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Uso deseado

La prueba répida DENGUE-NET (sangre total/capilar, suero o plasma) es un inmunoensayo
cromatogrdfico de flujo lateral para la deteccion cudlitativa del antigeno NS1 del virus del Dengue
y anticuerpos IgG e IgM anti-Dengue en muestras de sangre total/capilar, suero o plasma.

Resumen

Transmitido principalmente por el mosquito Aedes aegypti, el dengue es un flavivirus abreviado
DENV, que se transmite por la picadura de dicho mosquito infectado. Una vez ingresa buscard
replicarse y dependiendo de cudl de los cuatro serotipos se trate es que el espectro de la
enfermedad ira de pequefos sinfomas hasta volverse potencialmente mortal. De hecho, en la
actualidad se ha categorizado en Dengue y Dengue grave, el primero se caracteriza por tratarse
de individuos que viven o viajan en zonas endémicas de dicho agente y presentan sintomas como
ndusea, cefalea, dolor retro-ocular, entre ofros. A diferencia del dengue grave que destacan tres
caracteristicas: la extravasacién de plasma sobre todo en la pleural y cavidad abdominal,
hemorragia grave y compromiso grave de érganos como el higado [1].El diagndstico del dengue
se realiza por medio de pruebas de sangre, sin embargo, la técnica a aplicar dependerd de la
evoluciéon de la enfermedad, por ejemplo, para una infecciéon aguda (del dia 1 al 5 del inicio de
los sintomas) se recomienda realizar una prueba de RT-PCR en tiempo real 6 de antigeno NS1. En
cambio, si se trata de una fase de recuperacién o covalencia (después del dia 6 del inicio de los
sintomas) se debe enfocar en detectar anticuerpos IgG o IgM. También existen otras pruebas que
emplean muestras como suero, liquido cefalorraquideo o biopsia hepdtica. Hasta ahora no hay
cura para el dengue, por lo que solo se enfoca en dliviar los sintomas [2]. Las pruebas répidas
permiten un diagndstico répido y oportuno, lo que permite reducir la transmision y la complicacion
de la enfermedad [3].

Principio

La prueba répida DENGUE-NET para la deteccién cudlitativa del antigeno NS1 del virus del Dengue
y anticuerpos IgG e IgM anti-Dengue en muestras de sangre total/capilar, suero o plasma es un
inmunoensayo cromatogrdfico de flujo lateral. La prueba consta de un cartucho dividido en dos
secciones:

Seccién NS1 Ag (Antigeno)

Contiene una membrana dividida en dos regiones: una de prueba ‘T' que tiene impreso
antficuerpo de captura anti-NS1 y una de control ‘C' impreso con anti-ratén. La membrana
también posee un conjugado conformado por particulas de oro coloidal recubiertas con
anticuerpos de deteccién anti-NS1 del virus del dengue.

Seccién IgM e IgG (Anticuerpos)

Contiene una membrana dividida en tres regiones: una para cada anticuerpo, G que tiene
impreso anticuerpos IgG, M que tiene impreso anticuerpos IgM y una de control ‘C' impreso con
anti-ratén. La membrana también posee un conjugado conformado por particulas de oro coloidal
recubiertas con antigenos NS1.

Una vez que la muestra es depositada en el pozo ‘S’ de cada seccién del cartucho con la solucion
de corrimiento, esta reaccionard con el conjugado y migrard a través de la membrana por accién
capilar. Si la muestra no contiene o tiene concentraciones de anticuerpos IgG/IgM o antigeno NS1
del virus del dengue por debajo del limite de deteccién no se formard una linea de color en la
seccion las regiones (IgG/IgM/NS1), esto indica un resultado negativo. Por el contrario, si la muestra
contiene concentraciones de anticuerpos IgG y/o IgM o antfigeno NS1 del virus del dengue
mayores al limite de deteccién se formard una linea de color en la seccién las regiones
(IgG/IgM/NS1), esto indica un resultado positivo. La prueba tiene un control ‘regiéon C', donde
siempre debe de aparecer una linea de color, esto indica que se agregd la cantidad apropiada
de muestra y el procedimiento se realizb exitosamente.

Reactivos

La prueba de NS1 contiene un conjugado particulas de oro coloidal recubiertas con anticuerpos
de deteccién anti-NS1 del virus del dengue, anticuerpos de captura anti-NS1 y anticuerpos anti-
ratén.

La prueba de IgM e IgG contiene un conjugado particulas de oro coloidal recubiertas con
antigenos de anti-NS1 del virus del dengue, anticuerpos IgM o IgG y anticuerpos anti-ratén.

Precavuciones
Lea toda la informacién de este instructivo antes de realizar la prueba:
. Para uso profesional in vitro.

. Manipular todas las muestras como si tuvieran agentes infecciosos.

. No utilizar la prueba después de la fecha de caducidad.

. No comer, beber ni fumar en el drea donde se manejan las muestras y las pruebas.

. No utilizar la prueba si la bolsa estd danada.

. Utilizar bata, guantes desechables y proteccién para los ojos cuando las muestras se
estén procesando.

. La prueba utilizada debe desecharse de acuerdo con las regulaciones aplicables.

. La humedad y la temperatura pueden afectar adversamente los resultados.

. No mezclar componentes de diferentes lotes.

Almacenamiento y estabilidad de la prueba

. Almacene la prueba en su bolsa sellada a temperatura ambiente (15-30°C).
Nota: No congele la prueba.
. La prueba es estable hasta la fecha de caducidad impresa en la bolsa.

Materiales
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Suministrados: q pero no inistrados:
. Prueba répida en cartucho e Temporizador
. Solucién de corrimiento (Buffer) « Sistema de toma de muestra por
. Instructivo de uso venopuncion
. Gotero Opcionales:
e  Centrifugadora

« Sistema de toma de muestra por
venopuncion

. Lanceta (Puncién capilar)

¢ Almohadilla con alcohol
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Recoleccién de muestra
. Sangre
Por puncién capilar:
1. Lave la mano del paciente con agua tibia y jabdn, después seque el drea.
. Masajee la mano sin tocar el sitio de la puncién frotando la mano hacia la yema del
dedo anular o medio.
1. Perfore la piel con una lanceta estéril y impie la primera sefial de sangre.

v. Frote suavemente la mano desde la muieca hasta la palma de los dedos para
formar una gota de sangre sobre el sitio de puncién.
V. Con ayuda de un gotero: Presione el bulbo del gotero y coloque el extremo inferior

sobre la gota de muestra, suelte el bulbo para recolectar la muestra. Nota: Evite
generar burbujas de aire.
Por venopuncién:

a) Tome la muestra segun los criterios estdndar. Para ello puede emplear un tubo de
anticoagulantes (EDTA, heparina, citrato u oxalato) y utilizar la muestra directamente
en la prueba rdpida.

b) Separe el suero o el plasma de la sangre tan pronto sea posible, esto con la finalidad
de evitar la hemolisis de la muestra.

Almacenamiento y estabilidad de la muestra

. Se recomienda realizar la prueba inmediatamente después de que las muestras han sido
recolectadas.

. No dejar las muestras a temperatura ambiente durante mas de 3 horas.

. Las muestras de sangre pueden almacenarse por dos dias mdaximo a una temperatura
de 2-8 °C.

. Suero y plasma pueden almacenarse por méximo 3 dias a una temperatura de 2-8 °C.

. Para el amacenamiento a largo plazo, las muestras deben de almacenarse por debajo
de los -20 °C.

. No congelar las muestras de sangre a excepcién del suero o plasma, recuerde evitar
ciclos de congelacién y descongelacion repentinos y continuos.

. Las muestras obtenidas por puncion capilar deben procesarse inmediatamente.

. Utilizar muestras claras no hemolizadas, si existen particulas centrifugue, filtre y obtenga la
muestra.

. Si las muestras deben enviarse, deben empaquetarse de acuerdo con las regulaciones

locales que cubren el transporte de agentes etioldgicos.

Instrucciones de uso

Permita que la prueba, muestra y solucién de corrimiento alcancen la temperatura ambiente (15-
30 °C) antes de realizar el ensayo. Retire el cartucho de la bolsa sellada y utilicelo inmediatamente.
Coloque el cartucho sobre una superficie limpia y nivelada, siga los pasos que se describen a
continuacion:

1. Obtenga la muestra cémo se indicé en la seccién ‘Recoleccion de muestra’
2. Coloque la muestra y la solucion de corrimiento en cada pozo ‘S’ del cartucho como
se indica:

Prueba IgG/IgM
Para muestras de suero o plasma
- Coloque 2 gotas de muestra (aproximadamente 30 pL).
- Agregue 3 gotas de solucién de corrimiento (aproximadamente 120 pL).
Para muestras de sangre total/capilar
- Coloque 2 gotas de muestra (aproximadamente 30 pL).
- Agregue 2 gotas de solucion de corimiento (aproximadamente 80 pL).
Prueba NS1
Para muestras de suero o plasma

- Coloque 1 gota de muestra (aproximadamente 15 pL).

-Agregue 2 gotas de solucién de corrimiento (aproximadamente 80 ).
Para muestras de sangre total/capilar

- Coloque 2 gotas de sangre (aproximadamente 30 pL).

- Agregue 1 gota de solucion de corrimiento (aproximadamente 40 pL).

3. Inicie un temporizador e interprete el resultado a los 15 minutos. No interprete el

resultado después de los 20 minutos.
Nota: No utilizar el buffer después de 3 meses de haber sido abierto.
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(Consulte la ilustracién anterior)

POSITIVO NS1: Aparece una linea de color en la regién C y otra linea de color en la region T.
19G/IgM POSITIVO: Aparece una linea de color en la regiéon C y dos lineas de color en la regién G
y M.

POSITIVO (G): Aparece una linea de color en la regién C y otra linea de color en la regiéon G.
POSITIVO (M): Aparece una linea de color en la region C y otra linea de color en la region M.
Nota: La intensidad del color de la linea en las regiones Ty/o G y/o M. puede variar, por lo que,
cualquier tono de color en dicha regiéon debe considerarse positivo.

NEGATIVO: Aparece una linea de color en la regién C. No aparece ninguna linea de color en las
regiones Ty/o G y/o M.

INVALIDO: La linea de la regién C no aparece. Un volumen de muestra insuficiente o técnicas de
procedimiento incorrectas, suelen ser las razones mds probables de la falla de dicha linea. Revise
el procedimiento y repita la prueba, si el problema persiste deje de usar el cartucho
inmediatamente y comuniquese con su distribuidor mds cercano.

Control de calidad

Un control interno del procedimiento estd incluido en la prueba. Una linea de color aparece en la
regiéon C confirmando que el volumen de muestra es suficiente y que el procedimiento se realizd
exitosamente. No se suministran controles positivos ni negativos con esta prueba, sin embargo, se
recomienda su uso como parte de las buenas prdcticas de laboratorio (BPL).

Limitaciones

1. Como con todas las pruebas de diagndstico, todos los resultados deben considerarse con
otra informacion clinica disponible para el médico.

2. Si el resultado de la prueba es negativo y la sintomatologia persiste, se sugieren pruebas de
seguimiento adicionales con otros métodos clinicos.

3. La prueba répida estd disefiada para funcionar con niveles de hematocrito entre 25% y 65%.
El andlisis de muestras con un nivel de hematocrito diferente puede llevar a resultados
erréneos.

4. La prueba rdpida DENGUE-NET sélo indican la presencia de antigeno Dengue NS1 y
anticuerpos contra el dengue presentes en la muestra y no deben utilizarse como Unico
criterio para el diagnéstico de Dengue.

5. Un resultado de prueba negativo para Dengue NS1 no excluye la posibilidad de exposicién
o infeccién por virus de dengue.
6. Un resultado negativo para el Dengue NS1 puede ocurrir si la cantidad de antigeno de

dengue presente en la muestra estd por debajo de los limites de deteccién del ensayo o si
el anfigeno detectado no estd presente durante la etapa de la enfermedad en la que se
recolecta la muestra.

7. Algunas muestras que contienen titulos inusualmente altos de anticuerpos heterdfilos o el
factor reumatoide puede afectar los resultados esperados en la prueba de antigeno NS1.

8. Los resultados obtenidos con esta prueba sélo deben interpretarse conjuntamente con otros
procedimientos diagndsticos y hallazgos clinicos.

9. En el inicio de la infeccién, las concentraciones de IgM anti-dengue pueden estar por

debajo de los niveles detectables.

10. Para la infeccién secundaria, una fraccién baja de IgM anti-Dengue y una fraccién alta de
IgG que es ampliamente reactiva alos flavivirus se presenta. La senal de IgM puede ser débil
y la reaccion cruzada en la regién de la linea de IgG puede aparecer.

11. La reactividad cruzada serolégica en el grupo de flavivirus (Dengue 1, 2, 3y 4 encefalitis de
San Luis, virus del Nilo Occidental, encefalitis japonesa, el virus de fiebre amarilla y el virus
del Zika) es comun. Los resultados positivos deben ser confirmados por otros medios.

12. La presencia o ausencia continua de anticuerpos no determina el éxito o el fracaso de la
terapia.

13. Los resultados de pacientes inmunosuprimidos deben ser interpretados con precaucion.

Valores esperados

La prueba rdpida DENGUE-NET fue comparada con una prueba comercial en Dengue EIA, se
obtuvo una precision global de 96%.

La infeccidn primaria por dengue se caracteriza por la presencia de anticuerpos IgM detectables
a los 3-5 dias después de la apariciéon de la infeccion. La infeccion secundaria por dengue es
caracterizada por la elevacion de IgG especifica al dengue. en la mayoria de los casos, esto se
acompana de niveles elevados de IgM. La prueba rdpida DENGUE-NET ha sido comparado con
una prueba comercial lider en Dengue ELISA, demostrando una sensibilidad del 83.3% para la IgM
en la infeccién primaria y 98.4% para la IgG en la infeccién secundaria.

Caracteristicas de desempeno

Sensibilidad, Especificidad y Precisién
Se utilizé la prueba rapida DENGUE-NET para procesar un total de 358 muestras, los resultados han
sido comparados con una prueba ELISA de antigeno de dengue con muestras clinicas de Dengue
NS1. Se ha evaluado con muestras obfenidas de una poblacién de pacientes sintomdticos y
asintomaticos. Los resultados se presentan a continuacion:

Dengue NS1
Método Dengue Ag ELISA Resultado
Prueba répida Resultados Positivo Negativo Total
DENGUE-NET Positivo 82 2 84
Ns1 Negafivo 2 272 274
Resultados Totales 84 274 358

Sensibilidad Relativa: 97.62% (95% IC: 95.46% - 98.76%)
Especificidad Relativa: 99.27% (95% IC: 97.73% - 99.77%)
Precision: 98.88% (95% IC: 97.16% - 99.56%)

Dengue IgM/1gG

Infeccién secundaria de d para los resultados de las pruebas de IgM/ 1IgG
Método Dengue Ag ELISA Resultado
Prueba rdpida Resultados Positivo Negativo Total
DENGUE-NET Positivo 57 0 57
196G Negativo 2 0 2
Resultados Totales 59 0 59
Método Dengue Ag ELISA Resultado
Prueba rapida Resultados Positivo Negativo Total
DENGUE-NET Positivo 20 [ 21
IgM Negativo 1 37 38
Resultados Totales 21 38 59
Sensibilidad relativa IgG 96.55%
Sensibilidad relativa IgM 95.24 %

Infeccién negativa a dengue para los resultados de las pruebas de IgM/ I9G

Método Dengue Ag ELISA Resultado
Prueba répida Resultados Positivo Negativo Total
DENGUE-NET Positivo 0 [ 1
1gG Negativo 0 291 291
Resultados Totales 0 292 292
Método Dengue Ag ELISA Resultado
Prueba répida Resultados Positivo Negativo Total
DENGUE-NET Positivo 0 2 2
IgM Negativo 0 290 290
Resultados Totales 0 292 292
Especificidad relativa IgG 99.66 %
Especificidad relativa IgM 99.32%

Sensibilidad: 97.70% (95% IC: 95.65% - 98.80%)
Especificidad: 98.97% (95% IC: 97.36% - 99.60%)
Precision: 98.94% (95% IC: 97.31% - 99.59%)

IC: Intervalo de Confianza

Precision
Intra-Ensayo
La precision infra-ensayo se determind usando 20 réplicas de tres muestras: un negativo,
un positivo bajo y un positivo alto para el antigeno NS1. Para la determinaciéon de
anticuerpos, se usaron 20 réplicas de cinco muestras: un negativo, un positivo bajo IgG, un
positivo alto IgG, un positivo bajo IgM y un positivo alto IgM. Todas las muestras fueron
correctamente identificadas > 99% de las veces.

Inter-Ensayo
La precision inter-ensayo se determind mediante 20 ensayos independientes sobre las
mismas muestras para antigeno NS1 y anticuerpos IgG/IgM. Tres diferentes lotes de esta
prueba se analizaron con estas muestras. Las muestras fueron correctamente
identificadas > 99% del tiempo.

Sustancias interferentes
La prueba rapida DENGUE-NET fue probada con diez muestras positivas y diez muestras
negativas enriquecidas con Acetaminofén, Acido Acetilsaliciico, Acido Ascérbico,
Bilirubina, Creatina, Cafeina, Acido Gentisico, Hemoglobina, AloUumina y Acido oxdlico,
no presento ninguna interferencia.

Reactividad cruzada
La prueba rdpida DENGUE-NET ha sido probada con muestras positivas de HAMA, HBsAb,
HBeAg, HBeAb, HBCAD, sifilis, VIH, H. Pylori, MONO, CVM, rubéola y TOXO. Los resultados no
mostraron ninguna reactividad cruzada.
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Infeccién primaria de d. para los r ltados de las pruebas de IgM/ 1IgG
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Resultados Totales 0 29 29
Método Dengue Ag ELISA Resultado
Prueba répida Resultados Positivo Negativo Total
DENGUE-NET Positivo 28 0 28
IgM Negativo 1 0 1
Resultados Totales 29 0 29
Sensibilidad relativa IgM 96.55%




