ENSAYO EN UN SOLO PASO
PARA USO CUALITATIVO EN DIAGNOSTICOS IN VITRO

UTILIZACION PREVISTA

La prueba de sangre total/suero de Troponin | es un inmunoensayo para una rapida deteccién
cualitativa de la troponina cardiaca | (cTnl) en sangre total o suero humafioss a un nivel minimo
de 1,5 ng/ml. Esta prueba sirve de ayuda para el diagndstico del infarto de miocardio en salas de
urgencias, centros de asistencia y hospitales.

La prueba de Troponin | proporciona un resultado cualitativo en lugar de informacion acerca
de un cambio en el nivel de cTnl con una sola prueba. Deberan realizarse pruebas en serie
para determinar un cambio temporal en el nivel de cTnl. Si se desea, deberd utilizarse un
método cuantitativo para determinar la concentracion de cTnl. Deberan aplicarse la
cansideracion clinica y el criterio profesional para tomar una decision sobre el diagnéstico
basandose en el resultado de esta prueba.

RESUMEN Y EXPLICACION

En la Gltima década se han ultilizado diversos marcadores cardiacos para el diagnéstico de
infartos agudos de miocardio (IAM) como, por ejemplo, la creatina quinasa (CK), la isoforma
MB de creatina quinasa (CKMB), isoformas de lactato deshidrogenasa (LDH), mioglobina y
troponinas cardiacas (cTn). Las troponinas cardiacas existen como complejo ternario con tres
subunidades: Troponina cardiaca | (cTnl), T (cTnT) y C (cTnC). Las investigaciones muestran
que tanto la cTnl como la cTnT son superiores a cualquiera de los otros marcadores cardiacos,
debido a que muestran una sensibilidad mayor (>98% en la concentracién méxima) y una
especificidad (95-100%) para IAM por encima de otros marcadores tradicionales o incluso
comparado con los criterios de la OMS.1-3

La cTni se libera en la circulacién de la sangre con unos niveles que superan el limite superior
de referencia del periodo normal de 4 a 6 horas tras la aparicién del IAM vy alcanza el valor
maximo tras un periodo de 12 a 24 horas. Este elevado nivel de cTni permanece durante un
maximo de 5 a 7 dias. La pronta liberacion y la larga duracion de la cTni hacen que la prueba
resulte mas adecuada para el diagnéstico del infarto de miocardo.**

PRINCIPIO DEL PROCEDIMIENTO

Este ensayo es un inmunoensayo de flujo lateral cromatogréafico de doble anticuerpo. La tira
reactiva del dispositivo consta de: 1) una almohadilla de conjugado de color burdeos con oro
coloidal acoplado con anticuerpos anti-cTnl de ratén y 2) una membrana de nitrocelulosa con
una linea de prueba (linea T) y una linea de control (linea C). La linea T esté recubierta de
anticuerpos anti-cTnl de ratén y la linea C, de anticuerpos antirratén de cabra. La almohadilla
de muestras de la tira reacitiva se tratd previamente con anticuerpos antigl6bulos rojos humafios
de rat6n para tratar de separar los glébulos rojos de las muestras de sangre.

Cuando la cTnl se encuentra presente en la muestra, la linea T se convertira en una banda de
color burdeos. Si la cTnl no se encuentra presente 0 se encuentra presente por debajo del nivel
detectable, no se formara ninguna linea T. La linea C siempre debera aparecer como una banda
de color burdeos independientemente de la presencia de cTnl. Sirve como control cualitativo
interno de la prueba para indicar que se ha aplicado un volumen suficiente de muestra y se ha
producido el flujo de liquido.

MATERIAL INCLUIDO

e 25 dispositivos de pruebas en envoltorio individual, todos ellos provistos de una pipela
desechable.

* Un folleto de instrucciones (modo de empleo)

MATERIAL NECESARIO PERO NO INCLUIDO
e Controles : De cTnl positiva y cTnl negativa

* Recipientes de recogida de muestras

e Cronometro

ALMACENAMIENTO

e Temperatura de almacenamiento del kit de 15 a 30°C. No congelar. El contenido del kit
permanece estable durante 2 afios o hasta la fecha de caducidad impresa en la etiqueta; lo que
se produzca primero.

e La exposicion del kit a temperaturas superiores a 30°C puede reducir la vida 0til o dafiar el
dispositivo.

RECOGIDA'Y ALMACENAMIENTO DE MUESTRAS
1. Suero
* Siga los procedimientos estandar del laboratorio para la recogida de muestras de suero.
e Las muestras de suero pueden almacenarse a una temperatura de 9 a 30°C durante
8 horas, de 2 a 8°C durante una semana y a -20°C o0 menos para un almacenamiento
prolongado. No se recomiendan para este ensayo muestras congeladas y descongeladas
varias veces.
e Deber4 extraerse por centrifugacién cualquier sedimento presente en las muestras de
suero. Evite el uso de muestras turbias, que pueden estar contaminadas por
microorganismos.

2. Sangre Total

* Siga los procedimientos estandar del laboratorio para la recogida de muestras de sangre
total. Recoja la sangre en un tubo que contenga citrato como anticoagulante.

e Se recomiendan muestras recientes, ya que las proteinas de la troponina cardiaca son
inestables. La prueba de la muestra de sangre total debera realizarse en un plazo de
cuatro (4) horas. No congele las muestras de sangre total; de lo contrario, los glébulos
rojos se destruiran, lo cual puede causar la hemolisis. Si las muestras han de
almacenarse, deberan extraerse los glébulos rojos.

e Ultilice la pipeta incluida para recoger la sangre y aplique cuatro gotas al orificio para
la muestra del dispositivo.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

e Uso exclusivo para diagnéstico in vitro

e PRECAUCION : Todos los productos de la sangre humana, incluidas las muestras de suero,
deberan considerarse potencialmente infecciosos. Se recomienda que las muestras de reactivos y
pacientes se manipulen de acuerdo con el Estandar de patogenos transmitidos por sangre® de la
OSHA (Administracién de Salud y Seguridad laboral de EE.UU.) u otras directrices o
normativas nacionales apropiadas sobre seguridad contra riesgos biolégicos.®®

o No utilice el kit pasada la fecha de caducidad que aparece en el producto.
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e El dispositivo debera permanecer en el envoltorio cerrado herméticamente hasta el momento
de su uso.

e Ultilice guantes desechables durante la manipulacién de muestras y lavese las manos a fondo
el finalizar.

e Utilice puntas limpias individuales para las diferentes muestras. No succione con la pipeta
en la boca.

o No fume, coma ni beba en areas en las que se manipulen las muestras o los reactivos del kit.

e Respete los procedimientos establecidos para la eliminacion adecuada de muestras y
dispositivos de pruebas usados.

PROCEDIMIENTO

1. Las muestras refrigeradas u otro material de pruebas, incluidos los dispositivos, deben dejarse
que alcancen la temperatura ambiente antes de la prueba para evitar resultados no
validos.

2. Extraiga el dispositivo del envoltorio y coléguelo en una superficie plana. Etiquete el

dispositivo con una identificaion de la muestra.

Vierta cuatro (4) gotas de sangre total o suero en el orificio para la muestra.

4. Al cabo de 5 minutos, deber&n observarse resultados claramente positivos. Es posible que,
para observar resultados ligeramente positivos, deba transcurrir mas tiempo. Los resultados
deberan leerse tras un intervalo de tiempo de 15 a 20 minutos.

NO INTERPRETE LOS RESULTADOS DESPUES DE 20 MINUTOS.
INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Ho A

(+) (-) i
POSITIVO NEGATIVO  NO VALIDO

POSITIVO: Si aparecen tanto la linea C como la linea T, el resultado indicaré que se ha detectado
cTnly, por lo tanto, sera positivo.

Nota: Es posible que la intensidad del color de la linea C y la linea T no sea la misma.

@

Una linea T débil indica una muestra positivo por un escaso margen, a la que se debera
volver a realizar la prueba mediante un método alternativo para su confirmacion

NEGATIVO: Si sélo aparece la linea C, la prueba indicara que no se ha detectado cTnl o que su
nivel es inferior al nivel de deteccion, con lo que el resultado sera negativo.

Cuando el resultado de la prueba es negativo o entra en conflicto con otros resultados, es
imprescindible realizar una nueva prueba aproximadamente una hora mas tarde. Si el
segundo resultado es negativo y la Gltima muestra se tomé mas de 6 horas después de un caso
sospechoso de IAM, lo més probable es que el paciente no haya sufrido un IAM.

NO VALIDO: Si no aparece ninguna linea de control al cabo de 5 minutos, los resultados
deberéan considerarse no vélidos.

CONTROL DE CALIDAD

Funciones de control integrades

Esta prueba contiene una funcién de control de calidad, la linea C. La aparicién de la linea C de
color burdeos indica que se ha aplicado un volumen suficiente y se ha producido el flujo.

Control de calidad externo
Se recomiendan controles externos, positivos y negativos, para supervisar el rendimiento del
ensayo. Los controles de calidad deberan ejecutarse cada dos meses, cuando se cambia el lote, o
si el resultado es sospechoso.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

e La prueba proporciona un resultado de prueba cualitativo. El carécter cualitativo de este
ensayo no proporciona informacion acerca de concentracion real de troponina | en un
momento determinado. La interpretacion de los resultados de esta prueba debera realizarse
junto con otra informacién clinica de la que dispongan los médicos, haciendo uso del criterio
profesional apropiado.

e Las muestras de suero humano que contengan valores excepcionalmente elevados de
determinados anticuerpos, como anticuerpos humanos antirratén o anticuerpos humanos
anticonejo (HAMA o HARA). La prueba se ha optimizado para reducir las interferencias de
muestras que contengan HAMA. No obstante, no se puede garantizar la completa
eliminacion de estas interferencias de las muestras de todos los pacientes. Es posible que las
muestras de pacientes contengan anticuerpos humanos antirraton (HAMA) que puedan
proporcionar resultados falsamente altos o bajos con ensayos que ultilizan anticuerpos
monoclonales de raton.

e Las muestras de suero que muestren una lipemia flagrante, hemdlisis evidente o turbidez no
deberan utilizarse con esta prueba

e Los resultados de pruebas que sean incoherentes con los sintomas clinicoa y el historial del
paciente deberan interpretarse con precaucion.

RESULTADOS PREVISTOS

La prueba esta diseflada para producir un resultado positivo de la inexistencia de
concentraciones de troponina cardiaca | inferiores a 1,5 ng/ml o 5 ng/ml de Troponina | de
complejo ternario.

Se ha descubierto que el intervalo de tiempo necesario para que los niveles de troponina
cardiaca | de la sangre alcancen el limite superior o normal es de 4 a 6 horas inmediatamente
después de la aparicion de sintomas, con una concentracién maxima que se alcanza al cabo de
12 a 24 horas. El nivel de troponinas cardiacas | sigue siendo elevado durante un intervalo de 6
a 10 dias en algunos casos. Por lo tanto, un resultado negativo en las primeras horas de la
aparicion de sintomas no descarta el infarto agudo de miocardio con seguridad. Si se sospecha
de la existencia de IAM, deberd repetirse la prueba a intervalos apropiados.
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CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

1. Sensibilidad Analitica

La sensibilidad analitica de este dispositivo se deteminé con 2 paneles: uno para muestras de
suero y otro para muestras de sangre total. Cada uno constaba de 40 miembros distribuidos a
partes iguales en 4 grupos, diez (10) muestras en cada grupo. Se verti6 a los 4 grupos cTnl a
cuatro niveles diferentes: 1,5; 1,3; 1,1 y 0,9 ng/ml, por separado.

En el panel de suero, este dispositivo detectd las 10 muestras a un nivel de 1,5 ng/ml como
positivo; detectd 7 de 10 a 1,3 ng/ml, 5 de 10 a 1,1 ng/ml y 3 de 10 a 0,9 ng/ml. En el panel de
sangre total, el dispositivo detecté las 10 muestras a un nivel de 1,5 ng/ml como positivo ;
detect6 6 de 10 a 1,3 ng/ml, 5 de 10 a 1,1 ng/ml y 3 de 10 a 0,9 ng/ml. Por lo tanto, la
sensibilidad analitica del dispositivo es de 1,5 ng/ml de cTnl.

Muestra de Troponina |

Pgﬂ:lrge Concentracién (ng/ml)
15 13 11 0,9
Resultado de la [ Positivo (+) 10 7 5 3
Prueba Negativo (-) 0 3 5 7
Total 10 10 10 10

par o)
Sangre Total 5 13 1 09
Resultadodela | Positivo (+) 10 6 5 3
Prueba [ Negativo (- 0 4 5 7
Total 10 10 10 10

2. Prueba de Aptitud de Precisién : Ensayos Interserie en Cuatro (4) Instalaciones de
Ensayo Diferentes

Se proporciond a tres labortorios médicos (LM) y a un laboratorio medico de referencia dos
paneles de muestras con vertidos de cTnl purificado. Un panel contenfa ochenta (80) muestras
de sangre total sin etiquetar y el otro ochenta (80) muestras de suero sin etiquetar. Las muestras
de cada panel constaban de cuatro grupos distribuidos a partes iguales con cTnl en cuatro
concentraciones diferentes : 0; 0,1; 1,5 y 10 ng/ml. Los resultados obtenidos con la prueba
demostraron una coincidencia del 100% intrasere asi como entre instalaciones en muestras de
sangre total con el vertido y una coincidencia superior al 98% en muestras de suero con el
vertido.

Concentracién de cTnl (ng/ml)
Resultado de la Prueba Coincidencia
Panel de Sangre Total 0 Y 01 15 0 Intraserie
- + - + - + - +
Instalacion | 201 0 20|10 [0 ]20] 02 100%
Instalacion 11 200 0|20] 0 0 [20] 0 | 20 100%
Instalacion 11 200 0 20| 0[O0 ]20] 0|20 100%
Instalacion IV 20/ 0 20| 0 [0 ]20] 0|20 100%
Coincidenciaentre | 15000 | 10095 | 100% | 100%
Instalaciénes
Concentracién de cTnl (ng/ml)
Panel de Suero y Resultado de la Prueba Coinciden_cia
0 0,1 15 10 Intraserie
- + - + - + - +
Instalacion | 201 0 |19 1 0]20| 0] 20 98.8%
Instalacion |1 20| 0|20 O | O f[20] O 20 100%
Instalacion 111 201 0|20 O | O f[20] O 20 100%
Instalacion IV 19] 1 (20 0[0]2 | 0] 20 98.8%
Coincidenciaentre | gg 00 | 98805 | 100% | 100%
Instalaciénes

3. Interferencia y Reactividad Cruzada

Las siguientes sustancias que pueden interferir no parecen interferir ni provocar ninguna
reaccion cruzada con determinaciones de troponina cardiaca | en la prueba hasta los niveles que
se muestran a continuacion.

Analito Nivel de Prueba

Biotina 200 ng/ml
Bilirrubina 1 mg/ml

Hemoglobina 2 mg/ml

Troponina C de musculo esquelético de conejo 2,5 pg/ml
Troponina cardiaca T humana 2,5 pg/ml
Troponina T de mUsculo esquelético humanos 2,5 pg/ml
Troponina | de mUsculo esquelético humanos 2,5 pg/ml
Colesterol 8 mg/ml

Triglicérido 12,5 mg/ml

Las pruebas in vitro de los siguientes farmacos mas utilizados no revelaron ninguna
interferencia en el &mbito terapéutico normal:
Analito (10 pg/ml de Concentration Final)

Acetaminofeno Cloramfenicol Nifedipino
Acido acetilsalicilico Cinarizina Niastina
Adenina Ciclophosfamida Oxazepam
Allopurinol Ciclosporina Oxitetraciclina
Ambroxol Digitonina Propanolol
Ampicillina Digoxina Teofilina
Acido ascérbico Dopamina L-Tiroxina
Atenolol Eritromicina Urea
Atropina Acido gentistico Acido urico
Cafeina Isoproterenol

Captopril Dinitrato de isosorbida

4. Estudios de Recuperacion

El suero humanos normal se complement6 con troponina cardiaca | humana para producir
concentraciones de 0; 1,5 y 3 ng/ml. Se realizé la prueba a las muestras en 6 replicados. Como
muestran los datos de la siguiente tabla, se observé una coincidencia del 100% entre los
resultados esperados y los obtenidos en cada concentracion de cTnl.
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cTnl Afiadida Resultado de la Prueba Coincidencia con los
(ng/ml) Negativo Positivo Resultados Esperados

0 6 0 100%

15 0 6 100%

3 0 6 100%

5. Evaluacion Clinica de Muestras

Se realizé la prueba de un total de 300 muestras de suero confirmadas clinicamente, 150
positivas y 150 negativas, con este dispositivo, el dispositivo de determinacién y un ensayo
cuantitativo de troponina | ELISA.

Los resultados a partir del dispositivo de determinacion fueron que, de las 150 muestras
positivas, 147 dieron resultado positivo, 1 ligeramente positivo y 2 negativo; y de las 150
muestras negativas, 144 dieron resultado negativo y 6 positivo.

Este dispositivo obtuvo resultodos similares a los del dispositivo de determinacion. De las 150
muestras positivas confirmadas, 147 dieron resultado positivo, 2 ligeramente positivo y 1
negativo; y de las 150 muestras negativas confirmadas, 144 dieron resultado negativo y 6
positivo.

La prueba ELISA detecté 149 muestras positivas de todas las muestras positivas y 146 negativas
de todas las muestras negativas.

Los datos demostraron que este dispositivo tiene una sensibilidad del 99,3% y una especificidad
del 96,0%, mientras que el dispositivo de determinacién tenfa una sensibilidad del 98,8% y una
especificidad del 96,0%. La prueba ELISA produjo una sensibilidad del 99,3% y una
especificidad del 97,3%.

Comparado con la prueba ELISA, la coincidencia fue de un 97,4% (149/153) para los resultados
positivos y de un 95,9% (141/147) para los resultados negativos. La coincidencia general fue de
un 96,7% (290/300).

Resultados de Ensayo ELISA
Positivo Negativo - .
Valores de Ensayo (1,5 ngiml) (<15 ng/mi) Total Coincidencia
Prueba de Positivo 149 6 155 97,4%
NI Negativo 4 141 145 95,9%
Total 153 147 300 96,7%
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