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ESPANOL

Cat No. V15HHV6
Formato del kit: 12X8 well EIA
HHV-317-07

¢
Biotrin

Ensayo Inmunologico de Enzima IgG
del Virus Herpes Humano - 6

Enzimoinmunoensayo para la deteccién de anticuerpos IgG frente al virus del herpes 6 humano.
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Uso al que se destina

El EIA Biotrin Human Herpesvirus-6 (HHV-6) IgG esta destinado a ser usado como un
enzimoinmunoensayo para la deteccién cualitativa de anticuerpos 1gG frente al HHV-6 en
suero humano.

Introduccién

El herpesvirus humano-6 (HHV-6) fue descrito por primera vez en 1986 como un nuevo
herpesvirus humano aislado en pacientes con trastornos linfoproliferativos®.
Posteriormente, se ha confirmado que el HHV-6 es el agente etiolégico en el exantema
subito infantil (Roseola infantum)?, y se ha asociado con otras patologias infantiles, como
la hepatitis fulminante®, encefalitis*, linfadenitis histiocitica necrotizante® e infeccion
diseminada mortal®.

En los adultos, la infeccién primaria por el HHV-6 es menos frecuente, con datos
disponibles que demuestran que puede estar implicado en casos de hepatitis’, cuadros
de tipo mononucleosis infecciosa®, linfoproliferacion policlonal atipica’, sindrome de
cansancio crénico posviral®, esclerosis multiple™, carcinoma oral*?, carcinoma cervical™
y supresion de la médula 6sea en pacientes con trasplante de médula 6sea™.

Las pruebas virolégicas y seroldgicas especificas encontraron que el HHV-6 es ubicuo
en la poblacion humana, infectando tipicamente en la primera infancia y quedando pocos
adultos todavia susceptibles a la infeccion primaria. La prevalencia de anticuerpos se
describe por encima del 80% en pacientes de mas de 2 afios de edad®. Sin embargo,
aunqgue la prevalencia de anticuerpos frente al HHV-6 es alta, el nivel de anticuerpos
disminuye a titulos bajos después de la infeccidon. Los niveles altos de IgG anti-HHV-6 en
suero pueden actuar como indicador de exposicién reciente al HHV-6.

Principio del ensayo

El EIA Biotrin Human Herpesvirus-6 (HHV-6) IgG detecta anticuerpos de la clase IgG en
suero humano. Los anticuerpos especificos de la clase IgG se combinan con el antigeno
del herpesvirus humano-6 fijado en la superficie de poliestireno de los micropocillos. El
suero sobrante se elimina por lavado y se afiade un conjugado de peroxidasa IgG
antihumana. Los micropocillos se lavan y se afade un sistema de substrato incoloro,
tetrametilbencidina/peréxido de hidrégeno (TMB/H,O,). El substrato se hidroliza por la
enzima y el cromdgeno cambia a color azul. Después de interrumpir la reaccién con
acido, el TMB se vuelve amarillo. La intensidad de color esta directamente relacionada
con la concentracién de los anticuerpos IgG frente al herpesvirus humano 6 en la
muestra en estudio.
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Precauciones

Seguridad

Solamente para uso diagnadstico in vitro.

Este kit se ha disefiado para ser utilizado exclusivamente por personal de laboratorio
cualificado.

Todo el material de origen humano usado en la preparacién de los controles y del
calibrador se ha sometido a pruebas de HBsAg y de anticuerpos frente a VIH 1/2 y
HCV, y han dado resultados negativos. Sin embargo, y dado que ningin método de
prueba puede ofrecer garantias completas de la ausencia de agentes infecciosos,
deben tratarse como material potencialmente infeccioso.

Desechar todas las muestras clinicas y material infectado o potencialmente infectado
de acuerdo con las buenas practicas de laboratorio. Todos estos materiales deberan
manipularse y desecharse como si se tratara de materiales potencialmente
infecciosos.

Los residuos de quimicos, preparaciones y componentes de kits se consideran
material peligroso. Estos materiales deben desecharse de acuerdo con las medidas
de seguridad establecidas.

Durante la manipulacién de las muestras, usar prendas protectoras, guantes
desechables de latex y proteccion para los o0jos. Una vez finalizadas las
manipulaciones, lavarse concienzudamente las manos.

No pipetear materiales con la boca y nunca comer ni beber en la superficie de trabajo
del laboratorio.

La concentracion de azida sddica en los controles y en el calibrador esta clasificada
como nociva y sujeta a las siguientes frases de riesgo (R22, R32) : “Nocivo si se
ingiere y en contacto con acidos libera gases muy téxicos”.

Algunos reactivos contienen azida sédica que puede formar azidas metéalicas
potencialmente explosivas si se acumula en las cafierias de plomo o cobre. Para su
eliminacion, los reactivos se enjuagaran con grandes cantidades de agua para evitar
la acumulacién de azida.

El substrato contiene TMB que puede irritar la piel y las membranas mucosas.
Cualquier substrato que entre en contacto con la piel debe ser enjuagado con agua.
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Procedimiento

Realizar el ensayo fuera de los limites de tiempo y temperatura puede provocar
resultados invalidos. Los ensayos que no se mantengan dentro de los limites de
tiempo y temperatura establecidos deberan repetirse.

No utilice el kit ni los reactivos que contiene mas alla de su fecha de caducidad.

No use muestras o reactivos contaminados.

No mezcle ni sustituya los reactivos con otros provenientes de kits con diferente
namero de lote.

Desviarse del protocolo proporcionado puede conducir a la obtencion de resultados
erréneos.

Dejar que todos los componentes se equilibren a temperatura ambiente (20-25°C)
antes de usarlos.

Evitar exponer los reactivos directamente a la luz solar y/o a temperaturas superiores
a 2-8°C durante periodos de tiempo prolongados.

La solucién de lavado precisa agua de alta calidad, destilada o desionizada.

Use siempre recipientes de vidrio limpios, de preferencia desechables, para cualquier
preparacion de reactivos.

Debe tenerse cuidado de no contaminar los componentes y usar siempre puntas de
pipeta nuevas para cada muestra y cada componente.

Sacar solamente el volumen de conjugado necesario para el ensayo. No devolver
reactivo sobrante al vial ni pipetear directamente del vial. En caso contrario puede
producirse contaminacion.

La dispensacion de los reactivos debe hacerse por el punto medio de la pared de los
pocillos, teniendo la precaucion de no rascar el lado con la punta de la pipeta.

No dejar que los pocillos se sequen en ningun paso del procedimiento del ensayo.

Siempre mantener la superficie superior de los pocillos libre de gotas. Las gotas
deben secarse al final de cada paso del procedimiento del ensayo.

Asegurarse de que la superficie inferior de la placa esta limpia y seca antes de la
lectura.

Antes de iniciar el ensayo, debera establecerse un plan de identificacion y
distribucion.

No inactivar los sueros por calor.

No sacar la placa de su bolsa de proteccion hasta que se esté listo para usarla.
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Componentes del kit
Materiales suministrados

1. Placa de ELISA recubierta.
PLA | IgG
12 x 8 pocillos recubiertos con antigeno de virus herpes-6 humano.

2. Control positivo* (Tapén rojo).
CONTROL | + | IgG

1 x 200 uL de suero positivo (contiene 0.1% azida sodica y 0.005% de sulfato de
gentamicina).

3. Control negativo* (Tapén verde).
CONTROL | - | IgG

1 x 200 uL de suero negativo (contiene 0.1% azida sodica y 0.005% de sulfato de
gentamicina).

4. Calibrador Cut Off** (Tapdn amarillo).
CAL

1 x 400 uL de suero humano (contiene 0.1% azida sodica y 0.005% de sulfato de
gentamicina).

5. Conjugado enzimético (Solucion verde) (Listo para usar).
CONJ | ENZ 1X

1 x 15 mL de anti-lgG humana de oveja, conjugada con HRP con Proclin™ (0.1%) y
estabilizantes de proteina.

6. Diluyente de muestras (Listo para usar).
DIL SPE 1X
2 x 50 mL de tampon Tris salino y Proclin™ (0.1%).

7. Tampdn de lavado concentrado (Tapén transparente).
BUF | WASH | 20X

1 x 60 mL de tampdn fosfato salino concentrado (20X) con Tween 20 (0.25%) y
Proclin™ (0,1%).

8. Substrato TMB (Botella marrén) (Listo para usar).
SUBS | TMB
1 x 15 mL de tetrametilbenzidina (TMB) en un tampén citrato acido citrico.

9. Solucion de parada (Tapon rojo) (Listo para usar).
SOLN | STP
1 x 15 mL de acido fosférico 1M.
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10. Instrucciones de uso.
r A

(3]

[ ]
** Material potencialmente biopeligroso

Proclin™ 300 es una marca registrada de Rohm and Haas Company.

(Xn - Nocivo) Precauciones de seguridad en los sueros de controles y calibrador:

La concentracion de azida sédica en estos componentes esta clasificada como nociva y
sujeta a las siguientes frases de riesgo (R22, R32) : “ Nocivo si se ingiere y en “Contacto
con acidos libera gases muy toxicos”.

Otros materiales requeridos no suministrados

e Equipo para la recogida de suero.

¢ Agua destilada o desionizada de alta calidad.

e Material de laboratorio graduado y limpio.

¢ Tubos de ensayo o equivalente para la preparacién de las muestras.

e Probetas graduadas.

e Pipetas, micropipetas y puntas desechables de precision de 10 uL,100 uL, 1 mL y 5
mL.

e Tapa de plastico o cinta selladora para la microplaca.
e CronGmetro.

e Aparato de lavado manual o automatico.

e Incubador 35-39°C.

e Toallas de papel o papel absorbente.

e Lector de ELISA con filtro de 450nm (el filtro adicional de 630-650nm es opcional).
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Conservacion y estabilidad

El kit es estable hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del envase
exterior, siempre que se conserve entre 2y 8°C.

Las tiras de 8 pocillos deben ser guardadas en la bolsa resellable junto con los
desecantes.

Todos los componentes no utilizados deberan devolverse a su lugar de conservacion,
a una temperatura entre 2 y 8°C, inmediatamente después de su uso.

El tamp6n de lavado reconstituido es estable durante 1 mes cuando se conserva
entre 2y 8°C.

Recogiday conservacion de muestras

Una vez obtenida por puncién venosa, la sangre deberd dejarse coagular a
temperatura ambiente (20-25°C) y se centrifugara después a 1500 x g durante 10
min. El suero se separara en cuanto sea posible, y se guardara refrigerado (2-8°C) o
congelado (-20°C) o mas frio si el andlisis no se realiza antes de 2 dias.

Se recomienda que los sueros hemolizados, ictéricos, lipémicos o con crecimiento
microbiano no se usen para realizar el test.

Los congeladores con descongelacion automatica no se recomiendan para el
almacenamiento.

Las muestras no deben ser sometidas a ciclos repetidos de congelacion-
descongelacion.

Preparacion de los reactivos

Para cada tira de 8 pocillos afiadir 4ml de tampdn de lavado concentrado a 76ml de agua
desionizada. Asegurar que todos los cristales del tampén de lavado concentrado se han
disuelto. Para asegurar que los cristales se disuelven, el tampo6n de lavado concentrado
puede ser colocado en un incubador de 35-39°C durante aproximadamente una hora.

Preparacion de las muestras/calibrador/controles

Para cada muestra, control negativo, control positivo y calibrador, dispensar 1ml de
diluyente de muestras en un tubo de ensayo marcado o equivalente. Anadir 10ul de
muestra, control negativo, control positivo, calibrador y mezclar.
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Procedimiento de ensayo

NOTA: Asegurar que todos los reactivos alcanzan la temperatura ambiente
(20-25°C) antes de empezar el ensayo. Realizar el ensayo fuera de los rangos de
tiempo y temperatura puede producir resultados invalidos. Los ensayos que no estén
dentro de los rangos establecidos de tiempo y temperatura deberan ser repetidos.

Procedimiento ELISA

10.

11.

12.

13.

14.

Dejar que todos los reactivos alcanzan la temperatura ambiente (20-
25°C) antes de su uso.

Determinar el nimero de tiras de 8 pocillos necesarios. Establecer un plan de
distribucién e identificacion para los controles y las muestras segun esta
indicado. La primera tira permite ensayar 3 muestras de pacientes. Cada tira
adicional permite ensayar 8 muestras de pacientes.

Extraer el nUmero necesario de micropocillos de la bolsa sellada, insertarlos en
el soporte de las tiras y cubrirlos con la tapa de plastico o cinta selladora.
Devolver los pocillos sobrantes a la bolsa y resellar con el desecante dentro.
Preparar el tampon de lavado, controles, calibrador y muestras de los pacientes.
Pipetear 100 uL de las muestras preparadas de los pacientes (por sencillo),
controles (por sencillo) y calibrador (por triplicado) en los respectivos
micropocillos.

Cubrir la placa e incubar durante 30 minutos a 35-39°C.

Quitar la tapa y lavar seis (6) veces con tampén de lavado. Después del lavado,
golpear firmemente la placa sobre un papel secante.

Pipetear 100 uL de conjugado enzimatico en cada pocillo

Cubrir la placa e incubar durante 30 minutos a 35-39°C.

Lavar seis (6) veces con tampon de lavado diluido. Después del lavado golpear
firmemente la placa sobre un papel secante.

Pipetear 100 uL de substrato TMB en cada pocillo.

Incubar durante exactamente 10 minutos a temperatura ambiente (20-25°C).

Pipetear 100 uL de solucién de parada en los pocillos en el mismo tiempo y
secuencia que la adicion de TMB. Mezclar bien.

Lea la absorcién de cada pocillo antes de transcurrir 30 minutos.

Nota: Se recomienda la lectura con doble longitud de onda a 450nm con 630nm
como longitud de onda de referencia. Si esta funcion no esta disponible en el lector
de ELISA, usar la lectura con una longitud de onda sencilla a 450nm.
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Interpretacion de los resultados

La presencia o ausencia de anticuerpos IgG frente a HHV-6 se calcula con relacion al

calibrador Cut-Off.

Nota Importante: El factor de calibracion es especifico
para cada lote y esta situado dentro de la tapa de la caja
del kit. Obtenga el valor del factor de calibracion antes de

Biotrin

comenzar los célculos.

Calculo del valor del calibrador Cut-Off (COC)

1) Determinar el COC ensayando el calibrador de cada ensayo por triplicado.

2) Determine el valor medio OD de los tres resultados del calibrador. Multiplique esta
media por el factor de calibracion, y el valor resultante es el Valor del Calibrador “Cut-
Off” (COC) y este es el valor que hay que usar para determinar los valores indice.

3) Un valor indice se calcula dividiendo la absorbancia de las muestra/control por el

COcC.
Tabla 1.
Indice Resultado
<0.9 Negativo
0.9-1.1 Dudoso
>1.1 Positivo
Tabla 2.

RESULTADO INTERPRETACION

Negativo Anticuerpos IgG no detectables. No existe evidencia de
una exposicion reciente o pasada. Si no se detectan
anticuerpos IgG especificos y se sospecha una infeccién
reciente, ésta puede ser confirmada ensayando una
muestra siguiente 7-14 dias mas tarde.

Dudoso Las muestras dudosas deben ser analizadas otra vez.
Las muestras que permanezcan dudosas después de
repetir el ensayo deberan ser analizadas por un método
alternativo o deberd recogerse otra muestra.

Positivo La presencia de un nivel detectable de anticuerpos IgG
sugiere una exposicion reciente o pasada al HHV-6

10
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Criterios de control de calidad

El control positivo, el control negativo y el calibrador deben ser siempre incluidos para

determinar la validez de los resultados del test. Los resultados de un ensayo se

consideran validos si se cumplen los siguientes criterios:

(a) Las absorbancias del control negativo y del calibrador cumplen las especificaciones
gue se indican en la parte interior de la tapa de la caja.

(b) El indice del control positivo cumple la especificacion que se indica en la parte interior
de la tapa de la caja.

Valores esperados

En una infeccién por el HHV-6, un nivel alto de IgG puede sugerir una infeccidn reciente.

Un aumento significativo de los anticuerpos IgG especificos en las muestras pareadas

indica una infeccién reciente por el HHV-6.

Limitaciones de uso

e Los resultados deben ser correlacionados con el perfil clinico y epidemiolégico del
paciente y otros resultados clinicos al hacer el diagnostico de la infeccion por HHV6.

Los resultados de este kit no son diagndsticos por si mismos y no deben ser usados
como Unica herramienta de diagnadstico.

e Los resultados de muestras de pacientes inmunodeprimidos pueden ser dificiles de
interpretar.

e Este test deben realizarse solamente en suero. El uso de sangre total, plasma u otro
espécimen no ha sido establecido.

11
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Caracteristicas de rendimiento

Sensibilidad y especificidad

Un total de 212 muestras de suero individuales fueron analizadas en el laboratorio de un
hospital publico con el kit Biotrin HHV-6 1gG EIA. Los sueros, previamente
caracterizados por el hospital publico con su propio kit HHV-6 1gG IFA, consistieron en
155 muestras IFA positivos y 57 muestras IFA negativas. Los datos se resumen en la
Tabla 3.

Tabla 3
Sensibilidad y especificidad seroldgicas frente al virus herpes 6 humano del kit
BIOTRIN ELISA versus el status de HHV-6

HHV-6 | Positivo | Dudoso* | Negativo | Total
Status
Positivo 151 1 3 155
Negativo 6 2 49 57
Total 157 3 52 212

Sensibilidad=Positivos auténticos/(Positivos auténticos+Falsos negativos+Dudosos) x100
=151/(151 + 3+ 1) x 100 = 97.4%

Especificidad=Negativosauténticos/(Falsospositivos+Negativosauténticos+Dudosos)x100
=49/(49 + 6 + 2) x100 = 86.0%

Concordancia = 200/212 = 94.3%

*La repeticion del test en las muestras dudosas no fue realizada, ya que las muestras no
estuvieron disponibles.

Nota: La sensibilidad y la especificidad se refieren a la comparacion de los resultados
del ensayo Biotrin con los de otros ensayos normalmente usados para el diagnéstico de
HHV-6. No se ha pretendido correlacionar los resultados del ensayo con la presencia o
ausencia de enfermedad. No puede hacerse ningun juicio de la comparacion de la
exactitud para predecir la enfermedad. Debido a que los anteriormente mencionados
estudios fueron realizados en poblacién preseleccionada y retrospectivamente, no se
pueden realizar o predecir calculos sobre los valores predictivos positivo y negativo del
ensayo.

Reproducibilidad
La reproducibilidad del kit Biotrin Human Herpesvirus-6 IgG EIA fue determinada
ensayando 8 sueros 3 veces cada uno en tres nimeros de lote en tres dias diferentes.

La precision total, intraensayo, entre distintos dias y entre distintos lotes fue calculada y
presentada en la Tabla 4.

12
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Medidas de precision (Usando valores de indices®)

Tabla 4

b

Biotrin

Datos de reproducibilidad
Biotrin Human Herpesvirus-6 1gG EIA

Distintos
Intraensayo dias Distintos lotes Total
Muestra | n |*Media(*S.D CV |*SD CV *S.D CcVv *S.D CVv
Positivo |24 | 256 |0.21 8.4% [0.17 6.8% | 0.36 14.2% 0.40 15.6%
Cut-off |24 | 1.00 |0.10 10.2%|0.00 0.00 0.00 0.0% 0.09 9.4%
Negativo |24 | 0.17 |0.04 21.7%(0.02 8.9% | 0.10 59.4% 0.09 54.5%
#1 24| 3.72 |0.35 9.5% [0.20 5.4% | 0.51 13.8% 0.58 15.6%
#2 24| 464 |0.35 7.5% |0.00 0.0% | 0.25 5.4% 0.39 8.5%
#3 24| 257 |0.29 11.2%|0.00 0.0% | 0.21 8.0% 0.33 12.9%
#4 24| 2.04 |0.21 10.4%|0.00 0.0% | 0.32 15.5% 0.33 16.4%
#5 24| 221 |0.20 9.0% |0.00 0.0% | 0.00 0.0% 0.19 8.5%
#6 24| 1.60 |0.09 5.8% [0.00 0.0% | 0.06 3.9% 0.10 6.5%
#7 27| 0.63 |0.12 19.7%(0.04 6.3% | 0.00 0.0% 0.13 19.8%
#8 27| 1.07 [0.08 7.0% [0.04 3.6% | 0.20 18.7% 0.19 17.3%

13

Todos los valores se han calculado de valores de indices
SD = Desviacién estandar; CV = Coeficiente de variacion
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Resumen del procedimiento HHV- 6 IgG EIA
Nota importante:

Por favor leer las instrucciones completas de uso del producto antes de empezar el
ensayo. Este resumen es solamente una referencia rapida.

Preparar el tampdn de lavado

v

Diluir muestras, controles y calibrador 1 en 101 en diluyente de muestras

v

Pipetear 100 uL de las muestras, controles y calibrador preparados, en sus respectivos
pocillos

v

Incubar durante 30 minutos @ 35-39°C

v

Lavar 6 veces con tampon de lavado

v

Afadir 100 uL de conjugado enziméatico

v

Incubar durante 30minutos @ 35-39°C

v

Lavar 6 veces con tamp6n de lavado

v

Afadir 100 uL de Substrato TMB

v

Incubar durante 10 minutos @ temperatura ambiente

v

Afadir 100 uL de solucion de parada

v

Leer a 450nm con filtro de referencia de 600-650nm (si esta disponible)

14
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Interpretacion de los simbolos

Material para diagnostico médico in vitro IVD
Lote LOT
Referencia de catlogo REF

Limitacién de temperatura
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Fabricante

Nocivo si se ingiere. En contacto con
acidos libera gases muy toxicos
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Otros productos Biotrin

¢
Bilotrin

Biotrin International tiene una oferta Unica de ensayos del Virus Herpes Humano.

Cat #: Description Assay Format
V3HHV6 Human Herpesvirus-6 IgG IFA | 4 x 10 well slides
V17HHV6 Human Herpesvirus-6 IgM IFA | 4 x 10 well slides
V15HHV6 Human Herpesvirus-6 IgG EIA | 96 well EIA
V18HHV8 Human Herpesvirus-8 IgG IFA | 6 x 10 well slides
V19HHV8 Human Herpesvirus-8 IgG EIA | 96 well EIA

Biotrin International Ltd.
93 The Rise, Mount Merrion
Co. Dublin
Ireland
Tel: +353 (01) 2831166
Fax: +353 (01) 2831232

E-mail: info@biotrin.ie

www.biotrin.com
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Para mas informacién sobre este producto o cualquier otro producto Biotrin, por
favor visite nuestra pagina Web
www.biotrin.com
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