recomLine HIV-1 & HIV-2 IgG

Manual de instrucciones (Espafiol)

1 Finalidad

El recomLine HIV-1 & HIV-2 IgG es una prueba cualitativa para la
deteccion de anticuerpos IgG contra el virus de la inmunodeficiencia
humana 1 (VIH tipo 1) asi como VIH tipo 2 en el suero humano o en el
plasma.

2 Campo de aplicaciéon

El recomLine HIV-1 & HIV-2 IgG es un inmunoensayo lineal. Debido a la
alineacion separada de los antigenos individuales, el principio de la prueba
permite la identificacién de anticuerpos especificos frente a cada uno de
los antigenos de VIH-1y VIH-2, comparado con la prueba ELISA (proteina
ENV del VIH-1: gp120, gp41; proteina ENV del VIH-2: gp105, gp36;
proteina GAG: p24, p17; proteina POL: p51, p31).

Mediante la aplicacién de los antigenos especificos de tipo de la gp41
(VIH-1) y gp36 (VIH-2), se puede diferenciar entre una infeccioén con VIH-1
0 VIH-2.

El recomLine HIV-1 & HIV-2 IgG es una prueba de confirmacion y puede
utilizarse para la clarificacion de resultados de screening poco claros.

3 Principio de la prueba

Unos antigenos recombinantes VIH altamente purificados se fijan en tiras

de ensayo con una membrana de nitrocelulosa.

1. Las tiras de ensayo se incuban con una muestra diluida del suero o

plasma. Se afiaden anticuerpos especificos en los antigenos del

agente en la tira de ensayo.

Los anticuerpos no ligados se aclaran a continuacion.

En un segundo paso, las tiras se incuban con anticuerpos de

inmunoglobulina (IgG) anti-humanos que se han conjugado con

peroxidasa de rabano.

4. Los anticuerpos conjugados no ligados se aclaran a continuacion.

5. Con una reaccioén de color catalizado por la peroxidasa se
comprueban los anticuerpos especificos ligados. Si ocurre una
reaccion antigeno-anticuerpo, aparecera una barra oscura en el lugar
correspondiente en la tira.
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En el extremo superior de la tira de ensayo se encuentran las barras de

control:

a) El control de reaccion, bajo el nimero de la tira, tiene que mostrar una
reaccion en cada suero o muestra de plasma.

b) El control de conjugado (IgG), que sirve para comprobar la clase de
anticuerpos detectada. Si se utiliza la tira de ensayo para la deteccion
de anticuerpos IgG, la barra de control de conjugado IgG muestra
claramente una barra.

c) "Control de corte": La intensidad de esta barra permite evaluar la
reactividad de cada una de las barras de antigenos (véase 9.2
Evaluacion).

4 Reactivos

4.1 Contenido del paquete

Los reactivos del paquete tienen una capacidad para 20
determinaciones.

Cada juego de reactivos contiene:

m 100 ml de buffer de lavado A (diez veces
concentrado)
Contiene buffer de fosfato, NaCl, KClI, detergente,
conservantes: MIT (0,1%) y Oxypyrion (0,2%)
[ SUBS | TME | 40 ml de substrato cromégeno tetrametilbencidina
| (TMB, listo para el uso)
MILKPOW 5 g de leche en polvo desnatada
| [INSTRU 1 manual de instrucciones
| [EVALFORM ] 1 formulario de evaluacién
| [TESTSTR ] 2 tubitos con 10 tiras de ensayo numeradas
CONJ | 19G] 500 pl de conjugado IgG anti-humano (cien veces

concentrado, tap6n verde)
de conejo, contiene NaN3 (<0,1%), MIT (<0,1%) y
cloroacetamida (<0,1%)

| CONTROL| + ] IgG]

140 pl de control de suero IgG positivo (tap6n rojo)
Origen humano, anti HCV y HBsAg negativo, contiene
MIT (0,1%) y Oxypyrion (0,1%)

140 pl de control de suero IgG negativo (tapén azul)
Origen humano, anti VHC, anti-VIH 1/2 y HBsAg
negativo, contiene MIT (0,1%) y Oxypyrion (0,1%)

CONTROL] - [ 1gG]
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Reactivos, materiales y aparatos necesarios adicionales
Cajas de incubacion (se pueden pedir a MIKROGEN si fuera
necesario)

Agua desionizada (calidad alta)

Pinzas de pléastico

Mesa vibratoria

Mezclador Vortex u otro tipo de rotador

Bomba de vacio u otro aparato correspondiente
Probeta graduada, 50 ml y 1000 ml

Micro pipetas con puntas de uso Unico, 20 pl y 1000 pl
Pipeta de 10 ml o dispensador

Temporizador

Papel absorbente

Guantes de proteccion de uso Unico

Recipiente para sustancias bioldgicas peligrosas

Durabilidad y uso

Almacene los reactivos antes y después de su uso a +2°C - 8°C,
no congelar.

Antes de comenzar con la prueba, deje templar todos los
componentes a temperatura ambiental (+18°C - 25°C) durante 30
minutos como minimo. La prueba debe llevarse a cabo a
temperatura ambiental.

Tampon de Lavado, Leche en Polvo, tamp6n de dilucion,
Conjugado y TMB se pueden intercambiar entre los diferentes
sistemas de prueba recomBlot y recomLine, si estos componentes
llevan los mismos simbolos. Considere la vida Util de estos
componentes.

Antes del uso, mezcle bien los reactivos concentrados y los
sueros de los pacientes. Evite la generacién de espuma.

Abra los tubitos y las tiras de ensayo justo antes del uso para
evitar la generacién de agua condensada. Las tiras no necesarias
se mantienen en el tubito y se siguen almacenando a +2°C - 8°C
(cierre bien el tubito; las tiras de ensayo no se deben mojar antes
del comienzo de la prueba).

Las tiras se marcan con una numeracion correlativa, asi como con
la abreviacion de la prueba.

Los paquetes llevan una fecha de expiracién. Al llegar a dicha
fecha no se puede garantizar la calidad de los productos.

Proteja de la luz solar directa los componentes del kit durante todo
el proceso de prueba. La solucion de substrato (TMB) es
especialmente sensible a la luz.

La prueba soélo debe llevarse a cabo por un personal
especializado cualificado y autorizado.

Al realizar cambios sustanciales en el producto o en la
prescripcion de su uso, puede que dicho uso no se corresponda
con la finalidad determinada por MIKROGEN.

Una contaminacion cruzada de las muestras de los pacientes o de
los conjugados puede llevar a resultados de prueba incorrectos.
Afada las muestras de los pacientes, las tiras de ensayo y la
solucion del conjugado de forma cuidadosa. Cuide de que las
soluciones de incubacién no entren en otras concavidades.
Decante el liquido cuidadosamente.

Las tiras deben estar mojadas y sumergidas durante todo el
proceso.

Es posible automatizar el proceso; para obtener mas informacion,
consulte con MIKROGEN.

Advertencias y medidas de seguridad

Utilizar sélo para el diagndstico in-vitro.

Todos los productos de sangre deben tratarse como
potencialmente infecciosos.

Las tiras de ensayo se fabricaron con lisados de células enteras
inactivadas y / o recombinantes producidos por antigenos
bacterianos, virales o parasitarios.

Después de afiadir el material de paciente o de control, la tira
debe considerarse como potencialmente infecciosa y tratarla
correspondientemente.

Durante todo el proceso de prueba deben utilizarse guantes de
uso dnico.
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4  Los reactivos contienen la sustancia antimicrébica y conservante
azida sé6dica, MIT (metilisotiazolinona), Oxypyrion, cloroacetamida
y peroxido de hidrégeno. Debe evitarse el contacto con la piel o la
mucosa. La azida sddica puede formar azidas explosivas al
contacto con metal pesado como cobre y plomo.

¢ Todos los liquidos succionados deben recogerse. Todos los

recipientes colectores deben contener desinfectantes adecuados

para la inactivacion de virus patégenos humanos y otros agentes

patégenos. Todos los reactivos y materiales que han tenido

contacto con muestras potencialmente infecciosos deben tratarse

con un desinfectante adecuado o eliminarse correspondiente a

sus normas de higiene. Deben tenerse en cuenta las indicaciones

de concentrado y los tiempos de incubacion de los fabricantes.

Las cajas de incubacion deben utilizarse una sola vez.

Trate las tiras cuidadosamente con una pinza de plastico.

No sustituya o0 mezcle los reactivos con los reactivos de otros

fabricantes.

¢ Antes de llevar a cabo la prueba, lea atentamente el manual de
instrucciones completo y siga las instrucciones debidamente. El no
seguir el protocolo de prueba del manual de instrucciones puede
llevar a resultados incorrectos.

B B B

7 Tomade muestras y preparaciéon de reactivos

7.1 Material de muestra

El material de muestra puede ser suero o plasma (citrato, acido
etilendiaminotetraacético, heparina, CPD) que debe separarse
rapidamente del coagulo sanguineo después de la toma de muestras
para evitar una hemdlisis. Debe evitarse la contaminacién microbiana
de la muestra. Las sustancias no solubles deben eliminarse de la
muestra antes de la incubacion.

No se recomienda la utilizacién de muestras inactivadas por calor,
ictéricas, hemolizadas, lipémicas o empafiadas.

jAtencién!

Si las determinaciones no se van arealizar inmediatamente, es
posible guardar el material de muestra hasta dos semanas a 2 °C
- 8 °C. Es posible realizar un almacenamiento prolongado de la
muestra a -20 °C o menos. No se recomienda la congelacion y
descongelacién repetida de la muestra debido al peligro de
resultados incorrectos. Avoid more than 3 cycles of freezing and
thawing.

7.2 Preparacién de las soluciones

7.2.1 Preparacion del buffer de lavado A listo para el uso

Este buffer se necesita para la dilucién del suero y del conjugado, asi
como los pasos de lavado.

Antes de diluir, debe determinarse el volumen del buffer de lavado A
para el niumero correspondiente de pruebas que se van a realizar.

La leche en polvo desnatada se disuelve previamente en el
concentrado de buffer de lavado A. Esta mezcla se completa
posteriormente con agua desionizada hasta el volumen final (dilucién:
1+ 9). Las cantidades necesarias para un nimero definido de tiras de
ensayo se calculan segun la siguiente férmula (no se tiene en cuenta
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8 Procedimiento de prueba

N. | Realizacién Notas

o

1 Antes de comenzar con la prueba, deje | La prueba debe llevarse a cabo a
templar todos los reactivos a 18°C - temperatura ambiental.
25°C (temperatura ambiental) durante
30 minutos como minimo.

2 Preparacion de las tiras de ensayo No toque las tiras con las manos:
Moje las tiras en 2 ml de buffer de utilice unas pinzas El nimero de
lavado A listo para el uso. la tira debe apuntar hacia arriba.

Por cada tira se necesita una
concavidad en una caja de
incubacion (véase 4.2). Las tiras
deben sumergirse por completo.

3 Incubacién de muestras

a) | Se pipetean 20 pl de una muestra no | Pipetee la muestra/control en un
diluida (suero humano o plasma) o un | extremo de la tira sumergida en
control por cada bloque de incubacion | el buffer de lavado A y mezcle
en la tira de ensayo. (dilucién 1 + 100) | cuanto antes agitando

cuidadosamente la charola de
incubacion.

b) | Incubar durante 3 horas agitando Cubra la caja de incubacién con
ligeramente una tapa de plastico y péngala en

el mezclador.

4 Lavar Realice los pasos de lavado

8.4a-8.4c tres veces.

a) | Retire cuidadosamente la tapa de Evite la contaminacién cruzada
plastico de la caja de incubacion.

b) | Succione cuidadosamente la dilucion En caso de procesamiento con
de suero de las concavidades. un aparato, deben tenerse en

cuenta los avisos del fabricante.

c) | Pipetee 2 ml de buffer de lavado A
listo para el uso en cada concavidad,
lave durante 5 minutos agitando
ligeramente y a continuacién succione
el buffer de lavado A.

5 Incubacién con conjugado Cubra la caja de incubacién con
Afiada 2 ml de la solucién de la tapa de plastico y péngala en
conjugado lista para el uso e incube el mezclador.
durante 45 minutos agitando
ligeramente.

6 Lavado Realice los pasos de lavado tres
véase el apartado 8.4 veces (véase 8.4a-8.4c)

7 Reaccién de substrato
Afada 1,5 ml de la solucién de
substrato e inctibela durante 8
minutos agitandola ligeramente.

8 | Interrumpir la reaccion
Lave brevemente 3 veces como
minimo con agua desionizada.

9 Secar las tiras Retire las tiras cuidadosamente
Seque las tiras antes de la evaluacién | del agua con unas pinzas de
durante 2 horas entre dos capas de plastico. Guarde las tiras
papel absorbente. protegiéndolas ante la luz.

iAtencion!

Las soluciones de incubacion no deben entrar en otras concavidades.
Deben evitarse chispas especialmente al abrir y cerrar la tapa.

el volumen muerto especifico del aparato):

Ejemplo:
Reactivo Férmula 5tiras
Leche en polvo desnatada [g] = nUmero de tiras x 0,1 059
Concentrado de buffer de lavado A [ml] | = nimero de tiras x 2 10 ml
Agua desionizada [ml] = numero de tiras x 18 90 ml
Buffer de lavado A listo para el uso [ml] | = nimero de tiras x 20 100 ml

El buffer de lavado A listo para el uso puede almacenarse durante
cuatro semanas a 2 °C — 8 °C. El buffer de lavado A listo para el uso
es inodoro y esta ligeramente empafiado.

7.2.2 Preparacion de las soluciones de conjugado

La solucién de conjugado debe prepararse justo antes del uso; no es
posible un almacenamiento de la solucién de conjugado lista para el
uso.

Una parte del concentrado de conjugado se diluye con 100 partes de
buffer de lavado A listo para el uso (1 + 100).

Las cantidades necesarias para un nimero definido de tiras de ensayo
se calculan segun la siguiente férmula:

9

Resultados

Atencion:
No utilice la interpretacion automatica sin seguir las indicaciones
descritas a continuacion en cuanto a la interpretacion.

9.1

Validacién y control de calidad
Se puede proceder al andlisis de una prueba siempre que se cumplan
los siguientes criterios:

1. Barra de control de reaccion (linea superior): claramente tefiida,
barra oscura
2. Categoria de anticuerpos (segunda barra): la barra de control de

la conjugacion 1gG debe aparecer tefiida en un color diferente.

Ejemplo:
Reactivo Férmula 5tiras
Concentrado de conjugado [pl] = nUmero de tiras x 20 100 pl
Buffer de lavado A listo para el uso [ml] | = nimero de tiras x 2 10 ml

Las cantidades del conjugado se han calculado sin volumen muerto.
Dependiendo del procesamiento (manualmente o con un aparato)
debe prepararse la solucion de conjugado para entre 1y 3 tiras.

GARLHIO06ES_2014-03

3. Control de corte (tercera barra): tefiida en un color mas débil pero
visible

No es necesario realizar controles positivo y negativo para evaluar la
prueba. Si es necesario, se pueden realizar para el control de calidad
interno.

Los controles deben mostrar las siguientes bandas de antigenos
reactivas:
Control positivo: gp120, gp41, p51, p31, p24, pl7;
gpl05 y gp36 pueden reaccionar, pero no
necesariamente.

Control negativo: ninguno
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9.2 Evaluacion

La evaluacién de las tiras de ensayo se puede realizar de forma visual o
informatizada con el software de supervisién y escaneo de tiras de ensayo
recom. El software para escaneo recom esté disefiado para el apoyo de la
interpretacion de las tiras de ensayo. Para obtener mas informacion y unas
instrucciones adecuadas acerca de la evaluacién asistida por computador,
consulte con MIKROGEN. Las instrucciones siguientes hacen referencia a
la evaluacion visual.

9.2.1 Valoracion de la intensidad de la barra

1. Anote en el formulario de evaluacién adjunto la fecha y el nimero de
lote, asi como las categorias de anticuerpos detectadas.

2. Escriba los nimeros de identificacion de las muestras en el formulario
de evaluacion.

3. Pegue con pegamento las tiras de ensayo pertenecientes en el campo
correspondiente del formulario de evaluacion. Para ello, ajuste las tiras
de ensayo con las barras de control de reaccion en las rayas
marcadas. A continuacién, fije con una cinta adhesiva transparente las
tiras de ensayo a la izquierda de las rayas marcadas (no pegue barras
de control de reaccién encima de otras). Extienda el pegamento en
una capa uniforme por toda la tira de ensayo o de lo contrario, la cinta
adhesiva modificara la coloracion.

4. Identifique las barras de las tiras de ensayo desprendidas mediante la
cinta de control impresa del formulario de evaluacién y apuntelos en la
hoja de registros. Para ello, efectiie mediante la Tabla 1 la evaluacion
de laintensidad de las barras presentadas separadas por la categoria
de inmunoglobulina correspondiente.

Tabla 1: Valoracion de la intensidad de la barra con respecto a la barra de corte
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e Un resultado negativo de la prueba no excluye totalmente una posible
infeccion del virus de la inmunodeficiencia humana. En la fase inicial
de la infeccion puede que no haya anticuerpos disponibles todavia o
gue el nimero aun no se pueda detectar. Ante la sospecha de una
infeccién por VIH, se deben realizar una toma de muestras y pruebas
en las siguientes dos semanas.

e Los resultados de las pruebas de serologia que se van a observar
estan siempre relacionados con otras evaluaciones médicas de
pacientes. Las consecuencias terapéuticas de los hallazgos en
serologia estan relacionadas con los datos clinicos que se van a
observar.

e No es posible una correlacién entre la deteccién de anticuerpos
positivos y la incidencia de infeccién.

e Tira de ensayo oscura: Algunas muestras de los pacientes pueden
provocar un color oscuro, general o irregular, en todas las cintas de
nitrocelulosa (por ejemplo, en sueros de pacientes con alergia a las
lactoproteinas). Son varios los factores responsables de los sueros de
los pacientes correspondientes. La evaluacién de estas cintas sélo es
posible, por regla general, con ciertas restricciones. Por ejemplo, las
barras "inversas" (barras blancas en un fondo oscuro) se consideran
negativas. El suero correspondiente debe comprobarse en todo caso
mediante otro método de serologia.

11 Caracteristicas de potencia
11.1 Sensibilidad del diagnéstico

recomLine HIV-1 & HIV-2 IgG VIH-1* (n=238) VIH-2 (n=104)
Negativo 0 0

Dudoso 0 1

Positivo 238 103
Sensibilidad 238/238=100% 1+103/104=100%**

Intensidad de color de las barras Valoracién
Sin reaccion -
Intensidad muy débil (menor que la barra de corte) +/-
Intensidad débil (correspondiente a la barra de corte) +
Intensidad fuerte (mas fuerte que la barra de corte) ++
Intensidad muy fuerte +++
9.3 Interpretacion de los resultados de la prueba

Los criterios para la interpretacion de la prueba se encuentra en la
Tabla 2.

Tabla 2: Interpretacion de la prueba

* incluye muestras del subtipo A, B, C, D, F, G, CRF01, CRFO02 del grupo My

grupo O.
** incluye resultado dudoso.

11.2  Diferenciacién entre el VIH-1y VIH-2

recomLine HIV-1 & HIV-2 IgG VIH-1 (n=238) VIH-2 (n=103)
Positivo en VIH-1 233 0
Positivo en VIH-2 0 101
Diferenciacién no posible 5 2

Diferenciacién correcta

233/238=98%

101/103=98%

Resultado de la

Criterios
prueba

Ninguna barra = corte
Negativo o

gp120 oly gp105 = corte

toda combinacion de barras que no cumpla los criterios
Dudoso

de negativo o0 positivo

dos barras de ENV del mismo tipo de VIH (gp120 + gp41
0 gpl05 + gp36) = corte

Positivo o

una barra de ENV (solo gp41 o gp36) y al menos una
barra de GAG (p17, p24) o POL (p31, p51) = corte

La diferenciacion se realiza a través de las glicoproteinas
transmembranales gp41 (VIH-1) y gp36 (VIH-2) y es Unicamente posible
cuando el resultado de la prueba es positivo (véase tabla 2 y 3).

Tabla 3: Diferenciacion

11.3 Seroconversiones

Pueden probarse hasta quince paneles de seroconversién con un total de
147 exclusiones con el recomLine HIV-1 & HIV-2, en comparacion directa
con otras pruebas de comprobacién comerciales disponibles. Los
anticuerpos antiVIH se comprueban en dos paneles del recomLine HIV-1
& HIV-2 con una exclusién antes de la prueba de comprobacion.
Posteriormente se reactiva el recomLine HIV-1 & HIV-2 con una exclusion
en otro panel. En los doce paneles de seroconversion restantes se
realizan las pruebas de comprobacién de los anticuerpos VIH al mismo

tiempo.

11.4  Especificidad del diagnéstico

Diferenciacién Criterios
e Elresultado de la prueba es positivo y
VIH-1 e gp41 reacciona = corte y

o la gp41 rige claramente mas que la gp36

recomLine Donantes de Muestras Muestras con
HIV-1 & HIV-2 IgG sangre (n=300) clinicas* interferencias
(n=340) potenciales**
(n=56)
Negativo 298 336 54
Dudoso 2 4 2
Positivo 0 0 0
Especificidad 298/300=99,3% | 336/340=98,8% | 54/56=96,4%

e Elresultado de la prueba es positivo y
VIH-2 e gp36 reacciona = corte y
o la gp36 rige claramente mas que la gp41

o Elresultado de la prueba es positivo y

no tipificable L .
P e no se cumplen los criterios par VIH-1 ni VIH-2

10 Limites y restricciones del método

e Si el hallazgo positivo solo afecta a una evaluacion de dos barras
de glicoproteinas del mismo tipo de VIH (gp120+gp41 o
gpl05+gp36), se deben realizar una nueva toma de muestras y un
nuevo ensayo tras un tiempo de entre dos y cuatro semanas. Para
una mayor proteccion, es conveniente aplicar la técnica de
amplificacion (RT) PCR para detectar el genoma del VIH.

e Los pacientes con un resultado dudoso deben someterse en todo
caso a nuevas pruebas en las dos o cuatro semanas siguientes.
Para una mayor proteccién, es conveniente aplicar la técnica de
amplificaciéon (RT) PCR para detectar el genoma del VIH. En el
caso de las embarazadas, la bibliografia relata frecuentes
hallazgos dudosos.

GARLHIO06ES_2014-03

* Muestras de pacientes con hepatitis grave, infeccion VEB, diferentes
enfermedades autoinmunes, embarazo y muestras rutinarias de laboratorio.
** Muestras lipémicas, hemoliticas e ictéricas, pruebas de factor reumatoide
positivo, pacientes con gammaglobulina hiperinmune.

11.5 Especificidad analitica

La especificidad analitica se define como la capacidad de la prueba para
determinar la exactitud del andlisis ante la existencia de factores de
interferencia potenciales en la matriz de la muestra o ante las reacciones
cruzadas con anticuerpos potencialmente interferentes.

a) Interferencias: Estudios de control de los factores de interferencia
potencial muestran que el rendimiento de la prueba no se ve influida por
anticoagulantes (citrato, acido etilendiaminotetraacético, heparina, CPD),
hemdlisis (hasta 1000 mg/dl de hemoglobina), lipemia, bilirrubinemia
(hasta 20 mg/dl de bilirrubina) o tres ciclos de solidificacion o
descongelacién.

b) Reacciones cruzadas: En los estudios de control se han analizado las
interferencias potenciales de los anticuerpos contra otros organismos para
los que se describen en la bibliografia reactividades cruzadas en pruebas
de comparacion de VIH (p. €]., VEB, hepatitis viral aguda). Ademas se han
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comprobado otras condiciones que se deben a la actividad atipica del
sistema inmunolégico (anticuerpos antinucleares, factor reumatoide). No
se ha comprobado ninguna reactividad cruzada (v. 11.4).
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13 Explicacion de los simbolos

Contenido suficiente para <n> pruebas
Numero de pruebas

EVALFORM Formulario de evaluacion
INSTRU Manual de instrucciones

Ver manual de instrucciones

Contenido, contiene

Prueba in vitro

Ndmero de lote
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No congelar

NUmero de pedido

Utilizado por
Fecha de caducidad
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Almacenamiento de °C a y°C
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