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Sistema Microelisa HTLV-I/II de Avioq
G
g

USO PREVISTO

El Sistema Microelisa HTLV-I/II de Avioq es un inmunoanalisis enzimatico (ELISA) de absorcién cualitativo
para la deteccion de anticuerpos del virus linfotrépico T humano de tipo I (HTLV-I) y/o el virus linfotrépico
T humano de tipo II (HTLV-II) en suero, plasma humano y muestras de cadaver. Esta destinado al cribado
de donantes humanos individuales, lo que incluye a donantes voluntarios de sangre completa y
hemoderivados, y a otros donantes vivos para detectar la presencia de anticuerpos para HTLV-I/HTLV-II y
para contribuir al diagnostico clinico de infeccién por HTLV-I o HTLV-II y enfermedades relacionadas.
También esta destinado a su uso en el andlisis de muestras de suero y plasma para el cribado de donantes de
organos cuando las muestras se obtienen mientras el corazon del donante aun late y en muestras de prueba
para el cribado de donantes cadaver (a corazén parado). No esta destinado para uso en muestras de sangre
de cordén umbilical. Ademas de utilizarlo como una prueba manual, también esta destinado a utilizarlo con
el sistema ORTHO® Summit (OSS) para el cribado de donantes de sangre.

RESUMEN Y EXPLICACION DE LA PRUEBA

El HTLV-I, un retrovirus humano de tipo C, ha estado etiolégicamente asociado a la leucemia de linfocitos T
del adulto (ATL)!** y a un trastorno neuroldgico desmielinizante denominado paraparesia espastica tropical
y/o mielopatia asociada al HTLV-I (TSP/HAM). Los anticuerpos anti HTLV-I se encuentran con una
frecuencia elevada en personas afectadas por estos trastornos. Sin embargo, esta bien establecido en estudios
de areas virales endémicas que se observan ATL y TSP/HAM negativas para el virus. Mas recientemente, se
ha demostrado que la infeccion por HTLV-I esta asociada a leucemia linfocitica crénica (CLL) de linfocitos B
y T,56 mieloma multiple,” algunos casos de linfoma no Hodgkininano (NHL),® polimiositis,® artritis,!0!!
sarcoma de Kaposi ,'? uveitis,'® estrongiloidiasis® y micosis fungoide.'*15 E1 HTLV-I es endémico en algunos
paises del Caribe, el sur de Japén y posiblemente en algunas areas de Africa.1¢2! En los Estados Unidos, se ha
identificado al HTLV-I en pacientes con ATL, drogodependientes que consumen drogas inyectables y en
personas sanas.

El HTLV-IL, un virus relacionado, es endémico en varias tribus amerindias,?*? pero no se ha comprobado de
manera inequivoca que sea un patogeno. Se ha observado una alta tasa de resultados seroldgicos positivos
para el HTLV-II en drogodependientes que consumen drogas inyectables.2628 Los primeros pacientes para
los que se notificaron infecciones por HTLV-II presentaban una variante atipica de leucemia de células
pilosas en linfocitos T. Las observaciones mas recientes llevaron a suponer que el HTLV-II puede estar
asociado a leucemia de linfocitos grandes granulares (LGL),? leucemia linfopénica crénica de linfocitos T,
leucemia prolinfocitica de linfocitos T,*! micosis fungoide!* y enfermedades neurodegenerativas cronicas®3
como mielopatia® y ataxia espastica.’> Los anticuerpos contra el HTLV-II presentan una reactividad cruzada
significativa a los antigenos del HTLV-1.

La transmision de infecciones por HTLV-I y HTLV-II a receptores de transfusiones de hemoderivados
infectados esta bien documentada. Otras vias conocidas de transmisién son la leche materna, el contacto
sexual y compartir agujas y jeringas contaminadas entre consumidores de drogas inyectables. Se sospecha la
transmision perinatal pero atin no esta comprobada.
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PRINCIPIO DE LA PRUEBA

El Sistema Microelisa HTLV-I/II de Avioq es un inmunoandlisis enzimatico en el que la fase solida
(micropocillos) esta cubierta por un lisado virico purificado de HTLV-I, un lisado virico purificado de
HTLV-II y un antigeno recombinante de p21E del HTLV-I.

Con la adicién de una muestra diluida para prueba que contiene anticuerpos anti HTLV-I o anti HTLV-I], los
complejos se forman por la interaccién de los anticuerpos en la muestra y los antigenos de la fase solida.
Después de la incubacién, la muestra se aspira y se lava el pocillo con solucion amortiguadora.
Posteriormente, se agregan inmunoglobulinas antihumanas de cabra conjugadas con peroxidasa de rabano
picante (HRP), las cuales ligan el complejo antigeno anticuerpo durante una segunda incubacion. Después
de un lavado e incubacién con sustrato TMB (tetrametilbenzidina), se produce un color azul. La reaccién
enzimatica se detiene con la adicion de una solucién de acido sulfurico, que cambia el color a amarillo. La
cantidad de anticuerpos especificos para HTLV-I o HTLV-II presente en la muestra es proporcional a la
intensidad del color.

B
Sy
REACTIVOS
Componentes en cada kit del Sistema Microelisa HTLV-I/II de Avioq
192 pruebas 576 pruebas 9600 pruebas
2 porta tiras 6 porta tiras 100 porta tiras | Tiras para Microelisa HTLV-I/II — Doce por porta
tiras, cada una contiene 8 pocillos recubiertos por
lisado virico de HTLV-I inactivado, un antigeno
recombinante de HTLV-I (rp21E) y lisado virico de
HTLV-II inactivado; contenidas en una bolsa de
aluminio con gel de silice como desecante.
1 vial 2 viales 4 viales EnzAbody® para HTLV-I/II (concentrado
(50 mg) (50 mg cada (50 mg cada EnzAbody) — Inmunoglobulina antihumana de
uno) uno) cabra conjugada con peroxidasa de rabano picante,
~0,06% en peso o 30 pg; liofilizada con suero de
cabra, sacarosa y leche desnatada en polvo.
1 frasco 2 frascos 28 frascos Diluyente EnzAbody® - Solucién salina
(55 ml) (55 ml cada uno) | (55 ml cada uno) amortiguada con fosfato que contiene un 10% de
suero de cabra y surfactantes no iénicos.
Conservantes: sulfato de gentamicina al 0,2% y
cinamaldehido al 0,02%.
1 frasco 2 frascos 16 frascos Diluyente para muestras — Solucion salina
(100 ml) (100 ml cada (100 ml cada amortiguada con fosfato que contiene un 10% de
uno) uno) suero de cabra, surfactantes no idnicos, cloruro de
sodio, albimina de suero bovino al 0,14%, leche
desnatada en polvo y colorante amaranto.
Conservante: bromonitrodioxano al 0,03% (p/v).
1 frasco 2 frascos 34 frascos Solucién TMB - acido citrico que contiene
(22 ml) (22 ml cada uno) | (22 ml cada uno) | tetrametilbenzidina al 0,03%*2HCI.
1 frasco 2 frascos 34 frascos Solucién de perdxido — soluciéon amortiguadora de
(22 ml) (22 ml cada uno) | (22 ml cada uno) | acido citrico y citrato de sodio que contiene
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perdxido de urea al 0,04%.
1 vial 2 viales 17 viales Suero control negativo — suero humano con
(1,5 ml) (1,5 ml cada (1,5 ml cada estabilizadores de proteinas; no reactivo segin
uno) uno) pruebas aprobadas por la FDA para anticuerpos
contra HTLV-I, HTLV-II, VIH-1, VIH-2, VHC y no
CONTROL|- reactivo para HBsAg y VIH-Ag. Conservante:
bromonitrodioxano al 0,05% (p/v).
192 pruebas 576 pruebas 9600 pruebas
1 vial 1 vial 12 viales Suero control positivo para HTLV-I — suero
(1,0 ml) (1,0 ml) (1,0 ml cada humano inactivado con estabilizadores de proteinas
uno) y colorante rojo amaranto; reactivo para anticuerpos
contra el HTLV-I; no reactivo segin pruebas
CONTROL |+ aprobadas por la FDA para anticuerpos contra VIH-
1, VIH-2, VHC y no reactivo para HBsAg y VIH-Ag.
Puede presentar reactividad cruzada con el
antigeno HTLV-II. Conservante: bromonitrodioxano
al 0,05% (p/v).
1 vial 1 vial 12 viales Suero control positivo para HTLV-II - suero
(1,0 ml) (1,0 ml) (1,0 ml cada humano inactivado con estabilizadores de proteinas
uno) y colorante azul patente; reactivo para anticuerpos
contra el HTLV-IIL; no reactivo segtin pruebas
CONTROL |+ aprobadas por la FDA para anticuerpos contra VIH-
1, VIH-2, VHC y no reactivo para HBsAg y VIH-Ag.
Puede presentar reactividad cruzada con el
antigeno HTLV-I. Conservante: bromonitrodioxano
al 0,05% (p/v).
1 cada uno 1 cada uno 5 cada uno Abrazadera y varilla (o equivalente) — cierre para el
envase de aluminio.
10 hojas 20 hojas 30 hojas Selladores para placas — adhesivo.

Nota: el concentrado de solucion amortiguadora de lavado se proporciona como accesorio del kit.

Concentrado de solucion amortiguadora de lavado, nimero de referencia 559879, compuesto por 1
frasco (100 ml)

Concentrado de solucion amortiguadora de lavado, nimero de referencia 559880, compuesto por 4
frascos (4x100 ml)

Nota: la solucion quelante requerida es acido sulfarico 2N y no la suministra Avioq. No utilice ninguna
otra solucidon quelante para esta prueba.
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ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

1.

10.

11.

Precaucion: manipule todos los materiales biolégicos HTLV-I/II de Avioq como si fueran agentes
infecciosos con capacidad de contagio. Los antigenos utilizados para recubrir los pocillos de microelisa
han sido inactivados para virus mediante disrupcién con detergente y los sueros de control positivo
para HTLV-1 y HTLV-II han sido inactivados mediante el agregado de detergente. Los controles
positivos y negativos derivan de suero o plasma humano y se les han hecho pruebas de antigenos de
VIH-1, HBsAg, anti-VIH-1, anti-VIH-2 y anti-VHC y se ha descubierto que no son reactivos segin
pruebas aprobadas por la FDA. Como ningtin método de prueba puede ofrecer una garantia completa
de la ausencia de agentes infecciosos, todos los materiales de origen humano se deberan manipular
como si fueran agentes infecciosos con capacidad de contagio.

Todos los operadores de pruebas deberan atenerse a los reglamentos (29 CFR 1910.1030) del organismo
de salud y seguridad laboral estadounidense (Occupational Safety and Health Administration, OSHA).

Mantenga el drea de prueba separada de las areas en las que se almacenan la sangre o los
hemoderivados para transfusion.

No pipetee ninguno de los materiales con la boca. No fume, coma ni beba en 4reas en las que se
manipulan muestras o reactivos del kit.

No realice la prueba en presencia de vapores de reactivos (por ej., del hipoclorito de sodio, acidos,
alcalis o aldehidos) ni polvo porque puede verse afectada la actividad enzimatica del conjugado.

Use guantes desechables y manipule con cuidado todos los materiales utilizados en la prueba (esto
incluye muestras, controles, solucion de lavado, tiras y porta tiras para microelisa y pipetas) como si
fueran agentes infecciosos con capacidad de contagio. Consulte inmediatamente a un médico en caso de
que los materiales sean ingeridos o entren en contacto con laceraciones abiertas, lesiones u otros cortes
en la piel, membranas mucosas u ojos.

Para descontaminar, limpie inmediatamente cualquier derrame de material que contenga antigenos o
anticuerpos utilizando una dilucién 1:10 de hipoclorito de sodio al 5% (concentracién final 0,5%) o
desinfectante equivalente. Deseche el material de limpieza mediante un método aceptable.

Deseche todos los materiales que hayan entrado en contacto con muestras y reactivos siguiendo los
reglamentos locales, estatales y federales.” Los residuos solidos se pueden incinerar o limpiar en
autoclave durante un lapso adecuado. Debido a las variaciones entre los autoclaves y en las
configuraciones de los residuos, cada usuario debera verificar la eficacia de este ciclo de
descontaminacion utilizando indicadores biolégicos.3

Nota: los residuos liquidos que contengan acido deberan ser neutralizados antes de agregar
desinfectantes o antes de desecharlos.

Algunos componentes de este kit contienen pequefias concentraciones de sustancias quimicas
peligrosas (concentrado de solucién amortiguadora de lavado, solucién de perdxido, solucion TMB).
Consulte la Ficha de datos de seguridad del material (MSDS) para obtener informacion especifica.
Pongase en contacto con Avioq Inc. para obtener una MSDS.

Acido sulfarico 2N - el acido sulftirico es corrosivo y se debera manipular con cuidado para evitar
exponer la piel o los ojos. Si este reactivo entra en contacto con la piel o los ojos, lavelos
meticulosamente con agua.

Proceda con precaucion al montar las microplatas para ciclos de placas parciales (que combinan tiras
cubiertas y no recubiertas). Es posible que algunos analizadores no puedan diferenciar entre pocillos
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recubiertos y no recubiertos y se obtengan resultados para cualquier posicion de pocillo con un ntimero
de ID o control asignado.

PREPARACION DE REACTIVOS

Prepare los siguientes reactivos antes o durante el procedimiento de la prueba. Los reactivos y las muestras
deben estar a temperatura ambiente (15-30°C) antes de la dilucién/preparacién y antes de iniciar la prueba y
pueden permanecer a temperatura ambiente durante la misma. Se debera preparar una cantidad suficiente

de reactivos de prueba para completar la cantidad de pruebas deseada. Vuelva a colocar los reactivos a 2-
8 °C después del uso.

Preparacion del concentrado EnzAbody

1.

Pipetee 4,0 ml de diluyente EnzAbody a un 1 vial de concentrado EnzAbody liofilizado. Mezcle
minuciosamente el contenido. Evite formar una cantidad excesiva de espuma. Deje rehidratar el
concentrado EnzAbody un minimo de 30 minutos después de la reconstitucion. No manipule el vial de
concentrado EnzAbody con guantes que hayan entrado en contacto con suero o plasma.

Registre la fecha de preparacién y la de caducidad en el vial. El concentrado EnzAbody es estable
durante 5 semanas cuando se lo almacena a 2-8 °C.

Preparacion de la solucion de trabajo EnzAbody

1. Se deben usar recipientes limpios de polipropileno, preferiblemente desechables. No utilice recipientes
de poliestireno. Cuando utilice un procesador automatico de microplacas, consulte las
recomendaciones del fabricante para el uso de recipientes. Transfiera la cantidad adecuada de
diluyente EnzAbody al recipiente y agregue la cantidad adecuada de concentrado EnzAbody
reconstituido para fabricar una solucién de trabajo EnzAbody 1:251 (consulte la tabla a continuacion).
Asegurese de que el concentrado EnzAbody esté bien mezclado antes de usarlo. Vuelva a colocar el
concentrado EnzAbody no utilizado a 2-8 °C. No combine viales de concentrado EnzAbody
reconstituido. Es posible que necesite mas solucion de trabajo EnzAbody segun el dispensador de
reactivo utilizado.

Preparacion de la solucion de trabajo EnzAbody
Cantidad de tiras para Volumen de concentrado Volumen de diluyente
microelisa EnzAbody reconstituido EnzAbody
2 10 pl 2,5ml
3 20 ul 5,0 ml
6 25 ul 6,25 ml
9 30 ul 7,5 ml
12 50 ul 12,5 ml
Volumen de concentrado Volumen de diluyente
Cantidad de placas EnzAbody reconstituido EnzAbody
1 50 ul 12,5 ml
2 100 pl 25,0 ml
4 200 pl 50,0 ml
6 300 pl 75,0 ml
10 500 pl 125,0 ml

2. Una vez preparada, la solucién de trabajo EnzAbody permanece estable durante cuatro horas a
temperatura ambiente. Registre los horarios de preparacion y caducidad de la solucidon de trabajo
EnzAbody. Deseche toda la soluciéon de trabajo EnzAbody no utilizada después de completar la
prueba.
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Preparacion de la solucién amortiguadora de lavado

jImportante! El concentrado de soluciéon amortiguadora de lavado esta formulado especificamente para la
prueba HTLV-I/II de Avioq. No utilice ninguna otra soluciéon amortiguadora de lavado para esta prueba.

1. Revise el concentrado de solucién amortiguadora de lavado para detectar la presencia de cristales o
precipitado. Si se han formado cristales o precipitado en la solucién, vuelva a solubilizarla calentandola
a 37 °C hasta la disolucién de los cristales o el precipitado. Mezcle el concentrado de solucion
amortiguadora de lavado antes de diluirlo.

2. Diluya el concentrado de solucion amortiguadora de lavado en una proporciéon 1:25 con agua
purificada,® segiin el esquema indicado en la tabla siguiente.

Preparacion de la solucion amortiguadora de lavado

Cantidad de tiras Volumen de solucién Volumen de agua Volumen total de
para microelisa amortiguadora de purificada solucion
lavado amortiguadora de
lavado
1-6 7 ml 168 ml 175 ml
7-12 14 ml 336 ml 350 ml
Volumen de solucion Volumen de agua Volumen total de
Cantidad de placas amortiguadora de purificada solucion
lavado amortiguadora de
lavado
1 14 ml 336 ml 350 ml
2 28 ml 672 ml 700 ml
4 56 ml 1.344 ml 1.400 ml
6 84 ml 2.016 ml 2.100 ml
10 140 ml 3.360 ml 3.500 ml

El volumen total de solucién amortiguadora de lavado no incluye ningtin volumen adicional requerido
para una lavadora automatica (cebado, volumen muerto, etc.). Consulte las instrucciones del fabricante
de la lavadora de placas para microelisa.

3. La solucion amortiguadora de lavado permanece estable durante dos semanas cuando se la almacena a
2-30° C. Registre las fechas de preparacion y de caducidad.
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Preparacion del sustrato TMB @ °
Prepare sustrato TMB en un recipiente limpio de polipropileno, preferiblemente desechable. No utilice
recipientes de poliestireno. Transfiera la cantidad adecuada de solucion de perdxido a un recipiente,
agregue una cantidad adecuada de solucién TMB a la solucidn de perdxido y mezcle minuciosamente antes
del uso (consulte la tabla a continuacién).

Cada placa de micropocillos requiere al menos 10 ml de sustrato TMB. Es posible que necesite mas sustrato
TMB segtin el dispensador de reactivo utilizado. Consulte las instrucciones del fabricante del instrumento
para averiguar requisitos adicionales de reactivos.

Preparacion del sustrato TMB

Cantidad de tiras para Volumen de solucion de
microelisa Volumen de solucion TMB perdxido
2 1ml 1ml
3 2 ml 2 ml
6 3ml 3 ml
9 5 ml 5 ml
12 6 ml 6 ml

Volumen de solucion de

Cantidad de placas Volumen de solucion TMB perdxido
1 6 ml 6 ml
2 12 ml 12 ml
4 24 ml 24 ml
6 36 ml 36 ml
10 60 ml 60 ml

El sustrato TMB permanece estable durante 6 horas cuando se lo mantiene a temperatura ambiente y
deberia ser incoloro cuando se lo utilice. Registre los horarios de preparacién y caducidad. Si presenta un
color visiblemente azul, deséchelo y prepare mas sustrato TMB segtin sea necesario.

Nota: la solucion TMB y el sustrato TMB se deben proteger de la exposicién a la luz. Evite el contacto con
metal o iones metalicos ya que puede dar como resultado la formacion no deseada del color azul.
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INSTRUCCIONES PARA EL ALMACENAMIENTO DEL KIT

Almacene todos los componentes a 2-8 °C cuando no estén en uso. La fecha de caducidad impresa en el kit indica la
fecha después de la cual no se debe utilizar el producto. La estabilidad de los reactivos del kit después de la
reconstitucién o dilucién estd listada en «<PREPARACION DE REACTIVOS». No almacenar congelado.

TIRAS PARA MICROELISA HTLV-I/II

Se deberé llevar el envase de aluminio a temperatura ambiente (15-30 °C) antes de abrirlo para evitar la condensacién de
las tiras para microelisa. Después de abrir el envase hermético de aluminio, las tiras permanecen estables durante 4
semanas a 2-8 °C, si se vuelve a sellar el envase de aluminio con la abrazadera y la varilla provistas o con un equivalente.
Registre la fecha de abertura y la fecha de caducidad en el envase de aluminio. No se debera quitar la bolsa de gel de
silice.

Figura 1: Cierre del envase de aluminio.

1 2 3

Pliegue el extremo abierto del envase de aluminio sobre la varilla.
Coloque la abrazadera.

INDICACIONES QUIMICAS O FiSICAS DE INESTABILIDAD

Las alteraciones en la apariencia fisica de los materiales del kit de prueba pueden indicar inestabilidad o deterioro. Las
fechas de vencimiento que figuran en las etiquetas de los reactivos del kit indican la fecha después de la cual no se debe
utilizar el producto.

Si el sustrato TMB presenta un color visiblemente azul, deseche y prepare mas sustrato TMB segtin sea necesario.
RECOGIDA, CONSERVACION Y PREPARACION DE MUESTRAS

Muestras de donantes vivos

Recogida: no es necesario que el paciente ayune ni se prepare especialmente. Se puede usar suero o plasma tratado con
heparina, citrato, CPD, CPDA-1 o EDTA (etilen-diamino-tetra-acetato) como anticoagulantes. Consulte las instrucciones
proporcionadas por el fabricante de los tubos de recogida de muestras para obtener informacion sobre la proporcion
correcta entre el volumen de la muestra y el anticoagulante que debe utilizar. Extraiga el suero o el plasma del coagulo o
los eritrocitos lo antes posible para evitar la hemdlisis. Se pueden utilizar muestras de los tubos separadores de suero y
de los tubos segmentados de bolsas de sangre. El Sistema Microelisa HTLV-I/II de Avioq no se ve afectado por niveles
elevados de lipidos (3000 mg/dl), bilirrubina total (20 mg/dl), factor reumatoideo o hemoglobina (3051 mg/dl). Las
muestras pueden ser inactivadas por calor durante 30 minutos a 56 °C sin pérdida de reactividad. El rendimiento no se
ha establecido para otros tipos de muestras, como liquido pleural, saliva, liquido bucal, eluidos en manchas de sangre
seca y muestras no humanas.

Conservacion: las muestras deberan carecer de contaminacién microbiana y se las puede conservar a 2-8 °C por un lapso
maximo de 14 dias. Para el almacenamiento a largo plazo, las muestras se deberdn congelar a —20 °C. Después de
descongelarlas, se deberd mezclarlas. Las muestras se pueden congelar y descongelar una vez sin pérdida de reactividad.
Sin embargo, las muestras congeladas y descongeladas repetidamente o aquellas que contengan material particulado
pueden arrojar resultados erréneos.

Envio: las muestras para enviar deberan estar envasadas de conformidad con los reglamentos aplicables que rigen el
transporte de agentes etiologicos. Las muestras se pueden enviar a temperatura ambiente, refrigeradas (2-8 °C) o
congeladas (-20 °C o mas baja). Al recibirlas, se las debera almacenar a la temperatura recomendada para conservacion
indicada previamente.
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Muestras de donantes cadaver

Recogida: las muestras de cadaver pueden recogerse de suero, de tubos separadores de suero o de plasma
EDTA. Son preferibles las muestras claras no hemolizadas. Los precipitados en las muestras deben
eliminarse mediante centrifugacion.

Conservacion: las muestras de cadaver pueden conservarse durante un maximo de 14 dias a una
temperatura de entre 2 y 8 °C, y a una temperatura de -20 °C si se someten a 4ciclos de
congelacion/descongelacion. Mezcle bien el contenido después de la descongelacion y antes de iniciar la
prueba.

Envio: las muestras para enviar deberan envasarse de conformidad con los reglamentos aplicables que rigen
el transporte de agentes etiologicos. Las muestras deben enviarse a una temperatura de entre -20 °c y 30 “c.
Una vez recibidas, las muestras deben almacenarse a la temperatura de conservacién recomendada, sin
superar un total de 14 dias, incluido el tiempo de transporte.
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PROCEDIMIENTO PARA LA PRUEBA CON EL SISTEMA MICROELISA HTLV /Il DE AVIOQ
Materiales proporcionados

Tiras para microelisa HTLV-I/II

EnzAbody® para HTLV-I/IT

Diluyente EnZAbody®
Diluyente para muestras
Solucion TMB
Solucién de perdxido
Suero control negativo
Suero control positivo para HTLV-I
Suero control positivo para HTLV-II
Abrazadera y varilla
Selladores para placas
Materiales adicionales requeridos pero no provistos
Instrumental/ Equipamiento
Nota: para cualquier pieza de instrumental, se debera revisar el manual proporcionado por el fabricante para obtener
informacién adicional con respecto a lo siguiente:
a) Instalacién y requisitos especiales.
b) Principios de operacion, instrucciones, precauciones y peligros.
c) Especificaciones del fabricante y capacidad de rendimiento.
d) Informacioén sobre servicio y mantenimiento.
e) Control de calidad.
Sistema dispensador/diluidor automatico o equivalente
Sistema de aspiracién/lavado
El sistema de aspiracion/lavado debe ser capaz de dispensar un volumen minimo de 300 pl y capaz de realizar un
ciclo de remojo de 30 + 5 segundos. Los residuos aspirados deben estar contenidos en un sistema cerrado.
Sistema de pipetas multicanales de volumen variable y ajustables capaces de administrar 50 — 300 ul + 5% y puntas
Micropipeta(s) capaces de administrar 20 pl = 5%, 100 pl + 5% y puntas
Incubadora — Una incubadora de bafio seco, bloque calentador o equivalente, capaz de mantener 37 +2 °C.
Lector de placas de microelisa
Se puede utilizar cualquier lector de microelisa capaz de transmitir luz a 450 nm + 5 nm o doble longitud de onda
450 nm + 5 nm y 620/630 nm + 5 nm como referencia, con un rango lineal de absorbancia de 0 a 2,000, un
desplazamiento de menos del 0,005% AU/h y un ancho de banda a una altura media 10 £2 nm.
Temporizador
Cilindro graduado, 50 ml y 1-2,5 1 o equivalente
Reactivos/Desechables
Concentrado de soluciéon amortiguadora de lavado (nimero de referencia 559879)
Acido sulftrico 2N
Agua purificada,® USP, NCCLS tipo I*! o equivalente
Porta tiras con pocillos no recubiertos
Papel absorbente
Cubetas desechables en V o equivalente
Guantes desechables
Solucion de hipoclorito de sodio (5%), lejia liquida o desinfectante equivalente
Recipientes para residuos con riesgo bioldgico adecuados para materiales potencialmente contaminados con agentes
infecciosos
Tubos desechables de polipropileno con tapén (15 o 50 ml) o equivalente
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Materiales disponibles en Avioq Inc.

Concentrado de soluciéon amortiguadora de lavado, frasco de 100 ml (nimero de referencia 559879)
Concentrado de soluciéon amortiguadora de lavado, 4 frascos de 100 ml (nimero de referencia 559880)

Notas de procedimiento

1.

10.

11.

12.

13.
14.

El cumplimiento inadecuado de las instrucciones del prospecto puede dar como resultado resultados erréneos o
pruebas invalidas.

Las tiras para microelisa, EnzAbody para HTLV-I/II, el diluyente EnzAbody, el diluyente para muestras, la
solucion TMB, la solucién de perdxido y los controles utilizados en una prueba deberan ser del mismo nimero de
lote maestro. La solucién amortiguadora de lavado no es especifica del nimero de lote del kit maestro y se puede
utilizar con cualquier nimero de lote del kit maestro. Los materiales se deben utilizar antes de la fecha de
caducidad que aparece en la etiqueta del envase. Los componentes y las muestras para la prueba deben estar a
temperatura ambiente (15-30 °C) y se los debe mezclar (segin corresponda) antes de iniciar la prueba. Vuelva a
colocar los reactivos a 2-8 °C después del uso. No almacenar congelado.

Las tiras de la placa para microelisa son extraibles. Almacene las tiras no utilizadas tal como se describe en las
«INSTRUCCIONES PARA EL ALMACENAMIENTO DEL KIT». Antes del inicio de la prueba, revise el porta tiras
microelisa y asegurese de que todas las tiras estén fijas. Los porta tiras se deben manipular con cuidado para
asegurarse de que ninguna tira se salga de lugar durante la prueba. Las tiras para microelisa se pueden numerar
para garantizar su reinsercion si alguna tira se saliera de lugar.

Las tiras para microelisa y los selladores para placas se pueden usar una sola vez.

Para evitar la contaminacion, no toque la parte superior de las tiras ni el borde de los pocillos con los dedos o con
las puntas de las pipetas.

Todos los reactivos y las muestras se deben mezclar bien antes del uso. Los controles positivo y negativo se
pueden mezclar en un agitador vortex antes de pipetearlas. Los controles positivo y negativo se deben dispensar y
diluir de la misma forma que las muestras. Uno de cada control positivo y tres controles negativos se deben
colocar en cada placa (porta tiras). Si se procesa mas de un porta tiras, debera garantizar que se cumplan con todos
los tiempos de incubacidn especificados.

Se deberan llevar a cabo todos los pasos del pipeteado con sumo cuidado y exactitud. La contaminacion cruzada
entre reactivos invalidara los resultados de la prueba. Use micropipetas para la administraciéon cuantitativa de
muestras y reactivos. Para el pipeteo manual de controles y muestras, use puntas para muestras individuales y
desechables a fin de prevenir el arrastre de muestras. Evite la contaminacion de los reactivos, ya sea microbiana o
de otro tipo.

Si de forma involuntaria no se agrega una muestra a esta prueba, por ejemplo, se salta un pocillo, los resultados de
la prueba para esta muestra se pueden interpretar erréneamente como no reactivos.

Evite abrir la puerta de la incubadora (37 °C) durante el tiempo de incubacion.

Evite la contaminaciéon quimica de los reactivos y el equipamiento. Se recomienda enfaticamente el mantenimiento
rutinario del sistema de aspiracién/lavado para evitar arrastrar anticuerpos de muestras altamente reactivas a
muestras no reactivas.

Las microplacas se deben enjuagar con abundante cantidad de agua al completar el lavado final de la prueba.
Consulte las recomendaciones del fabricante sobre el mantenimiento del sistema de manipulacién de liquidos para
los procesadores automaticos de microplacas.

El lavado manual de placas debe ser validado antes del uso. Se recomienda el uso de un sistema de lavado
automatico de placas (consulte la seccion Materiales adicionales requeridos pero no provistos para ver los
requisitos de sistemas de lavado automaticos). El lavado incompleto afectara negativamente al resultado de la
prueba.

Se debera completar la prueba sin interrumpirla y dentro de los limites de tiempo establecidos en el prospecto.

No vuelva a colocar los reactivos sobrantes en sus frascos originales.

12
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15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

No toque la superficie externa inferior de los micropocillos. Las huellas digitales o los rayones pueden interferir
con su lectura .

Asegurese de que las tiras para microelisa estén niveladas en el porta tiras para microelisa durante el
procedimiento de la prueba. Si fuera necesario, limpie cuidadosamente la parte inferior de las tiras para microelisa
con un papel absorbente suave sin pelusas para quitar cualquier resto de humedad, polvo o residuos antes de la
lectura. Si fuera necesario, también se puede quitar la solucion amortiguadora seca de la parte inferior de las tiras
para microelisa limpiandolas con un pafio suave humedecido con agua y luego con un papel absorbente suave sin
pelusas antes de la lectura.

Los valores de los controles negativos o positivo que no estén dentro del rango esperado (consulte la secciéon de
Control de calidad) pueden indicar un problema en la técnica o el deterioro del producto.

Todo el equipo para pipeteado se debera usar con cuidado, se lo debera calibrar con regularidad y mantener
siguiendo las instrucciones del fabricante del equipamiento.

El lector de placas para microelisa puede contener un filtro de referencia de 620 nm o 630 nm. Si se utiliza un
instrumento sin un filtro de referencia, las areas del fondo de los micropocillos que estén opacas, rayadas o
irregulares pueden causar lecturas inexactas.

Las burbujas en los pocillos para tiras de microelisa pueden causar lecturas inexactas de los micropocillos. Se
debera tener cuidado para asegurarse de que no haya burbujas.

Use solo equipamiento correctamente calibrado.

Procedimiento de lavado

1.

El lavado incompleto afectara negativamente al resultado de la prueba. La solucién amortiguadora de lavado debe
estar a temperatura ambiente (15-30 °C) antes del uso.

Aspire el contenido de los pocillos en un matraz para residuos. Luego llene los pocillos (aproximadamente 0,3 ml)
con soluciéon amortiguadora de lavado y deje remojar 30 + 5 segundos, a menos que se haya validado otra cosa.
Aspire y repita el procedimiento de lavado y remojo otras tres veces para un total de cuatro lavados.

Asegurese de que las tiras para microelisa estén completamente aspiradas después de la aspiracidn final. Invierta
el porta tiras y golpéelo firmemente sobre una toalla de papel limpia para absorber el exceso de soluciéon
amortiguadora de lavado si fuera necesario.

Procedimiento de la prueba

1.

Arme el sujetador para tiras con la cantidad requerida de tiras para microelisa. Si se necesitan menos de doce tiras,
use tiras no recubiertas para completar la placa cuando use una placa de 96 pocillos.

Prepare una dilucién 1:5 de cada muestra para prueba y control usando uno de los procedimientos enumerados a
continuacion. Incluya tres pocillos de control negativo, un pocillo de control positivo para HTLV-I y un pocillo de
control positivo para HTLV-II en cada placa independientemente de la cantidad de tiras utilizada. Mezcle los
controles completamente (p. ej. en vortex) antes de pipetearlos o dividirlos en partes alicuotas para el uso
automatizado.

Precaucién: no permita que los pocillos con tiras para microelisa se sequen una vez que la prueba haya
comenzado.
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10.

11.

Agregado directo de la muestra
Meétodo manual: con una pipeta calibrada, agregue 80 ul de diluyente para muestras en cada pocillo de
prueba microelisa. Agregue 20 pl de muestra o control con una punta de micropipeta desechable.

Mezcle la muestra con el diluyente para muestras aspirando y dispensando repetidamente la muestra
(al menos 3 a 4 veces) con cada agregado.

Meétodo automatico: se debera programar el dispensador/diluidor calibrado para que distribuya una
dilucién 1:5, tipicamente 20 ul de muestra o control con 80 ul de diluyente para muestras en cada
pocillo con tira para microelisa. Se debera calcular la retencién en la punta de la pipeta y se la debera
verificar e incluir en la programacion.

Nota: se puede agregar la muestra al diluyente para muestras tal como se describe en el método
manual.

Agregado indirecto de la muestra

Meétodo manual: pipetee 120 ul de diluyente para muestras en un tubo limpio seguido de 30 pl de
muestra o control. Mezcle bien el contenido. Las muestras diluidas en tubos con tapén se pueden
conservar a 2-8 °C hasta 24 horas pero deben estar a temperatura ambiente (15-30 °C) en el momento de
realizar la prueba. Pipetee 100 ul de la muestra diluida en cada pocillo con tira para microelisa.

Cubra las tiras con selladores adhesivos para placas o su equivalente. Si usa selladores para placas,
asegurese de que todos los pocillos estén cubiertos. En el plazo de 30 minutos, incube a 37 £ 2 °C
durante 60 £ 5 minutos.

Después de la incubacion, deseche el sellador para placas tras el uso, si corresponde. No lo reutilice.
Lave y remoje cada pocillo cuatro veces con solucion amortiguadora de lavado (consulte el
«Procedimiento de lavado»).

Pipetee 100 pl de la solucién de trabajo EnzAbody en cada pocillo. (Consulte la «<PREPARACION DE
REACTIVOS» para obtener instrucciones).

Precaucion: no permita que el concentrado EnzAbody reconstituido o la solucion de trabajo
EnzAbody contaminen el sustrato TMB. Si se utiliza el mismo equipamiento para agregar ambos
reactivos, se deberan usar puntas nuevas desechables.

Cubra las tiras con un nuevo sellador para placas o su equivalente. Si usa selladores para placas,
asegurese de que todos los pocillos estén cubiertos. Incube a 37 £2 °C durante 60 + 5 minutos.

Cuando se utilice con el sistema ORTHO® Summit (OSS), incube a 37 £ 2 °C durante 30 + 5 minutos.

Después de la incubacién, deseche el sellador para placas tras el uso, si corresponde. No lo reutilice.
Lave y remoje cada pocillo cuatro veces con soluciéon amortiguadora de lavado. Consulte el
«Procedimiento de lavado».

Pipetee 100 pl de sustrato TMB en cada pocillo. No cubra con un sellador adhesivo para placas.
(Consulte la <cPREPARACION DE REACTIVOS» para obtener instrucciones).

Incube a temperatura ambiente (15-30 °C) durante 30 = 5 minutos.

Detenga la reaccién agregandole 100 upl de acido sulfarico 2N a cada pocillo (mantenga la misma
secuencia e intervalos de tiempo utilizados para agregar sustrato TMB). Debera leer las placas en el
plazo de dos horas.

Ponga el lector de microelisa en blanco al aire (sin porta tiras ni tiras) y lea la absorbancia de la solucion
en cada pocillo a 450 nm + 5 nm (longitud de onda tnica) o a 450 nm + 5 nm y 620/630 nm + 5 nm como
referencia (doble longitud de onda).

14
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Control de calidad

Calificacion de los valores del control negativo (NC): la absorbancia del NC debe ser mayor o igual que 0,000 y menor
o igual que 0,120. Elimine todo valor de NC que esté fuera de este rango. Si hay dos o mas valores menores que 0,000 o
mayores que 0,120, la prueba es invalida y debera repetirla. Calcule la media de NC (NCX) de los valores de control
restantes.

Calificacion de los valores de los controles positivos de HTLV-I (PC-I) y HTLV-II (PC-II): la absorbancia de PC-1 y PC-
II debe ser mayor o igual que 0,500. Si el valor de PC-I y/o el valor de PC-II estan por debajo de esta especificacion, la
prueba es invalida y debera ser repetida.

Validez de la prueba: una prueba es valida si los valores de control negativo y positivo estan calificados y

(PC-I) - NCX > 0,380 (PC-I) - NCX > 0,380
Si los resultados no cumplen con estos criterios, la técnica puede ser sospechosa y la prueba no es valida y debera ser
repetida.

RESULTADOS
Calculos

Los calculos se deberan realizar separadamente para cada porta tiras.
Valor de corte: si la prueba es valida, calcule el valor de corte como sigue:
Valor de corte = NCX + 0,330

Una muestra para prueba no es reactiva si la absorbancia de la muestra es mayor o igual que 0,000 y menor que el valor
de corte.

Una muestra para prueba es reactiva si la absorbancia de la muestra es mayor o igual que el valor de corte.

Calculos para la muestra

Absorbancia (longitud de onda tinica) Absorbancia (doble longitud de onda)
NC = 0,065,0,070, 0,075 NC = 0,034, 0,030, 0,035

NCX = 0,070 NCX = 0,033

PCI = 1,110 PCI = 1,073

PC-II = 1,050 PCII = 1,013

Criterios de aceptacion

Elimine todo valor de absorbancia del control que no cumpla con los siguientes criterios:

0,000<NC<0,120 No se elimin6 ninguno
PC-1>0,500 No se eliminé ninguno
PC-1I'> 0,500 No se eliminé ninguno

Asegurese de que lo siguiente esté dentro de los criterios de aceptacion especificados.

(Longitud de onda tinica) (Doble longitud de onda)
(PC-I) - NCX > 0,380
(PC-II) - NCX > 0,380

1,110 - 0,070 = 1,040 Aprobada 1,073 - 0,033 = 1,040 Aprobada
1,050 - 0,070 = 0,980 Aprobada 1,013 - 0,033 = 0,980 Aprobada
Validez de la prueba (longitud de onda tnica) Validez de la prueba (doble longitud de onda)
Aprobada Aprobada
Calcular valor de corte (longitud de onda tnica) Calcular valor de corte (doble longitud de onda)
Valor de corte = NCX + 0,330 Valor de corte =NCX + 0,330

= 0,070+0,330 = 0,033+0,330

= 0,400 = 0,363
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INTERPRETACION DE RESULTADOS

1. Las muestras con valores de absorbancia iguales o mayores que 0,000 y menores que el valor de corte se
consideran no reactivas segun los criterios de Avioq para HTLV-I/Il y se las puede considerar negativas
para los anticuerpos anti HTLV-I y anti HTLV-IL. Un resultado negativo en la prueba no excluye la
posibilidad de exposicion o infeccion por HTLV-I/II.

2. Las muestras con resultados con valores de absorbancia por debajo de 0,000 se deberan volver a
analizar en solitario para verificar el resultado inicial. Si la muestra tiene un valor de absorbancia menor
que el valor de corte cuando se vuelve a analizar, se puede considerar que la muestra es negativa para
anticuerpos anti HTLV-I y anti HTLV-II segtin los criterios de Avioq para HTLV-I/IL

3. Las muestras con valores de absorbancia iguales o mayores que el valor de corte se consideran
inicialmente reactivas segtin los criterios de Avioq para HTLV-I/II, pero antes de la interpretacién se
debera volver a analizar la muestra por duplicado utilizando la prueba HTLV-I/Il de Avioqg. Si alguno
de los analisis repetidos por duplicado resulta reactivo, se considera que la muestra es repetidamente
reactiva para anticuerpos anti HTLV-I y/o anti HTLV-II segtn los criterios del Sistema Microelisa
HTLV-I/Il de Avioq.

4. Las muestras inicialmente reactivas que no reaccionen en alguno de los analisis repetidos por duplicado
se consideran negativas para anticuerpos anti HTLV-I/IL

5.  En la mayoria de los ambitos, es adecuado estudiar repetidamente las muestras reactivas mediante
pruebas adicionales, mas especificas (LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO). Las muestras que
tengan un resultado repetidamente reactivo segin ELISA y positivo segin pruebas adicionales mas
especificas se consideran positivas para anticuerpos anti HTLV-I y/o anti HTLV-IL. La interpretacién de
los resultados de las muestras que tengan un resultado repetidamente reactivo segin ELISA y negativo
o indeterminado en pruebas adicionales mas especificas no queda clara; se puede obtener una mayor
aclaracion realizando la prueba a otra muestra tomada de la misma persona de tres a seis meses mas
tarde.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

El «PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA» y la «INTERPRETACION DE RESULTADOS» del Sistema
Microelisa HTLV-I/II de Avioq se deberan seguir minuciosamente cuando se hagan pruebas para detectar la
presencia de anticuerpos anti HTLV-I y/o anti HTLV-II en el plasma o suero de pacientes individuales. Esta
prueba fue disenada y validada para el uso en suero o plasma humano de muestras de pacientes
individuales y donantes y a partir de muestras de suero o plasma de caddveres donados. No se han
establecido las caracteristicas de rendimiento para otros tipos de muestras (es decir, liquido pleural, saliva,
liquido bucal, eluidos en manchas de sangre seca, muestras no humanas, etc.), sangre mezclada o plasma
procesado y productos fabricados a partir de esas mezclas.

Si no se agrega la muestra tal como se indica en el «<PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA», podria dar un
resultado falso negativo de la prueba.

El Sistema Microelisa HTLV-I/II de Avioq detecta anticuerpos anti HTLV-I y/o anti HTLV-II en sangre y, por
lo tanto, es util para cribar sangre donada a fin de evitar el contagio de HTLV-I y/o HTLV-II a receptores de
hemoderivados celulares y como ayuda para el diagndstico clinico de la infeccion por HTLV-I o HTLV-1I y
enfermedades relacionadas. Se sabe que la infeccion por HTLV-I adquirida por transfusion o hemoderivados

infectados puede provocar la enfermedad en los receptores.36

Las pautas40 publicadas por el Servicio de Salud Publica de los EE. UU. recomiendan que las muestras
repetidamente reactivas sean investigadas mediante pruebas adicionales mas especificas tales como Western
Blot (WB) y la prueba de radioinmunoprecipitacion (RIPA). Estas pruebas complementarias se deberian
utilizar ademas de pruebas con péptidos especificos o pruebas de sondeo para la discriminaciéon entre
HTLV-1y HTLV-IL La interpretacién de esas pruebas debera concordar con estas pautas publicadas.

16 43-01809 Rev 5 Espaiiol (ES)



43-01809 Rev 5 Espaiiol (ES)

17



Se supondra que el suero o plasma de una persona que reaccione tanto con la prueba de ELISA como con la
prueba adicional mas especifica esta infectado con el virus HTLV-I o HTLV-II. Se desconocen las
consecuencias médicas de la seropositividad al HTLV-IIL. Se debera ofrecer el asesoramiento adecuado y una

evaluaciéon médica que concuerde con las pautas de los Servicios de Salud Publica.40 Tal evaluacién se
considerard como parte importante de la prueba de anticuerpos contra HTLV-I/Il y debera incluir la
confirmacion del resultado de la prueba realizada sobre una muestra recién extraida.

La ATL y la TSP/HAM son sindromes clinicos y su diagndstico solo se puede establecer clinicamente. La
prueba con el Sistema Microelisa HTLV-I/II de Avioq solo no se puede utilizar para diagnosticar estas
enfermedades, aunque el estudio recomendado de muestras reactivas confirme la presencia de anticuerpos
anti HTLV-IL. Un resultado negativo para la prueba en cualquier punto del estudio serologico no descarta la
posibilidad de exposicion o infeccién por HTLV-I o HTLV-IL Se deberia considerar repetir la prueba con el
Sistema Microelisa HTLV-I/II de Avioq cuando existe la sospecha clinica de infeccién por HTLV-I o HTLV-IL
Los resultados negativos en esta prueba para personas con exposicion previa al HTLV-I y/o HTLV-II pueden
deberse a que los niveles de anticuerpos estén por debajo del limite de deteccion de esta prueba o a la falta
de reactividad de los anticuerpos a los antigenos HTLV utilizados en esta prueba.

Se pueden esperar resultados positivos con un kit de prueba de esta naturaleza. La proporcion de reactivos
falsos dependera de la prevalencia de anticuerpos al HTLV-I y/o HTLV-II en la poblacién evaluada y de la
sensibilidad y la especificidad del kit de prueba del fabricante utilizado.

RESULTADOS ESPERADOS

El porcentaje de muestras que se determinen como repetidamente reactivas en una poblacion de donantes
normales difiere en funcién de la prevalencia de anticuerpos contra el HTLV-I o el HTLV-II en esa area
geografica. Las areas de prevalencia elevada para HTLV-I son: partes de Africa, Micronesia, Japén, islas de
Hawai e islas del Caribe. Las areas de prevalencia elevada para HTLV-II son: poblaciones de consumidores
de drogas inyectables (CDIV) y varias tribus amerindias en América del Norte y del Sur. La experiencia con
donantes de sangre examinados en los EE. UU. se muestra en la secciéon de Especificidad. La experiencia con
el analisis de poblaciones con enfermedad por HTLV-I o en alto riesgo de adquirir HTLV-I o HTLV-II se
resume en las secciones de Sensibilidad y Poblaciones endémicas.
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CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO DE LA PRUEBA
Reproducibilidad

Se analizaron réplicas de muestras positivas para anticuerpos contra el HTLV-I y el HTLV-II con varios
grados de reactividad, muestras negativas y controles del kit en varios centros (n=3), utilizando varios lotes
de kits (n=3) y varios técnicos (n=2) en varios dias (n=4). La precision total, entre pruebas e intra prueba se
expone en la Tabla 1 a continuacion.

Tabla 1: Reproducibilidad de la prueba

Total Entre pruebas Intra prueba
ID N Pro- DE Ccv DE Ccv DE Ccv
medio

HTLV-IS1 288 2,93 0,346 11,8 0,328 11,2 0,115 3,9
HTLV-IS2 288 1,95 0,246 12,6 0,231 11,8 0,090 4,6
HTLV-I S3 288 1,55 0,228 14,7 0,214 13,8 0,080 5,2
HTLV-I 54 288 1,62 0,206 12,7 0,196 12,1 0,067 4,1
HTLV-I S5 288 0,19 0,024 12,6 0,018 9,5 0,016 8,4
HTLV-II S1 288 3,13 0,348 11,1 0,331 10,6 0,113 3,6
HTLV-II S2 288 2,13 0,270 12,7 0,241 11,3 0,123 5,8
HTLV-II S3 288 2,16 0,248 11,5 0,234 10,8 0,084 3,9
HTLV-II 54 288 1,41 0,201 14,3 0,184 13,0 0,082 5,8
HTLV-II S5 288 0,18 0,029 15,9 0,020 11,1 0,021 11,7
NC 216 0,18 0,027 15,0 0,021 11,7 0,018 10,0
PC HTLV-I 72 2,69 0,338 12,6

1D Identificacion del miembro del panel

N Cantidad de réplicas

PROMEDIO  Promedio de proporcion de senal y corte (SCR)

DE Desviacion estandar del SCR

cv Coeficiente de variacion de SCR
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Especificidad

Se evalud la especificidad de esta prueba analizando 11415 muestras de suero y plasma humano normal
tomadas en varios centros. En la Tabla 2 siguiente se resume un desglose de los datos por centro y por tipo
de muestra. Basandose en una prevalencia cero supuesta de anticuerpos contra el HTLV-I y el HTLV-II en
donantes humanos normales, la especificidad global calculada para esta prueba fue del 99,95% (limites de
confianza del 95% de 99,89% a 99,98%). Para cada poblacién también se incluyen limites de confianza del
95% para la tasa de pruebas reactivas repetidas y una especificidad calculada para cada centro y tipo de
muestra.

Tabla 2: Especificidad calculada en sangre completa y plasma de donantes aleatorios y de poblaciones de
plasma original

Cantidad Inicial Inicial | Repetido | Repetido Repetido Prueba *Especificidad Especificidad
analizada no reactivo | reactivo | reactivo | reactivo Limites | complementar | calculada (%) Limites de
reactivo (%) de confianza ia positiva*** confianza 95%**
95%** (%) (%)
Suero 1315 1314 1 1 0,08 0,004 | 0,334 0 99,92 99,58 | 99,99
Centro
1
Suero 3754 3753 1 1 0,03 0,002 | 0,117 0 99,97 99,85 | 99,99
Centro
2
Plasma 1255 1255 0 0 0,00 0,000 | 0,153 0 100,00 99,71 100,0
Centro 0
1
Plasma 3812 3809 3 3 0,08 0,020 | 0,204 0 99,92 99,77 99,98
Centro
2
Centro 1279 1276 3 1 0,08 0,004 | 0,344 0 99,92 99,57 99,99
de
Plasma
fuente
*= (Cantidad analizada — Cantidad repetido reactivo) X 100
(Cantidad analizada — Cantidad confirmado positivo)
™= Se calcularon los limites de confianza para la especificidad utilizando el método exacto.
*#* = Un resultado positivo en estos estudios estuvo definido por la presencia de anticuerpos a dos
productos de genes (gag, p19 y/o p24 y env, gp46 y/o 61/68) utilizando Western Blot y/o RIPA.
Las pruebas complementarias adicionales y la diferenciacion de tipos entre HTLV-1 y HTLV-II se
hicieron utilizando los siguientes ensayos de uso en investigacion: reactividad a los péptidos gp46-1
o gp46-II recombinantes o nativos en un Western Blot, enzimoinmunoandlisis para péptidos de
HTLV-1 y HTLV-I], estudio IFA para HTLV-I y HTLV-II y/o PCR (utilizando cebadores especificos
para las regiones tax y pol).
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Reactividad con enfermedades que pueden interferir

Se analizaron con esta prueba muestras de individuos con enfermedades que pueden producir reactividad
no especifica a la prueba. Las muestras analizadas se muestran en la Tabla 3 a continuacién. Todas las
muestras fueron no reactivas.

Tabla 3: Reactividad en muestras de pacientes con enfermedades no relacionadas
con la infecciéon por HTLV-1 o HTLV-II

Cantidad de
Cantidad de muestras
Categoria de la muestra muestras inicialmente
analizadas reactivas
Anticuerpos contra el citomegalovirus 10 0
Anticuerpos contra el virus de Epstein-Barr 10 0
Anticuerpos contra el virus del herpes simple 10 0
Anticuerpos contra el VIH-1 10 0
Anticuerpos contra el VIH-2 10 0
Antigeno de superficie del virus de la hepatitis B 10 0
Anticuerpos para sifilis 10 0
Anticuerpos antinucleares 10 0
Transfusiones multiples 10 0
Multiparas 10 0
Factor reumatoideo 10 0
Anticuerpos contra el VHC 10 0
Hipergammaglobulinemia IgG 10 0
Hipergammaglobulinemia IgM 10 0
Anticuerpos para toxoplasmosis 10 0
Receptores de vacuna de la gripe 36 0

Reactividad en muestras con sustancias que pueden interferir

Se analizaron muestras lipémicas (n=10), hemolizadas (n=10) o que contenian niveles elevados de bilirrubina
(n=10) en busca de reactividad no especifica en esta prueba. Todas las muestras fueron no reactivas. Ademas,
como esta prueba incorpora una proteina recombinante producida en E. coli, se analizd una serie de
veintidds (22) muestras en las que previamente se habia determinado que eran positivas para la presencia de
anticuerpos contra E. coli a fin de evaluar el potencial de reactividad cruzada en el sistema de prueba. Todas
las muestras fueron no reactivas.
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Sensibilidad

Se evalu6 la sensibilidad de esta prueba mediante la evaluaciéon de muestras con resultado seropositivo
segun pruebas complementarias de uso en investigacion (Western blot, RIPA, IFA y, en algunos casos, PCR).
Estas muestras procedian de poblaciones con enfermedades asociadas al HTLV, poblaciones de
consumidores de drogas inyectables (CDIV) y de donantes de sangre infectados con HTLV. Una lista de
estos resultados se muestra en la Tabla 4 a continuacién. Esta prueba fue reactiva en las 636 muestras

positivas en pruebas complementarias de uso en investigacion. Esta prueba tiene una sensibilidad estimada
del 100% (intervalo del 99,97% al 100%) para las 636 muestras positivas en pruebas complementarias de uso
en investigacion por la distribucion binomial con una confianza del 95%.

Tabla 4: Reactividad con pruebas suplementarias de HTLV-I, HTLV-II, y muestras
con resultado positivo para anticuerpos anti HTLV-I/II

Cantidad
repetidamente Cantidad
Resultado de reactiva con pruebas repetidamente
Grupo prueba Cantidad aprobadas para reactiva con HTLV-
complementariad | analizada HTLV-I I/II de Avioq
Leucemia de linfocitos T del HTLV-I 47 47 47
adulto
Paraparesia espastica HTLV-I 43 43 43
tropical
Linfoma nasofaringeo HTLV-I 1 1 1
Consumidores de drogas HTLV-I 5 5 5
inyectables HTLV-II 95 94¢ 95
Pacientes hospitalariosP HTLV-1 107 107 107
HTLV-II 38 38 38
Donantes de sangre HTLV-I 146 146 146
HTLV-II 138 138 138
HTLV-I/II 16 16 16
TOTAL 636 635 636

a Un resultado positivo en estos estudios estuvo definido por la presencia de anticuerpos contra dos
productos de genes (gag, p19 y/o p24 y env, gp46 y/o 61/68) utilizando Western Blot y/o RIPA.

Las pruebas complementarias adicionales y la diferenciaciéon de tipos entre HTLV-I y HTLV-II se

realizaron utilizando los siguientes ensayos de uso en investigacion: reactividad a los péptidos gp46-1

0 gp46-1I recombinantes o nativos en un Western Blot, enzimoinmunoanalisis para péptidos de HTLV-
I'y HTLV-I], estudio IFA para HTLV-1 y HTLV-II y/o PCR (utilizando cebadores especificos para las

regiones tax y pol).

b Asintomaticos y algunos sintomas indicativos de enfermedad por HTLV.

€ La prueba aprobada para HTLV-I fall6 en un CDIV (sefial/valores de corte 0,8, 0,9, 0,9) con resultado
indeterminado por Western Blot (sélo p21) y tipificado como HTLV-II por PCR.
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Poblaciones en areas endémicas para HTLV-1 y HTLV-II

Se evalud el rendimiento de esta prueba con muestras de una poblaciéon en un area endémica para HTLV-I y de dos
poblaciones en areas endémicas para HTLV-IL. Para la poblaciéon del area endémica para HTLV-], se evaluaron 532
muestras de una poblacién de alta prevalencia de las islas del Pacifico. Se encontré que 20 muestras de esta poblacién
eran positivas para anticuerpos contra el HTLV-I mediante métodos complementarios de uso en investigacion (Western
blot, IFA o RIPA). La totalidad de las 20 muestras positivas para anticuerpos al HTLV-I fueron repetidamente reactivas
segln esta prueba y una prueba aprobada para HTLV-1. Otras 3 muestras que fueron repetidamente reactivas segun la
prueba aprobada para HTLV-I no fueron reactivas en esta prueba; no se encontré que ninguna de las 3 muestras fuera
positiva para anticuerpos anti HTLV-I en las pruebas complementarias utilizadas. Los resultados de este estudio se
resumen en la tabla siguiente.

En los estudios de las areas endémicas para HTLV-II, se obtuvo un total de 525 muestras de una poblacién nativa
americana en Nuevo México (361) y de una tribu amazoénica, los kayapo, en Brasil (164). De ambas poblaciones, se
determiné que 60 muestras eran positivas para HTLV-II segin pruebas complementarias de uso en investigacion
(Western blot, IFA, RIPA o, en algunos casos, PCR). De las muestras, 58 fueron repetidamente reactivas con esta prueba.
Las dos muestras descritas como no reactivas segin esta prueba pertenecian a la poblacién indigena de los kayapo.
Todas las muestras positivas para HTLV-II seguin las pruebas complementarias de la poblacién de nativos americanos
fueron repetidamente reactivas en esta prueba. Una muestra de la poblacién nativa americana fue repetidamente
reactiva en esta prueba, pero no fue positiva para anticuerpos anti HTLV-II en la prueba complementaria (Western blot).
Los resultados de este estudio se resumen en la Tabla 5 siguiente.

Tabla 5: Reactividad con muestras de
poblaciones en areas endémicas para HTLV-I y HTLV-II

Cantidad (porcentaje)
Cantidad de Cantidad de de positivos por
Cantidad positivos por resultados pruebas
Area endémica analizada pruebas repetidamente | complementarias que
complementarias@ reactivos fueron repetidamente

reactivos por EIA

Islas del Pacifico (HTLV-I) 532 20b 20 20 (100%)
Nuevo México (HTLV-II) 361 7C 8 7 (100%)
Brasil (HTLV-IT) 164 53¢ 51d 51 (96,2%)

a Un resultado positivo en estos estudios estuvo definido por la presencia de anticuerpos contra dos productos de
genes (gag, pl19 y/o p24 y env, gp46 y/o 61/68) utilizando Western Blot y/o RIPA.

Las pruebas complementarias adicionales y la diferenciacion de tipos entre HTLV-1 y HTLV-II se determinaron
utilizando los siguientes ensayos de uso en investigacion: reactividad a los péptidos gp46-1 o gp46-II
recombinantes o nativos en un Western Blot, enzimoinmunoanalisis para péptidos de HTLV-I y HTLV-II, estudio
IFA para HTLV-I y HTLV-II y/o PCR (utilizando cebadores especificos para las regiones tax y pol).

b La cantidad de muestras con resultado positivo en las pruebas complementarias se basé en los resultados de las
pruebas de uso en investigacion Western blot, IFA y RIPA para HTLV-I/HTLV-II de cualquier muestra que fuera
repetidamente reactiva o que fuera inicialmente reactiva dentro de una zona gris negativa del 20% seguin ELISA.

€ La cantidad de muestras positivas en las pruebas complementarias se basé en los resultados de pruebas de uso en
investigacion Western blot, IFA y RIPA para HTLV-I/HTLV-II de todas las muestras (361 de Nuevo México y 164
de Brasil).

d La dos muestras fueron indeterminadas por Western Blot, positivas para anticuerpos contra el HTLV segtn RIPA,
positivas para anticuerpos contra el HTLV-II segtin IFA, y positivas para ADN del HTLV segtin PCR.
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CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO DE LA PRUEBA FABRICADA EN UN NUEVO SITIO

El Sistema Microelisa HTLV-I/II de Avioq es idéntico al Sistema Microelisa HTLV-I/II de Vironostika®
fabricado previamente por bioMérieux, Inc., con un cambio en el sitio de fabricacion. Los estudios llevados a

cabo para evaluar el rendimiento del Sistema Microelisa HTLV-I/II de Avioq fabricado en el nuevo sitio

demostraron que la prueba fabricada en el nuevo sitio cuenta con reproducibilidad, especificidad y
sensibilidad comparables con las de los kits de prueba fabricados en el sitio original.

Reproducibilidad

Para demostrar la reproducibilidad del Sistema Microelisa HTLV-I/II de Avioq fabricado en el nuevo sitio un
panel que consistia en muestras positivas para anticuerpos anti HTLV-I y HTLV-II con distintos grados de
reactividad (cuatro HTLV-1 y cuatro HTLV-II) y dos muestras negativas fue analizado con cada uno de los
tres lotes del kit durante un lapso de cuatro dias utilizando dos analistas que usaron el método de prueba

manual. Cada muestra fue sometida a pruebas por cuadruplicado cada uno de los cuatro dias. E1 CV total

para las muestras positivas utilizando los tres lotes de validacion estuvo en un intervalo de 8,9 - 19,7%

(n=96) comparado con un intervalo de CV total para las muestras positivas de 11,1 — 15,9% para la prueba

fabricada en el sitio previo (n=288, 3 sitios, 3 lotes, 2 operadores, 4 dias y pruebas realizadas por
cuadruplicado).

Tabla 6: Resumen del estudio de reproducibilidad para el Sistema Microelisa HTLV-I/II de Avioq
(método manual)

Total Entre pruebas Intra prueba
ID del S/C S/C S/C
— Estado N P DE CV% Inferior | Superior DE CV% DE CV%
medio IC 95% IC 95%
HTLV-1 Pos 96 3,10 0,276 8,9 3,04 3,15 0,244 7,9 0,136 44
S1
HTLV-I Pos 96 2,92 0,300 10,3 2,85 2,98 0,246 8,4 0,176 6,0
S2
HTLV-I Pos 96 2,50 0,312 12,5 2,44 2,56 0,259 10,4 0,180 7,2
S3
HTLV-I Pos 96 2,18 0,226 10,4 2,13 2,22 0,190 87 0,126 5,8
S4
HTLV-1 Neg 96 0,25 0,023 9,2 0,24 0,25 0,020 8,0 0,012 4,8
552
HTLV-II Pos 96 3,29 0,561 17,1 3,17 3,40 0,482 14,7 0,298 9,1
S1
HTLV-II Pos 96 3,15 0,569 18,1 3,03 3,26 0,537 17,1 0,210 6,7
S2
HTLV-II Pos 96 2,46 0,486 19,7 2,36 2,56 0,462 18,8 0,170 6,9
S3
HTLV-II Pos 96 2,22 0,364 16,4 2,14 2,29 0,300 13,5 0,214 9,6
S4
HTLV-II | Neg 96 0,23 0,020 8,7 0,22 0,23 0,016 7,2 0,012 54
552

2 Muestra negativa para anticuerpos anti HTLV-I y anticuerpos anti HTLV-II
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Especificidad

Para demostrar que la especificidad clinica del Sistema Microelisa HTLV-I/II de Avioq fabricado en el nuevo
sitio era comparable a la de la prueba aprobada originalmente, se analizaron muestras de suero (n=1000) y
plasma (n =1000) de estado desconocido tomadas de poblaciones de bajo riesgo (donantes de sangre) con
tres lotes del kit utilizando el método de prueba manual. Cada lote se utilizé para hacer pruebas a una
cantidad similar de muestras. De las 2000 muestras analizadas, dos fueron repetidamente reactivas (véase la
Tabla 7). Ambas muestras fueron negativas segtin una IFA para HTLV-I y HTLV-II de uso para
investigacién y Western blot. Por lo tanto, la especificidad estimada de la prueba de Avioq observada en este
estudio fue 1998/2000 = 99,90% (IC 95% de 99,44 — 100%), comparada con 11 409/11 415 = 99,95 % (IC 95% IC
de 99,89 —99,98%) para la prueba fabricada en el sitio previo.

Tabla 7: Especificidad estimada del Sistema Microelisa HTLV-I/II de Avioq en donantes
aleatorios de sangre

Especificidad Especificidad
Cantidad | No reactiva| Repetidamente Prueba estimada (%) limites de confianza
analizada reactiva complementar 95% (%)
Suero 1000 999 1 0 99,90 99,44 100,00
Plasma | 1000 999 1 0 99,90 99,44 100,00
Sensibilidad

Para evaluar si la sensibilidad clinica del Sistema Microelisa HTLV-I/II de Avioq fabricado en el nuevo sitio
era comparable al del la prueba aprobada originalmente, se analizé un panel de 200 muestras de repositorio
de suero o plasma seropositivas (100 HTLV-Iy 100 HTLV-II) en tres lotes del kit utilizando el método de
prueba manual (Tabla 8). Se habia determinado previamente que todas las muestras eran repetidamente
reactivas en una prueba de cribado de donantes para HTLV-I/II autorizada por la FDA y se confirmd la
positividad para anticuerpos anti HTLV-I/II con una prueba complementaria de uso en investigacion (WB,
IFA, y/o RIPA). E1 87% de estas muestras pertenecian a donantes de sangre de los EE. UU. y a ninguno se le
habia hecho previamente la prueba utilizando el andlisis original aprobado de Vironostika. La sensibilidad
estimada de la prueba observada en este estudio fue 200/200 = 100% (IC 95% de 98,17 — 100%), comparada
con 636/636 = 100% (IC 95% IC de 99,97 — 100%) para la prueba fabricada en el sitio previo.

Tabla 8: Reactividad del Sistema Microelisa HTLV-I/II de Avioq con muestras de
repositorio seropositivas para HTLV-I/II

Cantidad Cantidad Sensibilidad Sensibilidad
Cantidad repetidamente no reactiva estimada (%) Limites de confianza 95% (%)
analizada reactiva
200 200 0 100,00 98,17 100,00
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CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO DEL SISTEMA ORTHO® SUMMIT (OSS) CON EL SISTEMA
DE MANIPULACION DE MUESTRAS ORTHO® SUMMIT (PIPETEADOR SUMMIT)

Reproducibilidad

Se llevo a cabo la reproducibilidad del Sistema Microelisa HTLV-I/II de Avioq en el instrumento OSS
utilizando un panel de 10 muestras analizadas por duplicado (cuatro positivas para HTLV-], cuatro positivas
para HTLV-II y dos negativas). El estudio se realiz6 en dos centros en un total de tres instrumentos dos
veces por dia durante cuatro dias utilizando un lote de validacién del kit de analisis y se lo compard
haciendo una prueba a este panel mediante el método manual con el mismo lote de validacion. Los
resultados de este estudio se resumen en la Tabla 9.

Tabla 9: Estudio de reproducibilidad para el Sistema Microelisa HTLV-I/II de Avioq en OSS (método

automatico)
Total Entre centros Intra centro
S/C S/C S/C
ID del panel N pro- DE CV% | Inferior | Superior | DE CV% DE CV%
Estado medio IC 95% 1C 95%
HTLV-IS1 Pos 96 4,54 0,375 8,3 4,47 4,62 0,305 6,7 0,226 5,0
HTLV-1S2 Pos 96 4,03 0,366 9,1 3,95 4,10 0,288 7,1 0,232 5,8
HTLV-1S3 Pos 9% 3,63 0,325 8,9 3,57 3,70 0,253 7,0 0,208 5,7
HTLV-I 54 Pos 96 2,84 0,283 10,0 2,78 2,89 0,218 7,7 0,184 6,5
HTLV-I S52 Neg 96 0,26 0,052 20,3 0,25 0,27 0,045 17,5 0,028 10,8
HTLV-II S1 Pos 9% 5,86 0,421 7,2 5,77 5,94 0,323 5,5 0,276 4,7
HTLV-II S2 Pos 96 5,75 0,347 6,0 5,68 5,82 0,270 4,7 0,224 3,9
HTLV-II S3 Pos 96 4,95 0,463 9,4 4,85 5,04 0,385 7,8 0,268 5,4
HTLV-II $4 Pos 9% 4,22 0,332 7,9 4,16 4,29 0,277 6,6 0,189 4,5
HTLV-II S52 Neg 96 0,13 0,028 20,7 0,13 0,14 0,023 17,0 0,016 12,1

a Muestra negativa para anticuerpos anti HTLV-1 y anti HTLV-II

La reproducibilidad del estudio demostrd que la variabilidad total de las muestras positivas se encontraba
en un intervalo del 6% al 10% utilizando el método OSS comparada con un intervalo del 8,9 al 19,7% para las
muestras positivas utilizando el método manual (véase la Tabla 6).

Sensibilidad analitica

Para demostrar que la sensibilidad analitica del Sistema Microelisa HTLV-I/II de Avioq en el instrumento
OSS es comparable con la del método manual, se analizaron ocho paneles de dilucion (diluciones seriadas
dobles de cuatro muestras positivas para anticuerpos al HTLV-I y cuatro muestras positivas para
anticuerpos al HTLV-II hasta el valor de corte de la prueba) utilizando tanto el método manual como el
método automatico. Para evaluar la correlacion de los dos métodos, se realizd el analisis de regresion de
Deming. Este analisis demostré que habia una elevada correlacion para la proporcion S/CO de ambos
formatos, con un coeficiente de correlacion de 0,94. Para demostrar la equivalencia de la proporcién S/CO
entre los dos métodos, se realizé una prueba de la t para datos emparejados. El promedio general S/CO para
el método manual fue 3,143 (n=459) en comparacion con un promedio general de 4,198 (n=459) en el
instrumento OSS. Aunque esta diferencia es estadisticamente significativa, la sensibilidad por diluciones del
criterio de valoracion fue comparable por los dos métodos (es decir, la prueba realizada en el instrumento
OSS no presentd una menor sensibilidad).
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Sensibilidad

Se analizd un panel de 100 muestras de sangre de donantes repetidamente reactivas en un ensayo aprobado
por la FDA con el Sistema Microelisa HTLV-I/II de Avioq utilizando ambos métodos (método manual y
método automatico en el instrumento OSS). Noventa y cinco (95) de las muestras fueron repetidamente
reactivas (concordancia del 100%) utilizando los dos métodos de prueba (manual y automatico). Cinco (5) de
las 100 muestras del panel fueron no reactivas con la prueba de Avioq (tanto manual como automatica). Las
pruebas confirmatorias adicionales realizadas a estas cinco muestras mostraron que ninguna era positiva en
una prueba complementaria. Se debe tener en cuenta que estas muestras fueron sometidas a cinco ciclos de
congelacion/descongelacion antes de hacer la prueba; los datos obtenidos con Avioq indican que las
muestras se pueden congelar y descongelar una vez sin pérdida de reactividad.

La proporcion S/CO de las 95 muestras detectada por la prueba de Avioq estuvo en el intervalo de 1,058 —
8,400 para el método manual y 1,280 — 7,403 para el método automatico en OSS; el coeficiente de correlacion
para la proporcion S/CO fue de 0,94. Veintinueve (29) de estas muestras fueron positivas para anticuerpos
anti HTLV-1y 46 fueron positivas para anticuerpos anti HTLV-II en una prueba complementaria de uso en
investigacion, y 20 fueron positivas para anticuerpos contra el HTLV-I/II (no tipificadas).

Especificidad clinica
Se realizd un estudio en dos centros para evaluar la especificidad de la prueba cuando se la utiliza con el
Sistema automatico ORTHO® Summit (OSS). Se analiz6 un total de 16.339 muestras de suero y plasma

tomadas al azar de donantes de sangre voluntarios. Los resultados de este analisis se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10: Resumen de resultados de especificidad clinica para el Sistema Microelisa HTLV-I/II de Avioq
en OSS (método automatico)

Centro 1 Centro 2
Todos los
Lote Lote Lote Lote Lote Lote centros/lotes
10003 10004 10005 10003 10004 10005 combinados
Cantidad analizada 1366 1366 1358 4160 4080 4009 16.339
No reactiva 1364 1366 1358 4157 4078 4007 16.330
Inicialmente reactiva 2 0 1 3 3 2 11
R tid t
epeticamente 2 0 0 3 2 2 9
reactiva
Positivas confirmadas 0 N/A N/A 0 0 0 0
Total de falsos 2 7 9
positivos
Total analizado 4.090 12.249 16.339
E fici
specificidad 99,95% 99,94% 99,94%
calculada
IC 95% 99,82%-99,99% 99,88%-99,98% 99,90%-99,97%
E ificidad 1
specificidad genera 99,95%
calculada
IC 95% 99,89% a 99,98%
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De las 16.339 muestras de sangre de donantes analizadas, nueve fueron repetidamente reactivas. Las nueve
fueron clasificadas como falsos positivos a partir de los resultados de las pruebas realizadas con Western
Blot (Centro 1) o IFA (Centro 2) de uso en investigacién. Los intervalos de confianza para la especificidad
calculada para la prueba de Avioq en los tres lotes en cada centro y para todos los centros y lotes
combinados se superponen con los de la prueba Vironostika (IC 95%: 99,89 — 99,98%). La especificidad global
calculada de la prueba HTLV-I/II de Avioq en OSS fue 16.330/16.339 = 99,94% (IC 95%: 99,90 — 99,97%) en
comparacion con 11.409/11.415 = 99,95% (IC 95%: 99,89 - 99,98%) utilizando el método manual.

Estos estudios demostraron que el rendimiento del Sistema Microelisa HTLV-I/II de Avioq en el instrumento
OSS es comparable con el que utiliza el método manual para la prueba.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO DEL SISTEMA ORTHO® SUMMIT (OSS) CON EL
PIPETEADOR ORTHO VERSEIA®

Reproducibilidad

Se determino la reproducibilidad del Sistema Microelisa HTLV-I/II de Avioq en OSS con el pipeteador
ORTHO VERSEIA®utilizando un panel que consistia en tres muestras positivas para HTLV-I, dos muestras
positivas para HTLV-II y una muestra negativa. Se llevo a cabo el estudio en tres centros sobre un total de
cinco pipeteadores VERSEIA®y, para comparar, pipeteadores SUMMIT, cada uno de los cuales analizd seis
muestras duplicadas en dos ciclos por dia durante un lapso de cinco dias no consecutivos. Los resultados de
este estudio se resumen en la Tabla 11. El estudio de reproducibilidad demostrd que la variabilidad total era
comparable en los dos tipos de instrumentos.

Tabla 11: Estudio de reproducibilidad para el Sistema Microelisa HTLV-I/II de Avioq en OSS

ID del panel Pipeteador SUMMIT Pipeteador VERSEIA®
N Pro- DE CV% S/CIC 95% N Pro- DE CV% S/CIC 95%
medio Inferior | Superior medio Inferior | Superior

A (HTLV-I) 150 | 2,549 0,515 20,2 2,468 2,631 150 | 2,602 0,503 19,3 2,524 2,680
B (HTLV-D) 150 | 2,623 0,480 18,3 2,548 2,699 150 | 2,708 0,491 18,1 2,632 2,785
C (HTLV-D 150 | 1,718 0,416 24,2 1,653 1,783 149 | 1,869 0,448 24,0 1,798 1,939
D (HTLV-II) 150 2,802 0,562 20,1 2,713 2,891 150 2,823 0,601 21,3 2,728 2,918
E (HTLV-II) 150 | 1,985 0,365 18,4 1,928 2,042 150 | 2,114 0,421 19,9 2,049 2,180
F (negativo) 150 | 0,061 0,016 26,0 0,059 0,064 149 | 0,060 0,016 26,6 0,058 0,063

Sensibilidad analitica

Para demostrar que la sensibilidad analitica del Sistema Microelisa HTLV-I/II de Avioq en OSS con el
pipeteador VERSEIA®es comparable con la que se obtiene con el pipeteador SUMMIT, se analizaron diez
paneles de dilucién (cuatro diluciones con S/C meta en un intervalo de 0,5 a 3,0 de cinco muestras positivas
para anticuerpos anti HTLV-I y cinco muestras positivas para anticuerpos anti HTLV-II hasta el valor de
corte de la prueba) utilizando ambos instrumentos. Para evaluar la correlacion de los dos métodos, se us6 el
andlisis de regresion de Deming. Este analisis demostrd que habia una elevada correlacion para la
proporcion S/CO para ambos instrumentos, con una pendiente de 1,00, una interseccién de 0,01 y un
coeficiente de correlacién de Pearson (r) de 1,00.
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Sensibilidad

En este estudio se us6 un panel de sensibilidad que consistié en 104 muestras congeladas positivas para
anticuerpos contra el HTLV (52 muestras positivas para anticuerpos anti HTLV-1y 52 anti HTLV-II). Estas
muestras fueron generadas por dilucién de muestras positivas congeladas para crear una combinacion de
muestras que tuviera una reactividad de baja a moderada. Por lo tanto, se espera que algunas de estas
muestras con valores de sefial al corte cercanas a 1,000 variaran del corte hacia arriba (positivas) y hacia
abajo (negativas).

Las muestras fueron analizadas por triplicado en cada uno de los tres centros utilizando los pipeteadores
SUMMIT y VERSEIA®. Se obtuvo un total de 935 resultados validos y se los utiliz6 para al analisis de datos
de cada instrumento. De las 935 observaciones, el 98,1% (917/935) de los resultados con Summit fueron
reactivos mientras que el 98,5% (921/935) de los resultados con VERSEIA® fueron reactivos. La prueba de
McNemar para resultados discordantes no muestra una diferencia significativa entre los dos pipeteadores
con un valor p de 0,3438, lo que indica que el Sistema Microelisa HTLV-I/II de Avioq es compatible con el
pipeteador VERSEIA®.

Especificidad clinica

Se analiz6 un total de 3.146 muestras aleatorias de suero y plasma de donantes una sola vez utilizando
ambos tipos de instrumentos (SUMMIT y VERSEIA®) en tres centros, cada uno de los cuales analiz6 una
cantidad similar de muestras. De las 3.146 muestras analizadas, 3.140 fueron no reactivas con cualquiera de
los tipos de instrumento. De las 6 muestras restantes, 5 fueron reactivas con ambos pipeteadores mientras
que una mostrd resultados discordantes entre los dos tipos de pipeteadores (reactiva con el VERSEIA® pero
no reactiva con el Summit); las seis muestras arrojaron resultados indeterminados con el analisis por
Western blot. Asumiendo que todas las muestras fueron negativas para anticuerpos contra el HTLV, la
especificidad de la prueba fue del 99,81% (IC 95%: 99,59% - 99,93%) y del 99,84% (IC 95%: 99,63% - 99,95%)
cuando se la utilizé con los instrumentos VERSEIA® y Summit, respectivamente (Tabla 12). El analisis
estadistico mostré que no hubo una diferencia significativa en la especificidad para los dos tipos de
instrumentos (99,81% frente a 99,84%).

Tabla 12: Resumen de resultados de especificidad clinica

Pipeteador SUMMIT
Positiva Negativa Total
Positiva 5 1 6 (0,19%)
Pipeteador | Negativa 0 3140 3140 (99,81%)
VERSEIA® Total 5(0,16%) 3141 (99,84%) 3146 (100,00%)

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO DE LA PRUEBA DE MUESTRAS DE CADAVER
Reproducibilidad

La reproducibilidad se evalu6 con 20 muestras de cadaver no reactivas (10 de suero/10 de plasma) y

20 muestras de donantes vivos no reactivas (10 de suero/10 de plasma). De cada fuente de donante (cadaver
y vivo), 5 muestras de suero y 5 de plasma se enriquecieron con material fuente con anticuerpos para HTLV-
I o HTLV-II hasta la reactividad meta de una proporcion de sefial y corte (5/CO) de 2,0. Cada muestra
enriquecida se analiz6 una vez en seis dias distintos, en los tres lotes del kit y en un centro. El porcentaje de
CV era comparable entre muestras de donantes cadaver y vivos.
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Tabla 13: Reproducibilidad de la prueba en muestras de plasma de donantes cadaver y vivos

Antes/
despué Prome |Inferior |Superior
s Tipo Matriz N |dio al95% |al95% |Total DE |Total CV |Inter DE |Inter CV |Intra_DE |Intra CV
HTLV-I |Plasma |90 /2,13 |2,05472 |2,21510 (0,383  |17,9 0,324 15,2 0,215 10,1
Suero |90 (2,31 12,20140 |2,41140 0,501 21,7 0,430 18,7 0,273 11,8
DESPU |HTLV-II |Plasma |90(2,09 |2,00987 |2,17973 0,405 19,4 0,348 16,6 0,221 10,6
ES Suero |90 1,94 |1,86472 2,02168 0,375  |19,3 0,288 14,8 0248 12,8
HTLV-I |Plasma |90 /1,89 [1,81144 |1,96652 (0,370 19,6 0,290 15,4 0,238 12,6
ANTES Suero |90 (1,97 1,89267|2,05320 0,383 19,4 0,322 16,3 0,219 11,1
HTLV-II |Plasma 902,22 [2,11903 2,32092 0,482 21,7 0,373 16,8 0,315 14,2
Suero |90|1,96 |1,88779|2,03181 0,344  |17,5 0,280 14,3 0,208 10,6
Sensibilidad

Las muestras analizadas incluyeron nimeros de muestras de plasma y suero aproximadamente iguales de
donantes cadaver (C) (n=91; 46 suero, 45 plasma) y de donantes vivos (N) (n=91; 45 suero, 46 plasma). Las
muestras se analizaron previamente para HTLV-I/Il y resultaron no reactivas. Las muestras se usaron para
preparar paneles enriquecidos de HTLV-1 y HTLV-II. Cada muestra se dividié en dos y se enriqueci6 con
una cantidad predeterminada de sueros de anticuerpos positivos para HTLV-I o HTLV-IL La sensibilidad se
evalu6 analizando las muestras seropositivas a HTLV-I y HTLV-II en donantes cadaver y vivos con tres lotes
de kit HTLV-I/I y en dos centros de pruebas. Los resultados negativos segtin la prueba ELISA se
consideraron falsos negativos. La sensibilidad y los intervalos de confianza del 95% se calcularon para
muestras de donantes cadaver y vivos enriquecidas con anticuerpos positivos a HTLV-I y HTLV-IL, como se
muestra en la Tabla 14 a continuacion. El Sistema Microelisa HTLV-I/II de Avioq tiene una sensibilidad
general estimada en muestras de cadaver enriquecidas del 100% con un intervalo de confianza del 95% de
92,29-100,00% para el suero, y de 92,13-100,00% para el plasma.

Tabla 14: Reactividad frente a muestras enriquecidas de donantes cadaver y vivos

Centro | N.2de Tipo de Cantidad Inicial no L . Porcentaje Limite de confianza
muestra i . Inicial reactiva .
lote (suero) analizada reactiva reactiva 95%
1 C 46 0 46 100% 92,29 — 100,00
N 45 0 45 100% 92,13 -100,00
5 C 46 0 46 100% 92,29 - 100,00
1 N 45 0 45 100% 92,13 - 100,00
3 C 46 0 46 100% 92,29 — 100,00
N 45 0 45 100% 92,13 - 100,00
1 C 46 0 46 100% 92,29 - 100,00
N 45 0 45 100% 92,13 - 100,00
5 C 46 0 46 100% 92,29 — 100,00
2 N 45 0 45 100% 92,13 - 100,00
3 C 46 0 46 100% 92,29 — 100,00
N 45 0 45 100% 92,13 -100,00
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Centro N.2de zz(e)sfrea Cant.idad Inicia.l no Inicial reactiva Porce'ntaje Limite de confianza
lote analizada reactiva reactiva 95%
(plasma)
1 C 45 0 45 100% 92,13 - 100,00
N 46 0 46 100% 92,29 -100,00
1 ) C 45 0 45 100% 92,13 - 100,00
N 46 0 46 100% 92,29 - 100,00
3 C 45 0 45 100% 92,13 — 100,00
N 46 0 46 100% 92,29 - 100,00
1 C 45 0 45 100% 92,13 - 100,00
N 46 0 46 100% 92,29 - 100,00
) ) C 45 0 45 100% 92,13 - 100,00
N 46 0 46 100% 92,29 — 100,00
C 45 0 45 100% 92,13 - 100,00
3 N 46 0 46 100% 92,29 -100,00
Especificidad

Se recogieron muestras de plasma de donantes cadaver (C) (n=45) y donantes vivos normales (N) (n=45) de
una poblacién de bajo riesgo (banco de sangre) y se analizaron de acuerdo con el prospecto del Sistema
Microelisa HTLV-I/II de Avioq, con tres lotes de kit HTLV-I/II en dos centros de prueba. La especificidad y
los intervalos de confianza del 95% se calcularon para las muestras de donantes caddver y vivos, como se
muestra en la Tabla 15 a continuacion. El Sistema Microelisa HTLV-I/II de Avioq tiene una especificidad
general aproximada en muestras de plasma de cadaver del 100%, con un intervalo de confianza del 95% de
92,13-100%.

Tabla 15: Especificidad aproximada en muestras de plasma aleatorias y de cadaver

*Especificida E ficidad
Tipo de muestra Cantidad . Repetida d i .spec1 1 E,i
Centro Lote . No reactiva . . Limite de confianza
(plasma) analizada reactiva aproximada
95%** (%)
(%)
Lote | Cadaver 45 45 0 100 92,13-100,0
1 Vivo 45 45 0 100 92,13-100,0
—
g Lote | Cadaver 45 45 0 100 92,13-100,0
é 2 | vivo 45 45 0 100 92,13-100,0
Lote | Cadaver- 45 45 0 100 92,13-100,0
3 Vivo 45 45 0 100 92,13-100,0
Lote | Cadaver 45 45 0 100 92,13-100,0
N 1 Vivo 45 45 0 100 92,13-100,0
g Lote | Cadaver 45 45 0 100 92,13-100,0
5) 2 | vivo 45 45 0 100 92,13-100,0
Lote | Cadaver 45 45 0 100 92,13-100,0
3 Vivo 45 45 0 100 92,13-100,0

*= (Cantidad analizada — Cantidad repetida reactiva) X 100
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(Cantidad analizada — Cantidad confirmada positiva)
** = Se calcularon los limites de confianza para la especificidad utilizando el método exacto.

Se analizaron muestras de suero de 218 donantes cadaver individuales de acuerdo con el prospecto del
Sistema Microelisa HTLV-I/II de Avioq con uno de los tres lotes del kit HTLV-I/II (aprox. 1/3 de las muestras
por lote) en un tnico centro. La especificidad y los intervalos de confianza del 95% se calcularon segin se
muestra en la Tabla 16 a continuacion. El Sistema Microelisa HTLV-I/II de Avioq tiene una especificidad
general aproximada en muestras de suero de cadaver del 100%, con un intervalo de confianza del 95% de
98,32-100%.

Tabla 16: Especificidad aproximada en muestras de suero de cadaver

Lote | Tipo de muestra Cantidad Inicialmente | Repetida | ‘Especificidad Especificidad
(suero) analizada™*| no reactiva reactiva aproximada Limites de
(%) confianza 95%**
(%)

Lote 1 | Cadaver 73 73 0 100 95,07-100,0

Lote 2 | Cadaver 73 73 0 100 95,07-100,0

Lote 3 | Cadaver 72 71 0 100 95,01-100,0
Total 218 217 0 100 98,32-100,0

*= (Cantidad analizada — Cantidad repetida reactiva) X 100
(Cantidad analizada — Cantidad confirmada positiva)
** = Se calcularon los limites de confianza para la especificidad utilizando el método exacto.

*** = En un estudio independiente, se analizaron 46 muestras de suero de donante cadaver y 46 muestras de
suero de donante vivo normal utilizando tres lotes de kit HTLV-I/II distintos en dos centros. Una muestra de
cadaver fue repetidamente reactiva en los tres lotes del kit y en ambos centros. Una segunda muestra de
cadaver fue repetidamente reactiva en los tres lotes del kit en un centro y en dos lotes del kit en el otro
centro.
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Sistema Microelisa HTLV-I/II de Avioq

Kit para 192 pruebas
Kit para 576 pruebas

Kit para 9600 pruebas

Solucion amortiguadora de lavado, frasco de 100 ml

Solucién amortiguadora de lavado, 4 frascos de 100 ml

Numero de referencia 500192

Nuimero de referencia 500576
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