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1. Area de aplicacion

Para el diagnéstico in vitro. Los tests RIDASCREEN® HSV 1+2 son enzimoinmunoensayos
(EIA) para la identificacion semicuantitativa de anticuerpos IgG o IgM contra los virus Herpes
simplex tipos 1y 2 (HSV 1, HSV 2) en suero humano. Los tests estan basados en un antigeno
completo y se emplean para el cribado de anticuerpos contra el HSV.

2. Resumen y explicacion del test

Después de una infeccion con el HSV el sistema inmune reacciona con la produccion de
anticuerpos especificos contra el agente patégeno. Estos agentes se pueden detectar en el
suero con ayuda de procedimientos inmunoldgicos. Para el valor informativo del test es
importante, ademas de la seleccion del antigeno especifico contra el agente patdégeno, también
el método de analisis empleado. En base a la posibilidad de diferenciacion de las distintas
clases de inmunoglobulinas en el enzimoinmunoensayo, en comparaciéon con otros métodos
serologicos (por ej. IHI o KBR), se pueden obtener con este test informaciones exactas sobre el
estatus inmunolégico de un paciente.

3. Fundamento del test

Los antigenos purificados se encuentran unidos a la microplaca de titulacion. Los anticuerpos
presentes en muestras de suero de los pacientes se enlazan a los antigenos y son detectados
en un segundo paso mediante un anticuerpo antihumano marcado con una enzima
(conjugado). La enzima convierte el sustrato incoloro (H.O,/TMB) en un producto final azul. La
reaccion enzimatica se termina mediante la adicion de acido sulfdrico. Asi ocurre también de
forma simultanea un cambio de color del azul al amarillo. Acto seguido se realiza la
determinacion en un fotometro a 450 nm (longitud de onda de referencia = 620 nm).
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4. Contenido del envase

Tabla 1: Contenido del envase (Los reactivos de un envase alcanzan para 96 determinaciones)

K5021 | K5031
IgG IgM
96 | Microplaca de titulacion; X X
determ. | 12 tiras de microtitulacion (separables) en marco de soporte;
recubiertas con antigeno completo de HSV
SeroPP 110 ml | Buffer de muestras, listo para el uso; X X
solucion de NaCl tamponada con buffer de fosfato, tefiida de
amarillo;
contiene Timerosal al 0,01% y Tween 20 al 0,05%
100 ml | Buffer de lavado, concentrado 10 veces; X X
solucion de NaCl tamponada con buffer de Tris,
contiene Bronidox-L al 0,2% y Tween 20 al 0,5%
Control IgG 2,5ml | Estdndar de control IgG, listo para el uso; X
tapa verde suero humano diluido, tefiido de verde;
contiene Timerosal al 0,01% y Tween 20 al 0,05%
Control IgM 2,5ml | Estadndar de control IgM, listo para el uso; X
tapa roja suero humano diluido, tefiido de rojo;
contiene Timerosal al 0,01% y Tween 20 al 0,05%
Control IgG | - 1,2 ml | Control negativo IgG, listo para el uso; X
tapa incolora suero hum_ano diluido;
pal contiene Timerosal al 0,01% y Tween 20 al 0,05%
Control IgM | - 1,2 ml | Control negativo IgM, listo para el uso; X
tapa incolora suero hum_ano diluido;
pal contiene Timerosal al 0,01% y Tween 20 al 0,05%
Control IgG | A 1,2ml | Control A IgG, listo para el uso; X
q suero humano diluido;
tapa verde contiene Timerosal al 0,01 % y Tween 20 al 0,05%
Control IgG [ B 1,2ml | Control B IgG, listo para el uso; X
q suero humano diluido;
tapa verde contiene Timerosal al 0,01 % y Tween 20 al 0,05%
Control IgM | A 1,2ml | Control A IgM, listo para el uso; X
¢ . suero humano diluido;
aparoja contiene Timerosal al 0,01 % y Tween 20 al 0,05%
Control IgM | B 1,2ml | Control B IgM, listo para el uso; X
¢ . suero humano diluido;
aparoja contiene Timerosal al 0,01 % y Tween 20 al 0,05%
SeroG LD 12 ml | Conjugado antihumano IgG (cabra), listo para el uso; X
tapa verde Anticuerpos conjugados con peroxidasa, en solucion
estabilizada de proteina;
contiene 10 ppm de Proclin, Metilisotiazolona al 0,01%,
y Bromonitrodioxano al 0,01%
SeroM LD 12 ml | Conjugado antihumano IgM (cabra), listo para el uso; X
tapa roja Anticuerpos conjugados con peroxidasa, en solucion
estabilizada de proteina;
contiene 10 ppm de Proclin, Metilisotiazolona al 0,01%,
y Bromonitrodioxano al 0,01%
SeroSC 12 ml | Sustrato X X
H,O,/Tetrametilbenzidina,; listo para el uso
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12 ml | Reactivo de parada X X
1 N de &cido sulfurico, listo para el uso

5. Reactivos y su almacenamiento

Este Kit, almacenado a una temperatura entre 2°y 8 °C, puede ser utilizado hasta la fecha de
caducidad indicada en la etiqueta. : El buffer de lavado diluido se puede conservar 4 semanas
si se mantiene a 2 — 8 C, 0 una semana a temperatu ra ambiente (20 — 25 C). Después de la
fecha de caducidad no se asume ninguna garantia de calidad.

La bolsa de aluminio donde viene la microplaca se debe abrir de manera que el cierre a presion
no sea eliminado. Las tiras de microtitulacion no usadas se deben guardar de inmediato en la
bolsa de aluminio cerrada y a temperaturas de 2 - 8 C.

Se debe evitar la contaminacién de los reactivos al igual que la incidencia directa de luz sobre
el sustrato incoloro.

6. Reactivos adicionales necesarios — accesorios re  queridos
6.1. Reactivos

— Agua destilada o desionizada

6.2. Accesorios

— Estufa a 37°C

— Tubos de muestra

— Agitador Vortex

- Micropipetas para volimenes de 10 - 100 ply 100 - 1000 pl

— Probeta (1000 ml)

- CronGmetro

— Instrumento de lavado para las microplacas de titulacion o pipeta multicanal

- Fotémetro para microplacas de titulacion (450 nm, filtro de referencia = 620 nm)
— Papel de filtro (pafios de laboratorio)

- Recipiente de desechos con una solucion de hipoclorito al 0,5%

7. Medidas de seguridad

Solo para el diagnéstico in vitro.

Este test debe ser realizado solamente por personal calificado de laboratorio. Se deben
observar las lineas directivas de trabajo para laboratorios médicos. Las instrucciones para el
uso del test deben cumplirse estrictamente.
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No se debe pipetear las muestras o reactivos con la boca, asi como también evitar el contacto
con piel lesionada o mucosas. Durante el trabajo con las muestras deben usarse guantes
desechables y lavar las manos después del test. En los locales donde se trabaje con las
muestras o reactivos de prueba no esta permitido fumar, comer o beber.

Los sueros de control del kit (controles estandar y negativo, control A y control B) fueron
verificados y no contienen anticuerpos VIH ni HCV asi como tampoco HBSAg. No obstante Ud.
debe considerarlos, al igual que las muestras de pacientes y otros materiales con los cuales
entre en contacto, como potencialmente infecciosos y manejarlos en correspondencia con las
regulaciones de seguridad nacionales.

El control estandar y el control negativo, el control A y el control B, asi como el buffer de
muestras contienen Timerosal al 0,01% como agente conservante. Se debe evitar por tanto el
contacto con la piel 0 mucosas.

El buffer de lavado contiene Bronidox-L al 0,2% como agente conservante. Se debe evitar por
tanto el contacto con la piel 0 mucosas.

El H,O, (sustrato) puede provocar efectos causticos sobre la piel. jManejar con cuidado!

El reactivo de parada contiene una solucion 1 N de acido sulfarico jEvitar el contacto con la piel
o ropa! Si se produce contacto con la piel debe enjuagarse con agua.

Todos los materiales y reactivos que entren en contacto con muestras potencialmente
infecciosas se requiere que sean tratados con agentes desinfectantes adecuados o se sometan
a autoclave por lo menos una hora a 121 . ATENCIO N: Para evitar la formacion de gases
venenosos deben neutralizarse los residuos liquidos que contengan reactivo de parada, antes
de echarlos a la solucion de hipoclorito.

8. Recoleccidn y conservacion de las muestras

El test fue desarrollado para el examen de muestras de suero humano. Después de la
extraccion de sangre se debe separar el suero lo antes posible de los coagulos para evitar la
hemolisis. Las muestras se deben guardar en frio o congeladas hasta que se realice el test.
Evite por todos los medios congelar y descongelar el suero varias veces, asi como su
contaminacion microbiana. El empleo de muestras inactivadas por el calor, lipémicas,
hemoliticas, ictéricas o turbias puede conducir a resultados falsos.

Tabla 2: Conservacion de las muestras

Suero sin diluir Suero diluido
2-8<C -20C 2-8<C
1 semana > 1 semana 7 horas
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9. Realizacion del test
9.1. Generalidades

Antes de su uso se deben llevar todos los reactivos y las tiras de microtitulacion a la
temperatura ambiente (20 - 25 ). Las tiras de mic rotitulacién no se deben sacar de la bolsa
de aluminio hasta que no hayan alcanzado la temperatura del ambiente. Los reactivos se
deben mezclar bien inmediatamente antes de su empleo. Después de su uso se debe
conservar inmediatamente el kit de prueba a la misma temperatura de 2 - 8 C.

Se debe extraer solamente tanta cantidad de reactivo como sea necesaria para la realizacion
del test. Las cantidades sobrantes de reactivo no se deben retornar a los frascos, ya que esto
puede provocar una contaminacion.

Las tiras de microtitulacién solo pueden ser utilizadas una vez. Los reactivos y las tiras de
microtitulacion no se deben usar cuando el envase esté dafiado o los recipientes hayan perdido
su hermeticidad.

Algunos de los reactivos contenidos en el kit no son especificos del test. Los reactivos
sefalizados con el prefijo Sero (por ej. se pueden utilizar también en otros tests
RIDASCREEN® Sero EIA.

Los sueros de control son especificos de cada lote. No esta permitido intercambiar o
combinar componentes de kits de distintos lotes.

Los controles A y B de RIDASCREEN ® Sero ELISA se suministran adicionalmente en los kits
RIDASCREEN ® Sero ELISA. Son controles para realizar un control de calidad adicional,
siendo su uso optativo. Contienen suero control humano a distintas concentraciones de
anticuerpo.

9.2. Preparacion del buffer de lavado

Se mezcla 1 parte del buffer de lavado concentrado [SerowP| con 9 partes de agua destilada.
Con este fin se transfieren 100 ml del concentrado a una probeta de 1000 ml y se completa con
agua destilada a 1000 ml. Los cristales que pudieran encontrarse en el buffer concentrado se
deben solubilizar primeramente con calor (bafio Maria a 37 ). El buffer de lavado diluido se
puede conservar 4 semanas si se mantiene a 2 -8 T, o0 cinco dias a temperatura ambiente
(20 — 25 C).
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9.3. Preparacion de las muestras

Las muestras de suero que se analizaran se diluyen 1:100 con el buffer de muestras [SeroPP
antes de comenzar el test.

por ej. 10 ul Suero + 990 pl

Para las determinaciones de IgM se recomienda que antes de realizar el analisis se sometan
las muestras de suero a la absorcién con IgG (por ej. con RIDA® RF-Absorbent, prod.
n°Z0202) y posteriormente ajustar con el buffer de muestras a la dilucién necesaria en el test.

jAtencion!
Los controles estdndar y negativo y los controles A y B estan listos para el uso y no
deben ser diluidos ni absorbidos.

9.4. Primera incubacion

Después de introducir suficiente cantidad de cavidades en el marco de la microplaca se
pipetean respectivamente 100 pl de los sueros diluidos, asi como de los controles, a los
pocillos correspondientes y dejando la posicion Al libre (valor blanco de los reactivos). El
control negativo, (Control IgG | -] o el [Control IgM |-]|, se determina una vez y el control estandar,
(Control IgG | +] 0 el [Control IgM | +|, se determina por duplicado. Afiadir el control A y el control
B una vez. La microplaca se incuba.

30 minutos a 37 € en en una estufa. Cuide que el fondo de las cavidades no tenga contacto
con materiales de buena transferencia calorifica (metal o papel himedo). Se debe cubrir la
microplaca durante la incubacion.

Se utilizan los controles correspondientes (IgG 6 IgM) a la determinacion.

Al Valor blanco de los reactivos
Bl Control negativo

C1 Control estandar

D1 Control estandar

El Control A

F1 Control B

G1,H1 Suero de pacientes 1, 2, etc.

jAtencion!

La microplaca de titulacion no debe colocarse en un a camara de incubacion que esté fria
y sea calentada posteriormente a 37 C. La camara d ebe estar adaptada previamente a
37 C.
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9.5. Lavado

Las cavidades se deben vaciar a un recipiente de desechos con hipoclorito para la
desinfeccidon. Posteriormente se sacude la placa sobre un papel absorbente para eliminar los
restos de humedad. Seguidamente se lava 4 veces con 300 pl de buffer de lavado en cada
caso. Después de cada enjuague se cuida de vaciar completamente la placa sacudiéndola
sobre partes secas y no usadas del papel.

Cuando se usen lavadores automaticos se debe poner atencion al ajuste correcto del
instrumento al tipo de microplaca utilizado. Despué s del ultimo lavado se debe sacudir la
placa cuidadosamente sobre papel absorbente limpio o pafios de laboratorio para
eliminar la humedad residual.

9.6. Segunda incubacion

Adicion de 100 pl de conjugado [SeroG LD 6 [SeroM LD a las cavidades correspondientes
(incluida la Al). A continuacion se incuba la microplaca 30 minutos a 37 € en una estufa
(véase el punto 9.4.).

9.7. Lavado
Lavar 4 veces segun el punto 9.5.
9.8. Tercera incubacion

Afadir 100 ul de sustrato SeroSC| a cada una de las cavidades. A continuacion se incuba la
microplaca durante 30 minutos a 37 € en una camara humeda / incubador. Después se
adicionan 100 pl de reactivo de parada en cada una de las cavidades para detener la
reaccion. Se mezcla cuidadosamente (con ligeros golpes en los bordes de la placa) y se mide
la absorbancia a 450 nm en un fotdbmetro lector de placas (longitud de onda de referencia
> 620 nm). La compensacion del valor cero se hace contra el valor blanco de los reactivos
(posicion Al).

Atencion:

Para eliminar el agua condensada se debe pasar un p afo por el fondo exterior de la
microplaca antes de realizar la medicion.
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10. Control de calidad e Indicios de inestabilidad o deterioro

Como control de calidad se debe incluir en cada test un control estandar (en determinacion
doble) y un control negativo. El test ha transcurrido correctamente, si el valor promedio de la
absorbancia del estandar de control a 450/620 nm se encuentra en el rango de valores que se
plantea en la hoja de datos adjunta. Si los valores de las dos mediciones individuales difieren
del valor promedio en mas de 20 %, se requiere repetir el test. El control negativo debe tener
un valor de absorbancia < 0,3 a 450/620 nm.

Los controles A y B de RIDASCREEN® Sero ELISA son controles adicionales para realizar
control de calidad que pueden emplearse opcionalmente.

Los valores diana estan indicados en el certificado de calidad de lote. Los valores obtenidos
(U/ml, IU/ml o mUI/ml) deberian tomarse como valores de referencia para el aseguramiento de
calidad en laboratorios acreditados.

Una desviacion de los valores requeridos, lo mismo que una turbidez o coloracion azul del
sustrato antes de ser transferidos a las cavidades, puede ser un indicio del vencimiento de los
reactivos.

Si los valores predefinidos no se cumplen, se deben verificar los siguientes puntos antes de
repetir el andlisis:

— Durabilidad de los reactivos empleados

- Funcionamiento correcto de los instrumentos utilizados (por €j. la calibracién)

— Ejecucion correcta del test

— Control visual de los componentes del kit con respecto a contaminaciéon o pérdida de
hermeticidad; una solucion de sustrato azulada no se debe volver a usar.

Si al repetir la determinacion se obtienen nuevamente valores incorrectos Ud. debe dirigirse al
fabricante.

11. Evaluacion e interpretacion

La evaluacion del test puede realizarse en tres formas diferentes:

1. mediante la curva de calibracion adjunta
2. con los valores de la tabla (véase la hoja de datos adjunta)
3. matematicamente por el método de los 4-parametros o con el método o

Antes de la evaluacion se debe restar a todos los v alores de absorbancia medidos el
valor blanco de los reactivos.
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11.1. Evaluacion mediante la curva de calibracion

Para realizar la evaluacion mediante la curva de calibracion, es preciso primeramente efectuar
una correccion de las variaciones durante el dia con ayuda del valor promedio del estandar de
control. A partir del valor nominal del estandar de control y del valor medido para el control se
calcula el Factor de Correccion F. Este valor nominal es dependiente del lote y se incluye en la
hoja de datos adjunta.

_ Valor nominal del Estandar de control
~ Valor promedio de la Absorbancia del Estandar de control

F

Los valores de DO medidos para cada muestra se multiplican por el Factor F. Con estos
valores corregidos se efectla entonces la lectura del valor correspondiente U/ml en la curva
estandar.

11.2. Evaluacion mediante la tabla de valores

u/mi Rango de valores del Estandar de control
0,85 - 0,91
- <16,0 <0,26
? 16,0 - 20,0 0,26 - 0,30 e
20,1 - 50,0 0,31 - 0,54
50,1 - 100,0 0,55 - 0,78
+ 100,12 - 200,0 0,79 - 1,04
200,1 - 400,0 1,05 - 1,29
400,1 - 1000,0 1,30 - 1,65 ]
> 1000,0 >1,65

Fig. 1. Ejemplo de una determinacion de IgG
(Extracto de una hoja de datos especifica de un lote)

El valor promedio de la absorbancia del estandar de control define en la tabla de valores cual
columna de rango de valores es la valida para la presente medicién. Dentro de cada columna
se asigna el valor de absorbancia medido para la muestra al rango de absorbancia adecuado y
en la segunda columna, de izquierda a derecha, se hace la lectura del valor de contenido
correspondiente en U/ml.

El valor de absorbancia promedio del estandar de control para una medicion es por ej. 0,86. En
este caso la columna adecuada de la tabla para determinar el resultado es la del rango 0,85
hasta 0,91. Una muestra de un paciente con un valor de absorbancia de 0,65 se encuentra
entonces en un rango de contenido de 50,1 hasta 100,0 Unidades/ml. (Los valores
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mencionados se deben considerar como ejemplo solamente y pueden variar con respecto a los
valores de la hoja de datos especifica.)

La evaluacion de los resultados encontrados - positivo (+), negativo (-) 6 valores limite (?) - se
deben extraer de la primera columna de la tabla de valores.

11.3. Evaluacion matematica

Los valores necesarios para la evaluacion matematica por el método de los 4-parametros o con
el método a estan contenidos en la hoja de datos adjunta.

11.4. Resultado del test

Tabla 3: Evaluacion de las Unidades encontradas

19G IgM
negativo <16 U/ml <16 U/ml
valores limite 16 -20 U/ml 16 -20 U/ml
positivo > 20 U/ml > 20 U/ml

12. Limitaciones del método

Los tests RIDASCREEN® HSV 1+2 EIA reaccionan con anticuerpos dirigidos especificamente
contra los virus Herpes simplex tipos 1 y 2. No es posible a partir de este test deducir una
relacion entre la magnitud de un valor de absorbancia obtenido y la manifestacién o gravedad
de sintomas clinicos. Los resultados obtenidos siempre deben interpretarse de conjunto con el
cuadro clinico.

Un resultado negativo no excluye una posible infeccién con el HSV. En un punto prematuro de
la infeccion la formacion de anticuerpos puede aun ser tan baja que el examen tenga un
resultado negativo. Si existe la sospecha clinica de una infeccidn, se debe repetir el test con un
nuevo suero después de transcurridas dos a cuatro semanas .

En general siempre en los examenes seroldgicos se deben analizar dos sueros sucesivos de
pacientes para perfeccionar los resultados diagnésticos. El curso que ha seguido el contenido
encontrado en los analisis es importante para la interpretacion del resultado.

La diferenciacion entre los tipos 1 y 2, a nivel de anticuerpos, solamente es posible lograrla con
un ELISA basado en glicoproteina G como antigeno (RIDASCREEN® HSV 1 IgG, prod.
n° K5121 o el RIDASCREEN ® HSV 2 IgG, prod. n°K5221).
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Un resultado positivo de IgM indica una infeccion primaria. Sin embargo en casos de recidivas
severas puede ocurrir una nueva formaciéon de anticuerpos IgM.

Un resultado positivo no excluye la presencia de otros agentes infecciosos como causa de una
enfermedad.

13. Caracteristicas de rendimiento

Tabla 4: Varianza inter-ensayos (n=5)

Varianza inter-ensayos 1aG IaM
DO Coeficiente de DO Coeficiente de
variabilidad variabilidad

Suero 1 0,068 10,8 % 0,166 3,1 %
Suero 2 0,556 8,3 % 0,672 55 %
Suero 3 1,564 4,3 % 1,844 4,7 %
Tabla 5: Varianza intra-ensayos (n=24)

Varianza intra-ensayos 1aG IgM

DO Coeficiente de DO Coeficiente de

variabilidad variabilidad
Suero 1 0,075 9,4 % 0,135 9,9 %
Suero 2 0,582 7,7 % 0,539 7,1 %
Suero 3 1,618 3,9 % 1,514 4,7 %
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Tabla 6: Sensibilidad y especificidad en comparacion con otros dos ELISA comerciales

IgG IgM
Sensibilidad 97,8 % 100,0 %
Especificidad 100,0 % 96,9 %

Tabla 7: Resultados del analisis de 212 sueros de donantes de sangre procedentes de un
centro de donacion de Alemania

212 sueros de donantes IgG IgM
de sangre

negativo 19,8 % 88,2 %
valores limite 1,4 % 7,5 %
positivo 78,8 % 4,2 %
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