Prueba Rapida Combinada de
Rotavirus y Adenovirus en Casete (Heces)
Ficha Técnica

Espafiol

Un prueba répida en un solo paso para la deteccion cualitativa de rotavirus y adenovirus en las heces

humanas.

Solamente para uso profesional de diagnéstico in vitro.

[USO PREVISTO]

Prueba Répida Combinada de Rotavirus y Adenovirus en Casete (Heces) es un inmunoensayo

cromatogréfico rapido para la deteccién cualitativa de rotavirus y adenovirus en muestra de heces

humanas para ayudar en el diagnéstico de rotavirus o la infeccién por adenovirus.
[SUMARIO]
La enfermedad de la diarrea aguda en nifios pequefios es una causa importante de morbllldad en todo el
mundo y es una de las principales causas de mortalidad en los paises en desarrollo.* El rotavirus es el
agente mas com(n responsable de la gastroenteritis aguda, principalmente en nifios pequefios.? Su
descubrimiento en 1973 y su asociacién con gastroenteritis infantil representaron un avance muy
importante en el estudio de la gastroenteritis no causada por una infeccién bacteriana aguda. Rotavirus se
transmite por via fecal-oral, con un periodo de incubacion de 1-3 dias. Aungue las colecciones de muestras
tomadas en el segundo y el quinto dia de la enfermedad son ideales para la deteccién de antigenos, el
rotavirus todavia se puede encontrar mientras que la diarrea contintia. La gastroenteritis por rotavirus
puede provocar la muerte en las poblaciones de riesgo, como los nifios, los ancianos y pacientes
|nmunocompr0met|dos En climas lemplados las infecciones por rotavirus se producen principalmente en
los meses de invierno. Epidemias, asf como las epidemias que afectan a cerca de mil personas han sido
reportados.* Con nifios hospitalizados que sufren de enfermedad entérica aguda hasta el 50% de la
muestra analizados fueron positivas por rotavirus.® Los virus se replican en el nicleo celular y tienden a ser
especies huéspedes especificos que producen un efecto citopatico caracteristico (CPE). Debido a que el
rotavirus es extremadamente dificil de cultivar, no es habitual utilizar el aislamiento del virus en el
diagnéstico de una infeccién. En su lugar, una variedad de técnicas se han desarrollado para detectar

rotavirus en heces. La investigacién ha demostrado que los adenovirus entéricos, principalmente Ad40 y

Ad41, son una causa principal de diarrea en muchos de estos nifios, sélo superada por los rotavirus.®”°

Estos patégenos virales han sido aislados en todo el mundo, y pueden causar diarrea en los nifios durante

todo el afo. Las infecciones se ven con mayor frecuencia en nifios menores de dos afios de edad, pero se

han encontrado en pacientes de todas las edades. Otros estudios indican que los adenovirus se asocian

con un 4 - 15% de todos los casos hospitalizados por gastroenteritis viral.®"®° E| diagnéstico rapido y

preciso de la gastroenteritis debida a adenovirus es (til para establecer la etiologia de la gastroenteritis y la

gestion relacionada con el paciente. Otras técnicas de diagndstico, tales como la microscopia electrénica

(EM) y la hibridacién de &acidos nucleicos son caros y requieren mucho trabajo. Con la naturaleza

autolimitante de la infeccion por adenovirus, tales pruebas costosas e intensivas en mano de obra podrian

no ser necesarias.

Prueba Répida Combinada de Rotavirus y Adenovirus en Casete (Heces) es un inmunoensayo

cromatografico rapido para la deteccion cualitativa de rotavirus y adenovirus en heces espécimen humano,

que proporciona resultados en 10 minutos. La prueba utiliza un anticuerpo especifico para el rotavirus y

adenovirus para detectar selectivamente el rotavirus y adenovirus a partir de muestras de heces humanas.

[PRINCIPIO]

Prueba Répida Combinada de Rotavirus y Adenovirus en Casete (Heces) es un inmunoensayo de flujo

lateral cualitativo para la deteccién de rotavirus y adenovirus en heces humanas.

En esta prueba, la membrana esta recubierta de anticuerpo anti-rotavirus en la zona T1 de la prueba y el

anticuerpo anti-adenovirus en la zona T2 de la prueba. Durante la prueba, la muestra recubierta con la

particula revestida con anticuerpo anti-rotavirus y el anticuerpo anti-adenovirus. La mezcla migra hacia
arriba en la membrana cromatogréficamente por accién capilar para reaccionar con el anticuerpo
anti-rotavirus y el anticuerpo anti-adenovirus en la membrana y generar una linea de color. La preséncia de
estas lineas de color en la zona de la prueba indica un resultado positivo, mientras que su ausencia indica
un resultado negativo. Para servir como control del procedimiento, una linea coloreada aparecera siempre
en la zona de control indicando que se ha afiadido un volumen apropiado de muestra, y ha producido
reaccion de la membrana.

[REACTIVOS]

La prueba contiene anticuerpos anti-rotavirus y anti-adenovirus de anticuerpos recubiertos y anticuerpos

anti-rotavirus v el anticuerpo anti-adenovirus que recubren la membrana.

[PRECAUCIONES]

Solamente para uso profesional de diagnéstico in vitro, nunca debe utilizarse después de la fecha de
caducidad

El casete de prueba debe permanecer en la bolsa sellada hasta su uso.

No comer, bebar, ni fumar en el area donde se manejan las muestras o los kits.

No utilizar la prueba si el paguete esta dafiado.

Utiliza todas las muestras como si contuvieran agentes infecciosos. Observar las precauciones
habituales contra riesgos microbiolégicos durante todos los procedimientos y siga los procedimientos
estandar para la disposicién adecuada de las muestras.

Use ropa protectora, como batas de laboratorio, guantes desechables y proteccién ocular cuando se
analizan las muestras

La prueba utilizada se debe de descartar acuerdo con la normativas locales.

La humedad y la temperatura pueden afectar negativamente a los resultado.

[ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD]

Guarda en el envase a temperatura ambiente o refrigerado (2-30°C). La prueba es estable hasta la fecha

de caducidad localizada en la bolsa. La prueba debe permanecer sellada en la bolsa hasta su uso. NO

CONGELE. No se debe de utilizar después de la fecha de caducidad.

[RECOLECCION Y PREPARACON DE MUESTRAS]

1. La Deteccién viral se mejora mediante la recoleccion de las muestras en el inicio de los sintomas. Se ha
informado de que la excrecién maxima de rotavirus y adenovirus en las heces de pacientes con
gastroenteritis ocurre 3-5 dias después de la aparicién de los sintomas. Si las muestras son recogidas
poco después de la aparicién de los sintomas diarreicos, la cantidad de antigeno puede no ser
suficiente para obtener una reaccién positiva o los antigenos detectados puede no estar asociado al
episodio diarreico.

2. La muestra de heces debe recogerse en un recipiente limpio y seco, resistente al agua que no contenga
detergentes, conservantes o medios de transporte.

Dejar los reactivos necesarios a la temperatura ambiente antes de su uso

(MATERIALES]
Materiales Contenidos
e Casetes de prueba e Ficha Técnica
* Tubos de recoleccion de muestras con buffer de extraccion * Goteros
Materiales Necesarios Pero No Contenidos
e Contenedores de recogida de muestras e Temporizador

e Centrifuga y la pipeta para dispensar 80 L si es requerido

[INSTRUCCIONES DE USO

Permitir que el casete de prueba, la muestra y el buffer lleguen a temperatura ambiente (15-30°C)
antes de la prueba.

1. Para recoger muestras fecales:

Recoger suficiente cantidad de heces (1-2 ml o 1-2 g) en un recipiente de recogida de muestras limpio y
seco para obtener particulas de virus suficientes. Las mejores resultados se obtienen si el ensayo se
realiza dentro de las 6 horas después de la recogida. Las muestra recogida se pueden almacenar
durante 3 dias a 2-8°C si no han sido evaluados dentro de las 6 horas. Para el almacenamiento a largo
plazo, las muestras deben mantenerse por debajo de -20°C.

2. Para procesar las muestras fecales:

Para Muestras Sélidas:
Desenroscar el tapén del tubo de recogida de muestras, luego apufialar al azar con el aplicador
de recogida de muestras a la muestra fecal en al menos de 3 sitios diferentes para recoger
aproximadamente 50 mg de heces (equivalente a 1/4 de un guisante). No cucharear la muestra
fecal.
* Para Muestras Liquidas:
Coloque el gotero verticalmente, muestras fecales de aspirado, y luego transfiera 2 gotas de la
muestra de liquido (aproximadamente 50 pL) en el tubo de recogida de muestras que contiene el
buffer de extraccion.
Apriete la tapa al tubo de recogida de muestras, y luego agite el tubo de recogida de muestras
vigorosamente para mezclar la muestra y el buffer de extraccion. Deje el tubo durante 2 minutos para
que reaccione.

Deje que la bolsa llege a temperatura ambiente antes de abrirlo. Retire la varilla de prueba de la bolsa

sellada y utilicela antes possible. Los mejores resultados se obtienen si la prueba se realiza

inmediatamente después de abrir la bolsa.

3. Mantenga el tubo de recogida de muestras en posicién vertical y abra la tapa en la punta. Invierta el
tubo de recogida de muestras y la transfiera de 2 gotas completa de la muestra extraida
(aproximadamente 80 pL) al pozo de la muestra (S) del casete de prueba, a continuacion, iniciar el
temporizador. Evite que queden burbujas de aire atrapadas en el pozo de muestra (S). Consulte la
imagen siguiente.

4. Lea los resultados en 10 minutos. No interprete el resultado después de los 20 minutos.

Nota: Si la muestra no migran ( presencia de particulas ), centrifugar la muestra diluida contenida en el vial

de buffer de extraccién. Recoja 80 pL de sobrenadante, coloque en el recipiente de muestra (S). Inicie el

temporizador y contintie desde el paso 5 en adelante de las instrucciones de utilizacion mencionadas

anteriormente. [l
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Coleccion de fecales

POSITIVO:
Rotavirus Positivo: * Aparece una linea de color en la regién de control (C)
y otra linea de color aparece en la regién de la linea T1.

(C) y otra linea de color aparece en la region de la linea T2.

Rotavirus y Adenovirus Positivo: * Aparece una linea de color en la regién
de control (C) y otras dos lineas de color aparecen en la zona de lalinea T1y
T2, respectivamente.

*NOTA: la intensidad del color en la zona de la prueba (T1 / T2) variar4 dependiendo de la
concentracién de rotavirus o antigenos de adenovirus presentes en la muestra. Por lo tanto,
cualquier tono de color en la zona de la prueba (T1 / T2) se debe considerar positivo.

2|

“@ Adenovirus Positivo: * Aparece una linea de color en la regién de control

¢ NEGATIVO: Aparece una linea roja en la regién de control (C). No aparece
ninguna linea en la zona de la prueba (T1/T2).

INVALIDO: No aparece la linea de control (C). volumen de muestra

| n
| | insuficiente o incorrecta son las razones mas frecuentes del fallo de la linea

de control. Revise el procedimiento y repita la prueba con una nueva casete
:, :. de prueba. Si el problema persiste, deje de usar la prueba inmediatamente y
) x péngase en contacto con su distribuidor local.

[CONTROL DE CALIDADY

Un control interno del procedimiento esté incluido en la prueba. Una linea de color aparece en la region de

control (C) es un procedimiento de control interno. Confirme que hay suficiente volumen de muestra,

reaccion de la membrana adecuada y el procedimiento es el correcto.

estandares de control no se suministran con el kit, Sin embargo, se recomienda realizar controles positivos

y negativos como buena practica de laboratorio para confirmar el procedimiento y verificar el

comportamiento de la prueba.

[LIMITACIONES]

1. Prueba Répida Combinada de Rotavirus y Adenovirus en Casete (Heces) es para uso diagndstico in
vitro. La prueba debe ser solamente utilizado para la deteccién de rotavirus humano y adenovirus en las
heces especimenes. Ni el valor cuantitativo ni la tasa de aumento de rotavirus humanos y
concentracion de adenovirus se pueden determinar mediante esta prueba cualitativa.

2. Prueba Répida Combinada de Rotavirus y Adenovirus en Casete (Heces) sélo indica la presencia de
rotavirus y adenovirus en la muestra y no debe ser usado como el Unico criterio para la conformacion de
que el rotavirus y adenovirus sean agente etiolégico de la diarrea.

3. Aligual que con todas las pruebas de diagndstico, los resultados deben ser interpretados junto con la

otra informacioén clinica disponible al médico.

4. Si el resultado de la prueba es negativo y los sintomas clinicos persisten, se recomienda realizar
pruebas adicionales utilizando otros métodos clinicos. Un resultado negativo no excluye en ningdn
momento la posibilidad de rotavirus o la infeccién por adenovirus con baja concentracién de particulas

virales.
[CARACTERISTICAS DE FUNCIONAMIENTO]
Clinica Sensibilidad, Especificidad, y Precision
Prueba Répida Combinada de Rotavirus y Adenovirus en Casete (Heces) se ha evaluado las muestras
clinicas recogidas de nifios y adultos jévenes en comparacioén con el método de aglutinacién de latex. Los
resultados muestran que la Prueba Rapida Combinada de Rotavirus y Adenovirus en Casete (Feces) tiene
na alta sensibilidad y especificidad para el rotavirus y adenovirus.

Método Aglutinacién de Latex
— - Resultados Total
Prueba Rapida de Resul_tiados Positivo Negativo
Rotavirus Positivo 251 7 258
Negativo 7 236 243
Resultados Total 258 243 501
Sensibilidad Relativa: 97.3% (95%CI:*94.5%-98.9%)

Especificidad Relativa: 97.1% (95%CI:*94.2%-98.8%)

Precision Relativa: 97.2% (95%CI:*95.4%-98.5%) * Intervalo de confianza

Método Aglutinacién de Latex
Prueba Rapida de Resul_tgdos Positivo Negativo Resultados Total
Adenovirus Posmyo 118 6 124
Negativo 6 251 257
Resultados Total 124 257 381

Sensibilidad Relativa: 95.2% (95%CI:*89.8%-98.2%)
Especificidad Relativa: 97.7% (95%CI:*95.0%-99.1%)
Precision Relativa: 96.9% (95%CI:*94.6%-98.4%)

Precision Intraensayo
Precisién dentro de una serie se ha determinada mediante el uso de 10 repeticiones de siete muestras: una
negativa, un rotavirus positivo bajo, un adenovirus positivo bajo, un medio positivo de rotavirus, adenovirus
un medio positivo, un alto positivo rotavirus y un positivo alto adenovirus. Las muestras se identificaron
correctamente > 99% de las veces.

*Intervalo de confianza

Interensayo
Precision entre distintas series ha sido determinado por 10 ensayos independientes en los mismos siete
muestras: una negativa, un rotavirus positivo bajo, un adenovirus positivo bajo, un medio positivo de
rotavirus, un medio de adenovirus positivo, un alto positivo rotavirus y un positivo alto adenovirus. Las
muestras se identificaron correctamente > 99% de las veces.
Reactividad Cruzada
Reactividad cruzada con los organismos siguientes se ha estudiado a 1.0x10° organismos/mL. Los
siguientes organismos se encontraron negativo cuando se estudié con el Prueba Rapida Combinada de
Rotavirus y Adenovirus en Casete (Heces).
Staphylococcus aureus Proteus mirabilis
Pseudomonas aeruginosa Acinetobacter spp
Enterococcus faecalis Salmonella choleraesius
Group C Streptococcus Gardnerella vaginalis
Klebsiella pneumoniae Acinetobacter calcoaceticus
Branhamella catarrhalis E.coli
Candida albicans Chlamydia trachomatis
Sustancias interferentes
Las siguientes sustancias posiblemente interferentes se agregaron a Adenovirus negativo y especimenes
positivos.
Acido ascérbico: 20 mg/dL
Acido arico: 60 mg/dL
Glucosa: 2000 mg/dL
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