Republica Argentina - P;)dcr Ejecutive Nacional
2018 - Ao del Centenario de la Reforma Universitaria

Disposicion
Namero: DI-2018-6438-APN-ANMAT#MS

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Jueves 21 de Junio de 2018

Referencia: 1-47-3110-5178/16-0

VISTO el expediente N°  1-47-3110-5178/16-0 del Registro de la Administracion Nacional de
Medicamentos Alimentos y Tecnologia Medica y,

CONSIDERANDO:

Quc por los presentes actuados la firma BIOARS S.A. solicita la modificacion del registro del Producto
para diagnéstico de uso “in vitro” denominado: HCV Ab y la incorporacion del nuevo producto HCV IgM.

Que lo solicitado se encuadra dentro de los alcances de la Disposicion ANMAT N° 2674/99 y la
documentacion aportada ha satisfecho los requisitos de la normativa aplicable.

Que en el expediente de referencia consta el informe técnico producido por el Servicio de Productos para
Diagnostico que establece que se autoriza la modificacién solicitada.

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

Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por los Decretos N° 1490/92 el por el
Decreto N° 101 de fecha 16 de diciembre de 2015.

Por ello;
EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACION NACIONAL DE
MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA
DISPONE:
ARTICULO 1°.- Autorizase la modificacion del Certificado N° 5459 del producto para diagnostico de uso

in vitro denominado: HCV Ab y la incorporacion del nuevo producto denominado: HCV IgM, con los
datos caracteristicos que figuran al pie de la presente.



ARTICULO 2°.- Acéptese la modificacion en la forma de presentacion de los envases por 480
determinaciones del producto HCV Ab, que en lo sucesivo contendran: 5 Microplacas, Control negativo
1x10ml. Control positivo 1x10ml, Calibrador 5 viales. Tampén de lavado conc. 5x60ml, Conjugado
2x40ml. Cromégeno/ Sustrato 2x40ml, Acido Sulfurico 2x40ml, Diluyente de muestras 5x50ml y Diluyente
de ensayo 1x40ml.

ARTICULO 3°.- Practiquese la atestacion de la presente disposicion al Certificado de Inscripcion N°
005459.

ARTICULO 4°.- Autorizansc los textos de los proyectos de rétulo/s y de instrucciones de uso que obran en
documento N° IF-2018-23939445-APN-DNPM#ANMAT.

ARTICULO 5°- Registrese. Inscribase en el Registro Nacional de Productores y Productos deTecnologia
Meédica al nuevo producto. Por el Departamento de Mesa de Entrada, notifiquese al interesado, haciéndole
entrega de la presente Disposicion, conjuntamente con los nuevos rétulos e instrucciones de uso
autorizados. Girese a la Direccion de Gestion de Informacién Técnica a los fines de confeccionar el legajo
correspondiente. Cumplido, archivese.

DATOS IDENTIFICATORIOS CARACTERISTICOS
Nombre comercial: HCV IgM.

Indicacion de uso: Ensayo inmunoenzimatico (ELISA) para la determinacion cuantitativa/ cualitativa de
anticuerpos IgM frente al virus de la hepatitis ¢ en suero y plama humanos.

Forma de presentacion: Envases por 96 determinaciones, conteniendo: 1 Microplaca (12 tiras x 8 pocillos).
CALIBRADOR 1 (CAL 1: 1 x 2 ml), CALIBRADOR 2 (CAL 2: | x 2 ml), CALIBRADOR 3 (CAL 3: 1 x
2 ml), CALIBRADOR 4 (CAL 4: 1 x 2 ml). CALIBRADOR 5 (CAL 5: 1 x 2 ml), CALIBRADOR 6 (CAL
6: 1 x 2 ml). Tampon de Lavado Concentrado (WASHBUF 20X: 1 x 60ml), Conjugado (CONJ: 1 x 16 ml),
Cromogeno-Sustrato (SUBS TMB: 1 x 16 ml), Acido Sulfarico (H,SO4 0.3M: 1 x 15 ml), Diluyente De

Muestras (DILSPE: 2 x 60 ml) y Reactivo Neutralizante (SOLN NEUT: 1 x 8 ml)
Periodo de vida util y condicién de conservacion: 15 (QUINCE) meses, conservado entre 2 y 8°C.
Condicion de venta: venta a Laboratorios de analisis clinicos. USO PROFESIONAL EXCLUSIVO.

Nombre y direccion del fabricante: DIA.PRO DIAGNOSTIC BIOPROBES S.R.L. Via Carducci 27-20099
Sesto San Giovanni. (ITALIA).

Expcdiente N° 1-47-3110-5178/16-0
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PROYECTO DE ROTULOS EXTERNOS
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Establecimiento Elaborador: DIA.PRO Diagnostic BioProbes S.rl.: Via G. Carducci, 27 -20099- Sesto sanl

l

Giovanni (M!). italia.

Establecimiento iImportador BIOARS S.A. - Estomba 961/985 — Ciudad Autonoma de Buenos Aires i

Director Técnico: Dra. Claudia E. Etchevés - Bioquimica- Matricula Nacional N° 7028 |
_Uso Profesional Exclusivo. Autorizado por la ANMA.T. N°de Certificado: 005459 ;

HCV Ab/HCV igM: Producto Dia.Pro Diagnostic BioProbes S.rl

IF-2018-23939445-APN-DNPM#ANMAT
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PROYECTO DE ROTULOS INTERNOS
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*Nota: El productor DIA.Pro (Diagnostic Bioprobes) detalla el volumen de cada componente
en el rétulo externo del producto y en el manual de Instrucciones

Establecimiento Elabarador: DIA.PRO Diagnostic BioProbes S.r.1.; Via G. Carducci, 27 -20098- Sesto San
Giovanni {MI). itaha.

Establecimiento Importador BIOARS S.A. - Estomba 961/965 - Ciudad Auténoma de Buenos Aires.
Director Técnico: Dra. Claudia E. Etchevés - Bioguimica- Matricuta Nacional N° 7028

Uso Profesional Exclusivo. Autorizado por la AN.M.A.T. N° de Certificado: 005459

HCV Ab/ HCV 1gM; Productc Dia Pro Diagnostic BioProbes S.r.1.
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HCV Ab

Version 4.0 del Ensayo
Inmunoenzimatico para la determinacion
de anticuerpos frente Virus de la
Hepatitis C
en plasma y suero humanos.

Uso exclusivo para diagnéstico “in vitro”

DIA.PRO

Diagnostic Bioprobes Srl
Via G. Carducci n° 27
20099 Sesto San Giovanni

(Milan) - Italia
Teléfono +39 02 27007161
fax +39 02 26007726
e-mail: infotidiapro.it
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A. OBJETIVO DEL EQUIPO.

Version 4.0 del Ensayo Inmuncenzimatico (ELISA) para la
determinacidn de anticuerpos al virus de la Hepatitis C en
ptasma y suero humanos.

El equipo esté disefado para el cribado en unidades de sangre
asi como para el seguimiento de pacientes infectados con HCV.
Uso exclusivo para d:agnastico “in vitro”.

B. INTRODUCCION.
La Organizacion Mundial de la Saiud (OMS) define la infeccion
por el virus de la Hepatitis C como:

* La Hepatitis C es una infeccion viral del higado, defiruda

como hepatitis de transmisién parenteral * no A no 8~ hasta el

descubrimienio del agente causal en 1989. EI descubrimiento y
la caractenzacion del virus de la hepatitis C (HCV) ha permitico
comprender su papel primario en la hepatitis pos!-lransfusional
y Su 1endencia a inducir la infeccion persistente. El virus de la
hepatitis C es ia causa principal de hepatilis aguda y
enfermedad hepatica crénica, incluyendo cirrosis y céncer de
higado. A nivel mundial se estima gque 170 mifones de
personas estén infectadas de forma crdnica con HCV y que de
3 a 4 miliones se infecten cada aflo.

E1 virus se transmite por contacto directo con sangre humana.
Las causas principales Je infeccion por HCV en el mundo son
las transfusicnes sanguineas no controfadas y la reutilizacion
de jeringuiilas y agujas sin una correcta esterilizacion previa En
1a actuaticdad aon no existe una vacuna eficaz contra 8l virus y el
tratamiento para la hepatitis C crénica es demasiado costoso
para la mayoria de las perscnas en palses en vias de
desarroilo. Desde una perspectiva global, el mayor impacto
contra la hepalitis C puede lograrse a través de esfuerzos
origntados hacia ia prevencion y el control de la transmisién por
expasiciones nosocomiales (come las lransfusiones sanguineas
y las praclicas invasords inseguras) y los comportamientos que
conflevan alto nesge (Como & consumo de drogas inyectables).

E! virus de la hepatitis C aparece en la mayoria de los casos de
hepatitrs virai. Es un virus RNA envuello, perteneciente a la
famiha Flaviviridae y que parece tener un estrecho margen de
huéspedes Humanos y chimpancés son ias udnicas especies
susceptibles conocidas y ambas desarrolian una enfermedad
simifer. Una caracteristica importante del wvirus es su
variabitidad genémica. la cual pudiera estar reiacionada a su
elevada capacidad (80%) de inducir infeccion cromca. E{ HCV
ha side agrupado por genctipos. lo cual puede ser util para
determmar la gravedad de la enfermedad y la respuesta al
tratarments.

El periodo dle incubacion varia desde 15 hasta 150 dias. En la
infeccion aguda los sintomas més comunes son fatiga e
ictencia, sin embargo ia mayoria de 108 casos (enire el 60% y el
70%), inclusa aquellos que desarrclian fa infeccion cronica, son
asintométicos. Cerce del 80% de los nuevcs pacientes
infectados piogresan a la infeccion cronica. Dei 10 al 20% de
ias personas con nfeccion cronica desarrollan cirrosis, mientras
gque gi cancer de higado lo presentan entre of 1y et 5% de las
personas con este kpo de nfeccion. en un periodo de 20 a 30
anos. Muchos pacientes que padecen cancer de higado y no
estan infectados por el virus de la hepatitis B. presentan
evidencias de infeccion por et virus de la hepatitis C. Los
mecanismos que refacicnan ia infeccién por HCV y el desarrollo
de cancer hepatico ne han sido aun esclarecidos. La hepatitis C

LN
puede exacerbar la gravedad de una enfermedad subyacen}q

del higado cuando coexiste con otras disfunciones hepaticas;

particularmente la -enfermedad progresa més rapidamente en
personas alcohdlicas e infectadas por HCV. Las formas ce
transmision mds frecuentes son a lravés de transfusiones
sanguineas sin controlar y por la reutilizacion de agujas.
jeringuiias y malerial médico contaminados. La transmision
sexual y perinatai puede suceder aunque s menos frecuente.
Determinadas practicas y comportamientos Soctales y culturales
(perforaciones en orejas y otras partes dei cuerpo (piercing).
circuncisiones 'y tatugjes) pueden .constituir modos de
transmision si existe una inadecuada esterilizacion de fos
instrumentos usados El HCV no se transmile for estornudos.
tos, obrazos, agua ¢ alimentos. estrechar fa mano, compartir
cubiertos o en general por contactos casuales. Tanto en paises
cesarrollados como en aquelios en vias de desarrollo. los
grupos de alto riesgo inciuyen drogadictos. receptores de
transfusiones sin anatizar, hemofilicos, pacientes sometidos a
didlisis y personas con actividad sexual promiscua y sin ia
debida proteccion. En los paises desarrollados. se ha estimado
que e 90% de las personas con infeccién crénica por HCV son
0 han sido drogadictos o han recibido donaciones de sangre 0
hemoderivadcs contaminados. En muchos paises en vias de
desarroffo, donde aun se utiizan  transfusiones ©
hemoderivados sin. analizar.  los principales medios de
transmision son los insfrumentos para inyecciones y las
transfusiones sin analizar.

La OMS estima que cerca de 170 miflones de personas, es
decir el 3% de la poblacion mundiai, estan mfectadas por el
HCV y bajo riesgo de desarroliar cirrosss y/o cancer hepatico. La
prevalencia de la infaccién por HCV en paises de Africa, ©!
Mediterrango oriental, Sudeste Asidtico y el Pacifico Cceidental
es alta, comparada con paises de Norteamérica y Europa.

Las pruebas de diagriostico para el HCV contribuyen a prevenit
ja infeccion mediante el cribado de la sangre y plasma def
donante, son (tites para establecer un diagnéstico clinico y en
ol seguimiento de ios pacientes. Las pruebas de diagndstico
comercrales disponibies en la actualidad, se basan en ensayos
enzimaticos de imnunoabsorcion (EIA) para la deteccion de
anticuerpos especificos ccntra HCV. Estos mélodos pueden
detectar més dei 95% de los pacientes con mfeccién cronica.
pero sclo entre el 50 y ef 70% de las infecciones agudas. Para
confirmar los resuftados positivos por EIA se wusa
frecuentemenite e! sistema inmunoblot recombinante (RIBA). el
cuai identifica anticuerpos contra los antigenos individuales def
HCV. Por otra parte, algunas técnicas de bioiogia molecular
(amplificacion de acidos nucleicos: Reaccion en Cadens de la
Polimerasa (PCR) y DNA ramificado) han sido utilizadas para
confirmar los resultados serologicos asi como para determinar
la efectividad de la terapia antiviral. Un resultado positivo indica
la prasencia de una infeccion activa, de una fuente potenciai de
transmision y/o del desarrolio de una enfermedad hepatica
cronica

Para el tralamiento de personas con hepatitis C crnica se
emplean farmacos antivirales como el interferon (admristrado
solo ¢ en combinacidn con la ribavirina), perc el casto del
tratamiento es elevado. Si se emplea solo el tratarento con
interferon, ia eficacia en los pacientes es de 10 a 20%, mientras
que en combinacién con 1a ribavirina es eficaz en cerca del 30-
50% de lvs casos. Ef tratamiento solo con nbavirina no parece
ser efectivo.

No existe en la actualidad una vacuna contra HCV. debido en
parte, a la alta frecuencia de mutaciones del virus. £l escaso
conocimiento de la respuesta inmune protectora que sigue a la
infeccion por HCV ha dificuitado el desarrollo de la vacuna. No
se conoce tampocc acerca de los mecanismos del sistema
inmune para fa ehminacion del virus. Algunos estudios, sin
embargo, han demostrado la aparicion de anticuerpos
neutralizantes en pacientes con infeccion HCV. En ausencia de
la vacuna, es conveniente tomar todas las medidas posibies
para prevenir la infeccion (a) cribado y andlisis de sangre y
drganos de donantes. (b) inactivacion del virus en productcs
derivados cel plasma; (c) implementacion y mantenimiento de
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‘as practicas para el control de la infeccién ncluyendu fa
esterilizacion del material médico y dental (d) promover
cambios en la conducta entre el publico en general y ai personal
sanitario para evilar las practcas incorrectas y !e; vigiancia de
jos grupos e riesgo (perscnas con promiscuidad sexual v
drogadictos}.”

E! genoma codifica para componentes estructurales: una
proteina de ia nucleocapside vy dos giicoproteinas de la
enveltura, asi como para proteinas funcionales involucradas en
la replicacion virai y la sintesis de proteinas. La fegion que
cogifica para la nucleocapside parece estar altamente
conservada entre los aislamientos obtenidos en todo el mundo.

C. PRINCIPIOS DEL ENSAYO.

Las microplacas estan recubertas con antigenos especificos
del HCV correspondientes a las regiones del “core" y “ns"” que
coditican para determinantes antigenicos inmunodominantes ¥
conservados (peptido del core y péptidos recombinantes NS3,
NS4 y NS5;.

Se anade .2 muestra diluica y los anticuerpos contra HCV,
presentes en la muestra, son capturados por los antigenos de la
fase solida.

Después cel lavado, en ia 2° incubacion, ics anticuerpos 19G e
IgM son detectados mediante anticuerpos policlonales
especificos anti-igG/AgM humanos. conjugados con Peroxidasa
(HPR).

La enzima capturada en la fase sdida combmnada con la
mezcla substrato/cromégeno, genera ura sedal optica
proporcional a la cantidad de anticuerpos anti-HCV preseates
en la muestra. Posteriormente, mediante un valor de corte
calculado, las densidades dpticas pueden interpretarse como
resultados negativos o positives a la presencia de anticuerpos
at HCV

D. COMPONENTES.
Cada equipc (Codigo CVAB.CE) contiene reactivos suficientes
para realiza: 192 pruebas

1. Microptaca: MICROPLATE]

n°® 2 microplacas

12 tras de 8 pocillos recubiertos con péptidos recombinantes
para el “core’ y para NS3. NS4y NS5. Las placas estan
empaguetadas en bolsas sefladas con desecante.

2. Control Negativo: CONTROL J

1x4.0mlivia

Listo para el uso. Contiene *% de proteinas de! suero de cabra,
tampon Citrato sodico 10mM pH 8.0 +/-0 3, 0.5% de Tween 20,
ademas de azida sodica 0.09% y Kathon GC 0 1% como
conservantes. El control negativo estd codificado con el color
verde olivo.

3. Control Positivo: EONTROL +

1x4.0ml/viat

Listo para el uso. Contiene 1% de proteinas del suero de cabra,
anticuerpos humanos anti-HCV tampén Citrato sodicotOmM pH
6.0 +/-0.1. 0 5% de Tween 20, asi como azida sodica C.09% y
Kathen GC 0 % como conservantes El control positivo esta
codificaco con el color azul

4. Calibrador CAL )

n’® 2 viales

Liofiizado. Para disolver en agua calidad EIA como se indica en
fa etiqueta. Contiene suero fetal bovino, anticuerpos humanos al
HCV, calbrados segun el codigo Estandar de Trabajo de
NIBSC 99/588-003-Wi. tampén Citrato sédicotOmM pH 6.0 +/-
0.1 ademas de sulfalo de gentamisina C.3 mg/ml y Kathen GC
§.1% como censervantes

Nota: El volumen necesario para disolver el contenido del :

frasco varia en cada Jote. Se recomienda usar el volumen.

indicado en la etiqueta.

5. Tampon de Lavado Concentrado: fWASHBUF 20X
2x60mifbotella. Solucidén concentrada 20x.

Una vez diluida. la solucion de tavado contiene 1ampon fosfate
10 mM a pH 7.0 +- 0.2, Tween 20 al 0.05% y Kathon GC al 1%.

6. Conjugado

2x16mlvial. Solucion lista para el uso. Corntiene 5% de
albumina de suero bovino tampoén Tris 10mM a pH 6.8 +/~ 0 *
anticuerpo policlonal de cabra anti-ight/1gG hurmanos conjugado
con peroxidasa (HPR) en presenCia de 0.2 % de sulfato de
gentamicina y Kathon GC 01% como conservantes. El
conjugado esta codificado cor el color rosafroje.

7. Cromégenol/Substrato ISUBS TME

2x16mlinvial. Contiene una sclucion tamponada citrato-fosfato
50mM pH 3.5-3.8. tetra-metil-benzidina (TMB) 0.03% y peréxido
de hidrégeno (H,0,) 0.02% asi como dimetilsulféxido 4%.

Nota: Evitar la exposicion a la luz, la sustancia es
fotosensible.

8. Diluente de ensayo:

1x16mlivial. Contiene una solucién tamponada Tris 10 mM pH
8.0 +/- 0.1 y 0.1% de Kathon GC para el pre-tratamiento de
muestras y controles, bloquea posibles interferercias.

Nota: Usar todo el contenido del vial antes de abrir un
segundo. El reactivo es sensible a oxidacion.

9. Acido Sulfurico:

1x32mlvial. Contiene solucién de HzSQO. 0.3M

Atencién. lrritante  (H315, H31§; P280, P302+P352
P332+P313, P305+P351+P338, P337+P313 P362+P353).

10. Diluente de muestras DILSPE

2x50mi. Contiene una solucidn tamponada citrato sodico 10 mM
pH 6.C +/- 01 1% de proteinas del suero de cabra, 0.5% de
Tween 20. azida sodica 0.09% y 01% Kathon GC como
conservantes. Se usa para diluir las muestras.

11. Sellador adhesivo, n° 4
12. Manual de instrucciones, n° 1
Nota importante: A solicitud del cliente, Dia.Prc puede

suministrar reactives para realizar 96, 480 ¢ 960 pruebas,
segun se repona a conticuacion:

|
1 Microplaca n’1 n*S n°10 :
2 ControiNegativo | 1x2.0miivial 1x10mifvial *x2C miivial
3 ControlPositivo 1x2.0mitvial 1x10mlifvial 1x20.mvia:
4.Calibrador n® 1 vial n* 5 viais n° 10 viais
5.8oiuc. Lav. conc | 1xBOmIbot. 5x60mi/frasc 4x150m:frasc
5.Conjugado 1x16mivial 2x40miffrasc 4x4mifrasc
7 Cromog/Subs 1x16mivial 2x40rmiifrasc 4x40mlrasc
8 Dituent. ensayd 1x8mitvial 1x4Cmb frasc 1180misfrasc
9 Acido Sulfurico Lx15mifvial 2x40mli frasc 2x3Cmiifrasc
10.Diluent. muestr 1x50misv;al S5x50mlitrasc 4x125miifrasc
11 Sellaccr aches. | n° 2 n* 1¢ n" 20
12 Manuai de | n°1 [ ] n*1
instrucciones
Numero de 96 480 960
pruebas
Cédigo CVAB.CES6 . CVAB.CE480 | CVAB.CE.960
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10. Evitar contaminaciéon cruzada entre

. MATERIALES NECESARIOS NO SUMINISTRADOS.
Micropipetas calibradas (200ul y 104) y puntas plasticas
desechables.

Agua de cafidad EIA (bidestilada o desionizada, tratada
con carb6n para remover quimicos oxidantes usados como
desinfectantes)

Timer con un rango de 60 minutos como mimmo.

Papel absorberte.

\ncubador termostatico de microplacas ELISA, calibrado
(en seco o humedo) fijo a 37°C.

Lector calibrado de microplacas de ELISA con filtrcs de
450nm {lectura) y de filtros de 620-630 nm.

Lavador calibrado de microplacas ELISA.

Vornex ¢ similar

. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES.

El equipo debe ser usado por personal técnico
adecuagamente entrenado, bajo la superwision de un
doctor responsable del laboratono.

Cuando el equipo es usado para cribado en unidades de
sangre. el laboratorio debe estar certificado y calificado
para realizar este tipo de anaiisis {Ministerio de Salud o
entidad similar)

Todas !as personas encargadas de la realizacion de las
pruebas deben llevar las ropas protectoras adecuzadas de
laboratorio, guantes y gafas. Evitar el uso de objetos
cortantes {cuchillas) o punzantes (agujas). El personal
debe ser adiestrado en procedimientos de bioseguridad,
segun ha sido recomendado por el Centre de Control de
Enfermedades de Atlanta. Estados Umdos, y publicado por
el Instituto Nacional de Salud: “Biosafety in Microbiclogical
and Biomedical Laboratories”, ed.1984.

Todo ei personal involucrado en el manejo de muestras
debe estar vacunado contra HBV y HAV, para o cual
existen vacunas disponibles, seguras y eficaces.

Se debe controlar el ambiente del laboratofio para evilar 1a
contaminacién de los componentes con polvo o agentes
micrebianos cuando se abran los equipos, asi como
durante ia realizacion del ensayo. Evitar la exposicidn del
supstralo a la luz y 1as vibraciones de ia mesa de trabajo
durante ei ensayo

Conservar el equipo a temperaturas entre 2-8 °C, en un
refrigerador con temperatura feguiada o en camara fria.

Nc intercambiar reactivos de diferentes lotes ni tampoco
de diferentes equipos.

Comprobar que los reactives no contienen precipitados ni
agregados en el momento dei uso. De darse el caso,
informar al resporsable para realizar el procegimiento
pertinente y reemplazar el equipo.

Evitar contaminacion cruzada entre muestras ce suero/
glasma usando puntas desechables y cambiancolas
despues de cada uso.

los reactivos del
equipo usando punias desechables y cambiandolas
después de cada uso.

11. No usar el producto después de la fecha de caducicad

12. Tratar

indicada en el equipo e internamente en Ios reactives
Segun estudios realizados, no se ha cetectado perdida
relevante de actividad en equipos abertos, en uso por un
periodo de hasta 6 meses.

todas las muestras como potencialmente
infecciosas. Las muestras de suero humano deben ser
manipuladas ai nivel 2 de biosegundad, segun ha sido
recomendaco por el Centro de Control de Enfermedades
de Atlanta, Estados Umidos y publicado per el Instituto
Nacional de Salud “Biosafety in Microbiological and
Biomesical Laboratories”. ed. 1984,

13 Se recomeenda el usc de material plastico desechable para

ia preparacion de as soluciones de lavado y para la
transferencia de ‘os reactivos a los diferentes equipos
automatizacos a fin de evitar contaminaciones.

v
14. Los desechos producidos durante el uso del equipo delen
ser eliminados segun lo establecide por las directivag

nacionaies y las leyes relacionadas con el tratamiento de-

jos residuos quimicos y bioldgicos de laboratorio. En
particular, los desechos liquidos provenientes del proceso
de lavado deben ser tratados como potenciaimente
infecciosos y deben ser inactivados Se recomienda 13
inactivacién con lejia al 10% de 16 8 18 horas o el uso de
ia autoclave a 121°C por 20 minutos.

15  En casc de derrame accidental de aigun producto. se debe
utilizar papel absorbente embebido en iefia ¥y
posteriormente en agua E: papei debe eliminarse en
contenedcres designados para este fin en hospitales y
Iaboratorios.

16. El acido sulfurico es irntante. En caso de deframe. se debe
lavar la superficie con abundante agua.

17. Otros materiales de desecho generados durante ia
utiizacion del equipo (por ejemplo: puntas usadas en ia
manipuiacion de las muestras y controles, microplacas
usadas) deben ser manipuladas como fuentes potenciales
de infeccién de acuerdo a las directivas nacionales y leyes
para el tratamiento de residuos de iaboratorio.

G. MUESTRA: PREPARACION Y RECOMENDACIONES.

1 Extraer la sangre asépticamente por puncién venosa y
preparar €} suero 0 plasma segun las técnicas estandar de
los laboratorios de andlisis clinico. No se ha detectado que
el tratamiento con citrata, EDTA o heparina afecte las
muestras.

2. Evitar el uso de-conservantes, en particular azida sécica. ya
que pudiera afectar ia actividad enzimatca del conjugado
generanda resultados faisos negativos

3. Las muestras deben estar identificadas ciaramerte
mediante codigo de barras o nombres. a fin de evitar
errcres en los resuitados Cuande el equipo se emplea para
el cribado en unidades de sangre, se recomienda el uso del
codigo de barras

4 Las muestras hemolizadas {color rojo) o hiperipémicas
(aspecto lechoso) deten ser descartadas para evitar falsos
resultados, al igual que aquelias donde se observe la
presencia de precipitados, restos de fiorina o filamentos
microbianos.

5. Suero y plasma pueden consefvarse hasta 7 dias, a partir
del momento de la extraccion, a una temperatura entre 2 y
8°C Para periodos de conservacion mas largos. las
muestras deben almacenarse a —20°C, evitando después
descongelar cada muestra mas de una vez.

6. Sihay presencia de agregados, la muestra se puede aclarar
meciante centrifugacién a 2000 rpm durante 20 minutos 0
por filtracion con un filtro de 0,2-0,8 micras

H. PREPARACION DE COMPONENTES Y
PRECAUCIONES.

Segun estudios reaiizados. no se ha detectado perdida
relevanle de actividad en equipos abiertos, utilizados hasla 6

veces, en un periodo de hasta 6 meses

LOS

1. Microplacas:

Dejar 12 mcroplaca a temperatura ambiente (aprox. 1 hora)
antes de abrir el envase. Compruebe que el desecante no este
de un color verde oscuro. lo que indicaria un defecto de
fabricacién. De ser asi, debe solicitar el servicio de Dia.Pro:
atencion al cliente.

Las tiras de pocilos nc utilizadas, deben guardarse
hermeéticamente cerradas en la boisa de aluminio con el
desecante a 2-8°C Una vez abierto el envase, las lras
sobrantes, se martienen estables hasta que el indicador de
humedad dentro de la bolsa dei desecante cambie de amarillo a
verde.

W
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2. Control Negativo
Listo para el uso. Mezclar bien con 13 ayuda de un vortex, antes
de usar.

3. Controi Positivo:

Listo para et uso. Mezciar bien con l2 ayuda de un voértex,
antes de usar Manipuie este reactivo como potencialmente
infeccioso, aunque ias particulas virales presentes en el control
han sido inactivadas quimicamente.

4. Calibrador

Disolver cuidadosamente el contenido det viai en el volumen de
agua de calidad EIA indicado en ia etiqueta. Mezclar bien con el
vortex antes de usar.

Manipule este reactivo como potencialmente infeccioso, aunque
las particulas virales presentes en el control han sido
nactivadas quimicamente.

Nota: Una vez reconstituida. ia solucion NG es estable Se
recomienda manteneria congelada en alicuotas & ~20°C.

5. Solucion de Lavado Concentrada:

Todc et contenido de 1a solucion concentrada 20x debe diluirse
con agua bdestilads fino a 1200 m!y mezclarse suavemente
antes de usarse

Por que en los frascos pueden estar presente los cristales,
cuando se prepara la solucion prestar mucha atencion en diluir
todo el contenido.  Durante la preparacion evitar fa formacién
de espuma y burbujas, lo que pedria influir en 1a eficiencia de
los ciclos de lavado.

Nota: Una vez diluica, ja solucion es estable por una semana a
temperaturas entre +2 y 8°C.

6. Conjugado:

Listo para ei uso. Mezclar bien con uJn vonex antes de usar
Evitar posible contaminacion del liquide con oxidantes
quimicos, polvo o microbics. En caso de que deba transferirse
el reactivo. usar contenedores de plastico. estériles y
desechables. siemgre que sea posible.

7. Cromégeno/ Substrato:

Listc para et uso. Mezclar bien con un vortex antes de usar.
Evitar posible contaminacion det iiquido con oxidantes
quimicos, poivo o microbios. Evitar la exposicién a fa luz
agentes oxidantes y superficies metalicas. En caso de que deba
rransferirse ei reactivo, usar contenedores de plastico, estériles
y desechabies siempre que s€a posible

8. Diluente de ensayo:
Listo para €' uso. Mezclar bien con un vortex antes de usar.

9. Acido Sulfurico:

Listo para el uso. Mezclar bien con un vortex antes de usar.
Atenciorn Irritante  (H315, H31S; P280. P302+P352,
P332+P313. P305+P351+P338, P337+P313. P362+P363).

Leyenda

Indicacion de peligro, Frases H
H315 — Provoca ifritacidn cutanea.
H319 - Provoca irritacion ocuiar grave.

Consejo de prudencia, Frases P

P280 — Llevar guantes/prendasigafas/mascara de proteccion.
P302 + P352 - EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: Lavar
con agua y jabon abundantes.

P332 + P313 ~ En caso de irritacion cutanea: Consultar a ur
medico.

P305 + P351 + P338 - EN CASO DE CONTACTO CON LOS
0OJOS: Aclarar cuidadosamente cor agua durante vanos
minutos. Quitar 1as lentes de ccntacto, si fleva y resuita facit.
Seguir aclarando.

P337 + P313 — Si persiste la irritacion ocutar. Consultar a un
meédicc

P362 + P363 - Quitarse ias prendas contaminadas y Iav&isg, s

antes de volver a usarias. o

10. Diluente de muestras :
Listo para el uso. Mezclar bien con un vortex antes de usar

1. INSTRUMENTOS Y EQUIPAMIENTO UTILIZADOS EN

COMBINACION CON EL EQUIPO.

1. Las micropipetas deben ser calibradas para dispensar
correctamente el volumen requerigo en el ensayo Y
sometidas a una descontaminacion periédica de las partes
que pudieran entrar accidentaimente en contacto con ia
muestra o Ios reactivos (lejia 10%. de calidad de ics
desinfectantes  hospitalarios).  Deben ademas. ser
regularmente revisadas para mantener una precisién dei
1% y una confiabilidad de +/- 2%. Deben descontaminarse
periodicamente los residuos de los componentes del
equipo.

2 La incubadora de ELISA deve ser ajustada a 37°C (+/-
0.5'C) y controiada periddicamente para mantener la
temperatura correcta Pueden emplearse incubadoras
secas 0 bafios de agua siempre que estén validados para |a
incubacion de pruebas de ELISA

3. El lavador de ELISA es extremadamente importante para ia

realizacion del ensayo. Antes de emplearse en 0s ensayos

de rutina del laboratorio, debe ser cuidadosamente

optimizado y validado usando los controles/calibrador y

paneles de referencia pertinentes. Para asegurar que ei

ensayc se realiza conforme lo esperadc, normalmente
basta con 4-5 ciclos de lavado (aspiracion + dispensado de
350iipocillo de solucion de javado = 1 ciclo). Se
recomienda un tiempo entre cicios de 20-30 segundos. Para
establecer correctamente el rumero de lavados se
recomienda efectuar el ensayo con los controles/calibrador
del equipo, el calibrador asi como sueros positivos Yy
negativos de referencia tratando de ajustarlos a los valores

indicados en las secciones “Control interno de calidad” y

“Procedimiento del ensayo”. La calibracién periddica del

volumen a dispensar (descontaminacion y lavado de las

agujas) Oebe hacerse segun las instrucciones del
fabricante

Los tiempos de incubacion deben tener un margen de +5%

El lector de microplacas ELISA debe estar provisto de un

fillro de ‘ectura de 450nm y de un segundo filtro (620-

630nm recomendado) para reducir interferencias en la

lectura. El procedimiento estandas debe contemplar: @)

Ancho de banda <= 10nm b) Rango de absorbanciade 0 a

»=20, c) Linealidad >=2.0, reproducibilidad >=1%. Ei

blanco se prueba en el pocillo indicado en la seccion

“Procedimiento del ensayo”. E! sistema oplico del lector

debe ser calibrado periédicamente para garantizar la

correcta medicién de la densidad optica, segun 1as ncrmas
del fabricante.

6 En caso de usar un sistema automatizado de ELISA, los
pasos criticos (dispensado, incubacion. lavado. lectura
agitacion y procesamiento de datos) depen sef
cuidadosamente  fijados,  calibrados, controlados vy
periédicamente ajustados, pa‘a garantizar i0s vaiores
indicados er la seccione "Control interno de calidagd” E!
protocolo dei ensayo debe ser instaiado er el sistema
operativo de la unidad y validado tantc para el lavador como
para el lector Por otro lado, la parte del sistema que
maneja los liquidos (dispensado y lavado) debe ser
validada y fijada correctamente. Debe prestarse particuiar
atencion a evitar el arrastre por las agujas de dispensacion
y de lavado, a fin de mimmizar ia posibilidad de ocurrencia
de falsos positivos por contaminacién de los pocitios
adyacentes por muestras fuertemente reactivas Se
recomienda ¢! uso de sistemas automatizados para e
cribado en unidades de sangre y cuando la cantidad de
muestras supera las 20-30 unidades por ensayo

[0 5
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Cuando se utilizan instrumentos automaticos. en el caso en
que los contenedores para los frascos del in strumento no
sean adecuados a los frascos dei kit, transferir 1a soiucion
en ellos contenida en frascos doneos al instrumento y
etiquelarios con fa misma etqueta utilizada en el frasco
original. Esta operacion es importante para evitar el cambio
de: conlenido de los frascos durante el ‘ransferimiento
Cuando el test a terminado colocar los contenedores
secundarios etiquetados y tapados a 2.8°C

8. Eiservicio de atenci¢n al cliente en Dia.Pro. ofrece apoyo al
usuario para calibrar, ajustar e instalar los equipos a usar
en combinacién con el equipo, con e! propdsito de asegurar
el cumplimiento de los requerimientos descritos.

_OPERACIONES Y CONTROLES PREVIOS AL ENSAYO.
Compruebe ia fecha de caducidad indicada er la parte
externa del equipo (envase primario). No usar si ha
caducado.

2. Compruebe que 10s componentes ltiquidos no estan
contaminados con padiculas o agregados  visibies.
Asegurese de que el cromogeno (TMB) es incoloro 0 azul
palido, aspirando un pequefio volumen de este con ura
pipeta estéril de plastico Compruebe que no han ocurfido
rupturas ni derrames de liquido dentro de s caja (envase
primario) durante el transporte. Asegurarse de que la bolsa
de aluminio que contieng (a microplaca no esté rota o
danaca.

4. Diluir totaimente 'a solucidn de lavado concentrada 20X,
como se ha descrito anteriormente.

4. Disalver el Calibrador como se ha descrito anteriorments y
mezclar suavemente.

5. Dejar los componentes restantes alcanzar la temperatura
ambiente (aprox. 1 hora), mezclar luego suavemente en el
vortex todos l0s reactivos liquidos

6 Ajustar 1a :ncubadora de ELISA a 37°C y cebar el favador
de ELISA utlizardo ta solucion de lavado, segun las
instrucciones dei fabricante Fijar el numero de ciclos de
tavado de acuerdo a los paréametros de validacion del
instrumenito para usar con el equipo

7. Comprobar que el lector de ELISA esté conectado al menos
20 minutos antes de realizar la lectura

8. E£n caso de trabajar automaticamente. conectar el equips y
comprobar que los protocolos  estén correctamente
programados.

9. Comprobar que
volumen fequerdo

10. Asegurarse Je cue el equipamiento a usar este en perfecto
estado, disponibie y listo para el uso

11 Ep caso de surgir algin problema, se

ensayo y avisar al responsabie.

N

las micrepipetas estén fijadas en el

debe detener el

M. PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO.

£l ensayo debe realizarse segun las instrucciones que siguer a
continuacion, es importante mantener en todas las muestras el
mismg tiempo de incubacion.

Ensayos Automatizados.

En el casc de que el ensayo se reakce de manera automatizada
con un sistema ELISA, se recomienda programar al equipo para
aspirar 200.t de Diluente de Muestras, y posteriormente 10ul de
muestra.

La mezcla debe ser dispensada cuidadosamente en los pocilios
correspondientes a cada muestra. Antes de aspirar la muestra
siguiente. las agujas deben lavarse debidamente para evitar
cualquier contaminacion cruzada entre las muestras

No diluir el Calibrador ni los centroles ya que estan listos para el
uso

Dispensar

200pl de controles/Calibrador en los pocillos B

correspondientes.

Nota importante: Controle a simple vista que las muestras han
sido diluidas y dispensadas en los pociilos adecuados. para o
cual el color de las muestras dispensadas debe ser verde azul

082

urc, mientras que el del control negativo debe permanecer

verde olivo.

Para las operaciones siguientes. consulte las instrucciones que
aparecen debajc para el Ensayo Manual.

€s muy

importante comprobar que el tiempo entre el

dispensado de la primera y la ultima muestra sea caiculado por
el instrumento y considerado para los lavados

Ensayo Manual.

1

2.

Poner el nimera de tiras necesarias en el scporte de
plastico. Dejar el primer pocitio vacio para el blanco.
Dispensar 200l det Control Negativo, por triplicado, 200u!
de Calibrador por duplicado y 200ul del Contrel Positivo.
No diluir e Calibrador ni los controles ya que estan listos
para el uso!

Dispensar 2004l del Diluente de muestras (DILSPE) 3
todos los pocilios de muestras, después dispensar 10 i de
cada muestra en su pocilio correspondiente. Resuspender
suavemente evitanco la formacién de espuma y la
contaminacion de ios pocillos adyacenies.

Nota importante: Comprobar que el color del Diluente de
muestras. después de adicionada /a misma. cambia de verde a
verde azul oscuro

4

[
<.

Nota importante. Las

Dispensar 50 ul de Diluente de ensayo (DILAS) en los
pocillcs de los controles/Calibrador  y  muestras
Compruebe que el color de las muestras sea azul oscuro
Incubar la microplaca 45 min a +37°C

tiras se deben sellar con el adhesivo

suministrado solo cuando se hace ! test manualmente. No
sellar cuando se emplean equipos automatizados de ELISA

6.

Nota importante

Lavar la microptaca con el javador  automatico
dispensandc y aspirando 350 plifpocillo de solucion de
1avado diluida. segun segun se indica (section 1.3)
Dispensar 100yl del Conjugado en todos los pocilios.
excepto en el A1 y cubrir con el seltador. Compruebe que
este reactivo de color rosairojo ha sido anadido en todcs
los pocillos excepto el Al

Tener cuidaco de no tocer la pared.intema

del pocilio con le punta dé la pipela al dispensar af conjugado.
Podria producirse contaminacion.

8.
9.

10.

Nota

Incubar }a microplaca 45 min a +37°C.

Lavar la microplaca, de igual forma que en el paso 6.
Dispensar 100u! del Cromégeno/Substrato en todos los
pocillos, incluido el A1. Incubar la microplaca a
temperatura ambiente (18-24°C) durante 15 minutos.
directamente a fuerte

importante: No  exponer

iluminacién, de lo contrario se generan interferencias.

11.

12

Dispensar 100pi de &cido suffurico en todos los pocilles
para detener |a reaccion enzimatica, usar la misma
secuencia que en el paso 10. La adicién de a solucion de
parada cambia el color del Control Positivo y las muestras
positivas de azul a amarillo/marrén.

Medir la intensidad del color de la solucion en cada
pocillo, segun se indica en la seccion 1.5, con un fitro de
450 nm (lectura) y. otro de 620-630 nm (substraccion del
fondo. recomendadc), calibrando el instrumento con et

pocillo A1 {blanco). .I
T
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13 Notas importantes:

1. Sino se puede ulifizar el segundo filtro. asegurarse de que
no hay impresiones digitales ni poivo en e! fondo de los
pocillos antes de leer a 450nm. Podrian generarse falsos
posttivos en la fectura

2 La lectura debe haceise inmediatamente después de anadir
la solucién de parada y. en cualquier caso. nunca
transcurndos 20 minutos después de Su adicién. Se podria
producir  auto oxidacion del cromégeno causando un
elevado fondo.

3. Se ha probado que la agitacion a 350 +/- 150 rpm. durante
la incubacidn, aumenta en un 20% la sensibilidad del
ensayo.

4 £ caiibrador {CAL) no sfecta al célculo del valor de corte y,
por io tanto. no afecta al célculo de los resultados de la
prugba. Ei calibrador (CAL) se usa solo si I8 gestion
requiere un control interno de calidad del laboratorio.

N. ESQUEMA DEL ENSAYO.

"Matodo QOperaciones
Cortroles & Caiibrador 200 pl
Muestras 200y dil.+10pl
Diluente de ensayc (DILAS) 50 pl

1% incubacion 45 min
Temperatura +37°C
Lavado 4-5 giclos
Conjugado 100 !

2™ incubacién 45 min
Temperatura +37°C
Lavado 4-5 ciclos
TMB/H202 100 pl

3r’ incubacion 15 min
Temperatura 18-24°C
Acido Sulfurico 100 i
tectura D.C. 450nm

A continuacion se describe un eiemplo del esquema de
dispensado

Microplaca

l 1 >3] afB 61718187 0141 [ 12
PA] BL [ M2
Bl CN M3
Gh4 CN | M4
B CN | M5
i CAL | M6
L] CAL 1 M7
G| CP (M8
H M1 M9
Leyenda: BL = Blanco CN = Controi Negativo CAL =
Cahbrador CP = Control Positivo M = Muestra

0. CONTROL DE CALIDAD INTERNO.

Se realiza un grugo de pruebas con los controles/calibrador
cada vez que se usa el equ:po para verificar s: los valores
DO450nm sor [0S e€speraaos.

Asegurar ¢l cumplimiento de los siguientes parametros:

Parametro- - -
Pocilic Blanco
Controt Negativo
(CN)

Calibrador

N 5 EXMia
Valor < 0.100 DO450nm
Valor medio < 0.050 DO450nm después
de leer el blanco
MiCeo > 1.1

Control Positivo | Valor > 1.000 DO450nm

anteriormante, pase a la siguiente seccion.
En caso contrario, detenga el ensayo y compruebe:

Pocillo blanco la solucion cromogeno/fsubstrato no se ha
> 0.100D0450nm | contaminado durante el ansayo.

1. el proceso de lavado y los parametros
del lavador estén validados segun ‘0S
estudios previos de calificacién.

2 se ha usado la solucion de lavado
apropiada y que €l lavador ha sido
cebado con la misma antes del uso

4 no se han cometido errores en el
procedimiento  (dispensar el control
positivo en iugar del negativo).

4. no ha existido contaminacién del
control negativo o de sus pocilios debido
a muestras positivas derramadas, o al
conjugado.

5 as micropipetas no se han
contaminado con muestras positivas ©
con el conjugado.

6. las agujas del lavador no estén parcial
o totaimente obstruidas.

1 el procedimiento ha sido realizado
correctamente.

2. no ha habido errores durante su
distribucion (dispensar el contrel negative
en lugar del calibrador).

3 el proceso de lavado y los parametros
de! lavador estén validados segun los
estudios previos de calificacion.

4. no ha ocurrido contaminacién externa

Control
Negativo (CN) >
0.050 DO450nm
después de leer
el bianco

Calibrador

M/Co< 1.1

de! calibrador.
Contro) Positivo | 1. el procedimiento ha sido reahzado
< 1.000 correctamente.
D0450nm 2 no se han cometido errores en el
procedimiento  {dispensar et cortrol

negativo en lugar del positivo). En este
caso el controi negativo debe tener un
valor de DO450nm > 0.150.

3 el proceso de lavado y los parametros
del lavador estén validados segun i0s
estudios previos de calificacion.

4. no ha ocurndo contaminacion externa
del control positivo.

Si ocurre alguno de los problemas anteriores, después de
comprobar, informe al responsable para tomar ias medidas
pertinentes.

P. CALCULO DEL VALOR DE CORTE.
Los resultados se calculan por medio de un valor de conte (cut-
off) hallado con la siguiente formula

Vator de corte = CN medio DO450nm + 0.350

£1 valor encontrado para el ensayo se usa para la interpretacion
de los resultados, segun se describe @ continuacion:

Nota Importante: Cuando el célculo de Jos resuitados se halla
mediante el sistema operativo ce un equipo de ELISA
automalico, asegurarse de que la formuiacion usada para el
célcuio del! valor de corte, y para la interpretacion de ios

resultados sea correcta ) .
i

Si los resultados del ensayo coinciden con o establecado ™

N
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Q. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS.

La interpretacién de los resultados se realiza mediante ia razdén
entre ias DO a 450nm de las muestras y ei valor de corte
{M/Co)

Los resultados se interpretan segun la siguiente tatia:

/ 0) | Interprotacion
<059 Negativo

09-11 Equivoco
>1.1 Positivo

Un resultado negativo indica que &l paciente no esta nfectado
por HCV y la unidad de sangre se puede transfundir.

Cualquier paciente, <uya muestra resulte equivoca debe
someterse a una nueva prueba con una segunda muestra de
sangre colectada 1 ¢ 2 semanas después de la iniciai. En este
caso la unidad de sangre no debe sef transfundida.

Un resultado positivo es indicative de infeccién por HCV y por
consiguiente el paciente debe ser tratado adecuadamente. La
unidad de sangre debe ser descariada.

. Notas importantes:

1 Lainterpretacion de los resultados debe hacerse bajo
la vigilancia dei responsable del laboratorio para
raducir ef riesgo de errores de juicio y de
interpretacion.

2 Antes de formular un diagndstico de hepalitis viral, f0s
resuitados positivos deben comprobarse a traves de
un método alternativc. capaz Je detectar anticuerpos
igG e IgM ( prueba confirmatona)

3 Segun se demuestra en la Evaluacion del
Performance del producto, el ensayo es capaz de
delectar los anticuerpos anti HCV core, sn elapas
mas tempranas en comparacién con otros equipos
comerciales. Sin embargo. un rgsuitado positive, no
confirmado con eslos equipos comarciales, nc debe
necesarnameénte considerarse como falso positivo! Es
necesario realizar una prueba de confirmacion
(suministrada, tajo solicitud dei cliente, por Dia pro
srl. Codificada CCCNF).

4 Como el ensayo es capaz de detectar ademas
anhcuerpos IgM, pueden presentarse resultados
discrepantes (pérdida de reactividad IgM) con
respecio a olros productos comercigles para ia
deteccion de aniicuerpos anti-HCV. La positividad

. real de una muestra debe confirmarse probando la
reactividad IgM, o cual resulta muy importante para el
diagnostica de infeccion por HCV

5. Cuando se lransmiten los resuitados de la prueba, del
jabcratoriv a otras instalacionss, debe ponerse
mucha atencion para evitar el trasiado de datos
errénecs.

6.  El diagndstico de infeccion con un virus de fa hepatitis
debe ser evaluado y comunicado al paciente por un
médico calificado.

A continuacién, un ejemplo de fos célculos a realizar

Los siguientes datos no deben usarse en lugar de los valores
reaies obtenidas en el laboratorio.

Controi Negativo. 0.019 ~ 0.020- 0.021 DO450nm
Valor medio: 0.020 DO450nm
Menor de 0.050 ~ Vélido

Control Pesitivo:  2.189 DC450nm
Mayor de 1 200 — Véfido
Valor de corte = 0.020+0 350 = 0.370

Calibraacr 0.550 - 0.530 DO450nm

6 | Fecha: 201506 | Fas

Valor medio: 0.540 DO450nm MCo=14 “\ T
M/Co Mayor de 1.1~ Vélido S
Muestra 1. 0.070 DO450nm
Muestra 2: 1.690 DO450nm

Muestra 1 M/Co < 0.9 = negativa
Muestra 2 M/Co > 1.1 = positiva

R. FUNCIONAMIENTO.

Ls evaluacion del funcionamiento ha sido realizads segun lo
reportado en las Especificaciones Técnicas Comunes (ETC)
(art. 5, Capitulio 3 de las Directivas IVD 98/79/EC)

1. LiMITE DE DETECCION.

£1 limite de deteccion ha sido caiculado por medio de! estandar
de trabajo britanico anti-HCV NIBSC, codigo 99/558-003-Wi).
La siguiente tabla muestra los valores medios de DO450nm de
este estandar diluido en plasma negativo y examinado:

3 n;oo L fllote#2
Factor M/Co M/Co
1 X 2.0 2.0
2X 14 1.2
4 X 0.7 0.8
8 X 0.5 05
Plasma Negativo 0.3 03

Se evaiud ademas la muestra Accurun 1 -serie 3000-
suministrado por Boston Biomedica Inc.. Estados Unidos.

Los resuitados son los siguienies:

CVARGE F Accurunr? -GQ.

e o A
1201 3000 15
06802 3000 1.5
1202 3000 1.9

Por otra parte, un total de 7 muestras. positivas para HCVADb
segon Ortho HCV 3.0 SAVe, cdigo 930820. lote # EXED65-1,
fueron dilsidas en piasma negativo a HCVAb con el fin de
obtener diluciones lmitantes y luego fueron prcbadas
nuevamente en CVAB.CE, lote # 1202, y Ortho.

Las tablas siguientes reflejan 10s resultados ootemdos:

~3 O] DW=

2. ESPECIFICIDADY SENSIBILIDAD DIAGNOSTICAS.
La evaluacion del procedimiento diagndstico se realizé
mediante un ensayo con méas de 5000 muestras.

2.1 Especificidad Diagnostica:
Se define como '2 probabilidad de! ensayo de detectar
negativos en ausencia del analito especifico.

s ﬁ"’}; : //5'. .‘;{: , /." /,
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Ademas del pnmer estudio, donde se examinaron en total 5043
muestras de donantes de sangre no selaccionados, (incluyendo
donantes por 12 vez), 210 muestras de pacientes hespitalizados
y 162 muestras que pudieran provocar interferencia (otras
enfermedades infecciosas, posiivas para anticuerpos de E coli,
pacientes con enfermedades hepaticas no virales, pacientes en
dialisis, mujeres embarazadas. nemolizadas, lipémicas, etc.), la
especificidad diagnostica se evalyo recientemente examinando
un total de 2876 muestras de donantes de sangre negativas en
seis lotes distintos. Se observé un valor de especificidad de
100%.

Se emplearon ademas, plasma sometido a meétodos de
tratamiento estandar (citrato. EDTA y heparina) y Ssuero
numanos. Nc se ha observado faisa reactividad debida a los
métodos de tratamientc de muestras.

Por glimo se analizarcn muestras congeladas, para detemminar
posibles interterencias debidas 2 la toma de muestra 'y al
aimacenamiento. No se observaron interferencias.

2.2 Sensibitidad Diagnéstica.

Se define como ia probabilidad dei ensayo de detectar positivos
en presencia del analito especifico

La sensibilidad diagnostica ha sido estimada de forma externa
en un total ce 359 muesiras. el valor obtenido fue de 100%.
Mas de 50 muestras posttivas fueron probadas de forma
interna. en este case el resutiado fue tambien de 100%.

Se evaluaron ademas. muestras positvas producto de
infecciones por diferentes genotipos de HCV. asi como también
se estudi¢ gran parte de los paneles de seroconversior. de
Boston Biomedica Inc (PHV) y Zeptometrix . USA (HCWV).
disponibles.

Los resultados para algunos de ellos se describen a
continuacion:

Panel | M sampies | DiaPro’ | Ortho® ™
PHY 901 11 9 9
PHV 904 7 2 4
PHV 905 9 3 4
PHV §06 7 7 7
PHV 907 7 3 2
PHV 903 13 <0 8
PHV 908 3 2 2
P=Yv §1 5 3 3
PHY 811 5 3 3
PHV 912 3 1 1
PHvV 913 4 2 2
PHV 914 9 5 5
PHV 918 4 3 0
PHV 916 8 4 3
PHV 937 19 [ S
PHV 918 8 2 0
PHY 816 7 3 3
PHV 820 10 € 6

HCY 10039 £ 2 9
HCV 6212 ] [ 7
HCV 10165 9 S 4
Note. * Positive samples detecied “RCY V.30

Por uitime, el producto ha side probado contra el panet EFS Ac
HCV, tote n° 01/08 03.22C/C1/A,  suministrado  por
Etablissement Francais Ou Sang (EFS), Francia, obteniéndose
10s siguientes resultados:

EFS Panel Ac HCV

;’”:» TR :‘?«1; TR ; % > iP&ljﬂdQS
HCV 1 22 24 26 positivo
HCV 2 1.6 2.0 21 positivo
HCv3| 1.5 1.7 1.6 positivo
HCV 4 52 6.5 55 positivo
HCV 5 1.6 1.8 1.6 positivo
HCVE | 04 04 04 negativo

3. PRECISION.

Ha sido caiculada utiizando dos muestras, una negativa y una
débil positiva, examinadas en 16 réplicas en tres corridas
separadas.

Los resultados se muestran a continuacién:

Lote # 1202
Muestra Negativa (N = 16
2’ | corrida
0094
Desviacion 0.008
estandar
CV % 87 6.6 7.9 7.7
Cal#2-TK{N=16
A ! % o S s ijg\;, i ‘)Valof
S e a | corida | “comrida | “Promedio
DO 45Cnm 0.396 0 403 0.418 0.406
Desviacion 0023 0029 0.027 0.028
estandar
CV % 5.9 7.1 6.4 65 11
[ MiCo 1.1 11 12 T ]
Lote # 0602

Muestra Negativa (N

Valores megigs;. K]

DO 450nm
Desviacion
estandar
CV %

Cal #2=7K (N = 16)

Flontupi®® | corion
DO 450nm 0.400 ;
Desviacion 0.021 ]
estandar i
CV % 5.4 6.2 6.6 6.3 ;
M/Co 1.2 1.2 11 ‘2|
Lote # 0602/2
Muestra Negativa (N = 16
Valotes medios. | Valor
A p . Promedio
DO 450rm 0.087 0.091 0.088 $.089
Desviacion 0009 0.007 0.008 0.008
estandar
CV % 1 100 82 8.6 89

¢

5 oA
~ "7,‘,.;"/'/..
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Cal#2~7K(N=16

Valoresmedios ] 1% 1. 20 | 3
Lot |ocomida il eomida. § cornda
DO 450nm 0.386 0.390 0.391
Desviacion c.023 0.021 00223
L estandar |
| CV % €0 53 58 5.7
f M/Co 11 12 12 1.2

La variabilidag mostrada en las tabtas nc gié como resultado
ana clasificacion errénea de ias muestras

S. LIMITACIONES.

Los falsos positivos repetibles. no confirmados por RiBA o
similares tecnicas de confirmacion. fueron estimados como
menos del § 1% de la poblacion normai.

Las muestras que después de ser descongeladas presentan
particuias de fibrina o particulas agregadas, generan algunos
resuitados falsos positivos.
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i Todos los productos de diagndstico in vitro fabricados por ia

i empresa son contralados por un sistema certificado de control
de calidad aprobado por un organismo notificado para el
| marcado CE. Cada lote se somete a un control de calidad y se
hbera ai mercado Unicamente si se ajusta a las especificaciones
tecmcas y criterios de aceptacién ce la CE

Fabricante:
Dia.Pro Diagnostic Bioprobes S.r.i.
Via G. Carducci n® 27 — Sesto San Giovanni
(Mitan) - ltalia

e

0318

INDICACION AL CONSUMIDOR

1. Por cualquier informacién puede consultar al siguiente
teléefono: (011) 4555-4601 en el horario de 9.00 a
18.00 de Lunes a Viernes. Personal de BIOARS S.A.
estara a vuestra disposicion.

2. La mercaderia viaja por cuenta y riesgo del
destinatario. Todo reclamo sera atendido segun lo
prevee el "Manual de procedimiento para reclamos
técnicos y devolucién de mercaderia” que BIOARS S
A. pone a disposicion del Cliente

Establecimiento Elaborador: DIA.PRCO Diagnostic
BioProbes S.r.l; Via G. Carducci, 27 -20099- Sesto San
Giovanni (Ml). itaha.

Establecimiento Importador BIOARS S A. - Estomba
961/965 - Ciudad Auténoma de Buenos Aires.

Director Técnico: Dra. Claudia E. Etchevés - Bioguimica-
Matricula Nacional N° 7028

Uso Profesional Exclusivo. Autorizado por la ANMAT
N° de Certificado: 005459

ry f /
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Nombre del producto:
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o 96 pruebas I
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HCV IgM ‘
'Reagents/Reagenti/Reactifs/Reagenzien/Reactivos/Reagentes
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< CAL ... N6 mi2 CaT1/3

5 WASHBUF 20X  0°1 m!60

g CONJ 't mi1e
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SOLN NTR "1 mi8
DILSPE n*2 miéo c € i
H2S04 0.3 M "1 mi1s |

! 0348

| Establecimiento Eiaborador: DIA PRO Dia
! Giovanni {M!), ltalia.

. Establecimiento importador BIOARS S.A. - Estomba 961/965 - Ciudad Autonoma de Buenos Aires. '
i Director Tecnico: Dra. Claudia E. Etchevés - Bioguimica- Matricula Nacional N* 7028 ;
Uso Profesional Exclusivo. Autorizado por ia AN.M.A.T. N° de Certificado: 005459 i
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PROYECTO DE ROTULOS INTERNOS

S— R _ Nombre del roducto ,

96 pruebas _g
Microplaca B Calibrador 1
HCV IgM ; HCV IgM >
{
¢
s |MICROPLATE| & LCAL |1 G
O € max
E 8 *Tma g PC min CYM.CESY
2.0 C4TA3 e
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[ Conjugado Enzimatico CromégenolSubstrato N
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Dia. Pro Diagnostic Bloprobes sfl
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*Nota: EI productor DIA.Pro (Diagnostic Bioprobes) detalla el volumen de cada componente
en el rétulo externo del producto y en el manual de Instrucciones

Giovanni (Ml} ltalia.

Estaplecimiento Elaborador: DIA.PRO Diagnostic BioProbes S.r.l., Via G. Carducci, 27 -20099- Sesto San

Establecimiento Importador BIOARS S.A. - Estomba 961/965 — Ciudad Autonoma de Buenos Aires.
Director Técnico: Dra. Claudia E. Etchevés - Bioquimica- Matricula Nacional N° 7028
Uso Profesional Exclusivo. Autorizado por la AN.M.A.T. N° de Certificado: 005459
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HCV IgM

Ensayo Inmunoenzimatico (ELISA) para
® la determinacién cuantitativa/cualitativa de
anticuerpos IgM frente al
Virus de la Hepatitis C
en suero y plasma humanos

Uso exclusivo para diagnostico “in vitro”

DIA.PRO
Diagnostic Bioprobes Srl
Via G. Carducci n°® 27
20099 Sesto San Giovanni
(Milan) - Italia
Teléfono ~39 02 27007161
Fax +39 02 26007726
e-mail: infoidiapro.it :
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HCV IgM

A. OBJETIVO DEL EQUIPO.

Ensayo inmunoenzimatico (ELISA) para la determinacion
cuantitativa y cualitativa de anticuerpos igM frente al vitus de
1a nepatits C (VHC} en piasma y suere humanos.

E! equipo ha sido disefado para et seguimiento de pacientes
con hepatitis C cronica somelidos a tratamiento antiviral.

Para uso exclusvo de diagnostico “in vitro™.

B. INTRODUCCION.

El tratarmientd de ics pacientes con hapatitis C cronica consiste
en ia agmirisiiacion de farmacos antivirales corno-el Imerferen
(como monoterapia o en combinacion con otros, ¢omo ia
Ribavirna). No ocsiante, el coste de estos tratamientos e€s
elevado Cuando se utiiiza el tratamiento con interferén- como
monoterapia. 'a eficacia en 08 pacientes es de 10 a 20%.
mienlras que en combinacion con la Ribavirina es eficaz
aproximadamente det 30 al 50% de los casos. El {ratamiento
solo con ribavirina no parece ser efectivo.

La produccion activa de antigenos del VHC, en el higado de
pacientes con ttepalilis C cronica. genefa elevaciones de
anucuercus gy activa enzimas especificas dei higado.
simitar a !0 que ocurre en pacientes con snfeccion cronica por el
virus de ia hepatuis 8 {VHB} L3 presencia de anticuerpos igM
contra el virus, generaimente se asocia a una fase de tolerancia
y dafio celulal hegatice

Durame e tratanmiento con farmacos, fos anticuerpos IgM frente
31 VHC pueden conslituir un arcador para evaluar la eficacia
de la droga empleada, monitorizando el equilibno entre ia
eficacia de la misma y los efectos adversos, que
frecuentemente son iinporiantes en los pacientes

C. PRINCIPI0S DEL ENSAYO.

Las microplacas estan recubenas con anligenos. sinteticos
inmunodominantes del VHC (péptide del core y los péptdos
NS4, NS5 y NS3 recombinante).

Durante 1a 1° incubacion se afiaden a la placa las muestras
diluidas. Los anticuerpos de la clase igM presentes en la
muestra quedan capturados por ¢l antigeno de la fase sélida.
Tras del lavado se eliminan el resto de los componentes de 13
muestia.

En Ja 2° incubacicn. se aflade un anticuerpo anti-igM humano
conjugado con Peroxidass (HPR;, para detectar los anlicuerpos
IgM ant-vrC

La enzima capturada en ia fase sdlida, compinada con ia
mezcla  substralo/cromogenc.  genera  una sefial oOplica
proporcionat 3 1a caniidad de anticuerpos 1gM anu-VHC
presentes enia muestra

La presentia de igM en 1a muestra se puede por lo fanto
cuantficar por med:o de ura curva ge calibracién capaz de
deteiminar el conlenido gel anlicuerpo en arbu/mi

La neutralizacion de los anticuerpos 19G anti-VHC se realiza
dwectamente en el poctio. con el proposito de blaquear E]
intecdferencia de esta clase de anticuerpos. en 1a deterininacor
de ia clase igM

0. COMPONENTES.
Cada eguipe wonlieng r8achivos suficientes para realizar 96
pruebas

1. Microplaca: @ICROPLATE]

12 tiras x 8 pocillos recubiertas con los antigenos Sintéticos
vHC-especificos  (core.  peptidos NS4, NS5 y NS3
recombinante) Las placas se sellan en una bolsa con el
desecante

2. Curva de Calibracion: CALN® .

6x2.0 mliviat. Curva de Calibracion lista para el uso. codificada
por colores y calibrada frente a un “Gold Standard” interno { en
ausencia de uno defimdo internacionalmente) o 1GS, con el
seguiente rango:

CAL 1 = 0 arbU/mi
CAL 3 = 25 arbLim!
CAL 5 = 100 arbUrmi

CAL 2 = 10 arbU/mi
CAL 4 = 50 arbu/m!
CAL 6 = 250 arbU/ml.

Contiene plasma humano positivo para VHC IgM quimicamente
inactivado, 100mM de Tampon Tris ph 7.4 +/- 0.4, 0.2% de
Tween 20. 0 09% de Azida Sodica y 0.1% de Kathon GC como
conservante.

La curva de calibracion esta codificada con el color azut
alimentarno .

Nota Importante: Aunque el plasma esta quimicamente
inactivado, manejar el compenente como potencialmente
infeccioso.

3. Tamp6n de Lavado Concentrado:
1x60mi/botella. Solucidn concentrada 20x. Una vez diluida, 1a
solucion de lavado contiene tampdn tosfato 10 mMapH 70 +-
0.2. Tween 20 al 0.05% y Kathon GC 3! 0.05%.

4. Conjugado Enzimatico: cond

1x16ml/vial Liste para su uso—y—codiﬁcado con e color rojo.

Contiene

anticuerpos  policlonales anti-igM  humanos

conjugados con peroxidasa (HPR), 5% BSA. tampon Tns

10mM a pH 6.8 +i- 01 0.1% de

Kathon GC y 0.02 % de

sulfato de gentamicing cOma conservantes.

§. Cromogeno/Substrato Buss TME

1x16miivial Contiene una solucién lamponada citrato-fosfato
50mM pH 3.5-3.8. 4% de dunetilsulfoxido. 0.03% de tetra-metil-
benzidina (TM8B) y 0.02% de peroxido de hidrogeno (H202)

Nota: Evitar la exposicion a 1a vz,

la sustancla es

fotosensible.

6. Acido Sulfarico: H2504 03 M
“x15mifvial. Contiene solucion de H,50s 0.3M

Atencion.

rtante  (H315,  H319; P280, P302+P352,

P332+P313. P305+P351+P338, P337+P313, P362+P363).

7. Dituyente de muestras ngLSPQ

2x60ml/viales. Contien2 2%, de caseina, solucion tamponada
de citrato sodicc 10 mM pH 6.0 +/- 0.1, 0:2% de Tween 20,
azida sodica 0.09% y 0.1% Kathon GC como conservantes. Se
usa para dilui las muestras.

8. Reactivo Neutralizante: SOLN NEU ilj

[

1x8mivial. Conliene anti-igG humana de cabra, 2% de caseina,
soiucion tamponada ge citrato sodico 10 mM pH 6.0 +/- 0.1,
azida sodica 0.09% y 0.1% Kathon GC como conservantes.

9. Sellador adhesivo, n° 4

10. Manual de instrucciones, n® 1

£. MATERIALES NECESARIOS NO SUMINISTRADOS.

1

@ ew

o© ~

Micropipetas caiibradas {1000 100u! Y 10ul) y puntas de
plastico desechabies.

Agua ae cahdad EIA {bidestiiada o desionizada. tratada
con carcon para elimimar sustancias quimicas oxidantes
usadas como desinfectantes).

Cronometro con un rango de §0 minutos como minimo.
Papel absorbente

incubador termostatico de microplacas ELISA, calibrado
{en secc 0 humedo) fijo a 37°C (+-0.5°C tolerancia).
Lector calibrade de microplacas de ELISA con filtros de
450nm (leciura) y de 620-630 nm

Lavador calibrado de microplacas ELISA.

Vortex o simiar.
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F. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES.
1. El equipo debe ser utilizado por persenal técnico

adecuadamente entrenado, bajo la supervision de un
facultativo responsabie del iaboratono

2 Todas las perscnas encargadas de la realizacién de las
pruebas deben estar provistas de malenal protector
adecuado (ropa, guanies, gafas. elc). Evilar el uso de
objetos cortantes (cuchilias) o punzanies (agujas). El
personal debe ser adiestrado en procedimientos de
poseguridad. segun recamienda et Centro de Control de
Enfermedades de Atlanta, Estados Unidos, y publicado
poc el Insttuto Nacional de Saud ‘Biosafety in
Microbiological and Biomedicat Laboralories”, €d.1984

3 Tode el personal invowcrado en el mangjo de muestras
debe estar vacunado frente a los virus de ias hepatitis A y
B. para i0 cua: existen vacunas seguras y eficaces.

4. Se depe controlar el ambiente del laboratario para evitar la

contamnacion de 1os componentes del equipo con polvo 0

agentes microbiangy en ta apertura del mismo y durante 13

realizacion ael ensayo. Evitar ia exposicion del crombgeno

{TMB/HzOz2} a la luz y las vibraciones de 13 mesa de

trabajc durante el ensaya.

Conservar i equipo a lemperaturas entre 2-8C

No intercambiar reactivos de diferentes loles m tampaco

de diferentes equipos.

7  Compredar que los reactivos no contienen precipitados ni
agregados en el momento del uso Si eslo ocumese,
informar al responsable para realizar e procedimiento
peftinente y reempiazar el equipo.

8 Evitar contaminacion cruzada entre muestras de suero’
plasma usango pumas desechables y cambiandoias
después de cada uso

9 Evitar contaminacion cruzada entre ios reactivos de!
equipd usando punias desechables y cambiandolas
después de cada usc.

10  No utilizar el producto con postenondad a la fecha de
caducidad indicada en la etiqueta del envase externo y en
tas etquetas internas (viales) de los reactives. Segun
estudios realizados. no se ha detectadc pérdida relevante
de aclividad en equipos abiertos hasta 6 veces. durante un
periodo de nasta € meses

11. Tratar todas las muestras ¢omo potencialmente
miecoigsas  1as muestras de suero humano deben ser
maniguiacas en un nwel 2 de biosegunidad. segun
recomienda el Cemro de Control de Enfermedades de
Attana Estados Umdos y pubiicado por el Instituto
Nacional de Salud “Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories”, €d.1984.

12 Se recomienda ei uso de material plastico desechable
para la preparacion de tas soluciones de lavado y para la
transferencia de ios reactivos a los diferentes equipos. a
fin de evitar la contaminacion.

13. Los desechos producidos durante el uso del equipo deben
ser eiminados segun lo establecido por las directivas
nacionaies y ias leyes relacionadas con el tralamiento de
los residuos quimicos y bioldgicos de \aporatonio  En
particular, Jos desechos iiquidos provemenies del proceso
de lavado, asi como de controles/calibradores y muestras
deben ser tratados como potencialmenie infecciosos y
deben ser inactivados.  Se recomienda la inactivacién con
lejia a 10% de 16 a 18 horas ¢ el uso de la autoclave 8
121°C durante 20 minutas.

14 En caso de derrame accidental de algon producto, se
depe utiizar papel absorbente humedecidc en lejia y
posteriormente en agua Ei pape! dere esmnarse en
contenederes designados para este fin en hospilales y
laboratonos

15 £i acde sulfurico es irntante £n caso de derrame
accidenta: s ceDe lavar |2 superficie con abundante
agua

16 Oiros matenales de desecho generados durante la

alilizacior del equpo (por ejemplio: puntas usadas en la

manipulacion ge las muestras Yy controles/calibradores.

o v

A
microplacas usadas) deben ser manipuladas como fuentes ’1

potenciales de infeccion de acuerdo a las direclivas nacionales
y leyes para el tratamiento de residuos de laboratorio.

G. MUESTRA: PREPARACION Y RECOMENDACIONES.

1  Extraer la sangre asépticamente por puncién venosa y
preparar el suero ¢ plasma segun las técnicas estandar de [0s
\aboratorios de analisis clinico. No se ha detectado que ol
ratamiento con citrato. EDTA © heparina alecte las muestras.
2. Las muestras deben estar claramente identificadas
mediante codigos o nombres & fin de evitar errores en los
resultados. Se recomienda el uso de! codigo de barras.

3 Las muesiras hemolizadas {cotor 0j0) O hiperiipémicas
(aspecto fechoso} deben ser descartadas para evitar falsos
resultados al igual que aquellas donde se observe 13 presencia
de preciptados. restos de fibrina o filamentos microbianos.

4 Suero y plasma pueden conservarse hasta 5 dias, a partit
del momento de ia extracaidn. 8 una temperatura enire 2 y 8°C.
Para periodos Ce conservacion mas largos, las muestras
pueden almacenarse a .20°C durante vanos meses, evitando
postenormente descongelar cada muestra mas de una vez.

5 Si hay presencia de agregados, ta muestra se puede
actarar mediante centrifugacion a 2000 rpm durante 20 minutos
o por filtracion con un fitro de 0.2-0,8 micras.

H. PREPARACION COMPONENTES Y

PRECAUCIONES.

DE 1OS

Microplacas:

Dejar la microplaca 2 lemperatura ambiente (aprox 1 horaj
antes de abrir el envase Compruebe que €! desecante no esté
de un color verde oscuro, lo que ndicaria un defecto de
almacanamiento. De ser asi, debe solicitar el servicio de
Dia.Pro: atencion al cliente.

Las ftiras de pocilos no utilizadas. deben guardarse
herméticamente cerradas en |a polsa de aluminic con el
desecanie a 2-8°C. Una vez abierto e envase, las tiras
sobrantes, se mantienen estadles hasta que el indicador de
humedad dentro de 'a bolsa del desecante cambie de amarillo
a verde

Curva de Calibracidn:
Componentes listos para su uso Mezclar cuidadosamente en
el vortex antes del uso )

Solucién de Lavado Concentrada:

Todo el contenido de ia solucion concentrada debe diluirse 20x
con agua bidestitada y mezclarse suavemente anles de usarse.
Durante la preparacion ewtar 13 formacion de espuma y
burbujas, lo que podria influir en la eficiencia de los ciclos de
tavado.

Nota: Una vez diluida, la solucion es estable durante una
semana a temperaturas entre +2y 8°C

Conjugado Enzimatico:
Listo para el uso. Mezclar bien en vorlex antes de usar. Evitar
posible contaminacion del liqudo con oxidantes Quimicos,
POVG 0 MICIOOrgAaNIsmMos. En caso de que deba transfenrse el
reactivo, wusar preferentemente contenedores de plastico
esieriles y desechables.

Cromégeno/ Substrato:

Listo para el uso Mezclar bien en vortex antes de usar. Evitar
posible contaminacion gei liquido con oxidantes Quirmcos
polvo o microbios Evitar la exposicién a la luz. agentes
oxidantes y superficies melalicas. En caso de que deba
transferirse el reactivo, usar preferentemente contenedores de
plastico, estérles y desechables.
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Diluyents de muestras :
Listo para el uso. Mezclar bien en voriex antes de usar

Reactivo Neutralizante:
Listo para el uso. Mezclar bien en vortex antes de usar

Acido Sulfurico:

Listo para e! Lso Mezclar bien en voriex antes de usar
Alencion. irritante  (H315, 319, 9280, P302+P352,
P332+P313, P305+P351+P338 P337+P313. FI62+P363).

Leyenda

incicacion de pehgro. Frases H
H316 — Provoca iritacion cutanea.
H319 - Provoca irftacion acular grave.

Consejo de prudencia, Frases P

P280 - Lievar guanleslprendas.’gafasimascara de proteccion
P302 + P352 - EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL:
Lavar con agua y jabon abundantes

P332 + P313 — En caso de imitacion cutanea Consultar a un
medice

P30S + P351 + P338 - EN CASO DE CONTACTO CON LoS
CJ0OS: Aclarar cuidadosamente con agua durante varics
mnutos Quilar ias lentes de comtacto, s lleva y resulta {acil.
Seguir aclarando.

P337 + P313 - Si persiste la irilacion ocular. Consultar 3 un
médico.

P362 + P363 — Quitarse las prendas contaminadas y lavaras
anles de volver a usanas

I. INSTRUMENTOS Y EQUIPAMIENTO UTILIZADOS EN
COMBINACION CON EL KIT.

1 Las micropipelas deben ser calibradas para dispensar
correctamente el volumen requerido en el ensayo y sometidas
a una descontaminacion periodica de las panes que pudieran
entrar accidentalmente en contacto con la muestra 0 los
reactivos {alcohol 70%. lejia 10%, desinfectantes de cafidad
hospitalaria). Deben ademas, ser regularmente revisadas para
mantener una precision del 1% y una fiapitdad de +/- 2%.
Deben descantaminarse periodicamente 108 regiduos de los
componentes gel equipo

2. E! ncubagor para et ELISA debe sl ajustado a 37°C (+/-
05°C de folerancia) y conirolado periddicamente  para
mantener la temperatura correcta Pueden empiearse
ncubadores secos o bafios de agua siempre que esien
validados para !a incubacion de pruetas de CLISA.

3 Eliavador de ELISA es extremadamenle imponante para
1a realizacion del ensayo. Antes de emplearse en 10s ensayos
de rutina dei laboratorio, debe ser cuidadosamente optimizado
y validado usando los controlesicalibradores y paneles de
referencia pertinentes Para asegurar que el ensayo se reatiza
conforme lo esperado. normaimente basta con 4-5 ciclos de
lavado {aspiracién + dispensado de 350ulipocilio de solucién de
lavado = 1 cicle). Se recomienda un liempa enire ciclos de 20-
30 segundos. Para establecer correctamente el numero de
|avados se rfecomienda efectuar el ensayo con {os
controlesicalibradores del equipo asi como con muestras
positvas y negativas de referencia para ajustarios a los valores
indicacos en ia seccion Control de cafidad mvemo”. La
calibracion peribthca  del voiumen a dispensar Yy el
mantenimiento (desconiamnacion y lavado de las agujas) debe
hacerse segun las instrucciones del fabricante.

a4 Los tiempos de incubacion deben tener un margen de
+5%.

£l loctor de microplacas ELISA debe eslar provisto de un
filtro de lectura ge 450rm ¥ de un segundo fitro (620-830nm,
recomendade} pata 1a determinacién del blanco Sus
caracteristicas estandar deben sef. a) amplitud de banda s
10mi b utervato de absorcion de 0 a 22.0, ¢) Linealidad 22.0.

qde8 l Rev.. 1 | Fecha: 20\5/10J /' T
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reproducipiidad  21%. £l blanco se determina segun":‘\{;a
instrucciones de 18 seccion “Procedimiento del Ensayo” B
sistema oOptico det lector debe ser catibrado periodicamente ”

para garantizar la cormecta medicion de 1a densidad optica. y
mantenido segun las normas del fabricante.
En caso de usar un sistema automatizago de ELISA. ios

pasos criticos (dispensacion. incubacion, lavado, leclura,
agitacion Y procesamiento de datos) deben ser
cuidadosamente  fijados, calibrados,  controlados Yy

periédicamente ajustados, para garantizar los valores indicados
en la seccion “Control de calidad interna”. El protocolo del
ensayo debe ser instalado en &l sistema operativo de 12 unidad
y validado tanto para i lavador como para el lector Por otro
\ado, la parte del sistema qué maneja los ligudos {dispensado
y lavado; debe ser validada y fiada correctamente. Para
minimizar la posibilidaa de falsos positivos pof contaminacion
de muestras fuerlemente reactivas situadas en pocilios
adyacentes, debe prestarse particular atencion a evitar el
arastre por ias aguas de dispensacion y de tavado. Se
recomienda el uso de sistemas automatizados cuando 13
cantidad de muestras supera las 20-30 unidades por ensayo.

7. E! servicio de atencion al cliente en Dia Pro. ofrece apoyo
al usuario para calibrar, ajustar e instalar los aparatos a usar en
combinacion con el equipe, con el proposito de asegurar el
cumplimiento de los reguerimentos descritos.

L. OPERACIONES Y CONTROLES PREVIOS AL ENSAYO.

1 Compruebe la fecha de caducidad indicada en la parte
externa de! equipo (envase primario). No usar si ha caducado.

2 Compruebe que los componentes liqudos No eslan
contaminados, con particulas 0 agregados visibies.

3. Asegurese de qyue el cromogeno (TMB) es incoloro 0 azul
palido. asprando un pequefio voiumen de este con una pipeta
estérii de plastico.

4  Compruebe que no han ocurndo rupturas ni gerrames de
liquido dentro  de la caja ienvase primario) durante el
transporte. Asegurarse de que la bolsa de aluminio que
contiene 'a microplaca no esté rola o danada.

5. Diluir tolaimente la Solucion de Lavado Concentrada 20X,
como se ha gescrilo anteriormenie.

6. Dejar a los componentes  restantes alcanzar |8
temperatura ambiente (aprox. 1 hora), mezclar luego
suavemenle en el vortex 1odos los reactivos fiquidos

7. Ajustar el incubador de ELISA a 37°C y cebar el tavador
de ELISA utiizando la solucion de lavado, segun las
instrucciones del fabricante. Fijar el namero de ciclas de lavado
de acuerdo a los parametros de validacion del instrumento para
usar con el equipe

8. Comprobar que el lector ge ELISA esté encendido a
menos 20 minutos antes de realizar ia lectura.

9. En caso de trabajar automaticamente. encenoer e! equipo
y comprobar que tos protocolos estén correctamente
programados.

10. Comprobar que 1as micropipetas estén fijadas en el
volumen requerido.

11. Asegurarse de que el equipamiento esté en perfeclo
eslado, disponible y iisto para el usa.

12. En caso de surgir algun problema, se debe delener el
ensayo y avisar al responsable

M. PROCEDIMIENTO DE ANALISIS.

El analisis liene Qque Sser realizado segun io descrito a
continuacion, teniendo cuidado de mantener el mismo tiempo
ge incubacion para todas las muestras de 1a prueba.

Des métodos de andlisis son posibles. segun se descnbe 2
continuacion

i
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M.1 ANALISIS CUANTITATIVO

1. Paner e ngmero requerido de tiras en ei sopofte piastico
e identificar cuidadosamente ios pocilios para l0s calibradores y
ias muestras

2 Dilur las muestras 1:101 dispensando en un tubo 1 mi de
dituyente y *0 i de muestra Mezclar bien en el vériex antes de
usar No diluir los caiibradores ya que eslan listos para utilizar
3. Dejar 05 pocillos A1+B1 vacios para la lectura del blanco

4. Dispensar S0pl de reactivo neutralizante en todos i0s
pocillos, exepto los pocillos A1+B1 usados para a operacidn
del blanco y los pocillos usados para 1a curva de calibracion.

5 En las posiciones identificadas afadir con una pipeta 100 pt
de los calibradores en duplicado seguidos de 100 ut de las
muestras diluidas Comprobar que los calibradores y las
muestras se hayar agregado correctamente.

6 incubarla microplaca durante 60 min a 37°C.

Nota importante: Las liras se deben sellar con e/ adhesivo
suministrado sélo cuando se hace el test manuaimente. No
sellar cuando se emplean equipos sutomatizados de ELISA

7 Lavar la microplaca cor el lavador automatico segun se
indica er la section | 3

8. Pipetear 10C pi de Conjugado Enzimatico en fodos los
pocilios excepto en Al + B1 Incubar la microplaca durante 60
min a 37°C

Nota importante:

Tener cuidado de no tocar ia superficie interna de! pociiio con ia
punta de la pipeta al dispensar el conjugado Riesgo de
contaminacion

G Cuando ha finalizado la segunda incubacidn lavar la
micraplaca. ce igual forma que en el paso 1.3.

10 Oispensar 100, del Cromogeno/Substrato en todos los
pocilios. incluido et A1+ B1.

Nota iImportante. No exponer
iluminacion. se generan interferencias.

directamente a fuerte

11 ncubar la microplaca a temperatura ambiente (18-24°C)
durante 20 minutos. Los pocillos correspondientes a muestras
positives y a los cahbradores positivos. cambiaran de color
claro a colcr azut

12. Dispensar 100 de acido sulfurico eri tpaos los pocilios
para deiener la reaccion enzimatica. Usar 1a misma secuencia
que en el paso 10 La adicion de la solucion de parada cambia
el color de los calibradores positivos y las muestras positivas
de azui a amarnkc

13 Medir 12 intensidad de! color de ta solucion en cada pocilio,
segun se indica en Ia seccidn 15, con un filtro de 450 nm
(iectura) y otro de 620.630 nm (substraccién del fondo.
recomendado) calibrando el instrumento con el poalio At ¢ B1
0 i0s doS

M.2 ANALISIS CUALITATIVO

1. Poner el numero requerido de tiras en el soporte plastico e
identificar cuidadosamente los pocillos para los calibradores y
las muestras

2. Diluir las muestras 1:101 dispensando en un tubo 1 mi de
diluyenie y 10 pl de muestra. Mezclar bien en &l vortex antes de
usar No diluir los calibradores ya que estan listos para utilizar

3 Cejarel A1 vacio para ia lectura dei bianco.

4. [ispensar 50 yl de reaclive neutraiizante er todos i0S
pocillos. exepto el A1 gue se utiliza como bianco y 10s pocilios
utilizados para ios calibragores.

5 Luego pipetear 1QC yt del Caiiorador O arbU/mi  dos
veces. 100 pi dei Calibrador 10 aroU/ml yl dos veces y

finaimente 100yt de muestras diluidas. Comprobar que fos,
calibragores y i@s muestras se hayan dispensado
cofreclamente

6. Incubar la microplaca durante 60 minutos a 37°C.

Nota importante: Las liras tienen que ser selladas con la hoja
adhesiva, solo cuando la prueba se realiza manuaimente. No
cubrir las tiras al usar ios instrumentos automdticos de ELISA

7. Cuando finaliza la primera incubacion, lavar las microplacas
segun lo descrito previamente (seccion 1.3)

&.En lodos los pocillos, excepto Al pipetear 100 pl de
conjugade enzimatico. Incubar la microplaca durante 60
minutos en 37°C.

Nota importante:

Tener cuidado de no tocar ia superficie intema del pocillo con la
punta de la pipeta al dispensar el conjugado. Riesgo de
contaminacion.

9. Cuando finaliza la sequnda incubacion, lavar las microplacas
segun lo descrito previamente (seccién 1.3)

10, Pipetear 100 pl de Cromogeno/Substrato en todos los
pocilios, incluso et pocilio At

Nota importante: No exponer a luz directa fuerte ya que se
puede generar un nivel alfo de fondo..

1, incubar la micropiaca protegida de la luz a
temperatura ambiente (18-24°C) durante 20 mmnutos. Los
pocillos dispensados con las muestras posilivas y con los
calibradores positivos cambiaran la coloracion de claro a azul.
12. Dispensar 100u! de acido sulftrico en todos los pocillos
para detener |a reaccion enzimalica. Usar la misma secuencia
que en el paso 10. La adicion de la solucién de paragda cambia
el color de los calibradores positivos y las muestras positivas
de azul 8 amarillo.

13 Medir ia intensidad dei color de la soiucion en cada
uno. segun lo descrito en la seccién 1.5 usando un filtro 450nm
(lectura) y un filtro 620-630nm (substraccion del fondo,
recomendado). para ia lectura del Dblanco eén Al

Notas importantes goenerales:

1. Si el segundo filtro no esta disponible asegurarse de que no
haya hueilas digitales presentes en el fondo de ia micropiaca
antes de leer a 450nm. Las huellas digitales podian generar
resuliados positivos falsos en fa lectura.

2 La leclura tiene que ser realizada inmediatamente tras 1a
adicién del reactivo de parada y, en todo caso, antes de haber
wanscurrido 20 minutcs de la misma En ocasiones, puede
ocurnr una cieta oxdacion del Cromogeno de TMB
produciendo un aito nivel de fondo

N. ESQUEMA DEL ENSAYO.

[Método .~ o
Reaclive Neutralizante
Calibradores {10 EOLN NEU ll) 100 wi
Muestras diluidas 1:101 100 p!
1* incubacién 60 min
Temperatura +37°C
Lavado 4-5 ciclos

Conjugado Enzimalico 100 pi
2% incubacion 60 min

onis 55 .
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Temperalura +37C e . CAmpruaBe a2

Lavado 4-5 ciclos Pocillo blanco La solucién cromadgeno/subsirato no se

TMB/H202 100 i >0.1C0 haya contaminado durante el ensayo.

3* incubacion 20 min OD450nm

Temperatura ta’ Galibrador 1. E| proceso de lavado y ios parametros

Acido Sulfunco 100 wi 0 arbU/m! de) lavador estén validados segun los

Lectura D.O. 450nm >0.200 estudios previos de cualificacion.
OD450nm 2 Se ha utilizado la solucién de lavado

t.a.* temperatura ambiente después de! apropiada y que el tavador ha sido
blanco preparado con la misma antes del uso.

3 No se han cometido errores en el

Esquema de dispensacion en ensayos Guantilativos: procedimiento del ensayo (dispensacion

de un calibrador positivo en lugar del
negativa).
: 4. No ha existido contaminacion dei Cai 0
™3 3 /&Mnc:o ';,“Bi T T8 o TR0t arbWiml o de sus pocilios debido a
T% ChLa >M3 muestras positivas, a salpicaduras o al

BT Bl TCALA T M4 conjugado enzimatico.

- 5. Las micropipetas no se han

C [CALY CALS | M5 contaminado ¢on muestras positivas o

D CAL1CALS | ME con el conjugado enzimatico.

A;Ej‘ CALZ | CALE | M7 6. Las agujas del lavador no estén parcial

(F{CAL2 | CALG | M8 0 totalmente obstruidas.

CAL3| M1 __ MO Calibrador 1. £l procedimiento ha sigo realizado

HICALI! M2 : M10 10 arbU/mi correctamente.

Leyenda 8l = Blanco 2. No ha habido erores durante su

CAL = Calibrador M = Muestra <CALD+0.100 distribucién
3. Ei proceso de lavado y los parametras
. ) . . del lavador estén vahdados segun los
Esquema de dispensacion en ensayos cuaitativos estudios previos de cualificacion
4 No ha ocurido contaminacion externa
Microplaca del calibrador.
1 2 3141516 8 [9{t0}11]12 Calibrador 1. £1 procedimiento ha sido realizado

Al BL_: M4 250 arbU/mi correctamente.

B iCALY1] M5 <2.000 2 No ha habido errores durante su

C |CAL1 | M6 QOD450nm distribucion

D [CAL2 | M7 3. E! proceso de lavado y los parametros

CAL2 | M8 del lavador estén validados segun los

E [ ¥ estudios previos de cualificacion

G M2 [ M10 4. No ha ocumgo contaminacién externa

FH T M3 | M1 del calibrador.

Leyenda BL = Biancc /7 CAL = Calibradores // M = Muestra Calibrador 1. El proceso de lavado y 10s parametros
250 arbU/m| del lavador estén validados segun los
> 3500 estudios previos de cualificacion.
0OD450nm 2. Se ha utilizado ia solucion de lavado
después del apropiada y que el lavader ha sido

O. CONTROL DE CALIDAD INTERNO. planco preparado con la misma antes del uso.

Se realiza un control de validacion cada vez que se usa el
equipo. para verificar el adecuado funcionamiento del ensayo

Asegurar el cumpiimientc de los siguientes paramelros:

Pardmetro . Exigencis
Pocillo blanco | < 0.100 OD450nm
Calibrador < 0.200 OD450nm después del bianco
0 arbUrmi
Calibrador 0OD450nm > OD450nm CAL O arbU/imi +
10 arbU/iml 5100
Calivrador 3500 > OD4S0nm > 2.000
250 arpl/mi

S los resuMlados del ensayo coinciden con lo establecido
antenormente. pase a la siguiente seccion.
En caso contrario. detenga el ensayo y comgruebe:

3. No se han comelido errores en el
procedimiento del ensayo (dispensacion
de un calibrador positivo en iugar del
negativo;)

4. No ha existide contaminacion del Cal
250 arbU/mi 0 de sus pocillos debido a
mueslras positivas, a salpicaduras o al
conjugadoc enzimatico.

5 Las micropipetas no se han
contaminado cor muestras positivas o
con el conjugado enzimatico.

6 Las agujas del lavador no estén parcial
0 totalmente obstruidas.

Si tras la comprobacion ocurre algunc de ios problemas
anteriores. informe al responsable para tomar las medidas

pertinentes

[F-2018-23939445-APN-DNPM#ANMAT
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P. RESULTADOS.

Si la prugba resuita ser vatida. la interpretacion de los
resullados se realiza en ei analisis cuantitativo a pariir del
valor medio de la (D450nm de la curva de calibracion
elaborado con un sistema apropiade de ajuste a la curva
(recomendacion 4 parametros)

En analisis cualitativo ia interpretacion de resultados se hace
en el valor medio de OD450nm de! calivrador 10 arbU/mi (o
CAL 2; por medio de la formula siguiente.

Valor medio OD450nm CAL 2 =Valor de corte

Nota Importante Cuandc ei caiculo de los resyltados se halla
mediante e sistema operativa de un equipo de ELISA
automatico. asegurarse de que 1a formula usada para el caiculo
de! valor de corte, y para la interpretacion de [0S resultados sea
correcta

Q. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS.

Q.1 ANALISIS CUANTITATIVO

. as concentraciones en arbU/mi son obtenidas a parlir de ios
valores de OD450nm de las muestras sobre la curva de
catibracion ajustaca.
La concentracion de IgM. segun la bibliografia, se correlaciona
proporcionaimente con et dafo hepatico preducide por 10s
anticuerpos frente a VHC como consecuencia de ia replicacion
del viras en los hepatocilos
Una disminucion de la concentracion e igM tras el tratamienio
farmacoldgico generalmente se interprela clinicamente comc
signo de mejoria y de eficacia terapéutica

Q.2 ANALISIS CUALITATIVO

Los resuilagos de ‘a prueba se interpretan Como un cociente
det vaior de la muestra CD450nm (M) y del vaior de corte {Coj
o MiCo, seguin ia tabla siguenie:

M/Co Interpretacion
<10 Negativo
>1.0 Positivo

Un resultado negativo :ndica que el paciente no ha desarrollado
los ankicuerpos de ighM frente ai VHC

Un resultado posiive es indicativo de una infeccion activa en
curso de VHC

Notas importantes;

1. La interpretacién de los resultados debe hacerse bajo la
vigilancia del responsable dei laboratono para reducir ei
riesgo de errores de juicio y de interpretacion

2 Cusndo se transmiten los resultados de ja prueba dOe!
laboratorio a otros sisternas. la transmusicn debe ser
cuidadosa para evitar el traslado de dalos ermoneos

3. Ei diagndstico de infeccion con un virus de .a hepatitis debe
ser avaluado y comunicedo al paciente por un médice
cualificado

4. Los resultados de este analists ELISA se deben implementar
junto con ctras pruebas clinicas y de diagnastico

A continuacion. ur ejemplo de ios cadiculos a realizar,

Los siguientes datos no deben usarse en lugar de los vaiores
reales obtenidos en el laboratorio

CAL 1: 0.060 ~ 0.080 OD450nm
Valor medio: 0.070 OD450nm
Menor que 0.200 - Valido

CAL 2: 0.200 - 0.220 QD450nm
Valor mediQ. 0.210 OD450nm

Mayor que CAL1+0.100 = Valido

Valor de corte o Co = 0.210

Muestra 1. 0.080 OD450nm
Muestra 2: 1.800 OD450nm
Muestra 1 8/Co < 1.5 = negativo
Muestra 2 S/Ca > 1.0 = positivo

R. CARACTERISTICAS DE FUNCIONAMIENTO.
La evaluacion del funcionamiento ha sido realizada utitizando
paneles seleccionados. en un centro clinico extemo.

1. Limite de deteccion.

Hasta el momento la Comunidad Europea no ha definido un
estandar internacional para la deteccion de anticuerpos IgM
frente al HCV. En su defecto, se ha establecido un "Gold
Standard” intemo (IGS) a pariir de un pacienle con una histona
de infeccidn crénica por HCV, con el proposito de garantizar
una sensibilidad optima.

2. SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DIAGNOSTICAS.

Las caracteristica de funcionamiento a nivel diagnostico se
evaluaron en un estudio llevado a cabo en un centro clinico
exierno, con experiencia excelente en la diagnostico de
enfermedades infecciosas y de! VHC
La sensibiidao diagrdstica se estudié en aproximadamente
200 muestras, que habian resultado positivas utlizando un
sistema abalitico desarrollado “in house” pof el labcratorio
clinico en el que se llevc a cabo ¢! estudio lLas muestras
positivas se obluvieron ¢e pacientes con histona clinica de
infeccion por el VHC {aguda y cronica).

Ademas. algunos panetes cel Seroconversion, procedentes ce
Boston Biomedica Inc. los EEUU., fueron examinados.
La especificidad diagnéstica fue determinada en paneles de
mas de 300 muestras negativas de individuos normales y de
donantes de sangre clasificadas negativas frente a anticuerpos
de VHC cor el equipo de referencia usado en el laboratorio.
incluyendo muestras patenciaimente interferentes.
También se examind un panel de muestras potencialmente
interferentes (RF+, hemoiizadas. iipemicas, etc.) Nc se
observo ninguna interferencia en las muestras examinadas.
Para delerminar la especificidad, se han usado sueros y
plasmas obtenidos mediante diversas técnicas estdndar de
preparacion (citrato, EDTA y heparina). No se ha ctservado
falsa reactividad debido al método de preparacion de las
muestras.

Se han analizado muestras congeladas para comprokar si la
cangelacion de lus muestias interfiere con el funcionamiento de
ta prueba. No se observd ninguna interferencia en muestras
limpias y libres-de particuias.

La evaluacion de funcionamiento Pproposciono 03 vaiores
siguientes:

Sensibliidad- .1 > 98 %
Especificidad | > 98 %

P
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