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|. OBJETIVO DE KIT

Este kit esta disefiado para determinar anti-
cuerpos IgG en suero de perro frente a la vi-
rus de la Hepatitis Infecciosa (ICH), Parvovi-
rus Canino (CPV) y Moquillo (CDV). El prop6-
sito principal de este test es proporcionar un
herramienta util para evaluar el estado inmu-
nologico del perro en relacion a estos 3 pat6-
genos. Por tanto, con él se puede determinar
el titulo de anticuerpos antes y después de la
vacunacién asi como la duracién de la inmuni-
dad.

Es muy recomendable medir el titulo de anti-
cuerpos frente a estos 3 patégenos para ase-
gurar la proteccion del animal, comprobar el
bienestar y nivel de titulo anual antes de la
administracién de una vacuna.

|l. INFORMACION GENERAL

La Hepatitis Infecciosa (ICH), Parvovirus Ca-
nino (CPV) y Moquillo (CDV) son reconocidas
como causas importantes de enfermedad y
muerte en perros. Los cachorros son mas
susceptibles a ICH, CPV y CDV, sobre todo
después del destete cuando los anticuerpos
protectores derivados de la madre (MDA) dis-
minuyen sus niveles. En ocasiones, los MDA
pueden interferir con las vacunas que se ad-
ministran para la inmunizacién. En muchos
paises los programas de vacunacién se han
reducido significativamente pero se ha elimi-
nado la incidencia de estas enfermedades.
Por tanto ICH, CPV y CDV siguen siendo mo-
tivo de preocupacion entre los veterinarios
clinicos de todo el mundo y sigue siendo un
reto diagnadstico.

lll. ¢QUE ES LA PRUEBA IMMUNOCOMB?

Immunocomb es un ELISA modificado, en fa-
se sélida que detecta los niveles de anticuer-
pos en suero o0 sangre entera. Este kit contie-
ne todo los reactivos necesarios para el desa-
rrollo del test. Los resultados para IgG ICH,
CPV y CDV se obtienen en 23 minutos.

IV. ; COMO FUNCIONA IMMUNOCOMB?

+El kit de Immunocomb contiene 2 componen-
tes principales: un peine de plastico con los
antigenos absorbidos en los dientes (tarjeta) y
una bandeja con multicompartimentos inde-
pendientes entre si.

+El peine tiene 12 dientes -suficientes para
12test. Cada diente se introduce en las filas
de pocillos de la “A” a la “F” de la columna co-
rrespondiente. Los tests de pueden procesar
de manera individual o multiple en funcion de
los dientes que se rompan del peine.

+Los puntos de antigenos con ICH, CPV y
CDV estan fijados en cada diente del peine. El
punto superior corresponde al Control Positi-
vo de Referencia. El antigeno de CAV (para
testar ICH) esta fijado en la zona media supe-
rior, el antigeno CPV se encuentra en la zona
media inferior y el punto mas inferior corres-
ponde al antigenos de CDV. (ver seccion X).

+El primer paso del test es depositar la mues-
tra de suero, plasma o sangre entera sobre el
pocillo A de la bandeja.

+A continuacion, el peine se introduce en el
pocillo A con la muestra y se va transfiriendo a
los pocillos restantes (B-F) a intervalos de
tiempo acordes con las instruccion paso a pa-
so de la seccion VII. Si la muestra contiene
anticuerpos, se uniran a los correspondientes
antigenos y seran identificados en la fila C la
cual contiene un anticuerpo IgG anti-perro
marcado.

+Al final del proceso se produce un color mo-
rado-gris en los puntos de referencia positiva
asi como en las muestras que hayan dado po-
sitivo.

+La intensidad de color en los resultados co-
rresponde directamente con el nivel de anti-
cuerpos de la muestra. Los resultados son ob-
tenidos usando el punto positivo de referencia
y el CombScale (seccion IX).



V. DESCRIPCION DE LAS ENFERMEDADES
ICH

La Hepatitis infecciosa en una enfermedad
causada por el Adenovirus Canino (CAV). La
transmision ocurre por contacto directo con
animales infectados o zonas contaminadas
con el virus. Lo primeros signos son tos, que
puede progresar a neumonia. Mas tarde
cuando el virus entra en el torrente sangui-
neo, los rifones, el higado y otros 6rganos
donde causa: “ojo azul’, diarrea, vomito, au-
mento de sed y convulsiones. Los cachorros
tienen mayor tasa de mortalidad.

CPV

Propagacion de la infeccidon por Parvovirus
Canino puede ocurrir a través de la exposi-
cion al ambiente contaminado. Los signos cli-
nicos de CPV incluyen letargo, depresion,
inapetencia, fiebre, vomitos y diarrea (a veces
con sangre). Las muertes son comunes en los
cachorros.

CDV

El Virus de Moquillo Canino tiene transmision
de perro a perro aérea. Una infeccion natural
con CDV puede causar fiebre transitoria que
pasa desapercibida. En unos casos, cuando
la infeccion se esta desarrollando se produce
fiebre intermitente, depresion, descarga oculo
-nasal y anorexia. Pueden continuar con pro-
blemas respiratorios y/o gastrointestinales. En
los perros que sobreviven a la fase aguda, se
ve afectado el SNC, incluyendo neuritis y le-
siones en la retina. En el SNC se conoce que
provoca ataxia, paralisis y convulsiones.

V1. DIAGNOSTICO

Los veterinarios suelen hacer un diagnostico
presuntivo de ICH, CPV y CDV basado en
signos clinicos que van en rango de leve a se-
Vvero.

Las pruebas de laboratorios pueden ser utiles
para confirmar el diagnostico. Ademas de la
hematologia y bioquimica sanguinea, la sero-
logia se esta convirtiendo en el instrumento
mas aceptado de diagndstico, puesto que
ofrece un panorama mas amplio sobre el es-
tado inmunoldgico del perro.

La respuesta inmune humoral se compone
principalmente de dos tipos de inmunoglobuli-
nas (anticuerpos) IgG e IgM. En los primeros
dias después de la vacunaciéon se producen
grandes cantidades de IgM. Mas tarde los ni-
veles de IgM van disminuyen y comienzan a
aumentar los de IgG. Por tanto, en los perros
que son capaces de montar una respuesta
inmune, los niveles elevados de IgM indican
una infeccion reciente.

La ausencia de anticuerpos IgM con titulo ele-
vado de IgG sugiere que la exposicion ocurrid
antes y el perro se encuentra inmune. Los ni-
veles elevados de IgG se encuentran en pe-
rros que sobreviven a la fase aguda de la in-
feccidn o después de la vacunacion. (Fig. 1)

Fig. 1 - Niveles de anticuerpos post-vacunacion frente a ICH, CPV y CD en perros sanos
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VII. IMMUNOCOMB PASO A PASO

Antes de realizar la prueba, llevar la placa de desarrollo a temperatura ambiente retirando todos
los componentes de la caja kit y colocarlos en la mesa de trabajo durante 60-120 minutos o incu-
bar solamente la placa a 37 ° C/98.6 ° F durante 25 minutos.

Realizar el ensayo a temperatura ambiente de 20-252C

1-Obtener la sangre del perro. Cuando
teste sangre entera, recoger la muestra
en un tubo con anticoagulante EDTA o
heparina.

2-Mezclar los reactivos agitando suave-
mente la placa varias veces antes de
usarla. Utilice las pinzas para perforar
la cubierta protectora de aluminio de la
fila A. Un pocillo para cada muestra.

3-Depositar una muestra dentro del pocillo
A.

Para suero/plasma usar 5pl.
Para sangre entera usar 10pl.*

Subir y bajar el émbolo de la pipeta varias
veces para lograr la mezcla.

Evitar el derrame y la contaminacion cru-
zada.

* Para sangre entera solamente: Si se dispensa la muestra con la pipeta fija incluida en este
kit, use la misma punta para depositar dos veces 5pl en el mismo pocillo en la fila A.

No abrir ningun pocillo de la fila A o de otras filas que no vayan a ser usadas.
No quite la cubierta de aluminio del desarrollo de la placa a la vez.



4-Retirar el peine de la envoltura protectora.

No toque los dientes de la tarjeta Immuno-
Comb.

Para la prueba de menos de 12 muestras,
cortar o romper el peine tantas puntas como
pruebas se requieran.

Nota: La mezcla durante la incubacion
de acuerdo con las instrucciones es criti-
ca para obtener resultados validos.

** Para mejorar la mezcla, mover el peine arriba y
abajo 3-4 veces. Durante la incubacion, repetir el
mismo proceso de mezcla 2-3 veces.

Evitar tocar el lado activo del peine mientras se
mezcla, inclinarlo hacia la parte posterior.

Sacudir el exceso de liquido de las puntas del pei-
ne en un pafuelo de papel antes de pasar a la
siguiente fila.

«+ Inserte el Peine en el pocillo (s) en la linea A y se
incuba durante 5 minutos. Mezclar como se descri-
be anteriormente. **

+Use las pinzas para perforar la lamina de la si-
guiente fila B de pocillo(s). Eliminar el exceso de
liquido e insertar el peine durante 2 minutos. Mez-
clar como se describe anteriormente. **

+Perfore la lamina del siguiente pocillo(s) de la fila
C. Eliminar el exceso de liquido e insertar el peine
durante 5 minutos. Mezclar como se describe ante-
riormente. **

+Perfore la lamina del siguiente pocillo(s) de la fila
D. Eliminar el exceso de liquido e insertar el peine
durante 2 minutos. Mezclar como se describe ante-
riormente. **

+Perfore la lamina del siguiente pocillo(s) de la fila
E. Eliminar el exceso de liquido e insertar el peine
durante 2 minutos. Mezclar como se describe ante-
riormente. **

+Perfore la ldmina del siguiente pocillo(s) de la fila
F. Eliminar el exceso de liquido e insertar el peine
durante 5 minutos. Mezclar como se describe ante-
riormente. **

+Una vez completado el desarrollo del color en la
fila F, mover el peine de nuevo a la fila E durante 2
minutos para la fijacién del color. Sacar el peine y
dejar secar durante 5 minutos antes de la lectura de
los resultados.

5Min -

2Min -
2Min-
5 Min -
2Min -
5Min -




VIIl. LECTURA E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

«El punto mas alto corresponde al Positivo de Referencia y debe ser de un color purpura-gris.
Este es el tono de color que genera una respuesta de anticuerpos anti-ICH a 1:16 V.N; anti-CPV
a 1:80 o de anti-CDV anticuerpos con titulo 1:32 V.N. Cuando se utiliza CombScale, este punto
debe ser leido como S3 (ver seccién IX).

«El punto medio alto del peine da resultado para los anticuerpos IgG frente ICH de la muestra.
«El punto medio bajo del peine da resultado para los anticuerpos IgG frente CPV de la muestra.
«El punto mas inferior del peine corresponde a anticuerpos IgG de CDV de la muestra testada.
«Comparar el tono de color del Positivo de Referencia con los de ICH, CPV y CDV por separado.

«Un color igual o de tonalidad superior al positivo de referencia es considerado una respuesta
positiva.

«Un color tenue de S1 o inferior es considerado un resultado negativo.

«Para evaluar el titulo utilizar el CombScale que incluye el kit. (ver seccién IX)

IX. LECTURA DE LOS RESULTADOS CON LA ESCALA

El valor de la CombScale S es el numero que aparece en el cuadro amarillo correspondiente a
los tonos de color, cuando el positivo de referencia se calibra en S3.

Cuando el peine esta completamente seco, se alinean
los puntos con CombScale calibrado. Se encuentra el D
tono de color purpura-gris que mas se ajuste al positivo Comb Scals
de referencia (punto positivo superior). Deslizar la escala m
hasta que C+ se encuentre en la ventana superior del 1 '
tono de color que ha sido encontrado. Mantener la esca- [
la en esa posicion para toda la lectura. Este paso sirve |
para la calibrar el C+ en S3 que es el punto de corte con

el que los puntos de la prueba se pueden comparar.

Con la posicion de CombScale fijada, comparar el color de
la escala que mas se ajuste al punto de la muestra testada.

El nimero que aparece en las ventanas de arribas es la B 5 ]
puntuacion CombScale que va desde S0-S6. L T

Repetir este paso con cada punto de prueba por separado.

Otra forma de leer los resultados es mediante el uso de CombScan. Es un programa de Sofware que
utiliza un ordenador y un escaner compatible Twain. Cuando el peine se coloca en el escaner el pro-
grama traduce los resultados en valores numéricos. CombScan ayuda a la lectura de resultados de
ImmunoComb y a la conservacion de datos. Se suministra de forma gratuita previa solicitud.




X. EJEMPLO DE UN PEINE DESARROLLADO
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Prueba| Resultados Hepatitis (IHV) | Resultados Parvovirus (CPV) | Resultados Moquillo (CDV)
1 SO Negativo 2S5 Positivo Alto <S1 Negativo

2 S4 Positivo SO Negativo S6 Positivo Alto
3 2S5 Positivo Alto 2S5 Positivo Alto >S5 Positivo Alto
4 SO Negativo SO Negativo SO Negativo

5 2S3 Positivo SO Negativo S2 Positivo Débil
6 SO Negativo S2 Positivo Débil S4 Positivo
7* S2 Positivo Débil 2S5 Positivo Alto SO Negativo
8** No valido No valido No valido
g kk No valido No valido No valido
10 <S1 Negativo SO Negativo 2S5 Positivo Alto
11 >S3 Positivo >S3 Positivo >S3 Positivo
12%*** | >53 Positivo >S3 Positivo >S3 Positivo

* Considerado inconcluyente en caso de sospecha de la enfermedad.

** No hay referencia positiva. Repita la prueba.

*** Color alto de fondo. Repita la prueba.

**** Color de fondo con resultados positivos.




Xl. ALMACENAJE Y MANIPULACION

1.  Almacene el kit en condiciones de refrigeracion normales: 2-82C. No congelar el kit.

2.  No mezclar los reactivos de diferentes kits o de diferentes compartimentos del mismo kit.

3. ImmunoComb contiene materiales bioldgicos inactivados. El kit debe ser manipulado y eli-
minado de acuerdo a las condiciones sanitarias requeridas.

Xll. ALMACENAJE Y MANIPULACION DE LAS MUESTRAS

-Se recomienda el uso de muestras frescas

-Almacene la sangre entera a 2-8 ° C si la prueba debe realizarse dentro de un dia de la recolec-
cion. No congelar Muestras de sangre entera.

-Almacene las muestras de suero y plasma a 2-8 ° C si la prueba debe realizarse dentro de los 3
dias de la recogida.

-Si la prueba se demora mas de 3 dias, congelar las muestras a -20 ° C o mas frio.

-Poner las muestras a temperatura ambiente y mezcle bien antes de la prueba.

Xll. CONTENIDO DEL KIT

Componentes 12 Test Kit (50CVV101) (1520%-{-/3\/5} 1K(;t)

A. Tarjeta ImmunoComb (envuelto con alumi- 1 10

nio)

B. Peine de desarrollo 1 10

C. Pinzas desechables 1 1

D. Escala Calibradora (CombScale) 1 1

E. Pipeta fija 5 pl 1 -

E. Punta universal de 10 pl 15 -
Manual de instrucciones 1 1

B D E F
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