PRUEBA RAPIDA DE CHIKUNGUNYA IgG/IgM

(sangre total/capilar, suero o plasma)

Uso deseado

La prueba rapida de Chikungunya (sangre total/capilar, suero o plasma) es un
inmunoensayo cromatogrdfico de flujo lateral para la deteccidén cudlitativa de
anticuerpos IgG e IgM contra el virus de chikungunya en muestras de sangre fotal/capilar,
suero o plasma.

Resumen

También conocido como ‘CHIKV', el virus de chikungunya es un virus de ARN
perteneciente al género Alfavirus [1]. Se transmite por la picadura de un mosquito hembra
Aedes aegypti o Aedes albopictus infectado [2]. El ciclo de este virus comienza con el ser
humano, pues es su principal reservorio, para ello un mosquito hembra Aedes
aegypti/albopictus debe ingerir sangre de un ser humano infectado con CHIKV, una vez
dentro, el virus comenzard a replicarse en las gldndulas salivales de los mosquitos y
necesitard de minimo 48 horas para que el mosquito pueda transmitirlo [3]. Los sinfomas
causados por este virus pueden durar dias o semanas, estos son: fiebre, fuertes dolores de
cabeza, arficulares y musculares, nduseas, cansancio y erupciones en la piel. Hasta ahora
no existe tratamiento o vacuna contra el virus de chikungunya, por lo que solo se busca
aliviar los sinfomas con reposo, ingesta de agua y analgésicos. La aparicién de anticuerpos
(Ac) estd relacionada con el avance del virus, pues los anticuerpos IgM son los primeros
en aparecer al inicio de la enfermedad, mds tarde aparecen los anticuerpos IgG que
permanecen por mds tiempo [1]. La prevencién, el diagndstico y la proteccién frente a
mosquitos infectados pueden ayudar al control de este virus [4].

Principio

La prueba rdpida de Chikungunya (sangre total/capilar, suero o plasma) para la
deteccién cualitativa de anticuerpos IgG e IgM contra el virus de chikungunya en muestras
de sangre total/capilar, suero o plasma es un inmunoensayo cromatogréfico de flujo
lateral. La prueba contiene una membrana dividida en tres regiones: dos de prueba (IgG
e IgM) y una de control (C). La prueba posee un ‘conjugado’ conformado por
nanoparticulas de oro coloidal e impresos en la membrana anticuerpos de captura ‘linea
de prueba’ y anticuerpos anti-ratdn ‘linea control’. Una vez que la muestra es depositada
en el pozo 'S' del cartucho junto con la solucidon de corrimiento, esta migrard a través de
la membrana por accién capilar.

Sila muestra no contiene o tiene concentraciones de anticuerpos IgG o IgM contra el virus
de chikungunya por debajo del limite de deteccion no se formard el complejo antigeno-
anticuerpo evitando la aparicion de una linea de color en la regiéon IgG o IgM, esto indica
un resultado negativo. Por el contrario, si la muestra contiene concentraciones de
anticuerpos IgG o IgM contra el virus de chikungunya por encima del limite de deteccién
se formard el complejo antigeno-anticuerpo generando la aparicion de una linea de color
en la regién de prueba (IgG, IgM o ambas), esto indica un resultado positivo. La prueba
incluye un control (C), por lo que, siempre debe aparecer una linea de color en dicha
region, esto indica que se agregd la cantidad apropiada de muestra y el procedimiento
se realizd exitosamente.

Reactivos

La prueba contiene un conjugado de nanoparticulas de oro coloidal recubiertas con
antigeno recombinante de chikungunya, asi como anticuerpos de captura anti-IgG, anti-
IgM y anticuerpos anti-ratén.

Precavciones
Lea toda la informacién de este instructivo antes de utilizar la prueba:

. Para uso profesional in vitro.

. Manipular fodas 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 sila bolsa estd dafada.

. Utilizar bata, guantes desechables y proteccion 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

Materiales suministrados: Materiales requeridos, pero no suministrados:

. Prueba rdpida en cartucho . Temporizador

. Gotero

. Lanceta (Puncién capilar) Materiales opcionales:

. Almohadilla con alcohol . Centrifuga

. Solucién de corrimiento (buffer) . Sistema para toma de muestra por
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Recoleccidén de muestra

. Sangre
Por puncién capilar:

A. Lave la mano del paciente con agua tibia y jabdn, después seque el drea.

B. Masajee la mano sin tocar el sitio de la puncion frotando la mano hacia la

yema del dedo anular o medio.

C. Perfore la piel con una lanceta y limpie la primera sefal de sangre.

D. Frote suavemente la mano desde la muneca hasta la palma de los dedos

para formar una gota de sangre sobre el sitio de puncién.

E. 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
con anticoagulantes (EDTA, heparina, citrato u oxalato) y utilizar la muestra
directamente en la prueba.

Suero o Plasma
A. 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 mvuestira

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

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

. Las muestras de sangre pueden almacenarse por 2 dias mdximo 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 aimacenamiento a largo plazo, las muestras deben almacenarse por
debajo de los -20 °C.

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

. Las muestras obtenidas por puncién capilar deben procesarse
inmediatamente.

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

. Si las muestras deben enviarse, se recomienda empaquetarlas de acuerdo

con lasregulaciones locales que cubren el transporte de agentes etfiolégicos.

Instrucciones de uso

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

1. Obtenga la muestra como se indicé en la seccién ‘recoleccién de muestra’.
2. Tome 2 gotas (aproximadamente 80 pL) de sangre total/capilar, suero o

plasma (segun la muestra obtenida) y agréguelas en el pozo ‘S’ del cartucho.
3. Agregue 1 gota de buffer (aproximadamente 40 uL) al pozo 'S’ del cartucho.
4. Inicie un temporizador e interprete el resultado a los 15 minutos, no interprete

después de 20 minutos.

Nota: Debido a la susceptibiidad del buffer a ser contaminado por
condiciones ambientales, se recomienda no usarlo 3 meses después de haber
sido abierto.
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Interpretacién de resultados
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Positivo IgG/IgM  Positivo IgG  Positivo IgM Negativo Invélido

(Consulte la ilustracién anterior)

1gG/IgM POSITIVO: Aparece una linea de color en la regién control (C) y dos lineas de
color, una en la regién de prueba IgG y otra en la regién de prueba IgM.

Nota: La intensidad del color en la regién de prueba (IgG o IgM) puede variar, por lo que,
cualquier tono de color en dicha regién debe considerarse positivo.

1gG POSITIVO: Solo aparece una linea de color en la regidn control (C) y otra linea de color
en la region de prueba IgG.

IgM POSITIVO: Solo aparece una linea de color en laregiéon control (C) y otra linea de color
en laregiéon de prueba IgM.

NEGATIVO: Aparece una linea de color en la regién control (C). No aparece ninguna linea
en la regiéon de prueba IgG o IgM.

INVALIDO: La linea de la regién control (C) no aparece. Un volumen de muestra
insuficiente o técnicas de procedimiento incorrectas, suelen ser las razones mds probables
de la falla de la linea de control. Revise el procedimiento y repita la prueba, si el problema
persiste deje de usar la prueba 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 regién ‘C’ confrmando 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 précticas
de laboratorio (BPL).

Limitaciones

1. Aligual que todas las pruebas rdpidas, la funcionalidad del buffer incluido con esta
prueba puede verse afectada por la contaminacién ambiental, considere el
fiempo establecido (3 meses después de ser abierto) para obtener resultados
Sptimos.

2. La prueba rdpida de Chikungunya solo indicard la presencia de anticuerpos
IgG/IgM contra el virus en la muestra y no debe usarse como el Unico criterio para
el diagndstico de lainfeccion por el virus de chikungunya o para determinar el valor
cuantitativo/tasa de aumento en la concentracion de anticuerpos.

3. Al igual que con todas las pruebas de diagndstico, todos los resultados deben
interpretarse junto con otra informacién clinica disponible para el médico.
4. Si el resultado de la prueba es negativo y los sintomas clinicos persisten, realice una

prueba con otro método clinico disponible. Un resultado negativo no excluye la
posibilidad de infeccion.

5. Los resultados positivos de los pacientes que recibieron transfusiones de sangre u
otros productos de sangre, deben ser analizados cuidadosamente.
6. La prueba rdpida de Chikungunya estd disefiada para funcionar con niveles de

hematocritos entre 25-65%. El andlisis de muestras de un nivel de hematocrito
diferente puede llevar a resultados erréneos.

Valores esperados

La prueba rdpida de Chikungunya para la deteccion cudlitativa de anticuerpos IgG e IgM
contra el virus de chikungunya en sangre total/capilar, suero o plasma fue comparada
con una prueba comercial de EIA, se obtuvo una precisién global de 97.70%.

Caracteristicas de desempeiio

Sensibilidad, Especificidad y Precisién (IgG)
Se utilizé la prueba rdpida de Chikungunya para procesar un total de 68 muestras, de las
cuales solo 36 eran positivas para infeccion por el virus del chikungunya y el resto eran de
personas sanas. Los resultados de las 68 muestras fueron confirmados por medio de un kit
comercial de chikungunya IgG EIA, en la siguiente tabla se muestran los resultados
obtenidos:

Método EIA Resultados
. Resultados Positivo Negativo totales
AUEEEIRETIER G | p—ry— R 1 3
Chikungunya IgG -
Negativo 2 32 34
Resultados totales 35 33 68

Sensibilidad relativa: 94.30% (95% IC: 80.80%-99.30%)
Especificidad relativa: 97.00% (95% IC: 84.20%-99.90%)
Precision relativa: 95.60% (95% IC: 87.60%-99.10%)

IC: Intervalo de confianza

Sensibilidad, Especificidad y Precisién (IgM)
Se utilizé la prueba répida de Chikungunya para procesar un total de 93 muestras, de las
cuales solo 72 eran positivas con infeccidn por el virus del chikungunya y el resto eran de
personas sanas. Los resultados de las 93 muestras fueron confirmados por medio de un kit
comercial de chikungunya IgM EIA, en la siguiente fabla se muestran los resultados
obtenidos:

Método EIA Resultados
, . Resultados Positivo Negativo fotales
Prueba répida de =5 o %5 0 65
Chikungunya IgM -
Negativo 7 21 28
Resultados totales 72 21 93

Sensibilidad relativa: 90.30% (95% IC: 81.00%-96.00%)
Especificidad relativa: 99.90% (95% IC: 86.70%-100%)
Precision relativa: 92.50% (95% IC: 85.10%-96.90%)
IC: Intervalo de Confianza
Precision

Intra-Ensayo
La repetibilidad de la prueba fue determinada utilizando 10 réplicas por cada una de las
siguientes muestras: negativa, positivo medio de IgG, positivo alto de IgG, positivo medio
de IgM y positivo alto de IgM. Las muestras fueron correctamente identificadas el 99.99%
de las veces.

Inter-Ensayo
La reproducibilidad de la prueba fue determinada mediante 10 réplicas de 3 lotes
diferentes realizados en 2 dias para cada una de las siguientes muestras: negativa,
positivo medio de IgG, positivo alto de IgG, positivo medio de IgM y positivo alto de IgM.
Las muestras fueron correctamente identificadas el 99.99% de las veces.

Reactividad cruzada
Se analizaron muestras positivas indicadas en la siguiente tabla con la prueba répida de
Chikungunya, se realizaron 10 réplicas por cada una, se incluyé una muestra positiva y
una negativa a chikungunya IgG e IgM. Ninguno presenté reactividad cruzada.
* IgG anti-HAMA * IgM anti-CMV

 IgG anti-FR * IgG anti-Toxo

* HBsAg « IgM anti-Toxo

* HBsAb « IgG anti-VHS-1

* HBeAg * IgG anti-VHS-2
* HBeAb * IgM anti-VHS-1

* HBCAb * IgM anti-VHS-2
» IgG anfi-sifilis * IgM anti-MONO
» IgG anti-H. pylori  « IgG anti-VIH

+ IgG anti-CMV
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