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Prueba Rapida en casete Dengue IgG/igM

Combo (Suero/Plasma/Sangre Total)
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Diagndstico In vitro
uso

La prueba répida Dengue IgG/IgM Combo es un inmunoensayo de flujo lateral para

la deteccion y diferenciacion simultanea de IgG e IgM anti-virus del Dengue (DEN1, 2, 3

and 4) en suero, plasma o sangre total humana. Este es usado por profesionales como tamizaje y

ayuda diagndstica de infeccion con el virus del Dengue. Las muestras reactivas con la prueba
Dengue IgG/Ing Combo deben cor con métodos ivo:

RESUMEN Y EXPLICACION DE LA PRUEBA

Los virus del Dengue, una familia con distintos serotipos de (Den 1,2,3,4), de cadena simple,
envuelto, de los virus de ARN positivos. Los virus son transmitidos por picadura en el dia or la
familia Stegemyia, principalmente el Aedes aegypti, y Aedes albopictus. Hoy, mas de 2.5
billiones de personas que viven en areas tropicales de Asia, Africa, Australia, y las Americas
estan en riesgo de infectarse por Dengue. Se estima que100 milliones de casos de
fiebre del dgpgue y 250,000 casos de dengue hemorragico mortal ocurren anualmente
en el mundo .

La deteccion serolégica es el método mas comun para el diagnéstico de la infeccion con el virus
del Dengue. La IgM anti-dengue aparece 3 dias después de la exposicion inicial y permanece en
circulacién por aproximadamente 30-60 dias. Los niveles de IgG anti-dengue virus aumentan a
los 7 dias, alcanzan su pico de 2-3 semanas, y permanecen toda la vida*®.

La prueba réapida  Dengue IgG/IigM Combo utiliza proteinas recombinantes del dengue las
cuales reconocen los anticuerpos 1gG e IgM de los cuatro serotipos del virus. La prueba es facil de
usar, sin necesidad de equipo de laboratorio engorroso, requiriendo un minimo de capacitacion
del personal.

PRINCIPIO DE LA PRUEBA
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Cuando un volumen adecuado de muestra es dispensada en el pozo de muestra del
casete, la muestra migra por accién capilar a través del casete. Si la IgG anti-dengue esta
presente, se unira con los conjugados del dengue. El inmunocomplejo es capturado por la
banda con anti IgG humana, formando una coloracién borgofia indicando presencia de 1gG
contra el dengue positiva, resultado de resultado que sugiere una infeccién de dengue
secundaria o infeccion por Dengue anterior. La IgM anti-dengue, si esta presente en la muestra,
se une con los conjugados del dengue. El inmunocomplejo es capturado por la banda con anti
IgM humana, formando una banda color borgofia en la linea M, indicando una IgM positiva contra
el dengue, resultado de una infeccion primaria reciente. Si se colorea la banda G y la M, los
resultados sugieren que se trata de una infeccion primaria y secundaria con el virus del Dengue.
La ausencia de las bandas (G y M) sugiere un resultado negativo.

La prueba contiene un control interno (banda C), la cual muestra una coloracién borgofia por la
formacion de un inmunocomplejo de cabra anti IgG de conejo / conjugado IgG- oro de conejo,
independientemente del desarrollo de color en cualquiera de las bandas de prueba (G y M). De
lo contrario, el resultado de la prueba no es valida y la muestra debe ser analizada de nuevo
con otro dispositivo.

REACTIVOS Y MATERIALES SUMINISTRADOS

1. Bolsa de aluminio sellada que contiene:
a. Un dispositivo de casete
b. Un desecante

2. Mini pipetas de 5 uL.
3. Diluyente de Muestra (1 vial, 5 mL)
4. Un inserto (instrucciones de uso)
MATERIALES REQUERIDOS PERO NO SE SUMINISTRAN
1. Reloj o cronémetro
2. Lanceta

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Para uso de Diagnéstico in Vitro
1 Este inserto debe ser leido completamente antes de la realizacion de la prueba. Sino
se sigue el inserto se pueden generar resultados erréneos
No abra el empaque sellado hasta que no se vaya a realizar la prueba.
No use los dispositivos si se encuentran vencidos.
Atempere los reactivos de 15 a 30°C antes de usarlos
No utilice los componentes de otro tipo de prueba como sustituto de los componentes
de este kit.
No utilice sangre sangre hemolizada para la prueba.
Use ropa protectora y guantes desechables mientras manipule los reactivos del kit y las
muestras clinicas. Lave sus manos después de realizar la prueba.
8. Los usuarios de esta prueba deben seguir las precauciones universales del CDC de
Estados Unidos para la prevencion de transmision del VIH, VHB y otros patégenos de
transmision sanguinea.
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. No fume, beba ni coma en las areas donde se manipulen muestras o reactivos del kit.

10.  Deseche todas las muestras y los materiales del kit usados como residuos biolégicos
peligrosos.

11.  Manipule los controles positivos y negativos de la misma forma como a las muestras
de los pacientes.

12.  Los resultados de las pruebas pueden ser leidos 25 minutos después de agregar la
muestra al pozo de muestra. Leer los resultados después de los 25 minutos puede
generar resultados erroneos.

13.  No procese la muestra en un lugar con fuerte corriente de aire, con ventiladores o aire
acondicionado.

PREPARACION DE REACTIVOS E INSTRUCCIONES DE ALMACENAMIENTO

Todos los reactivos vienen listos para ser usados. El almacenamiento de los dispositivos
cerrados debe ser de 2-30°C. Los controles positivos y negativos deben mantenerse 2-8°C. Si
se almacena de 2-8°C, asegurese de que el dispositivo de prueba se lleva a temperatura ambiente
antes de la apertura. El dispositivo de prueba es estable hasta la fecha de caducidad impresa en la
bolsa. No congele el kit o exponer el kit a mas de 30°C.

RECOLECCION Y MANIPULACION DE LA MUESTRA

Considere todos los materiales de origen humano como infecciosos y maniptilelos siguiendo los
procedimientos de bioseguridad.

Plasma
1. Recolecte la muestra en un tubo tapa lila, azul o verde (que contenga EDTA, Citrato o
Heparina) por venopuncion.
2. Separe el plasma por centrifugacion.
3. Cuidadosamente transfiera el plasma a un tubo nuevo.

Suero
1. Recolecte por venopuncion la muestra en un tubo tapa roja (sin anticoagulantes)
2. Espere la formacion del coagulo
3. Separe el suero por centrifugacion
4. Cuidadosamente transfiera el suero a un tubo nuevo

Procesar las pruebas lo mas pronto posible a la toma de la muestra. Almacene las muestras de
2°C a 8°C si no se van a procesar inmediatamente. Las muestras son estables almacenadas de
2° a 8°C durante 5 dias. Las muestras pueden congelarse a -20°C para almacenamientos
prolongados.

Evite multiples ciclos de congelacion y descongelacion de las muestras. Antes del ensayo, lleve
las muestras congeladas a temperatura ambiente lentamente y mezcle con suavidad. Las
muestras que contengan particulas visibles, deben ser eliminadas por centrifugacion antes de la
prueba. No use muestras con altas lipemias, hemolisis o turbidez ya que pueden interferir en la
interpretacion de los resultados.

Sangre
Las gotas de sangre pueden obtenerse por puncion digital o venopuncién. No use sangre
hemolizada para realizar la prueba.

Las muestra de sangre total se pueden almacenar en (2°C-8°C) si no va a ser procesada la
muestra inmediatamente. Debe hacerse la prueba antes de cumplir 24 horas después de la
recoleccion.

PROCESAMIENTO

Paso 1: Lleve las muestras y componentes del ensayo a temperatura ambiente si es
refrigerada o congelada. Mezcle bien la muestra antes del ensayo una vez
descongelado.

Paso 2: Cuando esté preparado para realizar la prueba, abra el empaque y saque el
dispositivo. Coléquelo sobre una superficie limpia y plana.
Paso 3: gU de marcar el dispositivo con la i i ion del paciente.

Paso 4: Llene la mini pipeta con el suero, plasma o sangre, no exceda la linea de muestra
como se muestra en la imagen. El volumen es aprox 5uL. Para mayor precision,
transfiera la muestra con una pipeta que de exacto el volumen.

Con la pipeta en posicion vertical, dispense la muestra en el centro del pozo de
muestra (pozo S) asegurandose de que no hayan burbujas de aire.

Inmediatamente agregar 3 gotas (aprox.110-130 pL) de Diluyente de Muestra en el
pozo de Buffer (pozo B).

Linea de muestra ——=
=
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25 minutos

5 uL de muestraen el pozoS 3 gotas de Diluyente de
Muestra en el pozo B

Paso 5: Contabilice el tiempo.

Paso 6: Lea los resultados en 25 minutos.

No lea los és de 25 mil Para evitar i descarte el
casete después de leer el resultado.
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CONTROL DE CALIDAD

Control Interno: Esta prueba contiene un control incluido, la banda C. esta se
desarrolla después de adicionar la muestra. De lo contrario, revise el procedimiento y
repita la prueba con un nuevo dispositivo.

Control Externo: las Buenas Practicas de Laboratorio recomiendan el uso de
controles externos, positivos y negativos, para asegurar el funcionamiento adecuado
de la prueba, particularmente en las siguientes circunstancias:

Cuando un Nuevo operador utiliza el kit, antes de que procese las muestras.

Cuando se inicia un nuevo kit.

Un nuevo envio de kits es utilizado.

Cuando la temperatura de almacenamiento se sale del rango de 2°C - 30°C.

La ira del sitio de pr iento esta por fuera de 15°C -30°C.

Para verificar una frecuencia mayor que la esperada de los resultados positivos o

negativos.

Investigar la causa de resultados no validos repetidos.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

RESULTADO NEGATIVO: Si solo se colorea la banda C, hay ausencia de las bandas G y
M indica que no hay anticuerpos anti- dengue en la muestra. El resultado es Negativo o
no-reactivo.

RESULTADO POSITIVO:

2.1 Ademas de la presencia de la banda C, si se colorea la banda G, el resultado indica
la presencia de IgG anti-dengue; el resultado es IgG positiva o reactiva, sugiriendo
etapa primaria tardia, secundaria o principios de la infeccion.
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22  Ademas de la presencia de la banda C, si se colorea la banda M, el resultado indica
la presencia de IgM anti-dengue; el resultado es IgM positiva o reactiva, sugiriendo
una infeccién primaria por el virus del dengue.
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2.3  Ademas de la presencia de la banda C, tanto la banda G como la M se colorean, la
prueba indica la presencia de IgG e IgM anti-dengue. El resultado es IgG e IgM
positiva o reactiva, sefialando una infeccién por el virus del dengue primaria o
secundaria temprana.
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2. Rendimiento Clinico para la prueba IgG
Un total de 326 muestras de pacientes susceptibles fueron probadas con la prueba rapida

Dengue 1gG/IgM

Combo con una prueba de EIA como referencia. La comparacion se

encuentra en la siguiente tabla:
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Prueba Rapida Dengue IgG/IgM  Combo
IgG EIA Test Positivo Negativo Total
Positivo 36 1 37
Negativo 2 287 289
Total 38 288 326

Sensibilidad Relativa: 97.3% , Especificidad Relativa: 99.3%, Concordancia: 99.1%

LIMITACIONES DE LA PRUEBA

El procedimiento de la prueba y la interpretacion de los resultados debe ser analizada
cuando se detectan anticuerpos contra el dengue en suero, plasma o sangre total.
Cualquier falla en el procedimiento puede llevar a resultados erroneos.

La prueba Réapida Dengue IgG/IgM  Combo se limita a la deteccion cualitativa de
anticuerpos contra el virus del Dengue en suero, plasma o sangre total humana. La
intensidad de la banda de prueba no tiene correlacion con el titulo de anticuerpos en la
muestra.

La informacién de los serotipos del dengue no es proporcionado con este examen.

La prueba Réapida Dengue IgG/IgM  Combo no se puede usar para diferenciar
infeccion primaria de la secundaria.

La reactividad cruzada con otros flavivirus es comun (ej: Encefalitis japonesa, Virus del
Nilo, Fiebre amarilla, etc) por lo tanto, es posible que los pacientes infectados con estos
virus muestren cierto grado de reactividad con esta prueba.

Un resultado negativo o no-reactivo indica la ausencia de anticuerpos detectables del
virus del dengue. Sin embargo los resultados no concluyen la posibilidad de la exposicion
o infeccién con el virus.

Un resultado negativo o no-reactivo puede ocurrir si la cantidad de anticuerpos contra el
dengue presentes en la muestra son menores al limite de deteccion de la prueba, o los
anticuerpos detectados no estan presentes en el estadio de la infecciéon cuando es
recolectada la muestra.

Algunas muestras contienen anticuerpos heterdfilos o factor reumatoideo lo cual puede
afectar los resultados.

Si los sintomas persisten y la prueba Rapida Dengue IgG/IgM Combo da
resultado negativo o no-reactivo, es recomendable tomar una nueva muestra dias despues
o usar algun método diagnéstico alternativo.
Los r i deben ser i

la historia clinica del paciente.

junto con otros métodos diagndsticos y
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junto con la sintomatologia clinica antes de hacer una determinacion diagnéstica.

INVALIDO: Si la banda C no se colorea, el ensayo se considera invalido a pesar de que
las otras bandas se tifian. Se debe realizar nuevamente la prueba en otro casete.
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CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

1. Rendimiento Clinico para la prueba IgM

Un total de 314 muestras de pacientes susceptibles fueron evaluados con la Prueba Rapida
Dengue IgG/IlgM  Combo y un EIA de Referencia. La comparacion se observa en la
siguiente tabla:

indice de Simbolos
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Prueba Rapida Dengue IgG/igM  Combo
IgM EIA Test Positivo Negativo Total
Positivo 31 1 32
Negativo 3 279 282
Total 34 280 314

Sensibilidad Relativa: 96.9% , Especificidad Relativa: 98.9%, Concordancia: 98.7%
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