Prueba rapida ZIKA COMBO

(sangre, suero y plasma)

Uso deseado

La prueba rdpida ZIKA COMBO (sangre, suero y plasmo) es un inmunoensayo
cromatogrdafico de flujo lateral para la deteccidn cualitativa del antigeno NS1 del virus del
zika y anticuerpos IgG e IgM anti-zika en muestras de sangre, suero y plasma.

Resumen

El virus del Zika (ZIKV) es miembro de la familia Faviviidae, se fransmite mediante la
picadura de mosquitos del género Aedes como los aegypti y albopictus [1]. El nombre del
virus proviene del Bosque Zika en Uganda, donde se aisld el virus por primera vez en 1947
[2]. El virus del Zika estd relacionado con el dengue, fiebre amarilla, encefalitis japonesa y
virus del Nilo Occidental [4]. Desde la década de 1950, se conoce dentro de una zona
ecuatorial limitada de Africa a Asia, pero no fue hasta 2007 a 2016, que el virus se propagd
hacia el este, sobre el Océano Pacifico hacia América, lo cual ocasiond la epidemia del
virus del Zika de 2015 a 2016. Los sinfomas causados por este virus pueden ser leves similares
a los de una leve fiebre por dengue que se fratan analgésicos y reposo, o bien no existir
(asinfomdticos) [1,3]. E Zika también se puede pasar de una mujer embarazada al feto, lo
cual puede resultar en una microcefalia, graves malformaciones cerebrales y otras
anomalias congénitas [4,5]. El diagndstico de la infeccidon por el virus del Zika puede
realizarse por andlisis de laboratorio de muestras de sangre o de ofros liquidos corporales,
y debe de diferenciarse de la infeccién por flavivirus a fines [6].

Principio
La prueba rdpida ZIKA COMBO para la deteccién cualitativa del antigeno NS1 del virus
del zika y anticuerpos IgG e IgM anti-zika en muestras de sangre, suero y plasma es un
inmunoensayo cromatogrdfico de flujo lateral. La prueba es un cartucho que dividido en
dos secciones:
«NS1 (Antigeno): Una tira con un conjugado compuesto por nanoparticulas y
anticuerpos anti-NS1 e impresos anti-NS1 en la ‘region NS1'.
«IgM e IgG (Anticuerpos): Una tira con un conjugado compuesto por nanoparticulas
cubiertas por antigenos NS1 y antficuerpos IgM e IgG impresos por separado ‘region IgM
y region IgG'.
Ambas secciones cuentan con un control conformado por anticuerpos anfi-ratén impresos
‘region C'. Una vez que la muestra es depositada en el pozo ‘'S’ de cada seccién del
cartucho junto con el buffer, esta migrard a través de la membrana por accién capilar.
Dependiendo la seccidén se presentard lo siguiente: Si la muestra no contiene o fiene
concentraciones de anticuerpos IgG/IgM o NS1 del virus de Zika por debajo del limite de
deteccidon no se formard unalinea de color en ninguna seccién (IgG/IgM/NS1), esto indica
un resultado negativo. Por el confrario, si la muestra contiene concenfraciones de
anticuerpos IgG, IgM o NS1 del virus de Zika por encima del limite de deteccién se formard
una linea de color enlaregion (es) corespondiente (s) (I9G o IgM/ambas/NS1), esto indica
un resultado positivo. La prueba incluye un confrol (C), por lo que, siempre debe de
aparecer una linea de color en dicha regién, esto indica que se agregdé la cantidad
apropiada de muestra y el procedimiento se realizé exitosamente.

Reactivos

La tira de IgM e IgG contiene nanoparticulas recubiertas con antigenos del virus del zika,
asi como anficuerpos IgM anti-humano o IgG anti-humano impresos sobre la membrana.
La tira NS1 contiene nanoparticulas recubiertas con anticuerpos de deteccién anti-NS1 del
virus del zika y anficuerpos de captura anti-NS1 del virus del zika recubiertos en la
membrana.

Precavuciones

. Para uso profesional in vitro.

. Manipule todas las muestras como si contuvieran agentes infecciosos.

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

. No coma, beba ni fume en el drea donde se manejan las muestras y las
pruebas.

. No utilice la prueba sila bolsa estd danada.

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

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

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

Almacenamiento y estabilidad de la prueba

. Almacene la prueba en la 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.

Almacenamiento de la muestra

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

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

. Las muestras de sangre, suero y plasma pueden almacenarse en refrigeracion
(2-8°C), aunque los Ultimos dos solo por un méximo de 3 dias.

. Para el almacenamiento a largo plazo, las muestras deben de almacenarse
por debajo de los -20 °C. Solo la sangre total puede ser almacenada por dos
dias como mdéximo a 2-8 °C.

. Las muestras obtenidas por puncidon capilar deben procesarse
inmediatamente.

. No congele las muestras de sangre a excepcioén del suero o plasma, recuerde
evitar ciclos de congelacién y descongelacién repentinos y continuos.

. Utilice 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.

. Puede utilizar EDTA K2, heparina sddica, citrato sdédico y oxalato de potasio

como anticoagulante para recolectar la muestra.
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Materiales
Materiales incluidos:
» Prueba répida en cartucho
« Instructivo de uso
« Solucién de corrimiento (Buffer)
» Gotero
Materiales requeridos, pero no incluidos:
» Temporizador

« Lanceta (puncidn capilar)
» Almohadilla con alcohol

Materiales opcionales:
» Centrifuga
» Tubo vacutainer

Obtencidén 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 puncién frotando la mano hacia la

yema del dedo anular o medio.

Cs Perfore la piel con una lanceta estéril y limpie la primera sefial de sangre.

D Frote suavemente la mano desde la muheca hasta la palma de los dedos
para formar una gota de sangre sobre el sifio de puncion.

ES Con ayuda de un gotero: Presione el bulbo del gotero y coloque el exiremo

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 y oxalato) y utilizar la muestra
directamente en la prueba répida.

. Suero o Plasma

a) Separe el suero o el plasma de la sangre fan pronto sea posible, esto con la

finalidad de evitar la hemolisis de la muestra.

Instrucciones de uso

Permita que la prueba, muestra y buffer alcancen la temperatura ambiente (15-30 °C)

antes de realizar la prueba. Retire el

cartucho de la bolsa sellada vy utilicelo

inmediatamente. Coloque el carfucho sobre una superficie limpia y nivelada, siga los

pasos que se describen a continuacion:

1. Obtenga la muestra cémo se indico en la seccion ‘obtencién de muestra’
2.
y seccién empleando el gotero indicado:
Seccién anticuerpos (IgM e IgG)
- Usando el gotero de punta larga y delgada, presione
y libere suavemente para recolectar la muestra (suero
o plasma) hasta alcanzar la marca como se muestra
en la imagen derecha. Coloque dicha canfidad
recolectada (aproximadamente 5 pL). En caso de usar
sangre repifa el procedimienfo dos veces para
depositar aproximadamente 10 L.

Seccién antigeno (NS1

5puL

Deposite la cantidad en cada pozo ‘'S’ del cartucho segun el tipo de muestra

marca

- Usando el gotero grande coloque 2 gotfas (aproximadamente 50 uL) de

suero o plasma, en caso de usar
(aproximadamente 75 pL).

sangre coloque 3 gotas

3. Agregue 1 gota de buffer (aproximadamente 40 L) a cada pozo ‘S' del
cartucho.
4. Inicie un temporizador e inferprete el resultado a los 15 minutos. No interprete

el resultado después de 20 minutos.

Nota: No se recomienda utilizar el buffer después de tres meses de haber sido

abierto.

O ®

J
I [} g
w T O O g8
——
O (@ " .
S H H
o
& w g 3
oC— ¢ ¢
§ o
Interpretacién de resultados
. Seccién anticuerpos (IgG E IgM)
g Ty s [_] r— | S
c c [ c c c c c
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Positivo IgG/IgM Positivo IgG  Positivo IgM Negativo Invdlido

(Consulte la ilustracion anterior)

1gG POSITIVO: Solo aparece unalinea de color enla region control (C) y ofralinea de color

enlaregiéon IgG.

IgM POSITIVO: Solo aparece una linea de color enlaregion control (C) y ofralinea de color

en laregion IgM.



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

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

NEGATIVO: Aparece Unicamente una linea de color en laregiéon de control (C).
INVALIDO: La linea de control 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
el cartucho inmediatamente y comuniquese con su distribuidor mds cercano.

. Seccién antigeno (NS1)
" SR [_]
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Ns1 NS1 NS1 NSl NSL
—
Positivo Negativo Invalido

(Consulte la ilustracion anterior)

POSITIVO: Aparece una linea de color en la regién de prueba (T) y una linea de color en
laregion control (C). Nota: La intensidad del color en laregion de prueba (T) puede variar,
por lo que, cualquier tono de color en dicha regidn debe considerarse positivo.

Nota: Es posible obtener resultados positivos en muestras positivas al virus del dengue.
NEGATIVO: Aparece una linea de color en laregién de lalinea de control (C). No aparece
ninguna linea en laregién de prueba (T).

INVALIDO: La linea de control 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
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 laregidon de control (C) confirmando que el volumen de muestra es suficiente
y que el procedimiento se redlizé exitosamente. No se suministran controles positivos o
negativos con esta prueba, sin embargo, se recomienda su uso como parte de las buenas
practicas de laboratorio.

Limitaciones

.La prueba rdpida ZIKA COMBO (sangre/suero/plasma) puede dar resultados positivos
a muestras positivas al virus del dengue.

.La prueba répida ZIKA COMBO (sangre/suero/plasma) sola indica la presencia del
antigeno NS1 y anticuerpos contra Zika presentes en la muestra y no deben utilizarse
como unico criterio para el diagndstico de infeccién por Zika.

.Un resultado de prueba negativo para NS1 no excluye la posibilidad de exposicién o
infeccion por virus de Zika.

.Un resultado negativo para el NS1 puede ocurrir si la cantidad de antigeno del zika
presente en la muestra estd por debajo de los limites de deteccion del ensayo o si el
antigeno detectado no estd presente durante la etapa de la enfermedad en la que
se recolecta la muestra.

.Algunas muestras que contienen fitulos inusualmente aquellos de antficuerpos
heterdfilos o el factor reumatoide puede afectar los resultados esperados en la prueba
de anfigeno NST1.

.Si el sinftoma persiste, mientras que el resultado de NS1 es negativo, se recomienda

volver a muestrear al paciente unos dias después o confirmar por ofras técnicas como

PCR o ELISA.

Se recomienda que el hematocrito de las muestras se encuentre entre 25 a 65%.

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

.En el inicio de la infeccién, las concentraciones de IgM anti-zika pueden estar por
debajo de los niveles detectables.

10. Para la infeccion secundaria se presenta una fraccién baja de IgM anti-Zika y una
fraccién alta de IgG anti-Zika. La senal de IgM puede ser débil y la reaccién cruzada
en laregion de region IgG puede aparecer.

11. La presencia o ausencia continua de antficuerpos no determina el éxito o el fracaso
de la terapia.

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

13.Como con todas las pruebas de diagndstico, todos los resultados deben ser
interpretados junto con otra informacién clinica disponible para el médico
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Caracteristicas de rendimiento

Sensibilidad, Especificidad y Precisién (NS1)
Se utilizd la prueba rapida Zika COMBO (sangre, suero y plasma) para procesar un fotal de
60 muestras, de las cuales solo 13 procedian de personas con sintomas relacionados a una
infeccion por el virus del Zika. Los resultados de las 60 muestras fueron confirmados por
medio de PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa), en la siguiente tabla se muestran
los resultados obtenidos:

Método PCR Resultados
Prueba rapida Resultados Positivo Negativo totales
ZIKA COMBO Posifivo 8 3 11
(NS1) Negativo 2 47 49
Resultados totales 10 50 460

Sensibilidad relativa: 80.00% (95% IC: 44.40%-97.50%)
Especificidad relativa: 94.00% (95% IC: 83.50%-98.70%)
Precision relativa: 91.70% (95% IC: 81.60%-97.20%)

IC: Intervalo de Confianza

Sensibilidad, Especificidad y Precision (IgG e IgM)
Se utilizd la prueba rapida ZIKA COMBO (sangre, suero y plasma) para procesar un total
de 112 muestras, de las cuales solo 23 procedian de personas con sinftomas relacionados
a una infeccidn por el virus del Zika. Los resultados de las 112 muestras fueron confirmados
por medio de una prueba un kit comercial de Zika IgG EIA, en la siguiente tabla se
muestran los resultados obtenidos:

Método EIA Resultados
Prueba rapida Resultados Positivo Negativo fotales
ZIKA COMBO Positivo 22 1 23
(IgG) Negativo 0 89 89
Resultados totales 22 90 112

Sensibilidad relativa: 99.99% (95% IC: 87.30%-100%)
Especificidad relativa: 98.90% (95% IC: 97.10%-99.80%)
Precision relativa: 99.10% (95% IC: 95.10%-99.99%)

IC: Intervalo de Confianza

Se utilizé la prueba rapida ZIKA COMBO (sangre, suero y plasma) para procesar un total
de 108 muestras, de las cuales solo 18 procedian de personas con sintomas relacionados
a una infeccion por el virus del Zika. Los resultados de las 108 muestras fueron confirmados
por medio de una prueba un kit comercial de Zika IgM EIA, en la siguiente tabla se
muestran los resultados obtenidos:

Método EIA Resultados
Prueba rapida Resultados Positivo Negativo fotales
ZIKA COMBO Positivo 17 0 17
(IgM) Negativo 1 90 91
Resultados totales 18 90 108

Sensibilidad relativa: 94.40% (95% IC: 72.70%-99.99%)
Especificidad relafiva: 99.99% (95% IC: 96.70%-100%)
Precision relatfiva: 99.10% (95% IC: 94.90%-100%)
IC: Infervalo de Confianza
Precision

Intra-Ensayo
La repetibilidad de la prueba fue determinada utilizando 20 réplicas por cada una de las
siguientes muestras: negafiva, positivo medio de IgG, positivo alto de IgG, positivo medio
de IgM y positivo alto de IgM, asi como de un positivo alto y bajo de NS1. Las muestras
fueron correctamente identificadas el 99.99% de las veces.

Inter-Ensayo
La reproducibilidad de la prueba fue determina 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, asi como de un
positivo alto y bajo de NS1. 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 rdpida Zika
COMBO (sangre, suero y plasma) ha sido evaluada con muesiras positivas a HAMA,
HBsAb, HBeAg, HBcADb; sifilis, VIH, H. pylori, MONO, CVM, rubéolay TOXO. Ninguna presente
reactividad cruzada positiva. Muesiras positivas al virus del dengue pueden resultar en un
resultado positivo en la prueba Zika COMBO.

Sustancias de interferencia
Se analizaron diferentes compuestos con la prueba rdpida Zika COMBO (sangre, suero y
plasma), no se observaron interferencias con acetaminofén, dcido acetilsalicilico, dcido
ascérbico, cafeina, dcido gentisico, dcido oxdlico, albumina, creatina y bilirrubina.
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