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Para uso diagnéstico in vitro solamente

Uso Previsto

El kit InmunoComb® II Chlamydia trachomatis Monovalent IgA
es una prueba rapida cuantitativa para determinar la presencia de
anticuerpos IgA contra la Chlamydia trachomatis en el suero o plasma
humano. Treinta y seis pruebas pueden ser realizadas con un kit.

Introduccion

Chlamydiae son bacterias gram-negativas no mdviles con un ciclo
de vida intracelular obligado en células eucaridticas. Los géneros de
Chlamydia comprenden cuatro especies, C. trachomatis, C. psittaci,
C. pneumoniae, y C. pecorum, las cuales causan un amplio espectro
de enfermedades humanas y animals ampliamente conocidas y
caracterizadas. Todas las cuatro comparten un antigeno comun
lipopolisacérido especifico de género (LPS), ademas de los antigenos
especie-especificos de la proteina de membrana exterior.

Chlamydia trachomatis fue conocida como el agente causante de
trachoma. Sin embargo las infecciones genitales producidas por
C. trachomatis son la causa mas comun de enfermedades de
trnsmision sexual (ETS) en muchos paises. Los tipos mas frecuentes
de ETS producidos por trachomatis son infecciones urogenitales, en
particular uretritis no gonocéccica (UNG), epididimitis en hombres, y
enfermedad pélvica inflamatoria en mujeres (EPI). Aunque usualmente
es asintomatica, la infeccion no diagnosticada en mujeres puede
conducir a salpingitis aguda, con un alto riesgo de embarazo ectdpico
o infertilidad tubal. Conjuntivits y neumonia neonatal, adquirida
probablemente durante el paso a través del canal del nacimiento,
también han sido reportados.

El diagnéstico de laboratorio tradicional para infecciones por
C. trachomatis es el aislamiento en cultivos celulares. Sin embargo, el
cultivo requiere unas condiciones estrictas de recoleccion y transporte
como también de personas expertas y equipos costosos. Los métodos
directos de deteccion de antigeno, tales como los ensayos
inmunoenzimaticos (EIA) y ensayos de fluorescencia directa (EFD) son
aun inadecuados por la falta de una muestra apropiada, lo cual afecta
el desempefio de la prueba, principalmente la sensibilidad. Las
pruebas de hibridizacién y amplificacién basados en acidos nucléicos
ofrecen altos niveles de especificidad y sensibilidad. Sin embargo, con
la excepcion de los analisis urinarios, existe ain un muestreo sesgado
en cuanto a la recoleccion de la muestra. Por otra parte, los analisis
moleculares son costosos y requieren un alto nivel de destreza para
realizarlos y analizarlos apropiadamente.

La deteccion seroldgica de anticuerpos anti- chlamydiae es una
aproximacion acertada al diagndstico de infecciones por chlamydia. Esto
facilita el diagnéstico en casos de acceso fisico problematico y es usada
como prueba complementaria para deteccion de antigeno. En la mayoria
de las pruebas, sin embargo, la reaccién cruzada entre especies impide la
interpretacion clinica de los resultados.

La prueba de micro-inmunofluorescencia (MIF), es considerada como
la técnica de referencia, permite la diferenciacion entre las especies y
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requiere un alto nivel de destreza para realizarla e interpretarla
apropiadamente.

Los anticuerpos anti-chlamydia especie especifico IgA surgen en
infecciones activas. Los anticuerpos anti C. trachomatis IgA especificos
son el indicador preferido en infecciones agudas, cronicas y recurrentes
por C. trachomatis. Esta confirma los resultados anti C. trachomatis IgG
positivos y puede ayudar en el seguimiento del tratamiento con
antibiéticos. En resumen, los estudios clinicos sugieren un alto grado de
correlacion entre anticuerpos antichlamydia IgA y la presencia actual de
antigeno de chlamydia.

El kit InmunoComb® I Chlamydia trachomatis Monovalente IgA
emplea antigenos de serotipo L2 en general, seguido de la
eliminacion de componentes especificos de género, tales como
LPS. Esto permite la identificacion especie-especifica y la
cuantificacion de anticuerpos anti C. trachomatis IgA.

Principio de la Prueba
El kit ImmunoComb® II Chlamydia trachomatis Monovalent IgA se basa
en el principio del ensayo inmunoenzimatico indirecto de fase sélida. El
peine ImmunoComb® funciona como la fase solida y consta de 12
proyecciones (“dientes”). Cada diente esta sensibilizado en dos areas
reactivas:
punto superior—anticuerpos de cabra contra inmunoglobulina
humana (Control Interno)
punto inferior—antigenos inactivados de C. trachomatis

La Bandeja de Desarrollo tiene 6 filas (A-F) de 12 pocillos cada
una. Cada fila contiene una solucién reactiva lista para ser usada en
cada etapa del ensayo. La prueba es realizada en etapas, pasando el
Peine de una fila a otra, con un periodo de incubacion en cada etapa.

Para comenzar la prueba, las muestras de suero o plasma son
prediluidas a un titulo de 1: 4 y agregadas al diluyente en los pocillos de la
fila A de la Bandeja de Desarrollo. Luego se inserta el Peine en los
pocillos de la fila A. Los anticuerpos contra C. trachomatis, en caso de
estar presente en la muestra, son capturados especificamente por los
antigenos clamidiales en el punto inferior del respectivo diente del Peine
(Figura 1). Simultaneamente, las inmnoglobulinas presentes en la
muestra son capturadas por las anti-inmunoglobulinas humanas en el
punto superior (Control Interno). Los componentes no unidos son lavados
en la fila B. En la Fila C, el IgA humano capturado en los dientes
reacciona con anticuerpos IgA anti-humano marcados con fosfatasa
alcalina. En las dos filas siguientes, los componentes no unidos son
lavados. En la fila F, la fosfatasa alcalina unida reacciona con
componentes cromogénicos. Los resultados son visibles como puntos de
color azul grisaceo en la superficie de los dientes de la Peine.
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Figura 1. Principio de la Prueba

El kit incluye un Control Positivo (IgA anti-C. trachomatis) y un Control
Negativo, que deben incluirse cada vez que se realiza la prueba.
Al término de esta, el diente usado con el Control Positivo debe mostrar
2 puntos de color azul grisaceo. El diente usado con el Control Negativo
debe mostrar el punto superior y un punto inferior muy ténue o la ausencia
del mismo. El punto superior debe aparecer en todos los demas dientes
para confirmar que la muestra fue agregada, que el kit funciona
apropiadamente y que la prueba fue realizada correctamente.

Contenido del Kit

Peines

El kit contiene 3 Peines de plastico. Cada Peine tiene 12 dientes, un

diente para cada prueba (Figura 2). Cada diente esta sensibilizado

con dos areas reactivas:

punto superior — anticuerpos de cabra contra inmunoglobulina
humana (Control Interno)

punto inferior — antigenos inactivados de C. trachomatis (serotipo L2)
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Figura 2. Peine
Los Peines son suministrados en empaques de aluminio que
contienen una bolsa desecante.

Bandejas de Desarrollo

El kit contiene 3 Bandejas de Desarrollo cubiertas con papel de

aluminio. Cada Bandeja de Desarrollo (Figura 3) contiene todos los

reactivos necesarios para la prueba. La Bandeja de Desarrollo

consiste de 6 filas (A-F) de 12 pocillos cada una.

Los contenidos de cada fila son los siguientes:

Fila A diluyente de la muestra

Fila B solucién de lavado

Fila C anticuerpos de cabra IgA anti-humana conjugados con
fostatasa alcalina

Fila D solucion de lavado

Fila E solucién de lavado

Fila F solucién de sustrato cromogénico conteniendo
5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP) y nitro
azul tetrazolio (NBT)

Figura 3. Bandeja de Desarrollo

Control Positivo — 1 frasco (tapa roja) de 0.3 ml de plasma
humano, inactivado con calor, diluido a un titulo InmunoComb® de
1:8 para anti C.trachomatis IgA, posterior a la predilucion.

Control Negativo — 1 frasco (tapa verde) de 0.3 ml de plasma
humano diluido, inactivado con calor y negativo para anticuerpos
contra chlamydiae.

Diluyente para Muestras — 1 botella de 5 ml de diluyente para
muestras.

Perforador — para perforar el papel de aluminio que cubre los
pocillos de la Bandeja de Desarrollo.

CombScale™ — Una escala de color que permite la cuantificacion
visual de los resultados de la prueba.

Seguridad y Precauciones

. Todos los materiales de origen humano usados en la preparacion
del kit pasaron pruebas que demostraron que no son reactivos al
antigeno de superficie de la hepatitis B, asi como a anticuerpos
de HIV o el virus de la hepatitis C. Ya que ninglin método puede
garantizar por completo la ausencia de contaminacion viral, todas
las soluciones de referencia y todas las muestras humanas deben
ser manejadas como si fueran potencialmente infecciosas.

. Use guantes quirirgicos y ropas de laboratorio. Siga los
procedimientos de laboratorio aceptados para el trabajo con suero o
plasma humano.

. No use la pipeta aspirando con la boca.

. Deseche todas las muestras, Peines usados*, Bandejas de
Desarrollo y otros materiales usados con el kit como desechos
biocontaminantes.

. No mezcle reactivos de lotes diferentes.

. No use el kit después de la fecha de caducidad.

Conservacion y estabilidad del kit

. El kit es enviado a 2-8° C. Durante el transporte el kit puede
ser conservado a menos de 30° C durante cortos periodos de
tiempo que no excedan de 48 horas. Los controles internos
indican que el kit no ha sido dafiado durante el transporte.

e  Conservar el kit en su caja original a 2-8° C.

. No congelar el kit.

e  Después de abrir el kit inicialmente, los componentes deben
ser conservados a 2-8° C.

. El funcionamiento del kit después de su apertura inicial, es
estable hasta la fecha de caducidad del mismo si se conserva
a2-8°C.

. Después del uso inicial, el peine y la bandeja de reactivos no
pueden ser utilizados mas de tres veces.

* A menos que sea archivado para consulta posterior
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Manejo de las Muestras

. Es posible usar suero o plasma en la prueba.

. Las muestras pueden ser almacenadas por 7 dias a
temperaturas de 2° a 8°C antes de la prueba. Para almacenar
las muestras por mas de 7 dias, congélelas a —20°C o a
temperaturas mas bajas.

. Después de descongelar las muestras de suero,
centrifuguelas. Evite congelar y descongelar repetidamente.

. Los anticoagulantes como heparina, EDTA vy citrato sédico no
han mostrado tener efecto sobre los resultados del test.

Procedimiento de la Prueba

Equipo necesario (no proporcionado)

. Pipetas con puntas desechables y capacidad de 25 ply 75 pl.
Incubator (37°C)

Tijeras

Cronémetro de laboratorio o reloj

Microtubos o pocillos de microplaca

Preparacion de la Prueba

Lleve todos los reactivos y las muestras a temperatura ambiente y

realice la prueba a temperatura ambiente (22°-26°C).

Preparacion de la Bandeja de Desarrollo

1. Preincube la Bandeja de Desarrollo en un incubador a 37°C por
45 minutos.

2. Cubra la mesa de trabajo con papel absorbente, para ser
desechado como desecho biocontaminante al concluir la prueba.

3. Mezcle los reactivos sacudiendo la Bandeja de Desarrollo.

Nota: No retire la cubierta de aluminio de la Bandeja de Desarrollo;

rébmpala usando la punta desechable de la pipeta o el perforador,

cuando las instrucciones de la prueba asi lo indiquen.

Preparacién del Peine

Precaucién: Para asegurar el funcionamiento apropiado de la

prueba, no toque los dientes del Peine.

1. Abra el empaque de aluminio por el borde perforado. Retire el Peine.

2. Es posible utilizar todo el Peine y la Bandeja de Desarrollo o
una parte. Para utilizar parte del Peine:

a. Determine cuantos dientes va a necesitar para analizar las
muestras y los controles. Se necesita un diente para cada
prueba. Cada diente tiene impreso el nimero del cédigo del
kit, "12", para permitir la identificacion de los dientes sueltos.

b. Doble y rompa verticalmente el Peinte, o cortelo con tijeras
(ver Figura 4) para separar el nimero requerido para las
pruebas (Nro. de pruebas mas 2 controles)..

c. Vuelva a meter la porcion no utilizada del peine en el
empaque de aluminio (con la bolsa desecante). Cierre bien
el empaque (con un clip, por ejemplo) para mantenerlo
seco. Almacene el Peine en la caja original del kit a
temperaturas de 2° a 8°C para su uso posterior.
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Figura 4. Fraccionamiento del Peine

Instrucciones para la Prueba

Predilucién de las Muestras y Controles

1. Para cada muestra y control, dispense 75 ul de diluyente para
muestras en un microtubo o un pocillo de microplaca.

2. A cada microtubo o pocillo, agregue 25 pl de muestra y del
Control Positivo y del Control Negativo proporcionados en el
kit. Mezcle repetidamente rellenando y vaciando la solucién
en el microtubo o pocillo con la pipeta.

Reaccion Antigeno-Anticuerpo (Fila A de la Bandeja de Desarrollo)

Nota: Realice las incubaciones a 37°C! Los lavados deberan ser

realizados a temperatura ambiente (22—-26°C).

3. Vierta 25 yl de cada muestra prediluida de suero o plasma en un
pocillo de la fila A perforando la cubierta de aluminio con la punta
de la pipeta y depositando la muestra en el fondo del pocillo.
Mezcle rellenando y vaciando la solucidon en el pocillo varias
veces con la pipeta. Deseche la punta usada de la pipeta.

4. Repita el paso 3 para las otras muestras prediluidas y los dos
controles prediluidos. Use un nuevo pocillo en la fila A y
cambie la punta de la pipeta para cada muestra o control.

5. Inserte el Peine (con el lado impreso hacia Ud.) en los pocillos
de la fila A.



a. Mezcle: Retire e inserte el Peine en los pocillos varias
veces para eliminar las burbujas de aire.

b. Incube el Peine en la Fila A por 60 minutos a 37°C. Ajuste
el cronémetro. Cerca del cumplimiento de los 60 minutos,
perfore la cubierta de aluminio de los pocillos de la fila B
con el perforador. No abra mas pocillos de los necesarios.

c. Al cabo de los 60 minutos, retire el Peine de la Fila A. Absorba
el liquido adherido a las puntas de los dientes apoyandolos
sobre un papel absorbente limpio. No toque la superficie del
Peine.

Primer Lavado (Fila B)

6. Inserte el Peine en los pocillos en la fila B. Agite: retire e inserte
vigorosamente el Peine en los pocillos durante al menos
10 segundos para que quede bien lavado. Repita el lavado varias
veces agitando en el transcurso de 2 minutos; mientras tanto,
perfore el papel aluminio de la fila C. Después de 2 minutos, retire
el Peine y absorba el liquido adherido como en el paso 5c.

Unién del Conjugado (Fila C)

7. Inserte el Peine en los pocillos de la fila C. Mezcle como en el paso
5a. Incube la Bandeja de Desarrollo con el Peine por 20 minutos
(programe el reloj) a 37°C. Perfore el papel aluminio de la fila
D. Luego de 30 minutos, retire el Peine y absorba el liquido
adherido.

Segundo Lavado (Fila D)

8. Inserte el Peine en los pocillos de la fila D. Agite
repetidamente durante 2 minutos como en el paso 6. Mientras
tanto, perfore el papel aluminio de la fila E. Al cabo de los
2 minutos, retire el Peine y absorba el liquido adherido.

Tercer Lavado (Fila E)

9. Inserte el Peine en los pocillos de la fila E. Agite repetidamente
durante 2 minutos, como en el paso 6. Mientras tanto, perfore el
papel aluminio de la fila F. Al cabo de los 2 minutos, retire el
Peine y absorba el liquido adherido.

Reaccioén de Color (Fila F)

10. Inserte el Peine en los pocillos de la fila F. Mezcle. Incube la
Bandeja de Desarrollo con el Peine por 10 minutos (programe
el reloj) a 37°C. Luego de 10 minutos, retire el Peine.

Detencién de la Reaccion (Fila E)

11. Inserte el Peine de nuevo en la fila E. Luego de 1 minuto, retire
el Peine y seque al aire.

Almacenamiento de las Partes No Usadas
del Kit

Bandeja de Desarrollo

Si no us6 todos los pocillos de la Bandeja de Desarrollo, puede

almacenarla para ser utilizada posteriormente:

e Selle los pocillos usados con una cinta adhesiva ancha a fin de
que nada se derrame fuera de los pocillos, incluso en caso de
que la Bandeja de Desarrollo sea volcada.

Otros Materiales del Kit

e Vuelva a colocar la(s) Bandeja(s) de Desarrollo, Peine(s),
perforador, controles e instrucciones en la caja original del kit y
almacene a temperatura de 2° a 8°C.

Resultados de la Prueba

Validacion

A fin de confirmar el funcionamiento correcto de la prueba y

demostrar que los resultados son validos, deben cumplirse las

siguientes tres condiciones (ver Figura 5):

1. El Control Positivo debe producir dos puntos en el diente del Peine.

2. La sefal del punto inferior del Control Positivo debe ser
aproximadamente igual al segundo color del cuadro empezando
desde la izquierda, usando el CombScale™.

3. El Control Negativo debe producir un punto superior
(Control Interno). El punto inferior debe no aparecer o aparecer
ténuemente, sin afectar la interpretacion de los resultados.

4. Cada muestra probada debe producir un punto superior
confirmando el funcionamiento apropiado de los reactivos del kit.

Si ninguna de las cuatro condiciones se cumple, los resultados son

invalidos y las muestras y controles deben ser reevaluados.

g UL

Control Control Resultados
Positivo Negativo Invélidos

Figura 5. Validacién de la Prueba

Lectura e Interpretacion de los Resultados

Interpretacion cualitativa (screening)

Compare la intensidad de color del punto inferior en los dientes de
cada muestra, con la intensidad del punto inferior en el diente del
Control Positivo. (Figura 6).
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Figura 6. Resultados de la Prueba

. Un punto inferior con una intensidad de color igual o mayor
que la del Control Positivo indica la presencia de anticuerpos
IgA contra C.trachomatis a un titulo igual o mayor que 1:8.

e La ausencia del punto inferior, o un punto con una intensidad
de color menor que la del Control Positivo es considerado
como un resultado negativo.

Interpretacion Visual Semicuantitativa

El titulo de anticuerpos anti-C. trachomatis especificos a la especie,

presente en cada muestra es determinado comparando la intensidad

de color del punto inferior de cada diente de la muestra con la escala
de color del CombScale™ proporcionada en el kit. Este procedimiento

se lleva a cabo de la siguiente manera (Figura 7):

1. Calibracién del CombScale™: coloque el punto inferior del
diente usado con el Control Positivo bajo la escala de color
en la posicién con la intensidad de color mas similar. Ajuste la
regla hasta que aparezca la marca de "1/8 C+" en la ventanilla
sobre la posicion de color seleccionada.

2. Lea los resultados sin cambiar de posicion de la regla.
Compare la intensidad de color de cada punto inferior con la
intensidad de color mas similar a la escala de color. Registre la
lectura del titulo que aparece sobre la ventanilla como el nivel
aproximado de anti-C. trachomatis IgA para la muestra.

Orgenics CombScale™

—— Color Intensity Interpreter for: ——

P %
"8 f16 |32
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CombScale Windows

Calibrate
the
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Interpretacion de los resultados:

Los resultados de los valores de ImmunoComb® iguales o mayores
que 1:8 para C. trachomathis IgA indica una posible infeccion aguda
o crénica causada por este organismo.

Nota: Pruebas simultaneas para especies especificas de
anticuerpos anti-C. trachomatis IgG, es altamente recomendada
para un diagnéstico comprensivo de infecciones de chlamydia.

Documentacion de los Resultados
Debido a que el color que aparece en el Peine es estable, los
Peines pueden ser archivados para consulta posterior.

Limitaciones

Al igual que otras pruebas ideadas para ser usadas en diagnosticos
in vitro, los resultados de esta prueba deben ser evaluados en
relacion a la sintomatologia, el historial clinico y otros parametros
de laboratorio del paciente.

Caracteristicas del Ensayo*

El desempefio del kit ImmunoComb® Il Chlamydia trachomatis
Monovalent e IgA fue comparado con Western blotting para IgA e IgG,
y por el procedimiento MIF. La poblacién probada comprende
70 mujeres y 18 parejas infértiles. Noventa y cuatro muestras fueron
obtenidas, incluyendo 6 muestras de esperma. Los resultados se
representan en la Tabla 1.

* Datos detallados disponibles



Tabla 1. Deteccion de anticuerpos anti C. trachomatis en
muestras de parejas infértiles.

ImmunoComb® I
Western blot Chlamydia trachomatis Monovalent IgA |
Positivo Negativo
Positivo 58a 3
Negativo 5 28b

a Including las treinta y ocho muestras reaccionaron positivamente
con MIF IgA (100% sensibilidad)
b Todas las negativas también por MIF IgA

Se calcularon las caracteristicas del ensayo, encontrandose los
siguientes reultados:

e  Sensibilidad: — 95.1 %

. Especificidad: — 84.8 %

Repetibilidad

Diez peines fueron escogidos al azar de varias partes de un lote de
produccion. Un suero fue analizado 12 veces en estos 10 peines.
Los resultados en todos los peines dieron el mismo titulo para
Chlamydia trachomatis I1gA .

Reproducibilidad

Tres muestras fueron realizadas en peines tomados de tres lotes
diferentes de produccion. Los resultados en todos los peines dieron
el mismo titulo para Chlamydia trachomatis IgA .

Reaccion cruzada
Reaccion cruzada con muestras positivas para otras enfermedades
tales como VIH, HBsAg, CMV, Toxoplasmosis, EBV, Chlamydia
Pneumoniae, Enfermedades autoinmunes y Factor Reumatoideo
no es de importancia.

Interferencia
No se observd interferencia con muestras hemolisadas
(hemoglobina hasta 10 mg/ml), lipémicas (Colesterol hasta
281.6 mg/dL; Triglicéridos hasta 381.0 mg/dL) y bilirrubina alta
(hasta 20 mg/dl).
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Resumen de los Principales Procedimientos de la Prueba

Preincubaciéon de la Bandeja de Tomar las muestras y Agregar muestras y Sacar el Peine del empaque.
Desarrollo: 45 minutos a 37°C. controles prediluidos. controles prediluidos a la
fila A. Mezclar.

Insertar el Peine y mezclar en la fila Perforacion de la fila B. Absorber el liquido Insertar el Peine y agitar en la
A. Incubar a 37°C. adherido a los dientes. fila B. Incubar.

Luego de mezclar/agitar e incubar en
las filas C,DYE ...

Reaccion de color en fila F. Resultados.

Resumen del Procedimiento de la Prueba

Las instrucciones abreviadas abajo son para los usuarios experimentados en el uso del kit

ImmunoComb®II Chlamydia trachomatis Monovalent IgA.

(Para instrucciones detalladas, favor referirse al texto completo) A
1. Preincube la Bandeja de Desarrollo en una incubadora a 37°C durante 45 minutos. =
2. Prediluya, mezclando 25 pl de cada muestra y control con 75 pl de diluyente para muestras. Q

3. Vertir 25 yl de cada muestra y control prediluidos en los pocillos separados de la fila A de la
Bandeja de Desarrollo; mezcle.

4. Inserte el Peine en la fila A y continue como se describe en la Tabla 1: N
Tabla 1. Resumen del Procedimiento de la Prueba _
Etapa Fila Proceda como sigue

Reaccién de color Mezcle; incube 10 minutos/37°C.

Reaccion Antigeno-anticuerpo A Mezcle; incube 60 minutos/37°C; absorba.
Lavado B Agite; incube 2 minutos; absorba.
Union del conjugado; C Mezcle; incube 20 minutos/37°C; absorba. @
Lavado D Agite; incube 2 minutos; absorba.
Lavado E Agite; incube 2 minutos; absorba.
F
E

Detencion de la Reaccion Incube 1 minuto; seque al aire.

Manera de romper el Peine
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