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ESPANOL Referencia: V18HHVS
Formato del kit: 6x10 well slides
HHV-427-03

¢
Biotrin

Virus del Herpes-8 Humano
Ensayo de inmunofluorescencia IgG

Ensayo de inmunofluorescencia para la deteccién de anticuerpos IgG liticos frente al
virus del Herpes-8 Humano.
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Uso al que se destina

El ensayo por inmunofluorescencia indirecta (IFI o IFA) de los anticuerpos frente al
herpesvirus humano-8 (HHV-8) esta disefiado para la determinacion cualitativa y
semicuantitativa de la presencia de anticuerpos IgG frente a antigenos liticos del
HHV-8 en suero o plasma humano. La deteccion de IgG frente a HHV-8 en el ser
humano puede usarse como ayuda para el diagnéstico de infeccion primaria o
reactivacion o reinfeccién por este virus.

Introduccién

El virus del herpes humano tipo-8 (HHV-8), conocido también como herpesvirus
asociado al sarcoma de Kaposi (KSHV) se descubrié en 1994 cuando Chang et al
identificaron dos fragmentos de ADN semejante al virus del herpes en las lesiones
de un paciente con Sarcoma de Kaposi asociado con SIDA®. El virus se clasifica
entre los herpesvirus gamma (género rhadinovirus) y se asemeja a EBV en su
tropismo por células B y en su capacidad para persistir en estado latente. Existen en
la actualidad fuertes indicios epidemioldgicos de la asociacién causal del HHV-8 con
la patogénesis del sarcoma de Kaposi (KS). EI HHV-8 se detecta en todas las
formas de la enfermedad: KS clasico (una enfermedad rara que se da en pacientes
mediterrdneos ancianos), KS africano endémico, KS asociado con trasplantes y KS
asociado con SIDA.

La transmision por contacto sexual desempefia una funcidon importante en la
distribucién del HHV-8 entre varones homosexuales®. Sin embargo, la transmision
del HHV-8 se realiza también a través de la saliva y el trasplante de 6rganos®.

En la bibliografia existente se observa que la seroprevalencia del HHV-8 en la
poblacién general es del 5 al 35%, dependiendo del tipo de inmunoensayo empleado
y la region geogréafica estudiada. En varios estudios se observaron niveles de
anticuerpo IgG muy elevados en pacientes con SK pero no en donantes normales.
Por lo tanto, la tasa de seroprevalencia del HHV-8 difiere de la de EBV, HHV-6,
HHV-7, CMV, o HSV-1, ya que mas del 80% de la poblacion es positiva a la
presencia de anticuerpos de estos virus.

La seroprevalencia del HHV-8 entre donantes de sangre varia entre el 5y el 10% en
los EE.UU. y el norte de Europa®, entre el 10 y el 35% en ltalia y los paises
mediterraneos®, y sobrepasa el 50% en muchas poblaciones africanas®.

La prevalencia de los anticuerpos del HHV-8 en la poblacion general se considera
relacionada con la frecuencia de KS tras la realizacion de trasplantes'”’. También se
ha registrado la transmision del donante alogénico al receptor. La asociacién del
HHV-8 con receptores de trasplante ha conducido a recomendar que se someta a
pruebas de deteccién de anticuerpos anti-HHV-8 a los donantes y receptores de
6rganos® ¥. En pacientes VIH positivos, se ha demostrado que los anticuerpos del
HHV-8 preceden y predicen el desarrollo del KS™. El KS es la neoplasia mas
comun en este grupo de pacientes. El HHV-8 se ha asociado también con linfomas
de cavidades, enfermedad de Castleman multicéntrica, linfoma no Hodgkin vy
melanoma maltiple®.

En la actualidad, el diagnéstico de infeccibn por HHV-8 puede confirmarse por
analisis PCR y mediante inmunoensayos como IFA y ELISA. Sin embargo, el ADN
del HHV-8 solo puede detectarse en las células sanguineas periféricas de la mitad
de las personas infectadas usando ensayos PCR estandar® %),
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Dado que los sistemas de deteccion PCR parecen presentar un nivel de sensibilidad
muy bajo cuando se usa ADN de células sanguineas periféricas, los ensayos
serolégicos han demostrado ser mas Utiles para los estudios epidemioldgicos y el
diagnostico de la infecciobn por HHV-8, en especial para la deteccion de una
exposicion anterior al

virus“**?. Los estudios serolégicos han detectado anticuerpos especificos frente a
HHV-8 en el 80 - 97% de los pacientes VIH positivos con KS, el 54 - 100% de los
pacientes VIH positivos que desarrollaron KS antes de transcurridos 5 afios desde la
recoleccién de las muestras, y el 16 - 56% de los pacientes que no desarrollaron
KS™, Por el contrario, la técnica PCR detecté HHV-8 en Unicamente el 40 - 50%, el
30% vy el 5-10%, respectivamente, de los mismos grupos de pacientes.

El kit HHV-8 de Biotrin se basa en una linea celular que expresa un antigeno litico
gue permite la deteccién de anticuerpos frente a proteinas virales liticas.

Varios farmacos anti-herpesvirus, como ganciclovir, han demostrado poseer
actividad contra HHV-8 in vivo, pero solo se dispone de datos clinicos limitados. Se
precisan nuevas investigaciones clinicas con varios muestreos para definir las
variaciones en los niveles de anticuerpos frente a HHV-8 y para relacionar esos
datos con la infeccion por HHV-8 y los estados de la enfermedad, como KS.

Principio del ensayo

El ensayo de inmunofluorescencia indirecta de Biotrin es un método sencillo y rapido
para la determinacion de la presencia de anticuerpos frente a antigenos liticos de
Herpesvirus Humano-8. El ensayo de inmunofluorescencia utiliza el método indirecto
de tincion de anticuerpos con fluorescencia. El procedimiento se realiza en dos
pasos basicos de reaccion:

En el primero, el suero o plasma humano que se va a analizar se pone en contacto
con las células fijas infectadas. El anticuerpo, si esta presente en la muestra,
formara un complejo con el antigeno en el lecho celular. Si la muestra que se
examina no contiene anticuerpos frente a ese antigeno en particular, no se formaran
complejos y todos los componentes del suero se eliminaran durante el lavado.

El segundo paso implica la adicibn de un anticuerpo anti-humano marcado con
fluoresceina. Si el anticuerpo frente al HHV-8 esta presente (reaccién positiva), se
observara una fluorescencia brillante de color verde manzana en el microscopio de
fluorescencia.

Precauciones
Seguridad

e Solamente para uso in vitro.

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

e El kit contiene materiales de origen humano, que se consideran MATERIAL
POTENCIALMENTE BIOPELIGROSO. Los controles se han 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 virus, todos los controles deben tratarse
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como potencialmente infecciosos.

e Algunos reactivos contienen tiomersal, que puede ser toxico si se ingiere.

e Evitar el contacto con el azul de Evans del conjugado de IgG, ya que es un
carcindgeno potencial. Si se produce el contacto con la piel, lavar con agua
abundante.

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

e Desechar todas las muestras clinicos 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 biopeligrosos.

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

e Durante la manipulacion de las muestras, usar prendas protectoras, guantes
desechables de latex y protecciébn para los ojos. Una vez finalizadas las
manipulaciones, lavarse concienzudamente las manos.

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

Procedimiento

Kit de prueba IFA: SOLO PARA USO EN INVESTIGACION EN LOS EE.UU.

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

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

e No use muestras o reactivos contaminados.

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

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

¢ La solucién de lavado precisa agua de alta calidad, destilada o desionizada. El
uso de agua de mala calidad o contaminada podria ocasionar interferencias de
fondo. Cerciorarse de mezclar concienzudamente la solucién de lavado.

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

e No extraer los portas de su bolsa protectora hasta estar listo para su uso. Al
dejar equilibrar los portas a temperatura ambiente antes de abrir la bolsa se
protege el contenido de la humedad.

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

e Evitar la contaminacion cruzada al tefiir maltiples muestras marcando el espacio
entre los pocillos con un l4piz de cera.

e La aplicacion de una cantidad excesiva de medio de montaje ocasiona una
fluorescencia borrosa.

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

e Debe tenerse cuidado de no contaminar los componentes y usar siempre puntas
de pipeta nuevas para cada muestra y cada componente.
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No arafiar el pocillo con la punta de la pipeta o el goteador.
Antes de iniciar el ensayo, deberd establecerse un plan de identificacion y
distribucion.

Componentes del Kit:

Materiales suministrados

1.

Portaobjetos con antigeno HHV-8:
SLIDE

6 x 10 portas de linfocitos humanos con expresion de antigenos liticos frente a
HHV-8 en cada pocillo de vidrio. Los portas estan listos para usar una vez fuera
de su bolsa protectora.

Control positivo de IgG frente a HHV-8*:

| CONTROL [+ [1gG |

1 x 500pI de control positivo de anticuerpo IgG humano frente a HHV-8. Contiene
azida sadica.Listo para su uso.

Control negativo*:

| CONTROL |- |IgG |

1 x 500ul de control negativo de anticuerpo IgG humano frente a HHV-8.
Contiene azida sodica.Listo para su uso.

Conjugado FITC anti-lgG humana*:

| CONJ | 1gG |

1 x 1,8ml de anti-lgG humana (cadena ligera y pesada) inactivado de cabra,
conjugado con fluoresceina con contratincion de azul de Evans y rodamina.
Contiene azida sddica.Listo para su uso.

Medio de montaje:
1 x 2ml de tamp0dn tris-glicerol. Contiene tiomersal (0,01%).
Listo para su uso.

Tampoén de lavado concentrado (PBS):

|[BUF  |WASH [CONC |

3 x sobres. Cada uno de los sobres aluminizados sellados de tampén en polvo
es suficiente para preparar un litro de soluciéon tampén de lavado 1x.

Secantes para los portaobjetos:

Los secantes cuentan con orificios para secar el circulo de cera de los portas.

Instrucciones de uso:
r hl

A

L J

*Potencialmente biopeligroso
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Otros materiales requeridos no suministrados

Agua destilada o desionizada de alta calidad.

Pipetas y puntas desechables de precision de 20ul,100ul y 2004l.

Equipo para la recogida de suero.

Cronémetro.

Botellas y bandeja de lavado.

Tubos de ensayo, soportes, pipetas, placas de microtitulacion y material de
pipeteo de seguridad para hacer diluciones de las muestras.

Estufa a 37°C.

Céamara humeda para incubar los portaobjetos

Soporte para los portaobjetos y cubeta de tincién para el lavado de los portas.
Cubiertas de vidrio: 22 x 50mm; grosor n°.1.

Microscopio de fluorescencia: Para calibrar los controles y el conjugado se utilizé
un microscopio equipado como sigue.

Lente ocular de 10 aumentos.

Objetivos de 16 o 40 aumentos.

lluminador con lampara halégena de 50W.

Filtro de excitacion FITC KP490.

Filtro de absorcién amarillo K530.

Filtro de supresién rojo BG38.

La fluoresceina tiene un pico de excitacion a 490nm y un pico de emisién a 520nm.
El tipo y estado del equipo de fluorescencia que se utiliza en cada laboratorio
pueden explicar las diferencias en la reactividad e intensidad de fluorescencia
finales.

Conservacion y estabilidad

El kit es estable hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del envase
exterior, siempre que se conserve entre 2 y 8°C. Nota: Los secantes pueden
conservarse entre 2 'y 25°C.

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 tampdn de lavado reconstituido es estable durante cuatro semanas cuando se
conserva entre 2 'y 8°C.

Recogida y conservacion de muestras

Se obtendran muestras usando técnicas de laboratorio asépticas. Las muestras
pueden conservarse durante una semana como maximo a temperaturas entre 2
y 8°C y durante periodos mas prolongados si se conservan a -20°C. Evitar la
congelacion y descongelacion repetida de las muestras.

Las muestras pareadas recogidas a lo largo de un periodo de tiempo para
demostrar una seroconversiéon o un aumento significativo del titulo, se deberan
extraer con un intervalo de 7 a 14 dias y se conservaran a -20°C. Estas muestras
se analizaran simultdneamente.
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Preparacion de muestras y reactivos

Preparacion de los reactivos

Tampon de lavado: Afadir el contenido completo de un paquete de PBS a un litro de
agua destilada o desionizada recién preparada. Conservar en un recipiente cerrado
limpio, entre 2 y 8°C durante cuatro semanas como maximo. Nota: La adicion de las
sales mientras se agita el agua facilitara la disolucion.

Todos los demas reactivos se suministran listos para su uso, a la concentracion de
trabajo.

Preparacion de las muestras

Prueba cualitativa: Diluir la muestra en tampon de lavado en una relaciéon de 1:64.
Preparar todas las diluciones en un volumen minimo de 0,10ml de tampdén de
lavado.

Prueba cuantitativa: El "titulo" de la muestra puede determinarse mediante la
preparacion de diluciones dobles en serie de la muestra en solucién de lavado,
comenzando con una dilucion 1:64, y afiadiendo voliumenes iguales de muestra
diluida y tampon de lavado para cada dilucién consecutiva hasta que se logre un
grado de fluorescencia "+1" (ver el apartado Interpretacion de los resultados).

Procedimiento del ensayo

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

1. Preparacion de los portaobjetos

Extraer la cantidad de portas necesarios de su bolsa protectora y marcar el
espacio entre los pocillos con un lapiz de cera para evitar la contaminacion
cruzada. Dispensar una gota (aprox. 20ul) de cada muestra diluida y una gota
(aproximadamente 20ul) de los controles positivo y negativo listos para su uso, y
una gota de solucién de lavado a los pocillos numerados.

Nota: Afadir suficiente volumen para cubrir completamente cada pocillo, pero
evitar que se mezclen los contenidos de pocillos adyacentes.

2. Incubacion de las muestras
Incubar los portaobjetos en una camara humeda durante 30 minutos entre
35y 39°C.

3. Lavar el portaobjetos
Lavar los portaobjetos por el lateral con un chorro fino de solucion de lavado,
usando una botella de lavado. Evitar dirigir el chorro a los pocillos. Colocar los
portaobjetos en una cubeta de lavado con solucibn de lavado durante 10
minutos a temperatura ambiente (20 - 25°C) cambiando la solucién al cabo de 5
minutos y agitando suavemente. Secar el circulo de cera que rodea los pocillos
con los secantes suministrados.

4. Incubacién con el conjugado
Aplicar una gota (aproximadamente 20ul) del conjugado listo para su uso a cada
pocillo de ensayo. Incubar los portaobjetos en una cAmara himeda durante
30 minutos a entre 35y 39°C.
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5. Lavar el portaobjetos
Repetir el paso 3.

6. Aplicar el medio de montaje
Aplicar una pequefia gota del medio de montaje al centro de cada pocillo y
colocar encima un cubreobjetos.

7. Examinar el portaobjetos
Examinar con un microscopio de fluorescencia de entre 200 y 500 aumentos.
Para obtener los mejores resultados, examinar los portas inmediatamente
después de terminar la prueba (para obtener resultados equivalentes, sellar los
portas o mantenerlos humedecidos para minimizar la deshidratacion del medio
de montaje. Conservar en la oscuridad entre 2 y 8°C. Leer antes de
transcurridos tres dias).

8. Gradacion
Una reaccion positiva puede dar una intensidad de fluorescencia de muy
brillante a débil. Graduar la reaccion de fluorescencia de acuerdo con la
siguiente escala de intensidad: +4 (brillante), +3 (luminosa), +2 (moderada), +1
(débil).

Interpretacién de los resultados
Reaccién negativa

Se considerara que una muestra es negativa para anticuerpos IgG frente a HHV-8 si
no existe fluorescencia tras la tincién de las células infectadas.

Reaccion positiva

e Con el antigeno litico, la célula completa, tanto el citoplasma como el nucleo,
seran fluorescentes.

e La muestra podra considerarse IgG anti-HHV8 positiva si las células presentan
tincion fluorescente en una dilucién > 1:64 y el patrén de tincion es similar al del
control positivo. Las células de color verde apagado que no presenten una
apariencia similar a la del control positivo se consideraran negativas.

+4 = Fluorescencia verde brillante que indica una respuesta a un titulo muy
elevado de anticuerpos IgG frente a HHV-8.

+3 = Fluorescencia verde luminosa que indica una respuesta a un titulo elevado
de anticuerpos IgG frente a HHV-8.

+2 = Fluorescencia verde que indica una respuesta a un titulo medio de
anticuerpos IgG frente a HHV-8.

+1 = Fluorescencia verde apagada que indica una respuesta a un titulo débil de
anticuerpos IgG frente a HHV-8. Esto indica también la dilucién final o "titulo” de
la muestra.

e La titulacion de las muestras IgG anti-HHV-8 positivas proporciona informacion
cuantitativa. En una serie de titulacion, la dilucibn mas elevada del suero que
muestre una reaccion 1+ se considera la dilucion final.

e Para proporcionar un control interno, cada pocillo del porta contiene células
infectadas y no infectadas por HHV-8 Este tipo de preparacion del portaobjetos
es intencional. Las células no infectadas, tefiidas de rojo por la contratincion,
proporcionan un fondo de contraste.
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Significado de la interpretacion

No hay fluorescencia de células La muestra es negativa para anticuerpos IgG
infectadas en la dilucion de cribaje. del HHV-8.
Células verdes al azar, sin La muestra es negativa para anticuerpos IgG
fluorescencia discernible de las del HHV-8.

células infectadas.

Células infectadas cuya reaccion no La muestra no es reactiva y se considera
se considera como minimo +1. negativa para anticuerpos IgG del HHV-8.

Se encuentra fluorescencia positiva La muestra es positiva, indicando infeccion
especifica de células infectadas a la previa por HHV-8. La seroconversién o un

dilucién de cribaje o a diluciones mas | incremento del cuadruple o superior en el titulo

elevadas. de anticuerpos IgG en las muestras de suero
pareadas indican una infeccion reciente por
HHV-8.

Fluorescencia en células infectadas y | La muestra presenta una reaccion no

no infectadas. especifica.

Criterios de control de calidad

Cada ensayo debe incluir el control positivo, el control negativo y un pocillo de
blanco que contenga exclusivamente solucion de lavado. Los resultados de un
ensayo se consideran positivos si se cumplen los criterios siguientes:

1. El control IgG HHV-8 positivo suministrado con el kit presenta una fluorescencia
con una intensidad de > +2.

2. El control IgG HHV-8 negativo suministrado con el kit no presenta fluorescencia
visible.

3. El pocillo que contiene exclusivamente solucion de lavado no presenta
fluorescencia visible.

Nota: El pocillo que contiene solucién de lavado actila como control del conjugado,
para cerciorarse de que el conjugado no reacciona con las células.

Si estos criterios no se cumplen, el ensayo se considerard invalido y debera
repetirse.

Valores esperados

Seroprevalencia

La prevalencia de la enfermedad se determina habitualmente después de un analisis
amplio de los niveles de anticuerpos en una poblacion dada, segun su edad, sexo,
area geografica y situacion socioeconémica.

La seroprevalencia del HHV-8 entre donantes de sangre varia entre el 5y el 10% en

los EE.UU. y el norte de Europa®, entre el 10 y el 35% en ltalia y los paises
mediterraneos®, y sobrepasa el 50% en muchas poblaciones africanas®.
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Limitaciones de uso

e Las pruebas serologicas, como la IFA, sirven como complemento a la deteccion
de la infeccién viral, pero no se utilizardn como unico criterio. Los resultados de
la prueba deben compararse con el perfil clinico y epidemioldgico del paciente, y
con los resultados de otras pruebas de laboratorio.

¢ Un Unico resultado positivo frente a anticuerpos de IgG de HHV-8 es significativo
Unicamente porque es indicativo de contacto o infeccién previos con el virus. Un
Unico resultado resulta util para fines epidemiologicos. Sin embargo, no debe
considerarse indicativo de infeccibn presente o reciente con el virus. Para
determinar una infeccién activa o reciente, se procedera al andlisis simultadneo de
muestras apareadas de plasma o suero tomadas con entre 7 y 14 dias de
diferencia. Un incremento del cuadruple o superior de la titulacién entre la
primera y la segunda muestra sera indicativo de una infeccién presente o
reciente.

e En el estudio realizado por Biotrin, se observaron reacciones positivas no
especificas en muestras de pacientes con ciertas enfermedades autoinmunes,
como anticuerpo antinuclear (ANA). Tanto las células infectadas como las no
infectadas presentaran fluorescencia, enmascarando una posible reaccion
positiva frente a HHV-8. Por lo tanto, la observacion de una reaccién autoinmune
no puede eliminar la posibilidad de una infeccién por HHV-8. En la prueba del
anticuerpo litico, existe la posibilidad de que una reaccidn positiva frente a ANA
se confunda con una reaccién positiva frente a anticuerpo litico. La comparacion
de las lecturas de una muestra con ANA con la reaccién del control positivo
podria ser util para descartar falsos positivos.

Caracteristicas de rendimiento
Sensibilidad y especificidad
Sensibilidad para el diagnéstico

Para estudiar la sensibilidad de la prueba frente a los anticuerpos IgG del HHV-8, se
tomaron 33 muestras de un conjunto de muestras positivas y se analizaron con IFA
para IgG del HHV-8 de Biotrin. Las 33 muestras resultaron positivas, indicando una
sensibilidad del 100%. El conjunto de muestras positivas se verificé con otro ensayo
disponible comercialmente.

% Sensibilidad = Positivos auténticos/(Positivos auténticos + Falsos negativos +
Dudosos) x 100 :

33/(33+0+0)x 100 =100%

Sensibilidad = 100%
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Especificidad del diagnostico

La especificidad del IFA para IgG del HHV-8 de Biotrin se evalué analizando 122
muestras negativas. La negatividad de estas pruebas se verific6 mediante el IFA
para IgG del HHV-8 de Biotrin y otros dos ensayos comercialmente disponibles
usando la regla dos de tres. De las 122 muestras, 114 resultaron negativas y 8
positivas. Se obtuvo una especificidad del 94% basandose en la siguiente ecuacion:

% especificidad = Negativos auténticos/( Negativos auténticos + Falsos positivos +
Dudosos) x 100 :

114/ (114 + 8 + 0) x 100 = 94%

Especificidad = 94%

Reactividad cruzada

Para establecer la especificidad del IFA para IgG del HHV-8 de Biotrin se analizaron
42 muestras de suero. La tabla siguiente presenta un resumen de las muestras
usadas, procedentes de pacientes con las enfermedades que se detallan a
continuacion:

Tabla 1
Virus IFA para IgG del HHV-8 de
Biotrin

Lyme 0/3
Virus linfotropico de células T humanas 0/2
(HTLV)

Anticuerpo antinuclear (ANA)" 3/3
lgG HHV-6 0/3
VIH-1 0/9
Hep C 0/2
Hep B 0/2
Citomegalovirus (IgG CMV) 0/4
Virus Epstein Barr (EBV) 0/2
Virus herpes simplex (HSV) 0/3
Virus varicela zoster (VZV) 0/2

! Reaccion cruzada (ver el apdo. Limitaciones de uso)
Interferencias (especificidad analitica)

Los estudios de interferencias incluyeron pruebas de hemodlisis, bilirrubina y factor
reumatoide.

Se observé alguna fluorescencia inespecifica. Sin embargo, ésta no interfirié con la
interpretacion de la intensidad de la fluorescencia de los resultados positivos. Se
percibié una contratincién rojo ladrillo en todos los portas tefiidos.
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Reproducibilidad

Reproducibilidad interna del ensayo

Los resultados recogidos a continuacion se obtuvieron al analizar un control de
solucién de lavado y muestras con titulacion de IgG media y elevada, en 20
ocasiones, con tres lotes de produccién diferentes, el mismo dia.

¢

Tabla 2
Controles Lote 1 Lote 2 Lote 3
CP 3+/4+ 3+-4+ 4+
CN 0 0 0
Solucién de lavado 0 0 0
ELEVADA Lote 1 Lote 2 Lote 3
1 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+
2 3+ 3+/4+ 4+
3 3+/4+ 3+ 4+
4 3+ 3+ 4+
5 3+/4+ 3+ 4+
6 3+ 3+ 4+
7 3+ 3+ 4+
8 3+ 3+/4+ 4+
9 3+ 3+ 4+
10 3+ 3+/4+ 3+/4+
11 3+ 3+ 4+
12 3+ 3+/4+ 3+/4+
13 3+ 3+ 4+
14 3+ 3+ 4+
15 3+ 3+ 4+
16 3+ 3+ 4+
17 3+ 3+ 4+
18 3+ 3+/4+ 3+/4+
19 3+ 3+/4+ 4+
20 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+
MEDIA Lote 1 Lote 2 Lote 3
1 2+ 2+ 2+/3+
2 1+/2+ 2+ 2+
3 2+ 2+ 2+/3+
4 2+ 2+ 2+
5 1+/2+ 2+ 2+
6 2+ 2+/3+ 2+
7 2+ 2+ 2+
8 2+ 2+ 2+/3+
9 1+/2+ 2+ 2+/3+
10 2+ 2+ 2+3+
11 2+ 2+ 2+
12 2+ 2+ 2+
13 1+/2+ 2+ 2+
14 1+/2+ 2+ 2+
15 1+ 2+ 2+
16 2+ 2+ 2+3+
17 2+ 2+ 2+
18 1+/2+ 2+ 2+/3+
19 2+ 2+ 2+/3+
20 2+ 2+ 2+
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Reproducibilidad entre ensayos

Los resultados recogidos a continuacion se obtuvieron al analizar los controles del
kit, un control de tampoén de lavado y muestras de suero con titulacion de 1IgG media
y elevada, con tres lotes de produccion, en diez dias diferentes.

Tabla 3.
Lote 1
Muestras Ensayo | Ensayo | Ensayo | Ensayo | Ensayo | Ensayo | Ensayo | Ensayo | Ensayo | Ensayo
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
CP 3+/4+ 3+ 3+/4+ 3+ 3+ 3+ 3+/4+ 3+/4+ 4+ 3+4+
CN 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Solucién de 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
lavado
Elevada 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
Elevada 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+ 4+ 3+/4+
Media 1+/2+ 2+ 2+ 1+/2+ 1+/2+ 1+/2+ 2+ 1+ 1+/2+ 1+
Media 1+ 1+ 1+/2+ 1+ 1+ 1+/2+ 2+ 1+ 2+ 1+
CP 1:256* 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+
Negativa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Negativa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tabla 3b
Lote 2
Muestras Ensayo | Ensayo | Ensayo | Ensayo | Ensayo | Ensayo Ensayo Ensayo | Ensayo | Ensayo
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
cp 4+ 3+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+ 3+ 3+ 3+/4+
CN 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Solucién de 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
lavado
Elevada 3+/4+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
Elevada 4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+
Media 2+ 2+ 1+/2+ 2+ 2+ 1+/2+ 1+/2+ 1+/2+ 1+/2+ 2+
Media 1+ 1+ 1+ 1+/2+ 1+ 1+/2+ 1+ 1+ 1+/2+ 1+/2+
PC 1:256* 1+/2+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+/2+
Negativa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Negativa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tabla 3c
Lote 3
Muestras Ensayo | Ensayo | Ensayo | Ensayo | Ensayo | Ensayo | Ensayo | Ensayo | Ensayo | Ensayo
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
PC 3+ 3+ 3+/4+ 4+ 3+/4+ 4+ 3+/4+ 3+/4+ 4+ 3+
NC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Solucién de 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
lavado
Elevado 3+ 3+ 3+ 4+ 2+/3+ 3+ 2+/3+ 3+ 3+ 2+/3+
Elevado 4+ 3+/4+ 3+/4+ 4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+
Medio 1+ 1+ 1+/2+ 2+/3+ 1+/2+ 1+/2+ 2+ 1+/2+ 2+ 1+
Medio 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+/2+ 1+ 1+
PC 1:256* 2+ 1+/2+ 1+/2+ 2+ 2+ 1+/2+ 1+ 2+ 2+ 1+
Negativo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Negativo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

* Se incluy6 un titulo del control positivo con una dilucion 1:256 en tampoén de

lavado.
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Resumen del procedimiento IFA para lgG del HHV-8

Nota importante:
Leer en su totalidad las instrucciones de uso del producto antes de comenzar
el ensayo. Este resumen se suministra Unicamente a titulo informativo

Prueba cualitativa: Diluir la muestra del paciente 1:64 con tampoén de lavado.
Titulacién cuantitativa: Comenzar con una dilucion 1:64 de la muestra en tampén de
lavado; a continuacion, afiadir volumenes iguales de muestra diluida y solucién de
lavado por cada dilucién consecutiva.

v

Anadir~20ul de control positivo al pocillo n°1 del porta
Anadir~20ul de control negativo al pocillo n°2 del porta
Afadir ~20pul de solucion de lavado al pocillo n°3 del porta
Afadir ~20ul de muestra diluida a los pocillos restantes (una muestra por pocillo)
v
Incubar el porta a 35-39°C durante 30 minutos.
v
Lavar el porta con tamp6n de lavado.
v
Afadir ~20ul (una gota) de conjugado a cada pocillo
v
Incubar el porta a 35-39°C durante 30 minutos.
v
Lavar el porta con tamp6n de lavado.
v
Colocar 10ul de medio de montaje en cada pocillo y afiadir el cubreobjetos

v

Examinar el porta con un microscopio de fluorescencia
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Interpretaciéon de los simbolos

Material para diagndéstico médico in vitro IVD

Lote LOT

Referencia de catalogo

Limitacién de temperatura

Fecha de caducidad

Fabricante

Nocivo si se ingiere. En contacto con
acidos libera gases muy téxicos

1

Instrucciones de uso

B XK X e

L
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Otros productos Biotrin

Biotrin International ofrece una gama Unica de ensayos para herpesvirus humano
adecuados para la realizacion de pruebas diagndsticas de laboratorio de rutina.

Cat #: Description No of tests
V3HHV6 Human Herpesvirus-6 IgG IFA 4x10 well slides
V17HHV6 Human Herpesvirus-6 IgM IFA 4x10 well slides
V15HHV6 Human Herpesvirus-6 1gG EIA 96 well plate EIA
V18HHV8 Human Herpesvirus-8 IgG IFA 6 x10 well slides
V19HHVS Human Herpesvirus-8 IgG EIA 96 well plate 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

A
Biotrin

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