|
g

Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
2020 - Afo del General Manuel Belgrano

Disposicion
NUmero: DI-2020-6556-APN-ANMAT#MS

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Viernes 28 de Agosto de 2020

Referencia: 1-47-3110-6780/17-7

VISTO € expediente N° 1-47-3110-6780/17-7 del Registro de la Administracion Nacional de Medicamentos
Alimentosy TecnologiaMedicay,

CONSIDERANDCO:

Que por los presentes actuados la firma BIODIAGNOSTICO S.A. solicita autorizacion para la venta a
laboratorios de andlisis clinicos del Productos para diagndstico de uso “in vitro” denominado: M P Diagnostics
HIV BLOT 2.2.

Que afojas 85 consta e informe técnico producido por € Servicio de Productos para Diagnostico que establece
gue los productos redinen las condiciones de aptitud requeridas para su autorizacion.

Que € Ingtituto Nacional de Productos Médicos ha tomado laintervencidn de su competencia.

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

Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por el Decreto N° 1490/92 y sus modificatorios.

Por dllo;
EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACION NACIONAL DE

MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA



DISPONE:

ARTICULO 1°.- Autorizase la inscripcion en el Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnologia
Médica (RPPTM) de la Administracién Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT)
del producto médico para diagndéstico de uso in vitro denominado: M P Diagnostics HIV BLOT 2.2, de acuerdo
con lo solicitado por la firma BIODIAGNOSTICO S.A., con los Datos Caracteristicos que figuran a pie de la
presente.

ARTICULO 2°.- Autoricense los textos de los proyectos de rétulos y Manual de Instrucciones que obran en €l
documento N° |F-2020-17491404-APN-INPM#ANMAT.

ARTICULO 3°- En los rétulos e instrucciones de uso autorizados deberé figurar la leyenda “ Autorizado por la
ANMAT PM 1201-245", con exclusion de toda otra leyenda no contemplada en la normativa vigente.

ARTICULO 4°.- Extiéndase € Certificado de Autorizacion e Inscripcion en e RPPTM con los datos
caracteristicos mencionados en esta disposicion.

ARTICULO 5°.- Registrese. Inscribase en € Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnologia
Meédica al nuevo producto. Por el Departamento de Mesa de Entrada, notifiquese a interesado, haciéndole entrega
de la presente Disposicién, conjuntamente con rétulos e instrucciones de uso autorizados y el Certificado
mencionado en el articulo 4°. Girese a la Direccion de Gestion de Informacion Técnica a los fines de
confeccionar €l legajo correspondiente. Cumplido, archivese.

DATOS IDENTIFICATORIOS CARACTERISTICOS
NOMBRE COMERCIAL: MP DiagnosticsHIV BLOT 2.2

INDICACION DE USO: ENSAYO DE TRANSFERENCIA WESTERN PARA LA DETECCION
CUALITATIVA DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS FRENTE A LOS VIRUS TIPO 1 y 2 DE
INMUNODEFICIENCIA HUMANA (VIH ¥2) EN MUESTRAS DE SUERO O PLASMA.

FORMA DE PRESENTACION: Envases por 18 0 36 determinaciones, conteniendo: tiras de nitrocelulosa (18
0 36 unidades), control no reactivo (1 vial x 80 |), control reactivo fuerte (1 vial x 80 |), control reactivo débil (1
via x 80 |), tampdn de blotting concentrado 10x (1 vial x 20 ml), tampdn de lavado concentrado 20x (1 vial x 70
ml), conjugado (1 via x 160 |), sustrato (1 via x 100 ml), polvo de blotting ( 10 unidades x 1g), bandegja de
incubacién de 9 pocillos (2 0 4 bandejas), pinzas.

PERIODO DE VIDA UTIL Y CONDICIONES DE CONSERVACION: 24 (VEINTICUATRO) meses, desde
lafecha de elaboracion conservado entre 2y 8 °C.

NOMBRE Y DIRECCION DEL FABRICANTE: MP Biomedicals. Asia Pacific Pte. Ltd. 2 Pioneer Place,
627885. (SINGAPUR).
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PROYECTO MANUAL DE INSTRUCCIONES

=.

Diagnostics

HIV BLOT 2.2

ENSAYO DE TRANSFERENCIA

WESTERN PARA VIH
Instrucciones de Us

C€ [vD]

Nota: Cambios resaltados.

EF (kit de 18 analisis): 11030-018
(kit de 36 analisis): 11030-036
[ NOMBRE Y USO PREVISTO |

El ensayo HIV BLOT 2.2 de MP Diagnostics (MPD) es un
enzimoinmunoensayo cualitativo para la deteccion in vitro de
anticuerpos frente a los virus de la inmunodeficiencia humana
tipo 1 (VIH-1) y tipo 2 (VIH-2) en suero o plasma humanos. Su
uso previsto es como andlisis complementario mas especifico
para muestras de suero o plasma humanos que presentan
reactividad repetida utilizando procedimientos de deteccién
selectiva como el ensayo de inmunoabsorcion ligada a enzimas
(ELISA).

[ INTRODUCCION

Existe actualmente una amplia disponibilidad de analisis de
deteccion selectiva para determinar la presencia de anticuerpos
frente al VIH-1 y VIH-2, los agentes causales del sindrome de
@ unodeficiencia adquirida (SIDA). Dichos analisis pueden ser

y sensibles, pero existe la posibilidad de que sean menos
especificos, con lo que pueden dar lugar a falsos positivos.
Ello explica la necesidad de disponer de andlisis
complementarios independientes de elevada especificidad para
confirmar la presencia de anticuerpos frente al VIH-1, el VIH-2
0 ambos.

Los kits HIV BLOT 2.2 de MP Diagnostics se disefiaron como
analisis complementario mas especifico para muestras de
suero o plasma humanos que presentan reactividad repetida
utilizando el ensayo ELISA. Los antigenos viricos especificos
separados del VIH-1, que se adhieren a las tiras mediante
procedimientos de electroforesis y electrotransferencia, se
combinan en la misma tira con un péptido sintético especifico
del VIH-2, lo cual permite delimitar con mayor exactitud las
respuestas de anticuerpos ante proteinas viricas especificas.
Cada tira incluye también un control internc de adicién de
muestras para reducir al minimo el riesgo de falsos negativos
debidos a errores operativos y para garantizar la adicién de las
muestras.

' DESCRIPCION DE LOS SIMBOLOS

A continuacidn figuran los signos graficos que agm}qeﬁ;gﬁ i
los envases y productos de MP Diagnostics, y qdérskﬁ}j_lg'sv”’
que se incluyen con mas frecuencia en los dispositivos médicos
y sus envases. Se explican con mayor detalle en la Norma
europea EN 980:2008 y la Norma Internacional 1SO 15223-
1:2007.

g Fecha de caducidad Producto sanitario

Sindnimos: para diagnostico in
Usar antes de vitro
Cadigo de lote
Sinonimos:
_ Numero de lote
Numero de serie REF ‘
referencia
Limite de Nt'm}'e_re para
temperatura pedido
& Precaucion
“ Fabacants Representante
autorizado en la
Contenido suficiente E Comunidad
para <n> ensayos Europea
® No reutilizar Corfsultg las
instrucciones de
uso
-CONT Indice = T —
- F 4 Nocivofirritante
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PRINCIPIOS QUIMICOS Y BIOLOGICOS DEL
| PROCEDIMIENTO

Mediante transferencia por electroforesis se adhieren a las tiras
de nitrocelulosa proteinas antigénicas ligadas separadas de
VIH-1 inactivado y parcialmente purificado, mas un péptido
sintético especifico del VIH-2. Las tiras de nitrocelulosa
individuales se incuban con suero o plasma diluidos y controles.
Si la muestra contiene anticuerpos especificos frente al VIH-1
y VIH-2, dichos anticuerpos se uniran a las proteinas del VIH-
1y al péptido del VIH-2 de las tiras. A continuacion se lavan las
tiras para eliminar los productos no ligados. Los anticuerpos
que se unen especificamente a las proteinas del VIH se pueden
visualizar mediante una serie de reacciones con anticuerpos
de cabra anti-lgG humana conjugados con fosfatasa alcalina y
el sustrato BCIP/NBT. La sensibilidad de este método permite
detectar en el suero o el plasma cantidades infimas de
anticuerpos especificos frente al VIH.

COMPONENTES DEL KIT ]
Descripcion del componente Cantidad

suministrada

TIRAS DE Disponible

NITROCELULOSA en 180636

Con lisado de VIH-1, péptido tiras

especifico de la envoltura del
VIH-2 y una banda de control
para la adicién de suero.
Manténgalas secas y alejadas
de !a luz.
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PROYECTO MANUAL DE INSTRUCCIONES @ .

[controL]—]  CONTROL NO REACTIVO 1 vial
Suero humano normal (80 )
inactivado, no reactivo para el
antigeno de superficie de la
hepatitis B (HBsAg) y sin
anticuerpos frente al VIH-1/2
y VHC. Contiene azida sédica

>

y timerosal como

conservantes.
CONTROL CONTROL REACTIVO 1 vial
A FUERTE (80 ul)

Suero humanao inactivado con
una concentracidn elevada de
anticuerpos frente al VIH-1 y
VIH-2, no reactiva para el
HBsAg y sin anticuerpos frente
al VHC. Contiene azida sédica
¥ timerosal como
conservantes.

CONTROL REACTIVO 1 vial
DEBIL (80 il
Suero humano inactivado con

una concentracion baja de

anticuerpos frente al VIH-1
EXCLUSIVAMENTE, no

reactivo para el HBsAg y sin

anticuerpos frente al VIH-2 y

el VHC. Contiene azida sodica

y timerosal como

conservantes.

.EE
i

sur[stock[ix] TAMPON DE BLOTTING 1 frasco
CONCENTRADO (10x) (20 ml)
Tampén Tris con suero de

cabra normal termoinactivado.

Contiene timerosal como

conservante.

TAMPON DE LAVADO 1 frasco
CONCENTRADO (20x) (70 ml)
Tris con Tween-20. Contiene
timerosal como conservante.

CONJUGADO 1 vial
Anticuerpo de cabra anti-lgG (160 pi)
humana conjugade con

fosfatasa alcalina. Contiene

azida sodica camo

conservante.

SUSTRATO 1 frasco
Solucién de 5-bromo-4-cloro- (100 ml)
3-indolil fosfato (BCIP) y
nitroazul de tetrazolio (NBT).

100 ]

rowoer[acorrve]  POLVO DE BLOTTING
Leche desnatada

10 paquetes
(1 g cada uno)

Bandeja de incubacion 2 6 4 bandejas

de 9 pocillos
Fn's&gjcciones_ de Uso 1 copia
Pinzas 1 par

Nota: se suministra un volumen de reactivos suficiente para 4
series de analisis.

| ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES ([

1. Para uso diagnéstico in vifro unicamente.

2. Para uso exclusivo por profesionales. 2

R < P

3. Consulte el prospecto del producto para obtenet=

informacion sobre los componentes potencialmente
peligrosos.

INFORMACION SANITARI EGURIDAD
i'i PRECAUCIONES: Este kit contiene productos de

origen humano. Ningln método de analisis permite
ofrecer una garantia absoluta de que los
hemoderivados humanos no transmitan una
infeccién.

MANIPULE LAS MUESTRAS, LOS CONTROLES
REACTIVOS FUERTES Y DEBILES Y LOS CONTROLES NO
REACTIVOS COMO S| 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 reactivo fuerte, el control reactivo débil y el
control no reactivo contienen timerosal y azida sédica; el
tampén de blotting concentrado y el tampoén de.lavado
concentrado contienen timerosal; el conjugado contiene azida
sodica. La azida sddica 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
pequenas, los materiales que contienen azida deben eliminarse
con volumenes relativamente grandes de agua para evitar la
acumulacion de azidas metalicas en las tuberias. A continuacion
figuran las frases relativas a los riesgos (R) correspondientes.

R22 Nocivo por ingestién.

El sustrato contiene 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato y nitroazul
de tetrazolio, clasificados como nocivos (Xn) por las directivas
de la Comunidad Econémica Europea (CEE) que son de
aplicacién. A continuacién figuran las frases relativas a los
riesgos (R) correspondientes.

R20/21/22 Nocivo por inhalacién, por ingestion y en contacto
con la piel.

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 tiras de nitrocelulosa, el
reactivo, los controles reactivos fuerte y débil y los
controles no reactivos como si fueran potencialmente
infecciosos. )

4. Use bhata 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.

Mantenga el material alejado de bebidas y alimentos.

En caso de accidente o contacto con los ojos, lavese

inmediata y abundantemente con agua y aclidase a un

medico.

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

PP
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PROYECTO MANUAL DE INSTRUCCiONES

9. Limpie de inmediato los vertidos de material
potencialmente peligroso con un papel absorbente y lave
la zona contaminada con una solucidén de hipoclorito
sadico al 1% antes de reanudar el trabajo. El hipoclorito
sadico no debe utilizarse para vertidos que contengan
acido, a menos que se seque la zona previamente con un
papel absorbente. Para su eliminacién, el material utilizado
(incluidos los guantes desechables) debe tratarse como
material potencialmente biopeligroso. No utilice el
autoclave para el material que contenga hipoclorito sédico.

10. Esterilice en autoclave todos los materiales usados y
contaminados a 121 °C y 15 psi durante 30 minutos antes
de desecharlos. Otra opcion consiste en descontaminar
los materiales con una solucién de hipoclorito sédico al
5% durante 30-60 minutos antes de desecharlos en una
bolsa para residuos biopeligrosos.

11. Descontamine todos los productos quimicos y reactivos
usados afadiéndoles un volumen de hipoclorito sédico
suficiente como para conseguir una concentracion final
de al menos el 1%. Déjelos en reposo durante 30 minutos
para lograr una descontaminacion eficaz.

12. No recomendamos la reutilizaciéon de las bandejas de
incubacion.

P AUCIONES ANALITICA

1.7 Para obtener un rendimiento dptimo del ensayo es

necesario un CUMPLIMIENTO ESTRICTO del
procedimiento descrito en el presente Instrucciones de
Uso. Cualquier modificacion del procedimiento puede
provocar resultados anémalos.

2. NO CAMBIE NI SUSTITUYA LOS REACTIVOS DE UN
LOTE DEL KIT POR LOS DE OTRO. Los controles, el
conjugado y las tiras de Western blot estan ajustados para
un funcionamiento éptimo. Use sélo los reactivos que se
suministran con el kit.

3. No utilice los componentes del kit después de la fecha de
caducidad que figura en la caja.

4. 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
erroneos. Al extraer partes alicuotas de los viales utilice
técnicas asépticas, como pipetas o puntas de pipeta
desechables.

5. Los controles del kit deben analizarse al mismo tiempo
que las muestras clinicas en cada serie de analisis.
Para evitar la contaminacion cruzada, use una punta de
pipeta nueva para cada alicuota de la muestra.

7. Para obtener resultados 6ptimos, dispense todos los
reactivos mientras todavia estén frios y vuélvalos a
guardar a 2 °C - 8 °C lo antes posible.

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

9. Utilice sélo agua destilada o desionizada de calidad
reactivo para diluir los reactivos.

10. Todos los reactivos deben mezclarse bien antes de su
uso.

11. Lasolucion del conjugado de trabajo, el tampdn de lavado
diluido y el tampdn de transferencia deben estar recién
preparados.

12. La solucion del conjugado de trabajo debe prepararse en
un recipiente o vaso de precipitado de polipropileno.

No exponga los reactivos ni realice el anélisis
en la que exista un nivel elevado de vapxoaia de!

desinfectantes quimicos (p. ej., vapores de hnp@émﬂtoj_/

durante las etapas de almacenamiento y de mcubacm
el contacto inhibe la reaccién de color. Los reactivos
tampoco deben exponerse a la luz intensa.

14. Es preferible efectuar el ensayo a temperatura ambiente
(25 °C £ 3 °C).

15. Aseglrese de colocar las tiras con los ndmeros hacia
arriba.

16. En los ensayos de Western blot es importante utnllzar un
agitador con plato basculante; el uso de un agitador
rotativo podria poner en peligro el rendimiento del kit. La
velocidad de agitacién y el angule de inclinacién
recomendados son, respectivamente, de 12 a 16 ciclos
por minuto y de 5 a 10 grados.steps. Contact inhibits col-
our reaction. Also do not expose reagents to strong light.

17. Si se utiliza equipo automatizado, debe verificarse que
haya sido validado antes de su uso.

18. Asegurese de anadir las muestras sin que toquen la tira.
Para ello, puede inclinar la bandeja y afiadir la muestra
en la parte baja donde se acumula el tampén. De este
modo se evitara la formacién de puntos negros debidos a
la adicién de muestra a la tira.

19. No utilice congeladores con funcién de descongelacion
automatica para conservar los reactivos y las muestras.

20. No recomendamos la utilizaciéon de muestras diluidas o
liofilizadas, ya que pueden producir falsos resultados. Si
forman parte o constituyen la totalidad de un panel de
control de calidad, deberan estar validadas.

| CONSERVACION

1. Conserve el kit HIV BLOT 2.2 de MPD y sus componentes
a 2°C - 8 °C cuando no se estén utilizando.

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

A. Tiras de antigenos
« Evite las exposiciones innecesarias de las tiras de
antigenos a la luz.

B. Reactivos
« Conserve los reactivos en sus viales o frascos originales,
que deben permanecer tapados.
» Dispense todos los reactivos cuando aun estén frios y
vuélvalos a guardar a 2 °C - 8 °C lo antes posible.
» Cuando el sustrato se conserva a 2 °C - 8 °C puede
precipitar, sin que ello afecte al funcionamiento del kit.
Pr idn: Evite las exposiciones innecesarias
del sustrato a la luz.

| RECOGIDA, TRANSPORTE Y CONSERVACION DE LAS |
MUESTRAS |

Se pueden utilizar muestras de suero o plasma con EDTA,
heparina o citrato sodico. Antes de guardar las muestras,
verifique que se hayan separado por centrifugacion los ceagulos
o las células sanguineas.

Las muestras deben conservarse a 2 °C - 8 °C si el andlisis se
va a llevar a cabo en los 7 dias posteriores a la extraccién, o
congelarse a una temperatura de al menos -20 °C si el analisis
se va a retrasar mas de 7 dias. Es preferible utilizar muestras
transparentes y no hemolizadas. Las muestras lipémicas,
ictéricas o contaminadas (por particulas) deben filtrarse
(0,45 um) o centrifugarse antes’del analisis.
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PROYECTO MANUAL DE INSTRUCCIONES

Las muestras pueden estar inactivadas, pero esto no es un
requfszto para el rendimiento 6ptimo del analtsus

Para Etavar acabo la mactwacmn proceda como se explica a

continuacion:

1. Afloje Ia tapa del rec:piente que contiene la muestra.

2. Desactive la muestra calentandola a 56 °C durante 30
minutos al bafio Marfa.

3. Deje enfr;ar la muestra antes de volver a ajustar la tapa.
4. Lamuestra puede consewarse congelada hasta el analisis.

Se reeom:enda no.someter _Ia', esfra a ciclos repettdos de
congelacion y descongelacion. .

MATERIAL ADICIONAL NECESARIO NO
SUMINISTRADO

+ Agua destilada o desionizada.

« Guantes desechables.

+ Plataforma basculante (con velocidad de balanceo de
12 - 16 oscilaciones por minuto e inclinacion de 5° - 10°
para lavar las membranas uniformemente).

» Pipetas y puntas del volumen adecuado.

- Aspirador con depésito de hipoclorito sédico.

Bafio Maria de 56 °C (optativo).
.—Iipaclorito sédico para la descontaminagcion.

| PREPARACION DE LOS REACTIVOS

1. TAMPON DE LAVADO DILUIDO
(a) EITAMPON DE LAVADO DILUIDO debe estar recién
preparado.
(b) Diluya 1 volumen de TAMPON DE LAVADO
CONCENTRADO (20X) con 19 volimenes de agua de
calidad reactivo. Mezcle bien.

2. TAMPON DE BLOTTING DE TRABAJO

(a) El TAMPON BLOTTING DE TRABAJO debe estar
recién preparado.

(b) Diluya 1 volumen de TAMPON BLOTTING
CONCENTRADO (10X) con 9 volimenes de agua de
calidad reactivo. Mezcle bien.

(c) Anada 1 g de POLVO DE BLOTTING por cada 20 m|
del TAMPON DE BLOTTING diluido preparado en la
etapa anterior (2 b). Revuelva hasta que el polvo se
disuelva por completo.

(d) Revuelva de nuevo antes de dispensar la mezcla.

3. SOLUCION DEL CONJUGADO DE TRABAJO

Nota: prepare la solucién en un recipiente o vaso de
precipitado de polipropileno.

(a) LA SOLUCION DEL CONJUGADO DE TRABAJO
debe estar recién preparada.

(b) PROCEDIMIENTO ENSAYO RAPIDO: Prepare la

:SOLUCEC)N DEL CONJUGADO DE TRABAJO

dsluyendta_ GONJUGADO en TAMPON DE BLOTT!NG

10 il de CONJUGADO en 5 ml de TAMPON DE
BLOTTING DE TRABAJO.

(c) PROCEDIMIENTO ENSAYO NOCT HRNO Prepare la

SOLUCION DEL CONJUGADO DE THABMO

- DE TRABAJO en proporcion de 1 1000 :p-ej., 5ulde

- CONJUGADOen5ml deTAMF’ON DEB TTING DE

TRABAJO.

4, SOLUCION SUSTRATO (lista para su uso)
(a) Dispense el volumen necesario directamente del
frasco.
Use una pipeta limpia. Cierre bien el frasco después
de usarlo.

CANTIDADES DE REACTIVOS NECESA| AB
PARA DIVERSOS NU&!EROS DE TEH

'-'Fleactfvos

ﬁ' de‘rrahap (mr)

. C.‘nrgugadn (I»li) . .:.;_ 119@, 146
Ensayo Répido _ o
Conjugado (), 57
Ll e
Solucion Sustrato () | iB0

[ PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO: ENSAYO RAPIDO

Notas: a) Los usuarios pueden utilizar el andlisis rapido o de
noche para funcicnar las pruebas. Las vendas del
VIH son convertidas y mas vendas pueden aparecer
con el analisis de noche, pero el funcionamiento total
de los dos andlisis es igual.

b) Aspire todos los productos quimicos y reactivos
utilizados con un aspirador provisto de depdsito con
hipoclorito sodico.

¢) Todas las incubaciones deben efectuarse en una
plataforma basculante.

Precaucion:

Algunas muestras pueden causar manchas oscuras en el punto
de la tira en el que se afnadieron. Para evitar este problema,
proceda de la forma siguiente:

i. Anada siempre la muestra después de haber dispensado
el TAMPON BLOTTING DE TRABAJO.

ii. Incline ligeramente la bandeja elevando su extremo superior
o su fondo. El tampdn de transferencia se desplazara hacia
la zona mas baja de la bandeja. Ahada la muestra en la
zona en la que se haya acumulado el tampén de
transferencia. Cuando haya dispensado todas las muestras,
devuelva la bandeja a su posicién plana inicial. Aseglrese
siempre de que las tiras se mantengan himedas durante
el proceso.

iii. Otra opcion, si no desea inclinar la bandeja, es dispensar
las muestras en el extremo superior o en el fondo del pocillo.
De esta forma, si aparecen manchas oscuras, la lectura
de los resultados de la tira no se vera afectada.

Procedimiento:

1. Anada 2 ml de TAMPON DE LAVADO 2ml
DILUIDO a cada pocillo.

2. Utilizando unas pinzas, extraiga con
cuidado del tubo la cantidad de TIRAS
necesaria y cologue cada tira en su pocillo
con el nimero hacia arriba. Incluya tiras
para los controles reactivo fuerte, reactivo
débil y no reactivo.

3. Incube las tiras durante 1 ¢ 2 minutos a
temperatura ambiente (25 + 3 °C) en un
plato basculante (velocidad 12-16 ciclos
por minuto). Extraiga el tampén por
aspiracion.

(Nota: No permita que las tiras sequen
falta puede dar lugar a marcas acupsas
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14.

15.

Anada 20 pl de suero de los pacientes o
de controles, segun corresponda, en cada
uno de los pocillos. Debe tomar
precauciones para evitar afadir las
muestras directamente en las tiras.
Cubra la bandeja con la tapa suministrada
e incube durante 1 hora a temperatura
ambiente (25 + 3 °C) en la plataforma
basculante.

Destape la bandeja con cuidado para
evitar salpicaduras y el mezclado de las
muestras. Incline la bandeja para aspirar
la mezcla de los pocillos. Cambie las
puntas del aspirador entre muestras para
evitar la contaminacion cruzada.

Lave 3 veces cada tira con 2 ml de
TAMPON DE LAVADO DILUIDO, dejando
que se empapen durante 5 minutos en la
plataforma basculante entre los lavados.to
ensure specimens are not added directly
on the strips. )

Afiada 2 ml de SOLUCION DEL
CONJUGADO DE TRABAJO a cada
pocillo.

. Cubra la bandeja e incube durante 1 hora

a temperatura ambiente (25 +3°C)enla
plataforma basculante.

. Aspire el CONJUGADO de los pocillos.

Lave como en el paso 8.

. Afiada 2 ml de SOLUCION SUSTRATO

a cada pocillo.

. Cubra la bandeja e incube durante

15 minutos en la plataforma basculante.
(Nota: La reaccion se puede parar antes
de 15 minutos si todas las vendas son
visibles.)

Aspire el SUSTRATQ y aclare las tiras un
minimo de tres veces con agua de calidad
reactivo para detener la reaccion (el
lavado insuficiente durante esta etapa
puede provocar la aparicion de un fondo
oscuro).

Utilizando unas pinzas, coloque las tiras
con suavidad sobre pafios de papel.
Culbralas con los pafios de papel y
séquelas. Otra posibilidad es dejar que
las tiras se sequen en los pocillos de la
bandeja.

Coloque las tiras en una hoja de trabajo
(papel blanco no absorbente). No aplique
cinta adhesiva sobre las bandas
reveladas. Observe las bandas (véase
Interpretacion de los resultados) y
califique los resultados. Para el
almacenamiento, mantenga las tiras en
la oscuridad.

20 ul

60 minutos

Ix2ml

2ml

60 minutos

3x2ml
2mi

15 minutos

3x2mi

PROCEDIMIENTO ALTERNATIVO: ENSAYO NOCTURNO |

Procedimiento:

1.

2,

Afada 2 ml de TAMPON DE LAVADO
DILUIDO a cada paocillo.

Utilizando unas pinzas, extraiga con
cuidado del tubo la cantidad de TIRAS
necesaria y coloque cada tira en su pocillo
con el nimero hacia arriba. Incluya tiras
para los controles reactivo fuerte, reactivo
débil y no reactivo.

Incube las tiras durante 1 6 2 minutos a
temperatura ambiente (25 £ 3 °C) en un
plato basculante (velocidad 12-16 ciclos

2mi

2 minutos

10.

11,

12.

13.

14.

15.

16.

PROYECTO MANUAL DE INSTRUCCIONES

por minuto). Extraiga el tampon por
aspiracion.

(Nota: No permita que las tiras sequen
falta puede dar lugar a marcas acuosas
en las tiras desarrolladas para algunos
especimenes.) ]

Afada 2 ml de TAMPON BLOTTING DE
TRABAJO a cada pocillo.

Anada 20 ul de suero de los pacientes o
de controles, segun corresponda, en cada
uno de los pocillos.

Cubra la bandeja con la tapa suministrada
e incube durante toda la noche (16 - 20
horas) a temperatura ambiente (25 +3 °C)
en la plataforma basculante.

Destape la bandeja con cuidado para
evitar salpicaduras y el mezclado de las
muestras. Incline la bandeja para aspirar
la mezcla de los pocillos. Cambie las
puntas del aspirador entre muestras para
gvitar la contaminacion cruzada.

Lave 3 veces cada tira con 2 ml de
TAMPON DE LAVADO DILUIDO, dejando
que se empapen durante 5 minutos en la
plataforma basculante entre los lavados.
Anada 2 ml de SOLUCION DEL
CONJUGADO DE TRABAJO a cada
pocillo.

Cubra la bandeja e incube durante
30 minutos a temperatura ambiente
(25 £ 3 °C) en la plataforma basculante.
Aspire el CONJUGADO de los pocillos.
Lave como en el paso 8.

Afada 2 ml de SOLUCION SUSTRATO
a cada pocillo.

Cubra la bandeja e incube durante
15 minutos en la plataforma basculante.
(Nota: La reaccién se puede parar antes
de 15 minutos si todas las vendas son
visibles.)

Aspire el SUSTRATO y aclare las tiras un
minimo de tres veces con agua de calidad
reactivo para detener la reaccion (el
lavado insuficiente durante esta etapa
puede provocar la aparicién de un fondo
0scura).

Utilizando unas pinzas, coloque las tiras
con suavidad sobre pafos de papel.
Cubralas con los pafos de papel y
séquelas. Otra posibilidad es dejar que
las tiras se sequen en los pocillos de la
bandeja.

Cologue las tiras en una hoja de trabajo
(papel blanco no absorbente). No aplique
cinta adhesiva sobre las bandas
reveladas. Observe las bandas (véase
Interpretacion de los resultados) y
califique los resultados. Para el
almacenamiento, mantenga las tiras en
la oscuridad.

20 pl

todala
noche

3x2ml

2ml
30 minutos

3x2ml
2ml

15 minutos

3x2ml

RESUMEN DE LOS PROTOCOLOS DE ENSAYO

Reactivos

Cant. | Temp. amb.

Ensayo rapido

Temp. amb.
Ensayo nocturno

Tira de
nitrocelulosa

T

1 -

Tampén de
lavado

2ml 1-2 min

/

1-2 min

Tampdn blgtti Ve 7 |- -
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PROYECTO MANUAL DE INSTRUCCIONES

Muestra 20 pl 60 min Toda la noche
(16 - 20 horas)

Tampoén de 3x2ml| 3x5min 3x5min

lavado

| Conjugado 2ml 60 min 30 min

Tampon de 3x2ml| 3x5min 3 x5min

lavado :

Sustrato 2ml 15 min 15 min

(listo para su uso) (o menos) |(o menos)

Agua destilada |3 x2ml| - -

| CONTROL DE CALIDAD ]

Recomendamos que se analicen en todos los ensayos los
controles no reactivo, reactivo fuerte y reactivo débil,
independientemente del nimero de muestras que se analicen.
Para que los resultados obtenidos en cualquier ensayo se
consideren validos se deben cumplir las siguientes condiciones:

1. CONTROL NO REACTIVO
No deben observarse bandas especificas del VIH-1 ni del
VIH-2 en las tiras de control no reactivo. La banda del control
de suero debe ser visible (Fig. 1¢).

.CONTROL REACTIVO FUERTE

Todas las bandas del peso molecular que corresponda
deben ser evidentes. En la Figura 1a se muestra una guia
de las posiciones relativas de las bandas visualizadas con
el ensayo HIV BLOT 2.2 de MPD que permite identificar
las bandas que se observan para el CONTROL REACTIVO
FUERTE. Las bandas son p17, p24, p31, gp41, p51, p35,
p66, gp120/gp160. Pueden ser visibles también otras
bandas asociadas a los antigenos centrales [del core] (p39,
p42). Tenga cuidado de no interpretarlas erroneamente
como gp41. Los antigenos de la envoltura, gp41 y gp120/
gp160, aparecen como las bandas difusas tipicas de las
glucoproteinas; la banda viral p55 puede aparecer muy débil
en la tira real de control reactivo fuerte debido a un titulo
bajo de anti-p55 en el control reactivo fuerte que se
‘suministra. La banda del control de suero debe ser visible.
La banda especifica del VIH-2 también debe ser visible, tal
y como se muestra en la Figura 1a.

3. CONTROL REACTIVO DEBIL
El control reactivo débil proporciona una medida de la
sensibilidad del kit. Deben aparecer bandas débiles en p24
y/o gp41 y en gp120/gp160. Puede haber o no algunas
bandas débiles adicionales. La banda del control de suero
debe ser visible (Fig. 1b).

[ INTERPBETACION DE LOS RESULTADOS

NOTA: para evitar errores en las interpretaciones, las tiras
reveladas deben estar completamente secas.

La presencia o ausencia de anticuerpos frente al VIH-1 en la
muestra se determina comparando cada tira de nitrocelulosa
con las tiras de control del ensayo con los controles NO
REACTIVO, REACTIVO FUERTE Y REACTIVO DEBIL.

La Figura 1a puede servir de ayuda para la identificacion de
reaccionar con el control REACTIVO FUERTE. El control
raactwo fuerte que se mcluye enel klt puede corrtener un titulo
‘_cuenma la

puede aparecer debil en las turas anahzadas,
absoluto a la capacidad de las tiras HIV Blot 2
la presencia de anti-p55 y anti-p39 en las mues

cada lote de tiras contiene una cantidad Su‘fIC{Q ]

PSS y p39.

TENGA EN CUENTA QUE el extremo numerado de las tiras

debe situarse hacia el fondo, tal y como se muestra en la figura;

es decir, las bandas gp120/gp160 son las mas alejad
extremo numerado. “

Algunos de los antigenos mencionados en la tabla anterior
derivan de la misma proteina precursora y pueden tener
epitopos superpuestos. Este hecho debe tenerse en cuenta al
interpretar el patrén. Por ejemplo:

1. Resulta improbable detectar gp41 si no hay gp160 porque
la gp160 es la forma polimérica de la gp41, y en el ensayo
HIV BLOT 2.2 de MPD la concentracion de gp160 es mayor
que la de gp41. La gp41 aparece como una banda difusa.
Las bandas nitidas y discretas en la region de la gp41 no
deben interpretarse como banda gp41. Muchas muestras
normales y no infectadas por el VIH resultan reactivas frente
a este antigeno no asociado al VIH, que probablemente
tenga su origen en la linea celular humana utilizada para
cultivar el virus.

2. p55 es la precursora de p24 y p17. La banda p55 se detecta

actiwdad ante p24

aparecer como una sola banda. Las bandas qﬁle aparecen
como p42 y p39 son fragmentos GAG y no deben
interpretarse como gp41 {ENV)

téfeos mternacnonales

io.s Gﬁﬂ

4. Las bandas POL p66, p51 y p31 suelen detectarse de forma
simultanea. Sin embargo, la sensibilidad del p66 y del p31
es mayor que la del p51.

5. Lareactividad cruzada con el VIH-2 es variable, pero resulta
tipica la reactividad con antigenos GAG, POL o ambos. Sin
embargo, en algunos casos puede haber reactividad cruzada
con la banda gp160, pero raramente con la gp41.

6. Existe también una banda de elevado peso molecular
(aproximadamente 160 kD) que se cree que es una proteina
precursora GAG-POL. Esta banda se observa en ciertos
sueros con titulos elevados de VIH-2 o sueros dudosos
(reactivos sélo para GAG), pero el patron de banda es el de
una banda nitida y discreta diferente de la banda difusa de
la gp160 de ENV.
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PESO GEN | ANTIGENO DESCRIPCION
MOLECULAR .
gp 160 ENV | Forma polimérica | Ancha y difusaty i
de la gp41 de glucoproteina“y. Or
gp 120 ENV | Membrana externa | Difusa de glucoprotelna 3
p66 POL | Transcriptasa Banda discreta
inversa
p55 | GAG | Proteina precursora | Banda discreta
p51 POL | Transcriptasa Banda discreta justo
g inversa por debajo de p55
p39 GAG | Fragmento de p55 | Banda discreta
gp41 ENV | Transmembrana | Difusa de glucoproteina
p31 POL | Endonucleasa Doblete
p24 | GAG | Proteinacentral | Banda ancha
| (core)
pi7 ' GAG | Proteinacentral | Banda ancha
(core)



PROYECTO MANUAL DE INSTRUCCIONES

El proceso de interpretacion consta de los siguientes elementos:

1. Verificacion de que la banda del control de suero es visible.
Si el control es negativo, los resultados deben considerarse
no vélidos, ya que ello indica un error técnico, como por
ejemplo la falta de adicién de muestra, de conjugado o de
sustrato.

2. |dentificacion del peso molecular de cada banda de la tira
de analisis utilizando como guia las tiras de control
REACTIVO FUERTE, de control REACTIVO DEBIL o de
ambos.

3. Lainterpretacion posterior de la tira de analisis se basa en
la deteccion de patrones especificos en las bandas segun
las recomendaciones de las autoridades pertinentes
(Ministerio de Sanidad, Organizacion Mundial de la Salud,
etc.).

Las directrices especificas para la interpretacién pueden variar
segun los criterios locales. MPD recomienda seguir el criterio
aceptado de conformidad con las normativas locales. En la
tabla que aparece a continuacion figuran algunas de las
directrices recomendadas por diferentes organizaciones
internacionales.

ORGANIZACION CRITERIOS PARA
: INTERPRETAR COMO ‘
. POSITIVO EL RESULTADO |
DE UNATRANSFERENCIA
WESTERN

Asociacidn de Directores de Dos bandas p24, gp41, gp120/gp160
Laboratorios de Salud Publica cualesquiera

Estatales y Territoriales / Centros
para el Control de las
Enfermedades (ASTPHLD'/CDC),

1989 EE. UU. L

Centre Nationale de | Dos bandas de ENV con GAG
Transfusion Sanguine | oPOL

Organizacién Mundial | Dos bandas de ENV con o sin GAG
de la Salud (OMS), 1990 o POL

Consorcio para la Normalizacion de | Una banda de ENV con p24 o p31
las Serologias de Retrovirus
(CRSS), 1988 USA

Cruz Roja Estadounidense (ARC), | Unabanda de GAG, otra de

1938 USA POL y ctra de ENV

| Centro Chino para el Control y la Dos bandas de ENV O una banda de
| Prevencion de las Enfermedades ENV con p24

| (CCDCP), 2004 RPC
| Laboratorios de Referencia Una banda de ENV con tres bandas de
' Nacionales y Estatales (NAL) 1987, | GAG o POL cualesquiera

ustralia :
roiacién Alemana para el Control | Una banda de ENV con &l menos una
las Enfermedades Viricas banda de GAG o de POL; vease

| también el DIN 58 969-41

Recomendamos las siguientes directrices para la interpretacion
del MPD HIV BLOT 2.2 de MPD. Deben registrarse los
resultados de todas las bandas detectadas, e interpretarse
como NEGATIVO, POSITIVO o DUDOSO.

PATRON INTERPRETACION
Ninguna banda virica especifica presente NEGATIVO
Deteccion de anticuerpos p17 NEGATIVO

UNICAMENTE, sin ninguna otra banda

Deteccion de 2 ENV (gp160/gp41y gp120) VIH-1 POSITIVO
y GAG (p17, p24, p55) o POL
(p31, p51, p66)

Deteccion de 2 ENV (gp160/gp41 y gp120)  VIH-1 POSITIVO

y GAG (p17, p24, p55) o POL (p31, p51, con

p66) y banda especifica del VIH-2 visible VIH-2 SENALADO
Cualquier banda virica especifica DUDOSC?
presente, pero el patrén no cumple

los criterios para POSITIVO

//} M..

(-

Cualquier banda virica especifica DU S(‘)?
presente, pero el patrdn no cumple los o
criterios para POSITIVO con una
banda especifica del VIH-2 visible.

?INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS COMO
DUDOSOS -

Los resultados DUDOSOS no deben utilizarse como base para
el dlagnostlco de infeccion por VIH-1. Teniendo en cuenta que
la mayoria de las personas con un resultado inicial DUDOSO
que estan infectadas con el VIH-1 desarrollaran anticuerpos
detectables frente al VIH en el plazo de 1 mes, los CDC de los
EE. UU. recomendaron en 2001 la repeticién del analisis en
dichas personas al cabo de =1 mes. Resulta improbable que
las personas cuyos resultados sigan siendo DUDOSOS
transcurrido un mes estén infectadas por el VIH, a menos que
se sospeche exposicién reciente al virus.

A tenor de un estudio realizado recientemente por Fiebig et al
(2003), aunque el periodo de ventana para la transferencia
Western en una primoinfeccion por el VIH-1 podia ser de hasta
22 dias, la evolucién de una transferencia DUDOSA a un perfil
claramente POSITIVO se produjo en un maximo de 8 dias.
Ademds, |a etapa con valores de laboratorio DUDOSOS para
la transferencia Western siempre se acompanaba de ARN del
VIH-1 detectable en los casos verdaderos de infeccion. En
cambio, no se evidencio seroconversion durante los estudios
de seguimiento en las personas con analisis de deteccion
positivos y resultados DUDOSOS en la transferencia Western
una vez confirmada la negatividad mediante PCR (Sethoe et
al, 1995). Por tanto, resulta sensato considerar que las perso-
nas con resultados DUDOSOS en |a transferencia Western en
los que, ademas, los resultados de la determinacion del ARN
son negativos, es improbable que estén infectadas con el VIH,
sobre todo si no presentan ningln factor de riesgo conocido
asociado con la exposicion.

En concreto, en las personas con resultados DUDOSOS en la
transferencia Western realizada como parte de un algoritmo
de pruebas en el que se usen los ELISA de cuarta generacion
como andlisis de deteccidn principales debera estudiarse
también el ARN virico con una prueba moiecular como la PCR
con transcripcion inversa con grupos de cebadores que cubran
el VIH-1/2/0. Si es necesario, debera plantearse la posibilidad
de realizar analisis complementarios de seguimiento al cabo
de un mes. El disefio unico de los ELISA de cuarta generacion
sirve para la deteccion simultanea del antigeno y el anticuerpo.
Por consiguiente, las muestras identificadas como positivas por
un ELISA de cuarta generacién contendran el anticuerpo, el
antigeno o ambos. Aungue en mas del 95% de los casos de
positivos verdaderos identificados mediante un ELISA de cuarta
generacion habia anticuerpos frente al VIH y los resultados se
podian verificar (confirmar) mediante transferencia Western (Ly
et al., 2000), resultaba imprescindible realizar un analisis
complementario por PCR con transcripcion inversa para el
pequefio porcentaje de reactividad relacionada con el antigeno
p24. También en este caso, es improbable que las personas
sin riesgo de exposicidn alguno estén infectadas por el VIH, si
el resultado se determind como positivo mediante un ELISA
de cuarta generacion junto con una transferencia Western
DUDOQSA, pero la duda se resuelve con un resultado POSITIVO
en un analisis del ARN con grupos de cebadores que cubran
el VIH-1/2/0.

Sin embargo, las pruebas del acido nucleico (NAT) del ADN o
el ARN del VIH no han sido autorizadas para fines diagnosticos
por las autoridades competentes (los CDC de los EE. UU., 2001,
Constantine y Zink, 2005) hasta hace muy poco tiempo. Hasta
ahora, la FDA estadounidense sélo ha dado su aprobacién para
el andlisis cualitativo del ARN en el diagnéstico de la infeccion
primaria y la infeccion aguda por VIH-1. Por tanto, los algoritmos
de pruebas recomendados por los CDC de los EE. UU. (2001)
y la OMS (2004) aun no se }fﬁ actualizado, y todavia falta
incluir la NAT como métod ; resolver los resultados
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PROYECTO MANUAL DE INSTRUCCIONES

DUDOSOS en la transferencia Western. No obstante, los CDC
de los EE. UU. reconocieron en 2001 al consultar con
especialistas clinicos y de laboratorio que la NAT podria ser
util para determinar la presencia o ausencia de infeccion en
personas con una una transferencia Western inicial DUDOSA.

| LIMITACIONES DEL METODO ]

La deteccidn de anticuerpos frente al VIH-1 no implica que se
haya establecido un diagnéstico de sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Una TRANSFERENCIA
NEGATIVA no constituye una garantia de la ausencia del agente
causal del SIDA. Aunque una transferencia POSITIVA para
anticuerpos frente al VIH-1 indica infeccion por el virus, el
diagnostico clinico de SIDA sélo se puede establecer si la per-
sona cumple los criterios definitorios de SIDA establecidos por
los Centers for Disease Control de EE. UU., la Organizacién
Mundial de la Salud u otra autoridad competente.

Es un hecho conocido que las personas que han experimentado
una seroconversion reciente pueden presentar un patrén
incompleto, pero se produce un aumento de la reactividad (tanto
en el numero como en la intensidad de las bandas) si se hace
un seguimiento durante un periodo de dos a seis meses. La
mayoria de las transferencias con resultados POSITIVOS
presenta otras bandas viricas especificas.

. resultados DUDOSOS no deben utilizarse como base para
el diagndstico de infeccion por VIH-1. Se recomienda repetir
todas las transferencias con resultado DUDOSQO utilizando la
muestra ariginal y muestras seriadas. En los donantes de
sangre con transferencia DUDOSA debe repetirse el analisis
con una muestra nueva al cabo de un mes (CDC de los EE.
UU., 2001). Ademas, los anticuerpos frente a p24 y a p31
disminuyen durante el curso del SIDA, lo que provoca un
desplazamiento de la interpretacion de la transferencia de
POSITIVA a DUDOSA. Por consiguiente, en tales
circunstancias, la interpretacion de los resultados debe basarse
en las transferencias posteriores y en las evaluaciones clinicas.

Dada su elevada especificidad, la AUSENCIA DE
REACTIVIDAD de las muestras con el péptido especifico de la
envoltura del VIH-2 en una transferencia virica dudosa no
excluye la posibilidad de infeccion con otras cepas del VIH-2.

Las muestras sefaladas como infeccién por VIH-2 deben
volverse a analizar con un kit de Western blot para VIH-2.

gARACTERiSTICAS ESPECIFICAS DEL ENSAYO

evalué mediante estudios clinicos el rendimiento del ensayo
HIV BLOT 2.2 de MPD para la deteccion de anticuerpos frente
al VIH-1 y el VIH-2 .

Tabla 1:  Estudio de sensibilidad de la reactividad del antigeno
virico del VIH-1 en muestras seropositivas para el
VIH-1 (NOmero de muestras = 201)

PERFIL | HIVBLOT 2.2 HIV-1 WB de
SEROLOGICO DUPONT/ORTHO
GAG, POL y

ENV 97,5% 1 95,4%
p24, p31, gp41

ylo 94,9% 90,9%
gp120/gp160

ENV y GAG

o POL 100,0% 100,0%

Tabla 2: Estudio de especificidad de |a react ldg d del .
antigeno virico del VIH-1 en muestras ; nte
sano y suero con otras infecciones viricasy %y~

“7-| 4q _-_...

TIPO DE NUMERO | POSITIVO | REACTIVIDAD Al VI
MUESTRA DUDOSO* | NEGATIVO

Donantes
sanos 208

HTLV-1

CMV

VEB (IgM)

V. zéster (IgG)
Sarampién
Rubéola
Paperas
‘Adenovirus
HSV

Dengue
Total 258

_.
=
-
~

a|lola|s|lo|e|ola|a|x
=alom === ==
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* Todos visibles como una banda de p24 o p17 Unicamente.

Tabla 3: Estudio de sensibilidad de la banda del péptido del
VIH-2 con muestras seropositivas para el VIH-2
(Numero de muestras = 178)

Transferencia Western de Reactividad al péptido del VIH-2
VIH-2 Perfil serolégico® Positiva Negativa
GAG, POLy 2 ENV 160 0
GAG, POLy 1 ENV 18 0

@Syeros clasificados como positivos por los resultados del
ensayo Pasteur New LAV Blot 2. Datos aportados por el Dr.
Oliviero E.Varnier y la Dra. Flavia Lillo. Laboratorio de retrovirus
humanos. Universidad de Génova.

Tabla 4: Estudio de especificidad de |la banda del péptido
del VIH-2 con muestras seropositivas para el VIH-
1, muestras de donantes sanos y suero con otras
infecciones viricas

TIPO DE MUESTRA NUMERo | REACTIVIDAD al PEFTIDO del VIH-2
POSITIVA NEGATIVA
Seropositiva para | 197 162 181
VIH-1 |
Donantes sanos | 208 0 208
| Seropositiva para 5 0 5
HTLV-1
CMV 5] 0 5
VEB (IgM) 5 0 5 |
V. zoster (IgG) B 0 5
Sarampidn 6 0 6
Rubéola 5 0 5
Paperas 4 0 4
Adenovirus 5 0 5
HSV 5 0o 5
Dengue 5 0 5
Total 455 16 439

aAl analizarlas mediante Western Blot para HIV-2 de MPD, &
de estas muestras presentaron reactividad con ENV y GAG o
POL, otras 9 fueron reactivas sélo a GAG y/o POL y 1 muestra
resultd negativa.

Se analizé con el ensayo HIV Blot 2.2 de MPD un total de 15
paneles de seroconversién para VIH-1 comercializados, y los
resultados mostraron que el ensayd HIV Blot 2.2 de MPD logro
detectar anticuerpos frente al VIH an ;qgen la misma muestra
en todos logl Eaﬁélﬁ@-17491404- INPMZANMAT
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PROYECTO MANUAL DE INSTRUCCIONES

CLAUSULA DE EXENCION DE RESPONSABILIDAD |

El fabricante garantiza exclusivamente que el kit de analisis
funcionara como ensayo diagnéstico in vitro, de acuerdo con
las especificaciones y limitaciones descritas en el Instrucciones
de Uso del producto, cuando se use de conformidad con las
instrucciones citadas en el mismo. El fabricante rehusa
cualquier garantia, explicita o implicita, incluida la garantia
explicita o implicita relativa a la comercializacion, adecuacion
para el uso o supuesta utilidad para cualquier fin. El fabricante
sélo se obliga a la sustitucion del producto o al reembolso del
precio de compra del mismo. El fabricante no sera responsable
ante el comprador ni ante terceros, de cualesquiera danos,
perjuicios o pérdidas econémicas provocados por la utilizacion
o la aplicacién del producto.

| PROBLEMAS TECNICOS Y RECLAMACIONES

En caso de problemas técnicos o si desea presentar una

reclamacion, proceda de la siguiente manera:

1. Anote el nimero de lote del kit y su fecha de caducidad y
el nimero de lote de la tira.

2. Conserve los kits y los resultados obtenidos.

3. Pdngase en contacto con la oficina de MP Biomedicals
més cercana o con su distribuidor local. ;
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PROYECTO MANUAL DE INSTRUCCIONES

FIGURA 1
b c d

p 17 — =

Suerode
control

VIH-2 ——

a. Control reactivo fuerte (reactivo
para el VIH-1y el VIH-2)

b. Control reactivo débil (reactivo
sblo para el VIH-1)

¢. Control no reactivo

d. Un ejemplo tipico de suero
positivo para el VIH-2
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PROYECTO MANUAL DE INSTRUCCIONES

DIAGRAMA PARA RESOLUCION DE PROBLEMAS

Aparecen bandas no 1

especificas y no indican

No aparecen las bandas A2

esperadas o0 muestran

Las liras estdn

icen puntos
s en las liras

Manchas blancas en
las tiras

1.Se ha dado la vuelta a
Ias liras duranie al
ensayo

2.Las bandejas no se han
lavado adecuadamente
antes de su utilizacion.

3.Disolucien deficiante dal
polio de transferencia.

4.Interferencia en la
elecirolranslerancia
durante su fabricacion

1.Contaminacion

bacteriana o micotica |

da la mueslra del .

analisis. Caonltrol positivo débil
2 Precipitacion de

complejos inmunas

an muestras de

analisis envejecidas. |

una intensidad dabil.

Gomprobar contral positive |

3.Contaminacion !
bacteriana o micotica
an liras por una

Puede que el problema
esleé provocado por los

conservacion reactivos.
inadecuada. .

4. Tiras fisicamenta 1.Los reactivos no estan
dafadas, agrietadas preparados
a rayadas. adecuadamenie.

5.No s han lavado 2.Dilucion emanea del
adecuadamente las conjugado

gas enire los 3.Reaclives inaslables por
inics pascs del exposicion a lemperatura
1yO. inadecuada.

4.Conjugade contaminada
con lgG humana

5.pH del suslralo incorreclo
por exposicion a una
intensa luz ullravicleta o
aun agente reductar.

6.Ala ion de

Aparece un fondo fuerte en la
tira con ausencia o presencia
de bandas positivas.

Aparecen bandas que
no son las del control defectuosas
de suero en controles
negativos Banda nitida y discreta
en la regién de la gpa1
Aparecen bandas
| no especificas o
fondos oscuros en Marcas de agua en
las tiras las tiras reveladas

1.La muestra es muy fuerte y.
reacciona con peguefas
cantidades de intermediarios.

2.Las muestras reaccionan de
farma cruzada con proleinas
H-9 presentes en la |
preparacidn viral (por ejemplo
HLA, ABC, DR)

3.5e han identificado bandas |
legitimas (antigenc de
envoltura desglicosilado) de
alradedor de B0 y 90 kD en
algunas muestras de analisis.

Ausencia de banda
del control de suero

1. Tiras soorerreveladas
{parar reaccion antes).
2 Lavado incomplaio

1.No sa afadia suera.
2.5e ha dado la vuelta a las
tiras durante el ensayo.
3 No se ahadic & conjugada.
Pusde gue el problema 4.No se afadié el sustrato.
@slé provocado por la
muestra del analisis.

1.Dilucion errenea de la
mueslra del analisis.

2.Muastra del analisis
contaminada con &l
conjugado.

3.Las muestras del analisis
muesiran fuertes
complejos inmunes.

4.La IgG de la muestra del
analisis esta deteriorada
o desnaluraliizada por
cicios repetidos de
congalacion ¢ por una
conservacicn

fosfato en bandejas.
reaclivos ¢ agua.

7.5e ha utilizado un plato
rotativo en lugar de un
plato basculante.

5.5e ha ulilizado un
agitador rotativo en lugar
de un plalo basculante.

6.La muestra del analisis
puede ser un “falso”
positive ¢e ELISA

Los pocillos da la
bandeja o el control han
podido sufrir una
conlaminacion cruzada.

1.Eslan agrietadas.

2.Contienen burbujas de aire
que provocan la aparicion de
puntos blancos en zonas de
reaccion lo bastante grandes
como para evitar |a deleccion.

3.Muestran puntes negros
dabido al crecimianio micdlico
que se origing a partir de la
apertura inicial de los tubos de
las tiras. Sin ambargo, si los
puntos negros aparecen un
liempo después de la aperura
inicial del lubo, esle preblema
o5 debido a unas condiciones
inadecuadas de conservacion
de la tira en el emplazamianio
del usuario.

1.Las firas se dejaron
sacar después del
pasa de pre-
empapado antes de
anadir el lampén de
transierencia

1.No es la banda gpa1, ya
que la gp41 es una banda
dilusa.

2.No interpratar como gp41.

3.Posiblemente se trate de

1.Dilugion erronea de la
muestra del analisis o del
conjugade.

2.Incubacien demasiado
larga de la muesira dal
analisis o del reaclivo.

3 Lavado incomplelo durante
el ensayo.

4. Temperatura de incubacion
supericra 30 °C.

5.Reaccion da la muestra del
analisis con proteinas no
viricas.
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PROYECTO DE ROTULOS HIV BLOT 2.2

ROTULOS EXTERNOS

MP Diagnostics

HIV BLOT 2.2

@ Para la deteccion e identificacién de anticuerpos IgG del virus de inmunodeficiencla humana tipo 1
(VIH-1) y tipo 2 (VIH-2) :

IVD
Lot
| ANTIGEN STRIPS | 18 / 36 strips
[CONTROL | — | 80 x 1 g
80pIx 1
[CONTROL | WEAK | sopix 1 W
[BUF | STOCK | 10x] 20mix1 Al da
|BUF | WASH {20x] 70mix 1
160l x 1 8c
{SuBS |BCIP / NBT| 100mix 1 jr . A Eﬂ
[POWDER | BLOTTING | 1gx 10 2e

MP Biomedicals Asia Pacific Pte Ltd , 2 Pioneer Place, Singapur

IMPORTADOR: BIODIAGNOSTICO S.A. — Av. Ingeniero Huergo 1437 PB “I” (1107) —
Buenos Aires — Argentina- Legajo N° 1201 Directora Técnica: Dra Laura Mercapide
Autorizado por ANMAT - PM - 1201 - 245
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PROYECTO DE ROTULOS HIV BLOT 2.2

ROTULOS INTERNOS

HIV BLOT 2.2
[conTROLT+]  8OMI
| cacoso A\ 38 3

LOT o

r

=
B

3 A7

"HIVBLOT 2.2

Sy

CONTROL |WEAK

80ul

CAX070

-

B

A\
r
2C

o
LXX0611-0

=

LAXOT111

.

HIVBLOT 2.2 "HIVBLOT 2.2
CONTROL[=] 8ol | .CONJUGATE | 160ul
[Fer]caxoso A\ [ [EEF] caxoso A\ €
8 2’C g 8 2°¢
| |
MP: 5
" HIVBLOT2.2 m
 [BuF][sTOoCK]10x] 20ml |
CAX030 e r
= J{ “ 3
& .1 £
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| PROYECTO DE ROTULOS HIV BLOT 2.2

e A
HIVBLOT 2.2
|BUF]WASH | 20x| : 70mi
CAX050 7 8°C

LOT EWE 5
g o 2°C 3

N
"HIVBLOT2.2
POWDER|BLOTTING 1gx10 |
CAX010

w
r‘ﬂ 31

5 ™
" HIVBLOT2.2
[SUBS[BCIP/INBT] 100ml

CAX020 — 8°¢C
= A
Xn 2°C

e

LAXO211-1
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PROYECTO DE ROTULOS HIV BLOT 2.2

" HIVBLOT2.2
" [ANTIGEN STRIPS] 18 / 36 strips
REF | caeo11

LOT 8°c
8 ' fcj(

LAX0911-0
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Numero: CE-2020-57044419-APN-ANMAT#MS

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Viernes 28 de Agosto de 2020

Referencia: 1-47-3110-6780/17-7

CERTIFICADO DE AUTORIZACION E INSCRIPCION

PRODUCTOS PARA DIAGNOSTICO DE USO IN VITRO

Expediente n°® 1-47-3110-6780/17-7

La Administracién Naciona de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT) certifica que de
acuerdo con lo solicitado por lafirma BIODIAGNOSTICO S.A. se autorizalainscripcion en el Registro Nacional
de Productores y Productos de Tecnologia Médica (RPPTM), de los nuevos productos para diagndstico de uso in
vitro con los siguientes datos caracteristicos:

NOMBRE COMERCIAL: MP DiagnosticsHIV BLOT 2.2.

INDICACION DE USO: ENSAYO DE TRANSFERENCIA WESTERN PARA LA DETECCION
CUALITATIVA DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS FRENTE A LOS VIRUS TIPO 1 y 2 DE
INMUNODEFICIENCIA HUMANA (VIH ¥2) EN MUESTRAS DE SUERO O PLASMA.

FORMA DE PRESENTACION: Envases por 18 0 36 determinaciones, conteniendo: tiras de nitrocelulosa (18 o
36 unidades), control no reactivo (1 via x 80 |), control reactivo fuerte (1 vial x 80 |), control reactivo débil (1
vial x 80 |), tamp6n de blotting concentrado 10x (1 vial x 20 ml), tampdn de lavado concentrado 20x (1 via x 70
ml), conjugado (1 via x 160 |), sustrato (1 via x 100 ml), polvo de blotting ( 10 unidades x 1g), bandegja de
incubacion de 9 pocillos (2 0 4 bandejas), pinzas.

PERIODO DE VIDA UTIL Y CONDICIONES DE CONSERVACION: 24 (VEINTICUATRO) meses, desde
lafecha de elaboracion conservado entre 2y 8 °C.

NOMBRE Y DIRECCION DEL FABRICANTE: MP Biomedicals. Asia Pacific Pte. Ltd. 2 Pioneer Place,
627885. (SINGAPUR).



CONDICION DE VENTA/CATEGORIA: Venta a Laboratorios de andlisis clinicos. USO PROFESIONAL
EXCLUSIVO.

Se extiende el presente Certificado de Autorizacion e Inscripcion del PRODUCTO PARA DIAGNOSTICO USO
IN VITRO PM-1201-245.

Expediente N° 1-47-3110-6780/17-7.
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