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1. OBIJETIVOS

Estandarizar los procedimientos del drea de inmunoserologia en el IPS NORDVITAL; para la
obtencién de resultados que garanticen calidad y confiabilidad.

2. ALCANCE
Aplica al laboratorio clinico de NORDVITAL IPS.
3. RESPONSABLES CAPACITACION
e Coordinador laboratorio clinico
4. RESPONSABLE EJECUCION
e Bacteridlogos
5. METODOS DE CAPACITACION PARA LAS PERSONAS QUE EJECUTAN EL PROCESO

e Publicacion de documento en INTRANET

e Lectura individual

e Socializacién individual

e Socializacién grupal, se incluye el documento en el cronograma de procesos prioritarios
del servicio.

6. METODO PARA EVALUAR ADHERENCIA

e Eventos adversos y/o incidentes reportados
e Resultado de postest realizado seguido de la capacitacién programada en cronograma de
procesos prioritarios.

7. METODO DE RETROALIMENTACION

e Resocializacién del documento
e Evaluacién posterior a retroalimentacién
e Actualizacién del documento segun necesidad
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8. FRECUENCIA DE ACTUALIZACION

El presente manual sera actualizado cada dos afios y/o antes segln necesidad.

9. TERMINOS Y DEFINICIONES

Anticuerpos: Son glicoproteinas del tipo gamma globulina. Pueden encontrarse de forma

soluble en la sangre u otros fluidos corporales de los vertebrados, disponiendo de una
forma idéntica que actia como receptor de los linfocitos B y son empleados por el sistema
inmunitario para identificar y neutralizar elementos extrafios tales como bacterias, virus
0 parasitos.

Antigeno: Es una sustancia que desencadena la formacién de anticuerpos y puede causar

una respuesta inmunitaria.ll La definicidn moderna abarca todas las sustancias que
pueden ser reconocidas por el sistema inmune adaptativo, bien sean propias o ajenas.

e Prueba rédpida: Las pruebas rapidas, también conocidas como pruebas de diagndstico
rapido o RDT (por sus siglas en inglés), son pruebas faciles de usar que suelen dar
resultados en 20 minutos o menos.

10. CONTENIDO

10.1 Proteina c reactiva (PCR) Latex

e FUNDAMENTO DEL METODO: La proteina C-reactiva (PCR) sérica provoca una
aglutinacion de las particulas de latex recubiertas con anticuerpos anti-proteina C-reactiva
humana. La aglutinacidn de las particulas de latex es proporcional a la concentracién de

PCR y puede ser cuantificada por turbidimetrial

e REACTIVOS
CONTENIDCO
CoOD 31011 co0 0z SO0 3107
& Fescihv 1=x3ml 1=5ml 1x3dmlL
C - Confrol Megsbio 1x Tl 1x1ml -
-+ Combrol Poaitres 1Tx1ml 1=x1ml -
Teagetns visusknsdoras = 2] -
Pallns desechmhiss A1x 5D 1x 150 -
Imagen 1. Reactivos
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COMPOSICION: Reactivo: Suspensién de particulas de latex sensibilizadas con anti-
proteina C-reactiva, azida sédica 0,95 g/L. C -. Control Negativo: Suero conteniendo menos
de 6 mg/L. C +. Control Positivo: Suero humano conteniendo mas de 6 mg/L. Todos los
componentes de origen humano utilizados en la preparacion de los controles positivo y
negativo eran negativos para el antigeno HBs y para los anticuerpos anti-HCV y anti-HIV.
Sin embargo, los controles deben tratarse con precaucién como potencialmente
infecciosos. Tarjetas Visualizadoras. (Nota 1). Palillos Desechables.

CONSERVACION: Conservar a 2-82C, excepto las Tarjetas Visualizadoras y los Palillos
Desechables que pueden mantenerse a temperatura ambiente. El Reactivo y Controles
son estables hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta, siempre que se
conserven bien cerrados y se evite la contaminacién durante su uso. Indicaciones de
deterioro:

Reactivo: presencia de aglutinacion en el frasco.

Controles: presencia de material particulado.

G

PREPARACION DE LOS REACTIVOS: El reactivo y los controles estdn listos para su uso.
EQUIPO ADICIONAL
Agitador mecanico rotatorio de velocidad regulable a 100 r.p.m.

Tarjetas visualizadores y palillos desechables.

MUESTRAS Suero recogido mediante procedimientos estandar. La PCR en suero es estable
7 dias a 2-8°C.

PROCEDIMIENTO

1. Dejar atemperar los reactivos y las muestras a temperatura ambiente. (Nota 2)

2. Depositar 50 plL de la muestra a ensayar y una gota de cada Control en circulos separados de
la tarjeta visualizadora.

ELABORADO POR: REVISADO POR: APROBADO POR:
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3. Homogeneizar el Reactivo (A) con suavidad antes del ensayo. Mantener el vial del Reactivo (A)
en posicion vertical y afiadir a cada circulo una gota del Reactivo (A) préxima a la muestra a
analizar.

4. Mezclar con ayuda de un palillo desechable, procurando extender la mezcla por toda la
superficie interior del circulo. Emplear palillos distintos para cada muestra.

5. Agitar la tarjeta a 100 r.p.m. durante 2 minutos. LECTURA Examinar macroscdpicamente la
presencia o ausencia de aglutinacion dentro del minuto siguiente a la parada del agitador (Nota
3).

Resultados positivos: La presencia de aglutinacion indica una concentracion de PCR en el suero
igual o superior a 6 mg/L. Los sueros positivos pueden titularse. Para la titulaciéon, realizar
diluciones dobles en NaCl 9 g/L.

Se define el titulo como la dilucién mayor que da resultado positivo. La concentracién aproximada
de PCR en la muestra puede obtenerse multiplicando el titulo obtenido por 6 mg/L. Resultados
negativos: La ausencia de aglutinacién indica un contenido de PCR en el suero inferior a 6 mg/L

e CONTROL DE CALIDAD: Los Controles Positivo (C +) y Negativo (C -) suministrados con el
kit se han de ensayar conjuntamente con las muestras de los pacientes, con el fin de
verificar el correcto funcionamiento del kit. El Control Positivo (C +) provoca la aparicion
de una aglutinacidn visible de las particulas de latex. El Control Negativo (C -) no provoca
la aparicidén de una aglutinacion visible de las particulas de latex. Cada laboratorio debe
establecer su propio programa de Control de Calidad interno, asi como procedimientos de
correccion en el caso de que los controles no cumplan con las tolerancias aceptables. Se
registran

e CARACTERISTICAS METROLOGICAS

v Detectabilidad: 6 mg/L de PCR, utilizando un patrén interno trazable al Material de
Referencia Certificado BCR 470 (Institute for Reference Materials and Measurements,
IRMM). Este valor puede variar hasta un 25% dependiendo de variaciones no controladas
del procedimiento y de la experiencia del operario en la lectura.

v Efecto de alta concentracion (zona): Ausente por lo menos hasta concentraciones de 250
mg/L.

v Resultados falsos: Los resultados obtenidos con estos reactivos no muestran diferencias
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NOTAS

significativas al ser comparados con reactivos de referencia. Los detalles del estudio
comparativo estan disponibles bajo solicitud. -Interferencias: la lipemia (5 g/L), la
hemoglobina (5 g/L) y la bilirrubina (15 mg/dL) no interfieren. Los factores reumatoideos
pueden interferir (25 Ul/mL). Otros medicamentos y sustancias pueden interferir.

CARACTERISTICAS DIAGNOSTICAS: La Proteina C-Reactiva (PCR), sintetizada en el higado,
es uno de los reactantes de fase aguda mads sensibles. La PCR activa la via clasica del
complemento en respuesta a la reaccion inflamatoria. Los niveles en plasma aumentan
enormemente en infarto de miocardio, estrés, traumatismos, infecciones, inflamaciones,
intervenciones quirdrgicas y en procesos neoplasicos. El aumento de la PCR de hasta 2000
veces superior al normal se produce en las primeras 24-48 horas, aunque dicho aumento
no es especifico4-5. El diagndstico clinico no debe realizarse teniendo en cuenta el
resultado de un Unico ensayo, sino que debe integrar los datos clinicos y de laboratorio.

1. Las tarjetas visualizadoras son reutilizables, y deben lavarse y aclararse a fondo con agua
destilada libre de detergentes.

2. La sensibilidad del ensayo puede reducirse si se efectla a bajas temperaturas.

3. Retrasos en las lecturas pueden ocasionar una sobrevaloracién de los resultados.

10.2

Factor reumatoideo (RA TEST)

MUESTRA: Suero fresco libre de hemdlisis, lipemia y contaminacién bacteriana.

FUNDAMENTO: El FR-Latex Test es una prueba rapida de aglutinacién basada en una
modificacion de la técnica de Singerl, para la deteccién directa y la semi-cuantificacion en
porta de los factores reumatoideos (FR) presentes en el suero. La determinacidn se
efectia ensayando una suspension de particulas de latex recubiertos con gamma
globulina humana frente a los sueros problema. La presencia o ausencia de aglutinacion
visible es indicativa de la presencia o ausencia de FR en las muestras ensayadas.

ELABORADO POR: REVISADO POR: APROBADO POR:
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e REACTIVOS:

Precauciones: En la preparacién de reactivos de origen humano, intervienen solamente
materiales que, frente a técnicas probadas, han mostrado su negatividad frente a
anticuerpos anti-HIV 1+2, anticuerpos antiHCV y HBsAg. Tratarlos, no obstante, como si
fueran potencialmente infecciosos.

Aviso: Los reactivos de este kit contienen azida sédica. Evitar el contacto con la piel y
mucosas.

e PROCEDIMIENTO

Lectura Reaccidn negativa: Suspension uniforme sin cambio visible alguno, tal como se presenta
en el control negativo.

Reaccion positiva: Aglutinacion débil o intensa, facilmente visible macroscépicamente.

Prueba semi-cuantitativa Para cada muestra a analizar se utilizan 6 circulos de una tarjeta
pipeteando 50 uL de solucién salina (0,9%) en cada uno de ellos. Pipetear sobre el diluyente del
primer circulo 50 pL de muestra, y empleando la misma punta, mezclar mediante aspiraciones y
expulsiones repetidas, transfiriendo 50 pL de la mezcla resultante sobre el diluyente del segundo
circulo. Continuar con la serie de dobles diluciones hasta el sexto circulo, desechando los 50 pL
provenientes del mismo. Las diluciones finales obtenidas seran: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64.
Ensayar cada una de las diluciones tal como se describe en los pasos 4-7 de la Prueba cualitativa.

Lectura Como en la Prueba cualitativa. El titulo de la muestra corresponde a la maxima dilucién
gue presenta reactividad. La dilucién siguiente debe ser negativa. En el caso de resultar positiva
la dilucion mas alta ensayada, repetir el ensayo comenzando con una dilucién inicial al 1:16. Como
diluyente de esta nueva serie de dobles diluciones se empleara control negativo diluido al 1:50
con solucion salina, en vez de la solucién salina empleada anteriormente. La tasa aproximada
(Ul/mL) de FR presentes en la muestra puede obtenerse multiplicando la unidad minima
detectable (sensibilidad analitica) por el titulo de la dltima dilucién positiva.

e CONTROL DE CALIDAD: Incluir diariamente controles positivo y negativo para confirmar
el correcto funcionamiento del reactivo, siguiendo los pasos descritos para la Prueba
cualitativa. El control positivo debe producir una clara aglutinacion. Si no se obtiene el
resultado esperado, no utilice el kit.

ELABORADO POR: REVISADO POR: APROBADO POR:
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VALORES ESPERADOS: De aquellos pacientes con diagnodstico clinico de artritis
reumatoidea, aproximadamente el 70-80% son seropositivos para el factor reumatoide.
Se demostrd un resultado positivo para casi todos los pacientes con variantes de artritis
reumatoidea, tales como los sindromes de Felty 6 Sjogren. Puede esperarse un resultado
positivo en menos del 5% de individuos sanos, mientras que en poblacion adulta de 60
afios y mayores pueden ser seropositivos un 30%, utilizando pruebas de latex para la
deteccion del factor reumatoideo.

CARACTERISTICAS FUNCIONALES: La unidad minima detectable (sensibilidad analitica) es
de aproximadamente 8 Ul/mL (6-16 Ul/mL), frente a un Patrén de FR trazable al Material
de Referencia de la OMS 64/1. La especificidad diagndstica es del 98,8% Efecto prozona:
No se observa hasta concentraciones de 800 Ul/mL. Los resultados obtenidos con este
reactivo no muestran diferencias significativas al ser comparados con un reactivo de
referencia. Los datos analiticos del estudio comparativo estan disponibles bajo solicitud.
Hemoglobina (<10 g/L), bilirrubina (<20 mg/dL) y lipemia (<10 g/L) no interfieren con el
ensayo. Otras sustancias pueden interferir8.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO: Se han descrito reacciones positivas en condiciones
clinicas distintas a la artritis reumatoidea como la mononucleosis, hepatitis, sifilis,
infecciones diversas y en personas de edad avanzada. La mayoria de estos casos, cuando
se ensayan cuantitativamente, presentan titulos de FR muy bajos.

Pueden darse reacciones negativas falsas tanto en la fase temprana como en la fase
cronica sub-clinica de la enfermedad.

NOTAS: la sensibilidad del ensayo puede reducirse a temperaturas bajas. Los mejores
resultados se obtienen trabajando entre 15 y 259C. Retrasos en las lecturas pueden
ocasionar una sobrevaloracion de la tasa de anticuerpos presentes. Los titulos obtenidos
con la prueba de latex no son comparables con los titulos obtenidos mediante la prueba
de Waaler-Rose. Las diferencias de titulos entre técnicas no reflejan diferencias en cuanto
a la capacidad de ambas para detectar factores reumatoideos.

CAUSAS DE ERROR: La contaminacién bacteriana de controles y muestras, asi como la
congelacidn y descongelacion del Reactivo FR-Latex, son causas generales de resultados
positivos falsos. Trazas residuales de detergentes en las tarjetas visualizadoras pueden
ocasionar asimismo falsas positividades. Lavar las tarjetas bajo el grifo hasta que se hayan
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10.3

eliminado todos los residuos y enjuagarlas con agua destilada. Secar al aire, evitando el
empleo de solventes organicos puesto que modifican el acabado especial de las placas. La
suspension de Latex no debe utilizarse con posterioridad a su fecha de caducidad, puesto
gue un almacenamiento mas prolongado puede afectar su sensibilidad.

Anti-estreptolisina O

MUESTRA: Suero fresco libre de hemdlisis, lipemia y contaminacién bacteriana.

FUNDAMENTO: La anti-estreptolisina O (ASO) sérica con 200 Ul/mL o valores mayores,
provoca una aglutinacion de las particulas de latex recubiertas con estreptolisina O1.

COMPOSICION: Reactivo: Suspension de particulas de latex blanco sensibilizadas con anti-
estreptolisina O, azida sddica 0,95 g/L. C -. Control Negativo: Suero conteniendo menos
de 200 IU/mL. C +. Control Positivo: Suero humano conteniendo mas de 200 IU/mL. Todos
los componentes de origen humano utilizados en la preparacién de los controles positivo
y negativo eran negativos para el antigeno HBs y para los anticuerpos anti-HCV y antiHIV.
Sin embargo, los controles deben tratarse con precaucion como potencialmente
infecciosos. Tarjetas Visulizadoras. (Nota 1). Palillos Desechables.

CONSERVACION: Conservar a 2-82C, excepto las Tarjetas Visualizadoras y los Palillos
Desechables que pueden mantenerse a temperatura ambiente. El Reactivo y Controles
son estables hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta, siempre que se
conserven bien cerrados y se evite la contaminacidn durante su uso.

Indicaciones de deterioro:

v/ Reactivo: presencia de aglutinacion en el frasco.
v Controles: presencia de material particulado.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS: El reactivo y los controles estdn listos para su uso.

EQUIPO ADICIONAL

v Agitador mecénico rotatorio de velocidad regulable a 100 r.p.m.
v Se necesitan tarjetas visualizadoras y palillos desechables.

ELABORADO POR: REVISADO POR: APROBADO POR:
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e MUESTRAS: Suero recogido mediante procedimientos estandar. La anti-estreptolisina O
en suero es estable 7 dias a 2-8°C.

e PROCEDIMIENTO
1. Dejar atemperar los reactivos y las muestras a temperatura ambiente (Nota 2).

2. Depositar 50 plL de la muestra a ensayar y una gota de cada Control en circulos separados de
la tarjeta visualizadora.

3. Homogeneizar el Reactivo (A) con suavidad antes del ensayo. Mantener el vial del Reactivo (A)
en posicion vertical y afiadir a cada circulo una gota del Reactivo (A) proxima a la muestra a
analizar.

4. Mezclar con ayuda de un palillo desechable, procurando extender la mezcla por toda la
superficie interior del circulo. Emplear palillos distintos para cada muestra.

5. Agitar la tarjeta a 100 r.p.m. durante 2 minutos. LECTURA Examinar macroscopicamente la
presencia o ausencia de aglutinacién dentro del minuto siguiente a la parada del agitador (Nota
3).

Resultados positivos: La presencia de aglutinacion indica una concentracion de ASO en el suero
igual o superior a 200 Ul/mL. Los sueros positivos pueden titularse. Para la titulacidn, realizar
diluciones dobles en NaCl 9 g/L. Se define el titulo como la dilucién mayor que da resultado
positivo. La concentraciéon aproximada de ASO en la muestra puede obtenerse multiplicando el
titulo obtenido por 200 Ul/mL.

Resultados negativos: La ausencia de aglutinacion indica una concentracion de ASO en el suero
inferior a 200 Ul/mL.

e CONTROL DE CALIDAD: Los Controles Positivo (C +) y Negativo (C -) suministrados con el
kit se han de ensayar conjuntamente con las muestras de los pacientes, con el fin de
verificar el correcto funcionamiento del kit. EI Control Positivo (C +) provoca la aparicidn
de una aglutinacién visible de las particulas de latex. El Control Negativo (C -) no provoca
la aparicion de una aglutinacion visible de las particulas de latex. Cada laboratorio debe
establecer su propio programa de Control de Calidad interno, asi como procedimientos de
correccion en el caso de que los controles no cumplan con las tolerancias aceptables.

e CARACTERISTICAS METROLOGICAS
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v Detectabilidad: 200 Ul/mL de ASO, utilizando un patrén interno trazable al material de
Referencia Bioldgico 97/662 (National Institute for Biological Standards and Control,
United Kingdom). Este valor puede variar hasta un 20% dependiendo de variaciones no
controladas del procedimiento y de la experiencia del operario en la lectura.

v Efecto de alta concentracion (zona): Ausente por lo menos hasta concentraciones de 800
uUl/mL.

v Resultados falsos: Los resultados obtenidos con estos reactivos ho muestran diferencias
significativas al ser comparados con reactivos de referencia. Los detalles del estudio
comparativo estan disponibles bajo solicitud.

v Interferencias: la lipemia (5 g/L), la hemoglobina (5 g/L), los factores reumatoideos (300
Ul/mL) y la bilirrubina (15 mg/dL) no interfieren.Otros medicamentos y sustancias pueden
interferir3.

e CARACTERISTICAS DIAGNOSTICAS: La anti-estreptolisina O es el conjunto de anticuerpos
especificos frente a la estreptolisina O, un enzima extracelular producido por
estreptococos del grupo A de Lancefield

-hemolitico (Streptococcus pyogenes). La anti-estreptolisina puede detectarse desde una semana
a un mes después de la infeccidn del estreptococo. Streptococcus pyogenes causa una amplia
variedad de infecciones en las vias respiratorias altas tales como la faringitis aguda. Otras
manifestaciones de infeccion por Streptococcus pyogenes incluyen glomerulonefritis, fiebre
reumatica, endocarditis bacteriana y fiebre escarlata4-6. El diagnéstico clinico no debe realizarse
teniendo en cuenta el resultado de un Unico ensayo, sino que debe integrar los datos clinicos y
de laboratorio.

e NOTAS
1. Las tarjetas visualizadoras son reutilizables, y deben lavarse y aclararse a fondo con agua
destilada sin detergentes.

2. La sensibilidad del ensayo puede reducirse si se efectla a bajas temperaturas.

3. Retrasos en las lecturas pueden ocasionar una sobrevaloracion de la tasa de antiestreptolisina.

104 V.D.R.LTest

La sifilis es una enfermedad venérea causada por el Treponema pallidum, que invade las mucosas
intactas o la piel en areas de abrasiones. El contacto sexual es la forma mdas comun de transmision.
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La deteccién y tratamiento de la enfermedad en sus estadios tempranos es fundamental a fin de
evitar complicaciones graves como sifilis cardiovascular, Neuro-sifilis y sifilis congénita. El
diagnodstico de esta enfermedad sufre la carencia de un método para cultivar el microorganismo
en medios de laboratorio y la dificultad para detectarlo en estadios de la enfermedad en los que
no se observan lesiones epidérmicas. Sin embargo, desde el comienzo de la infeccidn aparecen
en el suero del individuo infectado ciertas sustancias denominadas "reaginas", que reaccionan
con antigenos de cardiolipina, lecitina y colesterol. Estas reaginas junto a los signos clinicos son
por lo tanto los procedimientos mas rapidos y utiles disponibles para diagndstico de sifilis.

e MUESTRA: Suero, plasma, o LCR, fresco libre de hemdlisis, lipemia y contaminacion
bacteriana.

o Sihay fibrina presente, centrifugue y realice nuevamente la prueba

o Las muestras deben obtenerse de pacientes en ayunas

e FUNDAMENTO
Las reaginas presentes en individuos infectados por T pallidum se detectan en suero por la
reaccion con un antigeno cardiolipinico purificado y estabilizado. Si la muestra contiene reagina,
ésta se unira al antigeno produciendo una floculacidn visible en microscopio.

e PROCEDIMIENTO
v Dejar que los reactivos tomen la temperatura ambiente
v" Homogenizar el antigeno con suavidad antes del ensayo.
Tabla 2. Reactivos
CONTROL POSITIVO |CONTROL NEGATIVO

REACTIVOS PACIENTE

Suero del paciente 50 ul

Control positivo 50 ul
Control negativo 50 ul
Antigeno 1 gota -20ul 1 gota - 20 ul 1 gota - 20 ul
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v' Mezclar agitando durante 4 minutos a 180 rpm
v" Observar microscopicamente en 10X — 40X.

e LECTURA E INTERPRETACION

Ausencia de floculacion: NO REACTIVO

Presencia de floculacion: REACTIVO

NOTA: cuando el resultado es reactivo hay que semi-cuantificar haciendo diluciones seriadas con

solucion salina al 0.85% de la siguiente forma:

Tabla 3. Diluciones seriadas

1/2

Ya

1/8

1/16

1/32

1/64...

50 ul Solucion

50 ul Solucion

50 ul Solucion

50 ul Solucion

50 ul Solucion

50 ul Solucién

salina salina salina salina salina salina

+ + + + + +

50 ul de 1a|50 ul de 1a|50 ul de 1a|50 ul de 1a|50 ul de la|50 ul de la
muestra diluciéon % dilucion % dilucion 1/8 | dilucion 1/16 | dilucion 1/32
+ + + + + +

50 ul del|50 wul del|50 wul del|50 wul del|50 ul del|50 ul del
ANTIGENO ANTIGENO ANTIGENO ANTIGENO ANTIGENO ANTIGENO
Mezclar

agitando

e NOTA: en las diluciones seriadas se espera a que una de ellas muestre una aglutinacion
para seguirla, de lo contrario no se hace y se reporta hasta la misma.
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e REPORTE DE RESULTADOS:
NO REACTIVO cuando en la primera etapa dio NO REACTIVA.
Si da REACTIVA, se siguen las diluciones seriadas y se reporta el reciproco de la dilucién donde
observa reactividad, mas la palabra Dils, ejemplo: Si hasta la dilucién 1/8 hay reactividad, se
reporta, REACTIVA 8 DILS.
Para liquido cefalorraquideo, diluir el antigeno 1:2 con solucién de cloruro de sodio 10 g/d.
Emplear dentro de las 2 horas de preparacion.

Se agrega 50 ul de la muestra y con la aguja calibrada agregar una gota del antigeno diluido.
Mezclar bien y agitar horizontalmente la placa durante 8 minutos. Leer los resultados al
microscopio.

Reactivo: presencia de floculacién.
No reactivo: ausencia completa de floculacién.
Prueba semicuantitativa: el titulo estara dada por la ultima dilucién que se observe reactiva.

CONTROL DE CALIDAD INTERNO: Se realiza semanalmente CONTROL POSITIVO pool de muestra
positivas, CONTROL NEGATIVO solucién salina, Se registran controles en el formato LC-F-050
CONTROL DE CALIDAD PRUEBAS DE INMUNOLOGIA.

10.5 SEROLOGIA RPR-Carbdn

e PRINCIPIO DEL METODO: RPR-carbén es una técnica no treponémica de aglutinacién en
porta para la deteccidn cualitativa y semicuantitativa de reaginas plasmaticas en suero
humano. Las particulas de carbdn sensibilizadas con una mezcla de lipidos son aglutinadas
en presencia de reaginas presentes en la muestra del paciente afectado por sifilis.

e SIGNIFICADO CLINICO: Las reaginas son un grupo de anticuerpos dirigidos contra
componentes del propio organismo, originadas en pacientes que sufren infeccidn por
Treponema pallidum, agente causal de la sifilis. Este microorganismo produce lesiones en
el higado y corazon, liberando al torrente circulatorio pequefios fragmentos de estos
érganos no reconocidos por el propio individuo. El sistema inmunoldgico del paciente
reacciona dando lugar a la formacién de reaginas, anticuerpos frente a estos fragmentos.
El ensayo es util para seguir la respuesta a la terapia antibidtica

ELABORADO POR: REVISADO POR: APROBADO POR:
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REACTIVOS
RPR- Particulzs de carbon sensibilizadas con una mezela de lipides,
carhibn cardiolipina, lecitina y colesterol, en tampon fosfato 20 mmoliL,

Conservante, pH, 7.0

Control + & : .

; . h EX T
Tapén rojo Suero artificial con un titulo de reaginas £ 1/4.
Control - o ; -

; Suero animal. Consenvante
Tapon azul

Imagen 2. Reactivos

CALIBRACION: La sensibilidad del reactivo es trazable al material de Referencia
“Reference Human Reactive Serum” de CDC (Center of Diseases Control de Atlanta) y
comparable al reactivo “RPR reagent” de BD (Becton Dickinson).

PREPARACION: RPR-carbén: Homogeneizar el reactivo con suavidad antes de su uso. Abrir
el vial de RPR-carbén y acoplar la micropipeta al vial dispensador de pldstico y aspirar por
succion la cantidad de reactivo necesaria. Una vez terminado el ensayo, devolver la
cantidad sobrante a su envase original y lavar la micropipeta y vial con agua destilada.

CONSERVACION Y ESTABILIDAD: Todos los componentes del kit son estables hasta la
fecha de caducidad indicada en la etiqueta del vial, cuando se mantienen los viales bien
cerrados a 2-82C, y se evita la contaminacion durante su uso. No congelar: la congelacion
de los reactivos altera irreversiblemente la funcionalidad de éstos. Conservar los viales
siempre en posicion vertical. En caso de cambio de posicidn agitar hasta la disolucion de
posibles agregados. Indicadores de deterioro de los reactivos: Presencia de particulas y
turbidez.

MATERIAL ADICIONAL

v Agitador mecénico rotatorio de velocidad regulable a 80-100 r.p.m.

v Pipetas de 50 pL.

e MUESTRAS: Suero fresco o plasma. Estable 7 dias a 2-82C 0 3 meses a -202C. Las muestras
con restos de fibrina deben ser centrifugadas antes de la prueba. No utilizar muestras
altamente hemolizadas o lipémicas.
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e PROCEDIMIENTO

Método cualitativo

1. Atemperar los reactivos y las muestras a temperatura ambiente. La sensibilidad del ensayo
disminuye a temperaturas bajas.

2. Depositar 50 pL de la muestra a ensayar y una gota de cada uno de los controles Positivo y
Negativo, sobre circulos distintos de un porta.

3. Mezclar el reactivo de RPR-carbdn vigorosamente antes de usar. Invertir el vial dispensador y
presionar ligeramente para eliminar las burbujas de aire.

4. Situar la micropipeta en posicién vertical y perpendicular al porta, y dispensar una gota (20 pL)
de este reactivo junto a cada una de las gotas anteriores.

5. Mezclar las gotas con un palillo, procurando extender la mezcla por toda la superficie interior
del circulo. Emplear palillos distintos para cada muestra.

6. Situar el porta sobre un agitador rotatorio a 80 — 100 r.p.m. durante 8 minutos (Nota 1). El
exceso de tiempo puede originar la aparicion de falsos positivos.

Método semicuantitativo
1. Realizar diluciones dobles de la muestra en solucidn salina 9 g/L.

2. Proceder para cada dilucién, como en la prueba cualitativa.

e LECTURA E INTERPRETACION Examinar macroscépicamente la presencia o ausencia de
aglutinacion inmediatamente después de retirar el porta del agitador. Agitar el porta
manualmente un par de veces antes de realizar la lectura.

Tabla 4. Interpretacion
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Interpretacion
Tipo de aglutinacion Lectura Resultado
Agregados grandes o medianas R Reactivo
Agregados pequenos W Reactivo debil
Mingun agregado o ligera rugosidad M Mo Reactivo

En el método semicuantitativo, se define el titulo como la diluciéon mayor que da resultado
positivo.

e CONTROL DE CALIDAD
Se recomienda utilizar el control positivo y negativo para controlar la funcionalidad del reactivo
de carbon, asi como modelo de comparaciéon para la interpretacion de los resultados. Todo
resultado distinto al resultado que da el control negativo se considerara positivo.

Se registran controles en el formato LC-F-050 CONTROL DE CALIDAD PRUEBAS DE INMUNOLOGIA.

e CARACTERISTICAS DEL METODO
1. Sensibilidad analitica: determinacion correcta del titulo del Material de Referencia en las
condiciones descritas en el ensayo (ver calibracién).

2. Efecto prozona: No se observa efecto prozona hasta titulos > o igual a 1/128.
3. Sensibilidad diagnédstica: 100 %

4. Especificidad diagndstica: 100 %

e INTERFERENCIAS
Bilirrubina (20 mg/dL), hemoglobina (10 g/L) y lipidos (10 g/L), no interfieren. Los factores
reumatoides (300 Ul/mL), interfieren. Otros sustancias pueden interferir5.

NOTAS 1. Durante los 8 minutos de reaccién no exponer el porta a una fuente de calor o de luz
intensa para minimizar la evaporacion. Dicha evaporacion podria causar una falsa aglutinacién y
por tanto resultados falsos positivos.
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e LIMITACIONES DEL METODO
- La prueba RPR-carbdn no es especifica para el diagndstico de sifilis. Se recomienda el ensayo de
todas las muestras Reactivas con métodos treponémicos como el TPHA y FTA-Abs para la
confirmacién de resultados.

- Un resultado negativo no excluye el diagndstico de la sifilis. El diagndstico clinico no debe
realizarse Unicamente con los resultados de un Unico ensayo, sino que debe considerarse al
mismo tiempo los datos clinicos del paciente.

- La mononucleosis infecciosa, neumonia viral, toxoplasmosis, embarazo y enfermedades
autoinmunes pueden causar falsos resultados positivos.

10.6 Hormona gonadotropina corionica (HCG) Cualitativa

La Gonadotropina Coriénica humana (hCG) es una hormona glucoproteica producida por la
placenta en desarrollo poco después de la fertilizacidn. En el embarazo humano, la hCG puede
detectarse tanto en orina como en suero ya a los 7-10 dias de la concepcion.1,2,3,4 Los niveles
de hCG contintian aumentando muy rapidamente, superando las 100 mUl/ ml tras la primera
falta2,3,4 y alcanzando el maximo en torno a 100.000200.000 mUI/ml a las 10-12 semanas de
embarazo. La aparicién de hCG en orina y suero poco después de la concepcidn y su posterior
aumento rapido durante el principio de la gestacidon convierten a esta hormona en un excelente
marcador para la deteccién precoz del embarazo. La prueba hCG de embarazo en un solo paso en
placa (Orina/Suero) es una prueba rapida que detecta cualitativamente la presencia de hCG en
una muestra de orina o suero con una sensibilidad de 25 mUI/ml. La prueba utiliza una
combinacidn de anticuerpos monoclonales y policlonales para detectar selectivamente los niveles
elevados de hCG en orina o suero. Con el nivel de sensibilidad mencionado, la prueba hCG de
embarazo en un solo paso en placa (Orina/Suero) no muestra interferencias cruzadas con otras
hormonas glucoproteicas estructuralmente relacionadas, FSH, LH y TSH, en niveles fisiolégicos
altos.

e PRINCIPIO DE LA PRUEBA

La prueba hCG de embarazo en un solo paso en placa (Orina/Suero) es un inmunoensayo
cromatografico rapido para la deteccién cualitativa de la Gonadotropina Coridnica Humana en
orina o suero, para el diagndstico precoz del embarazo. La prueba utiliza dos lineas para indicar
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el resultado. La linea de la prueba utiliza una combinaciéon de anticuerpos que incluyen un
anticuerpo monoclonal hCG para detectar selectivamente niveles elevados de hCG. La linea de
control estd compuesta por anticuerpos policlonales de cabra y particulas coloidales de oro.

Linea de control = [S—
Linea de test = [
No sumergir por encima
de la linea MAX % % %
5% = = =
<
\ H I I I
— POSITIVO NEGATIVO INVALIDO
Aparece la Aparece la La linea de

linea de test linea de control no
aunque sea control pero aparece.
clara no la de test

Imagen 3. Principio de la prueba

10.7 Treponema pallidum anticuerpos totales

La prueba es un ensayo inmunocromatografico en fase sélida para la deteccién cualitativa de
anticuerpos de todos los isotipos (IgG, I1gM, IgA) contra la Treponema pallidum (TP). Esta prueba
esta destinada para el uso profesional como ayuda en el diagndstico de la sifilis. Treponema
pallidum (TP) es el agente causal de la enfermedad venérea sifilis. La sifilis es una enfermedad
causada por la bacteria espiroqueta Treponema pallidum (TP). Los problemas de diagndstico
clinico relacionados con la sifilis son la deteccién de los anticuerpos de sifilis en sangre humana
mediante inmunoensayo. Entre los métodos inmunoldgicos existentes, las pruebas treponémicas
de confirmacién son los formatos de aglutinacién como el ensayo de hemoaglutinacion del T.
pallidum (TPHA) y el andlisis de inmunomanchado mediante la prueba de absorcién de anticuerpo
treponémica fluorescente (FTA-ABS). Recientemente, se encuentran disponibles el formato ELISA
y el formato de inmunocromatografia (rapido) para detectar anticuerpos de T. pallidum. Puesto
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qgue incluso los antigenos altamente purificados de TP inoculado pueden contener un cierto
nimero de materiales contaminantes como los flagelos de TP, el antigeno nativo de TP puede
causar una reaccién no especifica en el ensayo de las muestras de suero y puede resultar en una
sensibilidad mas baja y en una escasa reproducibilidad. Para superar estos posibles problemas en
los inmunoensayos, los investigadores han construido genes de TP para la expresion de antigenos
recombinantes en sistemas bacterianos como E. coli y se han concentrado en las proteinas de las
membranas TP, que son definitivamente inmunogénicas. Se ha informado que los principales
antigenos inmuno-reactivos de estas proteinas de las membranas tienen un MW 47, 42, 17,y
15KDa en base al analisis western blot. contiene una tira de membrana previamente cubierta con
antigenos Treponema pallidum recombinantes (17,15KDa) en la zona de la banda de prueba. El
conjugado con oro coloidal de los antigenos Treponema pallidum recombinantes (17,15KDa), la
muestra del paciente y el diluyente para muestra avanzan por la membrana cromatograficamente
hacia la zona de prueba (T) y forman una linea visible a medida que se forma el complejo de
particulas de oro antigeno-anticuerpo-antigeno. Por lo tanto, la formacion de una linea visible en
la zona de prueba (T) indica un resultado positivo para la deteccidon de anticuerpos Treponema
pallidum especificos (IgG, IgA, IgM). Cuando los anticuerpos Treponema pallidum especificos (IgG,
IgA, 1gM) estan ausentes de la muestra, no aparece una banda de color visible en la zona de
prueba (T).

e MATERIALES SUMINISTRADOS / INGREDIENTES ACTIVOS DE LOS COMPONENTES
PRINCIPALES

1. El equipo de la prueba contiene los siguientes elementos para realizar la prueba.
¢ 30 Dispositivos de prueba en bolsas individuales con un disecante

¢ Diluyente del ensayo (1 x 4ml/vial)
¢ 30 Pipeta capilar 20ul (opcional), 30 Lancetas (opcional), 30 Algodon con alcohol (opcional)
e 1 Instrucciones de uso 2. Ingredientes activos del componente principal

e 1 tira de prueba incluye: Conjugados con oro (como componente principal): Antigenos
Treponema pallidum recombinantes (17,15KDa) - coloide de oro (1+0.2pg), Linea de prueba
(como componente principal): Antigenos Treponema pallidum recombinantes (17, 15KDa)
(0.7+0.14pg), Linea de control (como componente principal): Suero de cabra anti-Treponema
pallidum (0.75+0.15ug)

e Diluyente del ensayo : Solucién amortiguadora (buffer) 50mM Tris-HCL (como componente
principal) (4ml), Azida de sodio (0.02w/w%)
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e PRECAUCIONES / ESTABILIDAD Y ALMACENAMIENTO DEL KIT

1. Los dispositivos de prueba se deben almacenar a 2~30°C.
No congelar los componentes del kit.

2. El dispositivo de prueba es sensible a la humedad y al calor.

3. Realizar la prueba de inmediato después de retirar el dispositivo de prueba de la bolsa de
papel de aluminio.

4. No lo utilice después de la fecha de vencimiento.
5. La vida util del equipo se indica en la parte exterior del paquete.

6. No utilice el equipo de prueba si el envase esta dafiado o el sello esta roto. 7. Revisar el
desecante para el cambio de color del indicador de humedad y desechar la bolsa si el color
indica la saturacion.

e RECOLECCION DE MUESTRAS, ALMACENAMIENTO Y PRECAUCION

1. Sangre total [Recogida de muestras mediante venopuncion]
e Mediante venopuncion, recoja la sangre completa en el tubo de recogida (que contiene
anticoagulantes, como heparina, EDTA y citrato de sodio).

e Si la muestra de sangre no se va a analizar inmediatamente, debe refrigerarse a una
temperatura de entre 2y 8 °C.

e Si se guarda a una temperatura de entre 2 y 8 °C, la muestra de sangre debe analizarse en
un plazo de 3 dias.

e No utilice una muestra de sangre que se haya conservado durante mas de 3 dias; podria
producirse una reaccién inespecifica.

e La sangre debe estar a temperatura ambiente antes de utilizarse. [Recoleccion con lanceta]
e Limpiar el area de puncién con el algodén impregnado con alcohol.
* Presione la yema del dedo y punce la punta del dedo con una lanceta estéril.

e Con la pipeta capilar de 20ul suministrada, tome muestra hasta la linea negra.
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2.

Plasma o Suero

[Plasma] Recolectar la sangre total en un tubo de recoleccidn (utilizando el anticoagulante
adecuado como heparina, EDTA o Citrato de Sodio) por puncién venosa y luego centrifugue
la sangre para obtener plasma.

[Suero] Recolectar la sangre total en un tubo de recoleccidn (que NO contenga anticoagulantes
como heparina, EDTA o Citrato de Sodio) por puncidn venosa, dejar que la sangre coagule
por 30 minutos y luego centrifugue la sangre para obtener la muestra de suero
sobrenadante. ¢ Si las muestras de plasma o suero no son analizadas inmediatamente,
deben ser refrigeradas de 2-8°C. Para periodos de almacenamiento mayores a 2 semanas,
se recomienda congelar. Las muestras deben alcanzar temperatura ambiente antes de uso.
® Las muestras de suero o plasma que contienen precipitado pueden arrojar resultados de
prueba inconsistentes. Estas muestras deben ser aclaradas antes del andlisis.

PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA (CONSULTE LA FIGURA)
1. Retirar el dispositivo de prueba de la bolsa que contiene el papel de aluminio y colocarla sobre una
superficie plana y seca.
2. En posicidn vertical adicionar una gota (30-45ul) de la muestra o 1 gota de sangre total de sangre
(40-50pl)
Inmediatamente agregue 1 gota (35-50ul) de diluyente de muestra con la botella en posicién vertical
3. En la medida en que empieza la prueba a funcionar, se observara que el color purpura se desplaza
atreves de la ventana de resultados en el centro del dispositivo de prueba.
4. los resultados deben ser leidos a los 15 minutos (No lea los resultados después de 20 minutos)
(Consulte la figura)
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B
1 gota suero o plasma 1 gota de diluyente de muestra
M ——— Resultado
15 minutos
o —
& b
=
1 gota de sangre total 1 gota de diluyente de muestra

Imagen 4. Procedimiento de la prueba

. Una banda de color aparecera en la parte izquierda de la ventana de resultados para mostrar que
la prueba esta funcionando adecuadamente. Esta banda es la Banda de control.

6. La parte derecha de la ventana de resultados indica los resultados de la prueba. Si aparece otra

banda de color en la parte derecha de la ventana de resultados, esta banda es la Banda de prueba.

¢ Resultado negativo: Si aparece solamente una linea de color morado (linea "C") en la ventana de

resultados, significa que el resultado de la prueba es negativo.

¢ Resultado positivo: La presencia de dos bandas de color (linea "T" y linea "C") en la ventana de

resultados, independientemente de qué banda aparezca primero, indica un resultado positivo
para los anticuerpos TP.

¢ Resultado no valido: Si la banda de control purpura (linea "C") no se visualiza en la ventana de

resultados después de realizar la prueba, el resultado se considera no valido. Es posible que no
se hayan seguido correctamente las indicaciones o que la prueba se haya deteriorado. Se
recomienda volver a analizar la muestra.

Identificacion Linea de Pozo de
de la muestra Banda de prueba muestra
Control

Imagen 5. Test
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INTERPRETACION DE RESULTADOS

1. RESULTADO NEGATIVO: Si solo se desarrolla color en la banda C, la prueba indica que no
hay anticuerpos detectables de anti-Tp presentes en la muestra. El resultado es negativo.

J

2 RESULTADO POSITIVO: Ambas bandas C y T desarrollan color, la prueba indica la presencia
de anticuerpos anti-Tp en la muestra. El resultado es positivo

Las muestras con resultados reactivos deben ser confirmados con métodos alternativos y junto
con las sintomatologia clinica antes de hacer una determinacion como positive.

3. RESULTADO INVALIDO: Si la banda C no se colorea, el ensayo se considera invalido a pesar
de que las otras bandas se tifian. Se debe realizar nuevamente la prueba en otro casete

I
]

S ./

Imagen 6. Interpretacion de resultados
Limitaciones de la prueba

1. El procedimiento y la interpretacion de los resultados de la prueba deben seguirse
cuidadosamente cuando indiquen la presencia de anticuerpos anti-Tp en el suero o plasma
de los pacientes. La falla en el seguimiento puede generar resultados inexactos.

2. La prueba rapida OnSite Sifilis Ab Combo se limita a la deteccion cualitativa de los
anticuerpos anti-Tp en suero o plasma humano. La intensidad del color de la banda no
tiene relaciéon con la cantidad de anticuerpos presentados en la muestra

3. Un resultado negativo indica la ausencia de anticuerpos detectable de anti-Tp Sin
embargo este no excluye la posibilidad de la exposicion o infeccién con Tp.

4. Un resultado negativo puede ocurrir si la cantidad de anticuerpos anti-Tp presentes en la
muestra es menor a los limites de deteccidon de la prueba, o los anticuerpos que son
detectados no estan presentes en la etapa de la enfermedad en la que es recolectada la
muestra.

5. Algunas muestras que contienen alto titulo inusual de anticuerpos heteréfllos o de factor
reumatoideo pueden afectar los resultados

6. Los resultados obtenidos con esta prueba deben ser interpretados junto con otros
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procedimientos diagndsticos y la sintomatologia clinica.

CONTROL DE CALIDAD INTERNO: Se realiza semanalmente CONTROL POSITIVO pool de muestra
positivas, CONTROL NEGATIVO solucidn salina, Se registran controles en el formato LC-F-050
CONTROL DE CALIDAD PRUEBAS DE INMUNOLOGIA.

10.8 HIV 1/ 2 prueba rapida test (3ra Generacion)

ad-bio HIV 1/2 Ab Plus Combo Rapid Test (3ra Generacidn) es un inmunoensayo de flujo lateral
para la deteccion simultdnea y diferenciacion de anticuerpos anti VIH-1 y anti VIH-2 (IgG, IgM,
IgA) en suero, plasma o sangre total humana. Esta destinada a ser usada por profesionales como
una prueba de pesquizaje y provee resultados preliminares para ayudar en el diagndstico de la
infeccion con VIH.

Cualquier uso o interpretacién de estos resultados preliminares debe tener en cuenta otras
evidencias clinicas y la opinidn profesional del personal de la salud. Debe considerarse el uso de
métodos alternativos para confirmar los resultados obtenidos por esta prueba.

e EXPLICACION DE LA PRUEBA

El virus de la Inmunodeficiencia adquirida tipo | y Il (VIH-1 y VIH-2) se compone de una cadena
simple de ARN, La causa de la relacion entre el virus VIH-1 y VIH-2 y el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) se ha establecido en las ultimas décadas. El VIH-1 ha sido
aislado de pacientes con SIDA y el complejo relacionado con el SIDA, y de pacientes sanos con
alto riesgo de desarrollar SIDA, El VIH-2 se aislé de pacientes con SIDA del oeste africano y de
pacientes asintomaticos seropositivos.

Los dos tipos de VIH tienen una variacion significativa en las secuencias. El VIH-1 se divide en tres
grupos: grupo M (mayor), que incluye por lo menos diez subtipos (A hasta laJ ) ; grupo O fuera
del (rango), y grupo N (para el no-M, no-0). Similarmente, el VIH-2 puede ser clasificado en cinco
subtipos (A hasta la E). Algunas variantes del VIH-1 comparten hasta los 50% de homologia en
desarrollo de sus genes con las secuencias de las cadenas prototipo mds comunes.

Ambos virus VIH-1 y VIH-2 provocan una fuerte repuesta inmune induciendo la produccién de
anticuerpos contra el virus. La presencia de anticuerpos especificos anti VIH-1 o VIH-2 en sangre
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y plasma, indica la exposicién del individuo al virus VIH-1 y VIH-2, siendo esto de gran valor para
el diagnostico clinico".

ad-bio HIV 1/2 Ab Plus Combo Rapid Test 3ra Generacidon) es desarrollada para la deteccion
simultanea y diferenciacion de anticuerpos anti VIH-1 y anti VIH-2 (IgG, IgM, IgA) en suero, plasma
o sangre total humana. La prueba es facil de usar, sin necesidad de equipo de laboratorio
engorroso, requiriendo un minimo de capacitacion del personal.

e PRINCIPIO DE LA PRUEBA

ad-bioHW 1/2 Ab Plus Combo Rapid Test (3ra Generacidén) en un inmunoensayo cromatografico
de flujo lateral. La prueba de casete consiste en: 1) una almohadilla con conjugado de color
borgoina que contiene antigeno VIH-1 recombinante conjugado con coloide de oro (VIH-1
conjugado), antigeno VIH-2 recombinante conjugado con coloide de oro (VIH-2 conjugado) y
control de anticuerpo conjugado con oro coloidal; 2) una linea en membrana de nitrocelulosa que
contiene dos lineas de prueba (lineas 1y 2) y la linea de control (linea C). La linea 1 es pre-
recubierta con antigeno VIH-1 para la deteccidén de anticuerpos contra el VIH-1; y la linea 2 esta
pre-recubierta con antigeno VIH-2 para la deteccion de anticuerpos contra el VIH-2, y la linea C
esta pre-recubierta esta pre-recubierta con un control de anticuerpo.

Cuando se dispensa un adecuado volumen de muestra en el pozo del casete de prueba, la muestra
migra por capilaridad a lo largo del casete. Los anticuerpos VIH-1, si se encuentran en la muestra,
migran a través de la almohadilla donde se unen a los conjugados de VIH-1. El inmunocomplejo
es capturado por la membrana que esta recubierta del antigeno VIH-1, formando una linea de
color borgofia en la regién 1, indicando asi un resultado positivo o reactivo. La ausencia de esta
linea en esa regidn sugiere un resultado negativo o no reactivo para anticuerpos anti VIH-1. Los
anticuerpos VIH-2, si estan presentes en la muestra, migran a través de la membrana hasta unirse
con el conjugado VIH-2. El inmunocomplejo es entonces capturado por la membrana pre-
recubierta de antigeno VIH-2, formando una linea color borgofia en la regién 2, indicando un
resultado positivo o reactivo. La ausencia de esta linea en esa region sugiere un resultado
negativo o no reactivo para anticuerpos anti VIH-2. La ausencia de cualquiera de la linea 2 sugiere
un resultado negativo.

La prueba contiene un control interno (linea C) que debe exhibir una linea de color borgofia por
la formacién del inmunocomplejo de los anticuerpos de control, independientemente de la
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presencia de cualquier linea coloreada. De no presentarse, el resultado de la prueba no es valido
y la muestra debe ser analizada de nuevo con otro dispositivo.

REACTIVOS Y MATERIALES SUMINISTRADOS

1. Bolsa de aluminio sellada que contiene:
&. Un dispositivo de casete
b. Un tubo capilar
c. Un desacante

2. Diluyente de muestra (REF SB-R0011. 5 mUbotelia)
3. Un inserto (instrucciones de usa).

MATERIALES QUE SON REQUERIDOS Y NO SON SUMINISTRADOS
1. Conirol Positivo
2 Control Megativo

MATERIALES REQUERIDOS PERDO NO SE SUMINISTRAN

1. Reloj o cromémetro
2 Dispositivo de puncidn para la extraccidon de sangre total

Imagen 7. Reactivos y materiales suministrados

e PRECAUCIONES:

Para uso de Diagnéstico in Vitro

1. Este inserto debe ser leido completamente antes de la realizacién de la prueba. Si no se sigue
el inserto se pueden generar resultados erréneos.

2. No abra el empaque sellado hasta que no se vaya a realizar la prueba.
3. No use los dispositivos si se encuentran vencidos
4. Atempere los reactivos de 15- 30°C antes de usarlos.

5.No utilice los componentes de otro tipo de prueba como sustituto de los componentes de este
kit. 6. No utilice sangre hemolizada para la prueba.

7. Use ropa protectora y guantes desechables mientras manipule los reactivos del kit y las
muestras clinicas. Lave sus manos después de realizar la prueba.
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8. Los usuarios de esta prueba deben seguir las precauciones universales del CDC de Estados
Unidos para la prevencion de transmision del VIH, el VHB y otros patégenos de transmision
sanguinea.

9. No fume, beba ni coma en las areas donde se manipulen muestras o reactivos del kit.

10. Deseche todas las muestras y los materiales del kit usados como residuos bioldgicos
peligrosos. 11. Manipule los controles positivos y negativos de la misma forma como a las
muestras de los pacientes.

12. Los resultados del ensayo deben leerse a los 15-20 minutos después de adicionar la muestra
o el control a la tira. Cualquier interpretacion de resultados hecha fuera de los 15- 20 minutos
debe ser considerada no valida y la prueba debe repetirse.

13. No procese la muestra en un lugar con fuerte corriente de aire, con ventiladores o aire
acondicionado.

e PREPARACION DE REACTIVOS E INSTRUCCIONES DE ALMACENAMIENTO: Todos los
reactivos vienen listos para ser usados. El almacenamiento de los dispositivos cerrados
debe ser de 2-30°C. Si se almacena de 2-8°C, asegurese de que el dispositivo de prueba se
lleva a temperatura ambiente antes de la apertura. El dispositivo de prueba es estable
hasta la fecha de caducidad impresa en la bolsa. No congele el kit o exponer el kit a mas
de 30°C.

e RECOLECCION DE LA MUESTRA Y MANIPULACION: Considere todos los materiales de
origen humano como infecciosos y manipulelos siguiendo los procedimientos de
bioseguridad.

Plasma

1. Recolecte la muestra en un tubo tapa lila, azul o verde (que contenga EDTA, Citrato o Heparina)
por venopuncién.

2. Separe el plasma por centrifugacion.
3. Cuidadosamente transfiera el plasma a un tubo nuevo.
Suero

1. Recolecte por venopuncion la muestra en un tubo tapa roja (sin anticoagulantes)
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2. Espere la formacion del coagulo
3. Separe el suero por centrifugacién
4. Cuidadosamente transfiera el suero a un tubo nuevo

Procesar las pruebas lo mas pronto posible a la toma de la muestra. Almacene las muestras de 2-
8°C si no se van a procesar inmediatamente. Las muestras son estables almacenadas de 2-8°C

durante 5 dias. Las muestras pueden congelarse a -20°C para almacenamientos prolongados
Evite multiples ciclos de congelacion y descongelacion de las muestras. Antes del ensayo, lleve las

muestras congeladas a temperatura ambiente lentamente y mezcle con suavidad. Las muestras
gue contengan particulas visibles deben ser eliminadas por centrifugacion antes de la prueba.

Sangre Total

La sangre total puede obtenerse por puncidn digital o venopuncién. Recolecte la muestra de
sangre en un tubo tapa lila, azul o verde (que contenga EDTA, Citrato o Heparina,
respectivamente, en Vacutainer®) No use sangre hemolizada para la prueba.

La sangre total puede almacenarse de 2-8°C si no se va a procesar inmediatamente. Las muestras
deben ser procesadas antes de cumplirse 24 horas de su recoleccion.

e PROCESAMIENTO

Paso 1: Lleve las muestras y componentes del ensayo a temperatura ambiente si es refrigerada o
congelada. Mezcle bien la muestra antes del ensayo una vez descongelado.

Paso 2: Cuando esté preparado para realizar la prueba, abra el empaque y saque el dispositivo.
Coléquelo sobre una superficie limpia y plana.

Paso 3: Asegurese de marcar el dispositivo con la identificacidon del paciente.

Paso 4: Llene el tubo capilar con la muestra (20 pL) no exceda la linea de muestra como se muestra
en la imagen. Para mayor precision, transfiera la muestra con una pipeta que de exacto el
volumen.

Con el tubo capilar en posicion vertical, dispense la muestra en el centro del pozo de muestra
asegurandose de que no haya burbujas.
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Agregue 2 gotas (aprox. 60-80 pL) de diluyente de muestra inmediatamente dentro del pozo de
muestra con la botella en posicion vertical.

Linea de muestra—

20 pL de plasma o suero 2 gotas de diluyente de muestra

———= Resultado

_ 15 minutos
—
Linea de muestra —p l
- o2
20 pL de sangre total 2 gotas de diluyente de muestra

Imagen 8. Procesamiento
Paso 5: Contabilice el tiempo.

Paso 6: Los resultados pueden leerse entre 15 minutos. Los resultados positivos pueden ser
visibles a partir de 1 minuto. Los resultados negativos deben ser confirmados al final de los 20
minutos. Cualquier interpretacion de resultados hecha fuera de la ventana de 15-20 minutos
deben ser considerados invalidos y el ensayo debe ser repetido. Tras interpretar los resultados
deseche los dispositivos usados segun las regulaciones locales.

e CONTROL CALIDAD

1. Control Interno: Esta prueba contiene un control incluido, la linea C. Esta se desarrolla después
de adicionar la muestra y el diluyente. De lo contrario, revise el procedimiento y repita la prueba
con un nuevo dispositivo.
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2. Control Externo: Las Buenas Practicas de Laboratorio recomiendan el uso de controles
externos, positivos y negativos, para asegurar el funcionamiento adecuado de la prueba,

particularmente en las siguientes circunstancias:

a. Cuando un nuevo operador utiliza el kit, antes de que procese las muestras.

b. Cuando se inicia un nuevo kit.
c. Un nuevo envio de kits es utilizado.

d. Cuando la temperatura de almacenamiento se sale del rango de 2-30

e. La temperatura del sitio de procesamiento esta por fuera de 15-30°C.

f. Para verificar una frecuencia mayor que la esperada de los resultados

g. Investigar la causa de resultados in validos repetidos.

e INTERPRETACION DE RESULTADOS

°C.

positivos o negativos.

1. RESULTADO NEGATIVO O NO REACTIVO: Solo si se colorea la linea C, la prueba indica que

el nivel de anti VIH-1 y anti VIH-2 es indetectables en la muestra
0 no-reactivo para VIH-1 y negativo o no reactivo para VIH-

Imagen 9. Test

. El resultado es negativo

ELABORADO POR: REVISADO POR: APROBADO POR:
Coordinacién de Laboratorio Profesional de Calidad y Habilitacion Gerencia General
Clinico

Pagina 32 de 79
Todos los derechos Reservados — NORDVITAL IPS




Cddigo: LC-M-006

Version: 003

MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DE INMUNOLOGIA

. S | Fecha de Aprobacién:
Generamos confianzo para o -&(f 18 mayo 2023

2. RESULTADO POSITIVO O REACTIVO:

2.1 Adicionalmente a la presencia de la linea C se colorea la linea 1, la prueba indica la
presencia de anticuerpos anti VIH-1 en la muestra. El resultado en VIH-1 es positivo o reactivo.

— - <~

Imagen 10. Test

2.2 Adicionalmente a la presencia de la linea C se colorea la linea 2, la prueba indica la presencia
de anticuerpos anti VIH-2 en la muestra. El resultado en VIH-2 es positivo o reactivo.

Imagen 11. Test

2.3 Si adicionalmente a la presencia de la linea C, se colorean las lineas 1y 2, los resultados indican
qgue la muestra contiene anti VIH-1 y anti VIH-2. El resultado es positivo o reactivo para VIH-1y
VIH-2. Para la diferenciacidon del tipo de infeccidon por el virus VIH, vea Limitaciones de la prueba,
numero 5. Las muestras con resultados reactivos deben ser confirmados con técnicas alternativas
tales como ELISA o PCR y segun los hallazgos clinicos antes de hacer un diagndstico.
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e RESULTADO INVALIDO:

Si la linea C no se colorea, el ensayo se considera invalido a pesar de que las otras lineas se
colorean. Se debe realizar nuevamente la prueba en otro casete

Imagen 12. Test

Interferencia

Las sustancias comunes (tales como medicamentos para el dolor y la fiebre, componentes
sanguineos), pueden afectar al rendimiento de ad-bio HIV 1/2 Ab Plus Combo Rapid Test. Esto fue
estudiado mediante el fortalecimiento de estas sustancias en los controles estandar de VIH1 Ab
y VIH-2 Ab. Los resultados se presentan en la siguiente tabla y demuestran que las sustancias o
enfermedades estudiadas no afectan el rendimiento de ad-bio HIV 1/2 Ab Plus Combo Rapid Test.

Lista de quimicos de interferencia potencial y concentraciones analizadas:

1. Albumina 60 gl 3. Glucosa 55 mmal/L
2. Bilirrubina 20 mg/dL 6. Heparin 3,000 WL

3. Creatinina 442 pmol’L 7. Salicylic acid 4. 34 mmolL
4. EDTA 3.4 pmol/L

Imagen 13. Lista de quimicos de interferencia potencial y concentraciones analizadas

ELABORADO POR: REVISADO POR: APROBADO POR:
Coordinacién de Laboratorio Profesional de Calidad y Habilitacion Gerencia General
Clinico

Pagina 34 de 79
Todos los derechos Reservados — NORDVITAL IPS




Cddigo: LC-M-006

Ol’dVIta| MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DE INMUNOLOGIA Versién: 003

Fecha de Aprobacidn:
Generamos confianza para 't ~yebiag s 18 mayo 2023

e LIMITACIONES DE LA PRUEBA

1. El procedimiento del andlisis y la interpretacion Resultado de la prueba debe seguirse de cerca
cuando se prueba la presencia de anticuerpos contra VIH en suero, plasma o sangre total de los
pacientes. Si no sigue el procedimiento puede dar resultados inexactos.

2. ad-bio HIV 1/2 Ab Plus Combo Rapid Test se limita a la deteccién cualitativa de los anticuerpos
para VIH-1y VIH-2 en suero, plasma o sangre total humana. La intensidad del color de la linea no
se correlaciona con la cantidad de anticuerpos en la muestra.

3. Un resultado no-reactivo de un individuo indica la ausencia de anticuerpos detectables de VIH1
y VIH-2, un resultado no-reactivo no excluye la posibilidad de exposicidn o infeccion por VIH1 o
VIH-2.

4. Un resultado no-reactivo puede ocurrir si la cantidad de anticuerpos anti VIH-1 y VIH-2
presentes en la muestra es menor a los limites de deteccion de la prueba, o los anticuerpos que
son detectados no estan presentes en la etapa de la enfermedad en la que es recolectada la
muestra.

5. Como se ilustra en la INTERPRETACION DEL RESULTADO DEL ENSAYO-2.3, las tres lineas (1,2 y
C) se pueden formar en las pruebas con muestras que contienen alto titulo de anticuerpos contra
el VIH-1. Para diferenciar la reactividad cruzada: diluir la muestra con Diluyente de Muestra 1:50
0 1:100, a continuacidn, vuelva a examinar la muestra diluida con un nuevo dispositivo de prueba.
Sélo 1 linea y la C apareceran si se trata de un VIH-1. Si nuevamente aparecen las lineas 1, 2 y C,
la prueba indica la exposicion tanto para VIH-1 como para VIH-2.

6. La infeccion puede progresar rdpidamente. Si los sintomas persisten, y los resultados de la
prueba son no-reactivos, es recomendable tomar una nueva muestra dias después o realizar una
prueba alternativa.

7. Algunas muestras que contienen alto titulo inusual de anticuerpos heteréfilos o de factor
reumatoideo pueden afectar los resultados. Positivos falsos pueden ocurrir debido a altos niveles
de HAMA FR u otros factores desconocidos en las muestras. Esto puede ocurrir en menos de 0.3%
de pruebas desarrolladas.

8. Los resultados obtenidos con esta prueba deben ser interpretados junto con otros
procedimientos diagndsticos y la sintomatologia clinica.
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10.9 Hepatitis B antigen de superficie (HBsAg Combo Test — Casete)

ad-bio HBsAg Combo Rapid Test es un inmunoensayo de cromatografia lateral para la deteccién
cualitativa del antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) en plasma, suero o sangre total
humana en un nivel igual o superior a 2 ng/mL. Estd destinada a ser usada por profesionales como
una prueba de pesquizaje y provee resultados preliminares para ayudar en el diagndstico de la
infeccidn con HBsAg.

Cualquier uso o interpretacién de estos resultados preliminares debe tener en cuenta otras
evidencias clinicas y la opinidn profesional del personal de la salud. Debe considerarse el uso de
métodos alternativos para confirmar los resultados obtenidos por esta prueba.

e EXPLICACION DE LA PRUEBA: El virus de la hepatitis B (VHB) es la causa mas comun de
viremia persistente y la causa mds importante de enfermedad hepatica crénica y
carcinoma hepatocelular. Clinicamente las infecciones por el VHB han existido durante
varios milenios. Se estima que hay cerca de 300 millones de portadores crénicos de VHB
en el mundo. Los tipos de portadores varian de un 0.3% (paises del occidente) al 20% (Asia,
Africa)

El VHB es un virus ADN hepatotrdpico. El core de este virus contiene ADN polimerasa2, el antigeno
core (HBcAg)3 y el antigeno e (HBeAg)4. El core del VHB esta encerrado en una capa que contiene
lipidos, proteinas y carbohidratos que expresan un antigeno en la superficie (HBsAg)3.

El HBsAg es el primer marcador que aparece en sangre en la fase aguda de la hepatitis B, es
detectado 1 semana a 2 meses después de la exposicion, y de 2 semanas a 2 meses antes de la
aparicion de los sintomas. Tres semanas después del inicio de hepatitis aguda casi la mitad de los
pacientes todavia es positivo para el HBsAg. En la fase crénica, el HBsAg persiste por un largo
periodo (6-12 meses) sin seroconversion para los anticuerpos correspondientes. Por lo tanto, el
tamizaje para HBsAg es altamente recomendable para todos los donantes, las mujeres
embarazadas vy las personas en grupos de alto riesgo.

ad-bio HBsAg Combo Rapid Test detecta el HBsAg en suero, plasma o sangre total humana en 20
minutos por personal minimamente entrenado sin necesidad de equipo de laboratorio.

e PRINCIPIO DE LA PRUEBA

ad-bio HBsAg Combo Rapid Test es uninmunoensayo cromatografico de flujo lateral. La
prueba del casete consiste en: 1) una membrana con conjugado coloreado de borgofia que
contiene anticuerpos anti-HBsAg conjugados con oro coloidal (conjugados HBsAg Ab) y un control
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de anticuerpo conjugado con oro colodial, 2) una membrana de nitrocelulosa que contiene la
linea  de prueba (linea T) y una linea de control (linea C). La linea T estd recubierta con
anticuerpos anti HBsAg de ratén, y la linea C esta recubierta con anticuerpos de control.

Cuando es dispensado un volumen adecuado de la muestra en el pozo de muestra del casete, la
muestra migra por accioén capilar a través del casete. El HBsAg si estd presente en la muestra se
une con el conjugado HBsAg Ab. Este inmunocomplejo es capturado en la membrana por el
anticuerpo HBsAg no conjugado pre-recubierto, formando una coloracién en la linea T, indicando
un resultado positivo para HBsAg. La ausencia de la linea T indica un resultado negativo.

La prueba contiene un control interno (linea C) la cual muestra una coloracién borgofia por la
formacién del inmunocomplejo de anticuerpos de control, que se forma independientemente de
la linea T. El resultado de la prueba es invalido si la linea C no se colorea y debe ser repetida en
un nuevo casete de prueba.

REACTIVOS ¥ MATERIALES SUMINISTRADO 5

1 Bolsas de aluminio selladas que contienen:
a. Un dispositivo de casete
b. Un dasacants
¢ Soterc de plastico

A Diluyente de muestra (REF SB-RO042, & mLbatela)
4, Un insarte (instrucciones de usa).
MATERIALES REQUERIDOS NO SUMINISTRADC S

1. Cantrol Posite
2 Caontrol Megatwvo

MATERIALE S REQUERIDOS PERD NO SE SUMINISTRAN
1. Reloj & cronometra
-3 Lancatas

Imagen 13. Reactivos y materiales suministrados

e PRECAUCIONES

Para uso de Diagnéstico in Vitro

1. Este inserto debe ser leido completamente antes de la realizacién de la prueba. Si no se sigue
el inserto se pueden generar resultados erréneos.
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2. No abra el empaque sellado hasta que no se vaya a realizar la prueba.
3. No use los dispositivos si se encuentran vencidos
4. Atempere los reactivos de 15-30°C antes de usarlos.

5. No utilice los componentes de otro tipo de prueba como sustituto de los componentes de este
kit. 6. No utilice sangre hemolizada para la prueba.

7. Use ropa protectora y guantes desechables mientras manipule los reactivos del kit y las
muestras clinicas. Lave sus manos después de realizar la prueba.

8. Los usuarios de esta prueba deben seguir las precauciones universales del CDC de Estados
Unidos para la prevenciéon de transmision del VIH, el VHB y otros patdgenos de transmision
sanguinea.

9. No fume, beba ni coma en las areas donde se manipulen muestras o reactivos del kit.

10. Deseche todas las muestras y los materiales del kit usados como residuos bioldgicos
peligrosos. 11. Manipule los controles positivos y negativos de la misma forma como a las
muestras de los pacientes

12. Los resultados de las pruebas deben ser leidos entre 15-20 minutos después de agregar la
muestra al pozo de muestra. Cualquier interpretacion de resultados hecha fuera de la ventana de
15-20 minutos deber ser considerada no valida y debe repetirse.

13. No procese la muestra en un lugar con fuerte corriente de aire, con ventiladores o aire
acondicionado.

e PREPARACION DE REACTIVOS E INSTRUCCIONES DE ALMACENAMIENTO

Todos los reactivos vienen listos para ser usados. El almacenamiento de los dispositivos cerrados
debe ser de 2-30°C. Si se almacena de 2-8°C, asegurese de que el dispositivo de prueba se lleva a
temperatura ambiente antes de la apertura. El dispositivo de prueba es estable hasta la fecha de
caducidad impresa en la bolsa. No congele el kit o exponer el kit a mas de 30°C.
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e RECOLECCION DE LA MUESTRA Y MANIPULACION

Considere todos los materiales de origen humano como infecciosos y manipule usando los
procedimientos de bioseguridad.

Plasma

1. Recolecte la muestra en un tubo tapa lila, azul o verde (que contenga EDTA, Citrato o Heparina)
por venopuncion.

2. Separe el plasma por centrifugacion.

3. Cuidadosamente transfiera el plasma a un tubo nuevo.

Suero

1. Recolecte por venopuncion la muestra en un tubo tapa roja (sin anticoagulantes)
2. Espere la formacion del coagulo

3. Separe el suero por centrifugacion

4. Cuidadosamente transfiera el suero a un tubo nuevo

Procesar las pruebas lo mas pronto posible a la toma de la muestra. Almacene las muestras de 2-
8°C si no se van a procesar inmediatamente. Las muestras son estables almacenadas de 2-8°C
durante 5 dias. Las muestras pueden congelarse a -20°C para almacenamientos prolongados.

Evite multiples ciclos de congelacion y descongelacién de las muestras. Antes del ensayo, lleve las
muestras congeladas a temperatura ambiente lentamente y mezcle con suavidad. Las muestras
que

contengan particulas visibles, deben ser eliminadas por centrifugacion antes de la prueba.

No use muestras lipémicas, hemolizadas o turbias ya que pueden generar interferencia en los
resultados.

Sangre Total
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Las gotas de sangre total pueden obtenerse por puncion digital o venopuncion. No use sangre

hemolizada para la prueba.

La sangre total puede almacenarse de 2-8°C si no se va a procesar inmediatamente. Las muestras

deben ser procesadas antes de cumplirse 24 horas de su recoleccion.

e PROCESAMIENTO

Paso 1: Lleve las muestras y componentes del ensayo a temperatura ambiente si es refrigerada o
congelada. Mezcle bien la muestra antes del ensayo una vez descongelado.

Paso 2: Cuando esté preparado para realizar la prueba, abra el empaque y saque el dispositivo.

Coléquelo sobre una superficie limpia y plana.

Paso 3: Asegurese de marcar el dispositivo con la identificacién del paciente.

Paso 4: Llene el gotero plastico con la muestra.

Sostenga verticalmente el gotero plastico, dispense 1 gota (aprox. 40-50 uL) de suero/plasma o 1
gota (aprox. 45-55 pL) de sangre total en el centro del pozo de muestra asegurandose de que no

hayan burbujas.

Inmediatamente agregue 1 gota (aprox. 30-40 uL) de diluyente de muestra en el pozo de muestra

(pozo S) con la botella posicionada verticalmente.

ool l

LES 757 LET o5y

1 gota suero/plasma 1 gota de dviuyen(e‘de muestra

=3 Resultado

15 minutos

o - ¥

Y

1 gota de diluyente de muestra

Imagen 14. Procesamiento
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Paso 5: Contabilice el tiempo.

Paso 6: Lea los resultados a los 15 minutos. Los resultados positivos pueden ser visibles a partir
de 1min. Los resultados negativos deben ser confirmados al final de los 20 min. Cualquier
interpretacion de los resultados fuera de los 15-20 min debe ser considerada invalida y la prueba
debe repetirse. Después de interpretar los resultados, deseche el dispositivo segin las normas
locales.

e CONTROL CALIDAD

1. Control Interno: Esta prueba contiene un control incluido, la linea C. Esta se desarrolla después
de adicionar la muestra y el diluyente. De lo contrario, revise el procedimiento y repita la prueba
con un nuevo dispositivo.

2. Control Externo: Las Buenas Prdcticas de Laboratorio recomiendan el uso de controles
externos, positivos y negativos, para asegurar el funcionamiento adecuado de la prueba,
particularmente en las siguientes circunstancias:

a. Cuando un nuevo operador utiliza el kit, antes de que procese las muestras.
b. Cuando se inicia un nuevo kit.

c. Un nuevo envio de kits es utilizado.

d. Cuando la temperatura de almacenamiento se sale del rango de 2-30°C.

e. La temperatura del sitio de procesamiento esta por fuera de 15-30°C.

f. Para verificar una frecuencia mayor que la esperada de los resultados positivos o negativos.

g. Investigar la causa de resultados in validos repetidos.
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e INTERPRETACION DE RESULTADOS

1. RESULTADO NEGATIVO: Sisolo se colorea la linea C, la prueba indica que el nivel de HBsAg
en la muestra es indetectable. El resultado es negativo o no reactivo.

=,

Imagen 15. Test

2. RESULTADO POSITIVO: Si se colorean ambas lineas Cy T, la prueba indica que la muestra
contiene HBsAg. El resultado es positivo o reactivo.

. S T, S

Imagen 16. Test

Las muestras con resultados positivos o reactivos deben ser confirmadas con métodos
alternativos tales como ELISA y con la sintomatologia clinica antes de tomar una decisiéon
diagnoéstica.

3. INVALIDO: Si la linea C no se colorea, el ensayo se considera invélido a pesar de que las otras
lineas se tinan. Se debe realizar nuevamente la prueba en otro casete.

S ———_

Imagen 17. Test
Interferencia

Sustancias comunes (tales como medicamentos para el dolor y la fiebre y los componentes
sanguineos) pueden afectar el desempefio de la prueba. Esto fue estudiado mediante la adicion
de estas sustancias en tres niveles de controles de HBsAg. Los resultados se presentan en la
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siguientes tabla y demuestran que las concentraciones probadas, y las sustancias no afectan el
desempefio de ad-bio HBsAg Combo Rapid Test.

Mata: - Negativa. < Positiva; ++ Positivo Medo
Sustancias potencialmente Reactnidad HBsAg
interferentes adicionadas [ Hepativo DEbil Positve | Positivo Medio
Contral -
Bibrrubina 210 mpgidlL
Creatnina 442 pmollL
Gluzosa 55 mrmalil
Alowmina 50 g/l
Acido sabcilico 4.34 mmal’L
Heparina 3,000 LWL

++

+t

++

++

++

b

#e]e|w]]+]+

++

EDTA 3.4 pmolL - * .=
Ig’s Humana 1.000 mg/dL - - e
Citrato da Sodw 3 E%. = - .

Imagen 18. Interferencia

e LIMITACIONES DE LA PRUEBA

1. El procedimiento del andlisis y la interpretacién de resultados de ensayo debe seguirse de cerca
cuando se prueba la presencia de HBsAg en suero, plasma y sangre total de los pacientes. Si no
se sigue el procedimiento puede dar resultados inexactos.

2. ad-bio HBsAg Combo Rapid Test se limita a la deteccidn cualitativa de HBsAg en suero, plasma
o sangre total humana. La intensidad del color de la banda no tiene correlacién lineal con el titulo
de HBsAg en la muestra.

3. Un resultado negativo o no-reactivo no excluye la posibilidad de no haberse expuesto o estar
infectado con el VHB. Un resultado negativo o no-reactivo puede ocurrir si la cantidad de HBsAg
no estd presente durante el estado de la enfermedad cuando la muestra es recolectada.

4. Silos sintomas persisten, y los resultados de ad-bio HBsAg Combo Rapid Test son no- reactivos,
es recomendable tomar una nueva muestra dias después o realizar una prueba alternativa.

5. Algunas muestras que contienen alto titulo inusual de anticuerpos heteréfilos o de factor
reumatoideo (>2.500 Ul/mL) pueden afectar los resultados.

6. Los resultados obtenidos con esta prueba deben ser interpretados junto con otros
procedimientos diagndsticos y la sintomatologia clinica.
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10.11 Prueba Rapida en Casete OnSite Chagas Ab Combo (Suero / Plasma / Sangre Total)

La prueba rapida OnSite Chagas Ab Combo Rapid Test un inmunoensayo cromatografico de flujo
lateral que permite la deteccién cualitativa de anticuerpo IgG para Trypanosoma cruzi (T. cruzi)
en suero, plasma o muestras de sangre humanos. Esta destinado a ser utilizado por profesionales
de la salud como una ayuda en el diagndstico de infecciones con T. cruzi.

Cualquier uso o interpretacién de estos resultados preliminares debe tener en cuenta otras
evidencias clinicas y la opinién profesional del personal de salud. Debe considerarse el uso de
métodos alternativos para confirmar los resultados obtenidos por esta prueba.

e RESUMEN Y EXPLICACION DE LA PRUEBA

La enfermedad de Chagas es una infeccidon zoondtica, transmitida por insectos, mediante el
protozoo T. cruzi, el cual causa una infeccion sistémica en los seres humanos con manifestaciones
agudas y secuelas a largo plazo. Se estima que de 16.000.000 a 18.000.000 personas se
encuentran infectadas en todo el mundo, y mueren aproximadamente 50.000 personas cada afio
a debido a la enfermedad crénica de Chagas (OMS).

Los métodos mds comunes en el diagndstico de infeccién por T. cruzi aguda solian ser los
examenes de capa leucocitaria y xenodiagnéstico. Sin embargo, ambos métodos son muy
dispendiosos y no presentan sensibilidad. Actualmente, una prueba seroldgica se ha convertido
en el pilar fundamental para el diagndstico de la enfermedad de Chagas. En particular, las pruebas
basadas en antigenos recombinantes eliminan las reacciones de falsos positivos que se ven
comunmente en analisis de antigeno nativo.

El OnSite Chagas Ab Combo Rapid Test detecta anticuerpos IgG contra T. cruzi en suero, plasma o
sangre total humana utilizando antigenos recombinantes especifico de T. cruzi. La prueba es facil
de usar en 15 minutos, sin necesidad de equipo de laboratorio engorroso, requiriendo un minimo
de capacitacion del personal.

e PRINCIPIO DE LA PRUEBA

El OnSite Chagas Ab Combo Rapid Test es un inmunoensayo cromatografico de flujo lateral
basado en el principio de inmunoensayo indirecto. La tira de casete consiste de: 1) una
almohadilla de conjugado de color con un IgG antihumano conjugado con oro coloidal
(conjugados igG antihumano) y un control de anticuerpo conjugado con oro coloidal, y 2) una tira
de membrana nitrocelulosa con una linea de prueba (linea T) y una linea de control (linea C). La
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linea T se encuentra pre-recubierta con antigenos recombinantes de T. cruzi, y |la linea C esta pre-
recubierta con anticuerpos de control.

Cuando se dispensa un volumen adecuado de muestra en el pozo del casete de prueba, la muestra
migra por capilaridad a lo largo del casete. Si se presentan anticuerpos IgG contra T. cruzi en la
muestra, éstos se unen a los conjugados IgG antihumano. Luego el inmunocomplejo es capturado
en la membrana por los antigenos pre-recubiertos con T. cruzi, formando una linea T de color,
indicando un resultado positivo para Chagas Ab.

La ausencia de la linea T sugiere un resultado negativo. La prueba contiene un control interno
(linea C) que debe exhibir una linea de color del inmunocomplejo de los anticuerpos de control
gue se forma independientemente de la presencia de la linea T. De no presentarse, el resultado
de la prueba no es valido y la muestra debe ser analizada de nuevo con otro dispositivo.

dentificacion  Banda de Linea de Pozo de
de la muestra Contral prusba muestra

Imagen 1 Principio de la Prueba.
MATERIALES Y REACTIVOS SUMINISTRADOS

. Bolsa de aluminio sellada que contiene:

. Un dispositivo casete

. Un desecante

. Goteros de plastico

. Diluyente de muestra (REF SB-R0171,5ML/botella)
. Instrucciones de uso

H W INT DO =

e MATERIALES QUE SON REQUERIDOS Y NO SUN SUMINISTRADOS

1. Reloj o cronometro
. Contenedor para mantener las muestras de prueba
3. Pipeta con puntas para volimenes de 20 uL

N
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e ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
Para uso de Diagndstico in Vitro

Este inserto debe ser leido en su totalidad antes de llevar a cabo la prueba. De no ser asi, se
pueden presentar resultados imprecisos.

La bolsa de aluminio no se debe abrir, a menos que se vaya a realizar el ensayo inmediatamente.
No utilice dispositivos caducados.

Lleve todos los reactivos a una temperatura ambiente de 15°C -30°C antes de ser usados.

No utilice los componentes de otro tipo de kit de prueba para reemplazar los componentes del
kit.

No utilice muestras de sangre hemolizadas para prueba

Utilice ropa protectora y guantes desechables durante la manipulacion de los reactivos del kit y
muestras clinicas. Lavese bien las manos luego de realizar la prueba.

Los usuarios de esta prueba deben seguir las precauciones universales del CDC de Estados Unidos
para la prevencién de la transmisién de VIH, VHB y otros patdgenos transmitidos a través de la
sangre.

No se debe fumar, beber o comer en areas donde se manipulen las muestras o reactivos del kit.
Deseche todas las muestras y materiales utilizados en la prueba como residuos biolégicos
peligrosos.

Manipule los controles Positivo y Negativo de la misma forma que con las muestras.

Los resultados de las pruebas deben leerse antes de 15 minutos después de aplicada la muestra
en la cavidad del dispositivo o en la almohadilla de muestras del dispositivo. Cualquier
interpretacion de resultados hecha fuera de los 15 minutos debe ser considerada no valida y la
prueba debe repetirse.

No lleve a cabo la prueba en un cuarto con flujo de aire fuerte, por ejemplo, con un ventilador
eléctrico o aire acondicionado.

e PREPARACION DE REACTIVOS E INSTRUCCIONES DE ALMACENAMIENTO

Todos los reactivos suministrados estan listos para su uso. Almacene el dispositivo de prueba
sellado a una temperatura de 2°C a 30°C. Los controles positivo y negativo deben mantenerse a
una temperatura de 2°C a 8°C. Si se almacenan bajo esta temperatura, asegurese de que el
dispositivo de prueba se encuentre a temperatura ambiente antes de abrirlo. El dispositivo de
prueba es estable hasta la fecha de caducidad impresa en la bolsa sellada. No se debe congelar el
kit ni exponer a una temperatura de mas de 30°C.
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e RECOLECCION Y MANIPULACION DE LA PRUEBA

Considere todos los materiales de origen humano como infecciosos y manipulelos siguiendo los
procedimientos de bioseguridad.

Plasma/Suero

Paso 1: Recolecte la muestra por puncion de la vena en el tubo con anticoagulante que contenga
EDTA, citrato o heparina respectivamente para el plasma o en un tubo de coleccién que no
contenga anticoagulantes para el suero.

Paso 2: Para preparar la muestra del plasma, centrifugue las muestras recolectadas vy
cuidadosamente transfiera el plasma en un nuevo tubo previamente etiquetado.

Paso3: Para preparar las muestras de suero, deje la sangre coagular, después centrifugue las
muestras recolectadas y cuidadosamente transfiera el suero en un nuevo tubo previamente
etiquetado.

Después de la recoleccion, realice el analisis de las muestras tan pronto como sea posible.
Almacene las muestras a una temperatura de 22C a 82C en caso de no ser usada inmediatamente.
Almacene las muestras a una temperatura 22C a 82C hasta por 5 dias y congeladas a una
temperatura de -20°C en caso de necesitar un almacenamiento mas prolongado.

Evite multiples ciclos de congelacién y descongelacion. Antes del ensayo, permita que las
muestras congeladas lleguen a una temperatura ambiente lentamente y luego mézclelas
suavemente. Las muestras que contengan particulas visibles, deben ser aclaradas mediante
centrifugacién antes de la prueba.

No utilice muestras que presenten lipemia gruesa, hemolisis grave o turbidez con el fin de evitar
interferencias en la interpretacion de resultados.

Sangre Total

Paso 1: Las muestras de sangre total pueden ser obtenidas por puncién de la punta del dedo o
por extraccion de la vena. Recolecte las muestras de sangre en un tubo que contenga EDTA,
citrato o heparina. No utilice sangre hemolizada en las pruebas.

Las muestras de sangre total deben ser almacenadas en refrigeracién a una temperatura de 2°C
a 8°C en caso de no usarlas en la prueba. Las muestras deben analizadas en un plazo de 24 horas
luego de la recoleccion.
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e PROCEDIMIENTO
Paso 1: Lleve los componentes de muestras y ensayos a temperatura ambiente en caso de estar
refrigerados o congelados Una vez descongelada, mezcle bien la muestra antes de realizar el

ensayo.

Paso 2: Una vez se esté listo para llevar a cabo el ensayo, abra la bolsa por la muesca y retire el
dispositivo. Coloque el dispositivo de prueba en una superficie limpia y plana.

Paso 3: Aseglrese de etiquetar el dispositivo con el nimero de identificacion de la muestra.
Paso 4: Para prueba de sangre

Aplique 1 gota de sangre (de 40 a 50 ulL) en la cavidad para muestras.
Luego adicione inmediatamente 1 gota (de 35 a 50uL) de diluyente de muestra.

| *y l

o O —_— —_— Resultado
| 3 15 minutos
—, & / .
1 gota de muestra 1 gota de diluyente de muestra

Imagen 2 Prueba de Sangre.

Para pruebas de suero o plasma
Vierta 20 plL de la muestra en el pozo de muestra.

la cavidad para muestras del dispositivo.
Agregue 2 gotas (de 70-100 pL) de Diluyente de Muestra Inmediatamente dentro del pozo de
muestra con la botella en posicion vertical.
fi |
Y —_— j —_— Resultado

‘“—_1_?-____3 y : - 15 minutos

—— ’ y

20 pL de suerolplasma 2 gotas de diluyente de muestra

Imagen 3 Prueba de suero o plasma.
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Paso 5: Programe el cronémetro.

Paso 6: Lea los resultados a los 15 minutos. Los resultados positivos pueden ser visibles a partir
de 1 minuto. Los resultados negativos deben ser confirmados al final de los 15 minutos. Cualquier
interpretacion de resultados hecha fuera de la ventana de 15 minutos deben ser considerados
invalidos y el ensayo debe ser repetido. Tras interpretar los resultados deseche los dispositivos
usados seguin las regulaciones locales.

e CONTROL DE CALIDAD

1. Control interno: Esta prueba contiene una caracteristica de control interno, la banda C. La linea
C se genera luego de adicionar la muestra y el diluyente. De otro modo, revise en su totalidad el
procedimiento y repita la prueba con un nuevo dispositivo.

2. Control externo: Las buenas prdcticas de laboratorio recomiendan el uso de controles
externos, positivos y negativos, con el fin de asegurar un adecuado rendimiento de la prueba,
particularmente bajo las siguientes circunstancias:

Un nuevo operador utiliza el kit, antes de realizar el analisis de las muestras.

Se usa un nuevo kit de ensayo.

Se usa un nuevo envio de kits.

La temperatura usada durante el almacenamiento del kit se encuentra fuera de 2°C a 30°C.
La temperatura de la zona de ensayo se encuentra fuera de 15°C a 30°C.

Al verificar una frecuencia superior a la prevista de resultados positivos o negativos.

Al investigar la causa de resultados invalidos repetitivos.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

RESULTADO NEGATIVO: Si solo aparece la banda C coloreada, y hay ausencia de color en linea T
indica que no hay presencia de anticuerpo detectable anti-T.cruzi en la muestra. En este caso el
resultado es negativo o no reactivo.
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Imagen 4. Resultado Negativo.

RESULTADO POSITIVO: Si adicionalmente a la presencia de la linea C, se colorea la linea T indica
gue no hay presencia detectable de anticuerpo anti-T. cruzi en la muestra.

Imagen 5. Resultado Positivo.
Las muestras con resultados positives deben ser confirmadas con métodos de andlisis
alternativos vy hallazgos clinicos antes de tomar una determinacién en el diagndstico.

RESULTADO INVALIDADO: Si la linea C no se colorea, el ensayo se considera invalido a pesar de
gue la otra linea se tifia. Se debe realizar nuevamente la prueba en otro casete.

Imagen 6. Resultado Invalidado.

e CARACTERISCTICAS DE RENDIMIENTO

Rendimiento clinico:
Un total de 214 muestras de sujetos susceptibles fueron analizadas con la prueba rapida
OnSite Chagas Ab Combo y mediante una prueba comercial EIA para IgG. La siguiente tabla
presenta la comparacién de todos los sujetos:
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Prueba Rapida OnSite Chagas Ab
Combo
IgG EIA Positivo Negativo Total
Positivo 13 1 14
Negativo 0 200 200
Total 13 201 214

Imagen 7. Rendimiento clinico.
Sensibilidad Relativa: 92.9%, Especificidad Relativa: 100%, Concordancia: 99.5%
e LIMITACIONES DE LA PRUEBA

1. El procedimiento de analisis y la interpretacién de resultados del ensayo deben ser seguidos
muy de cerca cuando se evalué la presencia de anticuerpos para anti- T. cruzi en suero, plasma o
sangre de sujetos individuales. Si no se sigue el procedimiento pueden generarse resultados
inexactos.

2. La prueba rapida OnSite Chagas Ab Combo se limita a la deteccidn cualitativa de anticuerpos
T. cruzi en suero, plasma o sangre humanos. La intensidad de la banda de prueba no tiene
correlacién lineal con el titulo de anticuerpo en la muestra.

3. Un resultado negativo para un individuo indica ausencia de anticuerpos detectables de anti- T.
cruzi. Sin embargo, un resultado de prueba no reactivo no excluye la posibilidad de exposicion a
o de infeccién con T. cruzi.

4. puede presentarse un resultado negativo si la cantidad del anticuerpo anti- T. cruzi presente
en la muestra se encuentra por debajo de los limites de deteccidén del ensayo, o los anticuerpos
detectados no estan presentes durante la etapa de la enfermedad en la cual se recoge la muestra.
5. Algunas muestras que contienen titulos inusualmente altos de anticuerpos heterdéfilos o de
factor reumatoide pueden afectar los resultados esperados.

6. Los resultados obtenidos con esta prueba sdlo deben interpretarse junto con otros
procedimientos diagndsticos, asi como con hallazgos clinicos.

10.12 OnSite Dengue IgG/1gM3.0 Combo Prueba Rapida en casete (Suero/Plasma/Sangre Total)

La prueba rapida OnSite Dengue 1gG/1gM3.0 Combo es un inmunoensayo de flujo lateral para la
deteccion y diferenciacion simultanea de 1gG e IgM anti-virus del Dengue (DEN1, 2, 3 and 4) en
suero, plasma o sangre total humana. Este es usado por profesionales como tamizaje y ayuda
diagndstica de infeccion con el virus del Dengue.
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Se debe tener en cuenta otros resultados clinicos y la opinidn del personal de salud al interpretar
los resultados de esta prueba. Debe considerarse el uso de métodos diagndsticos alternativos
para confirmar los resultados de este dispositivo.

e RESUMEN Y EXPLICACION DE LA PRUEBA

Los virus del Dengue, una familia con distintos serotipos de (Den 1,2,3,4), de cadena simple,
envuelto, de los virus de ARN positivos. Los virus son transmitidos por picadura en el dia or la
familia Stegemyia, principalmente el Aedes aegypti, y Aedes albopictus. Hoy, mas de 2.5 billiones
de personas que viven en areas tropicales de Asia, Africa, Australia, y las Americas estan en riesgo
de infectarse por Dengue. Se estima quel00 milliones de casos de fiebre del dengue y 250,000
casos de dengue hemorragico mortal ocurren anualmente en el mundo1-3.

La deteccion seroldgica es el método mas comun para el diagnéstico de la infeccién con el virus
del Dengue. La IgM anti-dengue aparece 3 dias después de la exposicién inicial y permanece en
circulacién por aproximadamente 30-60 dias. Los niveles de IgG anti-dengue virus aumentan a los
7 dias, alcanzan su pico de 2-3 semanas, y permanecen toda la vida4-6.

El OnSite Dengue 1gG/IgM3.0 Combo Rapid Test utiliza proteinas recombinantes del dengue las
cuales reconocen los anticuerpos IgG e IgM de los cuatro serotipos del virus. La prueba es facil de
usar, sin necesidad de equipo de laboratorio engorroso, requiriendo un minimo de capacitaciéon
del personal.

e PRINCIPIO DE LA PRUEBA

El OnSite Dengue 1gG/IgM Combo Rapid Test es un inmunoensayo de cromatografia de flujo
lateral. La prueba de casete consiste en: 1) una almohadilla de conjugado de color que contiene
antigenos de la envoltura del dengue recombinante conjugado con aro coloidal (conjugados
dengues) y un anticuerpo de control conjugado con oro coloidal 2) una membrana de
nitrocelulosa que contiene dos lineas de prueba (G y M) y una linea de control (C). La linea G es
pre-cubierta con anticuerpos para la deteccion del virus anti dengue IgG, la linea M es pre-
cubierta con anticuerpos para la deteccion del virus anti-dengue IgM y la linea C es pre-cubierta
con un anticuerpo de control.
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Cuando un volumen adecuado de muestra es dispensado en el pozo de muestra de casete, la
muestra migra por accion capilar a través del casete. Si el virus anti dengue IgG estd presente, se
unird con los conjugados del dengue. El inmunocomplejo es capturado por la linea con G pre
cubierta con IgG anti-humano, formando una linea color la cual indica un resultado positivo del
virus anti dengue y sugiriendo una infeccion secundaria o precedente del dengue.

El virus anti-dengue IgM, si estd presente en la muestra, se unird a los conjugados de dengue Ag.
El inmunocomplejo es luego capturado por la linea M pre-cubierta en anti-humano IgM,
demostrando una linea color, indicando un resultado positivo de anti dengue IgM y sugieriendo
una infeccion primaria o secundaria del dengue. Un resultado positivo de IgM vy IgG indica
infeccién ultimamente primaria o una infeccidn secundaria temprana.

La ausencia de alguna linea G, M o T sugiere un resultado negativo. Cada prueba control interno
(linea C) la cual debe exhibir una linea de color de los anticuerpos de color a pesar de la coloracion
de cualquier linea de prueba. Si la linea C no se desarrolla, los resultados de la prueba es invalidos
y las muestras deber ser probadas otra vez con otro dispositivo.

e REACTIVOS Y MATERIALES SUMINISTRADOS
1. Bolsa de aluminio sellada que contiene:

a. Undispositivo de casete
b. Un desecante

2. Tubos capilares de 5 pL
3. Diluyente de Muestra (REF SB-R0061,5ML/ botella)
4. instrucciones de uso.

e MATERIALES REQUERIDOS PERO NO SE SUMINISTRAN

1. Reloj o cronémetro
2. Dispositivo de puncidn para la prueba de sangre completa.

e ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Para uso de Diagndstico in Vitro
1. Este inserto debe ser leido completamente antes de la realizacidn de la prueba. Si no se
sigue el inserto se pueden generar resultados erréneos
2. No abra el empaque sellado hasta que no se vaya a realizar la prueba.
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10.

11.

12.

13.

No use los dispositivos si se encuentran vencidos.

Atempere los reactivos de 15 a 30°C antes de usarlos

No utilice los componentes de otro tipo de prueba como sustituto de los componentes de
este kit.

No utilice sangre sangre hemolizada para la prueba.

Use ropa protectora y guantes desechables mientras manipule los reactivos del kit y las
muestras clinicas. Lave sus manos después de realizar la prueba.

Los usuarios de esta prueba deben seguir las precauciones universales del CDC de Estados
Unidos para la prevencidn de transmisién del VIH, VHB y otros patégenos de transmision
sanguinea.

No fume, beba ni coma en las areas donde se manipulen muestras o reactivos del kit.
Deseche todas las muestras y los materiales del kit usados como residuos bioldgicos
peligrosos.

Manipule los controles positivos y negativos de la misma forma como a las muestras de
los pacientes.

Los resultados de las pruebas pueden ser leidos 25 minutos después de agregar la muestra
al pozo de muestra. Leer los resultados después de los 25 minutos puede generar
resultados erréneos.

No procese la muestra en un lugar con fuerte corriente de aire, con ventiladores o aire
acondicionado.

PREPARACION DE REACTIVOS E INSTRUCCIONES DE ALMACENAMIENTO

Todos los reactivos vienen listos para ser usados. El almacenamiento de los dispositivos cerrados
debe ser de 2-30°C. Los controles positivos y negativos deben mantenerse 2-8°C. Si se almacena
de 2-8°C, asegurese de que el dispositivo de prueba se lleva a temperatura ambiente antes de la
apertura. El dispositivo de prueba es estable hasta la fecha de caducidad impresa en la bolsa. No
congele el kit o exponer el kit a mas de 30°C.

RECOLECCION Y MANIPULACION DE LA MUESTRA

Considere todos los materiales de origen humano como infecciosos y manipulelos siguiendo los
procedimientos de bioseguridad.

Plasma/Suero
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Paso 1: Recolecte la muestra de sangre por venopuncién a un tubo de recoleccién que contenga
EDTA, citrato o heparina para plasma, o un tubo de recoleccidn que no contenga anticoagulantes.

Paso 2: Para preparar la muestra de plasma, centrifugue las muestras recolectadas y retire
cuidadosamente la plasma en un tubo nuevo pre-etiquetado.

Paso 3: Para preparar la muestra de suero, permita que la sangre coagule, centrifugue las
muestras recolectadas y retire cuidadosamente el suero en un nuevo tubo pre-etiquetado.

Pruebe los especimenes tan pronto como sea posible después de la recoleccién. Almacene las
muestras a 2-8°C si no se analizan de inmediato. Las muestras se pueden almacenar a 2-8°C
durante hasta 5 dias. Las muestras deben congelarse a -20°C para almacenamiento mas largo.

Evite multiples ciclos de congelacién-descongelacién. Antes de la prueba, lleve las muestras
congeladas a temperatura ambiente lentamente y mezcle suavemente. Las muestras que

contienen material particulado visible deben clarificarse por centrifugacion antes de la prueba.

No utilice muestras que demuestren una lipemia gruesa, hemolisis macroscépica o turbidez para
evitar interferencia con la interpretacion del resultado.

Sangre Total

Paso 1: Las gotas de sangre pueden obtenerse por puncion digital o venopuncién. muestra de
sangre en un tubo que contenga EDTA, Citrato o Heparina. No use sangre hemolizada para la
prueba.

La sangre total debe almacenarse a 2-8°C si no va a ser procesada inmediatamente. Las muestras
deben ser procesadas antes de cumplirse 24 horas de su recoleccion.

e PROCESAMIENTO

Paso 1: Lleve las muestras y componentes del ensayo a temperatura ambiente si es refrigerada
o congelada. Mezcle bien la muestra antes del ensayo una vez descongelado.

Paso 2: Cuando esté preparado para realizar la prueba, abra el empaque y saque el dispositivo.
Coléquelo sobre una superficie limpia y plana.

Paso 3: Asegurese de marcar el dispositivo con la identificacion del paciente.
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Paso 4: Llene el tubo capilar con el suero, plasma o sangre, no exceda la linea de muestra como
se muestra en la imagen. El volumen es aprox 5ulL. Para mayor precision, transfiera la muestra
con una pipeta que de exacto el volumen.

Con el tubo capilar en posicion vertical, dispense la muestra en el centro del pozo de muestra
(pozo S) asegurandose de que no hayan burbujas de aire.

Inmediatamente agregar 3 gotas (aprox.110-130 pL) de Diluyente de Muestra en el pozo de
Buffer (pozo B).

UN2) OF MUY ——ipm '

—g RESURMDO

25 minutos

[

LiNed C¢ MUeslry —— ) /
|

A
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SyL o musatra en el pozo 5 3 gotas 0% DBuyente o8
Musatra en ol pozo 8

Imagen 6. Procesamiento.

Paso 5: Contabilice el tiempo.

Paso 6: Lea los resultados en 20 minutos. Los resultados positivos podran ser visibles al minuto.
Resultados negativos solamente pueden ser confirmados al fin de 25 minutos. Cualquier
resultado interpretado fuera de los 20-25 minutos es considerado invdlido y debe ser repetido.
Para evitar confusiones descarte el casete después de leer el resultado.

e CONTROL DE CALIDAD

Control Interno: Esta prueba contiene un control incluido, la linea C. esta se desarrolla después
de adicionar la muestra. De lo contrario, revise el procedimiento y
repita la prueba con un nuevo dispositivo.

Control Externo: Las Buenas Practicas de Laboratorio recomiendan el wuso de
controles externos, positivos y negativos, para asegurar el funcionamiento adecuado de la
prueba, particularmente en las siguientes circunstancias:

a. Cuando un nuevo operador utiliza el kit, antes de que procese las muestras.

b. Cuando se inicia un nuevo kit.

¢. Un nuevo envio de kits es utilizado.

d. Cuando la temperatura de almacenamiento se sale del rango de 2°C - 30°C.

ELABORADO POR: REVISADO POR: APROBADO POR:
Coordinacién de Laboratorio Profesional de Calidad y Habilitacion Gerencia General
Clinico

Pagina 56 de 79
Todos los derechos Reservados — NORDVITAL IPS




N Codigo: LC-M-006
dV Versién: 003

Fecha de Aprobacién:
18 mayo 2023

Or tal MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DE INMUNOLOGIA
g

2

e. La temperatura del sitio de procesamiento esta por fuera de 15°C -30°C.
f. Para verificar una frecuencia mayor que la esperada de los resultados positivos o negativos.
g. Investigar la causa de resultados no validos repetidos.

e INTERPRETACION DE RESULTADOS

RESULTADO NEGATIVO: Si solo se colorea la banda C, hay ausencia de las bandas G y M indica
gue no hay anticuerpos anti- dengue en la muestra. El resultado es Negativo o no-reactivo.

Imagen 10. Resultado Negativo.
1. RESULTADO POSITIVO:

2.1 Ademas de la presencia de la banda C, si se colorea la banda G, el resultado indica la presencia
de anti-dengue IgG; el resultado es IgG positiva o reactiva.

Imagen 11.

2.1 Ademas de la presencia de la banda C, si se colorea la banda M, el resultado indica la
presencia de anti-dengue IgM; el resultado es IgM positivo o reactivo.

Imagen 12.
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2.2 Ademas de la presencia de la linea C, tanto la linea G como la M se colorean, la prueba
indica la presencia de anti-dengue IgG e IgM. El resultado es IgG e IgM positivo o reactivo.

Y - = -

Imagen 13.
Les muestras con resultados positivos deben ser confirmadas con métodos alternativos y junto con
la sintomatologia clinica antes de hacer una determinaciéon diagndstica.

3. INVALIDO: Si la linea C no se colorea, el ensayo se considera invalido a pesar de que las
otras lineas (G y M) se tifian. Se debe realizar nuevamente la prueba en otro casete.

Imagen 14.

e CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

1. Rendimiento Clinico para la prueba IgG

Un total de 326 muestras de pacientes susceptibles fueron probadas con la prueba rapida
OnSite Dengue 1gG/I1gM3.0 Combo con una prueba de EIA como referencia. La
comparacion se encuentra en la siguiente tabla:

Prueba Rapida OnSite Dengue IgGilgM** Combo
IgG EIA Test Positivo Megativo Total
Puositivo 36 1 37
Negativo 2 237 280
Total 3B 233 326
Sensibilidad Relativa: 87.3% , Especificidad Relativa: 20.3%, Concordancia: 99.1%
Imagen 15.

Sensibilidad Relativa: 97.3% , Especificidad Relativa: 99.3%, Concordancia: 99.1%
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2. Rendimiento Clinico para la prueba IgM

Un total de 314 muestras de pacientes susceptibles fueron evaluados con la Prueba Rapida OnSite
Dengue 1gG/IgM3.0 Combo y un EIA de Referencia. La comparacidn se observa en la siguiente
tabla:

Prueba Rapida OnSite Dengue IgGigM*® Combo
IgM EIA Test Positivo MNegativo Total
Positivo 31 1 a2
Negativo 3 270 282
Total kX 240 314

Sensibilidad Relativa: 86.9% , Especificidad Relativa: B8 8%, Concordancia: B8.7%

Imagen 16.
2. Reactividad cruzada

Ningun resultado positivo falso anti-dengue IgG e IgM fue observado en 1-13 muestras de las
siguientes enfermedades y condiciones especificas:

VHA VHB VHC VEH VIH H. pylori
cMmv Chagas Chikungunya Hcg Rubéola T.
gondiiTyphi T. pallidum ANA HAMA FR (hasta 8.400 U/mL)

3. Interferencia

Sustancias comunes (como los analgésicos, antipiréticos y componentes de la sangre)
pudieran afectar el rendimiento del OnSite Dengue 1gG/IgM Combo Rapid Test. Esto fue
estudiado mediante la adicidén de saltando estas sustancias en muestras de anti-dengue IgG
negativo y positivo, y anti-dengue IgM negativo y positivo. Los resultados demuestran que las
concentraciones que fueron probadas no afectaron el desempefio del OnSite Dengue 1gG/IgM
Combo Rapid Test.

Lista de sustancias potencialmente interferentes y concentraciones ensayadas:

Albumina 60 g/L Cafeina 20 mg/dL
Acetaminofeno 20 mg/dl. EDTA 3.4 umol/L
Atropina 20 mg/dL Hemoglobina 2g/L
Aspirina 20 mg/dL Heparina 3,000 U/L
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Acido ascoérbico 20 mg/dL IgG 1,000 mg/dl.
Bilirubina 20 mg/dL Glucosa 55 mmol/L
Creatinina 442 umol/L Acido salicilico  4.34 mmol/L

Citrato de sodio 3.80%
e LIMITACIONES DE LA PRUEBA

El procedimiento de la prueba y la interpretacién de los resultados debe ser analizada cuando se
detectan anticuerpos contra el dengue en suero, plasma o sangre total. Cualquier falla en el
procedimiento puede llevar a resultados erréneos.

La prueba Rapida OnSite Dengue 1gG/1gM3.0 Combo se limita a la deteccién cualitativa de
anticuerpos contra el virus del Dengue en suero, plasma o sangre total humana. La intensidad de
la banda de prueba no tiene correlacidn con el titulo de anticuerpos en la muestra.

La informacion de los serotipos del dengue no es proporcionado con este examen.

La prueba Rapida OnSite Dengue IgG/1gM3.0 Combo no se puede usar para diferenciar infeccion
primaria de la secundaria.

La reactividad cruzada con otros flavivirus es comun (ej: Encefalitis japonesa, Virus del Nilo, Fiebre
amarilla, etc) por lo tanto, es posible que los pacientes infectados con estos virus muestren cierto
grado de reactividad con esta prueba.

Un resultado negativo o no-reactivo indica la ausencia de anticuerpos detectables del virus del
dengue. Sin embargo los resultados no concluyen la posibilidad de la exposicidén o infeccion con
el virus.

Un resultado negativo o no-reactivo puede ocurrir si la cantidad de anticuerpos contra el dengue
presentes en la muestra son menores al limite de deteccidon de la prueba, o los anticuerpos
detectados no estan presentes en el estadio de la infeccidon cuando es recolectada la muestra.

Algunas muestras contienen anticuerpos heterdfilos o factor reumatoideo lo cual puede afectar
los resultados.

Si los sintomas persisten y la prueba Rapida OnSite Dengue 1gG/IgM3.0 Combo da resultado
negativo o no-reactivo, es recomendable tomar una nueva muestra dias despues o usar algun
método diagndstico alternativo.

Los resultados obtenidos deben ser interpretados junto con otros métodos diagndsticos y la
historia clinica del paciente.
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10.13 Prueba Rapida en Casete OnSite HAV IgM (Suero / Plasma)

La prueba rdpida OnSite HAV IgM es un inmunoensayo cromatografico de flujo lateral que
permite la deteccion cualitativa de anticuerpo IgM para el virus de Hepatitis A (VHA) en suero o
plasma humanos. Se utiliza como prueba de tamizaje y como ayuda en el diagndstico de
infecciones con HAV. Cualquier muestra reactiva con la prueba rdpida OnSite HAV IgM debe ser
certificada a través de la aplicaciéon de métodos alternativos de ensayo y hallazgos clinicos.

e RESUMEN Y EXPLICACION DE LA PRUEBA

El VHA es un virus del ARN positivo, un miembro Unico de picornavirdael . Su transmision
depende principalmente de la transmision serial de persona a persona por via fecal-oral. Aunque
la hepatitis A no es generalmente una enfermedad de transmisidn sexual, la tasa de infeccion es
alta entre los homosexuales masculinos, como resultado del contacto oral-anal2,3.

La presencia de anticuerpos especificos IgM anti-VHA en muestras de sangre sugiere una
infeccidon por VHA aguda o reciente4-6 . El anticuerpo IgM aumenta rapidamente en el titulo
durante un periodo de 4-6 semanas después de la infeccidn, y luego disminuye a niveles no
detectables dentro de 3 a 6 meses en la mayoria de los pacientes? .

La prueba rapida OnSite HAV IgM puede ser usada para detectar IgM anti-VHA en menos de 15
min por personal no instruido o minimamente experto, sin necesidad de complicados equipos de
laboratorio.

e PRINCIPIO DE LA PRUEBA

La prueba rapida OnSite HAV IgM es un inmunoensayo cromatografico de flujo lateral. Los casetes
de prueba contienen: 1) una almohadilla de conjugado de color borgofia con contenido de
anticuerpo de raton IgM anti-humano conjugada con coloide oro (conjugados IgM), y 2) una tira
nitrocelulosa con una banda de prueba (Banda T) y una banda control (Banda C). La banda T esta
pre-recubierta con antigeno recombinante de VAH, y la Banda C estd pre-recubierta con
anticuerpos de cabra anti-raton.

Identificacion Bamda de  Linea de Poro de
de la muesira Conlrol prusha muesira

..'il :

Imagen 18.
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En el momento en que se vierte la cantidad adecuada de muestra en la cavidad para muestras del
dispositivo, la muestra se desplaza mediante una accidn capilar a través del casete. Si hay
presencia de anti-HAV IgM en la muestra esta se unird con los conjugados de IgM. El
inmunocomplejo es capturado en la membrana por el antigeno HAV, formando una banda T
coloreada, inicando un resultado positivo para HAV IgM.

La ausencia de la banda indica un resultado negativo. La prueba contiene un control interno
(Banda C) el cual debe mostrar una banda de color borgofia del inmunocomplejo conjugado de
cabra anti 1gG/conjugado IgM-oro que se forma independientemente de la banda T. De otra
forma, el resultado de la prueba serd invalido y se debe volver a analizar la muestra con otro
dispositivo.

e REACTIVOS Y MATERIALES SUMINISTRADOS

1. Cada kit contiene 25 o 30 dispositivos de prueba, cada uno esta sellado en bolsas de aluminio
con los siguientes articulos:

a. Un dispositivo casete

b. Un desecante

2. Goteros de plastico

3. Diluyente de muestra (1 vial, 5 ml)

4. Un inserto (instrucciones de uso)

e MATERIALES QUE SON REQUERIDOS Y NO SON SUMINISTRADOS

1. Control Positivo
2. Control Negativo

e MATERIALES REQUERIDOS, PERO NO SE SUMINISTRAN

Reloj o temporizador
Dispositivo de puncidn para pruebas de sangre completa.

e ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
Para uso de diagndstico in Vitro

Este inserto debe ser leido en su totalidad antes de llevar a cabo la prueba. De no ser asi, se
pueden presentar resultados imprecisos.
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La bolsa de aluminio no se debe abrir, a menos que se vaya a realizar el ensayo
inmediatamente.

No use el dispositivo después de caducado.

Lleve todos los reactivos a una temperatura ambiente de 15°C -30°C antes de ser usados.

No utilice los componentes de otro tipo de kit de prueba para reemplazar los componentes del
kit.

No utilice muestras de sangre hemolizadas para ensayo.

Utilice ropa protectora y guantes desechables durante la manipulacidn de los reactivos del kit y
muestras clinicas. Lavese bien las manos luego de realizar la prueba.

Los usuarios de esta prueba deben seguir las precauciones universales del CDC de Estados
Unidos para la prevencidn de la transmisién de VIH, VHB y otros patégenos transmitidos a
través de la sangre.

No se debe fumar, beber o comer en areas donde se manipulen las muestras o reactivos del kit.
Deseche todas las muestras y materiales utilizados en la prueba como residuos biolégicos
peligrosos.

Manipule los controles Positivo y Negativo de la misma forma que con las muestras.

Los resultados de las pruebas deben leerse 15 minutos después de aplicada la muestra en la
cavidad del dispositivo o en la almohadilla de muestras del dispositivo. Si se realiza la lectura del
resultado después de los 15 minutos puede dar resultados erréneos.

No lleve a cabo la prueba en un cuarto con flujo de aire fuerte, por ejemplo, con un ventilador
eléctrico o aire acondicionado.

e PREPARACION DE REACTIVOS E INSTRUCCIONES DE ALMACENAMIENTO

Todos los reactivos suministrados estan listos para su uso. Almacene el dispositivo de prueba
sellado a una temperatura de 2°C a 30°C. Los controles positivo y negativo deben mantenerse a
una temperatura de 2°C a 8°C. Si se almacenan bajo esta temperatura, asegurese de que el
dispositivo de prueba se encuentre a temperatura ambiente antes de abrirlo. El dispositivo de
prueba es estable hasta la fecha de caducidad impresa en la bolsa sellada. No se debe congelar el
kit ni exponer a una temperatura de mas de 30°C.

e RECOLECCION DE LA MUESTRA Y MANIPULACION

Considere todos los materiales de origen humano como infecciosos y manipulelos siguiendo los
procedimientos de bioseguridad.

Plasma/Suero
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Paso 1: Recolecte la muestra por puncion de la vena en un tubo con anticoagulante que contenga
EDTA, citrato o heparina respectivamente para el plasma o en un tubo de coleccién que no
contenga anticoagulantes para el suero.

Paso 2: Para preparar la muestra de plasma, centrifugue las muestras recolectadas vy
cuidadosamente transfiera el plasma en un nuevo tubo previamente etiquetado.

Paso 3: Para preparar la muestra de suero, deje la sangre coagular, después centrifugue las
muestras recolectadas y cuidadosamente transfiera el suero en un nuevo tubo previamente
etiquetado.

Evallie las muestras lo mas pronto posible después de su colecta. Almacene las muestras de
2-8°C, si no van a ser evaluados inmediatamente. Las muestras pueden ser almacenadas a 2- 8°C
por hasta 5 dias. Las muestras deben congelarse a -20°C si se requieren periodos de
almacenamientos mas prolongados.

Evite multiples ciclos de congelacion y descongelacién. Antes del ensayo, lleve lentamente las
muestras congeladas a temperatura ambiente y mézclelas con suavidad. Las muestras que
contengan particulas visibles deben ser clarificadas por centrifugacidon antes de la prueba. No
utilice muestras que muestren altos niveles de lipemia, hemdlisis o turbidez para evitar
interferencias en los resultados.

Sangre Total

Paso 1: Las muestras de sangre total pueden ser obtenidas por puncién de la punta del dedo o
por extraccion de la vena. Recolecte la muestra de sangre en un tubo que contenga EDTA, citrato
o heparina. No use sangre hemolizada.

Las muestras de sangre total deben ser almacenadas en refrigeracion (2-8°C) si no van a ser
evaluadas inmediatamente, pero deben usarse dentro de las 24 horas desde su recoleccion.

e PROCEDIMIENTO

Paso 1: Lleve los componentes de ensayos a temperatura ambiente en caso de estar
refrigerados o congelados. Descongele las muestras de suero o plasma si almacenadas
congeladas. Las muestras de sangre deben almacenarse refrigeradas (2-8°C) y deben analizarse
dentro de las 24 horas posteriores a la recoleccién. Una vez descongelada, mezcle bien la muestra
antes de realizar el ensayo.
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Paso 2: Cuando esté listo para realizar la prueba, abra la bolsa y ponga el dispositivo en una
superficie plana y limpia.
Paso 3: Asegurese de marcar el dispositivo con la identificacién de la muestra.

Paso 4: Tome la muestra con el capilar hasta la linea de muestra como se observa en la
imagen mas abajo. mayor precision, transfiera la muestra usando una pipeta capaz de dispensar
volimenes de 5 L.

Sosteniendo el capilar verticalmente, dispense todo el volumen en el pozo de la
muestra (Pozo S), cuidando que no se formen burbujas de aire.

Inmediatamente después afiada 2 gotas (cerca de 60-80 pL) de diluente de la muestra (Pozo B)
con la botella en posicion vertical.

\

—_— —= Resultado
15 minutos
5 ul suero/plasma al Pozo S 2 gotas de diluente de muestra al
Pozo B
Imagen 19.
—_— —= Resultado
15 minutos
5 uL de sangre al Pozo de muestra 2 gotas de diluente de muestra al Pozo B
Imagen 20.

Paso 5: Comience a medir el tiempo.

Paso 6: Los resultados pueden leerse entre los 15 minutos. Los resultados positivos pueden ser
visibles a partir de 1 minutos. Los resultados negativos deben ser confirmados al final de los 20

minutos. Cualquier interpretacion de resultados hecha fuera de la ventana de 15-20 minutos

deber ser considerada no valida y el ensayo debe ser repetido. Tras Interpretar los resultados
deseche los dispositivos usados segun las regulaciones locales.
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e CONTROL DE CALIDAD

1. Control Interno: Esta prueba contiene un control incluido, la banda C. esta se desarrolla
después de adicionar la muestra y el diluyente. De lo contrario, revise el procedimiento y repita
la prueba con un nuevo dispositivo.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

RESULTADO NEGATIVO: Si sélo aparece la banda C, la prueba indica que en la muestra no se
presentan IgM anti-HAV detectables, dando un resultado negativo.

Imagen 21.

RESULTADO POSITIVO: Si tanto la banda C como la banda T aparecen, la prueba indica la
presencia de IgM anti-HAV en la muestra, presentando un resultado positivo.

Imagen 22.

Las muestras con resultados positivos deben ser confirmadas con métodos de analisis
alternativos y hallazgos clinicos antes de tomar una determinacion en el diagndstico. Los
niveles de factor Reumatoideo de > 1000 UI7MI pueden resultar en resultados erréneos. vea
la seccion Limitaciones del ensayo con un nuevo dispositivo.
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RESULTADO NO VALIDO: Si no se genera una banda C, el ensayo no es valido sin importar
gue se haya creado una linea de color en la banda T como se muestra a continuacion. La
prueba se debe repetir con un nuevo dispositivo.

Imagen 23.

e CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

1. Desempeiio clinico

Se evaluaron 306 muestras de sujetos susceptibles usando la OnSite HAV IgM Rapid Test y un
ELISA comercial en Europa y otras regiones. La comparacion de todos los sujetos
se muestra en la siguiente tabla:

Prueba Rapida OnSite HAV IgM
EIA Positivo MNegativo Total
Pasitiva 21 1 22
MNegativo 0 178 178
Total 21 178 200

Sensibilidad Relativa: 95 5%, Especificidad Relativa: 100%, Concordancia: 99.5%

Imagen 24.
2. Reactividad Cruzada

No se observaron resultados falsos positivos para anti-VHA IgM al evaluar 3-10 muestras de
cada una de las siguientes enfermedades o condiciones especiales:

Dengue VHB VHC VHE VIH
Malaria B T. pallidum Fiebre Tifoidea ~ ANA
FR (hasta 1,000 U/mL)

3. Interferencia
Se estudid la interferencia en el desempefio de la OnSite HAV IgM Rapid Test por sustancias
comunmente encontradas con libre adquisicion y otros medicamentos bajo prescripcién médica,
asi como componentes de la sangre. Estas sustancias fueron anadidas a estandares con tres
niveles de reactividad: negativo, positivo débil y positivo fuerte. Los resultados se presentan en
la tabla abajo. A las concentraciones ensayadas no se observé interferencia.

Lista de sustancias potencialmente interferentes y concentraciones ensayadas:
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Albumina 60 g/L

Bilirrubina 20 mg/DI
Creatinina 442 umol/L
EDTA 3.4 umol/L
Glucosa 55 mmol/L
Hemoglobina 2 g/L
Heparina 3,000 U/L

IgG humana 1,000 mg/dL.

. Acido Salicilico 4.34 mmol/L
10. Citrato de Sodio 3.0%

©® NV A WN R

4. Panel BBI

El panel de seroconversion de HAV PHT903 (BBI) se evalué con la OnSite HAV IgM

Rapid Test. Los resultados se presentan en la tabla de abajo.

Imagen 25.

e LIMITACION DE LA PRUEBA

El procedimiento de andlisis y la interpretacion de resultados del ensayo deben ser seguidos
muy de cerca cuando se evalué la presencia de IgM anti-HAV en el suero o plasma de sujetos
individuales. Si no se sigue el procedimiento pueden generarse resultados inexactos.
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La prueba rapida OnSite HAV IgM se limita a la deteccidn cualitativa de IgM anti-HAV en en
suero o plasma humano. La intensidad de la banda de prueba no tiene correlacién lineal con Ia
concentracion de anticuerpos en la muestra.

Un resultado negativo para un individuo indica ausencia de IgM anti-HAV detectable. Sin
embargo, un resultado negativo no excluye la posibilidad de exposicidn o infecciéon con VAH.
Puede presentarse un resultado negativo si la cantidad de IgM anti-HAV presente en la muestra
se encuentra por debajo de los limites de deteccidon del ensayo, o los valores que se detectan no
estan presentes durante la etapa de la enfermedad en la cual se recoge una muestra.

Algunas muestras que contienen titulos inusualmente altos de anticuerpos heteréfilos o de
factor reumatoide pueden afectar los resultados esperados.

Los resultados obtenidos con esta prueba sélo deben interpretarse junto con otros
procedimientos diagndsticos, asi como con hallazgos clinicos.

10.14 Prueba Rapida en Casete OnSite HCV Ab Plus (Suero / Plasma)

La prueba rapida OnSite HCV Ab Plus es un inmunoensayo cromatografico de flujo lateral de doble
antigeno, para la deteccidn cualitativa de los anticuerpos (IgG, IgM, IgA) contra el virus de la
Hepatitis C en suero o plasma humana. Este es usado por los profesionales para el tamizaje y
ayuda diagnostica de la infeccién con VHC. Las muestras reactivas con la prueba rapida OnSite
HCV Ab Plus deben ser confirmadas con métodos alternativos y la sintomatologia clinica.

e RESUMEN Y EXPLICACION DE LA PRUEBA

El virus de la Hepatitis C (VHC), ha sido descrita como una forma transmitida parenteralmente de
hepatitis no-A, no-B (NANBH) 1, la cual se convierte en una enfermedad crénica en el 50% de los
casos2 . El VHC también puede transmitirse por el uso de drogas de abuso intravenosas y contacto
sexual3 .

El virus de la hepatitis C se compone de una cadena simple de ARN con algunas relaciones
estructurales con la familia del flavivirus. Las secuencias de acido nucleico de los clones de ADNc
del VHC proporcionan la base para la construccion de los péptidos recombinantes que
representan las proteinas de virus de hepatitis C putativo4,5 . La deteccion de anticuerpos del
virus anti-hepatitis C en la sangre utilizando proteinas recombinantes o sintéticos, ayudd a
identificar a los donantes de sangre aparentemente sanos con anticuerpos anti-HCV que de otra
manera podria haber transmitido el virus. Por lo tanto, La prueba rapida OnSite HCV Ab Plus es
una herramienta util para la deteccién de seguridad de los bancos de sangre.
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La prueba rédpida OnSite HCV Ab Plus es desarrollada para la deteccidn de anticuerpos incluyendo
IgG, IgM e IgA contra el virus de la Hepatitis C en suero o plasma humana. La prueba se pueden
usada por trabajadores de la salud con una capacitacién minima y sin equipos de laboratorio.

e PRINCIPIO DE LA PRUEBA

La prueba rapida OnSite HCV Ab Plus es un inmunoensayo cromatografico de flujo lateral de doble
antigeno. La prueba del casete consiste en lo siguiente: 1) una almohadilla con conjugado
coloreado de borgoiia que contiene los antigenos de fusién recombinantes de VHC (Nucleo, NS3,
NS4 y NS5) conjugado con oro coloidal (conjugados VHC), y un control de anticuerpo conjugado
con oro coloidal, 2) una membrana de nitrocelulosa que contiene las bandas de prueba (banda T)
y la banda control (banda C). la banda T se encuentra recubierta con antigenos de HVC
recombinantes, y la banda C esta recubierta con un control de anticuerpo.

g2 Bandade Lineade Pozo de
Identificacion de la
rueba muestra
i aciia Control P
c T i

>

Imagen 33.

Cuando es dispensado un volumen adecuado de muestra en el pozo de muestra del casete de
prueba, la muestra migra por accidn capilar a través del casete. Los anticuerpos IgG, IgM, o IgA
contra el VHC, si estan presentes en la muestra se unirdn con los conjugados del VHC. El
inmunocomplejo es capturado entonces en la membrana por los antigenos de fusién de VHC pre-
recubiertos, no conjugados formando una banda de color borgofia en la linea T, indicando un
resultado positivo de la prueba o reactiva para VHC Ab. La ausencia de color en la banda T sugiere
un resultado negativo de la prueba.

La prueba contiene un control interno (banda C) la cual muestra un color borgofia por la
formacion del inmunocomplejo de anticuerpos de control, independientemente de la formacion
del color en la banda T. De lo contrario, el resultado de la prueba no es valido y la muestra debe
ser analizada de nuevo con otro dispositivo.

e REACTIVOS Y MATERIALES SUMINISTRADOS

1. Bolsas de aluminio selladas que contiene:
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a. Un dispositivo de casete
b. Un desecante
2. Goteros de plastico
3. Diluyente de muestra (REF SB-R0023C, 5 ml/botella) 4. Un inserto (instrucciones de uso).

e MATERIALES REQUERIDOS PERO NO SE SUMINISTRAN

1. Relojo cronémetro

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
Para uso de Diagnostico in Vitro.

1. Este inserto debe ser leido completamente antes de la realizacion de la prueba. Si no se sigue
el inserto se pueden generar resultados erréneos.

2. No abra el empaque sellado hasta que no se vaya a realizar la prueba.

3. No use los dispositivos si se encuentran vencidos

4. Atempere los reactivos de 15°C a 30°C antes de usarlos.

5. No utilice los componentes de otro tipo de prueba como sustituto de los componentes de este
kit.

6. No utilice sangre sangre hemolizada para la prueba.

7. Use ropa protectora y guantes desechables mientras manipule los reactivos del kit y las
muestras clinicas. Lave sus manos después de realizar la prueba.

8. Los usuarios de esta prueba deben seguir las precauciones universales del CDC de Estados
Unidos para la prevencion de transmision del VIH, el VHB y otros patégenos de transmisiéon
sanguinea.

9. No fume, beba ni coma en las areas donde se manipulen muestras o reactivos del kit.

10. Deseche todas las muestras y los materiales del kit usados como residuos bioldgicos
peligrosos.

11. Manipule los controles positivos y negativos de la misma forma como a las muestras de los
pacientes. 12. Los resultados de las pruebas pueden ser leidos 15 minutos después de agregar la
muestra al pozo de muestra. Leer los resultados después de los 20 minutos puede generar
resultados erréneos.

13. No procese la muestra en un lugar con fuerte corriente de aire, con ventiladores o aire
acondicionado.
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e PREPARACION DE REACTIVOS E INSTRUCCIONES DE ALMACENAMIENTO

Todos los reactivos vienen listos para ser usados. El almacenamiento de los dispositivos cerrados
debe ser de 2°C - 30°C. Los controles positivos y negativos deben mantenerse 2°C - 8°C. Si se
almacenade 2°C-8°C, asegurese de que el dispositivo de prueba se lleva a temperatura ambiente
antes de la apertura. El dispositivo de prueba es estable hasta la fecha de caducidad impresa en
la bolsa. No congele el kit o exponer el kit a mas de 30°C.

e RECOLECCION DE LA MUESTRA Y MANIPULACION

Considere todos los materiales de origen humano como infecciosos y manipulelos siguiendo los
procedimientos de bioseguridad.

Plasma

Paso 1: Recolecte la muestra en un tubo tapa lila, azul o verde (que contenga EDTA, Citrato o
Heparina) por venopuncién.

Paso 2: Separe el plasma por centrifugacion.

Paso 3: Cuidadosamente transfiera el plasma a un tubo nuevo.

Suero

Paso 1: Recolecte por venopuncion la muestra en un tubo tapa roja (sin anticoagulantes)

Paso 2: Espere la formacion del coagulo

Paso 3: Separe el suero por centrifugacion

Paso 4: Cuidadosamente transfiera el suero a un tubo nuevo

Procesar las pruebas lo mas pronto posible a la toma de la muestra. Almacene las muestras de
2°C a 8°Csino se van a procesar inmediatamente. Las muestras son estables almacenadas de 2°C
a 8°C durante 5 dias. Las muestras pueden congelarse a -20°C para almacenamientos
prolongados.

Evite multiples ciclos de congelacién y descongelacion de las muestras. Antes del ensayo, lleve las
muestras congeladas a temperatura ambiente lentamente y mezcle con suavidad. Las muestras
gue contengan particulas visibles, deben ser eliminadas por centrifugacién antes de la prueba.

e PROCESAMIENTO

Paso 1: Lleve las muestras y componentes del ensayo a temperatura ambiente si es refrigerada o
congelada. Mezcle bien la muestra antes del ensayo una vez descongelado.
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Paso 2: Cuando esté preparado para realizar la prueba, abra el empaque y saque el dispositivo.
Coléquelo sobre una superficie limpia y plana.

Paso 3: Asegurese de marcar el dispositivo con la identificacién del paciente.

Paso 4: Llene el gotero con la muestra.

Con el gotero en posicion vertical, dispense 1 gota (aprox 30-40 uL) de la muestra dentro del pozo
de muestra asegurandose de que no se formen burbujas.

Inmediatamente adicione 1 gota (aprox 35-50 pL) de diluyente de la muestra en el pozo de
muestra con la botella en posicion vertical.

= — Resultado
15 minutos
1 gota de muestra 1 gota de diluyente de muestra
Imagen 34.

Paso 5: Contabilice el tiempo.
Paso 6: Los resultados deben ser leidos a los 15 minutos. Los resultados positivos o reactivos se
hacen visibles transcurrido 1 minuto.

No lea los resultados después de 20 minutos. Para evitar confusiones descarte el casete después
de leer el resultado.

e CONTROL CALIDAD

1. Control Interno: Esta prueba contiene un control incluido, la banda C. Esta se desarrolla
después de adicionar la muestra y el diluyente. De lo contrario, revise el procedimiento y repita
la prueba con un nuevo dispositivo.
2. Control Externo: las Buenas Practicas de Laboratorio recomiendan el uso de controles
externos, positivos y negativos, para asegurar el funcionamiento adecuado de la prueba,
particularmente en las siguientes circunstancias:

a. Cuando un nuevo operador utiliza el kit, antes de que procese las muestras.

b. Cuando se inicia un nuevo kit.

c. Unnuevo envio de kits es utilizado.
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d. Cuando la temperatura de almacenamiento se sale del rango de 2°C - 30°C.

e. Latemperatura del sitio de procesamiento esta por fuera de 15°C -30°C.

f. Para verificar una frecuencia mayor que la esperada de los resultados positivos o
negativos.

Investigar la causa de resultados no validos repetidos.

g.

e INTERPRETACION DES RESULTADOS

1. RESULTADO NEGATIVO O NO REACTIVO:
Solo si se visualiza la banda C coloreada, y hay ausencia de color en la banda T indica que no
hay presencia de anticuerpos anti-HVC en la muestra. El resultado es No-reactivo.
2. RESULTADO POSITIVO: Ambas bandas Cy T desarrollan color, la prueba indica la presencia
de anticuerpos contra el VHC en la muestra. El resultado es reactivo.

Imagen 35.

Las muestras con resultados reactivos deben ser confirmados con métodos alternativos y junto con
las sintomatologia clinica antes de hacer una determinacidn como positive.

3. RESULTADO INVALIDO: Si la banda C no se colorea, el ensayo se considera invdlido a pesar de
gue las otras bandas se tifian. Se debe realizar nuevamente la prueba en otro casete.

4 c T c T
Y 1 - )
- ~
Imagen 36.
ELABORADO POR: REVISADO POR: APROBADO POR:
Coordinacién de Laboratorio Profesional de Calidad y Habilitacion Gerencia General
Clinico

Pagina 74 de 79
Todos los derechos Reservados — NORDVITAL IPS



[
Generamos confianzo para tu ~yafud

I MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DE INMUNOLOGIA

Cddigo: LC-M-006

Version: 003

Fecha de Aprobacidn:
18 mayo 2023

e CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

1. Desempeiio clinico Un total de 1050 muestras fueron recolectadas y probadas con la prueba
rapida OnSite VHC Ab Plus y como referencia se tuvo el kit de ELISA. La comparacién de todos
los individuos se muestra en la siguiente tabla:

Prueba Rapida OnSite HCV Ab Plus
ELISA Positivo Negativo Total
Positivo 312 4 316
Negativo 3 731 734
Total 315 735 1050

Sensibilidad Relativa: 98.7%, Especificidad Relativa: 99.6%, Concordancia: 99.3%

Imagen 37.

Panel de rendimiento en todo el mundo El panel de rendimiento en el mundo (WWHV301) del
BBI (Boston Biomedica Inc.) fue evaluado con la prueba rapida OnSite HCV Ab Plus. Los resultados
se muestran en la siguiente tabla:
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3.Seroconversion Panel

Member ID Origin Genotype Abbott EIA Prueba Rapida OnSite
HCV Ab Plus
301-01 Argentina 1b Positivo Positivo
301-02 Argentina 1B Positivo Positivo
301-03 Argentina da/b Positivo Positivo
301-04 Argentina Zalc Positivo Positivo
301-05 Argentina Mot tested Negativo Negativo
301-06 Uganda dcid Positivo Positivo
301-07 Uganda Mot tested Positivo Positivo
301-08 Ghana Mot tested Negativo Megativo
301-09 China 1b, Zalc Positivo Positivo
301-10 China 2 Positivo Positivo
301-11 China 1b Positivo Positivo
301-12 China 2 Positivo Positivo
301-13 China 1a'b,2alc Positivo Positivo
301-14 Egypt da Positivo Positivo
301-15 Egypt 4 Positivo Positivo
301-16 Egypt 4dh Positivo Positivo
301-17 Egypt Mot tested Positivo Positivo
301-18 USA 1b Positivo Positivo
301-19 USA 1a Positivo Positivo
301-20 USA 1a Positivo Positivo
Imagen 38.

El panel de seroconversiéon (PHV910 —(M)) de BBI (Boston Biomedica Inc.) donde fueron evaluadas
las pruebas rapidas HCV Ab Plus OnSite. Los resultados se muestran en la siguiente tabla.

Member ID Days Abbott HCV ElA 2.0 Prueba Rapida OnSite

bleeding slco™ HCV Ab Plus Combo
910-01 0 0.2 Negativo
910-02 4 0.3 Negativo
910-03 8 1.3 Positivo
910-04 11 29 Positivo
910-05 15 2.4 Positivo

Imagen 39.
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* Los resultados del EIA son expresados en absorbancia del rango del punto de corte. Porcentajes
>1.0 son considerados reactivos.

e LIMITACIONES DE LA PRUEBA

1. El procedimiento del andlisis y la interpretacidn de resultados de ensayo debe seguirse de cerca
cuando se prueba la presencia de anticuerpos contra VHC en suero o plasma de los pacientes. Si
no se sigue el procedimiento puede dar resultados inexactos.

2. La prueba rapida OnSite HCV Ab Plus se limita a la deteccidn cualitativa de los anticuerpos para
VHC en suero o plasma humana. La intensidad del color de la banda no tiene correlacién lineal
con el titulo de anticuerpos en la muestra.

3.Un resultado no-reactivo de un individuo indica la ausencia de anticuerpos detectables de VHC,
un resultado no-reactivo no excluye la posibilidad de exposicién o infeccidon por VHC.

4. Un resultado no-reactivo puede ocurrir si la cantidad de anticuerpos anti VHC presentes en la
muestra en menor a los limites de deteccién de la prueba, o los anticuerpos que son detectados
no estan presentes en la etapa de la enfermedad en la que es recolectada la muestra.

5. Algunas muestras que contienen alto titulo inusual de anticuerpos heteréfilos o de factor
reumatoideo pueden afectar los resultados.

6. Si los sintomas persisten, y los resultados de la prueba OnSite HCV Ab Plus son noreactivos, es
recomendable tomar una nueva muestra dias después o realizar una prueba alternativa.

7. Los resultados obtenidos con esta prueba deben ser interpretados junto con otros
procedimientos diagndsticos y la sintomatologia clinica.
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