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1. USO PROPUESTO

Inmunoensayo enzimatico para la determinacién cualitativa o cuantitativa de anticuerpos IgG contra el
antigeno de la capside viral (VCA) del virus de Epstein-Barr (EBV) en suero y plasma humano.

2. IMPLICACIONES CLINICAS

La mononucleosis infecciosa es una enfermedad linfoproliferativa, coman en nifios y adultos jovenes, y es
causada por el virus de Epstein-Barr (EBV). El EBV es uno de los virus del herpes 4 (gamma).
Las caracteristicas clinicas mas comunes incluyen:

1. fiebre, dolor de garganta y linfadenopatia

2. una linfocitosis absoluta asociada superior al 50%, que contiene al menos 10% de linfocitos atipicos en
la sangre periférica

3. desarrollo de respuestas de anticuerpos persistentes y heterofilos transitorios contra el EBV

4. pruebas de funcionamiento anormal del higado

4% de los adultos jovenes infectados presentan ictericia y 50% tienen esplenomegalia. Ademas, el EBV
esta relacionado con el carcinoma nasofaringeo, el linfoma de Burkitt y la enfermedad de Hodgkin.

Un sindrome similar de mononucleosis infecciosa puede ser causado por el citomegalovirus, la
toxoplasmosis y otra infeccion viral; el diagnéstico diferencial depende de los resultados de laboratorio, en
los que s6lo el EBV estimula la produccidn de los anticuerpos heterdfilos.

El EBV esta presente en la saliva de los pacientes que padecen mononucleosis infecciosa aguda, y la
eliminacién del virus de la orofaringe, que persiste por varios meses después del desencadenamiento de la
enfermedad, es una de las principales formas de transmision del virus. Las personas infectadas tienen el
virus de Epstein-Barr durante toda la vida, pero, en general, no presentan sintomas. En paises en
desarrollo, practicamente toda la poblacién esta infectada; en los paises occidentales, la prevalencia es de
aproximadamente 80 — 90%. La transmisién, probablemente de la madre, sucede en los primeros afos de
vida del nifio, principalmente a través de la saliva.

Para el diagnéstico, es de gran importancia la deteccion de un aumento en la cantidad relativa y absoluta
del numero de linfocitos y linfocitos atipicos. Durante el curso de la enfermedad, entre el 50% y 60% de los
leucocitos en la sangre periférica pueden ser células linfaticas, de las cuales, normalmente el 10% son
linfocitos atipicos. Ademas, se controlan las pruebas de funcionamiento anormal del higado y los valores
altos de anticuerpos heterdfilos.

Los andlisis serolégicos, como ELISA, son muy utiles para la deteccién de los anticuerpos anti-EBV,
especialmente no estan presentes los anticuerpos heteréfilos. Las diferentes etapas de una infeccién por
EBV (aguda, reactivada, pasada) estan caracterizadas por la aparicion de diferentes anticuerpos (IgA, 1gG,
IgM) frente a diferentes antigenos virales (antigeno de la capside del virus = VCA, antigeno temprano = EA
y antigeno nuclear del virus de Epstein-Barr = EBNA).

Los seis parametros producidos por IBL (VCA IgA / 1gG / IgM, EA IgA / IgG y EBNA IgG) permiten detectar
y diferenciar todas las etapas de una infeccién por EBV. Una seleccidon bien dirigida de antigenos para
ELISA EBV IBL tiene como resultado una extraordinaria sensibilidad y especificidad para el diagnéstico de
enfermedades agudas y para la deteccién de infecciones pasadas.

Los ensayos para la deteccidén de anticuerpos contra EA y EBNA usan antigenos recombinados altamente
especificos: antigeno EA p54 expresado en E. coli y antigeno EBNA-1 p72 expresado en células Sf9; el
VCA gp125 purificado por afinidad a partir de células P3HR1 es responsable de la alta sensibilidad de los
ELISA VCA.

Esta seleccion de antigenos, junto con una determinada regulacién de las caracteristicas de los ensayos
tiene como resultado una clara distincion entre muestras positivas y negativas, es decir, una pequena zona
gris.

La alta sensibilidad del ensayo de VCA IgA y la especificidad del 100% del ELISA EA IgA son de particular
importancia; la combinacion de estos dos ensayos permite la deteccion correcta de infecciones reactivadas
con una confiabilidad extremadamente alta.

El principio de p-captura aplicado al ensayo de VCA IgM tiene como resultado una mas alta especificidad,
en comparacion con los ELISA IgM que siguen el principio del “sandwich”, es decir, se reducen los
resultados positivos.

En el capitulo PRUEBAS FUNCIONALES, se brinda informacion acerca de las combinaciones de
anticuerpos tipicas para las diferentes etapas de una infeccion.
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3. PRINCIPIO DEL ENSAYO

Analisis de inmunoabsorcion enzimatica (ELISA) de fase solida basado en el principio del “sandwich”.

El antigeno de la capside viral de EBV (VCA gp 125 purificado por afinidad a partir de las células P3HR1)
esta unido a la superficie de las tiras de microvaloracion. Se pasa suero diluido del paciente o calibradores
y controles listos para usar con una pipeta a los pocillos de la placa de microvaloraciéon. Durante la primera
incubacién, se produce una unioén entre los anticuerpos IgG de las muestras y el antigeno inmovilizado.

En la segunda incubacién, se agrega un conjugado de peroxidasa IgG antihumano listo para usar y éste se
une a anticuerpos IgG capturados en los pocillos de microvaloracion.

A continuacion, se agrega el sustrato (TMB) con una pipeta, lo que induce el desarrollo de un coloracion
azul en los pocillos. El revelado del color se termina con el agregado de una solucién de detencion, que
hace que el cambio de color sea del azul al amarillo. La coloracién resultante se mide por medio del
espectrofotémetro a una longitud de onda de 450 nm. La concentracién de anticuerpos IgG es directamente
proporcional a la intensidad del color.

4. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

1. Solo para uso en diagndstico in-vitro. S6lo para uso profesional.

2. Antes de comenzar el ensayo lea las instrucciones completa y cuidadosamente. Use la version valida
del prospecto que se ofrece con el juego de reactivos. Asegurese de entenderlo todo.

3. En caso de dafio severo del estuche del juego de reactivos, contacte por favor a IBL 0 a su
suministrador en forma escrita antes de transcurrida una semana de la recepcién. No utilice los
componentes dafnados en los ensayos pero guardelos en forma segura para la reclamacion.

4. Tome en cuenta el numero de lote y la fecha de caducidad. No mezcle reactivos de diferentes lotes. No
use reactivos vencidos.

5. Cumpla con las buenas practicas de laboratorio y las pautas de seguridad. Use bata de laboratorio,
guantes de latex desechables y gafas de proteccion cuando sea necesario.

6. Los reactivos de este juego que contienen materiales peligrosos pueden causar irritacion ocular y
cutanea. Vea MATERIAL SUMINISTRADO vy las etiquetas para los detalles. Las Hojas de Datos de
Seguridad de los materiales para este producto estan disponibles en la pagina de internet de IBL o
mediante solicitud directa a IBL.

7. Los reactivos quimicos y los reactivos preparados o usados deben ser tratados como desechos
peligrosos de acuerdo con las regulaciones nacionales sobre bioseguridad y pautas de seguridad.

8. Evite el contacto con la solucion de Paro. Puede causar irritaciones y quemaduras en la piel.

9. Todos los reactivos de este juego que contienen suero o plasma humano han sido ensayados y
encontrados negativos para anti-HIV I/ll, HBsAg and anti-HCV. Sin embargo, la presencia de estos u
otros agentes infecciosos no puede ser excluida en forma absoluta, por lo que estos reactivos deben
ser tratados como potencialmente biopeligrosos a los efectos de su manipulacién y eliminacién.

5. ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

El juego de reactivos es enviado a temperatura ambiente y debe ser almacenado a 2-8°C. Manteniéndose
alejado del calor o de la luz solar directa. EI almacenamiento y estabilidad de muestras y reactivos
preparados se detalla en los capitulos correspondientes.

La placa de microtitulacion es estable hasta la fecha de caducidad del juego de reactivos aun cuando la
bolsa haya sido abierta, siempre que se vuelva a cerrar herméticamente y se almacene a 2-8°C.

6. TOMA Y ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS
Suero, Plasma (EDTA, Citrato)

Se deben observar las precauciones usuales para la venipuntura. Es importante preservar la integridad
quimica de la muestra de sangre desde el momento de su toma hasta el ensayo. No emplee muestras
fuertemente hemolizadas, lipémicas o ictéricas. Las muestras que presenten turbidez deben centrifugarse
antes de ensayar para eliminar cualquier material particulado.

Almacenamiento: 2-8°C -20°C Manténgase alejado del calor o de la luz solar directa.
Estabilidad: 7d. >7d. Evite congelar y descongelar repetidamente.
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7. MATERIALES SUMINISTRADOS
Cantidad Simbolo Componente
1x12x8 Placa de Microtitulacion

Tiras separables. Revestido con antigenos especificos.

IgG Conjugado Enzimatico
1x12mL laG CONJ Coloreado en verde. Listo para usar. Contenido: anti humano IgG, conjugado con
peroxidasa, estabilizadores.

Control Positivo
Coloreado en rojo. Listo para usar. Contenido: IgG anticuerpos contra EBV-VCA
(Suero humano), estabilizadores.

1x1.5mL

Control Negativo
1x1.5mL ONTROL- Coloreado en verde. Listo para usar. Contenido: IgG anticuerpos contra EBV-VCA
(Suero humano), estabilizadores.

(@) (@]
®)
<
|
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o
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+

Estandar A-D
2;20;50; 200 U/mL. Estandar B = Control Cut-Off

1x4x1.5mL CAL A-D Listo para usar.

Contenido: IgG anticuerpos contra EBV-VCA (Suero humano), estabilizadores.

Solucion Buffer de Dilucion
1x100 mL DILBUF| Coloreado en azul. Listo para usar. Contenido: PBS Solucién buffer, detergentes,
BSA, estabilizadores.

Solucién Buffer de Lavado, Concentrado (10x)
1 %100 mL Contenido: PBS Solucién buffer, detergentes.
CONC
1 %12 mL MB SUBS Solucién de Substrato TMB

Listo para usar. Contenido: TMB, Solucién buffer, estabilizadores.

Solucién de Parada TMB
Tx12mL TMB STOP Listo para usar. 0.5 M HSO..

©

- ©

No ook owd -~ 0

MATERIALES REQUIRIDOS PERO NO SUMINISTRADOS

Micropipetas (Multipette Eppendorf o dispositivos similares, < 3% CV). Volumenes: 5; 100; 500 pL
Vortex

Tubos para la dilucion de muestras

Incubadora, 37°C

Micropipeta de 8 canales con depdsito para reactivos

Frasco lavador, sistema automatizado o semi-automatizado de lavado de placas de microtitracion

Fotdmetro para placas de microtitulacion capaz de leer absorbancias a 450 nm (longitud de onda de
referencia 600-650 nm)

Agua bidestilada o desionizada
Toallas de papel, puntas para las micropipetas y cronémetro

INDICACIONES PARA EL PROCEDIMIENTO

Cualquier manipulacion inadecuada de las muestras o modificacién del procedimiento de ensayo puede
alterar los resultados. Los volumenes a pipetear, los tiempos de incubacion, las temperaturas y etapas
de pretratamientos tienen que ser efectuados estrictamente siguiendo las instrucciones. Use soélo
pipetas u otros dispositivos calibrados.

Una vez comenzado el ensayo, se deben completar todas las etapas sin interrupcion. Asegurese de que
los reactivos, materiales y dispositivos necesarios estén listos en el momento adecuado. Permita que
todos los reactivos y muestras alcancen la temperatura ambiente (18-25°C) y agite suavemente por
rotacién cada vial de reactivo liquido o muestra antes del uso. Evite la formacion de espuma.

Evite la contaminacion de los reactivos, pipetas pocillos y/o tubos. Emplee una punta desechable nueva
para cada reactivo, estandar o muestra. No intercambie las tapas. Tape siempre los viales que no estén
en uso. No reutilice los pocillos, tubos o reactivos.

Use un esquema de pipeteo apropiado segun las dimensiones de la placa.

El tiempo de incubacion afecta los resultados. Todos los pocillos deben ser manipulados en el mismo
orden y secuencia de tiempo. Para el pipeteo de soluciones en los pocillos se recomienda una pipeta de
8 canales.
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6. El lavado de la placa de microtitulacién es un paso importante. Los pocillos insuficientemente lavados
conllevan a resultados erréneos. Se recomienda emplear una pipeta multicanal o un sistema automatico
de lavado. No deje secar los pocillos entre incubaciones. Cuide de no danar el recubrimiento de las
placas durante el enjuague y/o la aspiracion. Enjuague y agregue los reactivos cuidadosamente. Al
enjuagar cerciérese que todos los pocillos estén completamente llenos con la Solucién Buffer de Lavado
y que no haya residuos en ellos.

7. La humedad afecta los pocillos y tubos recubiertos. No abra la bolsa hasta que alcance la temperatura

ambiente. Los pocillos o tubos que no se empleen deben guardarse inmediatamente en la bolsa
resellada con desecante.

10. INSTRUCCIONES PARA LA PREPARACION DEL ENSAYO

10.1. Preparacion de Componentes

cﬁgﬂzﬁl ; Componente Diluyente | Relacién Notas Almacenamiento| Estabilidad
Para disolver los
WASHBUF cristales, temple
100 mL agiegue | agua | g | oy 28 8 sem.
CONC ' Mezcle
vigorosamente.

10.2. Dilucion de Muestras

Muestra para ser diluido con Relacién Notas
Suero / Plasma generalmente DILBUF 1:101 p.e. 5 puL + 500 pL DILBUF|

Las muestras cuyas concentraciones son mayores a la del mayor estandar deben ser diluidas.

11. PROCEDIMIENTO DE ENSAYO

1. | Pipetee 100 yL de cada Estandar, Control y muestra diluida en los pocillos respectivos de la
Placa de la Microtitulacién. En el andlisis cualitativo, sélo se usé el Estandar B (Estandar de Corte).
La confiabilidad del analisis puede mejorarse mediante determinaciones dobles.

2. | Cubra la placa con un folio adhesivo. Incubar 60 min a 37°C.

3. | Remueva el folio adhesivo. Descargue la soluciéon de incubacion. Lave la placa 3 x con 300 pL de
Solucién Buffer de Lavado diluida. Remueva el exceso de solucidén golpeando cuidadosamente la
placa invertida sobre una toalla de papel.

4. | Pipetee 100 puL de Conjugado Enzimatico en cada pocillo.

5. | Cubra la placa con un nuevo folio adhesivo. Incube 60 min a 37°C.

6. | Remueva el folio adhesivo. Descargue la solucién de incubacion. Lave la placa 3 x con 300 pL de
Solucion Buffer de Lavado diluida. Remueva el exceso de solucién golpeando cuidadosamente la
placa invertida sobre una toalla de papel.

7. | Para la adicién de la Solucién de Substrato y de Parada utilice, de ser posible, una pipeta de 8
canales. La adicion de sustrato y solucién de paro debe llevarse a cabo en intervalos de tiempo
iguales. Evite la formacién de burbujas pipeteando con sobrevolumen.

8. | Pipetee 100 pL de Soluciéon de Substrato TMB en cada pocillo.

9. | Incube 30 min a 18-25°C en el oscuro (sin folio adhesivo).

10. | Detenga la reaccion del substrato anadiendo 100 pL de Soluciéon de Parada en cada pocillo. Mezcle
el contenido brevemente agitando cuidadosamente la placa.

11. | Mida la densidad éptica con un fotdbmetro a 450 nm (Longitud de onda de referencia: 600-650 nm)
dentro de los 60 min de haber agregado la Soluciéon de Parada.
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12. CONTROL DE CALIDAD

Los resultados del ensayo so6lo son vélidos si éste se ha llevado a cabo siguiendo las instrucciones.
Ademas, el usuario debe seguir estrictamente las regulaciones de GLP (Good Laboratory Practice) u otras
regulaciones o leyes aplicables. Todos los estandares del juego de reactivos deben encontrarse en los
rangos de aceptacién indicados en el Certificado de Control de Calidad. Si este criterio no se cumple, el
ensayo no es valido y debe repetirse. Cada laboratorio debe emplear muestras conocidas como controles
adicionales.

En caso de detectarse alguna desviacion, se debe verificar lo siguiente: Fecha de vencimiento de los
reactivos, condiciones de almacenamiento, pipetas, dispositivos, condiciones de incubacién y método de
lavado.

13. CALCULO DE RESULTADOS
La evaluacion del andlisis puede realizarse cualitativamente o cuantitativamente.

13.1. Evaluacion Cualitativa

El valor de corte esta dado por la densidad 6ptica (DO) del Estandar B (Nivel de Corte). El Indice de Corte
(COI) se calcula a partir de la media de densidad éptica de la muestra y el valor de corte. Si la densidad
optica de la muestra esta dentro de un rango de 10 % de todo el valor de corte (Zona gris) la muestra tiene
que ser considerada como limite. Las muestras con mayor DOs son positivas, las muestras con menos DOs
son negativas.

Para efectuar una cuantificacion, el indice de limite (COIl) COl = DO Muestrayaior medida
de las muestras puede integrarse de la siguiente manera: B CO

Ejemplo Tipico:

Cut-off = DO (Estandar B, Nivel de Corte) = 0.44

Muestra DO = 0.70

Indice de Corte (COI): 0.70/ 0.44 = 1.59. La muestra tiene que ser considerada como positiva.

13.2. Evaluacion Cuantitativa

La DO de los estandares (eje-y, lineal) se plotean contra su concentracion (eje-x, logaritmico) ya sea en
papel semi-logaritmico o empleando un método automatico. Se logra un buen ajuste con cubic spline,

4 Parameter Logistics or Logit-Log.

Para el calculo de la curva estandar, use las mediciones obtenidas de los estandares (es aconsejable no
emplear valores duplicados).

La concentracion de las muestras se puede leer directamente de la curva estandar. Al momento de leer los
resultados en el grafico, tome en cuenta la dilucion inicial. Los resultados de muestras diluidas con un factor
mayor al inicial, deben ser multiplicados por el factor correspondiente.

Las muestras que presenten una sefial mayor a la del estdndar mayor tienen que ser diluidas segun se
describe en INSTRUCCIONES PARA LA PREPARACION DEL ENSAYO y analizadas nuevamente.

2(252 Epstein-Barr Virus VCA IgG ELISA
Curva de Calibracion Tipica 5,000 Ps
(Ejemplo. jNo usar para el célculo!)
Estandar U/mL DO wmedio 15001
A 2 0.011 10001 N
B 20 0.437 0500 —
C 50 0.915 0.000 |
D 200 2.106 1 10 100 1000
(U/ml)
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14. INTERPRETACION DE RESULTADOS
Método Intervalo Interpretacion
Cuantitati >22 U/mL positivo Los resultados por si solos no deben ser
uantatva = 18 — 22 U/mL intermedio la Unica razén para un tratamiento
(Curva de Calibracion): . o .
<18 U/mL negativo terapéutico, sino que deben
. >1.1 positivo correlacionarse con observaciones
Cualitativa 09-11 ntermedi lini de di s
(Cut-off Index, GOI): . . ermedio clinicas y ensayos de diagnostico.
<0.9 negativo

15. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

La toma de la muestra tiene un efecto importante en los resultados. Vea TOMA DE MUESTRA Y
ALMACENAMIENTO para mayores detalles.

La azida y el timerosal en concentraciones > 0.1 % interfieren en este ensayo y pueden conducir a falsos
resultados.

Los siguientes componentes sanguineos no tienen un efecto | Hemoglobina 2.0 mg/mL
significativo (+/-20%) en los resultados hasta las Bilirrubina 0.3 mg/mL
concentraciones declaradas: Triglicéridos 2.5 mg/mL

16. PRUEBAS FUNCIONALES

Especificidad Analitica
(Reactividad Cruzada)

No se hallaron reactividades
cruzadas con: (n = 3-12):

Anticuerpos contra Parvovirus B19, VZV, HSV 1, CMV,
Sarampion, Paperas, Toxoplasmosis, Rubeola

Ny Intervalo £ 1xDS Intervalo £ 1xDS Intervalo £ 1xDS o
Precision (UmL) cv (UmL) cv (U/mL) CV (%)
Intra-Ensayo (n = 20) 68+5 7% 23 £ 1 6% 9+1 9%
Inter-Ensayo (n = 20) 459 + 89 19% 26+2 8% 9+2 18%
Inter-Lote (n = 20) 8317 20% 22+3 12% 8+2 19%
Intervalo (U/mL) Rango de Dilucion Gama de rec.

Linearidad

(especifico de la muestra)

9-712

1:2-1.64

85% — 111%

Automatizacion Este prueba ha sido validada con: BEPIII (Dade Behring), TRITURUS (Grifols)

Para determinar la sensibilidad y especificidad clinica de los seis parametros de ELISA EBV IBL, se analizé
un panel de 242 muestras en todos los ensayos. Este panel estd compuesto por muestras de diferentes
fases de una infeccion por EBV:

Seronegativo (incluidas muestras de nifios) n =64
Fase aguda de una infeccion n=48
Infeccion reactivada n=>55
Infeccion pasada n=75

La clasificaciéon de las muestras ha sido aprobada por inmunofluorescencia (IFA), especialmente las
muestras correspondientes a la infeccion reactivada.
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Para la comparacion de métodos, todo el panel fue medido con los ELISA de referencia aprobados por la
Administracion de Alimentos y Farmacos de los EE. UU. (FDA, por sus siglas en inglés) para EBNA IgG,
VCA IgG, VCA IgM y EA IgG. Para EA IgA y VCA IgA no existe un andlisis ELISA aprobado por la FDA.

Muestras determinadas como positivas (incluidas las que se encuentran en los limites)
con ensayos ELISA-IBL
n =242 VCA VCA VCA EA EA EBNA
B IgM IgG IgA IgA IgG IgG
infeccin aguda 96% 90% 75% 65% 90% 0%
Infeccion reactivada 0% 100% 96% 76% 93% 100%
Infeccion pasada 1% 89% 47% 0% 10% 100%
seronegativo 5% * 14% * 18% * 0% 0% 0%
nifos 0-12 meses 2% 36% ** 2% 0% 2% 14% **
casi 100% positiva casi 100% negativa
variablemente positiva Ac materno
* el grupo seronegativo de EBV puede incluir infecciones por EBV muy tempranas y asintomaticas
que producen resultados positivos para VCA IgM, IgA e IgG
b los anticuerpos maternos sélo estan presentes para VCA IgG y EBNA IgG en concentraciones muy
bajas

16.1. Sensibilidad y especificidad de los IBL ELISA EBV en relacion con diferentes fases de una
infeccion por EBV

Infeccién aguda por EBV: Como se muestra en la tabla anterior, una infeccién aguda por EBV puede ser
claramente identificada por tres parametros que se espera que sean positivos (VCA IgM, VCA 1gG y EA
lgG) y por EBNA IgG, que claramente se hallé negativo, como se esperaba.

Infeccién por EBV reactivada: A diferencia de una infeccion aguda, en una infeccién por EBV reactivada
con desarrollo de tumor o sin él, se espera que VCA IgM sea 100% negativo, pero que VCA IgG, VCA IgA,
EA IgG y EBNA IgG sean claramente positivos, tal como se muestra en la tabla anterior.

Infeccién pasada: Las infecciones por EBV pasadas muestran s6lo dos parametros claramente positivos:
VCA IgG y EBNA IgG. Se espera que todos los otros parametros sean casi negativos, a excepcion de VCA
IgA, que puede persistir hasta un afo en infecciones pasadas.

Pacientes seronegativos: Los pacientes seronegativos deben presentar resultados negativos en los seis
parametros. Los resultados positivos individuales de VCA IgG, VCA IgA o VCA IgM pueden indicar una
infeccion por EBV muy temprana y todavia asintomatica. O bien, tales resultados positivos aislados son un
indicio de una no especificidad leve de los andlisis, que pueden reconocer anticuerpos de estimulaciones
policlonales, debido a su sensibilidad extremadamente alta. Para aclaracion, se sugiere repetir el andlisis
después de entre 7 y 10 dias.

Anticuerpos maternos: Los anticuerpos maternos se detectan en concentraciones muy bajas sé6lo durante
los primeros 6 a 9 meses de vida, y sélo puede esperarse que sean positivos para los dos parametros de
infecciones pasadas, VCA IgG y EBNA IgG. Todos los demas anticuerpos deben ser negativos, tal como se
muestra en la tabla precedente. El hecho de que los anticuerpos maternos puedan detectarse demuestra la
sensibilidad extremadamente alta de los ELISA IBL para esos dos parametros.
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