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LEER ANTES DE EJECUTAR LA PRUEBA

USO PREVISTO

La prueba rdpida COMBO MOSQUITO DENV/CHIKV/ZIKV (sangre total/capilar, suero o
plasma) es un inmunoensayo cromatogrdfico de flujo lateral para la detecciéon
cualitativa y diferencial de anticuerpos IgG e IgM contra los virus del dengue (DENV),
chikungunya (CHIKV) y zika (ZIKV) en muestras de sangre total/capilar, suero o plasma.

PRECAUCIONES

Uso profesional in vitro.

Manipular todas las muestras como potencialmente infecciosas.

No comer, beber ni fumar en el drea de trabajo.

No usar si el empaque estd danado.

- Usar bata, guantes desechables y proteccién ocular al procesar muestras.
- Desechar la prueba usada segun las regulaciones aplicables.

- La humedad y temperatura pueden alterar los resultados.

- No mezclar componentes de distintos lotes.

ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD DE LA PRUEBA
Almacenar en su empaque sellado de 15-30 °C. No congelar. Estable hasta la fecha de
caducidad impresa en el empaque. No usar después de la fecha de caducidad.

MATERIALES
Suministrados:
e Prueba rdpida en cartucho
e Gotero
e Lanceta (Puncién capilar)
o Almohadilla con alcohol
e Solucién de corrimiento (Buffer)
e Instructivo de uso

Requeridos segun aplique:

e Temporizador

« Sistema de toma de muestra por
venopuncion

o Centrifuga

EJECUCION DE LA PRUEBA

0,

INSTRUCCIONES DE USO
Permita que la muestra y materiales se atemperen (15-30 °C) antes de usar. Utilice la
prueba inmediatamente después de abrir. Coléquela sobre una superficie limpia y
nivelada.
1. Obtenga la muestra como se indicé en la seccién "RECOLECCION DE MUESTRA".
2. Agregue primero la muestra al pozo ‘S’ luego el buffer en el pozo ‘B":

e Suero o plasma: 1 gota (10 pL) + 2 gotas de buffer (80 pL).

« Sangre total/capilar: 1 gota (10 L) + 2 gotas de buffer (80 pL).
3. Inicie un temporizador. Interprete el resultado a los 10 minutos. No interprete el
resultado después de 15 minutos.
Nota: El buffer es susceptible a contfaminacién ambiental. No usar después de 3 meses
de haber sido abierto.

¢ COMO LEER SU RESULTADO?

RECOLECCION DE MUESTRA
« Sangre por puncién capilar:
I Limpiar el dedo con alcohol y dejar secar completamente.
IIl.  Punzar con una lanceta y limpiar la primera gota.
ll. Masajear suavemente desde la muieca hacia la palma para formar una nueva
gota.

IV. Con el gotero: presionar el bulbo, colocar el extremo sobre la gota y liberar para
recolectar. Evitar burbujas de aire.
V. Procederinmediatamente segUn "INSTRUCCIONES DE USO".

¢ Sangre por venopuncion:
Para recolectar el resto de matrices, considere lo siguiente antes de tomar la muestra

segun los criterios estdndar:
Sangre total | Plasma Suero
Tubo con EDTA, heparina, citrato u oxalato. Tubo seco o con gel
separador.

Nota: No usar muestras hemolizadas, lipémicas o ictéricas.

ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

- Redlizar la prueba inmediatamente después de la recoleccion.

- No dejar las muestras a temperatura ambiente mds de 2 horas.

- Sangre, suero o plasma: méximo 2 dias de 2-8 °C.

- No congelar muestras de sangre.

- Suero o plasma para conservacion a largo plazo: almacenar a -20 °C.

- Evitar ciclos repetidos o bruscos de congelacién/descongelacion.

- Muestras por puncién capilar: procesar inmediatamente.

- Usar muestras claras, no hemolizadas. Si hay particulas, centrifugar o filtrar.

- Para envio, empacar seguin las regulaciones locales para transporte de agentes
etioldgicos.

POSITIVO IgM e IgG: Linea de coloren 'G'y en ‘M'.
POSITIVO IgM: Linea de color en ‘M’.
POSITIVO IgG: Linea de coloren 'G'.
Nota: La linea 'G o M' puede ser tenue; cualquier tono visible se
considera POSITIVO.

¢ QUE SIGNIFICA?

Se detectaron anticuerpos IgM o IgG contra el virus del Dengue,
Zika o Chikungunya por encima del limite de deteccion.
clinico.
Se requiere correlacion clinica.
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Una linea de color en ‘C’ y una o dos lineas dependiendo de la Una sola linea de color en 'C'. NO hay linea de coloren ‘C'.
seccion.

No se detectaron anticuerpos IgM e IgG contra
los virus del Dengue, Zika o Chikungunya o se
encuentran por debajo del limite de deteccién

Considere pruebas confirmatorias segun criterio

LQUE SIGNIFICA? :QUE SIGNIFICA?
La prueba no funciond correctamente. El

resultado no es confiable.

de la prueba.
SIGUIENTE PASO

Revise el estado de la muestra y los materiales.

Repita el ensayo con una prueba nueva. Si el

problema persiste, deje de usar la prueba y

comuniquese con su distribuidor.

C = Regidn confrol; G = Regidn de prueba IgG; M = Regién de prueba IgM



CONTROL DE CALIDAD

La linea de color en la regidon 'C' es un control interno, este confirma que el volumen
de muestra es suficiente y que el procedimiento se realizd correctamente. No se
incluyen controles externos. Se recomienda que el laboratorio los utilice como parte
de sus BPL.

LIMITACIONES
e Uso profesional e interpretacion:

- Interpretar por personal calificado. No usar como Unico criterio de diagndstico.

- Considerar el resultado con toda la informacion clinica del paciente.

- Elresultado solo aplica al analito detectado.

* Resultados negativos y seguimiento:

- Un resultado negativo no descarta la infeccidén. Puede ocurrir si la
concentracién es inferior al limite de deteccién o la muestra se recolecté fuera
del periodo éptimo. Realice pruebas confirmatorias segun criterio clinico.

e Factores técnicos:

- Muestras con hematocrito fuera de [25% - 65%] pueden alterar los resultados.

- Eldesempefio de la prueba solo estd garantizado bajo las condiciones descritas.
« Observaciones especificas (Particularidades):

- En infeccidon secundaria, puede haber IgM en pequenas cantidades e IgG en
altas concentraciones, lo que puede producir reactividad cruzada entre ambos
anticuerpos, especialmente en flavivirus [3,7].

- Existe posibilidad de reactividad cruzada serolégica en el grupo de flavivirus
(dengue 1-4, encefalitis de San Luis, virus del Nilo Occidental, encefalitis
Japonesa, fiebre amarilla y virus del Zika), pero no con chikungunya. Los
resultados positivos deben confirmarse por otros medios.

- La presencia o ausencia confinua de anticuerpos no determina el éxito o
fracaso de la terapia.

- Interpretar con precaucién los resultados de pacientes inmunosuprimidos.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENO
La prueba rédpida COMBO MOSQUITO DENV/CHIKV/ZIKV fue comparada con una
prueba ELISA (n=300). Los resultados se presentan a continuacién:

Dengue IgG ELISA
Prueba répida Resultados Positivo Negativo Total
COMBO Positivo 30 1 31
MosQuito Negativo 2 267 269
Total 32 268 300

Sensibilidad: 93.75% (IC 95%: 85.4% — 100%)
Especificidad: 99.63% (IC 95%: 98.9% — 100%) IC: Intervalo de confianza

Dengue IgM ELISA
Prueba répida Resultados Positivo Negativo Total
COMBO Positivo 21 2 23
MosQuITO Negativo 0 277 277
Total 21 279 300

Sensibilidad: >99.99% (IC 95%: 83.9% — 100%)
Especificidad: 99.28% (IC 95%: 97.4% - 99.9%)

C: Intervalo de confianza

Chikungunya IgG ELISA
Prueba répida Resultados Positivo Negativo Total
COMBO Positivo 11 1 12
MosQuITo Negativo 0 288 288
Total 11 289 300

Sensibilidad: >99.99% (IC 95%: 71.5% — 100%)
Especificidad: 99.65% (IC 95%: 98.1% — 100%)

C: Intervalo de confianza

Chikungunya IgM ELISA
Prueba rdpida Resultados Positivo Negativo Total
COMBO Positivo 15 2 17
MOsQuITO Negativo 1 282 283
Total 16 284 300

Sensibilidad: 93.75% (IC 95%: 69.8% — 99.8%)
Especificidad: 99.30% (IC 95%: 97.5% — 99.9%)

C: Intervalo de confianza

Zika 1IgG ELISA
Prueba répida Resultados Positivo Negativo Total
COMBO Positivo 12 0 12
MOsSQUITO Negativo 1 287 288
Total 13 287 300

Sensibilidad: 92.31% (IC 95%: 64.0% — 99.8%)

Especificidad: >99.99% (IC 95%: 98.7% — 100%)  IC: Intervalo de confianza

Zika IgM ELISA
Prueba rdpida Resultados Positivo Negativo Total
COMBO Positivo 4 2 [
MosQuITo Negativo 0 294 294
Total 4 296 300

Sensibilidad: >99.99% (IC 95%: 39.8% — 100%)

Especificidad: 99.32% (IC 95%: 97.6% — 99.9%) IC: Intervalo de confianza

Repetibilidad: Se evaluaron 20 réplicas de muestras positivas (bajo, medio y alto) y
negativas. Las muestras se identificaron correctamente >99% de las veces.
Reproducibilidad: Se evaluaron 3 lotes diferentes en tres dias distintos con las mismas
muestras. Las muestras se identificaron correctamente >99% de las veces.

Sin interferencia por: acetaminofén (20 mg/dL), dcido acetilsalicilico (20 mg/dlL),
dcido ascérbico (2 g/dL), bilirubina (1000 mg/dL), creatina (200 mg/dL), cafeina (20
mg/dL), dcido gentisico (20 mg/dL), hemoglobina (1000 mg/dL), albumina (2000
mg/dL), colesterol (7.7 mg/mL), triglicéridos (1.5 mg/mL) y &cido oxdlico (60 mg/dL).

Sin reactividad cruzada con: muestras positivas a HAMA, HBsAg, HBeAg, HBeAb,
HBcAD, T. pallidum, HCV, VIH, CMV, FR, H. pylori, HSV, HAV, MONO, CMV, rubéola y T.
gondii.

RESUMEN

Los virus del dengue (DENV), chikungunya (CHIKV) y zika (ZIKV) son arbovirus
fransmitidos por mosquitos Aedes, que circulan simultdneamente en regiones
endémicas y causan enfermedades con sintomas agudos similares [1,2]. En
condiciones normales, los anticuerpos especificos IgM e IgG contra estos virus son
indetectables en individuos sin infeccidon previa o vacunacioén [2,3].

Las infecciones por DENV, CHIKV y ZIKV se caracterizan por fiebre, exantema y
mialgias; el dengue puede presentar trombocitopenia y hemorragias, el
chikungunya se distingue por arfralgia persistente y el zika por prurito y conjuntivitis
[3.4]. Si no se diagnostican oportunamente, pueden evolucionar a complicaciones
graves: dengue grave con shock o sangrado, artritis crénica en chikungunya, y
sindrome congénito o complicaciones neurolégicas en zika [4,5].

La deteccioén diferencial de anticuerpos IgM e IgG contra DENV, CHIKV y ZIKV se
realiza mediante ELISA o inmunofluorescencia indirecta [3,6]. Sin embargo, la
reactividad cruzada entre flavivirus (especialmente DENV y ZIKV) puede complicar
la interpretacion, por lo que los resultados deben considerarse junto con la clinica 'y
la epidemiologia local [3,7]. El uso de pruebas rdpidas ha demostrado ser una
herramienta eficaz para el tamizaje debido a su rapidez, faciidad de uso y
capacidad de aplicaciéon en el punto de atencidn, permitiendo su implementacion
tanto en entornos clinicos como de campo [8].

PRINCIPIO

La prueba contiene cuatro membranas independientes: una seccién para Dengue,
ofra para Zika y dos para Chikungunya. En las membranas de Dengue y Zika: Region
control 'C' impresa con anticuerpos anti-ratén; regién de prueba 'M' impresa con
anticuerpos anti-lgM humano de captura; regién de prueba 'G' impresa con
anticuerpos anti-lgG humano de captura. En las membranas de Chikungunya: cada
una contiene regiéon control 'C' impresa con anticuerpos anti-ratén y una regiéon de
prueba (una 'G' con anti-lgG humano de captura y ofra 'M' con anti-lgM humano de
captura). Cuando la muestra y el buffer entran en contacto con cada membrana,
reaccionan con un conjugado de nanoparticulas recubiertas con antigenos
recombinantes especificos para dengue, chikungunya o zika segin la seccién, de
deteccidén y migran por accién capilar. En presencia de anticuerpos IgG o IgM
contra DENV, CHIKV o ZIKV por encima del limite de deteccién, se forman complejos
que son capturados en la regién de prueba correspondiente, generando una linea
de color en la dicha regién. La linea en la regiéon 'C' de cada membrana indica flujo
correcto y validez del ensayo. El resultado provisto por esta prueba es auxiliar en el
diagndstico.

REACTIVOS

Conjugado de nanoparticulas recubiertas con antigenos recombinantes del virus del
dengue, chikungunya o zika de deteccidn, anficuerpos de captura anti-lgG/IgM
humano y anfi-ratén.
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