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CMV IgM

G
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Codigo: 60461005 Formato: 12 pruebas

Para uso diagnéstico in vitro solamente

Uso Previsto

El kit ImmunoComb® Il CMV IgM es una prueba rapida para la
deteccion cualitativa de anticuerpos IgM contra el citomegalovirus
(CMV) en el suero o plasma humano. 12 pruebas pueden ser
realizadas con un Kit.

Introduccion

El Citomegalovirus es miembro de la familia Herpesviridae. Es un
virus ubicuo con altos porcentajes de infeccion durante los primeros
afos de vida. Al menos un 80% de la poblacion adulta en todo el
mundo acarrea anticuerpos contra CMV. La infeccion con CMV
puede ser adquirida a través del contagio congénito, en el momento
del nacimiento, o a edades mas avanzadas a causa de la trasmision
por via de transfusiéon de sangre, productos sanguineos, saliva 'y
otros fluidos corporales. La infeccion de CMV es en su mayor parte
asintomatica. Sin embargo, pueden presentarse ocasionalmente
sintomas como fiebre persistente, neumonitis, enteritis,
mononucleosis y hepatitis.

En dos instancias la infeccion de CMV puede causar serias
complicaciones: infeccion primaria durante los primeros meses del
embarazo, conduciendo a anormalidades congénitas en el feto,

e infeccion en pacientes inmunodeficientes, como recipientes de
érganos o transplantes de médula 6sea y personas que sufren del
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). En los pacientes
de transplantes, el CMV es la mas comun causa infecciosa de
muerte. En los pacientes de SIDA, las enfermedades inducidas por
el CMV afectan por lo general los pulmones, los intestinos y el
sistema nervioso central. Otra grave complicacion, la retinitis, puede
producir ceguera.

La determinacién de anticuerpos IgM anti-CMV permite el
diagnéstico efectivo de la infeccién aguda o reciente de CMV.

La prueba es particularmente util en el seguimiento de mujeres
embarazadas que no estuvieron expuestas previamente al CMV y
por consiguiente no estan protegidas contra el virus. Ademas,

la determinacion del anticuerpo IgM especifico en el recién nacido
es util para el diagnéstico del contagio congénito de CMV.

Principio de la Prueba

La prueba ImmunoComb® Il CMV IgM es un ensayo
inmunoenzimatico indirecto de fase solida (EIA). La fase solida es
un Peine con 12 proyecciones (dientes).

Cada diente esta sensibilizado en dos areas reactivas:
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punto superior — IgM humano (Control Interno)

punto inferior — antigenos de CMV inactivados

La Bandeja de Desarrollo tiene 6 filas (A-F) de 12 pocillos. Cada fila
contiene una solucion 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.

Al comienzo de la prueba, las muestras de suero o plasma son
pre-tratadas con anti-lgG humano (removedor), para prevenir
interferencias como resultado de la competencia con el IgG anti-
CMV y el factor reumatoideo. Las muestras previamente tratadas se
incuban posteriormente con la solucién en los pocillos de la fila A. Si
existe IgM anti-CMV en las muestras, se unira especificamente a
los antigenos de CMV en el punto inferior de los dientes del Peine
(Figura 1). Los componentes no unidos son lavados en la fila B. En
la fila C, el IgM capturado en los puntos inferiores de los dientes y el
IgM humano en el punto superior (Control Interno), reaccionan con
anticuerpos anti-lgM humano marcados con fosfatasa alcalina (FA).
En las dos filas siguientes, los componentes libres son eliminados
mediante un lavado. En la fila F la fosfatasa alcalina ligada
reacciona con los componentes cromogénicos. Los resultados se
pueden apreciar como puntos color azul grisaceo en la superficie de
los dientes del Peine.

Formacién del complejo

Q & >= } & antigeno de CMV —
30 min

IgM*
Union del conjugado anti-IlgM
b } >=»=FA| humano; 20 min
conjugado

anti-IlgM humano

0% @ Reaccién enzimatica de color
2 o 10 min
A+ 3

sustrato

cromogénico *Luego de la remocion de IgG

Figura 1. Principio de la Prueba

El kit incluye un Control Positivo (IgM anti-CMV) y un Control
Negativo, que deben incluirse cada vez que se realiza la prueba. Al
término de ésta, 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 también
aparecer en todos los demas dientes, a fin de confirmar que el kit
funciona apropiadamente y que la prueba fue realizada de manera
correcta.

Contenido del Kit

Peine

El kit contiene un Peine de plastico. El Peine tiene 12 dientes,
un diente para cada prueba (Figura 2). Cada diente esta
sensibilizado en dos areas reactivas:

punto superior — IgM humano (Control Interno)

punto inferior — antigenos de CMV inactivados
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Figura 2. Peine

El Peine es suministrado en un empaque de aluminio que
contiene una bolsa desecante.

Bandeja de Desarrollo

El kit contiene una bandeja de desarrollo cubierta con papel de
aluminio. La 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 muestras con anticuerpos de cabra anti-IgG
humano

Fila B solucion de lavado

Fila C anticuerpos anti-IlgM humano marcados con fostatasa
alcalina

Fila D solucion de lavado

Fila E solucion de lavado

Fila F solucion 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 0.4 ml de plasma
humano diluido e inactivado con calor, conteniendo anticuerpos IgM
anti-CMV.

Control Negativo — 1 frasco (tapa verde) de 0.4 ml de plasma
humano diluido, reconstituido e inactivado con calor, negativo para
anticuerpos anti-CMV.

Solucion Removedora — 1 frasco conteniendo 4 ml de
anticuerpos diluidos de cabra anti-IgG humano.

Perforador — para perforar la cubierta de aluminio de los pocillos
de la Bandeja de Desarrollo.

Seguridad y Precauciones

e 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
ningun 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.

e Use guantes quirdrgicos 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. .

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

e No mezcle reactivos de lotes diferentes.

e 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.

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. Use el sobrenadante para la prueba. Evite
congelar y descongelar repetidamente.

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

B
A menos que sea archivado para consulta posterior
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Procedimiento de la Prueba

Equipo Necesario

e Pipetas de precision ajustables con puntas desechables con
capacidad de 25 ply 100 pl

e Tijeras

e Cronometro de laboratorio o reloj

e Microtubos o micropocillos de titulacion

Preparacion de la Prueba
Ponga 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. Incube la Bandeja de Desarrollo en una incubadora a 37°C por
20 minutos; o deje a temperatura ambiente (22°-26°C) por
3 horas.
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;
rémpala usando la punta desechable de la pipeta o el perforador,
cuando las instrucciones de la prueba asi lo indiquen.

Preparacion del Peine

Precaucion: 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, "61", para permitir la identificacién de los dientes
sueltos.

b. Doble y rompa verticalmente el Peine, o cortelo con tijeras
(ver Figura 4) para separar el nUmero requerido para las
pruebas (Nro. de pruebas mas dos 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 de la Prueba

Pre-tratamiento de Muestras y Controles

1. Para cada muestra y control, vierta 100 pl de solucién
removedora en un microtubo o un pocillo de microtitulacién.

2. A cada microtubo o pocillo, afiadir 25 ul de muestra, o del
Control Positivo o Negativo que vienen con el kit. Mezcle la
solucion rellenando y vaciando repetidamente la pipeta.

3. Programe el crondmetro e incube por 10 minutos.

Agregar Muestras Pre-tratadas a la Bandeja de Desarrollo

4. Pipetee 25 pl de una muestra pre-tratada. Perfore la cubierta de
aluminio de un pocillo de la fila A con la punta de la pipeta o el
perforador y vacie la muestra en el fondo del pocillo. Mezcle la
solucién rellenando y vaciando el pocillo. Deseche la punta de
la pipeta.

5. Repita el paso 4 para las demas muestras 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.

6. Programe el reloj e incube por 10 minutos.

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

7. a. Inserte el Peine (con el lado impreso hacia Ud.) en los

pocillos de la fila A que contienen las muestras y los
controles.
Mezcle: Retire e inserte el Peine en los pocillos varias
veces

b. Deje el Peine en la fila A e incube por exactamente
30 minutos. Programe el reloj. Antes de cumplirse los
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30 minutos, perfore la cubierta de la fila B, utilizando el
perforador. No abra mas pozos de los necesarios.

c. Al cumplirse los 30 minutos, saque 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 frontal del diente.

Primer Lavado (Fila B)

8. Inserte el Peine en los pocillos en la fila B. Agite: retire e inserte
vigorosamente el Peine en los pocillos por 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 dos
minutos, retire el Peine y absorba el liquido adherido como en
el paso 7c.

Unién del Conjugado (Fila C)

9. Inserte el Peine en los pocillos de la fila C. Mezcle como en el
paso 7a. Incube la Bandeja de Desarrollo con el Peine por
20 minutos. Perfore el papel aluminio de la fila D. Después de
20 minutos, retire el Peine y absorba el liquido adherido.

Segundo Lavado (Fila D)

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

Tercer Lavado (Fila E)

11. Inserte el Peine en los pocillos de la fila E. Agite repetidamente
durante 2 minutos. Mientras tanto, perfore el papel aluminio de
la fila F. Después de 2 minutos, retire el Peine y absorba el
liquido adherido.

Reaccion de Color (Fila F)

12. Inserte el Peine en los pocillos de la fila F. Mezcle. Incube la
Bandeja de Desarrollo con el Peine por 10 minutos.

Después de 10 minutos, retire el Peine.

Detencién de la Reaccion (Fila E)

13. Inserte el Peine de nuevo en la fila E. Después 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, soluciéon removedora, controles e instrucciones en la
caja original del kit y almacene a temperatura de 2° a 8°C.

Resultados de las Pruebas

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. 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.

3. Cada muestra analizada debe producir un punto superior
(Control Interno).

Si cualquiera de las tres condiciones no se cumple, los resultados

son invalidos y las muestras y controles deben ser reexaminados.

@ @

©) o )
Control Control Resultados
Positivo Negativo Invalidos

Figura 5. Validacion de la Prueba
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Interpretacion Cualitativa de los Resultados

Interpretacion Visual

Compare la intensidad del punto inferior de cada diente de la muestra con

la del punto inferior del diente del Control Positivo (Figura 6).

e Un punto con una intensidad mayor que o igual a la del Control
Positivo indica la presencia de anticuerpos IgM anti-CMV en la
muestra.

® | a ausencia de un punto o su presencia con una intensidad
menor que la del Control Positivo indica la ausencia de
anticuerpos anti-CMV en la muestra (Resultado Negativo).

] ° [
0 0 < )
Control
Positivo

Resultado Negativo Presencia de anticuerpos IgM anti-CMV
Figura 6. Resultados

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

Limitaciones

Como con otras pruebas ideadas para el diagndstico in vitro,

los resultados de la prueba deben ser evaluados en relacion a la
sintomatologia, historia clinica y otros parametros de laboratorio del
paciente.

Eficacia de la Prueba*

La sensibilidad y especificidad del kit ImmunoComb® II

CMV IgM fueron evaluadas en un panel de 498 muestras de suero,
en comparacion con dos ensayos de referencia EIA. Los resultados
son resumidos en la Tabla 1.

Tabla 1. Resultados de la Prueba

ImmunoComb® Il CMV IgM
Ensayos de Referencia**

Positivo Negativo
Positivo 163 2
Negativo 6 327

Las siguientes caracteristicas de desempefio fueron calculadas:

Sensibilidad = 98.8 %
Especificidad = 98.2 %

Capacidad de repeticion

Diez peines fueron elegidos al azar de varios lotes de una
produccioén. Los 10 peines fueron probados 12 veces con un suero
positivo de anti-CMV IgM vy los resultados fueron analizados
visualmente. En todas las pruebas la muestra dieron resultados
positivos.

Reproductibilidad

Dos muestras positivas de anti-CMV IgM fueron probadas en tres
peines de diferentes lotes de la produccién. Los resultados fueron
analizados visualmente. En todas las pruebas las muestras dieron
resultados positivos.

Reaccion cruzada

Fueron encontradas insignificantes muestras positivas de CMV I1gG
con reaccion cruzadas. La reaccion cruzada con muestras positivas
de otras infecciones de

herpesviridae tales como Varicela-zona, EBV, ANA y HSV fueron
encontradas también insignificantes.

No puede ser excluida, una interferencia leve con los sueros de
mujeres embarazadas y de pacientes positivos del factor
reumatoide.



Interferencia

No se observo ninguna interferencia con muestras hemoliticas
(hemoglobina mayor de 10mg/ml) lipemica (colesterol mayor de
281.6mg/dL; triglicéridos mayor de 381.0mg/dL) y Alta bilirrubina
(mayor a 20mg/dl).

* Datos detallados disponibles
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Resumen de los Principales Procedimientos de la Prueba

Preincubacion de la Bandeja de Tomar las muestras y Agregar muestras y Sacar el Peine del empaque
Desarrollo: 3 hrs a temperatura controles para ser controles pre-
ambiente o 20 minutos a 37°C pretratadas tratados a la fila A.

Mezclar e Incubar

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

Luego de mezclar/agitar e
incubar en las filas C,Dy E annaa

Reaccion de color en la Resultados
filaF

Resumen del Procedimiento de la Prueba

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

kit InmunoComb® I CMV IgM.

(Para instrucciones detalladas, favor referirse al texto completo)

1. Lleve todos los reactivos y muestras a temperatura ambiente y realice la prueba a
temperatura ambiente.

2 Pre-trate 25 ul de cada muestra y control mezclando con 100 pl de solucion
removedora e incube por 10 min.

3. Vierta 25 pl de cada muestra y control pre-tratado en los pocillos de la fila A de la
Bandeja de Desarrollo. Mezcle e incube por 10 minutos.

4. Inserte el Peine en la fila A y continie como se describe en la Tabla 1:

Tabla 1. Resumen del Procedimiento de la Prueba

Paso Fila | Proceda como sigue

Reaccon Antigeno-anticuerpo | A Mezcle; incube 30 minutos; absorba.

Lavado B Agite; incube 2 minutos; absorba.

Unioén del conjugado C Mezcle; incube 20 minutos; absorba.

Lavado D Agite; incube 2 minutos; absorba.

Lavado E Agite; incube 2 minutos; absorba.

Reaccion de color F Mezcle; incube 10 minutos.

Detencion de la reaccion E Incube 1 minuto; seque al aire. Manera de romper el Peine
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