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l. USO PROPUESTO

Este inmunoandlisis se usa para la deteccion cuantitativa de
anticuerpos IgM contra el Helicobacter pylori en suero humano.
Estos reactivos solo deben emplearse para diagnéstico in vitro.

. RESUMEN DE LA PRUEBA

Se ha encontrado Helicobacter pylori en muestras de biopsia del epitelio
gastrico de pacientes que presentan gastritis activa tipo B. 2345 Aunque
se desconoce la via de contagio, algunos informes han mostrado que la
infeccion por H. pylori se asocia con gastritis crénica. %" Se ha
encontrado correlacién entre la presencia de H. pylori y las lesiones
gastricas en algunos casos de Ulcera duodenal. 8 También se ha
documentado la resolucion completa de la gastritis después de la
erradicacion del microorganismo. °

El H. pylori es un bacilo gramnegativo curvo, en forma de espiral, de 0,2
a 0,8 ude ancho y de 0,5 a 5,0 p de largo. Coloniza la porcién profunda
de la capa gelatinosa de la mucosa y la superficie apical de las células
epiteliales de la mucosa gastrica. También se puede encontrar en la unién
entre células epiteliales adyacentes de la misma.

La presencia del H. pylori se puede detectar por métodos invasivos y no
invasivos. Los invasivos comprenden el analisis de muestras de biopsia
con cultivo, examen histolégico y prueba de ureasa rapida. Debido a la
distribucion irregular del H. pylori en los tejidos, los resultados falsos
negativos son frecuentes. Los procedimientos no invasivos comprenden
las pruebas séricas de deteccion de anticuerpos contra el H. pylori y la
prueba de aliento con urea marcada con isétopos radiactivos.

No se conocen bien los mecanismos de produccion de la enfermedad del
H. pylori. Puede sobrevivir en la mucosa gastrica posiblemente durante
varios afios. También se encuentra a menudo en personas que se
consideran sanas y que no presentan sintomas clinicos de enfermedad.

[ll.  PRINCIPIO DEL PROCEDIMIENTO

El estuche de GAP IgM es una prueba de ELISA cuantitativo para la
deteccion de anticuerpos especificos contra el H. pylori en suero humano.
Se inmovilizan antigenos parcialmente purificados de H. pylori en los
pocillos de una placa de microtitulacion y en ellos se afiade suero diluido
del paciente. Los anticuerpos especificos contra el H. pylori que se
encuentren en el suero se fijaran a los antigenos de los pocillos. Los
anticuerpos inespecificos se retiran durante el lavado. En los pocillos se
afiade la IgM antihumana conjugada con la enzima, la cual se fija al
complejo formado por el anticuerpo y el antigeno. El exceso del
conjugado enzimatico se retira en el lavado. Al agregar un sustrato de la
enzima aparece un color cuya intensidad es directamente proporcional a
la cantidad de anticuerpo presente en la muestra de suero.

IV. COMPONENTES DEL ESTUCHE

1. PLA H. Pylori = Pacillos recubiertos con antigeno: 96 pocillos de
microtitulacion recubiertos con antigenos inactivados del H. pylori

2. CAL 0-4 = Calibradores: 5 frascos de 1 mL que contienen 0; 12,5;
25; 50 y 100 unidades/mL respectivamente de anticuerpos IgM
contra el H. pylori en suero humano tamponado

3. CTRL + - = Controles: 1 mL de reactivos control, tanto positivo
como negativo, de IgM contra el H. pylori en suero humano
tamponado

4. DIL SPE 10X = Concentrado del diluyente de muestras: 50 mL
de solucién salina amortiguada con fosfato mas Tween.

5. CONJ ENZ = Conjugado enzimatico: 10 mL de conjugado de
IgM antihumana de cabra con peroxidasa de rabano, en una solucién
amortiguadora de trometamol y alblmina sérica bovina

6. SUBS A TMB = Solucién A del sustrato: 12 mL de tetrametil
bencidina en un amortiguador de acetato con dimetilsulfoxido

7. SUBS H202 = Solucién B del sustrato: 12 mL de peroxido de
hidrégeno en un amortiguador de acetato

8. BUF WASH 50X = Concentrado para lavado (50x): 20 mL de
solucién salina amortiguada con fosfato mas Tween.

9. SOLN STOPPING = Solucién para detener la reaccion: 6 mL de
una solucion 1 N de H2SO4

Todos los componentes del estuche se deben conservar entre 2y 8 °C.
Los calibradores, los controles y el diluyente del suero contienen azida de
sodio al 0.09 % como conservante.

V. EQUIPO ADICIONAL NECESARIO

Lector de microplacas

Lavador de microplacas

Pipetas que dispensen 25, 50 y 100 pL
Pipetas volumétricas: de 5y 10 mL
Probetas graduadas: de 500 y 1000 mL
Tubos de ensayo: 13 x 100 mm
Pelicula de plastico

Agua desionizada
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VI. PRECAUCIONES

Los componentes de este producto contienen materiales de origen
humano que se han sometido a analisis con métodos aprobados
por la FDA, en los que se obtuvieron resultados negativos para el
antigeno de superficie del virus de la hepatitis B (HBsAg) y los
anticuerpos contra el virus de la hepatitis C y los virus VIH-1 y
VIH-2. Sin embargo, ningin método de andlisis puede dar una
garantia absoluta de inocuidad. Estos componentes no se han
sometido a pruebas para detectar anticuerpos contra el HTLV-1 ni
el HTLV-2. Por esta razén se recomienda considerar que son
potencialmente infecciosos y manejarlos con las mismas
precauciones gque se emplean con las muestras de pacientes.

Algunos reactivos de este estuche contienen el conservante azida
de sodio. La azida de sodio puede reaccionar con las tuberias de
plomo y cobre y producir azidas metalicas explosivas. Cuando sea
necesario desecharlos, se deben siempre aclarar con bastante agua
para prevenir la acumulacién de azidas.

El dimetilsulfoxido y el H,SO4 son irritantes de la piel y de los
0jos. Se debe evitar el contacto de los reactivos con estos 6rganos.
Usar guantes y anteojos de seguridad. Si hay contacto con la piel
o los ojos, enjuagar con agua durante por lo menos 5 minutos.



VIl. PREPARACION Y CONSERVACION DE LOS

REACTIVOS

Solucién diluyente para muestras: Verter el contenido completo
del frasco de concentrado de diluyente en un recipiente de 500 mL
de capacidad. Agregar 450 mL de agua desionizada, enjuagando
el frasco para retirar los cristales que se hayan precipitado.
Mezclar completamente.

Solucion de lavado: Si el concentrado de amortiguador de lavado
contiene cristales debido al almacenamiento a una temperatura
menor, como podria ser 2-8°C, disuélvalo colocando el vial en el
bafio Maria a 37°C o en una incubadora durante 30 minutos.
Agregar el contenido completo del concentrado para lavado en un
recipiente de 1 litro de capacidad. Agregar 980 mL de agua
desionizada, enjuagando el frasco para retirar los cristales que se
hayan precipitado. Mezclar completamente.

Solucién de trabajo del sustrato: En la hora anterior al momento
de usar los reactivos, mezclar volimenes iguales de solucion Ay
de solucién B del sustrato. Preparar solamente la cantidad
necesaria. Cada tira de micropocillos necesita un minimo de 800
uL de solucion de trabajo del sustrato. Por ejemplo, para 6 tiras de
micropocillos se deben mezclar 3,0 mL de solucién A con 3,0 mL
de solucién B. Conservar en la oscuridad o cubrir con papel de
aluminio. Usar antes de 1 hora. La solucién de lavado, la solucion
diluyente para muestras y los reactivos del estuche abierto tienen
una estabilidad de 60 dias cuando se conservan entre 2 'y 8 °C.

VIll. RECOLECCION Y CONSERVACION DE MUESTRAS

La prueba debe realizarse en suero. Se deben tener en cuenta las
precauciones acostumbradas en la venopuncién. No usar
anticoagulantes ni conservantes, ni emplear muestras muy
hemolizadas ni muy lipémicas. El suero se puede conservar entre
2 y 8°C por un maximo de 10 dias. Si es necesario conservarlo
durante un periodo mayor, debera almacenarse a —20 °C.

IX. PREPARACION DE LA MUESTRA

Cada muestra de suero se debe diluir con la solucién diluyente.
Agregar 25 pL de la muestra de suero a 5 mL de solucién
diluyente. Mezclar completamente. Los controles y los
calibradores vienen prediluidos y listos para usar.

X.  PROCEDIMIENTO

1. Todos los reactivos y muestras deben estar a temperatura
ambiente (entre 18 y 25 °C) antes de comenzar la prueba. Colocar
el nimero deseado de tiras de micropocillos en el soporte para
tiras.

2. Pipetear 100 pL de cada calibrador, control y muestra diluida
de los pacientes en los pocillos respectivos. Los calibradores y los
controles vienen prediluidos y listos para usar. Cubrir la placa con
una pelicula de plastico e incubarla durante 1 hora entre 22 y
26 °C.

3. Decantar el contenido de los pocillos y lavar 3 veces con 300
uL de solucidén lavadora. Eliminar completamente el exceso de
liquido después de cada lavado.

4. Agregar 100 pL de conjugado enzimdtico a cada pocillo.
Cubrir la placa con una pelicula de plastico e incubarla durante 30
minutos entre 22 y 26 °C.

5. Preparar la solucion de trabajo del sustrato. Véase
PREPARACION DE LOS REACTIVOS.

6. Decantar el contenido de los pocillos y lavar 3 veces con 300
pL de solucién lavadora. Eliminar completamente el exceso de
liquido después de cada lavado.

7. Agregar 100 pL de la solucion de trabajo del sustrato a cada
pocillo. Cubrir la placa con una pelicula de plastico e incubarla
durante 10 minutos en la oscuridad entre 22 y 26 °C.

8. Inmediatamente después de la incubacion, agregar a cada
pocillo 50 pL de la solucién para detener la reaccion. Mezclar los
reactivos dando golpecitos leves en la placa.

9. Medir la densidad optica de cada pocillo a una longitud de
onda de 450 nm. La placa debe leerse en los 30 minutos siguientes
a la adicion de la solucidn que detiene la reaccién. Ajustar los
datos a una curva cuadratica para obtener la curva de calibracién y
calcular los resultados.

Xl. CONTROL DE CALIDAD

De acuerdo con las practicas correctas de laboratorio, los
controles positivos y negativos se deben analizar al tiempo con las
muestras de los pacientes. El hecho de no obtener los valores
adecuados para los controles puede indicar manipulaciones
imprecisas, manejo incorrecto de la muestra o deterioro de los
reactivos.

GAP-IgM
Negativo <10 U/mL
Positivo 40-70 U/mL
Cero < 0,2 DO
media

Xll. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

GAP-IgM
Positivo > 40
Dudoso 36 — 40
Negativo <36

A los pacientes con resultados dudosos se les debe extraer una
nueva muestra de sangre a las dos semanas y la segunda muestra
se debe analizar junto con la primera.

Xlll. ESPECIFICIDAD Y SENSIBILIDAD

En cuatro dispensarios se realizaron estudios clinicos con la
prueba GAP IgM en pacientes que acudieron con sintomas
clinicos tipicos de gastritis. Las muestras de biopsia obtenidas de
estos pacientes se cultivaron y se sometieron a tinciones
histologicas y de deteccién de ureasa. Los resultados de las
pruebas GAP se compararon con los de la biopsia.

GAP-IgM
Sensibilidad (%) 93,8
Especificidad (%) 82,0
Exactitud (%) 89,3
NUmero de 109
pacientes




PRECISION INTRASERIAL
Se determind la precision intraserial analizando 12 muestras
paralelas de tres especimenes de suero.

GAP-IgM

Media Desviacion tipica Coeficiente de
(U/mL) (U/mL) variacion (%)
10,2 0,5 49

25,2 1.4 57

44,4 2,5 5,7

PRECISION INTERSERIAL

La precisién interserial se determind analizando tres muestras de
suero en diez series separadas, realizadas por cuatro personas
diferentes.

GAP-IgM

Media Desviacion tipica Coeficiente de
(U/mL) (U/mL) variacion (%)
10,1 11 11,2

21,2 1,9 8,9

39,7 4,0 10,0

XIV. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

La prueba GAP IgM es anélisis cuantitativos para detectar la presencia de
anticuerpos especificos contra el H. pylori y no indican el titulo del
anticuerpo.

Un resultado positivo no distingue entre la colonizacion y la infeccion
por el H. pylori ni indica la presencia de enfermedad gastrointestinal.

Un resultado negativo no excluye la presencia del H. pylori. Es posible
que haya colonizacion pero que ésta se encuentre en sus etapas mas
precoces o que el titulo del anticuerpo sea demasiado bajo para que la
prueba lo detecte.

Las personas de mas de 50 afios tienen una mayor probabilidad de haber
tenido contacto con el H. pylori en el pasado y quiza tengan
concentraciones bajas pero detectables de anticuerpos especificos contra
la bacteria, sin presentar sintomas clinicos. %1112 Ademas, la incidencia
de seropositividad puede ser diferente entre una poblacion y otra. 3

La prueba GAP IgM para H. pylori se debe usar s6lo en pacientes que
refieran signos y sintomas clinicos relacionados con gastritis. No deben
usarse en pacientes asintomaticos.

XV. SIMBOLOS

Temperatura del almacenamiento

Cadigo de la serie
g Vencimiento
“ Fabricante

m
!

Representante autorizado

Cuidado, vea las instrucciones

5|

V| Para uso diagnéstico in vitro

)
m
m

N. catalogo

XVII.INFORMACION PARA PEDIDOS
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