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‘ NOMBRE Y USO PREVISTO

Nota: Cambios resaltados.

El ensayo ELISA para IgM frente al HEV de MP Diagnostics
(MPD) es un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
disefado para la deteccion de anticuerpos IgM frente al virus
de la hepatitis E (HEV) en suero o plasma humanos.

INTRODUCCION

En regiones en desarrollo como Asia, la antigua Union
Soviética, Centroamérica y Africa se ha observado el desarrollo
de epidemias importantes de hepatitis “no A no B” de
transmisién entérica (HNANB-TE) (1,2). También se han
notificado casos esporadicos en paises desarrollados como
Australia, Reino Unido y Estados Unidos (3,4,5). Los casos
observados en los paises desarrollados se han asociado
generalmente a viajes a zonas endémicas.

En general, el curso de la infeccién es agudo y la enfermedad
remite espontdneamente sin dejar secuelas cronicas. Sin
embargo, existe una elevada incidencia de mortalidad
(aproximadamente, 10%-20%) en las mujeres embarazadas
que se encuentran en el tercer trimestre de gestacion (1), y la
tasa de mortalidad es del 1%-2% en la poblacion general, cifra
que equivale a 10 veces la de la hepatitis A (HAV). La clonacién
del agente causal de la HNANB-TE vy la identificacion de los
epitopos viricos comunes del genotipo (6,7) han hecho posible
la creacion de herramientas diagndsticas especificas para
detectar anticuerpos frente al virus de la hepatitis E (HEV).

Estudios realizados en 1986 con nifios egipcios de la ciudad
de Benha revelaron que la exposicion previa al HEV provoca
una respuesta de IgG (8) que puede ser transitoria y
desaparecer al cabo de 6 meses, pero que en ocasiones dura
hasta 8 afios 0 mas, como se ha observado recientemente en
un estudio efectuado en Taiwan (9). Se ha comprobado que la
respuesta de IgM se limita a la fase aguda de la infeccion por
el HEV. Anteriormente, la deteccion de la respuesta aguda en
la infeccion por HEV se hacia mediante la observacion con
inmunoelectromicroscopia (IME) de las particulas viricas en
las heces de las personas infectadas o por reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) (10,11). El equipo necesario para este
método es caro, y se precisa también personal experto en la
técnica. Ademas, la eliminacién de particulas viricas suele
producirse en pequenas cantidades, que pueden no alcanzar
una concentracion suficienteEpara su deteccion. El ensayo
ELISA para IgM frente al HEV de MP Diagnostics utiliza
antigenos de HEV recombinante de la region estructural del
genoma virico para detectar la presencia de anticuerpos IgM
asociados a la infeccion aguda.

DESCRIPCION DE LOS SiMBOLOS

A continuacién figuran los signos graficos que aparecen en
los envases y productos de MP Diagnostics, y que son los
que se incluyen con mas frecuencia en los dispositivos médicos
y sus envases. Se explican con mayor detalle en la Norma
britanica y europea BS EN 980: 2003.
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PRINCIPIOS QUIMICOS Y BIOLOGICOS DEL
PROCEDIMIENTO

Los pocillos de las tiras de las microplacas de poliestireno estan
recubiertos con tres antigenos de HEV recombinante que se
corresponden con las regiones estructurales del virus de la
hepatitis E. El suero o el plasma humanos, diluidos en solucién
tampon, se incuban en estos pocillos recubiertos. Cuando
existen anticuerpos especificos anti-HEV, dichos anticuerpos
se unen a los antigenos del HEV de la fase sélida. Los pocillos
se lavan minuciosamente para eliminar todo el producto no
ligado y después se les afiade un anticuerpo monoclonal de
ratén anti-IlgM humana marcado con peroxidasa de rabano.
Este anticuerpo marcado se une a los complejos antigeno-
anticuerpo previamente formados; los anticuerpos marcados
no ligados sobrantes se eliminan mediante lavado. A
continuacién, se afade a los pocillos una solucién sustrato
que contiene 3, 3, 5, 5'-tetramethylbenzidine (TMB). La
presencia de anticuerpos especificos es indicada por el color
azul en la adicidn del sustrato. Para detener la reaccién se
ahade acido clorhidrico. La intensidad del color, que se mide
por espectrofotometria a 450 nm, es proporcional a la cantidad
de anticuerpos presentes en la muestra.



‘ COMPONENTES DEL KIT

Descripcion del componente Cantidad
suministrada

MICROPLACA DE HEV 1 placa
Doce tiras de 8 pocillos por placa, (96 pocillos)
selladas en una bolsa de aluminio
con desecante. Los pocillos de las
microplacas contienen proteinas
de HEV recombinante adsorbidas.

Conservara 2 °C - 8 °C.

[CoNTROL] —] CONTROL NO REACTIVO 1 vial
Suero humano normal inactivado, (160 pl)
no reactivo para HCV, HEV, HBsAg

ni HIV 1. Contiene timerosal y

azida sédica como conservantes.

Conservara 2 °C - 8 °C.

>

CONTROL REACTIVO 1 vial
Suero humano inactivado con un (80 )
elevado titulo de anticuerpos IgM
especificos frente al HEV.
Contiene timerosal y azida sédica
como conservantes. Conservar a

>

2°C-8°C.
DILUYENTE 1 frasco
Solucién Tris-NaCl con suero de (100 mi)

cabra normal termotratado,
seroalbumina bovina y
estabilizantes. Contiene
Bronidox™ como conservante.
Conservara 2 °C - 8 °C.

[WASH [PLATE [20 CONCENTRADO PARA EL 1 frasco
LAVADO DE LA PLACA (20X) (120 ml)
Solucion salina tamponada con
fosfato con Tween-20. Contiene

cloroacetamida como
conservante. Conservar a
2°C- 8°C.

[CONJUGATE 1ghT] CONJUGADO ) 1 vial
Anticuerpo monoclonal de raton (70 pl)

anti-lgM humana marcado con
peroxidasa de rabano. Contiene un
0,02% de timerosal como
conservante. Conservar a

2°C-8°C.

SUSTRATO 1 frasco
[suBs [TMB |

Tampén con 3, 3, 5, 5'- (12,5 ml)

tetramethylbenzidine. Conservar
en la oscuridad a 2 °C - 8 °C.

SOLN [STOP[HCI m SOLUC'ON DE PARADA 1 frasco
A Solucién de acido clorhidrico 1 N. (30 mI)
Conservar en la oscuridad a
2°C-8°C.
TAPAS PARA PLACA 4 piezas

Tapas adhesivas para cubrir la
microplaca durante la incubacion.

MANUAL DE INSTRUCCIONES 1 copia

Bronidox™ es una marca registrada de Henkel Chemical Co.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Para uso diagndstico in vitro Unicamente.

2. Para uso exclusivo por profesionales.

3. Consulte el prospecto del producto para obtener
informacién sobre los componentes potencialmente
peligrosos.

—_

INFORMACION SANITARIA Y DE SEGURIDAD

PRECAUCIONES: Este kit contiene productos
de origen humano. Ningun método de analisis

A permite ofrecer una garantia absoluta de que
los hemoderivados humanos no transmitan una
infeccion.

MANIPULE LAS MUESTRAS Y LOS CONTROLES
REACTIVOS Y NO REACTIVOS DEL ENSAYO COMO SI
FUERAN POTENCIALMENTE INFECCIOSOS. Se recomienda
manipular los componentes del ensayo y las muestras de
conformidad con las practicas correctas de laboratorio.
Asimismo, deben desecharse siguiendo los procedimientos de
seguridad establecidos.

El control reactivoy el control no reactivo contienen timerosal
y azida sédica. La azida sédica puede reaccionar con el cobre
y el plomo que se utilizan en ciertas tuberias y formar sales
explosivas. Aunque las cantidades que se usan en este kit son
pequeias, los materiales que contienen azida deben eliminarse
con volumenes relativamente grandes de agua para evitar la
acumulacion de azidas metdlicas en las tuberias.

1. Evite la contaminacién microbiana de los reactivos al
abrirlos y al extraer partes alicuotas de los viales o frascos
originales.

2. No pipetee con la boca.

3. Manipule las muestras, las microplacas y los controles
reactivos y no reactivos como si fueran agentes
potencialmente infecciosos.

4. Use bata de laboratorio y guantes desechables mientras
realiza el ensayo. Deseche los guantes en bolsas para
residuos biopeligrosos. Lavese bien las manos al finalizar.

5. Es muy recomendable que este ensayo se lleve a cabo
en una camara de bioseguridad.

6. Mantenga el material alejado de bebidas y alimentos.

7. En caso de accidente o contacto con los ojos, lavense
inmediata y abundantemente con agua y acuda a un
médico.

8. Acuda a un médico de inmediato si ingiere material
contaminado o si éste entra en contacto con heridas

abiertas u otras lesiones de la piel.

9. Nunca anada agua a la solucién de parada.



10.

1.

12.

Limpie de inmediato los vertidos de material
potencialmente infeccioso con un papel absorbente y lave
la zona contaminada con una solucién de hipoclorito
sédico al 1% antes de reanudar el trabajo. El hipoclorito
sodico no debe utilizarse para vertidos de acido
contaminantes, a menos que se seque la zona
previamente con papel absorbente. Para su eliminacion,
el material utilizado (incluidos los guantes desechables)
debe tratarse como material potencialmente biopeligroso.
No utilice el autoclave para el material que contenga
hipoclorito sddico.

Esterilice en autoclave todos los materiales usados y
contaminados a 121 °Cy 15 psi durante 30 minutos antes
de desecharlos. Otra opcidn consiste en descontaminar
los materiales con una solucién de hipoclorito sddico al
5% durante 30-60 minutos antes de desecharlos en bolsas
para residuos biopeligrosos.

Descontamine todos los productos quimicos y reactivos
usados afiadiéndoles un volumen de hipoclorito sddico
suficiente como para conseguir una concentracion final
de al menos el 1%. Déjelos en reposo durante 30 minutos
para lograr una descontaminacion eficaz.

PRECAUCIONES ANALITICAS

1.

Para obtener un rendimiento éptimo del ensayo es
necesario un CUMPLIMIENTO ESTRICTO del
procedimiento descrito en el presente Manual de
instrucciones. Cualquier modificacién del procedimiento
puede provocar resultados anémalos.

NO CAMBIE NI SUSTITUYA LOS REACTIVOS DE UN
LOTE DEL KIT POR LOS DE OTRO. Los controles, el
conjugado y las microplacas estan ajustados para un
rendimiento 6ptimo. Use sélo los reactivos que se
suministran con el kit.

No utilice los componentes del kit después de la fecha de
caducidad que figura en la caja.

Evite la contaminacién microbiana de los reactivos al
abrirlos y al extraer partes alicuotas de los viales o frascos
originales, ya que ello reduciria de forma prematura el
periodo de validez de los kits y daria lugar a resultados
erréneos. Al extraer partes alicuotas de los viales utilice
técnicas asépticas, como pipetas o puntas de pipeta
desechables.

Para evitar la contaminacién cruzada, use una punta de
pipeta nueva para cada alicuota que se extraiga de la
muestra y no toque el borde ni el fondo de las tiras, el
borde de los pocillos ni el liquido de los mismos con los
dedos ni con las puntas de pipeta.

Se aconseja lavar el material de vidrio que se vaya a utilizar
para los reactivos con &cido clorhidrico 2M y aclararlo bien
con agua destilada o desionizada antes de usarlo.

Para obtener mejores resultados, permita que todos los
reactivos y las muestras alcancen la temperatura ambiente
(25 °C + 3 °C) antes de usarlos. Inmediatamente después
del uso, vuélvalos a conservara 2 °C - 8 °C.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Utilice sb6lo agua destilada o desionizada de calidad
reactivo para diluir los reactivos.

Todos los reactivos deben mezclarse bien antes de su uso.

La solucién del conjugado de trabajo y el tampén de lavado
diluido deben estar recién preparados.

No exponga los reactivos ni realice los analisis en un area
en la que exista un nivel elevado de vapores de
desinfectantes quimicos (p. ej., vapores de hipoclorito)
durante las etapas de almacenamiento y de incubacién,
ya que el contacto con los mismos inhibe la reaccion
colorimétrica. Los reactivos tampoco deben exponerse a
la luz intensa.

Deje las microplacas en su bolsa de almacenamiento
hasta el momento inmediatamente anterior a su uso. Las
tiras abiertas que no se hayan utilizado deben conservarse
a 2 °C - 8 °C dentro de su bolsa de almacenamiento y
con el desecante suministrado.

Los controles del kit deben analizarse al mismo tiempo
que las muestras clinicas en cada serie de analisis.

Debe evitarse tocar o salpicar el borde del pocillo con el
conjugado. No “exprima” la micropipeta. Se aconseja el
pipeteo invertido siempre que sea posible.

El uso de muestras muy hemolizadas, sueros no
totalmente coagulados, muestras de plasma con fibrina o
muestras con contaminacién microbiana puede causar
resultados erroneos.

NO INCUBE LAS PLACAS AL BANO MARIA.
No deben usarse incubadoras de CO,,.

Durante la incubacion a 37 °C, es necesario evitar la
evaporacién. Cubra las placas con las tapas adhesivas
suministradas a tal fin.

Evite abrir y cerrar repetidamente la puerta del incubador
durante las etapas de incubacion.

No almacene la solucién de parada en una placa plana,
ni la devuelva a un frasco de reserva después de usarla.

Asegurese de que el fondo de la placa esté limpio y seco
y que la superficie del liquido no presente burbujas antes
de leer la placa. Elimine todas las burbujas del pocillo,
por ejemplo mediante golpecitos suaves.

Asegurese de que el equipo automatizado haya sido
validado antes de su uso.

Para evitar la contaminacién por arrastre de muestras muy
reactivas a muestras no reactivas, es muy recomendable
realizar el mantenimiento sistematico del sistema de
aspiracion y lavado.



INSTRUCCIONES DE CONSERVACION

1. Conserve el kit del ensayo ELISA para IgM frente al HEV
de MPD y sus componentes a 2 °C - 8 °C cuando no se
esté utilizando.

2. Todos los reactivos y microplacas de la prueba, si se
conservan a 2 °C - 8 °C, son estables hasta la fecha de
caducidad que figura en el kit. No congele los reactivos.

3. Cuando el concentrado para el lavado de la placa (20x)
se conserva a 2 °C - 8 °C pueden formarse cristales, que
deben disolverse por calentamiento a 37 °C antes de su
uso.

4. Cuando el diluyente se conserva a 2 °C - 8 °C puede
precipitar; ello no afecta al rendimiento del kit.

5. Las microplacas abiertas que no se hayan utilizado deben
conservarse a 2 °C - 8 °C en una bolsa cerrada y con el
desecante suministrado.

RECOGIDA, TRANSPORTE Y CONSERVACION DE LAS
MUESTRAS

Las muestras deben conservarse a 2 °C - 8 °C si el andlisis se
va a llevar a cabo en los 7 dias posteriores a la extraccion, o
congelarse a una temperatura de al menos -20 °C si el andlisis
se va a retrasar mas de 7 dias. Es preferible utilizar muestras
transparentes y no hemolizadas. Las muestras lipémicas,
ictéricas o contaminadas (por particulas) deben filtrarse
(0,45 um) o centrifugarse antes del ensayo.

El suero de los pacientes puede estar inactivado, pero no es

un requisito indispensable para el rendimiento éptimo del

analisis.

Para efectuar la inactivacion:

1. Afloje las tapas de los recipientes con el suero.

2. Caliente el suero a 56 °C durante 30 minutos al bafo
Maria.

3. Deje enfriar el suero antes de volver a ajustar las tapas.

4. El suero puede conservarse congelado hasta el analisis.

Recomendamos que el suero de los pacientes no se someta a
ciclos repetidos de congelacion y descongelacion.

MATERIAL ADICIONAL NECESARIO NO
SUMINISTRADO

1. Papel absorbente desechable para el banco de trabajo y
toallas de papel.

2. Recipientes o tubos de polipropileno.

3. Pipetas graduadas: 5 ml, 10 ml.

4. Pipeteador multicanal capaz de dispensar 50 pl, 100 ply
200 pl.

5. Pipeteador capaz de dispensar 1-1000 pl.

6. Puntas de pipeta desechables.

7. Recipientes para reactivos (cubetas) con capacidad para

25 ml.

8. Agua destilada o desionizada de calidad para analisis..

9. Matraces: 500 ml, 1 litro.

10. Incubador a 37 °C.

11. Lector de placas para microensayos de longitud de onda
doble (A, -A,,,) 0 sencilla (A,.).

12. Solucién de hipoclorito sédico al 5% o lejia doméstica
liquida.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS

1. CONJUGADO DE TRABAJO

a. EI CONJUGADO DE TRABAJO debe estar recién
preparado.

b. Para preparar el conjugado diluido, diluya a 1:200 el
conjugado con el diluyente suministrado en el kit.

c. Utilice unicamente tubos o recipientes de polipropileno.

d. Consulte la tabla para la preparacion del conjugado de
trabajo.

TABLA DE PREPARACION DEL CONJUGADO

Numero de Vol. de conjugado Vol. de diluyente
analisis (M) (ml)
24 15 3,0
48 30 6,0
72 45 9,0
96 60 12,0

2. TAMPON DE LAVADO DILUIDO

a. ElI TAMPON DE LAVADO DILUIDO debe estar recién
preparado.

b. Diluya 1 volumen de CONCENTRADO PARAEL LAVADO
DE LA PLACA con 19 volumenes de agua destilada (de
calidad para analisis ). Mezcle bien. Se necesitan
aproximadamente 400 ml de tampdn de lavado para lavar
1 placa.




PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

IMPORTANTE: los inmunoensayos de este tipo son
sensibles a la temperatura y al paso del tiempo. El
cumplimiento estricto del procedimiento del ensayo
garantiza un rendimiento 6ptimo del mismo. Cualquier
modificacion del procedimiento recomendado puede
provocar resultados anémalos.

1.

10.

11.

Extraiga la microplaca de la bolsa de
aluminio.

Agite la muestra y los viales de los
controles antes de su uso.

Llene un recipiente para reactivos con
el DILUYENTE. Mediante un pipeteador
multicanal, afada 200 |1l de DILUYENTE
en todos los pocillos.

Los pocillos A1 y B1 son “BLANCOS”.
NO ANADA MUESTRAS EN ESOS
POCILLOS. Vierta otros 10 ul de
diluyente en estos pocillos.

Anada 10 pl de muestra al pocillo
asignado, empezando por el pocillo H1.
Con ello obtendra una dilucién final de
la muestra de 1: 21. NO DISPENSE
MUESTRA EN UN POCILLO VACIO.

Tras haber dispensado la muestra
problema, afada 10 il de CONTROL NO
REACTIVO por pocillo a los pocillos C1,
D1y E1.

Vierta 10 ul de CONTROL REACTIVO
por pocillo en los pocillos F1 y G1.
Mezcle bien mediante golpecitos suaves
en todos los laterales de la microplaca,
asegurandose de mantener la placa
horizontal en la mesa de trabajo.

Cubra con cuidado la microplaca con una
de las tapas suministradas para evitar la
evaporacioén durante la incubacion.

Incube durante 30 minutos a 37 °C (no
use bafio Maria a 37 °C para la
incubacion).

Prepare el CONJUGADO DE TRABAJO
tal y como se describe en
PREPARACION DE LOS REACTIVOS
antes de lavar la microplaca.

Retire y deseche la tapa de la placa y
lave la microplaca con el TAMPON DE
LAVADO DILUIDO siguiendo uno de los
dos métodos recomendados.

A. Lavado automatico o]
semiautomatico de la microplaca:
lave seis (6) veces con al menos
300 pl por pocillo por lavado.

200 pl

10 pl

10 ul

10 pl

10 pl

30 minutos

300 pl por
pocillo x 6

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

20.

B. Lavado manual de la microplaca:
aspire la totalidad del contenido de
todos los pocillos bajando la punta
del aspirador lentamente hasta el
fondo de cada pocillo. TENGA
CUIDADO DE NO ROZAR LA
SUPERFICIE INTERIOR DEL
POCILLO. Llene la placa completa
con al menos 300 pl/pocillo y, a
continuacion, aspire
inmediatamente en el mismo orden.
Repita este ciclo seis (6) veces.

Invierta la microplaca y presionela con
firmeza sobre papel absorbente para
secarla. El papel desecante debe
eliminar cualquier resto del tampén de
lavado que quede en la placa, ya que éste
puede inhibir la aparicion de color
durante la incubacién del sustrato.

Llene un recipiente para reactivos con el
CONJUGADO DE TRABAJO. Mediante
un pipeteador multicanal, dispense 100
pl de CONJUGADO DE TRABAJO en
cada pocillo. Ponga otra tapa para placa.

Incube la microplaca durante 30
minutos a 37 °C (no use bafo Maria a
37 °C para la incubacioén).

Retire y deseche la tapa de la placa.
Repita el procedimiento de lavado
descrito en los pasos 11y 12.

Llene un recipiente para reactivos con la
SOLUCION SUSTRATO. Mediante un
pipeteador multicanal, dispense 100 pl
de SOLUCION SUSTRATO en cada
pocillo. Ponga una tapa para placa.

Incube durante 15 minutos en la
oscuridad a temperatura ambiente
(25 £ 3 °C).

Retire y deseche la tapa de la placa.

Mediante un pipeteador multicanal,
dispense 100 ul de SOLUCION DE
PARADA en cada pocillo. Mezcle
suavemente mediante golpecitos en la
placa.

Determine la absorbancia de cada pocillo
a 450 nm. Si se utiliza un dispositivo con
filtro doble, la longitud de onda de
referencia debe ser de 620 nm.

100 pl

30 minutos

300 pl por
pocillo x 6

100

15 minutos

100

NOTA: La absorbencia se debe leer en el plazo de 10 minutos
sobre la adicion de la SOLUCION DE PARADA.



CONTROL DE CALIDAD ‘

1.

El BLANCO y el CONTROL REACTIVO deben analizarse
por duplicado y el CONTROL NO REACTIVO debe
analizarse por triplicado en cada placa y en todas las series
de muestras.

Los valores de absorbancia del blanco deben ser < 0,100.

Los valores de absorbancia del control no reactivo deben
ser <0,100 tras restar el blanco.

Los dos valores de absorbancia del control reactivo deben
ser > 0,500 tras restar el blanco.

Para que el ensayo sea valido, la diferencia entre las
absorbancias medias del control reactivo y el control no
reactivo (XCR -xCNR) debe ser mayor o igual a 0,400. En
caso contrario, debe sospecharse un error en la técnica y
habra que repetir el ensayo. Si XCR - XCNR da cifras bajas
sistematicamente, debe sospecharse que los reactivos se
han deteriorado.

‘ CALCULO DE LOS RESULTADOS

RESULTADOS

Cada microplaca debe considerarse por separado al calcular e
interpretar los resultados del ensayo, independientemente del
numero de placas que se hayan procesado a la vez.

LOS VALORES MEDIOS DE LAABSORBANCIA DEL BLANCO
DEBEN RESTARSE DE LOS VALORES DE ABSORBANCIA
TANTO DE LOS CONTROLES COMO DE LAS MUESTRAS
ANTES DE INTERPRETAR LOS RESULTADOS.

La presencia o ausencia de anticuerpos IgM especificos frente
al HEV se determina relacionando la absorbancia de las muestras
con el VALOR UMBRAL de la placa.

El VALOR UMBRAL del ensayo ELISA para IgM frente al HEV
de MPD se calcula como 0,400 + la absorbancia media del
control no reactivo.

1.

Calculo de la absorbancia media del control no reactivo
(XCNR)

Ejemplo: N.° de pocillo Absorbancia
C1 0,010
D1 0,012
E1 0,008
Total 0,030
Media 0,030/3=0,010(XCNR)

Los valores individuales del control no reactivo deben ser
menores o iguales a 0,100 unidades. Si uno de los valores
del control no reactivo no cumple los criterios anteriores,
debe considerarse andmalo y excluirse. En ese caso, la
media del control no reactivo (XCNR) debe volver a
calcularse utilizando los valores individuales del control no
reactivo restantes. Todos los valores individuales del control
no reactivo restantes deben cumplir los criterios; de lo
contrario, el ensayo no es valido y habra que repetirlo.

Calculo de la absorbancia media del control reactivo
(XCR)

Ejemplo: N.° de pocillo  Absorbancia
F1 0,758
G1 0,732
Total 1,490
Media 1,490/2 = 0,745 (xCR)

Los valores individuales del control reactivo deben ser pero
mayores o iguales a 0,500 unidades. Si uno de los valores
del control reactivo no cumple cualquiera de los criterios
anteriores, el ensayo no es valido y habra que repetirlo.

Calculo de la diferencia entre XCR y XCNR

Ejemplo: XCNR =0,010
xCR = 0,745

XCR -xXCNR =0,745-0,010
=0,735

Para que el ensayo sea valido, el valor de XCR - XCNR
debe ser mayor o igual a 0,400. En caso contrario, debe
sospecharse un error en la técnica o un deterioro de los
reactivos y habra que repetir el ensayo.

Calculo del valor UMBRAL

Valor UMBRAL  =0,400 + XCNR

Ejemplo: XCNR =0,010
Valor UMBRAL  =0,400 + 0,010

=0,410

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

1.

El ensayo ELISA para IgM frente al HEV de MPD considera
no reactivas las muestras con valores de absorbancia
menores que el valor UMBRAL.

El ensayo ELISA para IgM frente al HEV de MPD considera
inicialmente reactivas las muestras con valores de
absorbancia mayores o iguales al valor UMBRAL; las
muestras deben volverse a analizar por duplicado antes
de su interpretacion.

El ensayo ELISA para IgM frente al HEV de MPD considera
que las muestras que resultan reactivas al repetir el analisis
presentan reactividad repetida para los anticuerpos IgM
frente al HEV.

El ensayo ELISA para IgM frente al HEV de MPD considera
que las muestras que son inicialmente reactivas y resultan
no reactivas al repetir el andlisis son negativas.



CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DEL ENSAYO ‘

Especificidad y sensibilidad

Se ha utilizado la deteccién de virus en muestras de sangre o de
heces durante la fase inicial de la infeccién para establecer la
presencia de hepatitis E. Sin embargo, los virus sélo se pueden
detectar si las muestras de suero o de heces se recogen en una
etapa lo suficientemente precoz, a ser posible durante los
primeros 14 dias tras la aparicion de los sintomas (12). Basada
en la deteccidn de virus, la sensibilidad del ensayo ELISA para
IgM frente al HEV de MPD se determina en funcion de la
capacidad para detectar el nimero de positivos presente en este
panel de sueros bien caracterizado. De las 152 muestras que se
recogieron en el periodo de ventana de 14 dias, 141 fueron
reactivas con el ensayo ELISA para IgM frente al HEV de MPD.
Esta cifra representa una sensibilidad del 93%.

La serorreactividad en las personas sanas de poblaciones de
bajo riesgo suele ser bastante baja, aproximadamente < 1%,
mientras que en las personas sanas que viven en zonas
endémicas tiende a ser algo mayor. La serorreactividad indica
exposicion reciente al virus de la hepatitis E.

LIMITACIONES DEL METODO

Un resultado de reactividad repetida con el ensayo ELISA para
IgM frente al HEV de MPD indica presuncion de anticuerpos IgM
frente al HEV en la muestra. Un resultado NO REACTIVO con el
ensayo ELISA para IgM frente al HEV de MPD indica la probable
ausencia de anticuerpos IgM frente al HEV detectables en la
muestra. Un resultado NEGATIVO no descarta la posibilidad de
exposicion al HEV ni de infeccion por este virus.

En un kit de ensayo de este tipo pueden sospecharse resultados
falsamente reactivos. La proporcién de falsos reactivos depende
de la sensibilidad y la especificidad del kit de ensayo. En la
mayoria de los ensayos diagnédsticos, cuanto mayor sea la
prevalencia de anticuerpos en una poblacién, menor sera la
proporcion de muestras falsamente reactivas.

En estudios internos se constaté que la presencia de factor
reumatoide (FR) o de titulos elevados de IgG no afecta al
rendimiento del ensayo ELISA para IgM frente al HEV de MPD.
El uso de métodos para la extracciéon de IgG (p. e€j., reactivo
para la eliminacion del factor reumatoide o RFRR), con los que
es necesario diluir la muestra, puede afectar a la sensibilidad
del ensayo ELISA para IgM frente al HEV de MPD.

CLAUSULA DE EXENCION DE RESPONSABILIDAD

La unica garantia expresa que otorga el fabricante es que el kit
de analisis funcionara como ensayo diagndstico in vitro, de
acuerdo con las especificaciones y limitaciones descritas en el
Manual de instrucciones del producto, cuando se use de
conformidad con las instrucciones citadas en el mismo. El
fabricante rehusa cualquier garantia, expresa o implicita, incluida
la garantia expresa o implicita relativa a la comercializacién,
adecuacion para el uso o supuesta utilidad para cualquier otro
fin. El fabricante sélo se obliga a la sustitucién del producto o al
reembolso del precio de compra del mismo. El fabricante no sera
responsable ante el comprador ni ante terceros de cualesquiera
dafos, perjuicios o pérdidas econdmicas provocados por la
utilizacién o la aplicacién del producto. El fabricante no realiza
declaracién alguna, expresa ni implicita, acerca de que este
producto no infrinja los derechos de propiedad intelectual de
terceros.

‘ PROBLEMAS TECNICOS Y RECLAMACIONES

En caso de problemas técnicos o si desea presentar una

reclamacion, proceda de la siguiente manera:

1. Anote el nimero de lote del kit y su fecha de caducidad.

2. Conserve los kits y los resultados obtenidos.

3. Pdngase en contacto con la oficina de MP Biomedicals mas
cercana o con su distribuidor local.
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