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Instrucciones de Uso
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El OnSite Chikungunya IgM Combo Rapid Test es un inmunoensayo cromatografico de flujo
lateral para la deteccién cualitativa de anticuerpos IgM de Chikungunya (CHIK) en suero,
plasma o sangre total humanos. Este dispositivo esta disefiado para ser usado por profesionales
como instrumento de pesquizaje y para el apoyo al diagnéstico de infeccion con virus
Chikungunya.

Se deben tener en cuenta otros resultados clinicos y la opinion del personal de salud al
interpretar los resultados de esta prueba. Debe considerarse el uso de métodos diagndstico
alternativos para confirmar los resultados de este dispositivo.

RESUMEN Y EXPLICACION DE LA PRUEBA

El Chikungunya es una rara infeccion viral que se transmite por la picadura de un mosquito
Aedes aegypti infectado. Se caracteriza por aparicion de fiebre, eritema, dolor agudo en las
articulaciones (artralgias) que usualmente persiste por tres a siete dias. El nombre deriva de un
vocablo Makonde que significa “encorvado” haciendo referencia a la postura adoptada como
resultado de los sintomas artriticos de la enfermedad. Se desarrolla durante las estaciones de
lluvia en areas tropicales fundamentalmente en Africa, Sur-este de Asia, Sur de India y
Pakistan'2. Sin embargo, durante la pasada década también ha aparecido en el Sur del
Pacifico, sur de Europa y América Central®.

Usualmente los sintomas son indistinguibles de aquellos observados durante la fiebre del
dengue, aunque a diferencia de este las manifestaciones hemorragicas son relativamente raras
y la enfermedad es febril y autolimitada. Incluso se han descrito casos de infeccién doble con
virus del Dengue y Chikungunya en India®. Por tanto es muy importante distinguir clinicamente
las infecciones por Dengue y por Chikungunya.

La enfermedad Chikungunya es diagnosticada mediante analisis serolégicos y por aislamiento
viral a partir de ratones o de cultivos de tejidos. La deteccion de IgM por inmunoensayo es el
método de laboratorio mas practico®.

El OnSite Chikungunya IgM Combo Rapid Test detecta anticuerpos IgM de Chikungunya en
suero, plasma o sangre total. El ensayo puede ejecutarse en 10 minutos por parte de personal
minimamente entrenado y sin necesidad de equipamiento de laboratorio.

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

El OnSite Chikungunya IgM Combo Rapid Linea Linea de Pozo de
Test es un inmunoensayo cromatografico ID Muestra  Control Ensayo Muestra
de flujo lateral. La tira en el casete consiste (

en: 1) una almohadilla color que contiene

conjugados a oro coloidal (conjugados
CHIK) y un anticuerpo control conjugado a
oro coloidal y 2) una tira de membrana de
nitrocelulosa que contiene una linea de
ensayo (linea T) y una linea control (linea C). La linea T esta pre-cubierta con anticuerpos anti-
IgM humana y la linea C esta pre-cubierta con un anticuerpo control.

antigenos recombinantes de CHIK Sl t J
B S

Cuando se administra un volumen adecuado de muestra al pozo de muestra, esta migra por
accion capilar a través del casete. Si anticuerpos IgM de Chikungunya, esta presente en la
muestra, se unird a los conjugados CHIK. El inmunocomplejo es entonces capturado en la
membrana por los anticuerpos anti-lgM humana pre-cubiertos y aparece la linea T, de color,
indicando un resultado positivo a anticuerpos IgM de Chikungunya.

La ausencia de la linea T sugiere un resultado negativo. La prueba contiene un control interno
(linea C) que, independientemente del color de la linea de ensayo, debe desarrollar un color. Si
la linea C no aparece, el resultado no es valido y la muestra debe ser evaluada con otro
dispositivo.

REACTIVOS Y MATERIALES SUMINISTRADOS

1. Bolsas de aluminio selladas individualmente que contienen:
a. Un dispositivo o casete
b. Un desecante

2. Tubos capilares de 5 pL
3. Diluyente de muestra (REF SB-R0066, 5 mL/botella)
4. Instrucciones de Uso

MATERIALES QUE PUEDEN SER REQUERIDOS PERO NO SON SUMINISTRADOS
1. Control Positivo
2. Control Negativo

MATERIALES REQUERIDOS Y NO SUMINISTRADOS

1. Reloj, cronémetro dispositivo para medir el tiempo

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Para Uso Diagnéstico In Vitro

1. Lea estas Instrucciones de Uso completamente antes de la realizacion de la prueba. Se

pueden generar resultados erréneos si no se siguen las instrucciones correctamente.

No abra la bolsa sellada hasta que no se vaya a realizar la prueba.

No use los dispositivos si se encuentran vencidos.

Atempere los reactivos a temperatura ambiente (15-30°C) antes de usarlos.

No utilice los componentes de otro tipo de prueba como sustituto de los componentes de

este kit.

No utilice sangre hemolizada para la prueba.

Usar ropa protectora y guantes desechables mientras manipule los reactivos del kit y las

muestras clinicas. Lave bien 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, el VHB y otros patégenos de
transmisién sanguinea.

9. No fume, beba ni coma en las areas donde se manipulen muestras o reactivos del kit.
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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 que manipula las
muestras de los pacientes.

12.  Los resultados del ensayo deben leerse a los 10-15 minutos después de adicionar la
muestra o el control a la tira. Cualquier interpretacion de resultados hecha fuera de los
10-15 minutos debe ser considerada no valida y la prueba debe repetirse.

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

PREPARACION DE REACTIVOS E INSTRUCCIONES DE ALMACENAMIENTO

Todos los reactivos se suministran listos para su uso. Los dispositivos sellados que no se utilicen
se deben almacenar entre 2-30°C. Si el dispositivo se almacena entre 2°C y 8°C, asegurese de
que sea llevado a 15-30°C antes de abrir su bolsa. El dispositivo de prueba es estable hasta la
fecha de caducidad impresa en la bolsa sellada. No congele el dispositivo ni lo exponga a
temperaturas superiores a los 30°C.

RECOLECCION Y MANIPULACION DE LA MUESTRA

Considere todos los materiales de origen humano como infecciosos y manipulelos usando
procedimientos estandares de bioseguridad.

Plasma/Suero

Paso 1: Recolecte la muestra por puncién de la vena en un tubo con anticoagulante que
contenga EDTA, citrato o heparina respectivamente para el plasma o en un tubo de
coleccién que no contenga anticoagulantes para el suero.

Paso 2: Para preparar la muestra de plasma, centrifugue las muestras recolectadas y
cuidadosamente transfiera el plasma en un nuevo tubo previamente etiquetado.

Paso 3: Para preparar la muestra de suero, deje la sangre coagular, después centrifugue las
muestras recolectadas y cuidadosamente transfiera el suero en un nuevo tubo
previamente etiquetado.

Evallie las muestras lo mas pronto posible después de su colecta. Almacene las muestras de
2-8°C, si no van a ser evaluados inmediatamente. Las muestras pueden ser aimacenadas a 2-
8°C por hasta 5 dias. Las muestras deben congelarse a -20°C si se requieren periodos de
almacenamientos mas prolongados.

Evite mdltiples ciclos de congelacion y descongelacion. Antes del ensayo, lleve lentamente las
muestras congeladas a temperatura ambiente y mézclelas con suavidad. Las muestras que
contengan particulas visibles deben ser clarificadas por centrifugacién antes de la prueba.

No utilice muestras que muestren altos niveles de lipemia, hemdlisis o turbidez para evitar
interferencias en los resultados.

Sangre Total

Paso 1: Las muestras de sangre total pueden ser obtenidas por puncién de la punta del dedo
o por extraccion de la vena. Recolecte la muestra de sangre en un tubo que contenga
EDTA, citrato o heparina. No use sangre hemolizada.

Las muestras de sangre total deben ser almacenadas en refrigeracion (2-8°C) si no van a ser
evaluadas inmediatamente, pero deben usarse dentro de las 24 horas desde su recoleccion.

PROCEDIMIENTO

Paso 1:  Silas muestras o los componentes de la prueba han sido refrigerados o congelados,
llévelos a temperatura ambiente. Una vez la muestra esté a temperatura ambiente,
mezcle bien antes de ejecutar el ensayo.

Paso 2:  Cuando esté listo para realizar la prueba, abra la bolsa y retire el dispositivo. Coloque
el dispositivo en una superficie plana y limpia.

Paso 3: Asegurese de marcar el dispositivo con la identificacion de la muestra.

Paso 4: Llene el tubo capilar con la muestra (aproximadamente 5 pL) que no exceda la linea
de la muestra como se muestra en las imagenes a continuaciéon. Para una mejor
precision, tr fiera la tra lo una pipeta capaz de entregar un
volumen de 5 L.

Sosteniendo el tubo capilar verticalmente, dispense toda la muestra en el centro del
pozo de muestra cuidando que no se formen burbujas de aire.

Inmediatamente después afiada 2 gotas (cerca de 60-80 pL) de diluyente de muestra
al pozo de muestra con la botella en position vertical.

Linea de myestra —»

_/

5 pL suero o plasma 2 gotas de diluyente de muestra

—> Resultado

10
minutos

Linea de muestra —»I

g

5 uL sangre total 2 gotas de diluyente de muestra

Paso 5: Empiece el crondmetro.

Paso 6: Lea los resultados en 10 minutos. Los resultados positivos pueden ser visibles en 1
minuto. Los resultados negativos deben ser confirmados al final de los 15 minutos
solamente. Cualquier resultado interpretado fuera de la ventana de los 10-15
minutos debe ser considerado invalido y debe ser repetido. Deseche los
dispositivos de acuerdo a las regulaciones locales.
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CONTROL DE CALIDAD

Control Interno: Este ensayo contiene un control interno, la linea C. La linea C aparece
tras afiadir la muestra y su diluyente. Si la linea C no desarrolla color, revise el
procedimiento y repita el ensayo con un nuevo dispositivo.

Control Externo: Las buenas practicas de laboratorio recomiendan el uso de controles
externos, positivos y negativos, para asegurar un adecuado desempefio de la prueba
particularmente bajo las siguientes circunstancias:

. El dispositivo es usado por un nuevo operario, antes de ejecutar los especimenes.

. Se esta usando un nuevo lote de reactivos.

. Se esta usando un nuevo envio de reactivos.

. La temperatura de almacenamiento ha estado fuera de 2-30°C.

La temperatura del area de ensayo esta fuera de 15-30°C.

Verificar frecuencias anormales de resultados positivos o negativos.

Investigar la causa de resultados no validos repetidos.
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INTERPRETACION DE RESULTADOS

RESULTADO NEGATIVO: Si solo aparece la linea C, la ausencia de color en la linea de
ensayo indica que anticuerpos IgM de Chikungunya no estan detectables en la muestra.
El resultado es negativo o no-reactivo.

- &

RESULTADO POSITIVO: Si aparecen las lineas C y T, la prueba indica la presencia de
anticuerpos IgM de Chikungunya en la muestra. El resultado es positivo o reactivo.
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Las muestras con resultados positivos deben ser confirmadas con métodos alternativos
Yy en base a la evidencia clinica antes de emitir un diagndstico.

RESULTADO INVALIDO: Si la linea C no aparece, el ensayo no es valido
independientemente de la presencia o no de la linea T como se indica mas abajo. Repita
el ensayo con un nuevo dispositivo.
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CARACTERISTICAS DE DESEMPENO

Desempeiio clinico

Se recolect6 un total de 523 muestras de sujetos susceptibles y sujetos sanos normales
en areas endémicas y se analizaron mediante la prueba rapida El OnSite Chikungunya
IgM Combo Rapid Test y mediante una prueba ELISA comercial. La comparacion para
todos los sujetos se muestra en la siguiente tabla.

posibilidad de exposicion o infeccién con Chikungunya.

4. Un resultado negativo o no-reactivo puede obtenerse si la cantidad de anticuerpos IgM
de Chikungunya presente en la muestra esta por debajo de los limites de deteccién del
ensayo o si estos anticuerpos no estan presentes durante la etapa de la enfermedad en
que la muestra es colectada.

5. La infeccién puede progresar rapidamente. Si los sintomas persisten y el resultado del
OnSite Chikungunya IgM Combo Rapid Test es negativo o no-reactivo, es recomendado
evaluar al paciente usando un método alternativo.

6. Algunas muestras que contienen titulos inusualmente altos de anticuerpos heterdfilos o
factor reumatoide pueden afectar los resultados esperados.
7. Los resultados obtenidos con este ensayo deben ser interpretados en conjunto con otros
procedimientos diagndsticos y resultados clinicos.
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El OnSite Chikungunya lgM Combo Rapid Test
ELISA de Referencia Positivo Negativo Total
Positivo 66 7 73
Negativo 9 441 450
Total 75 448 523

Sensibilidad relativa: 90.4% (95% Cl: 81.5-95.3%)
Especificidad relativa: 98.0% (95% Cl: 96.2-98.9%)
Acuerdo general: 96.9% (95% ClI: 95.1-98.1%)

Reactividad Cruzada

No se observaron falsos positivos en paneles relacionados en 10-40 muestras de cada
una de las siguientes enfermedades o condiciones:

Dengue VHA VHB VHC
VIH H. pylori Malaria T. pallidum
B Zika ANA HAMA

Mujeres embarazadas  FR (hasta 8400 Ul/mL)

Interferencia

Algunas sustancias de uso comun (como los analgésicos, antipiréticos y componentes
sanguineos) pueden afectar los resultados del OnSite Chikungunya IgM Combo Rapid
Test. Esto se estudié agregando estas sustancias a especimenes negativos, positivos
débiles y positivos medios, respectivamente. Los resultados demuestran que a las
concentraciones estudiadas estas sustancias no afectan los resultados del OnSite
Chikungunya IgM Combo Rapid Test.

Lista de sustancias potencialmente interferentes y concentraciones evaluadas:

1. Acetaminofeno 20 mg/dL 7. Heparina 3000 U/L

2. Acido ascérbico 20 mg/dL 8. IgG Humana 1000 mg/dL
3. Bilirrubina 20 mg/dL 9. Glucosa 55 mmol/L
4. Creatinina 442 pmol/L 10.Acido salicilico 4.34 mmol/L
5. EDTA 3.4 umol/L 11.Citrato sédico 3.8%

6. Hemoglobina 2g/L

LIMITACIONES DE LA PRUEBA

Las instrucciones dadas en las secciones “Procedimiento” e “Interpretacion de los
Resultados” deben seguirse cuidadosamente al evaluar la presencia de anticuerpos IgM
de Chikungunya en suero, plasma o sangre total de sujetos individuales. La falta de
seguir el procedimiento puede dar resultados inexactos.

El OnSite Chikungunya IgM Combo Rapid Test esta limitada a la deteccion cualitativa de
anti-CHIK IgM en suero, plasma o sangre total humanos. La intensidad del color obtenido
en las lineas de ensayo no tiene correlacion lineal con la concentracion de anticuerpos
en la muestra.

Un resultado negativo o no-reactivo indica la ausencia de niveles detectables de
anticuerpos IgM de Chikungunya. Sin embargo, un resultado negativo no excluye la
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