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‘ NOMBRE Y USO PREVISTO

El ensayo HTLV BLOT 2.4 de MP Diagnostics es un
enzimoinmunoensayo cualitativo para la deteccion in vitro
de anticuerpos frente a los virus HTLV-l y HTLV-II en suero
o plasma humanos. Su uso previsto es como analisis
complementario mas especifico para las muestras de suero
o plasma humanos que presenten reactividad repetida con
procedimientos de deteccion selectiva, como los ensayos de
inmunoabsorcion ligada a enzimas (ELISA).

INTRODUCCION

Estudios epidemiolégicos recientes llevados a cabo en Estados
Unidos y en Europa confirman la prevalencia mixta tanto del
HTLV-I como del HTLV-II en distintas poblaciones de alto
riesgo, como los consumidores de drogas por via intravenosa.
Actualmente, la disponibilidad de analisis de deteccion selectiva
para HTLV-l/Il es considerablemente alta. Las muestras con
reactividad repetida en los analisis de deteccion selectiva
requieren otras pruebas mas especificas para confirmar la
seropositividad para el HTLV-I o para el HTLV-II. Estas pruebas
complementarias deben poder identificar los anticuerpos frente
a las proteinas centrales (del core) (gag) y de la envoltura
(env) de los virus HTLV-I y HTLV-Il. Uno de los andlisis
complementarios que se utilizan con frecuencia son las tiras
de Western-blot que incluyen antigenos viricos naturales del
HTLV-I. Sin embargo, dada la ausencia de antigenos naturales
de la envoltura en el Western-blot para HTLV-I clasica, suele
ser necesario utilizar métodos de radioinmunoprecipitacion
para confirmar con mayor certeza la presencia de anticuerpos
frente al HTLV-I/Il. Para distinguir entre las seropositividades
para HTLV-1 y las seropositividades para HTLV-Il, se deben
realizar méas pruebas (como péptido especifico, ELISAo PCR).

Por tanto, resulta clara la necesidad de disponer de analisis
serolégicos complementarios sencillos, pero a la vez
especificos y sensibles, con los que sea posible obtener una
confirmacion rapida y, ademas, diferenciar entre las muestras
seropositivas para el HTLV-l y las muestras seropositivas
para el HTLV-II.

En el ensayo HTLV BLOT 2.4 de MP Diagnostics se
han mejorado la sensibilidad y la especificidad tanto
para la confirmacion como para la diferenciacion de las
seropositividades para HTLV-1 y para HTLV-Il. Para ello,
hemos incorporado la MTA-1, una proteina recombinante
exclusiva de la envoltura del HTLV-I (rgp46-l), la K55, una
proteina recombinante exclusiva de la envoltura del HTLV-II
(rgp46-11), y la GD21, una proteina recombinante epitépica
comun pero especifica de la envoltura de ambos virus. Cada
tira incluye también un control interno de adicién de muestras
para minimizar el riesgo de falsos negativos debidos a errores
operativos.

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

No exponga los reactivos ni realice el andlisis en un
area en la que exista un nivel elevado de vapores de
desinfectantes quimicos (p. ej., vapores de hipoclorito)
durante las etapas de almacenamiento y de incubacion: el
contacto inhibe la reaccion de color. Los reactivos tampoco
deben exponerse a la luz intensa.

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

Asegurese de colocar las tiras con los nimeros hacia
arriba.

En los ensayos de Western-blot es importante utilizar
un agitador con plato basculante; el uso de un agitador
rotativo podria poner en peligro el rendimiento del kit.
La velocidad de agitacion y el angulo de inclinacion
recomendados son, respectivamente, de 12 a 16 ciclos
por minuto y de 5 a 10 grados.

Si se utiliza equipo automatizado, debe verificarse que se
ha validado antes de su uso.

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

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

CONSERVACION

Conserve el kit HTLV BLOT 2.4 de MP Diagnostics y sus
componentes a 2 °C - 8 °C cuando no se estén utilizando.
Todos los reactivos y tiras de analisis, conservados a una
temperatura de entre 2 °C a 8 °C, son estables hasta la
fecha de caducidad que figura en el kit. No congele los
reactivos.

Tiras de antigenos

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

Reactivos

+ Conserve los reactivos en sus viales o frascos
originales, que deberan estar tapados.

« Dispense todos los reactivos cuando aun estén frios y
vuélvalos a guardar a una temperatura de entre 2 °C
y 8 °C lo antes posible.

+ Cuando el sustrato se conserva en un intervalo de
2 °C a 8 °C puede precipitar, sin que ello afecte al
funcionamiento del kit.

PRECAUCION: Evite las exposiciones innecesarias
del sustrato a la luz.

RECOGIDA, TRANSPORTE Y CONSERVACION DE LAS
MUESTRAS

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

Las muestras deben conservarse a una temperatura de entre
2 °Cy 8 °C si el andlisis se va a llevar a cabo en los 7 dias
posteriores a la extraccion, o congelarse a una temperatura de

El ensayo HTLV BLOT 2.4 de MP Diagnostics se disefi6 como
ensayo de anticuerpos complementario para la caracterizacion
de muestras que presenten reactividad repetida con los
métodos iniciales de deteccion de los anticuerpos frente a
HTLV-I/II. Los perfiles seroldgicos posibles con el ensayo HTLV
BLOT 2.4 de MP Diagnostics son los siguientes: seropositivo
para HTLV, seropositivo para HTLV-I, seropositivo para HTLV-II,
seronegativo o dudoso.

DESCRIPCION DE LOS SiMBOLOS

A continuacion figuran los simbolos gréaficos que aparecen en
los envases y productos de MP Diagnostics. Estos simbolos
son los que se incluyen con mas frecuencia en los dispositivos
médicos y sus envases. Algunos de los simbolos mas comunes
se explican con més detalle en la norma europea e internacional
EN ISO 15223-1: 2016.
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PRINCIPIOS QUIMICOS Y BIOLOGICOS DEL
PROCEDIMIENTO

En las tiras de nitrocelulosa se incluyen proteinas viricas del
HTLV-I derivadas de particulas viricas naturales modificadas
e inactivadas y proteinas desarrolladas mediante ingenieria
genética. Las tiras de nitrocelulosa individuales se incuban
con muestras de suero o plasma diluidos y controles. Si las
muestras contienen anticuerpos frente al HTLV-I/II, dichos
anticuerpos se unen a las proteinas del HTLV-I/Il de las tiras.
Las tiras se lavan para eliminar los productos no unidos, y los
anticuerpos que se unen especificamente a las proteinas del
HTLV se pueden visualizar mediante una serie de reacciones
con anticuerpos de cabra anti-lgG humana conjugados con
fosfatasa alcalina y el sustrato BCIP/NBT. La sensibilidad de
este método es suficiente como para detectar en el suero o
el plasma cantidades infimas de anticuerpos frente al HTLV.

al menos -20 °C si el anélisis se va a retrasar méas de 7 dias.
Es preferible utilizar muestras transparentes y no hemolizadas.
Las muestras muy lipémicas, ictéricas o contaminadas (por
particulas) deben filtrarse (0,45 um) o centrifugarse antes
del ensayo.

Las muestras pueden estar inactivadas, pero esto no es un
requisito para el rendimiento 6ptimo del anélisis.

Para llevar a cabo la inactivacion proceda como se explica a

continuacion:

1. Afloje la tapa del recipiente que contiene la muestra.

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

3. Deje enfriar la muestra antes de volver a ajustar la tapa.

4. Lamuestra puede conservarse congelada hasta el andlisis.

Se recomienda no someter la muestra a ciclos repetidos de

congelacién y descongelacion.

MATERIAL ADICIONAL NECESARIO NO SUMINISTRADO

+  Agua destilada o desionizada.

+  Guantes desechables.

. Plato basculante (con velocidad de balanceo de entre
12y 16 oscilaciones por minuto e inclinacién de 5° - 10°
para lavar las membranas uniformemente).

. Pipetas y puntas del volumen adecuado.

+  Aspirador con depésito de hipoclorito sédico.

. Bafio maria a 56 °C (optativo).

. Hipoclorito sédico para la descontaminacion.

‘ PREPARACION DE LOS REACTIVOS

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

2. TAMPON DE BLOTTING

(a) Reconstituya cada frasco de TAMPON DE BLOTTING
LIOFILIZADO con 100 ml de agua de calidad reactivo.
Mezcle bien para que se disuelva. Este TAMPON DE
BLOTTING RECONSTITUIDO es estable durante 6
semanas si se conserva a 2 °C - 8 °C.

(b) EI TAMPON DE BLOTTING debe estar recién
preparado.
Afiada 1 g de POLVO DE BLOTTING por cada 20
ml del TAMPON DE BLOTTING RECONSTITUIDO
preparado en el paso 2(a) anterior. Agite hasta que el
polvo se disuelva por completo.

(c) Agite de nuevo antes de dispensar la mezcla.

3. SOLUCION DEL CONJUGADO DE TRABAJO

Nota:  prepare la solucién en un recipiente o vaso de

precipitado de polipropileno.

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

(b) Prepare la SOLUCION DEL CONJUGADO DE
TRABAJO diluyendo CONJUGADO en TAMPON DE
BLOTTING en proporciéon de 1:1000; p. ej., 10 pl de
CONJUGADO en 10 ml de TAMPON DE BLOTTING.

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

‘ COMPONENTES DEL KIT

TIRAS DE

[conTroL[—]

[ConTROL T[]

[onTRoL[T+]

[eur[wosieck] TAMPON DE BLOTTING

Cantidad
suministrada

Descripcién del componente

Disponible
NITROCELULOSA en 18 6 36
Incorporadas con lisado tiras
viral de HTLV-Il, antigenos

recombinantes de envuelta

y una banda de control de

adicion de suero (anti-lgG

humana). Manténgalas secas

y alejadas de la luz.

CONTROL NO REACTIVO 1 vial
Suero humano normal (80 ul)
inactivado no reactivo para

VHC, VIH-1/2, HTLV-I/1l

ni HBsAg. Contiene azida

sodica y timerosal como

conservantes.

CONTROL REACTIVO 1 vial
FUERTE | (80 pl)
Suero humano inactivado con

una concentracion elevada de

anticuerpos frente al HTLV-|

y no reactivo para VHC,

VIH-1/2 ni HBsAg. Contiene

azida sodica y timerosal como

conservantes.

CONTROL REACTIVO 1 vial
FUERTE Il (80 pl)
Suero humano inactivado con

una concentracion elevada de

anticuerpos frente a HTLV-

Il'y no reactivo para VHC,

VIH-1/2 ni HBsAg. Contiene

azida sodica y timerosal como

conservantes.

16 2 frascos
(cada uno para
reconstituir

LIOFILIZADO
Para reconstituir con agua de

calidad reactivo. Tampo6n Tris  hasta 100 ml)
con proteinas animales y no
animales termoinactivadas.
Contiene timerosal como
conservante.

Eur[was[zx[T] TAMPON DE LAVADO 1 frasco
CONCENTRADO (20x) (70 ml)
Tris con Tween-20; contiene
timerosal como conservante.

CONJUGADO 1 vial
Anticuerpo de cabra anti- (120 pl)

IgG humana conjugado con
fosfatasa alcalina.

‘ PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

Notas: a) Aspire todos los productos quimicos y reactivos

utilizados con un aspirador provisto de depésito con
hipoclorito sédico.

b) Todas las incubaciones deben efectuarse en un plato
basculante.

PRECAUCIONES:

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

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

Incline ligeramente la bandeja elevando su extremo
superior o su fondo. El tamp6n de BLOTTING se
desplazara hacia la zona mas baja de la bandeja. Afiada
la muestra en la zona en la que se haya acumulado el
tampén de BLOTTING. Cuando haya dispensado todas
las muestras, devuelva la bandeja a su posicion horizontal
inicial. Asegurese siempre de que las tiras se mantengan
humedas durante el proceso.

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

Procedimiento:

1.

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

Afiada 2 ml de TAMPON DE LAVADO 2ml
DILUIDO a cada pocillo.

Incube las tiras durante al menos 5 5 minutos
minutos a temperatura ambiente (25 *
3 °C) en un plato basculante (velocidad
10 - 14 oscilaciones por minuto). Extraiga

el tampén por aspiracion.

Afiada 2 ml de TAMPON DE BLOTTING 2ml
a cada pocillo.

Afada 20 pl de suero de los pacientes o 20 pl
de controles, seglin corresponda, en cada
uno de los pocillos.

Cubra la bandeja con la tapa suministrada
e incube durante 1 hora a temperatura
ambiente (25 + 3 °C) en el plato
basculante.

60 minutos

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

Lave 3 veces cada tira con 2 ml de
TAMPON DE LAVADO DILUIDO, dejando
que se empapen durante 5 minutos en el
plato basculante entre los lavados.

3x2ml

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

[suss[ecir/neT]  SUSTRATO 1 frasco
A Solucion de 5-bromo-4-cloro- (100 ml)
3-indolil fosfato (BCIP) y
nitroazul de tetrazolio (NBT).
POLVO DE BLOTTING 10 paquetes

Leche desnatada (1 g cada uno)

Manual de instrucciones 1 copia
Buscador de proteinas 1 pieza
Pinzas 1 par

Bandeja de incubacién*

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

* Bandejas de incubacion proporcionadas pero empaquetadas
por separado del kit.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

1. Para uso diagnostico in vitro Unicamente.
2. Para uso exclusivo por profesionales.
3. Consulte el prospecto del producto para obtener

informacién sobre los componentes potencialmente
peligrosos.

INFORMACION SANITARIA Y DE SEGURIDAD

PRECAUCIONES: Este kit contiene productos
de origen humano. Ningin método de anélisis
permite ofrecer una garantia absoluta de que
los hemoderivados humanos no transmitan una
infeccion.

MANIPULE LAS MUESTRAS, EL CONTROL REACTIVO
FUERTE |, EL CONTROL REACTIVO FUERTE Il Y
LOS CONTROLES NO REACTIVOS COMO MATERIAL
POTENCIALMENTE INFECCIOSO. Se recomienda manipular
los componentes del ensayo y las muestras de conformidad
con las practicas correctas de laboratorio. Asimismo, deben
desecharse siguiendo los procedimientos de seguridad
establecidos.

El control reactivo fuerte I, el control reactivo fuerte Il y
el control no reactivo contienen timerosal y azida sodica;
el tampon de reserva concentrado y el tampon de lavado
concentrado contienen timerosal; el conjugado contiene
azida sodica. La azida so6dica puede reaccionar con el cobre
y el plomo que se utilizan en ciertas tuberias y formar sales
explosivas. Aunque las cantidades que se usan en este kit son
pequefias, los materiales que contienen azida deben eliminarse
con volimenes relativamente grandes de agua para evitar la
acumulacion de azidas metalicas en las tuberias.

En virtud del Reglamento (CE) 1272/2008 (CLP), los
componentes peligrosos se clasifican y etiquetan de la forma
siguiente:

Componente: TIRAS DE NITROCELULOSA
Palabra de advertencia: Peligro
Pictograma:

®

10. Cubra la bandeja e incube durante 1 hora 60 minutos
a temperatura ambiente (25 £ 3 °C) en el
plato basculante.

11. Aspire el CONJUGADO de los pocillos. 3x2ml

Lave como en el paso 8.

12. Afiada 2 ml de SOLUCION SUSTRATO 2ml
a cada pocillo.

13. Cubra la bandeja e incube durante 15 minutos
15 minutos en el plato basculante.
14. Aspire el SUSTRATO y aclare las tiras un 3x2ml

minimo de tres veces con agua de calidad
reactivo para detener la reaccion.

15. Con unas pinzas, extraiga con cuidado las
tiras y coloquelas sobre pafios de papel.
Cubralas con pafios de papel y séquelas.
Otra posibilidad es dejar que las tiras se
sequen en los pocillos de la bandeja.

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

RESUMEN DE LOS PROTOCOLOS DE ENSAYO

Reactivos Cantidad Duracién
Tira de nitrocelulosa 1 -

Tampén de lavado 2ml 5 min
Tampoén de blotting 2ml -

Muestra 20 pl 60 min
Tampoén de lavado 3x2ml 3 x5 min
Conjugado 2ml 60 min
Tampon de lavado 3x2ml 3 x5 min
Sustrato 2ml 15 min
(listo para su uso)

Agua destilada 3x2ml -

CANTIDADES DE REACTIVOS NECESARIAS
PARA DIVERSOS NUMEROS DE TIRAS

Reactivos NUMERO DE TIRAS

3| 6 9 | 156 |20 | 27 | 36
Tampén de lavado 60 | 100 | 140 | 240 | 300 | 400 | 520
1X (ml)
Tampon de blotting 20| 40 | 60 | 80 | 100|120 | 160
1X (ml)
Conjugado (ul) 11|17 | 23 | 35 | 45 | 59 | 77
Sustrato (ml) 11|17 | 23 | 35 | 45 | 59 | 77
Polvo de blotting (g) 1 2 3 4 5 6 8
‘ CONTROL DE CALIDAD

Es aconsejable realizar en todos los ensayos el control no reactivo
y los dos controles reactivos fuertes, independientemente del
numero de muestras que se analicen. Para que los resultados
obtenidos en cualquier ensayo se consideren validos se deben
cumplir las siguientes condiciones:

Indicacién de peligro:

H228 Sélido inflamable.

Consejos de prudencia:

P210 Mantener alejado de
fuentes de calor, chispas,
llama abierta o superficies
calientes. — No fumar.
P280 Llevar guantes/
prendas/gafas/mascara de
proteccion.

Consejos
complementarios:

La ficha de datos de
seguridad EUH210 esta
disponible bajo solicitud

Contiene:

100 % de nitrocelulosa

Componente:

TAMPON DE LAVADO
CONCENTRADO (20x)

Palabra de advertencia:

Advertencia

Pictograma:

Indicacion de peligro:

H373 Puede provocar
dafos en los érganos tras
exposiciones prolongadas o
repetidas

Consejos de prudencia:

P260 No respirar el polvo/
el humo/el gas/la niebla/los
vapores/el aerosol.

P501 Eliminar el contenido/
el recipiente conforme

a la reglamentacion
local/regional/nacional/
internacional.

Consejos
complementarios:

La ficha de datos de
seguridad EUH210 esta
disponible bajo solicitud

Contiene:

0,1 % de tiomersal

1.

Evite la contaminacion microbiana de los reactivos al
abrirlos y al extraer partes alicuotas de los viales o frascos
originales.

No pipetee con la boca.

Manipule las muestras, las tiras de nitrocelulosa, el control
reactivo fuerte |, el control reactivo fuerte Il y los controles
no reactivos como si fueran potencialmente infecciosos.

Use bata de laboratorio y guantes desechables mientras
realiza el ensayo. Deseche los guantes en bolsas para
residuos biopeligrosos. Lavese bien las manos al finalizar.

Es muy aconsejable que este ensayo se lleve a cabo en
una cdmara de bioseguridad.

Mantenga el material alejado de alimentos y bebidas.

En caso de accidente o contacto con los ojos, laveselos
inmediata y abundantemente con agua y acuda a un
médico.

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

Limpie de inmediato los vertidos de material
potencialmente infeccioso con papel absorbente y lave
la zona contaminada con una solucién de hipoclorito
sodico al 1 % antes de reanudar el trabajo. El hipoclorito

CONTROL NO REACTIVO

No deben observarse bandas viricas especificas de
HTLV-I/1I, rgp46-1, rgp46-1l ni GD21 en la tira de control
no reactivo. La banda del control de suero (anticuerpos
anti-lgG humana) debe ser visible.

CONTROL REACTIVO FUERTE |

Las bandas de virus linfotropico de células T Humanas
(HTLV, por sus siglas en inglés) relevantes que deben
estar presentes son p19, p24, rgp46-1 y GD21. La banda
de la muestra de control (IgG antihumana) debe ser visible.

Nota: Si bien es poco frecuente, puede estar presente
una banda viral de gp46. De ser asi, aparece como una
banda difusa. Dada la poca frecuencia de la gp46 y los
errores de lectura de las bandas virales a este rango de
peso molecular, la gp46 no forma parte de los criterios de
interpretacion de ensayos.

CONTROL REACTIVO FUERTE Il

La banda del control de suero y todas las bandas
relevantes del peso molecular del HTLV-I/Il deben ser
evidentes. Las bandas relevantes del HTLV que deben
estar presentes son p24, GD21 y rgp46-I1.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

La banda del control de suero sirve para comprobar que se
ha afadido el suero al andlisis. La ausencia de esta banda
indica que no se han dispensado en la tira del ensayo el
suero del andlisis, el conjugado o el sustrato, o bien algin
otro error operativo.

Localice e identifique las bandas de las tiras analizadas con
los controles reactivos fuertes. Dichas tiras se usan para
identificar las bandas presentes en las tiras utilizadas con las
muestras del ensayo.

PATRON
1.

INTERPRETACION
Sin reactividad a las proteinas SERONEGATIVA
especificas del HTLV
Reactividad a GAG (p19 con SEROPOSITIVA
0 sin p24) y dos ENV (GD21 y para HTLV-I
rgp46-1)
Reactividad a GAG (p24 con SEROPOSITIVA
o sin p19) y dos ENV (GD21 y para HTLV-II
rgp46-11)
Reactividad a GAG (p19 y p24) SEROPOSITIVA
y ENV (GD21) para HTLV
- indica SEROPQOSITIVIDAD
para HTLV-1 si p19 = p24
- indica SEROPOSITIVIDAD
para HTLV-Il si p19 < p24
DUDOSA**

Se detectan bandas especificas
de HTLV, pero el patrén no
cumple los criterios de
seropositividad para HTLV-I,
HTLV-II ni HTLV.

Sinembargo, debeninterpretarse
como SERONEGATIVAS las
muestras con los siguientes
patrones de bandas dudosos:

- Patrones dudosos del GAG
del HTLV-1 (HGIP, HTLV-I
GAG indeterminate patterns)
de Western-blot. Presencia
de p19, p26, p28, p32, p36,
p53, pero ausencia de p24 y
de todas las proteinas ENV
Cualquier combinacién de
proteinas GAG (p19, p26,
p28, p32, p36, p53), pero
ausencia de p24 y de todas
las proteinas ENV

12.

1.

wx

sodico no debe utilizarse para vertidos que contengan
acido, a menos que se seque la zona previamente
con papel absorbente. Para su eliminacion, el material
utilizado (incluidos los guantes desechables) debe tratarse
como material potencialmente biopeligroso. No utilice el
autoclave para el material que contenga hipoclorito sédico.

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

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

Se desaconseja la reutilizacion de las bandejas de
incubacion.

PRECAUCIONES ANALITICAS

Para obtener un rendimiento 6ptimo del ensayo
es necesario un CUMPLIMIENTO ESTRICTO del
procedimiento descrito en este Manual de instrucciones.
Cualquier modificacién del procedimiento puede provocar
resultados anémalos.

NO CAMBIE NI SUSTITUYA LOS REACTIVOS DE UN
LOTE DEL KIT POR LOS DE OTRO. Los controles, el
conjugado y las tiras de Western-blot estan ajustados para
un funcionamiento 6ptimo. Use solo los reactivos que se
suministran con el kit.

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

Evite la contaminacién microbiana de los reactivos al
abrirlos y al extraer partes alicuotas de los viales o frascos
originales, ya que ello reduciria de forma prematura el
periodo de validez de los kits y daria lugar a resultados
erroneos. Al extraer partes alicuotas de los viales utilice
técnicas asépticas, como pipetas o puntas de pipeta
desechables.

Los controles del kit deben analizarse al mismo tiempo
que las muestras clinicas en cada serie de anélisis.

Para evitar la contaminacion cruzada, use una punta de
pipeta nueva para cada alicuota de la muestra.

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

Se aconseja lavar el material de vidrio que se vaya a utilizar
para los reactivos con é&cido clorhidrico 2 M y aclararlo
bien con agua destilada o desionizada antes de usarlo.

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

. Todos los reactivos deben mezclarse bien antes de su

uso.

La solucion del conjugado de trabajo, el tampon de
lavado diluido y el tamp6n de blotting deben estar recién
preparados.

- Cualquier proteina GAG sola
(P19, p24, p26, p28, p32, P36,
p53)

En ausencia de rgp46-1 y rgp46-1l, se puede usar el
algoritmo de Wiktor y col. para las muestras seropositivas
para HTLV que no se puedan tipificar. Este algoritmo, que
utiliza la reactividad relativa a p19 y p24, ha demostrado
ser eficaz para diferenciar entre los dos serotipos”"12.13.14.
La interpretacién de una muestra como dudosa se basa
en las directrices de 1990 de la OMS™. Sin embargo,
diversos estudios han indicado que ciertos patrones
de bandas dudosos (los ya mencionados) se pueden
interpretar como seronegativos, sobre todo en el caso de
donantes de sangre sanos'®?. Por ejemplo, un estudio
en el que participaron 37.724 donantes de sangre sanos,
confirmé que era seguro interpretar los HGIP como
seronegativos?®. No obstante, resulta necesario extremar
las precauciones cuando se obtengan patrones dudosos
en muestras procedentes de consumidores de drogas por
viaintravenosa, donantes de sangre de zonas endémicas
o pacientes con enfermedades neurologicas®®?’.

Aunque no es frecuente, puede haber muestras de suero
con infeccién doble, que también pueden diferenciarse con
los criterios antes citados. Los patrones de bandas de tales
muestras indicaran seropositividad para HTLV-ly para HTLV-II.
Los datos disponibles demuestran que las serorreactividades
para rgp46-1 y rgp46-1l son especificas, respectivamente, de
HTLV-1'y de HTLV-II, por lo que los sueros reactivos a rgp46-I,
rgp46-1l, GD21, p19 y p24 se clasificaran como muestras con
infeccion doble.

IDENTIFICACION DE BANDAS

El buscador de proteinas (Figura 1) suministrado en el kit se
utiliza para localizar e identificar bandas en las tiras analizadas
con los controles reactivos fuertes |y Il. Estas tiras de control se
utilizan después para identificar las bandas presentes en tiras
usadas con muestras de ensayo. Cada buscador de proteinas
es especifico del lote; solo el buscador de proteinas que viene
con el kit debe utilizarse para localizar e identificar bandas.

HTLV BLOT 2.4
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Figura 1: Ejemplo de buscador de proteinas



LIMITACIONES DEL METODO

Para obtener un rendimiento éptimo del ensayo es necesario
un cumplimiento estricto del procedimiento descrito; cualquier
modificacion puede provocar resultados anémalos.

Un resultado NEGATIVO no excluye la posibilidad de
exposicion a los virus ni de infeccion por HTLV-1 o HTLV-II. Las
tiras con resultado DUDOSO no deben utilizarse como base

para el diagnéstico de infeccion por HTLV-I/II. Interpretacion
Se han notificado casos de serorreactividad para p19 o p24 Método HTLV | | HTLy o [ HTLV & No- Total
en individuos no infectados de poblaciones de bajo riesgo, si HTLV 1" | tipable™**
bien los resultados dudosos de p24 son relativamente poco HTLV 45 53 4 0 102
frecuentes. BLOT 2.4

de MP
Se ha informado de una sensibilidad del 95 % para la rpg46-1 en Diagnostics
Francia, siendo del 100 % para las muestras confirmadas por U1 48 51 0 3 102
PCR en Jamaica y Estados Unidos y del 98 % de los donantes

de sangre seropositivos para HTLV-I. Se ha demostrado que
la sensibilidad a rgp46-1l es superior al 98 % en las muestras
confirmadas por PCR procedentes de Estados Unidos.

Se calcula que la sensibilidad global de los dos tipos, rgp46-1y
rgp46-11, es mayor del 97 %. El pequefio porcentaje de muestras
con HTLV-l y HTLV-II que resultan no reactivas con rgp46-l o
rgp46-1l son reactivas como minimo a GD21 y a una o mas
bandas de GAG, p19 o p24, con lo cual cumplen los criterios
de seropositiva para HTLV (patrén 4) o de dudosa (patrén 5).
No se notificéd ninguna interpretacion de falso negativo.

Las pruebas complementarias como la PCR (para HTLV-I
y HTLV-Il) pueden ser Utiles para distinguir las muestras
seropositivas para HTLV que no se pueden identificar como
HTLV-I ni como HTLV-II con el ensayo HTLV BLOT 2.4 de MP
Diagnostics (es decir, el patron 4).

CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DEL
FUNCIONAMIENTO

El funcionamiento del kit HTLV BLOT 2.4 de MP Diagnostics

proteinas recombinantes).

Sensibilidad

para la deteccion de anticuerpos frente a HTLV-I y HTLV-II Interpretacion
se evalud utilizando muestras seropositivas y seronegativas Método ) Falso Total
para HTLV-I/Il y se compard con dos inmunoensayos en linea HTLV | HTLV I [No-tipable| =~
que incorporan antigenos de HTLV |y HTLV Il (péptidos o
HTLV 26 6 0 0 32
BLOT 2.4
de MP
Diagnostics
Para determinar la sensilibidad del HTLV BLOT 2.4 de MP LI 21 6 4 1 32

Diagnostics, se utilizaron muestras positivas para anticuerpos
frente a HTLV | o/y HTLV Il mediante tests de ELISA
comerciales.

A. Comparacion con el inmunoensayo en linea 1

Los resultados del Blot para muestras positivas compradas de
Boston Biomedica, Inc., USA (BBI), y ProMedDx comparando
el HTLV BLOT 2.4 de MP Diagnostics y el inmunoensayo en
linea 1 (LI 1) fueron los siguientes:

Inmunoensayo en
linea 1
Método NEG/IND | POS Total
HTLV NEG / IND 3 0 3
BLOT 2.4
de MP POS 0 102 102
Diagnostics | Total 3 102 105

*  El HTLV BLOT 2.4 de MP Diagnostics present6 2
resultados dudosos y 1 resultado negativo que también
se detectd como negativo con el inmunoensayo en linea
1. El inmunoensayo en linea 1 presentd 3 resultados
negativos.

Los dos Blots presentaron las siguientes discriminaciones para
las 102 muestras positivas de HTLV:

wx

Marcadores especificos tanto de HTLV | como de HTLV
Il han aparecido, lo que indica co-infeccion.

No es posible clasificar el tipo de HTLV debido a la
ausencia de marcadores especificos.

Los resultados obtenidos con el HTLV BLOT 2.4 de MP
Diagnostics y con el LI 1 fueron similares. Los pocos resultados
discordantes se deben a diferentes antigenos inmovilizados en
los blots y a los diferentes métodos utilizados.

El kit HTLV BLOT 2.4 de MP Diagnostics demostr6 una
sensibilidad del 97,1 %, equivalente a la obtenida con el
inmunoensayo en linea 1.

B. Comparacion con el inmunoensayo en linea 2

Se evalué el panel de anti-HTLV-1y anti-HTLV-II de la Sociedad
Francesa de Transfusién Sanguinea, SFTS-94, que consiste
en 26 muestras de HTLV-1 y 6 muestras de HTLV-Il. Los
resultados del HTLV BLOT 2.4 de MP Diagnostics con este
panel fueron comparados con los del inmunoensayo en linea
2 (LI 2) como sigue:

EIHTLV BLOT 2.4 de MP Diagnostics identifica correctamente
las muestras positivas de HTLV, dando una sensibilidad
>99,9 % con este panel. Con el kit de comparacion (LI 2) la
sensibilidad obtenida fue del 96,9 %.

Especificidad

Un total de 200 muestras de donantes de sangre fueron
probadas resultando en una especificidad del 92,5 %. 15
muestras fueron dudosas y no hubo resultados positivos falsos.

Si se incluyen 150 muestras clinicas, 50 muestras de
embarazadas, 50 potencialmente interferentes (10 de cada:
ictéricas, hemolizadas, triglicéridos, lipémicas, proteinas
totales), y 73 muestras con riesgo potencial de reaccion cruzada
(TB, Helicobactor pylori, HEV, Dengue, HBV, HCV, HIV-1,
HIV-2), la especificidad global fue del 89,2 % (461/517). 56
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Un suero con infeccion doble HTLV-I/1I

Control reactivo fuerte | (reactivo sélo para el HTLV-I)
Control reactivo fuerte Il (reactivo sélo para el HTLV-II)
Control no reactivo

muestras fueron dudosas y no hubo resultados positivos falsos.
6 muestras fueron positivas confirmadas como verdaderas con
otro test confirmatorio.

CLAUSULA DE EXENCION DE RESPONSABILIDAD

El fabricante garantiza exclusivamente que el kit de analisis
funcionara como ensayo diagnéstico in-vitro, de acuerdo con
las especificaciones y limitaciones descritas en el Manual de
instrucciones del producto, cuando se use de conformidad
con las instrucciones citadas en el mismo. El fabricante
rehlsa cualquier garantia, expresa o implicita, incluida la
garantia expresa o implicita relativa a la comercializacion,
adecuacion para el uso o supuesta utilidad para cualquier otro
fin. El fabricante s6lo se obliga a la sustitucién del producto
o al reembolso del precio de compra del mismo. El fabricante
no seré responsable ante el comprador ni ante terceros
de cualesquiera dafos, perjuicios o pérdidas econdmicas
provocados por la utilizacion o la aplicacion del producto.

PROBLEMAS TECNICOS Y RECLAMACIONES

En caso de problemas técnicos o si desea presentar una

reclamacion, proceda de la siguiente manera:

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

2. Conserve los kits y los resultados obtenidos.

3. Podngase en contacto con la oficina de MP Biomedicals
maés cercana o con su distribuidor local.
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