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VISTO el expediente NO 1-47-9168/14-9 del Registro de la Administración

Nacional de Medicamentos Alimentos y Tecnología Medica YI

CONSIDERANDO:

Que por los presentes actuados la firma BIOARS S.A. solicita autorización

para la venta a laboratorios de .análisis clínicos de los Productos para diagnóstico

de uso "in vitro" denominados 1) HDV Ab (total antibody) ~ ensayo

inmunoenzimático competitivo (ELISA) para la determinación de anticuerpos

frente al virus de la Hepatitis Delta (HDV) en plasma y suero humanos; 2) HDV

Ag/ ensayo inmunoenzimático de tercera generación (ELISA) para la

determinación del Virus de la Hepatiti.s Delta (HDV) en plasma y suero humanos;

3) HDV IgM / ensayo inmunoenzimático (ELISA) para la determinación de

anticuerpos de la clase IgM frente al virus de la Hepatitis Deita (HDV) en plasma

y suero humanos.

Que a fojas 159 consta el informe tiknico producido por el Servicio de

Productos para Diagn~stico que establece que los productos reúnen las

condiciones de aptitud requeridas para su autorización.

Que la Dirección Nacional de Productos Médicos ha tomado la intervención

de su competencia.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establece la Ley N°k ~esolución Ministeriai N° 145/98 y Disposición ANMAT NO 2674/99.
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Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por los

Decretos NO1490/92 Y 1886/14.

Por ello;

ELADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACIÓN NACIONAL DE

MEDICAMENTOS,ALIMENTOS Y TECNOLOGÍA MÉDICA

DISPONE:

ARTÍCULO 10.- Autorizase la venta

productos de dia9nostico para uso

a laboratorios de análisis clínicos de los,

in Vitro denominados 1) HDV IAb (total

antibody) / ensayo inmunoenzimático competitivo (ELISA) para la determinación

de anticuerpos frente al virus de la Hepatitis Delta (HDV) en plasma y suero

humanos; 2) HDV A9/ ensayo inmunoenzimático de tercera generación (ELISA)

para la determinación del Virus de la Hepatitis Delta (HDV) en plasma y suero

humanos; 3) HDV IgM 1ensayo inmunoenzimático (ELISA) para la determinación

de anticuerpos de la clase IgM frente al virus de la Hepatitis Delta (HDV) en

plasma y suero humanos, el que será elaborado por OlA. PRO Oiagnostic

Bioprobes S.r.l. Via G. Carducci, 27-20099- Sesto San Giovanni, Milan (ITALIA)

e importado terminado por la firma BIOARS S.A., en envases conteniendo: 1)

Envases por 60 determinaciones conteniendo: PapilloCheck@PCR MasterMix (5 x

300 ~I),PapilloCheck@Slidebox (5 ~ 12 matrices), PapiiloCheck@BUFA conc. (2 x

40 mi), PapilloCheck@ BUF B conc. (1 x 15 mi) y PapilloCheck@ Buffer de

Hibridación (2 x 1000 ~i); 2) Envases conteniendo1) Mircoplaca (MICROPLACA);

Control Negativo (CONTROL -: 2ml), Control Positivo (CONTROL t: 2 mi)!
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Calibrador (CAL: liofilizado), tampón de lavado concentrado (WASHBUF 20X:

60ml), Enzima Conjugada (CON]: 16ml), Cromógeno / Sustrato (SUBS TMB:
I

16ml) y Ácido Sulfúrico (H2S04 0,3M: 15ml); 2) Mircoplaca (MICROPLACA),

Control Negativo (CONTROL -: 2ml), Controi Positivo (CONTROL +: 2 mi),

Calibrador (CAL: liofilizado), tampón de lavado concentrado (WASHBUF 20X:
I

60ml), Enzima Conjugada (CON]: 16ml), Cromógeno / Sustrato (SUBS TMB:
, I

16ml), Diluyente de muestras (DILSPE: 16ml) y Acido Sulfúrico (H2S04 0,3M:

15ml); y 3) Mircoplaca (MICROPL.ACA),Control Negativo (CONTROJ -: 2ml),

Controi Positivo (CONTROL +: 2 mi), Calibrador (CAL: liofilizado), tlmpón de
I

iavado concentrado (WASHBUF 20X: 60ml), Enzima Conjugada (CON] 20X:

0.8ml), Antígeno HDV (Ag HDV: 6 viales liofilizados), Diluyente de Antígeno HDV

(Ag DIL: 16ml), Cromógeno / Sustrato (SUBS TMB: 16ml), Diluyente de

muestras (DILSPE: 2 X 60mi) y Ácido Sulfúrico (H2S04 0,3M: 15ml), con una

vida útil de QUINCE (15) MESES desde la fecha de elaboración, conservados

entre 2 y 80C Y que la composiciónse detalla a fojas 46 a 48 . I
ARTICULO 20.- Acéptense 105 proyectos 'de rótulos y Manual de Instrucciones a

fojas 78 a 153 (Desglosándose 1]5. 78, 81 a 83, 90 a 96, 110 a 118 y 135 a 142)
,

debiendo constar en los mismos que la fecha de vencimiento es la declarada por

el elaborador impreso en 105 rótulos de cada partida. I
ARTÍCULO30.- Extiéndase el Certificado correspondiente,

ARTICULO 4°.- LA ADMINISTRACIÓN NACIONAL DE MEDICAMENTOS,

} ALIMENTOS Y. TECNOLOGÍA MEDICA se

~

3

reserva el derecho de reexaminar los
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métodos de control, estabilidad y elaboración cuando las circunstancias así lo

determinen.

ARTÍCULO 5°.- Regístrese, gírese a la Dirección de Gestión de Información

Técnica a sus efectos, pór Mesa de Entradas de la Dirección Nacional de

Productos Médicos notifiquese ai interesado y hágasele entrega de la copia

autenticada de la presente Disposición junto con la copia de los proyectos de

rótulos, manual de instrucciones y el certificado correspondiente. Cumplido,

archívese.-

EXPEDIENTE NO 1-47-9168(14-9
rr '7 '} 'i"

DISPOSICIÓN NO:L~ I 6;' t!_

Fd
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Establecimiento Elaborador: Ola.Pro Oiagnoslic Bioprobes S.r.l. Via G. Carducci, nO 27, 20099, Seslo San Glovanni, Milan,
Italia.
Establecimiento Importador BIOARS S.A. - Santo Domingo 2578/80 - C.A. B.A.
Olreclor Técnico: Dra. Claudia E. Etchevés. Bioqulmica- Matricula Nacional W 7028
Uso Profesional Exclusivo. Uso Profesional Exclusivo. Autorizado por la A,N.M.A.T. Certificado N°
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PRODUCTO:
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Establecimiento Elaborador: Dia,Pro Diagnostic Bioprobes S.r.L Via G. Carducci, nO 27, 20099, Sesto San
Giovanhi, Milán, Italia.
Establecimiento Importador BIOARS SA - Santo Domingo 2578/80 - Capital Federal
Director Técnico: Dra. Claudia E. Etchevés ~Bioquímica- Matricula Nacional N° 7028
Uso Profesional Exclusivo. Uso Profesional Exclusivo. Autorizado Certificado N°
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Uso exclusivo para diagnóstico "in vitro"

HOV Ab
Ensayo inmunoenzimático competitivo
para la determinación de anticuerpos
frente al Virus de la Hepatitis Delta

en plasma y suero humanos
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7. Cromógeno/Substrato ISUBS TMBI
1x16mllvlal. Contiene una SOlución td.'nponada ci\ralo-f(lsralo
50mM pH 3.5-3.6, te!ra-rnetll.beI1Zldlna (TMB) O 03% Y peróx,do
de ~lIdrógeno (H,O,) O 02% 8si como dlmetilsurfóxid(l4%
Nota: Evitar 1" expos/clolJ a la luz, ya qu" la sus/ancla es
fotosrmslblo.
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3, Control Positivo' ICONTROL 3 I
1x20rnllvlill Listo para el uso Con llene prOlelnas uel suero de
cab'il. alto titulo Ul! arlti~uerpos antl-HOV, tampón Trrs-HCI 100
mM pH 7,4 +/-0,1 además de aZlda sód'ca O 09% Y Kathon GCI
O 1':, corno Lons",rv~"le5, El cOl1lrol POSitiVO "sta codificado co,,1
el f.;olur v",rue, I
4. Calibrador: ~ I
n"l vlsl, I.loF,I'zado, Para disolver en <Jgu~ c<llid ad EIA LOmo s81
indica en la etiqueta Contiell'" ~uero bovino fetal. baJO titulo de
allllcuerpo~ hUITl"nos al HOV, aderna~ de sulfato d",!
gentamlWld O 02 rng1rnl y Kalhon GC O 1% f.;Urnu conservantes.!
Not~. Et volumelJ 'lJ()cesario para dlsolvr:r el contenido del'
frasco, varia en r;ada lo/e. Se mcomÍlmda us~r el volumen
Indicado on la etiqueta I
S, Tampón de lavado Conr;entrado: 'PVAS-H-B-U-F~2-0-"-
1x601ll1lbolellil, So'ución concentri)d~ 20, 1
Una vez diluida, la SolUCión de lavJdo conllene lilmpón fosfato,
10 mM a pH 7.0 +1- O 2, Tw~ell 20 81 O 05% Y K"tI'OIl GC al 1% I
6. Conjugado KONJI
1x1Gmllvlal, SolUCión listo paflJ ,,1 uso, Contiene 5% ue~
albúmina de sumo lJUvin(), l¡¡rnpón Tns 10n1M" pH G 8 ti. 0.1 I
allli<;uerpo pollclonal antr-HDV cO"Jugauo con perox'das" (HPR) ,
en prusenci>l de O ~ rnglrnl de suffoto de gAnlamlclna y Kall10n
GC O 1% como conservante El Cllrijugado está c(){jif,cado cun
el color rojo

HDV Ab

B. INTRODUCCiÓN.
El VirUS de la Hepatitis Delta es un vjru~ ARN defectivo Se
compone de un núcleo con los anligenos delta espElGlhcos, y
está encapsulado por el HBsAg Pura su replicación necPslta
ayuda funCional de HBV
La infecclon por HDV ocurre en presencia de una infección
agllda o crónica por HaV, Cuando se presenta
wTlulláneamenle la Infección aguda por los dus Virus, la
enfermedad es grave y el cuadro clínico, fl~; como las
caracteristicas bioquímicas son pracllcernenle IndlsllngUlbles de
una infec~ion por HBV Sir' embargo, una per~ona mfe<.:t¡¡da por
HBV de forma crónica puede soportar ,ndef,nid,unenle IIJ
replicaclon por HOV, normalmenle la enferrnednd es menos
severa y aparece como eX<JcerL<JClonetir]ica.
La determinaCión de los marcadores serológlcos especlficos de
HOV (HOV Ag, HOV Ab, HOV IgM y HOV IgG) representa una
herrarnientd Importanle para los clínicos en la claSificación del
agente etlologico, en el seguimiento de los pacienles il~1 corllO
en el trill¡IfTllenlo,
La detecciorl de anticuerpos tolales permite la claslficd~io" de la
enfermedad y el seguimiento de la ~erOLonverSlon,

A. OBJETIVO DEL EQUIPO.
Ensayo Inmunoenzimati~o <;ompelllivo (ELlSA) para la
determinaci6n de anticuerpos frente al V"us de la Hepatitis
Delta (HOV) en plasma y suero humanos con LJna melodolügia
de "dos pasos".
El equIpo ha sido desarrollado para el seguimiento de paClentl!S
,nfectados con HOV,
Uso exclUSIVO para dlagllóstico "in vitro"

I Doe' IINS DAG.CElesp I J'age I ::.of 71 Re\':

11
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C. PRINCIPIOS DEL ENSAYO.
El ensayo es de tipo competitivo. donde lus anticuerpos anti-
HOV de la muestra compiten COI1un ant'cu",rpo pollclonal (lgG)
específiCO para el VIrUS y conjugauo LUn p"roxldilsa (HRP), por
el antlgeno r"cornumale-HOV ue la félse sólida
El ensayo se re¡¡liza rn"'uiant" un sistema de dos P;]SOS Lor]
'ncubilción compelitlva, La muestrél s", ",fldue a la plélca y los
anticuerpos especlfl<.:os ¡¡lItl.HOV se cornb"lélll con el an[ig""u
de la fase sólida Después dGllavado, S8 ilrwée un ;]ntlcuarpo
pol'lIonal conjugado con p"roxldasa \HRP) qUG ~lJ \H1lJ al
antígeno I,bre en la placa PrevIO lavauo. se miade el substrlllO
cromogénico
La concentracion da la en~lrn¡¡ conjugada, unida a 1<1fase s[¡l,d<J
es inversamenle proporcional a la canlidad de anticuerpos al
HDV presentes en la mueslra y su aClividad se detecta por IIJ
adición del subslrato cromogenico
La concentradór) de anticuerpos esp",crr,cus al HOV en la
muestra se dlJlerrnina de manera semicumltilatívn él troves d",1
ciliculo de un valor ue corte,

D. COMPONENTES.
Cada equIpo cOl1tiene reaclivo~ ~ull<.:ient",s para real'zaf 96
pruebas

8. Ácido Sulfúrico: IH,SO, O 3 MI
1x151ll1ivllJl ConllenE' solUCión de H,SO, O.3M
Atenclál1, Irntante (XI 1'<36138, S2126l30).

Sellador adhosivo, 11'2

Mallual de instruc<.:iones, n'1

E, MATERIALES NECESARIOS NO SUMINISTRADOS.
1 Microplpetas clllibradu~ (10.1000 ~ll) Y punt<Js pl1Jstlco'ó

deSlJchilbleo,
2 Agua ce cal.dad EIA (B;uesl,ldU~ o deslol1izado, tmtada

con carb6n pdra rernover quimif.;Os oXld¡mt,,~ usados corno
deSinfectantes)

3 T¡morcoll Ull mngo de 60 nllnUIOS como mllllrTlO
4 pJpel absurbente
5 Incubador tellTlostót,LQ de rr""roplacas ELlSA, callbrsdo

(en seco o húmedo) fifO il 37"C
6, Lector cdlllJr~d() (j" rrllcroplacas de ELlSA con r,ltrOS de

450nlTl (lectura) y de 620.630 nm
7 Lav¡¡dor calibrado de microplaca~ ELlSA,
8, Vórt(Jx o SlIrlil"",

1. Microplaca: IMICROPLATEl
12 tiras de 8 pocillos recubiertos con entlgeno recomblnanle
especifico ue HOV, en bolsas selladas co" de~ecarlle Se
deben poner las placas a lernpmalura <lmb,,,rllfl antes de
abrirlas, sellar I;]s tiras sobranles en 11lbo\s<J con el desecante y
slm¡¡cenar ¡¡ 4"C.

2. Control Negativo: ICONTROL -:
lx2,OmllviaL Listo para el usu Contiene prolelnas del suero de
cabra, tamp6n Tris_HCI 100 mM pH 7.4 +1-01, ~dem~s de
a"lda sóulca O.Og% y Kathon GC O 1% corno consel"Vantes El
control negativo eSla codlf,cado COI1el color amanllo pal,uo

F. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES,
1 El e~ulfJo uebe ser usado por perwn~1 lecnlco

adecuaéamente entrellncfo, l)~IO la superv,sión de !JI)
doctor responsalJle cfell"o()f<Jtorro

2, Todll~ las p",rsonilS encargau[ls O(J la r~al'zilclon de las
pruebas doben f1"'V,lr Id~ ropas protectOfélS 1ldecuad"5 de
laboruto"o, gLJ¡lrlte~ y gafas EvdDr el uso de objetos
cort¡",tes (cuchillas) o punzantes (aguJas) El ¡""r~onal
clGbe ~",r "dl"~lrauo en procedlrnlenlos de blosegwldad,

•
~
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3. Control Positivo.
Lisio pare< el uso, Mezcldr bien cun t~ uyuda el! un vorlex.
anles de US3r

1. Micropl~c~s'
Dejar la micropla~8 8 lernper¡¡lurd ¡¡mblente (aprox, 1 hora
81lle~ ue abrir el e'wase, Compruebe que el desecanle 110este
de un color verdG uscuro, lo que indlcarra un defeclo dé
(abrlcación De ser asi. d€be sul.(..ilar el servicio de Dla Pro~
atendoll 01clienle 1
Las liras de pocillos no ul,lizauas, dp,l)en guardars
r'erméllcamellle cerrad3s e" la lools8 d€ aluminiO {;on el
desecanttJ a 2-8"C Una vez abll!rlü ElI erlvase, las Ilr3~
subr<lnies, se rnanl,enen eslables hosta que el md,c¡¡c!or de
hum€ddU uenlro de la ilüls¡¡ cel desecdnle cambie ue Drllarillo a
verue r
2. Control Negativo: I
Listo POld el uso Mezcl¡¡r I)ien con I¡¡ ¡¡yuda de un "órlex, ant€s
de usm

y

I
péru<ua
por un

COMPONENTES

I
un vórtex antes de us,H

riquldo con oxictantes
Cun
uel

LDS

,

D'

4. Calibrador'
Afí¡¡u" al polvo liofilizado el volumtJn de ligua U" cdl'u"d ELlSA
indicodo en 1" "Iiquel~, Dejar d'so'ver IOl31rnenle y mezcla<
suovernenle en el vurtex !
Note' Uno vez rOC017slitIJld,l, le¡ so/uc/OC! 110 toS u~I"IJ.'" Se
'",conJien(/a man!oller.'a congelad" oC!"licUOliJS '" -20"C. 1
5. Solución do L~v~do Concontrada:
Todo el COlllellldo Ul! la solución concentraca 20x debe dllu,,~
con agu" b'uestil<lun ¡lBsld 12üOrnl y mezdarsl! suavemenle
anles de usarse. Durante la preIX"d{;l()n "vit,,, la formaCión c:é
e~purna y burbuiil~, lo que podrid InflUir en la ef,clGn~,a ue I()~
ciclos de lavado I
No/a: UrliJ voz dl!wda, la solución es CSlIlble por uniJ su/r¡,"'iJ e
lompora/(Jlas uC!ln' <-:;' y 8°C I
6. Conjugado:
Listo P<Jro el uso Mez(.lar I),,,n r.nn un vórlex anles de lIS3
Evilar puslble conlamlnaclón del liqUido con oxiud!l18~
qullllJcos, polvo o nllCfob,os. En c<Jso ue que ueb« tmn~re"'5b
el reJetrvo, u~"r conlenedores de plásllCO, esterrl"s ~
desE'{;hables. Siempre que se" posiblG.

7. CromógGno/ Sub5trato'
Listo paro el uso Mez{;lm lol>!n
Evrlar posllol~ {;o"t~lT"nólCIOIl

H.PREPARACIÓN
PRECAUCIONES.

Segun esluulos realizados, no se h8 detec\¡¡do
relev,mlH (le acllvld¡¡d en equIpos abiertos, en uso
pmiodo ue r,astB 3 rHe~l!S,

3 L"s !!Iu"~t,,,~ uelJen t'slar Ic!enl,fl{;é'das
rnedlanle cóulgo de barr~~ o Ilombres, a fin de eVII,,\
erroms erllos r~~ullad05, Cuando el equ.po se Gmpl"a p~r¡j
el pesquisaje en unlcimies ue s8llgr8, ~e recornlenda el usd
del {;óulgo ue b3ffas, !

4 Los mueslras hernolizadils (c()tor rojo) O hiperllpémlcas
(aspeclo lechoso) ueben ser des{;~rladas pólr8 eVlt", (alsos
reSl,lllauos. al IguoIl que ¡¡quellas donde se observe la
presencia de precipll<Jdos, reslos de frl¡rina o Illarnentos
rTIlcrubl~no~,

5. Suero y plasma pueuen COIl~ervar~e hdsta 5 di3s. a partir,
del momento de la exlracclón, a un3 lümper<Jtura elltre 2 'Í
8"C. Par~ pmíodos ó" {;un,er,'acion más la'gus. fas
rnueslras debe,-¡ alrn~cenarse a -20'C, ev,tlmuo IUElgü'
descongelar cnua rnlJeslr~ más de una vez.

6. Si hay preSenClél de agreg,ldos, 18rnue~tr¡¡ se puede acl¡"ar
medionle cen~"I\lgacrón <J2000 rprn C:urallle 20 mlnutu~ d
por 1IIIf3dón cor¡ un (,llro de 0.2-0,8 rnicr<JS,
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G. MUESTRA: PREPARACiÓN Y RECOMENDACIONES.
1. Exlraer la sangre aséptlcflmenle por punción venosa y

preparar el suero o plasma segun las técnicas estándar ue
los labormonos de análiSIS clinico No se ha detecl¡¡do que
el tr¡¡lamlento con citrato. EDTA o heparrna afElcle las
mueslras,

2. Evilar el uso ce con~orvonles, en partbJlar azida SÓd,C¡¡,Y"
que pudiera alectar la actiVidad enzlmálLca del conjugado

Stlgún ~lólsido re~'''"\Jnd8do por el Centro de COnl101de
Enfermedades de AlIanta, Estados Ullido~, y publ'cado por
el Instituto NaCional de Salud; "Biosalely In Microbrolog,eal
and Biomedical Laboralories", ed.1984.

3. Todo el personal involucrado en el manejo de mlJ€stlHS
debe estar vacunado contra HBV y HAV, para lo cual
eXisten vacunas disponibles, seguras y eficaces

4. Se debe controlar el <JlTlbl<HlledellalJo'atürio para eVitar la
Gonlüminación de los componentes con polvo ü agenles
microbianos cuando se abran los equIpos, asi COtllO
duran!", la realización d",1 ensuyo Evit¡¡r 1" exposlcion del
substrato (TMB/H,O,) a la luz y las vibrélciones de la rTI€!Sd
de trabajO durante el ensayo.

S. Conservar el equipo a lemperaluras enlre 2-8 oC, en un
refrigerador con lemperatura rElgulada O Eln cámara Iria

6. No intercambiar reaclivos de dil>!renl8s lotes rll tampoco
de diferentes equIpos,

7, Comprobar que los reocliv()s no C()nl'em¡rl preClpilados ni
agregados en el momento del LISO. Do dmse el Cd~U,
informar al respOrlsólble par" realizar el procedrHlJenlo
pertinenle.

8. EVitar conlamlnaclón cruzada enlrEl mueslrus de suero!
plasma usando puntas desechJbles y CilrnlJlillldolas
después de cada uso,

g, EVitar contaminaCión cruzdda emle tos re3cllVOS del
equipo usando punlas desechaOles y ("8mloi8ndolu~
después de cada uso,

10. No us¡¡r el producto dElspué~ de la leeli3 de caducidad
Indicada en el equIpo e inlernamente en los reoclivos

11. Tratar todas I¡¡S mueslr¡ls como polenclatmenle
infecciosas L8S mu€slr8S de suero humano deben ser
manipuladas al n'vel 2 de blosegundad, segun h3 sido
recomendado por el Centro ue COllllOI ue EnfElHTled¡lC;es
de AlIanta, Estados Unidos y publicauo por el Insliluto
NaCional ue Saluu: '"Bios"tely in M<crobiological 3ne
Biomedicnl Lnbofnlories", ed 1984

12, Se recomienda el uso de malerinl plaslico desechoble para
la preparaciól1 de Ins SOIUCIOl1esde I~vlldo y para la
tmnsferencla de los reacllvos a los dlrerentes equIpos
automalizados a fin de evil"" conlami"aclones,

13, Los desechos producidos eur3nle el uso del equipo deben
de ser eliminados segun lo eSlablecldo por las direcllV<JS
nacionales y las leyes relaCionadas con el Iralamienlo de
los residuos quirnicos y Liologicos de lóll)üf¡¡türro, En
particul8r. los desecrlOs liqurdos provenienles uel pf(.)(;e~o
de tav¡¡do deb,,,,, ,er Ir¡¡tauos corno polpnclalmente
infecciosos y deben sel il1acllvados Se recomienda la
Inactlvacoón con lejia al 10% de 16 a 18 horas o et lJSOue
1.,alJtoclave a 121'(; por 20 minulOS.

14. En caso de derrarne accluefllal de algun producto. se debe
ulillzar papel absorben:e embebido en leji3 y
posleriormenle en agua El p3pel uebu el"ni"""",, en
conlenedores ueSLgnauos para este 1", en hospLt.,le, y
laboralorios.

15. El ácido sulfurlco es Irritante, En caso de derrame, se debe
18var la superficie con abund~nle ugua

16. Otros malerlales ue desecho generados durante Id
utilizaCión del equIpo (por ejemplo: punlas usadds en la
manipulación de las muestros y co"lroles, rnicroplncHS
usauas) debell ser mdnlpulad>ls c()mo luenl8s putencI<,les
de InleCClón de a{;uerdo a 1¡J~u"ecliv,,~ nacronales y leyes
par3 ellratamlento de reSiduos de laboralorio
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quimicos. polvo o lmuobios EVitar la exposición ¡¡ 101luz.
agentes oXidantes y sup€nicies rTl€tál'cas, En caso de que ueba
translerirse el reactivo, usar contenedores de plés(ico, estén les
y desechables. siempre que sea posible.

8. Ácido Sulfúrico:
Listo para el uso. Mezclar bien con un vort€X ,mtes de usar.
Atencion: Irritante (Xi R36/38, S2/26/30)
Leyenda:
R 36/38" Irntante a los oJos y la p'el
S2126130 " En caso de cont<Jcto con los ojos. enjuagar
inmediatamente con agua abundanl€ y consultar UII rTlédlcO

L INSTRUMENTOS Y EQUIPAMIENTO UTjLlZADOS EN
COMBINACiÓN CON EL EQUIPO.
1 Las micropipetas deo€n s€r colibradas par~ dlsperl~dr

correctamente el volumen requendo en €I €ns~yo y
sometidas a uno ueswnlamirlólción periódica de las panes
que pudieran entrar acciden:almente en contaclo con la
muestra O los reactivos (etartol 70%, lejia 10%. de calid"c
de los desinleclanles hospitolarios) D"lJen adelnás, ser
regulaml€nte rlJvisadas para m¡¡ntener una precIsión del
1% y una confiabllidad de +/. 2°',

2. La Incubadora de ELIS/\ debe ser ajJsI~u~ a 37"C (,r/_
O 5°C) Y conlrolada periódicamente par" m~"tfoi'IEr 1«
temperatura correcta. Pueden emplears" incubadOlils
sec¡¡s o baños de "'gua siernpre que estén valid«dos para la
IncubaCIón de pruebas de ELlSA

3, El lavador de ELlSA es extremildamente Impor1ante para b
realiz~cioll del ens¡¡yo, Antes de ernplearse en los ensayos
de rutln« del laboratOrio, debe ser cuid8dos~rnfoirllfoi
optllnlzado y valldildo usalldo los controles/calibrador y
panel€s d€ ref€rencia pertl"'JIOtes P~ra "segurar que el
€nsayo se re"h~a cOlllorrne lo esperado, norm¡¡lment€
basta con ~-5 ciclos d€ lavodo (nspir¡¡~IOIl t dispensado de
350¡rlipoctllo de solución de lava(Jo " 1 Ciclo), Se
recomlendól un tiempo entre Ciclos de 20-30 segundos. Par¡,
€stablecer correctamenle el número d€ lavados se
recomienda eFectuar el ensayo con los controles/c<Jlibrador
del equipo, el c"libr8dor "si cornu sueros POSitiVOS y
negallvos de referenCia Iratando deoajustorlos a los ',,'olores
indlC8dos en los s€cciolles "Culltrol Interno de calidad" y
"Procedimiento del ensayo" La calibración peri(¡di~a del
volumen a dlspens"r (dfoiscontarnlnaClón y lavado de l:Js
agujas) debe hacerse según las i"struCL<one~ del
rabrlcante,

4. Los tiempos de incubaciórl deben ten€r un m,lrge" de !,5%.
5. El lector de rnicroplacas ELlSA debe estJr proVistO da un

rillro de lectu,a de 450"'10 y d" U" ~egLJfldo tlllro (620-
630nrll, recomendado) para redUCir illterierenClas en la
lectura El proc€dirniento Rst""d81 cJ"l'e conlernplar: al
Ancho de b,lndd"~ 10nm b) RólIlgO de absorbanCld de O a
>"2.0, e) Linealidad ~"2.0, reproc!ucibllidad >~1'10 El
blanco se pru€ba en el pOCillo mc!lcndo en la sección
"Procedlrr.lento del e"sayo". El slslema óptiCO del lector
debe ser calibrado periódicamente pam garan\lZélr lu
correcta rlI€dicion d€ la densidod óptica, según las norrn¡¡s
del fabricante,

6, En caso de usar un sistema automatizac!o d€ ELlSA, los
pasos cliticos (dispenslldo, inculJeclon, I"v"do, lectura,
agllaclón y proceSólmiento de dalos) deben ser
CUidadosamente flj"dos, calibrados, cOrllrolados y
periódicamenle ajustados, para gararltizor los valulf!S
indlc~dQS en las secciones "Control Irlterno de calidad" y
"Procedlmienlo del ensayo" El protocolo del ensuyo debe
ser irlstalado en el sistema operativo de la unldod y vóll,d"do
tanto p",m el lavador corno par", el lector. Por airo Iddo, la
parte del sistema que maneja los liquidas (dispefl~¡¡do y
lavado) debe ser validada y fijadH corrtJclamenle. Debe
prestarse particular atención a eVitar el mr:Jstre pOI lBS
agujas de dispensación y las de lav¡¡do. a fin dE' rnlnlrlllZar
I~ posibilidad de ocurrencia de falsos POSI\<VOSpor

",.M.4.¡-
'Y"' fOLIO -

~ '93._'(#1
COrllé"nlnación de los poclllrJo adyacentes por ITIU8~tr,,) ~Jge;~' iI'
lue,1ernente reactivas Se reCOrlllenda €I uso de sistemas'
autom<Jl,zados p~ra el pesqursaje en urlJd<Jd€Sd€ sangre y
cUimdo la canlldad de rnu¡¡st,~~ super" las 20-30 unlQades
por ens~tu 1

7 <:1&efVICIOde atención al clie"tR fJ" O'il,PrO, ofrece apoyo al
USLJWIOp8ról c<J;lorar, ajUstilr e Instalar lo~ e'1urpo~ a usar,
en cornblnacloll con ,,1€qulpo. COIl el proposito de asegura,.
el curnphrlllento de los requenmlentos descritos, t

I
L. OPERACIONES Y CONTROLES PREVIOS AL ENSAYO. !
1 Compruebe 1", lech« de cadUCidad irtdicdda ¡¡n la partel

uXWrrl<l d,,1 e'1ulpo (envase pnmarlo) No u~ar ",i ha'
caducado. I

2. Cornprue1¡" que los componentes li~uldos flO esl{ml
contaminado, {;(.1Il p"rtlcul¡¡~ o agregados VISibles t
Asegúr%e de que el cromógerlo (TMB) el' 11\<':010'0o azül:
pólido, aspirando un pequeño volumerl de este con una
p'pe:a esténl de plasticu Cumpruebe que no harl ocurndo
rupturas ni d€rr<lrrles óe IlqLJlÓOdentro de la caja (envase
pnmélrlo) durarlta 01 transporte. Asegurarse de que la bolsa'
ÓB "lurninlO ~ue conllene la rlllcroplac<J no esle rol" d

,!aiiada. J
3 DilUir t()\alrn"nte 1" solUCión de I~v~do 20x concentrada

corTlOse rl¿¡descnto m,t"f10fIT1S"le
4 D,solver ,,1 Cilld"ildor co,no se ha descrllo anl""ormente

mezcl,n SUaVp."'foi"te uS<Jlldoun \lort€x 1
5, Dejar los cornoo"enl€s rest~"tes "fc"n~ar la lelllpera\ura

ambiente (¡¡P'OX 1 hur,Jj, mezcl"r luego suav¡¡m""t" en el
vórtex todos los rGactlV(iS líqUidos, t

6, Ajustilr la Incubador~ de ELlSA <o37"C y cfJbar el lilvado~
de ELlSA utlllL<lndo 1,1 SOIUGIÓIIde lavac!o, segufl l<o~:
Instrucciones dol fabriconte F,¡"r el numero de ciclos de,
l<lv"du dfoi acuerdo a los par<imelros d" v¡¡l,daclón del'
Instrunlento para usar con el equIpo.

7, CorTlprobar que elleclor de ELISA esté conectiloo allneno
20 minutos "nte~ de re"ll~ar fa lectura -¡

8, <:n caso de trabajar élutolllátlcamenle. conectar el equlllo {
comprobor qu" I()~ protocolos estén correetnrnente
programados, ,

9 CorTlprob"r que las rnicropipelas estén fijadas "n ,,1
volumen requendo I

1Ü A~"gur,Jr~e de que el eqUlpamlento a USen¡¡~I" "" pfoirlecto
USlé,do,d,sp0rlJble y ti~to p"rn el u~{) I

11 En caso de surglf algún problema. so d€b€ detener e~
ensayo y aVI~~' al 'espur'~¡II)le I

M. PROCEDIMIENTO OEL ENSAYO, 1
El en~llyo (l"b¡¡ 'e"liz:w;e oE'gun Idti Inslrucclones que SigUefl '"
continuaCión, es Importllrlle rnant€rwr e" l()da~ Id~ muestras el
mismo ti¡¡'IIPO de Iflcubólción. I
1 Poner el nÚlnero nacasallo da tlra~ "n el sopone plástiCO
Dejar el pocrllo A 1 vaciu pllr", et bl,mc()
AI"'ó1cer"H Ido llr~b rest"flles en lo bol~a con e: des€cunte ,1
lemperaturas entre 2 y 8'\: J
2. Dispensm 100fLI del Control Negallvo, por tn;Jlicado. 100~ll d
Callor¡¡dor. por duplicado. y 100."1 del Control POtiitlvol'
Posteriorrnent€, nr'indi, 100~11de cada rnuestrd, CorllprolJar qU~
los controleslc"l,braé(}f y mueslras se hon anild'd1
CQrrfJct"rnente,
Oespues Incubar f,1m,uoplaca durwlte 60 minutos a +37'C ..
3. Lnvar In micror,IHca segun lo descrllo prevlament" (secCton
1.3), t
4. Dispensar 100pl d€ CU"jug"dü ell todos los pOCillos, exceptu
A 1: comprubar que fos reactivos se hall anadido correctarnent"j
Incubilr la mlcroploca dumnte 60 minutos a +J7'C.

Nota importantre Tenar (;¡¡idado de no iocar la ¡Jawd IfJlem

do! poullo con JIr punlu do /" p'pel1J ,,1 disponS<Jr ,,1 cOfliuyado
Podri" I.Jrod(IClrS(I (:ofllatrJlflilclón
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5, Lavar la micropl¡¡ca s"yCm lo d"svitQ ¡l,evlarlIHrlt" (8ec~16n
1.3)
6 Dispensar , OO~II del CromógenolSubstralo en lodos los
pocillos, incluido el Al
Incubar ta mlcroplaC8 prot"gida de la IU2 a temparatura
ambiente (1 8-24'l;) durante 20 minutos Asegurdr el curnpl,mle"to de los ~Igulenles parúlHBlroS

O. CONTROL DE CALIDAD INTERNO
Se real'z<J un grupo de pruebas con los controlos/calibrador
cser, Vf!Z qUf! S" USélel equIpo 1m,,' ve"hu" 51105 valores
004S0rHII o MICo son ios esperados

721"07120Q]Rn.I Doe.: IINS DMI.Cbk'J1 Il'age I 5 of 71

1 (JI proc¡¡so de laviJdO y los p[l(árnelros
d,,1 lav¡l(lor e,ten validado, ~egur¡ los
eSllJdlo~ prevlus de (.dlilic>J~16n
2, se ha usado la solUCión de lavado
dpruplad3 y que el Isv8dur h¡¡ s"Jo
ceb<]do con la misma ames del usu
3, no se han cometido errores en ell
procedlllllenlo tdispensar el control
POSitIVO en lugar [!el negativo) I
4 no ha existidU cOlllarnrrlólCló" del
control negativo o de 'Sus pOCillos debIdo
" lIlu,,~tr¡¡s fJU~lllv,,~ d'lrrólmad¡,,;, o all
cOf'ljugado I
5 I¡¡~ rTIi~ropipBtil~ r,,) ~e Ilarl
contaHllnado con Hlu,,~tras p0Sltlva~ 0
con el conlugado ,
6 las agujas del lavador no esléf'l parCial'
o total1l1ente obstrUidas.
1. el procedillllento 113 s;do realizado
cQrllJctnl1l'lllte
2. IlO ha l1"t)l(1o erroreb durallle su
dl~lnbu{.rón (d,s¡:){m~ar el C0ntrol neg"t,vo
en IUgéHdel calibrador), :
3. el proceso de lav<]cl0 y los parómetroil
dRI [¡wador estéll vdlld"dos segun lo~
estudiOS prevIos de califIcaCión. I
4, no ha ocurndo cOlltamlnacióll extnrnd

del cl1llbrddor I
, el p~oced<mirJnto 1)<] sido reallzadd
(.orroCliJmellte I
2, 110 se 111m cornet,do errores ell e
pro(.euinHento (dl~pellsur el cont"'l
rlGg>lllvO f!1l tugdr (Iel po~¡llvo)
3, el proceso de iavado y los p¡l(¡\rTlelros
del I"vadür e~te" v"lldados ~"gur¡ 10J
f!sluulOS prevjos (!¡¡ calrl,cuc'óll, J
4, no lIa ocurrrc!o contarrllllaclón eXlerll
del conlrol POSillvO 1

Com rucbe ue
1" solUCión crorllógeno/substrato no se ha
{.(llltarnir",do cur,mtf! el e"~ayo

Calibrador
00450nrn
Fuerél de rallgo

00450",,,
:> eN/lO

Calibrador
Control POSitivo

Coer'c'ente (!e
variaCión> 20%

Control Positivo

Probtoma
Pocillo blanco
> 0.10000450",n

Control
Negativo ICN)
< ,.00000450rllrl
des~ues de leer
el blanco

SI ocurm alguno d" los prülJlem,,~ antHrrorf!S, ",Forme al
respons3iJle para torna! (as nledldas pe~tinentn~

En caso contrario, no slgn adelante y compruebe'

Si los resultados del "nS<lyo COincIden <;011 lo
anteriormente, pase a la ~;guien!e sección

1~'~,~,~'~m~'~'~'~O==~~~~~¡i~E~'~;~'~"~'~;';;:======:::~~Pocillo Blanco vJlor < 0.'00 D0450nm
Control NegatiVo >, 000 00450nm después de le¡¡r el
(CN) blunco

S, es menor. cornrole CUldddoSdlTlent<l el
proce30 de i,waao y disminuya los clcios
o el ti<llllpo entre los rnbmo~
Coeflclenle de varraclón < 30%
CN/l0 < D0450nm < CNI5
D0450 f'lm <: CNil0

Microplilca

Nota importante, Nr.; exponer ¡JiroctarrJonle (J {I/vrte
iluminación, de lo e<mlrario so generan IfItcrforenelas

CC~,~,~üC,,~IO,;,I7iC'eO'¡¡ibC,,;d¡¡o~,;-T--,"O'"O~,,1--,
Muestras 100 I-!I
1'" incubación 60 min
Tem eralura +37'C
Lavado 4-5 Ciclos
Con u ado 100 I
2 a incubación 60 min
Tem eratura +37'C
Lavado 4-5 ciclos
Mezcla TMBIH202 100 I
3 incubación 20 min
Tem eralura t.a:
Acido Sulfúrico 100 IJI
Lectura 0.0. 450nm & 620nm

Notas importantes;
j. SI no se puede utilizar el segundo fiIIro, asegurarse de que

no hay impreSiones dlgilales en 01 londo do lus puc¡lIo~'
anles df] leer a 450nm Podrían g(Jnerarse rolsos positivos
en la lectura,

2, La lectura debrJhocer~o inmodiot<Jmontodospués do miad"
/(J solución de parado y, 011 cualqwor caso, nUnCi!
transcurridos 20 minutos desplies d", ~IJO(j¡ájIJ Se podrid
prudlicir auto oxidación del cromógcno c[¡usando Un
elevado rondo,

LO • temperatura ambiente

A continuación se describe un ejemplQ d,,1 ",qu"rna de
di~pEmS<ldo'

7, Dispensar 100111de ácido sulfúri<;o ell lodos lo~ pOClllo~ p¡¡ra
detener 18 reacción enzimZltica, usar la mlsmiJ secuencia qun nn
e~ paso 6 La adición de la solución de parad" camblll el color
del Control Negativo y las muestras negativas de azul a
amarillo
8. Medir la intensidad del color de la ~0luci6n en ellO" pocillo,
según se if'ldlca en la sección 15, con un filtro de 450 nm
(lectura) y otro de 620-630 nrll (substr<JCCrOrl del (Olldo,
recomendado), <;allbr<mdo ~I instrumento con el pocitlo Al
(blanco)

N. ESQUEMA DEL ENSAYO

-- ----
1 2 3 4 5 6 7 8 9 W 11 12

A' 8L M2 I~8 CN M3
C' CN MI

"6-
CN M5 IE CAL M6 - 1-F CAL M7 =+G CP M8 1-

H MI M9

Leyenda, BL" Blanco CN" Control Negativo
CAL" Calibrador CP = Cuntrol Positivo M" Muestra

~()Ú
BIOARS SA

8100, CLAUOIA ETCH

DIREC1Ú" rECNIC¡
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A conllnuoóórr. 1m ojL'mplo dI.' los cálculoS a realizar'

I

:> 98 %
- ----
:> 98 %

í

)d~k:
BIOARS S.A. J

8100, CLAUDIA ETCH ,VES
DIRE'C TOR rECNICO

1'721

Sensibilidad
Especificidad

PRECISiÓN.

DAS.CE: lote #1102

DAS CE' loto #0103

3.

R. FUNCIONAMIENTO.

I
I

1
Se real'lo un es:udio con J 1(¡les y dos nlueSlrilS de drlererolO!
reilcl,vldud ¡Hl'r.HOV, HXHlTlIn~o,,~ en 16 repllca3, l'" tres tand;lS
separad<JS Los villoles mediOS obtenidos se reporlart 'a
COnil(lUilC'Ón'

1. LIMITE DE DETECCiÓN
En uuser!ci~ de Ur! eslanddr
en,ayo iw bldo c,,'culada por meclo de
denominado Accurun n" 127 slImiruS\rHdo

Valores ColM

2. ESPECIFICIDAD Y SENSIBILIDAD DIAGNÓSTICA. ,
L" ev"luacl61l del prücedlllHEil1tü dlagn6stlc" se re"l,zo
medl<Jnle un ensoyo COrl mns do ~OO r11u€~I'iJS l",rM! il U!
equi~Jo dl! referencm I,-s!e en~uyü CIIIlICOIUf! GondUCldo por e
Pro! M Rizzetlo, Departamenlo de Gastlo-Hel.l"lulogiu de
hosl.litill S,Grovunnl B<lltlst<l de Turin, Ilall" 1
Se examinaron ITIUl'SlraS negativos, posrlivns y Olr"s qu
PUGleran provocar Interlerencla I
Se emplesron ud€rTl"~ plflsrnH sürnefldo a rnétodos de
tr¡¡(amlenlo estándar (citrilto, EDTA y heparrnélj y suer6
hlJrTla"O~ No se h<J ol)~~rv"do 1,,15¡¡redclivldad debida a lok
méloGos de tréllúm;CnlO de muó!strus r
A contil,uación Sl! Iflu(¡slr"" breV8J1lf!lltf! 10b resul'"dos
oblerl1dos:

Conlrol NOQalivo N ~ 161
Valeros m~dlos ) IJ'ld" , llln~n , tanda Valor ,

Promodio
DO ~:;Onm 23~2 ¿ ~28 24J:I 2,~O1
p~svl"~16n O In 0105 017'> O 11~
eslandal
CIi% " H e o "

C"librddor N ~ 16

Valu'''' rnedlos , [ando 2 • landa , tanda Valor •PromediO'
DO ~50nr" O79R OnQ O ~8G O 7Ql
P"'VI"L10n (1 un (Ion () O:'G 0025
estándal

CV % 77 " " ",
(o/M 11; " " "

DAB.CE Lole # DAB.CE Lote # DAB.CE LOle n I
1102 0103 0403 •

Accurun D0450 ColM 00450 Co/M 004S0 COIM!I
# 127 "' valor ~,m \talor "m \t;,I~r I
" 0171 '" 0163 " 0156

" O 1e7 " O 17e " () 179 2 5 '1

" 0.230 " 02:'0 " O:'O? ""' O:'Q8 " O2e~ " () 2"11 " I

"" 0417
"

O~05 U 0402 U ;

~~ O~~1-'" O ,19i) " 048? -H--f .
'" 0717 ü7 0700 O' O70~ Od I
128x 1 Od3 O~ 100& "' 1015 I 0,1 1;

CTRL ) 2 48~ 1/" ..../111 :i ?61 //.'//,'1','1 ~ 11~ 11.'1.','1111 '

positiva
n",yollVi'

Co/M Interoretación
< 0.9 Neaativa

09-1.1 Equívoco
> 1.1 Positivo

Vaior de corle = (2, 100 + 0.100) /5= 0.440

Valor de corte = (eN + CP) /5

Nota Importante: Cuando el cálculo de los mSlIll()dos :;10iJ¡¡lI¡¡
medianJe el Slslema opemlivo de un eqUipa de EL/Sil
automático, asegurarse de que la formulación usad:! para (Ji
ce/crAo del v"ior de corte, y par¡) ia InterpretaCión de las
resuJledos sell corroct<.L

P. RESULTADOS.
Los resultados se calculan por medio ce un valor de corte (cul-
off) hallado con la slgul8"Jle fórmula

Controi POSI/IVO' 0,100 D0450run
M~nor de eN/jO - Valido

Q.INTERPRETACIÓN DE LOS RESULTADOS.
La Interpretaci6n de los resultados se realiza mediante 18 r8zón
erljre lilS DO a 450nm delds mueslrdS y el Valor de co:te ColMo
Los resultados se interpretan según la sigu',lfl!e [<Ibl".

Notas Importan/es:
1. La interpretación de los resullados debe iJacerse: bajo ID

vigilarJóu dol raspan sabio del /[loomtorio p~ra rL'duClr el
riesgo de euores de JUICIOy de m/erpretación,

2, Cuando se Iransrmlen los r(lsuiliJdos d(, 1" prU(lOil, do!
laboratono a o/ras IIJsla!aciones, debe ponerse mucha
atención para eVitar el trasliJdo de diJlos orrónaos

3. El diugnó!!tiL'o dI.' infección can lm virus do la IIL'p<Jli!i~ {lobL'
ser {)viJiu~do y COIrllIfJiC<JUO <JI ¡J"ciolJl<.J p(;r U" móuIL'r;
calificadO

M(Je!l!ra l. 0.020 D0450nm
M(JL'slra 2: 1 900 D04S0nm
MUL'slra 1 Ca/M> 1.1
Muestra 2 Co/M '" 0,9

Lo!! slgwen/e!! da/os no dC!orn (J~'¡¡fSC!(In Iu'}'" do los vulor(J~'
reales oblenido!! en el labora/ono.

Cellorador 0.300.0.260 D0450rrnl
Valor mediO' 0,280 D0450nm
Oefllro dol rango eN/ID < 00450nm < CN/5 - Válido

Un resultado negativo Indrc¡¡ que el paciente no eslá Illlectado
por HDV.
CualqulEir paCiente, cuya rnuestra resulle EiquiVOCJ dEibEi
somelersEi ~ una IlUEiva prutlba con U'la segull(!a rnUEis!ra de
sangrE! colEiclada 1 Ó 2 semanas dEispues dEi la Inlcidl
Un r<>sullado posílivo es ",dl<.:alivQ d€ infe<':clón por HOV y por
corrSlguienle el pacienle debe ser lralado adecuudmnenle

Contral N~gat¡vo 2.100 - 2 200 - 2 000 D0450fll'l
Valor m(lulo' 2100 D0450nm
Mayor de 1 000 - Válido

I Qoe: 11NS DA13.CE¡tsf;..~7! Rev,:

•
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Control Na allvo N = 16\
ValoréS1nedjo5 ' , tanda '~-2 tande" -, landa' .. Valor

.. - Promedio _'
DO 45Dnm 2,246 2,221 2,182 2,216
Desviación 0,097 0.103 0,118 0106
estlmdar

''" ., .., ,. .,

Calibrador N "16

;~~~orea~r,llJiPS ,"j~:ríde ' 2 landll c::i" tande'-' -' Valor' ",
J, ' .: _"::'_.'z:. , ~~~" . Promedio

DO 450nm 0.269 0.277 ""' 0,271
Desviación 0.026 0,024 0025 0.025
estándar
evo/, " " " "ColM " " " "

I

I
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•5.
..,..,..,

-:2". taMlla"T~l tillidá"- "Valor'
._~ 'L::",:",-:L_P,omedio '

2,237 2,246 2.230
0,108 0.108 0.107

2.206
0,105

N = 16'
.,1, Ján"dí(,
";,,-' '" '

DO 450nm
Desviaci6n
estándar
evo/,

CAB.CE, lole # 0403

Control Na aUvo
Vatorlllf!Jié;dIOli ;-
, ... ",;; J,," :+;-

•

Calibrador N "16
'Valorea'inedlos' , ta"n,dll,' :'"2 }srida ~','3'~tandS""- . Valor'

. . • ' ,." m Promedio
DO 450nm 0.285 0.273 0280 0.280
DeSVlaci6n 0.027 0023 0.026 0.025
I!st~ndar

CVo/, "., M "' '.0
ColM " " " "

Todos los productos de diagnóstico in vitro fabricados
por la empresa son controlados por un sistema
certificado de control de calidad aprobado por un
organismo notificado para el marcado CE. Cada lote Ilse
somete a un control de calidad y se libera al mercado
únicamente si se ajusta a las especificaciones técnica~ y
criterios de aceotación de la CE. ,

La variabilidad mostrada en las tablas no dió como resultado
una clasificación errónea de las muestras.

Producido por
Dia.Pro Diagnostic 8ioprobes s.r:I. .....

Via G. Carducci n.27 Sesto San Giovanni (Mil

•

1
I

Ita lia

S. LIMITACIONES.
La contaminación bacteriana de las muestras o la inactlvación
por calor pueden modificar los vaiores de absorbancia con la
consiguiente alteración da los nivelas del analito, Esta ensayo
es adecuado solo para el análisis de muestras individuales y no
para mazclas.
El diagnóstico de una enfarmedad infecciosa no sa deba
formular en base al resultado de un solo erlsayo, sino que es
necesario tomar erl consideración la hlsloria cllnica y la
sintomatologia del paciente asl como otros datos diagnóslicos,

CE
0318

INOICI\CION Al. CONSUMIDOR
Po, cualquier inlOrmaclónpuede con,ullar al 'igulenle teléfono (011)
47713783en el horariode 9,00 o 18,00de Luna. a Viernes Personalde
BIOARSSA eSlarlla Vuena dlSpoSlclón ,
La mercaderlaviajapo, cuoolay ne'go del de.tinata,;o Todoreclamo.erll
alendldo ""gún lo prevee el 'M.nual de procedlmlenlopara reolamos
téon>cosy devolUCiónde meroaderlo"que BIOI\RSSA ponea d"po,iClón
d.1Cliente. ;

ESlablo",ml.ntoElaborado,'Oio,ProOlogno.licBioproM5S r.1.VIOG
CardUCCI,n' 27,20099,Se.lo SanG,ovanni,MilAn,llalla, ,
EstablecimientoImportadorBIOARSS,A,- SantoDomingo257al80
CiudadAutOnomadeauonosAire.
DirectorTécnICoOra.ClaudiaE,Etchevé.-
8;oqulmlce.MolrlculaN.cionalW 7026
AulonzadoMini",erlodeSaludN"

í
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REF DAG.CE
96 pruebas

/

Uso exclusivo para diagnóstico "in vitro"

HDV Ag
Ensayo inmunoenzimático para la

determinación del Virus de la Hepatitis
Delta en plasma y suero humanos

r--------------------DIA.pi~o----------l
1

1 Diagnostic Bioprobes Srl
Via G. Carducci nO 27
20099 Sesto San Giovanni
(Milán) - Italia

Teléfono +390227007161
Fax +39 02 26007726 I

I e-muíl: info@dilIPro.ít
1__ ,_,._, , ~ __ "' __ "'''"._.,.''''''' __ ,_ ~_, __ ~_,_, __ ,. "' "_, """ . "." ,J
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HOV Ag

2

6. Conjugado: jCoNJI
1x16mllvial. Soluciór'l liste para el uso, COr'ltiene 5% de
albúmina de suero bOVino,tampón Tris 10mM a pH 6.8 +1-0.1,
anticuerpo policlonal anti.HOV conjugado con peroxldasa
(HPR), suero normal de ratón 1%. además de 0.2 mg/ml de
sulfato de ger'ltamicina y Kathon GC 0,1% como conservantes,
El conjugado está codificado con el color rojo.

8. Diluyente de muestras: IDILSPE)
1x16ml. Contiene tampón fosfato 10 mM a pH 7,4 +/- 0.1, NP40
6%, además de aZlda sódica O.Og%y Kathon GC 0.1% como
conservantes,

7. CromógenolSubstrato @UBS TMBI
1x16mllvial. Contiene una soluciór'l tamponada citrato-fosfato
50mM pH 3,5-3,8, tetra-metil-ber'lzidina (TMB) 0.03% Y peróxido
de hidrógeno (H20,) 0,02% asl como dlmetilsulfóxido 4%.
Nota: Evitar /a axposlclón a la luz, la sustancia es
fotosensible.

5. Tampón de Lavado Concentrado: @ASHBUF 20a
1x60mllbotella. Solución concer'ltrada 20x.
Ur'la vez diluida, la solución de lavado contiene tampón fosfato
10 mM a pH 7,0 +1- 0,2, Tween 20 al 0.05% y Kathon GC al
0,1%.

II 4. Calibrador: ~

Page

B. INTRODUCCiÓN.
El ViruS de la Hepatitis Delta es un virus ARN defectivo. Se
compone de un núcleo con los antígenos delta específicos, y
está encapsulado por el HBsAg. Para su replicación necesita
ayuda funCional de HBV,
La infección por HDV ocurre en presencia de una infección
aguda o crónica por HBV. Cuando se presenta
simultáneamente la infección aguda por los dos virus, la
enfermedad es grave y el cuadro clinico, asl como las
caracteristicas bioqulmicas son practicamenfa indistinguibles de
una infección por HBV. Sin embargo. una persona infectada por
HBV de forma crónica puade soportar Indefinidamente la
replicación por HOV, normelmente la enfermedad es menos
severa y aparece como exacerbación clínica,
La determinación de los marcadores serológicos específiCOSde
HDV (HOV Ag, HOV Ab, HOV IgM y HOV IgG) representa una
herramienta importante para los cllnicos en la clasificación del
agente etiológico, en el seguimiento da los pacientes asi como
en el tratamiento.
La detección de anticuerpos totales permite la clasificación de la
enfermedad y el seguimiento de la seroconverslón.

A. FINALIDAD PREVISTA.
Ensayo inmunoanzimático de tercera generación (ElISA) para
la determinación del Virus de la Hepatitis Oelta (HDV) en
plasma y suero humanos.
El kit ha sido desarrollado para el seguimiento de pacientes
infectados con HOV.
Uso exclusivo para diagnóstico "in vitro".

~ INS DAG.CE/esp I

C. PRINCIPIOS DEL ENSAYO.
El antlgeno de HDV presente en la muestra es capturado, en la
primera incubación, por un anticuerpo monoclonal especifico.
Sa adiciona Ur'l detergente a la muestra para disolver ei
antigeno especifico de la partícula viral.
En la segunda ir'lcubación, después del lavado, se adiciona otro
anticuerpo anti-HOVAg cOr'lJugadocon peroxidasa (HRP) que se
ur'leal antlgeno capturado.
La concentración de la enzima conjugada, ur'lida a la fase sólida
es proporcional a la cantidad de HOVAg presentes en la
muestra y su actividad se detecta por la adición del substrato
cromogénlco er'l la tercera incubaciór'l.
la detección de HOVAg er'lla muestra se determir'la de manera
semicuantitatlva a través del cálculo de un valor de corte.

D. COMPONENTES.
Cada kit contiene reactivos suficier'ltes para realizar 96 pruebas.

1. Microplaca: IMICROPLATEj
r'I'1 microplaca
12 tiras de 8 pocillos recubiertos con un anticuerpo moncclonal
de ratón anti-HOVAg en bolsas selladas con desecante.

2. Control Negativo: ¡:;ONTROl 3
1x2.0mINial. Listo para el uso. Contiene albúmina del suero de
cabra, tampÓr'i Tris-HCI 100 mM pH 7.4 +1-0.1, además de
azida sódica 0.09% y Kathor'l GC 0.1% como conservantes, El
control negativo está codificado con el color amarillo pálido,

3. Control Positivo: jCONTROl3
1x2,Omllvial. Control ilofilizado para disolver en 2 mi de agua
bidestilada, Contiene 5% albúmina del suero de cabra, alto
titulo de antlger'lo recombinante HOV no infeccioso, tampón
Tris.HCI 25 mM pH 7.4 +1-0.1, ademas de sulfato de
gentamicJna 0.02 mg/ml y Kathon GC 0.1% como conservantes,

9. Ácido Sulfúrico: IH,SO. 0.3 MI
1x15mllvial. Contiene solución de H,SO, 0,3M
Atenclór'l: Irritante (Xi R36138; S2I26130),

10. Sellante adhesivo, n02

11. Manual de instrucciones, n'1

E. MATERIALES NECESARIOS NO SUMINISTRADOS.
1. Micropipetas calibradas (150fll, 100¡.i1Y 501J1)Y puntas

plásticas desechables.
2. Agua de calidad EIA (Bidestllada o desionizada, tratada

con carbón para remover químicos oxidantes usados como
desinfectantes). '

3. Timerconun rango de 60 minutos como minimo,
4. Papel absorbente,
5, Incubador termostático de microplacas ELlSA, calibrado

(en seco o húmedo) fijo a 37"C, COr'lagitación a 1300
rpm+I.150.

6, lector calibrado de microplacas de ELlSA con liltros de
450nm (lectura) y posibilidad de 620-630 nm (blanco),

7. Lavador calibrado de microplacas ELlSA
8. Vórtex o similar.

F. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES.
1. El kit debe ser usado por personal técniCOadecuadamente

entrenado, bajo la supervisión de Ur'Idoctor responsable
del laboratorio.

2. Todas las personas encargadas de la reaiización de ias
pruebas deben llevar las ropas protectoras adecuadas de
laboratorio, guantes libres de talco y galas, Evitar el uso de

/
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yCOMPONENTESL05DE

Callbrndor:
Anadir al polvo liofilizado el volumen de a9ua de calidad EUSA
Indicado en ia etiqueta. Dejar disolver totalmente y mezclar
suavemerlte en el vórtax. 1
Nota: Una vez reconstituida, la solución no es estable. Se
recomienda manlenerla congelada en alícuotas a -20'C. !
Solución da lavado Concentrada:
Todo el cOrltenldo de la soluci6n concentrada 20x debe diluirse
ell agua bidesliiada y mezclarse suavemente antes de usarse,
Durante la preparación evitar la formación de espuma y

Control Negativo:
listo para el uso. Mezclar biel1 con la ayuda de un vórtex, antas
de usar.

Controt Positivo: t
Disolver en 2 ml agua de calidad EUSA y mezclar bierl en el
vórtex antes de usar, t
El COrllrol positivo no contiene partículas infectivas ya que
contiene arltigerlos recomblnantes sintéticos. j

Nota: Una vez reconstituido, el con/rol no es estable. !Se
recomienda man/enerlo congelada en allcuotas a -20'C.

Mlcroplacas:
DeJsr la microplaca a temperatura amblerlte (aprox. 1 hora)
antes de abrir el envase. Compruebe que el desecante no esté
de un color verde oscuro, lo que indicarla Url defecto de
fabrlcaciÓrl. De ser asl, debe solicitar el servicio de Dia.Pro:
atención al cliente,
las tiras de pocillos no utilizadas, deben guardarse
herméticamente cerradas en la bolsa de alumirlio con ei
desecante a 2.8'C, Una vez abierto el envase, las tiras
sobrantes, se mantienen estables hasta que el Indicador de
humedad dentro de la bolsa del desecante cambie de amarillo a
verde.

H.PREPARACIÓN
PRECAUCtONES.

En Url estudio realizado con un kit abierto no se ha detectado la
pérdida relevanfe de actividad relevante utilizálldolo hasta 6
veces y durante un periodo de hasta 3 meses.

(ff\.,~}g:s
G. MUESTRA: PREPARACiÓN Y RECOMENDACION ~
1. Extraer la sangre asépticamente por punción ve PRCfí)'

preparar el suero o plasma según las técnicas esl<\ndar
los laboratorios de análisis clínico, No se ha detectado que I
el tratamiento con citrato, EDTA o hepanna afecte las'
muestras.

2. Evitar el uso de conservantes, en particular azida sódica, ya
que pudiera afectar la actividad enzimática del conjugado,
provocando resultados falsos negativos.

3. Las muestras deben estar identificadas claramente
mediante código de barras o nombres, a fin de evitar
errores en los resultados.

4. Las muestras hemolizadas (color rojo) o hiperllpémicas
{aspecto lechoso} deben ser descartadas para evitar falsos
resultados, al igual que aquellas donde se observe la
presencia de precipitados, restos de fibrina o cuerpos y
filamentos microbianos.

5. Suero y plasma pueden conservarse hasta 5 dias. a partir
del momento de la extracción, a una temperatura entre 2 y
BOC. Para periodos de conservación más largos, las
muestras deben almacenarse a -20'C, evitando congel ar)
descongelar cada muestra más de una vez porque puede~
generarse partículas que podrian afeclar al desarrollo de I~
prueba I

6. Si hay presencia de agregados. la muestm se puede aclarar
mediante centrifugación a 2000 rpm dumnfe 20 minutos ó
po< fillcodOo 000 oc ml~ d, 0,2.0,8 micro,. I
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objetos cortantes (cuchillas) o punzarlles (agujas). El
parsonal debe ser adiestrado en procedimientos de
bioseguridad, según ha sido recomendado por el Centro
da Control de Enfermedadas de Atlanta, Estados Unidos, y
publicado por el Instituto Nacional de Salud: "Biosafety in
Microbiological arld Biomedical Laboratories", ed.1984.
Todo el personal involucrado en el marlejo de muestras
debe estar vacunado contra HBV y HAV, para lo cual
existerl vacunas disporllbles, seguras y eficaces.
Se debe COrltrolarel ambiente del laboratorio para evitar la
confaminaci6n de los componerltes con polvo o agentes
microbianos cuando se abran los kits, así como durante la
realización del ensayo. Evitar la exposición del cromógenol
substralo (TMBIHzO.) a la luz y las vibraciones de la mesa
de trabajo durante el ensayo,
Conservar el kit a temperaturas erltre 2-8 'c, erl un
refrigerador con temperatura regulada o en cámara fria.
No Intercambiar reactivos de diferentes lotes ni tampoco
de dlfererlles kiffi,
Comprobar que los reactivos son claros y rlO COrlflenen
precipitados ni agregados en el momento del uso, De
darse ei caso, informar al supervisor para realizar el
procedimiento pertinente.
Evitar contaminaclórl cruzada entre muestras de suero/
plasma usarldo pUlltas desechables, cambiándolas
después de su uso.
Evítar contaminación cruzada entre los reactivos del kit
usarldo puntas desechables, cambiándolas después de su
uso.
No usar el producto después de la fecha de caducidad
Indicada en la ellqueta del envase externo y erl las
etiquetas irltemas {viales} de los reactivos. En un estudiO
realizado COrlun kit abierto no se ha detectado la pérdida
de actividad relevarlte utilizándolo hasta 6 veces y durante
un periodo de hasta 3 meses.
Tratar todas las muestras como potencialmente
infecciosas, las muestras de suero humano deben ser
manipuladas al nivel 2 de bioseguridad, según ha sido
recomendado por al Centro de Control de Enfermedades
de AlIanta, Estados Unidos y publicado por el Illstituto
Nacional de Salud: "Blosarety Irl Microblological arld
Blomedicallaboratories", ed.1g84,
Se recomierlda el uso de material plástico desechable para
la preparación de los componerlfes Ilquidos y para la
transferencia de los reactivos a los difererltes equipos
automatizados a fin de evitar contaminaciones.
los desechos producidos durarlte ei uso del kit deben de
ser elimlrlados según io establecido por las directivas
nacionales y las leyes relacionadas con el tratamiento de
los residuos qulmicos y biológicos de laboratorio. En
particular, ios desechos liquidas proverllentes del proceso
de lavado, asl como de confroles y muestras deben ser
tratados como potencialmerlte irlfecciosos y deben ser
irlactlvados. Se recomienda la irlactivaciórl con lejia al
10% de 16 a 18 horas o el uso de la autoclave a 121'C
durante 20 mlrlutos.
En caso de derrame accidental de las muestras o algún
reactivo, se debe utilizar papel absorbente humedecido en
lejía y posteriormerlte en agua. El papel debe elimirlarse
en COrltenedores designados pam este fin en hospitales y
laboratorios,
El ácido sulfúrico es irritante. En caso de derrame, se debe
lavar la superficie COrlabundante agua.
Otros materiales de desecho generados durante la
utilización del kit (por ejemplo: puntas usadas en la
marllpuiación de las muestras y controles, microplacas
usadas) deben ser marlipuladas como fuentes poterlclales
de Irlfecci6n de acuerdo a las directivas naciorlales y leyes
para el tratamiento de residuos de laboratorio.
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Diluyent, de Muestras
Listo para el uso. Mezclar con vórtex suavemente, eVitando la
formación de espuma, antes de usar.

burbujas, lo que poorla influir en la eficiencia de los ciclos de
lavado.
Nota: Una vez diluida, la solución es estable por una semana a
temperaturas entra +2 y BOC.

en el soporte de
los pocillos de

"

1. Poner el numero de tiras necesarias
plástico. Identificar cuidadosamente
controles, calibradores y muestras.

2. Dejar el pocillo Al vaclo para el blanco,

M. PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO.
El ensayo debe realizarse segun las instrucciones que siguen a
continuación, es importante mantener en todas las muestras el
mismo tiempo de incubación,

I
L. OPERACIONES Y CONTROLES PREVIOS AL ENSAYO. I
1. Compruebe la fecha de caducidad indicada en la parte

externa del kit (envase primario), No usar si ha caducado.
2, Compruebe que los componentes Ilquidos no están

contaminados con partlculas o agregados visibles.
Asegúrese de que el cromógeno (TMB) es incoloro o azul
pálido, aspirando un pequei'io volumen de éste con una
pipeta estéril de plástico. Compruebe que no han ocurrido
rupturas ni derrames de liquido dentro de la caja (envase
primario) durante el transporte. Asegurarse de que la bolsa
de aluminio que contiene la microplaca no esté rota o
dañada.

3, Diluir totalmente la solución de lavado concentrada 20X,
como se ha descrito anteriormante,

4. Disolver el Calibrador y el Control PositiVO como se ha
descrito anteriormente y mezclar suavemente,

5. Dejar los componentes restantes alcanzar la temperatura
ambiente (aprox, 1 hora), mezclar luego suavementa en el
vórtex todos los reactivos IIquidos.

6. Ajustar la estufa de ELlSA a 37°C y cargar el lavador de
ELlSA utilizando la solución de lavado, segun las
instrucciones del fabricante, Fijar el número de ciclos de
lavado de acuerdo a los parametros de validación del
instrumento para usar con el kit

7, Comprobar que el lector de ELlSA esté conectado al menos
20 minutos antes de realizar la lectura, 1

8. En caso de trabajar automáticamente, conectar el eqUIpo y
comprobar que los protocolos estén correctamente
programados. I

9. Comprobar que las micro pipetas estén fijadas en el
volumen requerido.

10. Asegurarse de que el resto del equipo a utilizar esté !.in
perfecto estado, disponible y tisto para el uso.

11. En caso de surgir algun problema. se debe detener 'el
ensayo y avisar al supervisor.

..• _~ ~.~~~~~r

~ ..1'i., o
'1 :p,

6. En caso de usar un sistema automatizado da ELlSA, pRCfJ.
pasos crllicos (disperlsado, incubación, lavado, lectura,
agitación y procesamiento de datos) deben ser
cuidadosamente fijados, calibrados, controlados y
periódicamente ajustados, para garantizar los valores
indicados en la sección .Control de calidad intemo" y
"Procedimiento del ensayo" El protocolo del ensayo debe
ser instalado en el sistema operativo de la unidad y validado
tenlo para el lavador como para el lector. Por otro lado, la
parte del sistema que maneja los liquidos (dispensado y
lavado) debe ser validada y fijada correctamente. Debe
prestarse particular atención a evitar el arrastre por las
agujas de dispensación y las de lavado, a fin de minimizar
la posibilidad de resultados falsos positivos por
contaminación de los pocillos adyacentes por muestras
fuertemente reactivas, Se recomienda el uso de sistemas
automatizados para el cribado en unidades de sangre y
cuando la cantidad de muestras supera las 20.30 unidades
por ansayo,

7. El servicio de atención al clienta an Dia.Pro, ofreca apoyo al
usuario para calibrar, ajustar e instalar los equipos a usar
en combinación con al kit, con el propósito de asegurar el
cumplimiento de los requerimientos dascrltos.

Page

l. INSTRUMENTOS Y EQUIPAMIENTO UTILIZADOS EN
COMBINACiÓN CON EL KIT.
1 Las micropipetas deben ser calibradas para dispensar

correctamente el volumen requerido en ei ensayo y
sometidas a una descontaminación periódica de las partes
que pudieran entrar accidentalmente en contacto con la
muestra o los reactivos (alcohol, lejla 10%, desinfectantes
hospitalarios), Deben además, ser regularmente revisadas.

2, La estufa de ELlSA debe ser ajustada a 37"C (+1- 0,5"C) y
controlada periódicamente para mantener la temperatura
correcta, Pueden emplearse incubadoras secas o baños de
agua siempre que estén validados pera la incubación de
pruebas de ELlSA.

3. El lavador de ELlSA es extremadamente importante para la
realización del enseyo. Antes de emplearse en los ensayos
de rutina del laboratorio, debe ser cuidadosamente
optimizado y validado usando los controles/calibrador y
paneles de referencia pertinentes. Para asegurar que el
ensayo se realiza conforme lo esperado, normalmente
basta con 4-5 ciclos de lavado (aspiración + dispensado de
350JlI/pocillo de solución de lavado " 1 Ciclo), Se
recomienda un tiempo entre ciclas de 20.30 segundos, Para
establecer correctamente el número de lavados se
recomienda efectuar el ensayo con los controles/calibrador
del kit. así como sueros positivos y negativos de referencia
tratando de ajustarlos a los valores Indicados en la sección
"Control de calidad interno" y .Procedimiento del ensayo.
La calibración periódica del volumen a dispensar y el
mantenimiento (descontaminación y lavado de las agujas)
debe hacerse según las instrucciones del fabricante,

4. Los tiempos de incubación deben lener un margen de ~5%.
5, El lector de microplacas ELlSA debe estar provisto de un

filtro de lectura de 450nm y, sí es posible, de un segundo
filtro (620-630nm) para reducir interferencias en la lectura.
El blanco se prueba en el pocillo indicado en la sección
.Procedimiento del ensayo". El sistema óptiCO del lector
debe ser calibrado periódicamente para garantizar la
correcta medición de la densidad óptica y mantenido según
las normas del fabricante.

Ácido Sulfurico:
Listo para el uso, Mezclar bien con un vórtex antes de usar.
Atención: Irritante (Xi R36/38; 52126/30)
Leyenda:
R 36/38:= Irritante a los ojos y la piel.
52126130:=En caso de contacto con los ojos, lavarse inmediata
y abundantemente con agua y acúdase a un médico.

Cromógenol Substrato:
Listo para el uso. Mezclar bien con url vórtex antes de usar.
Evitar posible contaminación del liquido con oxidantes
qulmicos, polvo o microbios. Evitar la exposición a la luz,
agentes oxidantes y superficies metálicas. En caso de que deba
transferirse el reactivo, usar contenedores de plástico, estériles
y desechables, siempre que sea posible,

Conjugado:
Listo para el uso. Mezclar bien con un vórlex antes de usar.
Evitar posible contaminación del liquido con oxidantes
quimicos, polvo o microbios. En caso de que deba transferirse
el reactivo, usar contenedores de plástico, estériles y
desechables, siempre que sea posible.
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Leyerlda: BL = Blanco eN = Control NegatiVo
CAL = Calibrador CP = Control Positivo M = Muestra

O. CONTROL DE CALIDAD INTERNO.
Se realiza un grupo da pruebas con los controles/calibrador
cada vez que se usa al kit para verificar si los valores 00450nm
o MICo son 105esperados,
Asegurar el cumplimiento de los siguientes parametros:

"
., ".N,' '5 "'67•

I 8,;' 19y- ',JO !Lh~n

I BL M2 •
m CN M3

CN M'• CN M5 I,•.CAL M6 I

F~CAL M7
GW CP M8
HA M1 M9

I
I
I
I

""Jf.I
,•

Microplaca

rrc~o~,tCco~I~""&'C",~I"ibO"CdCoOc-'-'''O''OC,;¡-,--'
Muestras 1DO: '1
Oilu ente de muestras 100 I
'1 incubacl6n 120 mln
Tem eratura +37'C
Lavado n° 4-5
Con'u ado 100 I
2 Incubación 60 mln
Tem erafura +37'C
Lavado n04-5
Cromó eno/Substrato 100 I
3 Incubaci6n 20 mln
Tem eratura t.a:
Acido Sulfúrico 100 I
Lectura 0.0. 450nm

f.a, "temperatura ambienta

A continuación se describe un ejemplo del esquema de
dispensado:

N. ESQUEMA DEL ENSAYO.

12. Irlcubar la microplaca protegida de la luz a temperatura
ambiente (18-24'C) durante 20 minutos, Los pocillos con
Control Positivo y muestras positivas deban pasar de un
tono claro a azul.

13. Dispensar 100fll de ácido sulfÚriCOen todos los pocillos
para detener la reacciórl etWmética usando la misma
secuancia que en al paso 11. La adición de la solución de
parada cambia el color del Control Positivo y de las
muestras positivas de azul a amarillo,

14. Medir la intensidad del color de la solución en cada
pocillo, segun se indica en la sección 1.5. con un filtro de
450 nm (lectura) y, si es posible, otro da 620-630 nm
(substracción del fOrldo), calibrando el instrumento con el
pocillo A1 (blanco).

Nota importante: Las tiras se deben sellar con el adhesivo
suminislrado solo cuando se hace la prueba manualmente, No
sallar Guanda se emplean equipos automatizados de ELlSA

9. Tras la adici6rl del COrljugado comprueba qua el color ,lr1
los pocillos ha cambiado a rojo, despl.lés Irlcube la
microplaca 60 mln a +37'(;.

10. Tras la segurlda irlcubaciórl, lavar los pocillos segun lo
descrito prevlamerlte (sección i.3),

11. Dispensar 100111del Cromógerlo/Substrato erl todos los
pocillos, incluido el A1.

Nota Importante: No exponer directamenle a fuer/e
iluminación, de to contrario se generan interferencias,

Nota Importante: Tener cuidado de no locar la pared interna
dal pocillo con la punta de la plpata al dispensar el conjugado.
Podrla producirse contaminación.

7. Tras la primera irlcubacl6rl, lavar 105 pocillos segurl lo
descrito previamerlte (secci6rl 1.3).

8, Disperlsar 100>tl del COrljugado erl todos los pocillos,
excepto el A1, usado para el blallCo.

3, Dispensar 100).11dal Control Naga~vo, por triplicado, lOOl.l1
de Calibrador, por duplicado, y 100111del COrltrol Positivo.
Posteriormente, al'iadir 100111de cada muestra.

4. Comprobar la presencia de las muestras en los pocillos a
simple vista (existe una marcada diferencia de color entra
los liarlOS y los vacios) o por lectura a 450/620nm (la
densidad óptica da las muestras es superior El0.100).

5, Dispensar 1001J1del Diluyente de muestras en todos los
pocillos, excepto en el A 1.

6. Incubar la microplaca 120 min El+37'C.
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Notas Importantes:
1. Si no se puede utilizar el segundo filtro, asegurarse de

que no hay impresiones digitales en et poivo en ei fondo
de los pocillos antes de leer a 450nm. Podrlan generarse
falsos positivos en la lectura.

2. La ledura debe hacerse inmediafamente daspués de
afladir la solución de parada y, en cualquier caso. nunca
transcurridos 20 minulos después de su edición. Se
podria producir autooxídación del cromógeno causando
un elevado fondo.

J.ll Parámetro '!Íti~Re uerl mientos -ffl!ii;'?0\*'?l'.'
Pocillo Blanco Valor < 0.100 DO a 450nm
COrltrol Negativo Valor < 0.100 DO a 450nm después de
(CN) leer el blanco

Coeficiente de variación < 30%
Calibrador MICo> 1
C~~~rolPositivo Valor> 1.000 00 a 450nm I

CP
Si los resultados del ensayo coinciden con lo establecido
anteriormente, pase a la siguiente secciórl.
En caso contrario, no siga adelante y compruebe:

Problema
Pocillo blanco
>Q,1000Q450nm

~ 'Com ruebe ue,w~~:
l. la solución cromógeno/substratono se ha
contaminadoduranteel erlsayo, '

Control Negativo
(CN)
>O.10000450nm
daspu~"de lee,el
blanco

1 el pwceso de lavado y los parilmetrosdel
lavador estérl validados según los estudiOS
previosde calificad/m,
2. se ha usadola soludórl de lavadoapropiada
y qua el lavadorha sido cargadoCOrlta misma
anlesdel uso,

/

31C:
6100 Cu"

D1K.E::C1 h
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A continuación, un ejemplo de los célculos a realizar:

Control Positivo: 2.489 D0450nm
Mayor da 1,000- Válido

Valor de cone " 0.025+0.100 " 0.125

Control Negativo: 0.020 - 0.030 - 0.025 D0450nm
Valor medio: 0.025 D0450nm
Menorde: 0,100- Vélldo

Los siguientes datos no deben usarse en lugar de los valores
reales obtenidos en el laboratorio:

'&' 7 2 ~)'\.M.~.~
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Notas Importantes: DE: PRcP:/
1. La interpretación de los resultados debe hacerse bajo ,,~

vigilancia del supervisor del laboratorio para reducir el
riesgo de errores de juicio y de interpretación. I

2. Los resuftados posilivos deben ser confirmados realizando
las pruoblls para detectar los otros marcadores de HOV,
antes de emitir cualquier diagnóstico de hepatitis viral.

3. Cuando se transmiten los resultados de la prueba, del
laboratorio a olras instalaciones, debe ponerse mucha
atención para evitar el traslado de datos elTÓneos.

4. El diagnóstico de infección con un virus de la hepatitis
debe ser evaluado y comunicado al paciente por un
médico calificado.

Coeficiente de 3 '" •• o'" cometido erroras '" "varlaci6n > 30% procedimiento (dispensar el control positivo en
lugar del negativo).• no ha existido contaminación del control
negativo o de sus pocillos debido a muestras
positivas. a salpicaduras O al conjugado
5. las microplpetas na se han contaminado con
muestras positivas o oon '" conjugado
6. las agujas del lavador na eslén parcial o
totalmente obstruidas.

Calibrador , "' procedimiento "" sido ¡ealizarlo
MICo <; 1 correctamente,

2, no ha habido errorlls durante su distribución
(dispenser el cont'ol negativo en lugar '"calibrador).
3. el proceso de lavado y los parámetros del
lavador estén validados segun los estudiOS
previos de calificación.

• no ha ocunido COlllaminadón externa del
calJbrador.

Control Positivo • ., procedimiento "" sido realLzado
<1.00000 •• correctamente.
450nm ,. "' " "" cometido errores '" "'procedimiento (dispensar el ccotrol negativo en

lugar del positivo),
3, el proceso de lavado y los parámetros del
lavador estén validados segun los estudiOS
prav,os de calificaaón.
4, nO,1~~, ocurrido contaminación extema del
control ositivo.

~ INS DAG.CE/esp I Paga

Si ocurre alguno de los problemas anteriores, informe al
supelVisor para tomar las medidas pertinentes.

P. CÁLCULO DEL VALOR DE CORTE.
Los resultados se calculan por medio de un valor de corte (cut-
off) hallado con la siguiente fórmula:

CalIbrador: 0.280 - 0.290 D0450nm
Valor medio: 0.285 D0450nm MICo" 2.3
MICo Mayor de 1- VtJlido

Muestra 1: 0.030 D0450nm
Muestra 2: 1.800 D0450nm
Muastra 1MICo < 0.9 "negativa
Muestra 2 MICo> 1,1 "positiva

Valor de corte = eN medio D0450nm + 0.100

El valor encontrado para el ensayo se usa para la interpretación
de los resultados. según se describe a continuación:

R. CARACTERíSTtCAS DE FUNCIONAMIENTO.
La evaluación del funcionamiento ha sido realizada según lo
establecido an las Especificaciones Técnicas Comunes (ETC)
(art. 5. Capitulo 3 de la Directiva IVD 98179/EC).

partir de plas~a

I
muestran en la

Nota Importante: Cuando el cálculo de los resulteoos se halla
mediante el sistema operativo de un equipo de ELlSA
aulomtJ/ico, asegurerse de que le formulación usada para el
cálculo del valor de corle, y pare la intetpretación de los
resultados sea correcta,

a.INTERPRETACIÓN DE LOS RESULTADOS.
La interpretación de los resultados se realiza mediante la razórl
entre las DO a 450nm de las muestras y el Valor de corte MICo.
Los resultados se interpretan segúrl la siguierlte tabla:

1. LíMITE DE DETECCiÓN.
No se dispone de un estáridar Internacional para la detección
de HOVAg hasta el momento, COrl al objetiVO de garantizar una
sensibilidad constante y óptima fue definido un Gold Standard
Interno (IGS), a partir de un paciente en fase aguda oa la
infección. ,
Ellimile de detección del ensayo ha sido calcuiado usando un
kit comercial auropeo como referencia.
Se construyó una curva de dilución limite a
negativo.
Los resultados del Control de Calidad se
siguiente tabla:

Gold Standard Interno (IGS)

:.t'M(~othite7"ré'tacion
< 0.9 Neaativo

0.9-1,1 Enuivoco
> 1.1 Positivo

Un resultado rlegatlvo indica que el paciente no es~ infectado
por HDV (tase aguda).
Cualquier paciente, cuya muestra resulte equivoca debe
someterse a una nueva prueba con una segunda muestra de
sangre extraída 1 ó 2 semanas después de la inicial.
Un resultado positivo es indicativo de infección por HOV y por
consiguiente el paciente deba ser tratado adacuadamente,

'''':"' las'",." , oto _ .,1102- Il; 01<1# • 0103 loto# , OloSorln
dllucl6n 00 MICo "" ." 00 • • ."4S0nm 4BOnm 4BOnm

" 00486 " 0539 " 0,504 " "" , W ,.. 0_289 " OOM ,. ,.
"' 0,151 ,. 0.144 " 0_163

" "'" 0,071 00 ", " 0_081 ,. "
~~~~o

0.011 11111 0015 11111 0_008 1111 IJiII

2. ESPECIFICIDAD Y SENSIBILIDAD DtAGNÓSTICA. I
La sensibilidad diagnóstica ha sido probada utilizando paneles
da muestras clasificadas como positivas por un kit de referenCia
europeo,
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Control N""ativo N = 16\
VelO/es rriedios 1 serie- ;2 serlo 3 serfe' ValO!J, Promed'

00 450nrn 0.015 0.016 0.015 0.015
Oesvladon 0.003 0,003 0.003 0.003
esléndar

CV% 17.7 18.8 19.3 16.6

IGSo6K N=16
Valoras medIos 1 i;'erle-- ., serie 3 serie Valor ,
L " . Promedio

,
.

00 450rlm 0.170 0.169 0.172 0.170.
DesvieclOrl 0.008 0.008 0.00' 0.008 ,
estárldor

CV% ••• '.7 '.5 '.7 .
WCO 1.5 1.5 1.5 1.5 .

tGSé8K N=16
¡~aIO":lSméeliOS' 1 serie serlo' 3

00 450nm 0.18 0.160 0.181
Desviad 0.007 0.008 0.008
ostándar

% 3.' '.5 ••• '.3
WCO '.5 1.5 1. 1.5

IGSo 0,5 K IN" 161
'Valores medios 1 sene -, serie 3 serie

. Velor
- --- " ... Promedio

004SOnm 2.415 2.453 2.437 2.435
Desvlaclon 0.135 0.131 0.153 0.140 Iostándar

CV% 5.6 5.3 6.3 5.7 .
WCO 20.3 20.4 20. 20.5 .

3. PRECiSiÓN.
Le procisl6n ha sido calculada con 3 muestms. oltllmifledas en
réplicas en series diferentes.
Se realizO un estudio con 3 muestms de diferente reaclJvldad
anllglllllca. eltllmlnadas en 16 réplicas. en tros serietl
separadas,
Los valores medios oblonklos se Informan 8 eontlnuac!ófl:
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Se recogieron mlJl3'Slraspositivas de pocIenles en etapa aguda
de la Infeccl6n por HOV. .
La especificidad dlagl'l6stlca ha sido determinada ullUumdo
paneles de més de 250 mueslIM, provenientes de IndlYlduos
sonos y donantes de sangre, clsslllcadss como negativas
medIante un kit de referencia.
se emplearon además plasma sometido a métodos de
tratamiento estándar (cltrato, EDTA Y heparina) y 6UOro
humanos pero determinar la rnlpeclllcldod. No se ha observado
falso reaclMded deblda 8 los métodos de tratamiento de
muestms.
Las muestras congeledss han sIdo probadas para oomprobar Si
la congelacl6n Interfiere con el funclcnamlento del ensayo. No
58 ha observado Interferenda 8 partir de muestras limpias y
libres de Ilgregodos.
Se examinaron muestras procedentes de paclenllr.l aleetadO$
por hepaUlls virales (HCV, HAV) y no virales. que pudieran
provocar Interferoncla en el ensayo, sir¡ embargo no 58 observO
reacclOncruzada.
La 8valaaclOn del lunclonllmlento 58 reallz6 mediante un
ensayo con mAs de 300 muestras. en un centro de roferencia
extorno eolmcado. Se obtuvieron los sIguientes valoros:

I
¡

Cootrol Neootlvo N= 16
lvalora.s fñedlos

., ~erlé T sene "3 saMa Valor-. ---- • •• ' .. .- PromediO
DO'_ 0.021 0.020 0.019 0.020
Oesvlaclon 0.0<>0 0.005 0.0<>0 0.0<>0
esténdar
CV% 17.7 22.7 19.3 19.9

IGSaSKIN=16
Vworo; inócfllli - 1 ,.,. ;riOiti -,-"- ".., c. - --- L. " Promedio
00"'•.•" 0.167 0.166 0,169 0.167,.,..,.•.. 0.006 0.008 0.005 0.006..•"".

CV 3.' '.6 3.' 3.'
WCO 1.3 1.' 1.' 1.'

IG5aO.5K N"16
,Voloros medIós ., SOrlé I rserl.o' "3 ilirlé • -Valor -

.Plomedlo._
00450nm 2.416 2.404 2.372 2.397
Oesvlacl6n 0.150 0.143 0.130 0.141
astándur

CV% 6.2 5.' 5.5 5.'
WCO 19.9 20.0 19.9 19.9

IGS a 0.5 K 'N" 16
Valoras medios 1 i;ene -, serie' .., sarie 'Valor
. . .. . promedio

00 450nm 2.376 2.370 2.393 2.360
Oesviacl6n 0.103 O.'" 0.099 0.099
estándar •

CV% ••• '.0 '.1 4.2 •
WCO 20.' 20.6 21.0 20.6

I
La variabilidad mostrada en las tablas no diOcomo resullado
UM claslflcaciOrl errOnea de las muestras. 1
S. LIMITACIONES.
Los ralsos poslUvos rueron estimados como menos de! 2% e la
poblaciOn normal. deblelo mayOlmarlte a altos lltulos do
Anllcuerpos Heterofllicos Orlti'l'8tOn(HAMA). I
Les muestros que tras ser descongelotlas presontarl partlculas
ele fibrlrm o partlculas agregadas. gerlararl alglmOS resulllldos
falsos positivos.

DAG.CE: loto" 0103

conlrol Nooatlvo N'" 16'
ValQ(n-me<llc. -, ,.,. .,-~.. 3 iliOti -V •••

" . -J Promedio__
00 " ••••• 0.019 0,020 0.D18 0.019
OosvladOn 0.003 0.0<>0 0.003 0.003
e$tllldlll
CV% 17.6 19.4 17.7 18.2
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certificado de conlrol de calidad aprobado por un
organismo notificado para el marcado CE. Cada lole se
somete a un control de calidad y se libera al mercado
únicamente si se ajusta a las especificaciones técnicas y
criterios de aceotaclón de la CE.
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REF DlM.CE 1
96 pruebas

Uso exclusivo para diagnóstico "in vitre"

HDV IgM
Ensayo inmunoenzimático (ELlSA)
de "captura" para la determinación

de anticuerpos 19Mfrente al
virus de la hepatitis Delta

en plasma y suero humanos
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~ 19M HDV

A. OBJETIVO DEL EQUIPO
Ensayo inmunoanzimático (ElISA) para la determinación de
anticuerpos de la clase IgM frente al Vinls de la Hepatitis Delta
(HOV) en plasma y suero humanos, mediante un sistema de
captura, El equipo ha sido desarrollado para la clasificaCión del
agente vlrico infeccioso y para el seguimiento de pacientes
infectados con HOV
Uso eltClusívo para diagnóstico "in vitro",

B. INTRODUCCiÓN.
El Virus de la Hepatitis Delta es un virus ARN defectivo. Se
compone de un núcleo con los antlgenos della especificos, y
está encapsulado por el HBsAg. Para su replicación I"lecesita
ayuda funcional de VHB,
La infección por HOV ocurra en presencia de una infección
aguda o crónica por VHB. Cuando se presanta
simultáneamente la infacción aguda por los dos virus, la
enfermedad es grave y el cuadro clinico. así como las
carac!ar!sticas bioqulmicas. son prácticamanta indistinguibles
da una infección por VH8 sólo. Sin ambargo, una persona
infectada por VHB da forma crónica puade soportar
indefinidamenta la replicación dal HOV, normalmente la
enfermedad es menos grave y aparace como exacerbación
clinica,
La determinación de los marcadores serológicos especificos da
HOV (Ac HOV. IgM HOV e IgG HDV) representa una
herramienta importante para los clínicos en la clasificación del
agente etioiógico. en el seguimiento de los pacientes y en el
tratamiento,
La detección de anticuerpos IgM e IgG frente al HOV permite la
clasificación da la enfermedad y la monitorización de la
seroconversión.

C. PRINCIPIOS DEL ENSAYO
Las micro placas están recubiertas con un anticuerpo
monoclonal anti-hlgM que, durante la primera incubación,
captura especlficamente esta clase de anticuerpos.
En la sagunda incubación, después del lavado, se aFiade un
inmunocomplejo (un antlgeno recombinante del HDV y un
anticuerpo especifico) marcado con peroxidasa (HRP), a fin de
detectar los anticuerpos anti-HOV clase 19M unidos a la fase
sólida.
Después del lavado, la enzima capturada en la fase sólida se
combina con la mezcla cromógenolsubstrato, generando una
senal óptica proporcional a la cantidad de anticuerpos IgM
presentes en la muestra,

D. COMPONENTES
Cada equipo contiene reactivos suficientes para realizar 96
pruebas.

1. Mlcroplaca: MICROPLATEJ
12 tiras intercambiables de 8 pocillos, recubiertos con un
anticuarpo monoclonal de ratón anti-lgM humano purificado, en
bolsas selladas coo desecante. Se deben poner las placas a
temperatura ambiente antes de abrirlas, sellar las tiras
sobrantes en la boisa cor¡ el desecante y almacenar a 4"C.

2. Control negativo: ¡CONTROL j
1.><2,0mllvial, Listo para el uso. Contiene anticuerpos humanos
negativos al HOV, 3% de leche descremada. tampón Tris-0.2M
a pH 6.0 +/-0.1, 0.2% de Tween 20, además de azida sódica
0.09% y Kathon GC 0.1% como conservantes.
El control negativo astá COdificadocon el color amarillo pálido,

I 0712013 I
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3. Control positivo: ¡CONTROL +J '1 DE (p..
1.><2O mlNlal listo para al uso Contiene anticuerpos IgM "_ ~f\

• humanos positivos al HOV, 3% de leche descremada, tampOn
TriS 0.2M a pH 6.0 +1-0.1, 0.2% de Tween 20, adamás de azida
sódica 0.09% y Kathon GC 0.1% como conservantes.
El control positivo está codificado con el color varde-amarillo.
Nota Importante: Aun cuando los anticuerpos han sido
Inactlvados qulmicamente. manipule el materlill como
potencialmente Infeccioso.

4. Calibrador: ~
n.l vial. Reactivo liofilizado para disolver en agua calidad EIA
como se indica en la etiqueta, Contiene suaro fetal bovino,
anticuerpos humanos clase IgM frente a HDV, además de
sulfato da gentamicina 0,2 mg/ml y Kathon GC 0.1% como
conservantes.

Notas Importantes:
1. El volumen necesario para disolver el contenido del vlill,
varíil en cada lote. Se recom/endil usar el volumen indicado
en la etiqueta. .
2. Aún cuando los anticuerpos han sido inactiva dos
qulm/camente, manipule el milteriill como potenc/alment9
Infeccioso. 1
5. Solución de lavado concentrada: -i!i-A-S-H-B-U-F-2-0-N
lx60mVlrasco. 50luciOn concentrada 20x.
Una vez diluida, la solución de lavado contiene tampón fosfato
10 mM a pH 7.0 +1. 0.2, 0.05% de Twaen 20 y Kathon GC
0,1%.

6. Conjugado 20X: iCONJ 2081
hO,8 mllvial. Solución concentrada 20X. Contiene anlicuerpo
policlonai anti.HDV conjugado con paroxldasa (HPR) El
reactivo se disuelve en una soluciOn tampón: tampón Tris
10mM a pH 6.8 +/. 0.1, 5% de aibúmina de suero bovino,
Kalhon GC 0,1% Y 0.02% de sulfato de gentamiclna como
conservantes.,

7. Antígimo HOV: ~
1x6 viales. Reactivo liofilizado para dlsoiver en 1.9 mi del
diluente adecuado, Contiene antigeno recombinante HOV, no
infeccioso, tampón Tris 25 mM a pH 7,8 +1-0,1 y 6% de
proteinas del suero humano,

8. Diluente de antígeno HOV: ~
1x16 mVvlal. Solución tamponada para la disolución del
antlgeno HOV iiofiiizado, Contiene tampón Tris 0.2M a pH 6,0
+1_ 0.1, Kathon GC 0.1% y 0.2% de Tritón 100X. El componente
está codificado con el color rojo.

9. Diluente de muestras: IOILSPEI
2x60,0 mlNial. Solución lamponada para la disolución de las
muestras. Contiene lampen Tris 0.2M a pH 6,0 +/- 0,1. 3% de
leche descremada, 0.2% de Tween 20, az:ida sÓdica 0.09% y
Kathon GC 0.1% como conservantes. El reactivo está
codificado con el color azul.

10. Cromóganolsubstrato ISUBS TM8I
lx16ml/vial. Contiane una solución tamponada citrato.fosfato 50
mM a pH 3.6-3,8. tetra-matil-benzidina (TMB) 0,03% Y peróxido
de hidrógeno (H,O,) 0,02% asi como dimetilsullóxldo 4%, ,
Nota: Evitar la exposicIón il lil luz, la sustanciil ¡Js
fotosensible.

11. Ácido sulfúrico: 1H,50, O 3 Iv!
lx16mllvial. Contiene solución de H,SO, O3M
Atención: Irritante (Xi R36/38; 52126/30),

12. Sellador adhesIvo n.2

13. Manual de Instrucciones n01

E'l:OU eL!• .J:",\ ,-~~:"'~':~
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E. MATERIALES NECESARIOS NO SUMINISTRADOS
1. Micropipetas calibradas (1000, 100 Y 10 111)'J puntas de

plástico desechables.
2, Agua de calidad EIA (bidestilada o desiorlizada, tralada

con carbón para eliminar oxidantes qulmícos usados como
desinfectantes).

3. Timereon un rango de 60 minutos como mlnimo.
4. Papel absorbente.
5, Irlcubador termostático de mlcroplacas ElISA, calibrado

{en seco o húmedo} ajustado a +37°C.
6, Lector calibrado de mícropocillos ELlSA con filtros de

450nm (lectura) y de 620-630 r¡m (blanco).
7, Lavador c.alibradode microplacas ELlSA.
8, Vórtex o similar.

F. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
1. El equipo debe ser usado por personal técnico

adecuadamente entrenado, bajo la supervisión de un
doctor responsable del laboratorio.

2. Todas las personas encargadas de la realización de las
pruebas deben llevar los indumentos protectores
adecuados de laboratOriO, guantes y gafas. Evitar el uso
de objetos cortantes (cuchillas) o punzantes (agujas). El
personal debe ser adiestrado en procedimientos de
bioseguridad, según ha sido recomendado por el Centro
de Control de Enfermedades de AlIanta, Estados l,Jnidos,y
publicado por el Instituto Nacional de Salud: "Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories", ed.1984.

3. Todo el personal Involucrado en el manejo de muestras
debe estar vacunado contra HBV y HAV, para lo cual
existen vacunas disponibles, seguras y eficaces.

4. Se debe controiar el ambiente del iaboratorio para evitar ia
contaminación de los componentes con polvo o agentes
microbicos cuando se abran los equipos, asi como durante
ia realización del ensayo. Evitar la expOSICión del
cromógeno/substrato (TMB!HlO,,) Y las vibraciones de la
mesa de trabajo durante el ensayo.

5. Conservar el equipo a temperaturas entre 2-8 oC, en un
refrigerador con temperatura regulada o en cámara fría.

6, No intarcamblar componentes de diferentes lotes ni
tampoco de diferentes equipos del mismo lote.

7. Comprobar que los reactivos no contengan precipitados ni
agregados en el momento del uso. De darse el caso.
informar al responsable para realizar el procedimiento
pertinente y reemplazar al equipo.

8, Evitar cootamlnación cruzada entre muestras de suero!
plasma usando puntas dasechables y cambiandolas
después de cada uso.

9. Evitar contaminacióo cruzada entre los reactivos del
equipo usando puntas desechables y cambiándolas
depués de cada uso.

10. No usar el producto después de la fecha de caducidad
indicada en la etiqueta externa (envase primario) y en las
etiquetas internas (viales).

11. Tratar todas las muestras como potencialmeote infectivas.
Las muestras de suero humano deben ser manipuladas al
nivel 2 de bioseguridad, según ha sido recomendado por el
Centro de Control de Enfermedades de AlIanta, Estados
Uoidos y publicado por el Instituto Nacional de Salud:
"Biosafety in Microbiological aod Biomedical Laboratories",
ed,1g84.

12, Se recomienda el uso de material plástico desechable para
la preparación de las soluciones de lavado y para la
transfereocia de los reactivos a los diferentes equipos
automatizados a fin de evitar cootaminaciooes cruzadas,

13. Los desechos producidos durante el uso del equipo deben
ser eiíminados según lo estabiecido por las directivas
oacionales y las leyes relaciooadas coo el tratamiento de
los residuos químicos y biológicos de laboratorio, En
particular, los desechos liquidas procedentes del
procedimieoto de lavado, de restos de controles y
muestras deben ser tratados como material

potencialmente infeccioso y deben ser Inactivad
recomieoda la inactivacióo con uoa coocentración fi
lejia al 10% durante 16 a 16 horas o la ioaclivacíón
calor mediaote autoclave a 121°C durante 20 minutos.

14. En caso de derrame accidental de algún producto, se debe
utilizar papel absorbente embebido en lejla y
posteriormente en agua. El papel debe eliminarse en
contenedores designados para este fin en hospitales y
laboratoriOs.

15. El ácido sulfúrico es irrltaote, Eo caso de derrame, se debe
lavar la superficie con abundante agua.

16. Otros materiales de desecho generados durante la
utilización del equipo (por ejemplo: puntas usadas en la
manipulación de las muestras y controles, micro placas
usadas) deban ser manipuladas como fuentes potenCiales
de infección de acuerdo a las directivas naCionales y leyes
para el tratamiento de residuos de laboratorio,

G. MUESTRA: PREPARACIÓN Y RECOMENDACIONES
1. Extraer la sangre asépticameote por punción veoosa y

preparar el suero o plasma según la técnica esUmdar de
los laboratorios de análisis clinico. No se ha detectado
que el tratamiento con citrato. EDTA o heparlna afecte las
muestras.

2. Evitar el uso de conservaotes, en particular aZlda sódica, ya
que puede afectar la actividad enzlmática del conjugado.

3. Las muestras deben ser identificadas c1arameote mediante
código de barras o oombres, a fin de evitar errores en los
resultados. Cuando el equipo se emplea para el cribado de
unidades de sangre, se recomienda eí uso del código de
barras y la lectura electrónica.

4, Las muestras hemolizadas (color rojo) o hiperllpémicas
(aspecto lechoso) deben ser descartadas para evitar falsos
resultados, al igual que aquellas donde se observe la
presencia de preCIpitados, restos de fibrina o filamentos
microbianos.

5. Suero y plasma puedan conservarse hasta 5 dlas, a partir
del momento de la extracción, a una temperatura entre 2 y
6°C. Para perlados da conservación más largos, las
muestras pueden almaceoarse a -20'C durante varios
meses, eVitando iuego descongelar cada muestra más de
una vez porque se pueden generar particulas que podrian
afectar al resultado de la prueba,

6. Si hay presencia de agregados, la muestra se puede aclarar
mediante centrifugación a 2000 rpm durante 20 minulos o
por filtración coo un filtro de 0.2.0,8 micras,

H. PREPARACIÓN DE LOS COMPONENTES Y
PRECAUCIONES

En 1.10estudio realizado con un equipo abierto no se ha
detectado pérdida de actividad relevante utilizándolo hasta 6
veces y durante un periodo de hasta 3 meses.

Microplacas:
Dejar la microplaca a temperatura ambiente (aprox 1 hora)
antes de abrir el envase. Compruebe que el desecante no
esté de color verde oscuro, lo que indicaría un defecto de
fabricación,
De sar asi. llame al servicia de atención al cliente de Dia.Pro.
Las tiras no utilizadas deben guardarse herméticamente
cerradas en la bolsa de aluminio con el desecaote a 2_8°C.
Cuando se abre por primera vez, las tiras sobraotes se
mantieoen estables hasta que el indicador de humedad dentro
de la bolsa del desecante cambia de amarillo a verde

Controles negativo y positIvo:
Listo para el uso, Mezciar bleo con 1.10vórtex antes de usar.

Calibrador:
Reactivo liofilizado para disolver con agua de calidad EIA,
según lo indicado eo la eliqueta.

"
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Not,,: El calibrador disuelto no es estable, Se recomienda
almacenar congelado en al/cuotas a -20°C.

Solución da lavado concentrada:
Todo el contenido de la solución concentrada 20x debe diluirse
con agua bidestilada hasta 1200 mi y mezclarse suavemente
antes de usarse.
Durante la preparación hay que evitar la formación de espuma y
burbujas, que podrían reducir la eficiencia de lavado.
Nota: Una vez diluida, le solución es estable por una semana a
temperaturas entre +2 y BOC.

Inmunocomplejo:
Disolver el antigeno HDV liofilizado en 1.9 mi de diluente de
antígeno HDV y mezclar suavemente hasta disolver
completamente el contenido del vial.
Cuando el polvo se haya disuelto completamente, afladir 100 ~I
del Conjugado concentrado 20X y mezclar suavemente en un
vórtex,

Notas Importantes:
1. Le preparación de inmunocomplejo debe efectuarse justo

después de dispensar en le placa Jos contra/es, al
calibrador y las mues/ras.

2. El inmunocomplajo proparado asl no es eslable en estado
liquido. Separar en e/lcuotas y congelar e -20C" el
Inmunocomp/ejo no utilizado. Descongelar una sola vez y
no usar este material congelado después de /a feche de
caducided del equipo.

Diluente de muestras:
Listo para el uso. Mezclar bien con un vórlex antes de usar,

Cromógeno/substrato:
Listo para el uso. Mezclar bien con un v6r1ex antes de usar.
Evitar la contaminaci6n del liquido con oxidantes quimlcos,
polvo o microbios. Evitar la exposición a ia luz, agentes
oxidantes y superficies metálicas, En caso de que deba
transferirse el reactivo, usar contenedores de plástico, estériles
y desechables, siempre que sea posibie.

Ácido sulfClrlco:
Listo para el uso. Mezclar bierl con un v6r1exantes de usar.
Atención: lnitante (Xi R3613B;S2/26130)
Leyenda: R 36138:: Irritante para ojos y piel.
S2126130 " En caso de contacto con los ojos, enjuagar de
inmediato con agua abundante y consultar a un médico,

I,INSTRUMENTOS y EQUIPAMIENTO UTILIZADOS EN
COMBINACIÓN CON EL EQUIPO
1. Las micropipetas deben estar caiibradas pEra dispensar

correctamente el volumen requerido en el ensayo y
sometidas a una descontaminación periódica de las partes
que pudieran entrar accidentalmente en contacto con la
muestra o los reactivos (etanol 70%, lejia 10%,
desinfectantes de calidad hospitalaria). Deben además, ser
reguiarmente revisadas para mantener una precisión del
1% y una conflebilidad de +/- 2%.

2. La Incubadora ELlSA debe ser ajustada a 37°C (+1- 0,5"C
de toierancia) y controlada periódicamente para mantener la
temperatura correcta. Puederl emplearse incubadoras
secas o baflos de agua siempre que estén validados para la
incubaciórl de pruebas de ELlSA.

3. El lavador ELlSA es extremadamente importante para et"
rendimiento global del ensayo. A/ltes de emplearlo en los
ensayos de rutina del laboratorio, debe ser cuidadosamente
optimizado y validado usando los controleslcalibrador y
paneles de referencia pertinentes, Para asegurar que el
ensayo se realiza conforme lo esperado, normalmente
basta con 4-5 ciclos de lavado (aspiración + dispensado de
350~lIpocillo de solución de lavado " 1 ciclo). Se
recomienda un tiempo de remojo entra ciclos de 20-30
segundos. Para establecer correctamente el número, se
recomienda efectuar el ensayo con los controles/calibrador
del equipo y muestras positivas y negativas de refarencia
bien caracterizadas, tratando de ajustarlos a los valores
indicados en la sacción "Control interno de calidad" La
calibración periódica del volumen a dispensar
(descontaminación y lavado de las agujas) debe hacerse
según las instrucciones del fabricante.

4, Los tiempos de incubación deben tener un margen de :t.5%,
5. El lector de microplaca ELlSA debe estar provisto de un

filtro de lectura de 450nm y de Url segundo filtro (620-630
nm, recomendado) para reducir interferencias en la lectura,:
El procedimiento estándar debe contemplar a) Ancho de
barlda ~10nm b) Rango de Ebsorbancla de ° a :::2 O, c)
Linealidad :::2.0, reproducibilidad :::1%_ El blanco se prueba'
en el pocillo indicado en la secci6n "Procedimiento del
ensayo". El sistema óptico dei lector debe ser calibrado'
periódicamente para garantizar que se mide la densidad
óptica correcta_ Periódicamente debe procederse al
mantenimiento según las instrucciones del fabricante. t

6. En caso de usar un sistema Eutomatizado ElISA, los pasos
criticas (dispensado, incubación, lavado, lectura, agitación y
procesamiento de datos) deben ser cuidadosamente
fijados, calibrados, controlados y periódicamente ajustados,
para garantizar los valores indicados en la sección "Control
Interno de calidad" El protocolo del ensayo debe ser!
instalado en ei sistema operativo de la unidad y validado
tanto para el lavador como para el lector_ Por otro lado, la
parte del sistema que maneja los liquidos (dispensado y
lavado) debe ser validada y fijada correctamente, Debe
prestarse particular aterlci6n a evitar el arrastre por las
agujas de dispensación y de lavado, E fin de minimizar la
posibilidad de contaminaCión de pocillos adyacentes,
Se recomienda el uso de sistemas automatizados de Elisa
para el cnbado en unidades de sangre y cuando la cantidad
de muestras supera las 20-30 unidades por serie,

7. El servicio de atención al cliente en Dla.Pro, ofrece apoyo al'
usuario para calibrar, ajustar e instalar los equipos a usar
en combinación con el equipo, con el propósito de asegurar
el cumplimiento de los requerimientos descritos. También I
se ofrece apoyo para la instalación de rluevos instrumentos
a usar con el equipo.

lo OPERACIONES Y CONTROLES PREVIOS AL ENSAYO ~
1. Comprobar la fecha de caducidad Indicada en la etiqueta

externa (envase prlmario)_ No usar SIha caducado.
2. Comprobar que los componentes liquidas no están;

contaminados con particulas ni agregados vislbles'i
Comprobar que el cromógeno/substrEto es incoloro o azul,
pé-lido, aspirando un pequeflo volumen con una pipeta
estéril de plástico. Comprobar que no han ocurrido roturas'
ni derrames de liquido dentro de la caja (envase primario)
durante el transporte. Comprobar que la bolsa de aluminio
que contiene la microplaca no esté perforada ni dafiada,

3. Diluir totalmente la solución de lavado concentrada 20X,
como se ha descrito anteriormente,

4, Disolver el calibrador como se hE descrito anteriormente y
mezclar suavemente,

5, Dejar los componentes restantes hasta alcanzar la
temperatura ambiente (aprox. 1 hora), mezclar luego
suavemente en el vórtex todos los reactivos liquldos_

'"I>~)(.' : I
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N. ESQUEMA DEL ENSAYO

recomendado), calibrando el
(blanco).

Notas Importlmtes:
1, Si no se puede utilizer el segundo filtro, asegurarse da que

no hay imprasiones digitales en el fondo de los. pocillos
antes de leer a 450nm. Podrlan generarse falsos posilivos
en le leclura.

2. La lectura deberla hacerse inmediatamente después de
alladir le solución de parada y. en cualquier caso, nunce
lranscurridos más de 20 minulos de su adición. Se podría
producir aula oxidación del cromógeno causando un
elevado fondo.

6. Ajustar la incubadora de ELlSA El 37"G Y allmel"ltar el
lavador de EUSA utilizando la solución de lavado, segun las
il1strucciones del fabricante. Fijar el número de ciclos de
lavado de acuerdo a los parámetros de validación dal
inslnJmento para usar con el equipo.

7. Comprobar que el lector de EUSA esté encendido al mellos
20 minutos antes de realizar la lectura.

8. Si se utiliza un sistema automatizado, encenderlo y
comprobar que los protocolos estén correctamente
programados.

9, Comprobar que las mícropipetas estén fijadas 81'\ el
volumen requerido.

10. Asegurarse de que el equipamiento a usar esté en perfecto
estado, disponible y listo para el uso.

11. Er'l caso de surgir algun problema, se debe detener el
ensayo y avisar al responsable.

~ INS DIM.CE/Esp I Págína I 5 de 81 Rey.: 3 I 07/2013 I

M, PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO
El ensayo debe realizarse según las instrucciones que siguen a
continuaci6n; es importante mantener en todas las muestras el
mismo tiempo de incubación.

1. Poner el número de tiras necesarias en el soporte de
plástico e Identificar cuidadosamente los pocillos para
estándares y muestras,

2. Diluir las muestras 1:200 dispensando en un tubo
desechable 1 mi de diluente de muestras y 5 ¡JI de
muestra, mezclar con vórtex antes de usar. No es necesario
diluir los controles ni el calibrador, ya que están listos para
el uso.

3, Dejar el pocillo A1 vacío para el blanco,
4, Dispensar 100 ¡JIdel control negativo, por triplicado, 1001,11

de calibrador, por duplicado, y 100 ¡JIdel control positivo,
5. Posteriormente, a~adir 100¡J1de muestras diluidas en sus

respectivos pocillos,
6. Incubar la micro placa 60 mln a +37'C .

Notas Im¡wrtantes:

rcr;;O"Ot"m~I~,,;-;;yOo~,I;¡;ibOr~,d"oOrC-~r.,"O"OC,;¡,--'
Muestras diluidas (1 :200' 100 ; II
1 incubación 60 min
Tem eratura +37'C
Pasos de lavado n° 4-5
Inmunocom le'o 100 I
2 incubación 60 min
Tem eratura +3TC
Pasos de lavado n° 4-5
Cromó eno/substrato 100 I
3 incubación 20 mln
Tem eratura I.a:

cido sulfúrico 100 I
Lectura D.O. 450 nm

"I.a,: temperatura ambiente

En la tabla siguiente se describe un ejemplo del esquema de
dispensado:

a. Les tiras se deben sellar con el adhesivo suministrado s610
cuando se hace ei ensayo manuaimente. No seilar cuando
se emplean equipos automatizados de EL/SA.

b. Preparar el inmunocompiejo según Sf7ha descrito.

7. Tras la primera incubación, lavar los pocillos como se ha
descrito previamente (sección 1.3).

8. Dispensar 100 ¡.tidel Inmunocomplejo en todos los pocillos,
excepto el A1, Incubar la micro placa 60 mln a +37'C

» 311
M2
M3M'
M5
M6
M7
M8
M9

Micro laca
61 ;iTj ",8"¡ W" ,10; 1 12:

Nota Importante: Hay que tener cuidado de no tocar la pared
intema del pocillo con la punta de la pip(lta. Podrla producirse
contaminaciÓn.

Llyendo: BL. BlinCO CN. ControlNoy.Uvo
CAL= C.II~",dor CP_ Conr",' Positivo M. Mu."~

9. Tras la segunda incubación, lavar los pocillos segun lo
descrito previamente (sección 1.3).

10. Dispensar 100 ¡JI de cromógerKllsubstrato en todos los
pocillos, incluido el Al.

O, CONTROL DE CALIDAD INTERNO
Se realiza una comprobación en los controles/calibrador cada
vez que se usa el equipo para verificar Si los valores D0450nm
o MICo son los esperados en el análisis,
Asegurar el cumplimiento de los siguientes parámetros:

11. Incubar la microplaca protegida de la luz a temparatura
ambiente (18-24'C) durante 20 minutos. Los pocillos con
muestras positivas, el control positivo y el calibrador
pasarán de un tono claro a azul.

12, Dispensar 100 ¡JI de ácido sulfúrico en todos los pocillos
para detener la reacción enzimática usando la misma
secuencia que en el paso 10. La adición de la solución de
parada cambia el color del control positivo, el calibrador y
las muestras positivas de azul a amarillo.

13. Medir la intensidad del color con el lector, segun se
describe en la sección 1.5, utilizando un filtro de 450nm

SI los resultados del ensayo coinciden con lo f7stablecído
anteriormente, pase a la siguiente sección.
En caso contrario, no siga adelante y compruebe:

Nota Importante: No exponer directamente a
iluminación. df7 lo contrario Sf7 puede gen(lrer un
excesivo.

fU(lrte
fondo Parámetro

Pocillo blanco
Control negativo
(CN)

Coeficiente de
variación
Calibrador
Control positivo
CP

e uerimientos
Valor < 0.100 00450nm
Valor < 0,200 D0450nm después de leer
el blanco

< 30%

MICo> 2.5
> 0,900 D0450nm

/
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l'róbema Com rObar' .~
Po~lIl" blanco 1. la solución cromógeno/substrato no se ha
>O,100DOa450nm contaminado durante el ensayo.

Control negativo 1. el proceso de lavado y los parámetros del
(eN) lavador estén validados segun ,,, estudios
,. 0.200 DO a 450nm prevIOS de calmeadón.
después delear el 2, se ha usado la solución de lavado apropiada y
blanco que el lavador ha sLdo alimentado con la misma

ante" del uso,
Coefidllfltede ,

"' " "" cometido errores '" .,
variación" 30% procedimiento (dispensar el conlfol POSitiVOen

lugar del negativo).

• "' " existido contaminación '" conlrol
negalivo " de sus poelllos debido a muestras
positivas. a derrames" al conjugado.
5. las micropipetas nO se han contaminado con
mueslfas positivas ni con el conjugado,
6. las agujas del lavador no estén parcial o
totalmente obstruidas,

Callbr~dor ,. " procedimiento "' sido eiecutado
MiCo <2.5 correctamente.

2. no se han cometido errores en su distribución,
3, el proceso de lavado y los parámetros del
lavador estén vaiidados segun ,", estudios
previos de calificación.
4. no ha ocurrido contaminaoión externa ,.,

ostilndar,
Control positivo , ., pwclKllmiento "' Sido ejecutado
< 0.900 00450nm correctamente,

"" " "'" cometido errores durante "distribución del control.
3. el proceso de lavado y los pera metros del
lavador estén validados según ,,, estudios
previos de calificaclón.• "' " ocurrido contaminación externa ,,'
control ositivo,

Si se ha producido alguno de los problemas anteriores, informa
al responsable para tomar las medidas pertinentes,

P. CÁL.CUL.O DE DATOS
Si la prueba resulta válida. los resultados se calculal'l a partir dei
valor medio de D0450nm del Control Negativo (CN) por medio
de un Valor de Corte (Ca) determinado con la siguiente fórmula:

Valor de corte = eN + 0.250

Nota Importante: Cuando el cálculo de los resultados se
realiza mediante el sistema operativo de un equipo
automatizado de ELlSA, es necesario asegurarse de que se
utiliza la formulación adecuada pam generar la correcta
interpretación de los resullados,

O.INTERPRETACIÓN DE LOS RESUL.TADOS
La interpretación de los resultados se realiza mediante la razón
entre la DO a 450 nm de las muestras y el valor de corte
(MICo), según se aprecia en la tabla siguiente:

hiter (eta'Ci6ñ&",'
Negativo
Equivoco
Positivo

Un resultado negativo indica que el paciente no está infectado
por HOV (fase aguda).
Cualquier paciente cuya muestra resulte equivoca debe
someterse a una nueva prueba con una segunda muestra de
sangre extralda 1 ó 2 semanas después de la inicial.
Un resultado positivo es indicativo de infección en curso por
HOV y por consiguiente el paciente debe ser tratado
adecuadamente.

Notas Importantes:
1. La interpretación de los resultados debe hacerse bajo la

vigilancia del responsable del laboralorlo para reducir el
riesgo de errores de juicio y de interpretilclón.

2. Todas las muestras pOSitivas deben someterse a la
prueba de confirmación dascrito en la sección Tan/es de
emilir el resultado de positividad. Mediante la realización
de dicha prueba pueden detectarse -y descartarse-
reacciones falsas, causantes da interpretaciones erróneas
det resultado anatltico.

3. Cuando se Iransmiten los resultados de la prueba, del
laboratorio a otras instalaciones, debe ponersa mucha
atención para evilar el/raslado de datos erróneos.

4. El diagnóstico de infección con un virus de la hepatitis
debe ser realizado y comunicado al paciente por un
médico cualificado.

A continuación se describe un ejemplo da los cálculos a
realizar.

Los siguientes datos no deben usarse en lugar de los valores
reales obtanldos por el usuario;

Control negativo: 0.100 ~ O, 120 ~ 0.080 D0450nm
Valor medio: 0.100 D0450nm
Menor de; 0.200 - Válido

Control positivo: 2.000D0450nm
Mayor de 0.900- Válido

Valor de corte = 0.100+0.250 = 0.350

Calibrador: 1.000 - 1.100 D0450nm
Valor medio: 1.050 D0450nm MICo = 3.0
MICo mayor de 2.5- Válido

Mues/m 1; 0.080 D0450nm
Mues/ra 2: 1,BOOD0450nm
Mues/ra 1 MICo < 0.9 = negativa
Muestm 2 MICo > 1.1 = positiva

R. CARACTERíSTICAS DE RENDIMIENTO
La evaluación del rendimiento ha sido realizada según lo
establecido en las Especificaciones Técnicas Comunes (ETC)
(Art. 5, Capitulo 3 de la Directiva IVD 98/79ICE),

1. Limite de detección.
Ningún estándar internacional para la detección de anticuerpos
IgM antl-HOV ha sido definido en las ETC,
Con el objetivo de garantizar una excelente y constante
sensibilidad del dispositivo, fue definido un estándar de oro
interno {IGS}, a partir de un paciente en fase aguda de la
infección.
El limite de detección del ensayo ha Sido calculado en tres
lotes, usando un equipo comercial europeo como referencia,
Se preparó una curva de dilución limite en plasma negativo
Los resultados del control de calidad se muestran en la
siguiente tabla:

Estándar de oro Interno (IGS)

IOSi ,'Loto'to. " '\102 ,Loto n. ~103 "Loto n,""','04CJ DI.Sotln
dlluolón 004~~nm WOO OQ450nm WO" 00450nm WO" WO"

" o na " 07a3 ,., 0,a37 " •••
" •«, " 0,461 " 0.471 ,., U, '" " 0,2al ., 0,305 ,. U

"' 0,150 ., o 160 M 0,165 "" "P1.,m •• 0039 "., 0.0"'1 ., 0065 .., "'

/
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DIM.CE:toto n." 0403

-, --Valor-
serie romedio
0.826 0.831

.045 0.049

5,4 5.8
2.7 2.1

f72

,.-
• serie
0.843
0.051

'.0
2.7

'.0
2.7

1
, . serie
O. ,

.051
DO 450nm
Oesvlaclón
estilndar

CV%
MICO

Control lllvo N" 16
VeToresIOOdlos- ;¡-1 - -¡-2" - -3 _. -Valor

. _.,_ 1 serie" sarle serie ramedio
DO 45 2.299 2,216 2,221 2.268
DesvIac:iOn 0.115 0.102 0.112 0.110
eslAndar

CV % 5.0 4.5 5.0 4.8
MICo 1,4 1.4 7.0 1.3

DIM.CE:loto n•• 0103

Calibrador N" 16
VlIlófilTmedios'

control ne"atlvo N" 16\
¡Velores ~eii'i~~~ - l' ,. 3 . Valor

. sorle~_. . sorie _ serie . "romedio
D0450nm 0.062 0.059 0.066 0.062
Desvlaclón 0.008 0.005 0.006 0.006
esttlndar ;

CV% 12,4 '.3 '.2 10.3

2. Especificidad y Gonlllbmdllddlagnóstlca
La evaluaclón del rendimiento diagnóstico se realizO mediante
un ensayo con mils de 400 muestras frente a un equipo de
referencia europeo realizado por el Prof. M. Riuolto.
Departamento de Gastro-Hepalologla del hospital S. Giovannl
Bellista de Turin, Italia,
Se recogieron muestms positivas de pacientes en etapa aguda
de la nfllCCl6n por HDV.
La especlfcldod cllnlcll ha sido detefTTlinooautmumdo peneles
de máS de 250 muestras, provenleflllnl de IndMdoos llanos y
dOllllrlles de sangre. c1asmeadBscomo negativas medlenle un
equipo de referenda.
se emplearon. además, plasma sometido 11 métodos de
tratamiento osténdllr (cllroto, EDTA Y heperlrlll) y suero
humanos para delennlnar la espeelllddad. No se h.oobservado
falsa reactMdad deblda 8 los métodos de preparación de
mueslItls.
Los mueslr8s congeladas también se h!m probado pare
comprobar $1 le congelación Interfiere con el rendimlenlo del
ensayo. No se he obseMldo Interferencia a partir do muestres
limpies y libres de portlculas.
Sa llX.llmlnaron muestres procedentes de paclantes afectados
por hepatitis vlrleas (HCV, HVA) y patologlas no vlrleas del
hlgedo, que pudieran provocar Interferencia en el ensayo, sin
embargo no se obselVO reaccl6n cruzade.
El estudio dal rendimiento se reall:!:6 mediante un ensayo con
inés de 400 muestres, en un centro de referencla externo
cuelineado. se obtuvieren los sIguientes valores:

I
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3. Reproduc:lblUdad.
Ha sido eelcul8da con !reS muestros. examinadas en répllc:Ps
en series direrentetl.
Se reel~O un estudio con 3 muestras de diferente reac:Uvtded
19MHDV. e:r.amlnadasen 16 réplicas. en tres serias separadas.
los valoras mediOSobtenidos se fac:iIiUlnII continuación :

Control """'olivo N" 16'

l~_~~ores~edio,
.

1 ,. -, . -Valor
__seria o serie serie nrome-dio

D0450nm 0.066 0,010 0.061 0.066
DesvlaclOn 0.006 0.008 0.006 0,001
eslttndar

CV% '.8 10.1 11.3 10,6

DIM.CE:lote n. "1102
I

Con''''' "No N" 16\
¡ValOres'Madios 1

s~~e ',:, ' -:;:alor .I __ ' sarla ' _ se e.~ _ remedlo __
• 00450rvn 0.061 0.056 0.056 0.056
~Desvlac:lón 0.008 0.001 0.001 0008

estilndar
. CV% 13.9 13.0 12.9 13.3

Calibrador 'N " 16
Valores medios' 1 - " 2'" ' - 3 Valor '. .. serie _'serio serie _ "romedlo •

00450nm 0.800 0.813 0.815 0.809
Desvlacl()n 0.044 O.'" 0.049 ,.<»,
esténdar

CV% 5.5 5.7 '.0 5.7
MICO 2. .5 2.8 2.5

Calibrador IN" 16
l¡v.lói'esm - '" 1 2 o: 3 ~V&Ki '

. serle • serla '~'-serle . "romedlo:
00'_ 0.198 0.810 0.802 0.803
Oesvlaclón 0.044 0.041 0.046 0,044
" esUlndar

CV% 5.5 5.1 5.7 5.', MICO 2.' 2.' 2. 2.'

Control """"ltIvo N" 16\
'Velores medlos- 1 • i2" 3 ValOr

.~.-. __serie serlo serie I "remedio
DO 450nm 2.352 2.328 2.339 2.340
DesviaclCln 0.093 0.098 0.105 0.099
esténdar

CV% 3.' .., '.5 ..,
MICo 7.5 7.3 7.' 7"

1
control """iUvo N" 16
va;oras medios '. 2 - -'0.3 [Valor -

, sorle ¡arlo '''serie " '"romedio
D0450nm 2.133 2.143 2.134 .131
~~aclón 0.081 0.081 0.095 0.086
, eslttndar
. CV% 3.8 3.8 ••• '.0

MICO ••• 7.0 7.0 7.0

La varl8bilided mostrada en les tablas no diO como resulledo
une c:laslllcael6r1errónea do 18smuestras.

S. LIMITACIONES
Los relsos poslllvos lueron estimados como menos dol2% de la
población nonnnl, debido prlnclpalmente a ellos titulas de
Factor Reumatolde.
Las muestras que tras ser descongeladas presenlen pertlculos
de fibrina o egregadot pueden generar elgunos resuTtedot
falsos positivos.

í



~ INS DIM,CE/Esp I Página I 8 de 81 Rev.: 3 I 07/2013 I

•

T. PRUEBA DE CONFIRMACIÓN
La prueba de confirmación debe realizarse en todas las
muestras positivas antes da remitir el diagnóstico de infacción
primaria por HDV al médico.
Proceder del modo siguiente pera la confirmación:
1. Preparar el complejo antígeno/conjugado tal como se

describe en la sección correspondiente. Este reactivo se
denomina Solución A.

2, A continuación, se diluyen 25 ¡JIde conjugado enzimatico
COrlcentradoen 500 !JIda diluente para antlgeno y mezclar
suavemente usando un vórtex. ¡No utilizar ningún vial de
anllgano HOV liofilizado para este procedimiento! Esta
solución S8 denomina Solución B,

3. Dejar el pocillo A 1 de la tira vaclo para el blanco.
4. El Control negativo se dispensa en las posiciones B1+C1

de la tira. Esto sa utiliza para el cálculo de los valores de
corte y MICo.

5. La muestra positiva a confirmar se dispensa dilUida al
1:201 en las posiciones D1+E1 de la tira.

6, La tira se incuba durante 60 minutos a +37'C,
7. Tras el lavado, el pocillo blanco A 1 se deja vaclo,
S, Se dispensan 100 ¡JI de Solución A en los pocillos

B1+C1+D1.
9, A continuación, se aliaden 100 ¡JIda Solución 6 al pocillo

E1.
10, La tira se Incuba durante 60 minutos a +37'C .
11. Tras el lavado, se a~aden 100 !JIde cromógenolsustrato a

todos los pocillos y la tira se incuba durante 20 minutos a
temperatura ambiente.

12. Se a~aden 100 ¡JIde ácido sulfúrico a todos los pocillos y
entonces se mide la intensidad del color de éstos a 450nm
(filtro de lectura) y, si es posible, a 620-630nm
(substracción del fondo), calibrando el instrumento con el
pocillo A 1 (blanco).
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Todos los productos de diagnóstico in vltro fabricados
por la empresa son controlados por un sistema
certificado de control de calidad aprobado por un
organismo notificado para el marcado CE. Cada lote se
somete a un control de calidad y se libera al mercado
únicamente si se ajusta a las especificaciones técnicas y
criterios de ac~"tación de la CE.

INDICACION AL CONSUMIOOR
Por cualqUier informaci6n puede consultar al "guLome teléfono (011)
47713783 en el horario de 5,00 a 18,00 de Lune. a Vlerneo Personal de
810ARS S A. e.tera a Vue.1ra di,p05lci6n
La men;ad.ria .iajo por cu.nla y nosgo del d.stlnata!io Todo reClomo sarol
et.ndJdo .egiln lo p'e.ae el "Manual d. procedimiento pore reclamos
lécnlcos y dB.oluciOn de mercadorla" que BIOARS SA pone a dlSpo,;lciOn
dol Clienle

",o.~"c"c",;"=;C,="=",="=~=""",,=,C;;o,=,,,=,,c;;o=;,=,"=oc,,="=,.,=,,=,,=.=.=,,,C,C,=,C,=, 'GC
Carduccl, n' 27, 20099, Se5to San Olo,-onoi, MilM, Ilal,o
E.lableClmLenlo Importador 810ARS S A - Santo Qomlngo 257S180
Ciudad AulOnoma de Buenos Airo.
DlrectorTécnlco: Ora Claudia E ElChe,éo-
B,oqulm.ca- Malrícula NaCional N" 7028
Autorizado M,nlSteno d. Salud N'

La interpretación de los resuitados se realiza del modo
siguiente:

1. Si la muestra del pocillo D1 presenta un valor de
MiCo inferior a 0,9, es probable que haya ocurrido un
problema de dispensación o de contaminación en la
primera prueba. Debe repetirse el procedimiento de
ensayo descrito en la sección M, como doble
comprobación del análisis,

2. Si la muestra de la posición 01 presenta un valor de
MiCo superior a 1.1 y la muestra de la posición E1
presenta un valor de MICo también suparior a 1.1, la
muestra se considera como un falso positivo, La
reactividad de la muestra no es dependiente de la
presencia especifica da anllgano HDV y se ha
producido una reacción cruzada con el anticuerpo
policlonal marcado con HRP.

3, Si la muestra de la posición 01 presenta un valor de
MICo superior a 1.1 y la mueslra de la posición E1
presenta un valor de MICo inferior a 0,9, la muestra
se considera como un verdadero positivo. la
reactividad de la muestra es dependiente de la
presencia especifica de anllgano HOV y no es debida
a ninguna reacción cruzada.

En la tabla siguiente se indica la interpretación de los
resultados:

.Poclllo MICo" !%'vc"'
D1 <; 0,9 > 1.1 >1.1
E1 <; 0.9 > 1.1 <; 0.9

Interpretación Problema de Falso V~~dadero
contaminación ositivo ositivo

Producido por
Dia.Pro Diagnostic Bioprobes s.r.1.

Via G. Carducci n'27 Sesto San Giovanni 'Mi

CE
0318
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Ministerio de Salud
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CERTIFICADODEAUTORIZACIÓNDEVENTADE

PRODUCTOSPARADIAGNOSTICODE USO IN VITRO

Expediente nO1-47-9168/14-9

Se autoriza a la firma BIOARS S.A. a importar y comercializar el Producto para

diagnóstico de uso in vitro denominado 1) HDV Ab (total antibody) / ensayo

inmunoenzimático competitivo (ELISA) para la determinación de anticuerpos

frente al virus de la Hepatitis Delta (HDV) en plasma y suero humanos; 2) HDV

Ag/ ensayo inmunoenzimático de tercera generación (ELISA). para ia
. I

determinación del Virus de la Hepatitis Delta (HDV) en plasma y suero humanos;

3) HDV IgM / ensayo inmunoenzimático (ELISA) para la determinación de

anticuerpos de la clase IgM frente al virus de la Hepatitis Delta (HDV) en plasma

y suero humanos. Envases conteniendo: 1) Mircoplaca (MICROPLACA),Control

Negativo (CONTROL -:2ml);. Control Positivo (CONTROL +: 2 mi), Calibrador

(CAL: liofilizado), tampón de iavado concentrado (WASHBUF 20X: 60mi),

Enzima Conjugada (CON): 16ml), Cromógeno / Sustrato (SUBS TMB: 16ml) y

Ácido Sulfúrico (H2S04 O,3M: 15ml); 2) Mircoplaca (MICROPLACA), Control

Negativo (CONTROL -: 2ml), Control Positivo (CONTROL +: 2 mi), Falibrador

(CAL: liofilizado), i
tampón de lavado concentrado (WASHBUF 20X: 60ml),

Positivo (CONTROL +: 2 mi), Calibrador (CAL: liofilizado), tampón de lavado

Enzima Conjugada (CON): 16ml), Cromógeno / Sustrato (SUBS TMB: 16ml),

Diluyente de muestras (DILSPE: 16ml) y Ácido Sulfúrico (H2S04 O,3M: 15ml); y

3) Mircoplaca (MICROPLACA), Control Negativo (CONTROL -: 2ml), Control

cf
concentrado (WASHBUF 20X: 60ml), Enzima Conjugada (CON) 20X: O.8ml),

~¿Y--



Antígeno HDV (Ag HDV: 6 viales liofilizados), Diluyente de Antigeno HDV (Ag

DIL: 16ml), Cromógeno / Sustrato (sUBs TMB: 16ml), Diluyente de muestras

(DILsPE: 2 X 60ml) y Ácido Sulfúrico (H2s04 0,3M: 15ml). Vida útil: QUINCE

(15) MESES desde la fecha de elaboración, conservados entre 2 y 80C. Se le

asigna la categoría: venta a Laboratorios de análisis clínicos por hallarse en las

condiclones'establecidas en la Ley NO16.463 Y Resolución Ministerial NO145/98.

Lugar de elaboración: DIA.PRO Diagnostlc Bioprobes s.r.1. Via G. Carducci, 27-

20099- sesto San Glovanni, Mllan (ITAUA). En las etiquetas de los envases,

anuncios y prospectos deberá constar PRODUCTO PARA DIAGNOSTICO USO IN

~~:::N:~:O:~E:::::I~M::::'I:::fi:::: ::P~Q~.g2.~l~NTOS,

ADMINISTRACIÓNNACIONALDE MEDICAMENTOS,ALIMENTOSY TECNOLOGIA

MEDICA

Buenos Aires, ~ 2 JUN 2015 UIg.ROGE ""Ionol
Adm1nls\IEI

A.l:'l.M.a,'r.
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Firma y sello
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