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Codigo: 60482005 Formato: 12 pruebas

Para uso diagnéstico in vitro solamente

Uso Previsto

El kit InmunoComb® Il HTLV 1&Il es una prueba rapida para la
deteccion cualitativa de los anticuerpos IgG contra el HTLV | y HTLV Il
presentes en suero o plasma humano. Un total de doce pruebas
pueden ser realizadas con un kit.

Introduccion

Los virus linfotrépicos humanos de células T tipo | (HTLV-I)y tipo Il
(HTLV-Il) son miembros de retrovirus humanos tipo C. El HTLV-I
ha sido asociado principalmente con dos enfermedades: leucemia
adulta de células T/ Linfoma (ATL) y mielopapatia asociada a
HTLV-I /paraparesia espastica tropical (HAM/TSP). EI HTLV-Il no
ha sido etiolégicamente ligada a ninguna enfermedad, aunque hay
algunas evidencias de su relacion en algunos desérdenes
hematolégicos y neuroldgicos. La mayoria de personas infectadas
son asintomaticas, y un periodo de latencia, antes de la aparicion
de los sintomas puede suceder por muchos afios. La infeccién por
HTLV esta distribuida alrededor del mundo, sin embargo se conoce
que el HTLV | es altamente endémico principalmente en Japon, El
Caribe, Centro y Sur América, Melanesia y Africa Ecuatorial. El
HTLV Il tiene alta prevalencia entre drogadictos intravenosos en
Estados Unidos, Europa y ciertas tribus nativas americanas en
Norte, Centro y Sur América. La via de infeccion de HTLV | puede
ser por transfusion sanguinea, transmision trasplacental y a través
de la leche materna. La transmision del HTLV Il aparece como en
el HTLV | por transfusion sanguinea, por contacto sexual y por
compartir agujas y jeringas contaminadas entre drogadictos
intravenosos. El virus esta asociado a la célula, y asi, la infeccion
aparece seguida de una transfusion de componentes celulares de
la sangre. La infeccion es de por vida, y una vez un individuo
asintomatico tiene los anticuerpos anti HTLV, él probablemente
esta infectado y no debe donar sangre. Por lo tanto, la importancia
del tamizaje es evidente. El genoma del HTLV contiene cuatro
genes principales: gag, el cual codifica las proteinas del core, (p19
y p24); env, el cual codifica glicoproteinas de envultura (gp21,
gp46); pol, el cual codifica la transcriptasa reversa (96,000
daltons); y tax, el cual codifica una proteina transactivadora de
40,000 daltons (p40x). La deteccion especifica de HTLV esta
basada en las proteinas del env y del core. Estos antigenos
pueden ser usados en pruebas de diagndstico seroldgico en tres
formas: Lisado viral total, proteinas recombinantes o péptidos
sintéticos. Algunas pruebas utilizan diferentes combinaciones de
estas formas. El algoritmo para el diagnéstico serolégico de HTLV
considera un tamizaje, seguido por varias pruebas de confirmacion
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y discriminacion. Solo las muestras, que repetidamente son
reactivas por una prueba de tamizaje, estan sujetas a realizarles
una prueba de confirmacion. Mientras que las pruebas de tamizaje
son principalmente ensayos inmunoenzimaticos (EIA), las pruebas
de confirmacion son Western blot- o Radio-immuno-precipitacion
(RIPA). La tecnologia de PCR puede ser usada para completar el
soporte de confirmacion de resultados.

Principio de la Prueba

La prueba ImmunoComb® Il HTLV I&Il es un ensayo
inmunoenzimatico indirecto de fase sélida (EIA). La fase sélida es un
peine con 12 proyecciones (“dientes”). Cada diente esta sensibilizado
en dos puntos:

Punto superior —anticuerpos inmunoglobulina humana ( Control Interno)
Punto inferior —Proteinas recombinantes HTLV | y Il

La bandeja de desarrollo tiene 6 filas (A-F) de 12 pocillos, 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 incubacién en cada
etapa.

Para comenzar la prueba, se agregan muestras de suero o plasma
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 Anti-HTLV
,si estan presentes en la muestra, se uniran especificamente a las
proteinas recombinantes en el punto inferior sobre los dientes del peine
(Figura 1). Simultaneamente, inmunoglobulinas presentes en la muestra
seran capturadas por los anticuerpos inmunoglobulina humana en el
punto superior (Control interno). Los componentes no unidos son
eliminados con un lavado en la fila B. En la fila C, Las inmunoglobulinas
especificas capturadas sobre el diente reaccionaran con anticuerpos anti-
IgG humano marcados con fosfatasa alcalina (FA). En las dos filas
siguientes, los componentes no unidos son eliminados mediante un
lavado. En la fila F, la Fosfatasa Alcalina unida reaccionara con
componentes cromogénicos. Los resultados son visibles como puntos de
color azul grisaceo en la superficie del diente del peine.
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Figura 1. Principio de la Prueba

El kit incluye un control positivo (contiene anticuerpos anti HTLV |y
Il'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 dos puntos azul grisaceo y el diente usado con el control
negativo debe mostrar solamente el punto superior. El punto superior
debe también aparecer en los demas dientes, para confirmar que el kit
funciona apropiadamente y que la prueba fue realizada correctamente.

Contenido del Kit

Peine

El kit contiene 1 peine plastico. El peine tiene 12 dientes, un
diente para cada prueba (Figura 2). Cada diente esta sensibilizado
en dos areas reactivas:

Punto superior —Anticuerpos inmunoglobulina humana
(Control Interno)
Punto Inferior — Antigenos recombinantes de HTLV I&lI
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Figura 2. Peine

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



Bandeja de Desarrollo

El kit contiene 1 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
tiene 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 anti-lgG humano marcados con
fosfatasa alcalina

Fila D Solucién de Lavado

Fila E Solucién de Lavado

Fila F Solucién de sustrato cromogénico que contiene 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 0.2 ml de plasma
humano diluido, positivo para anticuerpos anti HTLV I&ll, inactivado
por adicién de RB-propiolactona y por tratamiento por calor.

Control Negativo — 1 frasco (tapa verde) de 0.2 ml plasma
humano diluido, inactivado con calor, negativo para anticuerpos
anti HTLV | &ll

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

Seguridad y Precauciones

. Este kit debe ser usado para diagndstico in vitro Unicamente.

. El Control Positivo debe ser manejado como si fuera
potencialmente infeccioso, aunque haya sido inactivado.

e  Todos los otros materiales de origen humano utilizados en la
preparacion de los controles pasaron pruebas que
demostraron que no son reactivos al antigeno de superficie de
hepatitis B y a anticuerpos contra virus de hepatitis C y al VIH.
Debido a que ningun método puede brindar seguridad
absoluta acerca de 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 quirurgicos y ropa de laboratorio. Siga los
procedimientos de laboratorio aceptados para el trabajo con
suero o plasma humano.

. No pipetee con la boca. .

. Deseche todas las muestras, los Peines y otros materiales
utilizados con el kit como residuos biocontaminantes.

. No mezcle reactivos de lotes diferentes.

. No utilice el kit luego de su fecha de expiracion.

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 dafado durante el transporte.

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

. No congelar el kit.

. 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

e Es posible usar suero o plasma en la prueba.

e 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.

* .
Excepto cuando sean almacenados para consulta posterior.
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e Después de descongelar las muestras de suero, centrifuguelas.
Use el sobrenadante para la prueba. Evite congelar y descongelar
repetidamente.

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

Procedimiento de la Prueba

Equipo necesario

. Pipeta de precision con puntas descartables y capacidad
de 10 pl

e  Tijeras

. Cronémetro o reloj de laboratorio.

Preparacioén de la Prueba

Todos los componentes deben estar a temperatura ambiente,

incluyendo las Bandejas de desarollo, los peines, los reactivos

muestras; la prueba debe ser realizada a temperatura ambiente

(22°-26°C).

Preparacioén de la Bandeja de desarollo

1. Coloque la Bandeja de desarollo en una incubadora a 37°C durante
20 minutos o déjela a temperatura ambiente (22°-26°C) durante
3 horas.

2. Cubra la mesa de trabajo con un papel absorbente que sera
descartado como desecho biocontaminante al finalizar la prueba.

3. Mezcle los reactivos agitando la Bandeja de desarollo.

Nota: No quite la cubierta de aluminio de la Bandeja de desarollo.

Rompa el papel de aluminio utilizando el perforador, solamente cuando

las instrucciones de la prueba asi lo indiquen.

Preparacion del Peine

Precaucion: Para asegurar el correcto funcionamiento de la prueba,

NO toque los dientes del Peine.

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

2. Podra utilizar el Peine y la Bandeja de desarollo en su totalidad o
solo una parte. Para utilizar parte del Peine:

a. Determine el nimero de dientes que necesitara para examinar las
muestras y controles. Requerira de un diente por cada prueba.
Cada diente muestra el niumero de codigo “82” del kit, para permitir
la identificacion de los dientes sueltos.

b. Doble el Peine y partalo en forma vertical o cértelo con las tijeras
(vea Figura 4) para separar el nimero de dientes requerido. (Nro.
de pruebas incluyendo 2 controles).

c. La parte del Peine no utilizada guardela 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 su
caja original bajo temperatura de 2°-8°C, para su uso posterior.

[SEAVERRVERRNEN T ' 5 U O R eV
ImmunoComb® 11 X7

Figura 4. Fraccionamiento del Peine

Instrucciones de la prueba

Reaccion Antigeno—Anticuerpo (Fila A de la Bandeja de desarollo)

1. Tome 10 pl de muestra con la pipeta. Perfore el papel de aluminio de uno
de los pocillos de la fila A de la Bandeja de desarollo con la punta de la
pipeta o con el perforador; vierta la muestra en el fondo del pocillo. Mezcle
la prueba vigirosamente vaciando y rellenando repetidamente la solucion.
Deseche la punta de la pipeta.

2. Repita el paso niumero 1 para las otras muestras, incluyendo un Control
positivo y un Control negativo suministrados con el kit. Use un nuevo
pocillo en la fila A y cambie las puntas de la pipeta para cada muestra o
control.

3.a. Inserte el Peine (con la cara impresa hacia Ud.) dentro de los pocillos de la
fila A que contiene muestras y controles.

Mezcle: Retire e inserte el Peine dentro de los pocillos varias veces.

b. Deje el Peine en la Fila A durante 10 minutos exactamente. Active el
cronémetro. Mezcle dos veces mas durante la incubacion. Un poco antes
de finalizar los 10 minutos, perfore el papel de aluminio de la fila B
utilizando el Perforador. No abra mas pocillos de los necesarios.

c.Al cumplirse los 10 minutos, saque el Peine de la Fila A. Absorba el
liquido adherido a las puntas de los dientes apoyandolos sobre un papel
absorbente llimpio. No toque la superficie frontal de los dientes.

Primer lavado (Fila B)

4. Inserte el Peine dentro de los pocillos de la fila B. Agite: Inserte y retire el
Peine vigorosamente en los pocillos durante 10 segundos por lo menos
para obtener un lavado adecuado. Repita esta accion varias veces
durante el transcurso de 2 minutos; mientras tanto, perfore el papel de
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aluminio de la fila C. Al cabo de 2 minutos, retire el Peine y absorba el
liquido adherido como en el paso 3c.
Reaccién con el conjugado (Fila C)

5. Inserte el Peine dentro de los pocillos de la fila C. Mezcle los Peines varias
veces. Programe el crondmetro 10 minutos. Mezcle como en el paso 3b.
Perfore el papel de aluminio de la fila D. Al cabo de 10 minutos, retire el
Peine y absorba el liquido adherido.

Segundo lavado (Fila D)

6. Inserte el Peine dentro de los pocillos de la fila D. Agite en forma repetida
durante 2 minutos, como en el paso 4. Mientras tanto, perfore el papel de
aluminio de la fila E. Al cabo de 2 minutos, retire el Peine y absorba el
liquido adherido.

Tercer lavado (Fila E)

7. Inserte el Peine dentro de los pocillos de la fila E. Agite en forma
repetida durante 2 minutos. Mientras tanto, perfore el papel de aluminio
de la fila F. Al cabo de 2 minutos, retire el Peine y absorba el liquido
adherido.

Reaccién de color (Fila F)

8. Inserte el Peine dentro de los pocillos de la fila F. Mezcle como en el
paso 3a. Programe el crondmetro 10 minutos. Mezcle como en el paso
3b. Al cabo de 10 minutos, retire el Peine.

Detencion de la Reaccion (Fila E)
9. Inserte el Peine nuevamente en la fila E.
Al cabo de 1 minuto, retirelo y déjelo secar al aire.
Eliminacion de residuos
Deseche las Bandejas de desarollo, las puntas de las pipetas, el papel
absorbente y los guantes como residuos biocontaminantes.

Almacenamiento de partes no usadas del kit

Bandeja de desarollo

Si no ha usado todos los pocillos de la Bandeja de Desarollo, podra

guardarlos para uso posterior:

. Cierre los pocillos usados con cinta adhesiva ancha, de manera
que no se vierta nada , incluso si la Bandeja de desarollo es
invertida.

Otros materiales del kit

. Regrese la(s) Bandeja(s) de desarollo, el/los Peine(s), el
perforador, los controles y las instrucciones al empaque original de
la caja. Almacénelos bajo temperatura de 2°— 8°C.

Resultados de la Prueba

Validacion

Para confirmar que la prueba funciona en forma correcta y demostrar

que los resultados son validos, deberan cumplirse las siguientes tres

condiciones (véase 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) y no otros puntos.

3. Cada muestra analizada debe producir un punto superior

(Control Interno).

Si alguna de estas tres condiciones no se cumple, los resultados de

la prueba no son validos y tanto las muestras como los controles

deberan ser examinados nuevamente.

@ @

©) O
Control Control Resultado
Positivo Negativo No valido

Figura 5. Validacion de la prueba

Interpretacion de los resultados
La sola aparicién del punto superior (Control Interno) indica
que la muestra no es reactiva a los anticuerpos contra HTLV |
& Il (Figura 6,).
Un punto circular inferior indica la presencia de anticuerpos
contra HTLV | & Il (Figura 6y).
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a) Resultado b) Anticuerpos anti HTLV | &Il
negativo

Figura 6. Resultados de la Prueba

Documentacion de los resultados
La estabilidad del color formado en el Peine permite que los
mismos puedan ser guardados para documentacion posterior.
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Limitaciones

En forma similar a otras pruebas destinadas a uso diagndstico in
vitro, los resultados de esta prueba deben ser evaluados en
relacion a todos los sintomas, a la historia clinica y a otros
hallazgos de laboratorio relacionados con el paciente.

Caracteristicas de desempeiio*

Evaluaciones clinicas realizadas en Israel, Colombia y Jamaica,
muestran valores altos de sensibilidad (100%) y especificidad
(97%) comparados con otros kits de EIA comercialmente
disponibles.

Los resultados se muestran a continuacion:

Sensibilidad del kit ImnmunoComb® Il HTLV I&Il

Tipo No. ImmunoComb® HTLV I&I
Negativo | Positivo
HTLV | 111 0 111
HTLV I 50 0 50
HTLV I&ll(tipo no 93 0 93
conocido)
Total 254 0 254
Especificidad del kit ImmunoComb®Il HTLV I&ll
Grupo No. ImmunoComb® Espe
HTLV 1&II cifici
Negativo | Positivo od/ad
(J
Donantes de sangre 100 98 2 98
sanos. Area de baja
prevalencia
Donantes de sangre 102 102 - 100
sanos. Area de alta
prevalencia
Pacientes con Cancer | 206 195 11 94.6
Enfermedades 15 15 - 100
autoinmunes
Grupos de alto 65 62 3 95.3
Riesgo (drogadictos,
etc)
Otras enfermedades 36 36 - 100
infecciosas (HIV,
HAV, HBV, CMV,
EBV)
Sospecha de HTLV 13 13 - 100
con serologia negativa
Total 537 | 521 16 97

CONCLUSIONES:

1. El lmmunoComb® Il HTLV &Il detectd todas las muestras
positivas probadas.

2. Todas las muestras definidas como negativas dieron también
negativas con ImmunoComb Il HTLV I&ll.

3. EllmmunoComb® Il HTLV I&Il suministra resultados confiables
tanto para HTLV- | como para HTLV- II.

4. Los resultados de ImmunoComb® Il HTLV I&Il son confiables
en muestras que contienen potencialmente reaccién cruzada
con VIH y otros anticuerpos como también en otras
condiciones patoldgicas.

5. La confiabilidad de ImmunoComb® Il HTLV I&Il fue
demostrada en areas de baja como de alta prevalencia,
demostrando su uso apropiado en diferentes areas del mundo.

* Datos detallados disponibles
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Resumen de los Principales procedimientos de la prueba

4/
Preincubacion de la Bandeja de Tomar las muestras y Agregar muestras y Sacar el peine del empaque
Desarrollo: 3 hrs. a temperatura controles controles a la fila A.
ambiente, 6 20 min. a 37°C mezclar

Insertar el peine y mezclaren la  Abrir la fila B Absorber el liquido Insertar el peine y agitar en
fila A. Incubar adherido a los dientes la fila B. Incubar

Después de mezclar / agitar e
incubar en las filas C, Dy E...

Reaccion de color en la fila F Resultados

Resumen del procedimiento de la Prueba

Las instrucciones abreviadas a continuacion son para personas experimentadas en el

uso de ImmunoComb® ||
HTLV I&ll Test Kit.
(Para instrucciones detalladas favor remitirse al texto completo) \

1. Ponga todos los componentes, bandejas de desarrollo, peines, reactivos y muestras — N
a temperatura ambiente y realice la prueba a temperatura ambiente (22°-26°C).

2. Vierta 10 pl de cada muestra y control en pocillos separados de la fila A de la
Bandeja de Desarrollo y mezcle.

3. Inserte el peine en la fila A y continile como se describe en la Tabla 1: T

Tabla 1. Resumen del Procedimiento de la Prueba

Etapa Fila | Procedimiento a seguir

Manera de romper el Peine

Reacciéon de Color Mezcle; incube 10 minutos.

Reaccion antigeno-anticuerpo = A Mezcle; incube 10 minutos; absorba.
Lavado B Agite; incube 2 minutos; absorba.
Union del conjugado Cc Mezcle; incube 10 minutos; 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.
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