Este manual de uso, se debe leer detenidamente antes del empleo del producto.
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Dermatophyte Test Strip

[Precauciones Generales]

1. Diafactory Tinea Unguium (este equipo) esta disefiado tinicamente
para su uso como diagndstico in vitro, y no debe emplearse para
ningun otro objetivo.

2. El usuario debera evaluar el resultado de este ensayo en conjuncioén con los
sintomas clinicos y los resultados de otras pruebas.

3. Este equipo so6lo deberia usarse como se indica. La fiabilidad de valores no
se podra garantizar si el kit se utiliza para otros objetivos o si las pruebas se
realizan por otros métodos que los indicados en el manual.

[Descripcion (Componentes del Kit)]

Elementos Composicion.

Anticuerpos monoclonales de raton
(Anti-Trichophyton).

Anticuerpos monoclonales de raton
(Anti-Trichophyton) marcados con oro coloidal.

1 | Tiras Reactivas

2 | Solucién de extraccion | Tampon etc.

Accesorios: Tubos de ensayo, varillas agitadoras

[Uso al que se destina]
Deteccion de antigenos de Trichophyton en muestras ungueales (como apoyo al
diagnéstico de Tinea unguium).

[Principio del Método]

“Diafactory Tinea Unguium” es un ensayo inmunocromatografico disefiado
para la busqueda de antigenos de Trichophyton en muestras de ufias, y utiliza
anticuerpos monoclonales de raton frente a Trichophyton inmovilizados sobre una
membrana de nitrocelulosa. La tira reactiva usada en el kit se compone de una
almohadilla para la muestra, una tira de reactivo, una tira de ensayo y una
almohadilla absorbente (Figura 1). La tira de reactivo esta sensibilizada con
anticuerpos monoclonales de raton anti-Trichophyton marcados con oro coloidal
pre-desecados, y la tira de ensayo contiene anticuerpos monoclonales de raton
anti-Trichophyton tapizando la zona de la linea “Test” y el trazador pre-desecado
tapizando la zona de la linea “Control”. Este trazador, es incoloro a pH 3 y vira a
rosado a pH aproximadamente 4 o superior, y permite al usuario confirmar que la
muestra ha difundido correctamente y ha pasado por la zona de linea “Test”.
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Figura 1. Principio del Método

Una muestra que haya impregnado la almohadilla de muestra (en lo sucesivo, "
muestra extraida "), se mueve a la tira de reactivo, sobre la cual, los antigenos
Trichophyton de la muestra extraida se uniran a los anticuerpos monoclonales de
raton anti-Trichophyton marcados con oro coloidal para formar un
inmunocomplejo. Continuando por la tira de ensayo, el inmunocomplejo es
capturado por los anticuerpos el monoclonal de raton anti-Trichophyton en la
zona de linea “Test”, provocando la aparicion de una linea rosa de oro coloidal
(en caso de muestra positiva). Si la muestra no contiene antigenos Trichophyton,
no se formaran los inmunocomplejos y la muestra con los anticuerpos
monoclonales de raton anti- Trichophyton marcados con oro coloidal no ligados,
pasara sobre la zona de linea “Test” sin producir color visible alguno. La muestra
extraida que contiene los anticuerpos monoclonales de raton anti- Trichophyton
marcados con oro coloidal sobrantes, tanto si es antigeno Trichophyton positiva
como negativa, pasa por la zona de linea “Test” y alcanza la zona de linea
“Control”, donde la muestra extraida reacciona con el indicador inmovilizado,
provocando la aparicién de una banda rosa.

[Precauciones Procesales]
1. Precauciones respecto a las muestras

(1) Este kit, esta diseflado para la deteccion de antigenos Trichophyton en
ufias. No se pueden utilizar descamaciones, cuero cabelludo, pelo u otras
muestras..

(2) Tomar una muestra de 1 mg o mas segin las dlrectrlces para diagnostico
y tratamiento de infecciéon fungica cutanea.'”® Un procedimiento
inadecuado en la recogida o una cantidad insuficiente de muestra tomada
puede conducir a resultados falsamente negativos o una incorrecta
evaluacion.

2. Recogida y Preparacion de las muestras

(1) Segun las directrices para el diagnostico y tratamiento de infeccion
cutanea fingica, tomar una muestra y colocarla en un tubo de ensayo
del kit. Utilizar un cortatifias de tipo pinza limpio o tijeras quirtrgicas
para la toma de la muestra.

(2) La coleccion de la muestra debe ser realizada por una persona
cualificado por una formaciéon adecuada, con entrenamiento y/o
experiencia segun las directrices para el diagnodstico y el tratamiento de
infecciones cutdneas fungicas. El procedimiento para la toma de
muestras, aparece parcialmente en las imagenes inferiores.

1) Onicomicosis Subungueal Distal y Lateral

Quitar el area de onicolisis o la punta de la ufa, y tomar
profundamente una muestra bajo la ufia, lo mas cerca posible de la
cama de ufla. Si no se puede tomar dicha muestra, tomar una
muestra de la superficie de la piel (en realidad de la cama de la ufa),
donde esté presente la onicolisis.

[El Trichophyton se mueve
«con el crecimiento de la ufia

v, o

Tomar una muestra profunda
del interior, cerca de la base de ufia

El Trichophyton entra a partir de
una lesion de la piel (p.ej., Tinea Pedis)

2)  Onicomicosis Blanca Superficial

Quitar la zona blanquecina superficial sobre la lamina de la ufia con
un cortatifas de tipo pinza o tijeras quirirgicas, y usar como
muestra.

El Trichophyton se instala a partir de una
herida sobre la superficie de la lamina de la ufia

Cortar una zona blanquecina superficial
sobre la lamina de la ufia, y utilizar como muestra

(3)  Esdeseable que la cantidad de muestra sea superior a 1 mg.

3. Influencia de Medicamentos

Se realiz6 una evaluacion para comprobar la influencia sobre el ensayo de
antifingicos orales (terbinafina, itraconazol) que cominmente se utilizan en
el tratamiento de Tinea Unguium. Se sometieron a valoracion con el Kkit,
muestras control negativas, positivas y débilmente positivas (preparadas por
dilucion de la muestra control positiva con la muestra control negativa), que
se mezclaron con dichos antifingicos, no observandose en ningin caso
influencia en la reactividad. La concentracién de cada droga afiadida, era
aproximadamente 100 veces la CMI (concentracion minima inhibitoria).

Tabla 1. Influencia de Antifingicos en las Muestras

. . Concentracion .
Antifingico Influencia
£ (ng/mL)
Terbinafina 0.5 No se observa
Itraconazol 100 No se observa

4. Otras Precauciones
(1) El ensayo debe realizarse una vez abierta la bolsa de la tira reactiva.
(2) No combar o doblar la tira.
@3

(4) Poner el volumen suficiente de solucion de extraccion en un tubo de
ensayo.

No tocar o dafiar la zona de almohadilla de la muestra de la tira reactiva.

~

(5) Las tiras reactivas, solucion de extraccion, tubos de ensayo y varillas
agitadoras del kit, solo pueden utilizarse una vez. No reutilizar.

(6) Leer el resultado a los 30 minutos como maximo. El resultado, se
determinara como positivo, si aparecen lineas coloreadas tanto en la
zona de linea “Test” como en la zona de linea “Control” después de
haber transcurrido al menos 5 minutos. Asimismo el resultado, se puede
juzgar como negativo si no aparece ninguna linea visible en la zona de
linea “Test” y aparece una linea coloreada en la zona de linea “Control”
después de haber transcurrido al menos 5 minutos.

[Procedimiento de la Prueba]
1. Procedimiento de ensayo

El procedimiento siguiente se debera realizar a temperatura ambiente (1 a 30
o

(1) Tomar las cantidades necesarias de tiras reactivas, varillas agitadoras y
solucién de extraccion.

(2) Dispensar entre 0.25 y 0.5 mL de solucion de extraccion en el tubo de
ensayo (Figura 2). Poner la muestra en el tubo de ensayo y rotar al menos
20 veces con una varilla agitadora empujando la muestra hacia abajo.
Después de la agitacion, dejar el tubo de ensayo en una gradilla durante

al menos 1 minuto.
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Figura 2

(3) Romper por el corte la bolsita de aluminio extraer una tira reactiva.
Sostener la tira solamente por la zona indicada (opuesta a las flechas).
No tocar la almohadilla de muestra (Figura 3).

(4) Sujetar la tira reactiva en el tubo de ensayo con la almohadilla de la
muestra hacia abajo (flechas hacia abajo). Confirmar que la almohadilla
de muestra ha alcanzado el extremo inferior del tubo de ensayo.

(5) Dejar la tira reactiva permanecer al menos 5 minutos y determinar el
resultado (positivo, negativo o no valido) visualmente comprobando la
presencia o la ausencia de bandas coloreadas en las zonas de linea
“Control” y “Test”, hasta 30 minutos después de haber introducido la tira
reactiva en el tubo de ensayo.

Sujetar por este extremo
(se puede escribir: nombre, etc)

Zona de evaluacion

Almohadilla de muestra
(no tocar este extremo)

Figure 3

[Interpretacion de Resultados]
Interpretacion

(1) La aparicion una banda rosa en la zona de linea “Control” y una banda
morada en la zona de linea “Test”, indica un resultado positivo para
antigeno Trichophyton. La aparicion de una banda rosa en la zona de
linea “Control” que no va acompafiada de banda alguna visible en la
zona de linea “Test”, indica un resultado negativo.

(2) Sino aparece banda rosa alguna en la zona de linea “Control” después de
entre 5 y 30 minutos, la prueba es no valida.

(3) Silabanda en la zona de linea “Test”, apareciese después de 30 minutos,
el resultado, es negativo.
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Precauciones en la interpretacion

1. Sila cantidad de Trichophyton en la muestra de ufia es pequeiia, el resultado
se puede negativizar. El usuario légicamente, debera evaluar el resultado de
este ensayo conjuntamente con los resultados de otras pruebas y sintomas
clinicos.

2.  Este ensayo, presenta reactividad cruzada con otros hongos distintos a
Trichophyton, como Aspergillus y Penicillium. Estos hongos pueden estar
presentes en el suelo u otros entornos e infectar la piel de pacientes
inmuno-comprometidos. Esto se debera de tener en cuenta a la hora de la
realizacion de un diagnostico.

[Significado Clinico]

“Diafactory Tinea Unguium”, a diferencia de la microscopia directa, no requiere
habilidades especiales para determinar si los Trichophyton estin presentes o
ausentes en la muestra. 3 Asimismo, este kit, a diferencia de la PCR, no requiere
equipamiento especial. “Diafactory Tinea Unguium”, que es facil de usar y
proporciona resultados rapidos, es un ensayo eficaz para el diagnostico rapido de
Tinea Unguium.

[Prestaciones de la Prueba]
1. Prestaciones

(1) Sensibilidad y Precision
En el ensayo de un control negativo, el kit proporciond un resultado
negativo.

En el ensayo de una muestra débilmente positiva y de un control positivo,
el kit proporciono resultados positivos.



(2) Reproducibilidad Intra-ensayo

En el ensayo repetido 4 veces de un control negativo, el kit proporciond
un resultado negativo siempre.

Igualmente, en el ensayo repetido 4 veces de una muestra débilmente
positiva y de un control positivo, el kit proporciond resultados positivos
siempre.

(3) Umbral de Sensibilidad
Trichophyton rubrum (NBRC 9185), 0.5 ug peso seco/mL.

(4) Estandar de Referencia para Calibracion
Extracto seco de células de Trichophyton rubrum (NBRC 9185)

(5) Reactividad Cruzada

Se afiadieron a la solucion de extraccion, células secas autoclavadas de
diferentes hongos distintos a Trichophyton a una concentracion de 300
pg/mL para evaluar la influencia de cada hongo sobre el ensayo. Ademas,
las colonias de varias bacterias cultivadas en placas de agar se afiadieron
a la solucion de extraccion para evaluar la influencia de cada bacteria
sobre el ensayo. El kit no fué reactivo con los hongos probados, salvo
con los que aparecen en listado inferior.

El ensayo no fue reactivo con los hongos que aparecen a
continuacién.

Aspergillus nidulans, Penicillium citrinum, Scopulariopsis brevicaulis,
Alternaria alternate, Pseudallescheria boydii,

Scedosporium apiospermum, Prototheca wickerhamii,

Schizophyllum commune (1 nucleus), Schizophyllum commune (2nucleii),
Absidia corymbifera, Basidiobolus ranarum,

Cunninghamella bertholletiae, Mortierella isabellina,

Mucor circinelloides, M. racemosus, Rhizomucor pusillus,

Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis, R. oryzae,

R. stolonifer var. reflexus, Syncephalastrum racemosum,

Zygorhynchus exponens, Candida albicans, C. dubliniensis,

C. tolopicalis, C. parapsilosis, C. guilliermondii, C. glabrata, C. krusei,
Geotrichum candidium, Trichosporon asahii,

Cryptcoccus neoformans serotype A, C. neoformans serotypeB,

C. neoformans serotype C, C. neoformans serotype D,

C. neoformans serotype AD, Sporothirix schenckii, Fonsecaea pedrosoi,
Exophiala. jeanselmei, Phialophora verrucosa, P. richardsiae,
Rhinocladiella atrovirens, Cladophialophora bantiana,

Malbranchea albolutea, M. aurantiaca,

M. chrysosporioidea hrysosporioidea, M. cinnamomea, M. dendritica,
M. filamentosa, M. flava, M. flocciformis, M. fulva, M. graminicola,

M. gypsea, M. multicolor, M. pulchella, Malassezia furfur,
Gymnoascoideus petalosporus, Auxarthron reticulatum,

Gymnoascus intermedius, G. petalosporus, G. reessii, G. udagawae,
Emmonsia parva var. crescens, E. parva var. parva,

Phanerochaete chrysosporium, Apinisia queenslandica,

Arthroderma multifidum, Uncinocarpus reesii,

Chrysosporium carmichaelii, C. indicum, C. keratinophilum,

C. pseudomerdarium

El ensayo fue reactivo con los hongos que aparecen a continuacién.

Aspergillus flavus, A. fumigatus, A. niger, A. terreus,

Neosartorya fischeri, Paecilomyces lilacinus, Penicillium griseofulvum,
Veronaea botryosa, Fusarium solani, Exophiala dermatitidis (M-Y form),
E. dermatitidis (G form), E. spinifera, Hortaea werneckii,

Malbranchea circinata, M. flavorosea

El ensayo fue no reactivo con las bacterias que aparecen a
continuacién.

Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, S. faecalis

(6) Reactividad de Dermatofitos

Se afiadieron a la solucion de extraccion, células secas autoclavadas de
Dermatofitos a una concentracion de 300 pg/mL para evaluar la
reactividad del ensayo. El kit fue reactivo con los que aparecen a
continuacion.

Trichophyton mentagrophytes, T. rubrum, T. tonsurans, T. violaceum,
T. verrucosum, Microsporum gypseum, M.canis,
Epidermophyton floccosum

Resultados del Estudio Clinico de Prestaciones’

Se recogieron muestras de uflas en pie 0 mano segin las directrices para el
diagnostico y el tratamiento de infeccion fungica cutdnea en 222 pacientes
(en 11 centros) sospechosos de “Tinea Unguium” en inspeccion visual. La
muestra fue repartida en 3 fragmentos y ensayada respectivamente con el kit,
microscopia directa y PCR (s6lo muestras en las cuales los resultados del kit
y la microscopia directa eran incoherentes). La recogida de la muestra, la
microscopia directa, el uso del kit y PCR fueron realizados por personas
diferentes en condiciones ciegas.

(1) Comparacion entre los resultados de “Diafactory Tinea Unguium” y PCR
(y microscopia directa)

Los analisis fueron realizados sobre 222 pacientes. En 5 pacientes en que
los resultados del kit y la microscopia directa eran incoherentes y no se
podia realizar PCR porque la cantidad de muestra era insuficiente, se
utilizo el resultado de microscopia directa.

Tabla 2. Comparacion entre los Resultados de “Diafactory Tinea
Unguium” y PCR que incorpora Microscopia Directa

PCR incorporando microscopia directa
Positivo Negativo Total
) Positivo 196 5 201
Diafactory
Tinea Negativo 6 15 21
Unguium
Total 202 20 222
Sensibilidad: 97.0%
Especificidad: 75.0%
Correlacion Total: 95.0%
Correlacion Negativa: ~ 71.4%
Correlacion Positiva: 97.5%

(2) Comparacion entre los resultados de Diafactory Tinea Unguium y el
diagnostico final del dermatblogo (basado en los resultados de
microscopia directa, PCR, clinica, recogida de muestra, etc.)

Los analisis fueron realizados sobre 217 pacientes, excluyendo a 5
pacientes en quien la PCR no se pudo realizar porque la cantidad de
muestra era insuficiente y no se pudo realizar un diagnoéstico final. Los
analisis fueron realizados sobre 222 pacientes. En 5 pacientes en que los
resultados del kit y la microscopia directa eran incoherentes y no se
podia realizar PCR porque la cantidad de muestra era insuficiente, se
utilizo el resultado de microscopia directa.

Tabla 3. Comparacion entre los resultados de Diafactory Tinea Unguium
y el diagnostico final

Diagnostico Final
Tlne.:a No Tlvnea Total
Unguium Unguium
Positivo 196 2 198
Diafactory
Tinea Negativo 4 15 19
Unguium
Total 200 17 217
Sensibilidad: 98.0%
Especificidad: 88.2%
Correlacion Total: 97.2%
Correlacion Negativa: ~ 78.9%
Correlacion Positiva: 99.0%

[Precauciones de Uso y Manejo]

1.

2.

Precauciones en la manipulacion (Prevencion de Riesgos)

boca, o piel, como primeros auxilios, aclarar a fondo con agua

(1) f Si la solucion de extraccion contactase directamente con 0jos,
corriente, y buscar si fuera necesario, tratamiento médico.

(2) Durante la manipulacion de muestras con el kit, utilizar mascarilla,
guantes y otra ropa protectora. Lavar a fondo las manos después de las
pruebas.

(3) Todas las muestras usadas para la prueba se deberan manejar como
material potencialmente infeccioso. Las tiras reactivas usadas, muestras
extraidas, tubos de ensayo y varillas agitadoras se deberan manipular del
mismo modo que las muestras.

(4) Para la prevencion de infecciones por salpicaduras de muestras o
soluciones que las contengan, limpiar las zonas de derrame y
contaminadas enérgicamente con desinfectantes de tipo soluciones de
hipoclorito sddico.

Precauciones de uso

(1) Los reactivo en este equipo solo se pueden usar para la deteccion de
antigenos de Dermatofitos en uiias.

(2) Emplear instrumentos limpios en la toma de muestras.

(3) No utilizar el kit después de la fecha de caducidad.

4) Las tiras reactivas, solucion de extraccion, tubos de ensayo y
varillas agitadoras del kit s6lo se pueden usar una vez. No
reutilizar.

s
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—8_ El kit se debe almacenar entre 2 y 30°C. Evitar la congelacion y
;.-L\ la exposicion a la luz solar directa.

(6) No combinar reactivos de lotes diferentes.

3. Precauciones en la eliminacioén

(1) Antes de su eliminacion, los contenedores y tiras reactivas utilizadas, se
deben autoclavar a 121°C durante 20 minutos o sumergir en una solucion
de hipoclorito sédico durante al menos una hora, como potencialmente
infecciosos.

(2) Los contenedores usados, etc. Se deben incinerar o eliminar como
desechos médicos o industriales segin las regulaciones de recogida de
desechos aplicables.

[Almacenamiento y Vida Util]
jﬂ/w ‘c Temperatura de almacenamiento: 2 a 30°C (No congelar)

2°C

Vida media: 36 meses desde la fecha de la fabricacion (fecha de
caducidad impresa en el exterior de la caja.)

[Contenido del Envase]

W DEOOT —--neev 10 tests/kit
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[Simbolos]

Consultar instrucciones de uso

Dispositivo médico para diagnéstico in vitro

No reutilizar

Precaucion. Consulte la documentacion adjunta
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Mantener alejado de la luz solar

Limite de temperatura

’%’ o

Fecha de caducidad

Suficiente para <n> pruebas
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Referencia en catalogo

LOT Numero de lote

Fabricante

Representante autorizado en CE
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