : Medios liquidos de Brook 7H9,
medios liquidos de Dubos, medios de Kirchner,
medios de Sauton.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

1. El resultado de esta prueba no descarta la presencia
de otras infecciones micobacterianas o mixtas.

2. Esta prueba no puede diferenciar los organismos del
complejo M. tuberculosis (MTbc).

3. Un resultado negativo no siempre descarta la
posibilidad de una infeccion por MTbc. El dispositivo
no puede detectar el MTbc cuando se produce una
mutacion en el gen MPT64. Los resultados de la
prueba deben utilizarse junto con la informacion
disponible de la evaluacién clinica del paciente y
otros procedimientos de diagndstico.

4. Algunas subcepas de M. bovis BCG entre el
complejo M. tuber- culosis no producen antigeno
MPT64 vy, por lo tanto, daran un resultado negativo
con el dispositivo.

5. Al igual que con todas las pruebas de diagndstico,
los resultados de la prueba deben correlacionarse
siempre con los hallazgos clinicos. Los resultados de
la prueba deben interpretarse dentro del contexto
epide- miolégico, clinico y terapéutico.

6. Cualquier modificacion del procedimiento anterior y/o
el uso de otros reactivos podria invalidar el
procedimiento de prueba.

7. No compare la intensidad de la linea de prueba y la
linea de control para determinar la concentracién de
la proteina MPT64 en la muestra de prueba.

DISPONIBILIDAD

Product Cat. Contenido
° No.
EZER™TB MPT64 P211009 40 Dispositivo de
prueba
EZER™ TB MPT64 plus P211010 20 Dispositivo de
prueba,
20 Tubo de
extraccion

Extraccion EZER™ TB
MPT64

M221105 Tampon de
extraccion, 10mL
X2
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