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DISPOSICION N» 8 83 0

Secretaria de Politicas, Reguiacion
¢ [nstifutos
ANMAT

BUENQOS AIRES 11 BIC 2014

VISTO, el expediente n® 1-47-17539/13-8 del Registro de la

Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica vy,

CONSIDERANDO:
Que por las presentes actuaciones la firma WM ARGENTINA S.A.

solicita autorizacion para la venta a laboratorios de andlisis clinicos del Producto
para diagnéstico de uso “in Vitro” denominado BIOELISA HTLV-I+II 5.0 /
ENZIMOINMUNOENSAYO SEMI-CUANTITATIVO PARA LA DETECCION DE
ANTICUERPQS FRENTE A LOS VIRUS HTLV-I Y HTLV-II EN SUERO O PLASMA.

Que a fs. 134 consta el informe técnico pfoducido por el Servicio de
Productos para Diagnostico que establece que el producto relinen las condiciones
de aptitud requeridas para su autorizacion.

Que la Direccion Nacional de Productos Médicos ha tomado la
intervencion de su competencia.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establece la Ley
16.463, Resolucion Ministerial N® 145/98 y Disposicion ANMAT N© 2674/99.

Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por ei

Articulo 89 inciso 11) del Decreto N°© 1490/92 y 1886/14.

6 . Por ello;

—
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EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACION NACIONAL DE
MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA
DISPONE:

ARTICULO 1°.- Autorizase la venta a laboratorios de analisis clinicos del Producto
para diagnostico de uso “in Vitro” denominado BIOELISA HTLV-I+II 5.0 /
ENZIMOINMUNOENSAYO SEMI-CUANTITATIVO PARA LA DETECCION DE
ANTICUERPQOS FRENTE A LOS VIRUS HTLV-I'Y HTLV-II EN SUERO O PLASMA que
sera . elaborado por BIOKIT S.A., CAN MALE S/N, LLICA D'AMUNT 08186,
BARCELONA (ESPANA) e importado por WM ARGENTINA S.A. a expenderse en
envases conteniendo microplaca (MCPL: 2}, Conjugado (CONJ 200X: 160ul),
Diluyente del Conjugado (DIL CONJ: 50ml}, Solucidn de lavado concentrada
(WASH SOLN 20X: 120mi), Sustrato-TMB (SUBS TMB: 25mi), Control Positivo
(CONTROL +: 1,8ml), Control Negativo (CONTROL -: 1,8mi), Solucién de parada
(H,SO. 2M: 30ml), para 192 determinaciones; cuya composicion se detalla a
fojas 17 con un periodo de vida util de 22 (VEINTIDOS) meses desde la fecha de

elaboracion conservado entre 2 y 8°C.

ARTICULO 20.- Acéptense los rétulos y manual de instrucciones obrantes a fojas
25 a 69 , desglosandose las fojas 29 a 43 debiendo constar en los mismos que
la fecha de vencimiento es la declarada por el elaborador impreso en los rotuios
de cada partida.

& ARTICULO 39.- Extiéndase el Certificado corréspondiente.

ARTICULO 40.- LA ADMINISTRACION NACIONAL DOE MEDICAMENTOS,

[ ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA, se reserva el derecho de reexaminar los

<
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métodos de control, estabilidad y elaboracion cuando las circunstancias asi lo
determinen.

ARTICULO 59.- Registrese; girese a Direccion de Gestion de Informacién Técnica
a sus efectos, por Mesa de Entradas de la Direccion Nacional de Productos
Médicos notifiquese al interesado y hagasele entrega de la copia autenticada de
la presente Disposicion junto con la copia de los proyectos de rétulos, manual

de instrucciones y el Certificado correspondiente. Cumplido, archivese.-

Expediente n°: 1-47-17539/13-8.-

DISPOSICION N0:8 33 0

av.
—

Ing ROCGELIO LOPEZ

Administrador Nacional
AJMA T,



Proyecto de rétulo externo

bioelisa HTLV-I+ll 5.0

2x96 TESTS 3000-1165
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ELISA test for the detection of anlibodies io HTLV-I and KTLV-Il in human
serum or plasma / test de ELISA para la detecclén de anticuerpos contra
HTLV-1 y HTLV-}l en suero o plasma humano / ELISA-Test zur Bestimmung von
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En WM Argentina se agrega el siguiente rétulo:

Producto: bioelisa HTLV I+l 5.0

Elaborador: Biokit S.A. Can Malé s/n, 08186 Lliga d’Amunt (Barcelona) Espana

Importador: WM Argentina S.A.

Choele Choel 1010 Lanis (B1822DPV) Pcia. de Buenos Aires

Director Técnico: Biog. Maria Fretes M.N. 6120
Autorizado por AN.M.AT. Certificado N°® xxxx

"Venta exclusiva a laboratorios de analisis clinicos"
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bioelisa HTLV-I+Il 5.0

3000-1165 192 tests
Test de ELISA para la deteccidn de anticuerpos contra HTLV- y HTLV-ll en suero o plasma humano. Su
uso previsto es como test de cribado que requiere repetir las muestras Inicialmente reactivas.

Sumario

Los virus linfotrépicos humanos de células T (HTLV) son retrovirus patdgenos que pueden provocar enfermedades
hematoldgicas y neurolégicas graves en los individuos infectados. La familia HTLV comprende dos miembros bien
estudiados, HTLV-1 y HTLV-II, asi como dos miembros recién descubiertos, HTLV-3 y HTLV-4. El HTLV-| se
conoce como el agente etioldégico de la leucemiallinfoma de células T adultas (ATL), la paraparesis espastica
tropical/mielopatia asociada a HTLV (TSP/HAM) y la uveitis asociada a HTLY. La infeccién por HTLV-II también
se ha asociado con la leucemia y con enfermedades neurologicas, aunque es menos patogénica que la causada
por HTLV-I. Varias evidencias moleculares sugieren que HTLV-3 posee algunas de fas propiedades de HTLV-I,
aunque se sabe poco sobre la patogenicidad de HTLV-3.

Estudios de distribucidn geografica de la infeccidén por HTLV-I revelan que el virus es muy prevalente en Japon,
Africa, las islas del Caribe y América del Sur. Estudios epidemiolégicos realizados recientemente en Estados
Unidos y en Europa confirman la presencia de una prevalencia mixta de HTLV-l y HTLV-Il entre diferentes
poblaciones de alto riesgo, tales como los usuarios de drogas por via intravenosa y los receptores de
transfusiones. L.os virus pueden transmitirse por contacto sexual y mediante productos sanguineos contaminados,
asi como de madre a hijo a fravés de la lactancia.

bioelisa HTLV-I+ll 5.0 es un inmunocensayo directo en sandwich que utiliza una combinacién de proteinas
recombinantes y una protelna recombinante de triple fusion marcada con peroxidasa de rabano. Este formato de
andlisis garantiza la deteccion simultanea de varios anticuerpos especificos IgA, 19G-e IgM contra HTLV-l y
HTLV-ll. Ademas, evaluaciones externas han demostrado que biocelisa HTLV-I+ll 5.0 es capaz de detectar
anticuerpos contra HTLV-3/STLV-3 (consulte el ¢capitule especifico sobre caracteristicas funcionales).

El kit bioelisa HTLV-I+ll 5.0 ha sido disefiado como enzime-inmunoensayo semi-cuantitative para la deteccién de
anticuerpos frente a los virus HTLV-l y HTLV-Il en suerc o plasma humano. Su uso previsto es como test de
cribado. Es preciso volver a analizar las muestras inicialmente reactivas y confirmar el resultado de las muestras
repetidamente reactivas con pruebas complementarias.

Principio

Los pocillos de las tiras de microplacas de poliestireno estan recubiertos de una mezcla de tres proteinas recombinantes
diferentes de HTLV, que corresponden a los segmentos altamente antigénicos de los virug HTLVA y HTLV-IL. E
conjugado estd basado en una proteina recombinante de triple fusion, marcada con peroxidasa de rabano. El antigeno
de fusién triple se genera clonando tres fragmentos de ADNc que codifican las tres proteinas recombinantes de HTLY en
un unico vector. El suero o plasma humano, diluido en el diluyente que contiene el conjugado, se incuba en un pocillo
recubierto. Los anticuerpos especificos contra HTLV-V/II {IgA, 1gG e IgM), si estdn presentes, se unen tanto a los
antigenos inmovilizados en la fase sdlida como al antigeno de triple fusion del conjugado. Después de la incubacion, se
lavan bien los pocillos para eliminar el material que no se haya unido. Luego, se agrega a cada pocillo una solucion
incolora de sustratc que contiene el cromoégeno 3,3, 5,5 - tetrametilbenzidina (TMB). La presencia de anticuerpos
especificos se indica por la presencia de una coloracion azul tras la incubacion, que se toma amarilla cuando la reaccion
de color se detiene al agregar acido sulfurico. Con un espectrofotometro se mide la intensidad del producte amarillo
resultante a 450 nm, y esta es proporcional a la cantidad de anticuerpos presentes en la muestra.

Componentes

1. MICROPLACA:
2 placas con 12 tiras de 8 pocillos. Los pocillos de las microplacas contienen proteinas recombinantes de
HTLV-l y HTLV-ll adsorbidas. Conservar entre 2-8°C.

2. |[CONTROL|— CONTROL NEGATIVO:
1 x 1,8 ml de suero humano normal, no reactivo para anti-HCV, anti-HIV-1/2, anti-HTLV-I/ll ni para HBsAg.
Contiene mertiolato sddico y azida sédica como conservantes. Conservar entre 2-8°C.

3. |CONTROL|+ CONTROL POSITIVO:
1 x 1,8 mlLde suero humano inactivado con una concentracién elevada de anticuerpos IgG especiﬁcos frente
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4, DILUYENTE:
1 x 50 ml de tampon fosfato salino, conteniendo caseina y detergente. Contiene Bronidox ™ como conservante.
Conservar entre 2-8°C.

5. |WASH[SOLN|20x| SOLUCION DE LAVADO CONCENTRADA:
1 x 120 ml de solucién salina tamponada con fosfato con Tween-20. Contiene clorcacetamida como conservante,
Conservar entre 2-8°C.

6. [CONJ| CONJUGADO:

1 x 160 pl de antigeno HTLV de triple fusidn marcado con peroxidasa de rabano. Contiene 0,02% de
timerosal como conservante. Conservar entre 2-8°C.

7. SUSTRATO-TMB:

1 x 25 ml de solucién incolora que contiene 3,3, 55 - tetrametilbencidina (TMB). Conservar en la oscuridad entre
2-8°C.

8. SOLUCION DE PARADA:

1 x 30 ml de solucion de acido sulfarico 2M. Conservar entre 2-8°C.

8. [SEALS| LAMINAS ADHESIVAS:

Para cubrir la microplaca durante las incubaciones.

10. BOLSA DE PLASTICO:

Para guardar las tiras sin usar.

* Bronidox is a Trade Mark of Henkel Chemical Co.

Precauciones

bioelisa HTLV-I+II 5.0 es sblo para el diagndstico IN VITRO,

Para uso profesional exclusivamente.

Consulte el etiquetado del producto para obtener informacién sobre los componentes potencialmente
peligrosos.

INFORMACION SANITARIA Y DE SEGURIDAD

AN

PRECAUCION: Este kit contiene productos de origen humano. Ningun método de andlisis permite ofrecer una
garantia absoluta de que los hemoderivades humanos ne transmitan una infeccion. MANIPULE LAS MUESTRAS
Y LOS CONTROLES REACTIVOS Y NO REACTIVOS DEL ENSAYQO COMO Sl FUERAN POTENCIALMENTE
INFECCIOSOS. Se recomienda manipular los componentes del ensayo y las muestras de conformidad con las
practicas correctas de laboratorio. Asimismo, deben desecharse siguiendo los procedimientos de seguridad
establecidos.

El Control Positivo y el Control Negativo cortienen mertiolato al 0,005% y azida sédica al 0,1%. La azida sédica
puede reaccionar con el cobre y el plomo que se utilizan en ciertas tuberias y formar sales explosivas. Aunque las
cantidades que se usan en este kit son pequefias, 10s materiales que contienen azida deben eliminarse con
volumenes relativamente grandes de agua para evitar la acumulaciéon de azidas metalicas en las tuberias. A"
continuacién figuran las correspondientes frases de riesgo (R) y de seguridad (S).

Mertiolato:
R26/27/28 Nocivo por inhalacién, por ingestion y en contacto con la piel.
528-36-45 Después de un contacto con la piel, lave la zona afectada con agua abundante. Use indumentaria
. de proteccion adecuada. En caso de accidente o malestar, acuda inmediatamente al meédico (si es. .
posible, muéstrele la etiqueta).
Azida sddica:
R28-32 Nocivo por ingestién. En contacto con acidos libera gases muy toxicos.
528-45 ués de un contacto con la piel, lave la zona afectada con agua abundante. En caso de

te o,malestar, acuda inmediatamente al médico (si es posible, muéstrele ia etiqueta).
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El Diluyente contiene 0,5% Bronidox™, clasificado como irritante (Xi) por las directivas de la Comunidad
Econdmica Europea (CEE) gue son de aplicacion. A continuacion figuran las frases correspondientes a los riesgos
{R) y la seguridad (S).

R22 Nocivo si es ingerido.

R38 Irrita |a piel.

536 Use indumentaria de proteccién adecuada.

546 En caso de ingestion, acuda inmediatamente al médico y muéstrele 1a etiqueta o el envase.

La Solucion de Lavado Concentrada (20x) contiene un 2% de cloroacetamida, clasificada como irritante (Xi) por
las directivas de la Comunidad Econémica Europea (CEE) que son de aplicacion. A continuacion figuran las frases
correspondientes a los riesgos (R) y la seguridad (8).

R25 Nocivo si es ingerido.

R43 Puede causar sensibilizacién por contacto con la piel.

R62 Posible riesgo de perjudicar la fertilidad.

822 No respirar el polvo.

836/37 Use indumentaria y guantes de proteccién adecuados.

845 En caso de accidente o malestar, acuda inmediatamente al médico (si es posible, muéstrele la
etiqueta).

La Solucién de Parada es acido sulfurico 2 M, clasificado como corrosivo (C) por las directivas de la
Comunidad Econémica Europea (CEE) que son de aplicacién. A continuacién figuran las frases
correspondigntes a los riesgos (R) vy la seguridad (S).

R35 "7 Provoca quemaduras graves.

526-30-45 En caso de contacto con los ojos lavelos inmediata y abundantemente con agua y acuda a un
médico. No echar jamas agua a este producto. En caso de accidente o malestar, acuda
inmediatamente al médico (si es posible, muéstrele |a etiqueta).

1. Evite la contaminacién microbiana de los reactivos al abrirlos y al extraer partes alicuotas de los viales o
frascos originales.

2. No pipetee con la boca.

3. Manipule las muestras, las microplacas, los controles positivo y negativo como si fueran agentes
potencialmente infecciosos.

4. Use bata de laboratorio y guantes desechables mientras realiza el ensayo. Deseche los guantes en bolsas
para residuos biopeligrosos. Lavese bien las manos al finalizar.

5. Es muy recomendable que este ensayo se lleve a cabo en una camara de bioseguridad.
6. Mantenga el material alejado de bebidas y alimentos.
7. En caso de accidente o contacto con los ojos, lavese inmediata y abundantemente con agua y acuda a un meédico.

B. Acuda a un médico de inmediato si ingiere material contaminado o si éste entra en contacto con heridas
abiertas u otras lesiones de la piel.

9. E! acido sulfurico puede producir guemaduras. EVITAR CONTACTO. Si se produce contacto con la piel, lavar
abundantemente con agua.

' io. Evitar el contacto del dcido éﬁlfdrico c'ibh"'c':uaquiéf' agerﬁe oxidante o metal.

11. No exponga el sustrato-TMB a luz fuerte.

iato los vertidos de material potencialmente infecciose con un papel absorbente y lave la zona
n un2xsolucion desinfectante antes de reanudar el trabajo.

12. Limpie de inm
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PRECAUCIONES ANALITICAS

1. Se pueden utilizar muestras de suero o plasma con EDTA, heparina, citrato sédico, Potasio-Oxalato o Citrato
Dextrosa acida (ACD). Antes de guardar las muestras, verifiqgue que se haya separado por centrifugacion los
coagulos o las células sanguineas.

2. No utilizar sangre total ni otros fluidos corporales.

3. Para obtener un rendimientc &ptimo del ensayo es necesaric un CUMPLIMIENTO ESTRICTO dei
procedimiento descrito en el presente Manual de Instrucciones. Cualguier modificacion del procedimiento
puede provocar resultados andmalos.

4. NO CAMBIE NI SUSTITUYA LOS REACTIVOS DE UN LOTE DEL KIT POR LOS DE OTRO. Los controles,
el conjugado y las microplacas estédn ajustados para un rendimignto 6ptimo. Use sélo los reactivos que se
suministran con el kit.

5. No dtilice los componentes del kit después de la fecha de caducidad que figura en las etiquetas.

6. Evite la contaminacion microbiana de los reactivos al abrirlos y al extraer partes alicuotas de los viales o
frascos originales, ya que ello reduciria de forma prematura el periodo de validez de los kits y daria lugar a
resultados errénecs. Al extraer partes alicuotas de los viales utilice técnicas asépticas, como pipetas o puntas
de pipeta desechables.

7. Para evitar la contaminacién cruzada, use una punta de pipeta nueva para cada alicuota que se extraiga de la
muestra y no toque el borde ni el fondo de las tiras, el borde de los pocillos ni el Ilqmdo de los mismos con los
dedos ni con las puntas de pipeta. : - :

8. Se aconseja lavar el material de vidrio que se vaya a utilizar para los reactivos con acido clorhidrico 2M y
aclararlo bien con agua destilada o desionizada antes de usarlo.

9. Para obtener mejores resultados, permita que todos los reactives y las muestras alcancen la temperatura
ambiente (25°C £ 3°C) antes de usarlos. Inmediatamente después del uso, vuélvalos a conservar entre 2-8°C.

10. Ulilice sélo agua destilada o desionizada de calidad reactivo para diluir los reactivos.

11. TODOS LOS REACTIVOS DEBEN MEZCLARSE BIEN ANTES DE SU USO.

12. LA SOLUCION DE TRABAJO DEL CONJUGADO DILUIDO DEBE ESTAR RECIEN PREPARADA,

13. No exponga los reactivos ni realice los andlisis en un area en la que exista un nivel elevado de vapores de
desinfectantes quimicos (p. ej., vapores de hipocioritc) durante las etapas de almacenamientc y de
incubacién, ya gue el contacto con los mismos inhibe la reaccion colorimétrica. Los reactivos tampoco deben
exponerse a la luz intensa.

14. Deje las microplacas en su bolsa de almacenamiento hasta el momento inmediatamente anterior a su uso.
Las tiras abiertas que no se hayan utilizado deben conservarse entre 2-8°C dentro de su bolsa de
almacenamiento y con el desecante suministrado.

15. Los controles del kit deben analizarse al mismo tiempo que las muestras clinicas en cada serie de analisis.

16. Debe evitarse tocar o salpicar el borde del pocillo con el conjugade. No "exprima” la micropipeta.

17. El use de muestras muy hemolizadas, sueros no totaimente coagulados, muestras de plasma con fibrina o
muestras con contaminacioén microbiana puede causar resultados errdneos.

18. No incube las placas en bafio de agua.

19. Durante la incubaciéna 37°C, es necesario evitar la evaporacion. Cubra las placas con las laminas adhesivas
ara tal fin.

ubacién.- -

- 20. Evite abriy y cerra repﬁtidamente fa puerta del incubador durante las etapas de iry
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21. Asegurese de que el fondo de la placa esté limpio y seco y gue ia superficie del liquido no presente burbujas
antes de leer la placa. Elimine todas las burbujas de! pocillo, por gjemplo mediante golpecitos suaves.

22. Asegurese de que el equipo automatizado haya sido validado antes de su uso.

23. Parz evitar la contaminacion por arrastre de muestras muy reaclivas a muestras no reactivas, es muy
recomendable realizar el mantenimiento sistematico del sistema de aspiracién y lavado.

Conservacion
1. Conserve e kit bioelisa HTLV-1+l1 5,0 y sus componentes entre 2-8°C cuando no se estén utilizando.

2. Todos los reactivos y tiras, si se conservan entre 2-8°C, son estables hasta la fecha de caducidad que figura
en el kit. No congele los reactives.

3. Cuando la soiucién de lavado concentrada (20x) se conserva entre 2-8°C pueden formarse cristales, que
deben disolverse por calentamiento a 37°C antes de su uso.

4. La estabilidad del kit una vez abierto es de 12 meses. Sin embargo, la fecha de expiracion del kit sera la que
se detalla en ia etiqueta de caja del reactivo.

5. Las tiras de microplacas abiertas o que no se hayan utilizado deben conservarse entre 2-8°C en una bolsa
cerrada y con el desecante suministrado.

Recoleccion de la muestra

Se pueden utilizar muestras de suero o plasma con EDTA, heparina, citrato sédico, Potasio-Oxalate o Citrato
Dextrosa acida (ACD). Antes de guardar las muestras, verifigue que se haya separado por centrifugacion los
coagulos o las células sanguineas. ' ) . ‘ . - 3

Es preferible el uso de muestras frescas. Se recomienda que el suero de los pacientes no se someta a ciclos
repetidos de congelacién y descongelacion antes del ensayo. Las muestras deben conservarse entre 2-8°C si el
analisis se va a llevar a cabo en los 7 dias posteriores a la extraccion, o congelarse a una temperatura de al
menos -20°C si el analisis se va a retrasar mds de 7 dias. Ademas, se puede utilizar azida sodica hasta 0,1% para
estabilizar las muestras de suero o plasma cuando se conservan entre 2-8°C.

Es preferible utilizar muestras transparentes y no hemolizadas. Las muestras lipémicas, ictéricas o contaminadas
{por particulas o bacterias) deben filtrarse (0,45 pm) o centrifugarse antes del ensayo.

El suero de los pacientes puede estar inactivado, pero no es un requisito indispensable para el rendimiento éptimo
del andlisis. No obstante, el efecto de ese tratamiento sobre los anticuerpos IgM no ha side determinado en su
totalidad. Si es necesario, inactivar de! modo siguiente:

1. Afloje las tapas de los recipientes con el suero.

2. Caliente el suero a 56°C durante 30 minutos al bafio Maria.
3. Deje enfriar el suero antes de volver a ajustar las tapas.

4, El suero puede conservarse congelado hasta el analisis.

Se recomienda que el suerc de los pacientes no se someta a actos repetidos de congelacion y descongelacion
antes del ensayo.

Material necesario no incluido

Papel absorbente desechable para el bance de trabajo y toallas de papel.

Recipientes o tubos de polipropileno.

Pipetas graduadas: 5 ml, 10 ml. WM |RARGENTINA 8, A,
Pipeta multicanal capaz de dispensar 50 ui, 100 ul y 200 pl. ARIA PRETES )

A TERNGA

Pipetas graduables capaces de dispensar 1 - 1000 pl. Vetng

Puntas de pipeta desechables.

Recipientes para reactivos (cubetas) con capacidad para 25 ml.
Agua destilada o desionizada de calidad reactivo.

Matraces: 500 ml, 1 litro.

0. Lavador de microplacas ELISA. Otra posibilidad consiste en realizar el lavado manualmente con un
pipeteador icanal capaz de dispensar volimenes de 0,3 ml y un dispositivo aspirador.
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Procesamiento automatico

Esta prueba permite su uso de modo automatico o semiautomatico en diferentes instrumentos. Es muy importante
validar cualquier sistema automatico para demostrar que los resultados obtenidos para las muestras son
eqguivalentes a los obtenidos empleandose el ensayo manual. Se recomienda que el usuario valide periddicamente
el instrumento. Si encuentra cualquier dificultad en la programacion y ajuste de los procesadores automaticos de
Biokit, por faver contacte con su distribuidor.

Preparacion de los reactivos
1. CONJUGADO DE TRABAJO

a. Preferiblemente debe estar recién preparado, el CONJUGADO DE TRABAJO podra ser utilizado
durante el dia de la preparacion.

b. Mezclar el conjugado y el diluyente, minuciosamente antes de su uso. NO CENTRIFUGAR el vial de conjugado.

c. Para preparar el conjugado de trabajo, diluya a 1:200 el conjugado con el diluyente suministrado en el kit;
por ejemplo, 10 pl de conjugado en 2,0 mi de diluyente.

d. Utilice Unicamente tubos o recipientes de polipropileno.

ATABLA DE PREPARACION DEL':CONJUGADO {1:200 factor.de dilucién} ] )
Numero de tests { Volumen de Conjugado (ul) | Volumen de diluyente (ml)
24 15,0 ' 3,0
48 25,0 50
72 30,0 6,0
8,0

96 40,0

2. SOLUCION DE LAVADO DILUIDA
a. LA SOLUCION DE LAVADO DILUIDA es estable durante 2 semanas a temperatura ambiente.

b. Diluya 1 volumen de la SOLUCION DE LAVADO CONCENTRADA con 19 volumenes de agua destilada (de
calidad reactivo}. Mezcle bien. Se necesitan aproximadamente 200 ml de tampon de lavado para lavar 1 placa.

PROCEDIMIENTO (Ver esquema del procedimiento)

IMPORTANTE: Los inmunoensayos de este tipo son termo-sensibles y tiempo-dependientes. El cumplimiento estricto
del procedimiento del ensayo garantiza un rendimiento 6ptimo del mismo. Cualquier modificacion del
procedimiento recomendado puede provocar resultados andmalos.

1. Atempere todos los componentes del kit y las muestras hasta alcanzar la temperatura ambiente.

2. Preparar el CONJUGADC DE TRABAJO como se describe en la PREPARACION DE LOS
REACTIVOS. ‘

3. Extraiga la microplaca de la bolsa de aluminio.
4. Agite suavemente la muestra y los viales de los controles antes de su uso.

5. Llene un recipiente para reactivos con el CONJUGADO DE TRABAJO. Mediante una pipeta 50l
multicanal, afiada 50 ul de CONJUGADO DE TRABAJO en todos los pocillos.

6. El pocillo A1 se reserva para "BLANCO". NO ANADA CONJUGADO DE TRABAJO EN ESE 50 pl
POCILLO. Vierta otros 50 pi de diluyente a ese pocillo.

7. Dispense 50 pl de cada muestra al pocillo asignado, empezando por el pocillo H1. Esto produce 50 ul
: una dilucion final de la muestra de 1:2. Mezclar aspirando arriba y abajo como minimo una vez. - - -
Repetir este paso con el resto de muestras hasta que todas estén dispensadas.

8. Afada 50 pyl de CONTROL NEGATIVO por pecillo en tres pocillos B1, C1 y D1. Mezclar 50 i
aspirando arriba y abajo como minimo una vez.

9. AnRada 50 NTROL POSITIVO por pocillo en tres pocillos E1, F1 y G1. Mezclar 50 i
aspiranc_igg riba y‘r:-zp 'o_ omolnji'nimo__una vez.
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bioelisa

Mezcle bien mediante golpecitos suaves en todos los laterales de la microplaca, asegurandose -
de mantener la placa horizontal en la mesa de trabajo. Cubra con cuidado la microplaca con
una de las laminas adhesivas suministradas para evitar la evaporacion durante la incubacion.

Incube durante 60 + 2 minutos a 37 £ 1°C. (No use bafo de agua para la incubacion). 60 min

Retire y deseche la lamina adhesiva y lave la microplaca con la SOLUCION DE LAVADO
DILUIDA siguiendo uno de los dos métodos recomendados:

A. Lavado automatico o semiautomatico de la microplaca: Lave seis (8) veces con al menos 300 pl por
300 pl por pocillo por lavado. pocillo por
lavado
B. Lavado manual de la microplaca: Aspire la totalidad del contenido de todos los pocillos
bajando la punta del aspirador lentamente hasta el fondo de cada pocillo. TENGA CUIDADO 300 pl por
DE NO ROZAR LA SUPERFICIE INTERIOR DEL POCILLO. Liene la placa completa con al pocillo
menos 300 pl por pocillo y a continuacién, aspire inmediatamente en el mismo orden. Repita
este ciclo seis (6) veces. : :

Invierta la microplaca y golpéela con firmeza sobre papel absorbente para secarla. El papel -
absorbente debe eliminar cualquier resto del tampén de lavado que quede en la placa, ya que ésto
puede inhibir la aparicién de color durante la incubacion del sustrato.

Liene un recipiente para reactivos con la SOLUCION SUSTRATO-TMB. Mediante una pipeta 100 wl

multicanal, dispense 100 ! de SOLUCION SUSTRATO-TMB en cada pocilio. Cubra la placa con
otra lamina adhesiva.

Incube durante 30 £+ 2 minutos en la oscuridad a 37 + 1°C. 30 min
Retire y deseche la ldamina adhesiva.

Utilizando una pipeta multicanal, parar la reaccién mediante la adicion de 50 pl de la SOLUCION 50
DE PARADA en cada pocilio. Mezcle bien mediante golpecitos suaves en todos los laterales de la

microplaca, asegurandose de mantener la placa horizontal en la mesa de trabajo.

Determine la abscrhancia de cada pocillo a 450 nm. Si se utiliza un instrumento con doble filtro, la
longitud de onda de referencia debe ser de 620 - 630 nm.

NOTA: La absorbancia debe leerse antes de que haya transcurrido una hora desde la adicién de la SOLUCION

DE PARADA.

Control de calidad

1.

" Control Positivo (CPx).

Asegurese que cada muestra y control se mezclan correctamente con el CONJUGADO DE TRABAJO,
pipeteande arriba y abajo como minimo una vez después de la adicion.

El cambio de color del CONJUGADO DE TRABAJO indica que el suero o plasma ha sido dispensado.

El BLANCO debe ensayarse por duplicado, mientras que el CONTROL NEGATIVO y el CONTROL POSITIVO
debe ensayarse por triplicado en cada placa con cada serie de muestras.

Los valores de absorbancia del blanco deben ser < 0,100.
Los valores de absorbancia del Contreol Negativo deben ser < 0,100 tras restar el valor del blanco.

Al menos dos deTes tres valores del Control Positivo deben tener una absorbancia =z 0,600 después de restar
los valores dil blancq. Cualquier valor fuera de este rango no debera utilizarse para calcular la media del

%
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Resultados
Cada microplaca debe considerarse por separado al calcular e interpretar los resultados del ensayo,
independientemente del nimero de placas que se hayan procesado a la vez.

LOS VALORES DE LA ABSORBANCIA MEDIA DEL BLANCO DEBEN RESTARSE DE TODOS LOS VALORES
DE ABSORBANCIA DE LA PLACA ANTES DE INTERPRETAR LOS RESULTADOS.

La presencia o ausencia de anticuerpos especificos frente a HTLV-I/Il se determina relacionando fa absorbancia
de las muestras con el VALOR UMBRAL (CCOV) de la placa.

El VALOR UMBRAL se calcula sumandose 0,250 a la absorbancia media del Control Negativo:
VALOR UMBRAL = 0,250 + CNx

Calcuto de resultados
1. Calculo de la absorbancia media del Control Negative (CNx).

Ejemplo:  N®del pocilio  Absorbancia

B1 0,020
C1 0,021
D1 0,022

Total 0,063
Media 0,063 / 3= 0,021 {CNx)
Los valores individuales del Control Negativo deben ser < 0,100.
Si uno de los valores del Control Negativo no cumple el criterio anterior, debe considerarse anémalo y excluirse.
La media del Control Negative (CNx) debe calcularse utilizando los restantes valores individuales de Control
Negativo. Todos los valores individuales del Control Negativo debe cumplir el criterio anterior; de lo contrario,
el ensayo no es valido y habra que repetirlo.

2. Cdlculo de la absorbancia media del Control Positivo {CPx).

Ejemplo.  N°del pocillo  Absorbancia

E1 1,221
F1 1,144
G1 1.298
Total 3,663

Media 3,663/ 3 = 1,221 (CPx)
Los valores individuales del Controt Positivo deben ser > 0,600.

Si uno de los valores del Control Positivo no cumple los dos criterios anteriores, debe considerarse anémalo y
excluirse. En ese caso, la media del Control Positivo {CPx) debe volver a calcularse utilizando los valores
individuales de los controles positivos restantes. Todos los valores individuales de los controles positivos restantes
deben cumplir el criterio anterior; de lo contrario, el ensayo no es vélido y habra que repetirie.

3. Célculo del VALOR UMBRAL.

VALOR UMBRAL = 0,250 + CNx
Ejemplo: CNx=0,029 VALOR UMBRAL = 0,250+ 0,021 =0,271 -~

Interpretacién de los resultados

1. Las muestras con valores de absorbancia menores que el VALOR UMBRAL se consideran no reactivas.

2. Las muestras con valores de absorbancia mayores o iguales al VALOR UMBRAL se consideran inicialmente
reactivas segun el criterio del bioelisa HTLV-+ll 5.0 y deberian volver a analizarse por duplicado antes de su
interpretacion.

© 3. Las muestras que resultan reactivas al repetir el analisis pueden interpretarse como muestras con reactividad

repetida Weﬁos frente a HTLV-I/IL : h T
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bioelisa

4. Las muestras gue son inicialmente reactivas y resultan no reactivas al repetir el andlisis se consideran negativas.
5. Las muestras con reactividad repetida en e! ensayc bicelisa HTLV-I+li 5.0 deben analizarse con métodos
adicionales mas especificos.

Caracteristicas funcionales

Sensibilidad

Se estudiaron 515 muestras positivas para HTLV-I/1l, 40 indeterminadas para HTLV y 11 positivas para HTLV-3/STLV-3
en tres centros, incluidos uno en el mismo centro y dos en Francia. Los resultados, que se resumen en la tabla 1
mostraron una tasa de deteccién del 100% para 515 muestras positivas para HTLV-l/Il confirmadas, y alrededor del
72,7% (8/11) para muestras positivas para HTLV-3/STLV-3 (equivalente en simios del HTLV-3).

Tabla 1; Indice de deteccion de anticuerpos contra HTLV-l y HTLV-1l en varios grupos de muestras de HTLV.

bioelisa HTLV-1+1l 5.0 Confirmadas positivas
Tipo de muestra N° de , - para anticuerpos
muestras Reactivas Negativas contra HTLV-IM *
HTLV-I 371 37 0 37
HTLVAI 134 134 0 134
HTLV-/I co-infeceién 8 6 0 6
HTLV seropositivas 4 4 0 4
HTLV indeterminadas 40 . 13 27 0
HTLV-3/STLV-3° 11 8 3¢ ND

* Todas las muestras positivas para HTLV-I/ll se han confirmado ¢con un ELISA alternativo, y la mayoria de las
muestras se han confirmado ademés con HTLV Blot 2.4 yfo PCR.

®Las 11 muestras son positivas por PCR. Seis de las muestras proceden de monos (STLV-3). Las otras
5 muestras corresponden a extracciones en serie de 2 individuos infectados por HTLV-3: Lobak18 (perfil
inclasificable en HTLV Blot 2.4) y Pyl43 {(analizado como indeterminado con MPD HTLV Blot 2.4).

¢ Estas 3 muestras son negativos limite procedentes de Pyl43, cuya carga proviral de HTLV-3 es muy baja segun
lo determinado por PCR.

Especificidad

Se analizé un total de 5.306 muestras correspondientes a muestras aleatorias de donantes de sangre {(n=5.001),
muestras clinicas (n=205) y muestras con capacidad de interferencia (n=100). Los resultados, gue se resumen en
la tabla 2, mostraron una especificidad diagnéstica del 99,82% (4.990/4.999) para los donantes de sangre
aleatorios, y del 100% para las muestras clinicas y las muestras con capacidad de interferencia.

Tabla 2; Especificidad diagnostica de bloelléa HTLV-I+l 5.0 en varios grupos de muestras.

bioelisa HTLV-+l 5.0 Confirmadas
Grupo de Muestras | Node NO Reactivas | RePetidamente | Falso Positivo *
Muestras reactivas
Donante de sangre 5001 4990 11 9 (0,18%)
Paciente hospitalizado 205 204 1 Y
Embarazo clinico 50 50 ] 0
HCV 10 10 t] 0
HIV 20 17 3 0
Hpyloih -~ = 0 " 10 e} 0
Rheumatoid Factor 10 10 0 0
Total 5306 5291 15 9 (0,18%)

® Todas las muestr
determinar las mugstras pi

tidamente reactivas se confirmaron posteriormente con MPD HTLV Blot 2.4 para
itivas o indeterminadas.
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Reproducibilidad
La precision de bioelisa HTLVI+ll 5.0 se evalud usando tres calibradores de suero, incluidos un Control Positivo
(CP), una muestra positiva para HTLV-!| y una muestra positiva para HTLV-II.

Inter-lote:; Se analizaron tres lotes de componentes para ELISA incluyendo 30 replicados por calibrador de suero
en 3 ocasiones. El coeficiente de variacién (CV) para los 3 calibradores en diferentes series mostro
una variacién que oscild entre el 6,5% y el 13,6% (Tabla 3).

Intra-lote: Se registrdé un total de 90 observaciones para evaluar la precisién entre series. Estas
observaciones representan 3 series para las cuales se utilizan 3 lotes de componentes para ELISA
con cada calibrador de suerc. El coeficiente de variacién para los 3 calibradores mostré una
variacion entre el 8 2% y el 15,7% (Tabla 3).

Precision Total: Se analizaron tres lotes de componentes para ELISA incluyendo 4 replicados por calibrador de suero
en cada ocasion. Esto se repitié 36 veces durante un periodo de tiempo de 40 dias por 4 operadores.
La precision general fue evaluada con 430 valores de datos normalizados (OD/COV) obtenidos con
3 calibradores de suero. El coeficiente de variacion es del 15,9%.

Tabla 3: Reproducibilidad bioelisa HTLV-1+11 5.0.

#1 30 5455 8.5

Control Positivo #2 30 5.890 9,0 9.5
#3 30 6.053 8,0
#1 30 5.380 6,5

HTLV-l Positivo #2 30 5.355 10,9 8,2
#3 30 5310 8,7
#1 30 10.530 9,1

HTLV-Il Positivo #2 30 8.073 13,6 15,7
#3 30 8.688 10,1

Limitaciones del procedimiento

Un resultado de reactividad repetida con bicelisa HTLV-I+li 5.0 indica presuncion de anticuerpos frente a HTLV-{/Il
en la muestra. Un resultado NO REACTIVO indica la probable ausencia de anticuerpos frente a HTLV-I/II detectables
en la muestra. Sin embargo, no existen datos suficientes para descartar la transmision de HTLV-I/l en muestras de
sangre en las que se ha determinado la no reactividad con bioelisa HTLVHI 6.0. Por lo tanto, un resultado
NEGATIVO no descarta la posibilidad de exposicion a HTLV-I/Il ni de infeccion por estos virus.

En un kit de ensayo de este tipo pueden sospecharse resultados falsamente reactivos. La proporcion de falsos
reactivos depende de la sensibilidad y la especificidad del kit de ensayo. En la mayoria de los ensayos de cribado,
cuanto mayor sea la prevalencia de anticuerpos frente al HTLV-I/Il en una poblacién menor sera la proporcién de
muestras falsamente reactivas.

Clausula de exencién de responsabilidad

La dnica garantia expresa que otorga el fabricante es que el kit de anélisis funcionard como ensayo diagnéstico
IN VITRO, de acuerdo con las especificaciones y limitaciones descritas en el manual de instrucciones del
producto, cuando se use de conformidad con las instrucciones citadas en el mismo. Ei fabricante rehisa cualguier
garantia, expresa ¢ implicita, incluida la garantia expresa o implicita relativa a la comercializacion, adecuacion
para el uso o0 supuesta utilidad para otros fines. El fabricante sélo se obliga a la sustitucion del producto o al
reembolso del precio de compra del mismo. E! fabricante no sera responsable ante el comprador ni ante terceros
de cualesquiera dafios, perjuicios o pérdidas econémicas provocados por la utilizacién o la aplicacién del producto.

" Problemas técnicos
En caso de problemas técnig6s &i desea presentar una reclamacion, proceda de la siguiente manera:

1. Anote el nimero de lote del kit ¥ su fecha de caducidad.
2. Conserve los kits y log resultadoy pbfenidos.
3. Poéngase en contacto §on su disiripdidor local.
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bioelisa: Guia de problemas

Problema Posibles causas Solucién
1. Controles fuera de 1a. Temperatura, incubacién Comprobar el procedimiento.
validacién. o pipeteo incorrecto. Repetir el ensayo.
1b. Preparacion incorrecta de  Comprobar ef procedimiento.
reactivos, error en las Repetir el ensayo.
diluciones. Reactivos no
mezclados
correctamente.

Contaminacidn cruzada
entre controles.

1c.

Pipetear cuidadosamente. No
intercambiar los tapones de
los viales. Repetir el ensayo.

1d. Filtro de lectura

incorrecto.

Comprobar que el filtro de
lectura sea de 450 nm. Si no
se usa filtro de referencia de
620 - 630 nm, fas
absorbancias aurmentan
aproximadamente

50 miliunidades.

Interferencia en el camino
optico.

1e.

Comprobar el lector. Limpiar ¢
secar el fondo de los pocillos.
Comprobar que no haya
burbujas de aire. Repetir fa
lectura.

1f. Se han utilizado No uiilizar componentes de
componentes de lotes lotes diferentes puesto que
diferentes. estan ajustados para cada
lote en particular.
1g. Reactivos caducados. Comprobar la caducidad del
kit y de sus componentes. No
utilizar un kit o reactivos
caducados.
2. Sin color o poco color al | 2a. Uno o mas reactivosno  Comprobar el procedimiento.
final del ensayo. afadides o afadidos en  Repetir el ensayo.
secuencia equivocada. i
2h. Conjugado inactivo: Comprobar si ha habido
conservacién incorrecta.  contaminacion. Repetir ef
ensayo.
2¢. Microplaca inactiva: Manfener siempre las tiras no
conservacién incorrecta.  utilizadas en fa bolsa bien
cerrada, con el desecante
] dentro. Repelir el ensayoc.
2d. Sustrato inactive: Usar contenedores

conservacién incorrecta,
el contenedor utilizado
afecta la estabilidad del
sustrato, contaminacion
cruzada con la solucién
de parada.

desechables o favados con
&cido o etanol y enjuagados
con agua desionizada.
Comprobar el procedimiento.
Repetir ef ensayo.
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bioelisa: Guia de problemas

Problema Posibles causas Solucién
3. Demasiado color en 3a. Sustrato contaminadou  Utilizar contenedores
todos los pocillos de la oxidado. desechables o lavados con
microplaca. &cido o etanol. Repetir ef
ensayo.
3b. Solucion de lavado (1x)  Comprobar la calidad def
contaminada. agua destilada/desionizada

utilizada para preparar la
dilucién. Repetir el ensayo.
3c. Lavado insuficiente o no  Comprobar ef lavador. Llenar
consistente: llenado © los pocillos hasta el tope y
aspiracion insuficiente o aspirar completamente.
no uniforme, nimero de  Incrementar el nimero de

ciclos de lavado ciclos de lavado y el tiempo

insuficiente. Lavador de remojo. Golpear fa placa

contaminado. invertida contra papel
absorbente. Repetlir ef
ensayo.

3d. Se ha dtitizado solucion  Utilizar sélo fa solucién de

de lavado de otro lavado de biokit.

fabricante.

4. Reproducibilidad pobre o | 4a. Problemas de lavado. Ver apartados 3¢, 3d, 3e.
elevado nimero de 4b. Pipetas mal calibradas ¢ Ufilizar pipetas calibradas con
muestras reactivas que puntas mal encajadas. puntas bien ajustadas.
no se repiten. Técnica de pipetec Pipetear cuidadosamente sin

incorrecta. burbujas ni salpicaduras.

Repetir el ensayo.

4c. Reactivos y muestrano a Afemperar muestras y
temperatura ambiente 0 reactivos y mezcfarios bien
no correctamente antes de utilizaros.
mezclados antes de usar.

4d. Corrientes de aire sobre  Mantener la microplaca
la microplaca durante las  protegida de fas corrientes de
incubaciones. aire.

4e. Demasiade tiempo enla  Desarrollar una técnica
adicion de muestras y/o  uniforme y consistente.
reactivos. Inconsistencia
en ios intervalos de
tiempo. Burbujas de aire.

4f. Interferencia en el camino Ver Te.
optico.
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CERTIFICADO DE AUTORIZACION DE VENTA

DE PRODUCTOS PARA DIAGNOSTICO DE USO IN VITRO

Expediente n©:1-47-17539/13-8
Se autoriza a la firma WM ARGENTINA S.A. a comercializar el Producto para
Diagnéstico de uso “in vitro” denominado BIOELISA HTLV-I+II 5.0 /
ENZIMOINMUNOENSAYO SEMI-CUANTITATIVO PARA LA DETECCION DE
ANTICUERPOS FRENTE A LOS VIRUS HTLV-I Y HTLV-II EN SUERO O PLASMA, en
envases conteniendo microplaca (MCPL: 2), Conjugado (CONJ) 200X: 160ul),
Diluyente del Conjugado (DIL CONJ: SOmi), Soluciéon de lavado concentrada
(WASH SOLN 20X: 120ml), Sustrato-TMB (SUBS TMB: 25ml), Control Positivo
(CONTROL +: 1,8ml), Control Negativo (CONTROL -: 1,8ml), Solucién de parada
(H,SO4 2M: 30ml), para 192 determinaciones.Se le asigna la categoria: Venta a
laboratorios de Andlisis clinicos por hallarse comprendido en las condiciones
establecidas en la Ley 16.463, y Resolucion M.S. y A.S. N® 145/98. Lugar de
elaboracion: BIOKIT S.A., CAN MALE S/N, LLICA D'AMUNT 08186, BARCELONA
(ESPARA). Periodo de vida util: 22 (VEINTIDOS) meses desde la fecha de
elaboracion conservado entre 2 y 8 9C. En las etiquetas de los envases,
anuncios y Manual de instrucciones debera constar PRODUCTO PARA

DIAGNOSTICO DE USO "IN VITRO” USO PROFESIONAL EXCLUSIVO AUTORIZADO
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