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BUENOS AIRES, I 2 JUN 2015

VISTO el expediente N° 1-47-9168/14-9 del Registro de la Administracion

Nacional de Medicamentos Alimentos {(Tecnolog[’a Medica vy,

CONSIDERANDO:

Que por los presentes actuados la firma BIOARS S.A. solicita autorizacidn
para la venta a laboratorios de anahsls clinicos de los Productos para diagndstico
de uso Vin vitro” denominados 1) HDV Ab (total antibody) l/ ensayo
inmunoenziméticq competitivo (ELISA) para la determinaciéon de anticuerpos
frente al virus de la Hepatitis Delta (HDV) en plasma y suero humanos; 2) HDV
Ag/ ensayo iﬁmunoenzimético de tercera generacién (ELISA) para la
determinacion del Virus de la Hepatitis Delta (HDV) en plasma y suero humanos;
3) HDV IgM / ensayo inmunoenzimatico (ELISA) para la determinacion de
anticuerpos de la clase IgM frente al virus de la Hepatitis Delta (HDV) en plasma
y suero humanos . -

Que a fojas 159 consta el informe técﬁico producido por el Servicio de
Productos para Diagndstico que establece que los productos r{\etﬁnen las
condiciones de aptitud requeridas para su autorizacion. |

Que la Direccién Nécional de-i?-roductos Médicos ha tomado la intervencién
de su competencia.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establece la Ley N©

16.463, Resolucion Ministerial N© 145/98 y Disposicion ANMAT NO 2674/99,
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Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por los

Decretos N° 1490/92 y 1886/14.

Por ello;

EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACION NACIONAL DE
MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA
DISPONE;

ARTICULO 10.- Autorizase I-é venta a laboratorios de analisis clinicos de los
productos de diagnostico para uso in Vitro denominados 1) HDV I|Ab (total
antibody) / ensayo inmunoenzimético competitivo (ELISA) para la determinacion
de anticuerpos frente al virus de la Hepatitis Delta (HDV) en plasma y suero
humanosf 2) HDV Ag/ énslay‘o i:r;tﬁhunoenzimético de tercera generacion (ELISA)
para la determinacién del Virus de la Hepatitis Delta (HDV) en plasma y suero
humanos; 3) HDV IgM / ensayo inmunoenzimatico (ELISA) para la determinacion
de anticuerpos de la clase IgM frente al virus de la Hepatitis Delta (HDV) en
plasma vy suer6 humands, él q“u"e' serd elaborado por DIA.PRO Diagnostic
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 dete;minaciones conteniendo: PapilloCheck® PCR MasterMix (5 x
300 pl), PapilloCheck® Slidebdx (5 x 12 matricés), PapilloCheck® BUF A conc. {2 x
40 ml), PapilloCheck® BUF B conc. (1 x 15 mi) y PapilloCheck® Buffer de
Hibridacion (2 x 10(_)0 Kl); 2) Envases conteniendol) Mircoplaca (MICROPLACA);

Control Negativo (CONTROL -: 2ml), Control Positivo (CONTROL -%- 2 ml),

—~ .
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Calibrador (CAL: liofilizado), tampénl de lavado concentrado (WASHBUF 20X:
60mi), Enzima Conjugada (CONJ: 16ml), Cromdgeno / Sustrato (SUBS TMB:
16ml) y Acido Sulfdrico (H2SO4 0,3M: 15ml); 2) Mircoplaca (MICR!OPLACA),
Control Negativo (CONTROL -: 2ml), Control Positivo (CONTROL +: 2 ml),
Calibrador (CAL: liofilizado), tampon de lavado concentrado {(WASHBUF 20X:

60ml), Enzima Conjugada (CONJ: 16ml), Cromégeno / Sustrato (SUBS TMB:
16ml), Diluyente de mﬁestras (DILSPE: 16ml) y Acido Sulfiirico (HZS'O4 0,3M:
15ml); y 3) Mircoplaca (MICROPLACA), Control Negativo (CONTROL -: 2ml),
Control Positivo (CONTROL +: 2 ml), Calibrador (CAL: liofilizado), tampén de
lavado concentrado (WASHBUF 20X: 60ml), Enzima Conjugada (CONJ] 20X:
0.8ml), Antigeno HDV (Ag HDV: 6 viales liofilizados), Diluyente de Antigeno HDV
(Ag DIL: 16m!), Cromébgeno ‘/ Sustrato (SUBS TMB: 16mi), Diluyente de
muestras (DILSPE: 2 X 60ml) y Acido Sulflrico (H2504 0,3M: 15ml), con una
vida Gtil de QUINCE (15) MESES desde la fecha de elaboracién, conservados
entre 2 y 8°C y que la composicion se detallé a fojas 46 a 48 .

ARTICULO 29°.- Acéptense los plrzoydectos de rétulos y Manual de Instrucciones a
fojas 78 a 153 (Desglosandose fjs. 78, 81 a 83, 90 a 96, 110 a 118 y 1I35 a 142)
debiendo constar en los mismos que la fecha de vencimiento es la decl:larada por
el elaborador impréso en los rétulos de cada partida. l
ARTICULO 30.- Extiéndase el Certificado correspondiente.

ARTICULO 40.- LA ADMINISTRACION NACIONAL DE MEDICAMENTOS,

ALIMENTOS Y‘TECNOLOGfA MEDICA se reserva el derecho de reexaminar los

e . N
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métodos de control, estabilidad y elaboracién cuando las circunstancias asi lo
determinen.

ARTICULO 59.- Registrese, girese a la Direccién de Gestién de Informacién
Técnica a sus efectos, p:or Mesa de Entradas de la Direccién Nacional de
Productos Médicos notifiquese al interesado y hdgasele entrega de la copia
autenticada de la presente Disposicion junto con la copia de los proyectos de

|

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

archivese.-
EXPEDIENTE N° 1-47-9168/14-9 .
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PROYECTO DE ROTULADO: ROTULOS EXTERNO
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Establecimlento Elaborador: Dia.Pro Diagnostic Bioprobes S.r.l. Via G. Carducci, n® 27, 20099, Sesto San Giovanni, Milan,
Italia.

Establecimients Importador BIOARS S.A. — Santo Domingo 2578/80 - C.A.B.A.

Director Técnico: Dra. Claudia E. Etchevés - Biogulmica- Matricula Nacional N* 7028

Uso Profesional Exclusivo. Uso Profesional Exclusive. Autorizado por la AN.M.A.T. Certificado N°
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PROYECTO DE ROTULOS INTERNOS
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Ensayo inmunoenzimatico competitivo
para la determinacién de anticuerpos
frente al Virus de la Hepatitis Delta
en plasma y suero humanos

e —

Uso exclusivo para diagnostico “in vitro”

Diagnostic Bioprobes Srl
Via G. Carducei n® 27
200099 Scsto San Giovanni
{(Mildn) - Italia

lelelona -39 02 27007161

Fas 3902 26007724
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HDV Ab

A OBJETIVO DEL EQUIPOQ.

Ensayc inmuncenzimatice compeltive (ELISAY para la
determinacion de anticuerpos frente al Virus de la Hepatilis
Delta {HDV} en plasma y suerc hurnanos con una metodologia
de "dos pasos”.

El equipo ha side desarrollado para el seguimiento de pacientes
infectados con HOV.

Uso exelusivo para diagnostico “in vitrp”

B. INTRODUCCIGN.

£l Virus de la Hepalits Delta es un virus ARN delectivo Se
componeg de un nlcleo con los antigenos delta especilicos, y
estd encapsulade por el HBsAg Para su replicacidn necesita
ayuda funcional de HBY

La infeccion por HDV ccurre en presencia de una nieccion
aguda o cronica por HBY., Cuandoc se  presenly
simultaneamenle la infeccidn aguda por los dos wirus, la
enfermedad es grave y el cuadro clinico, asi como las
caracteristicas bioguimicas son practicamenle indistinguibles de
una infeccion por HBY Sinembarge, una persona infectada por
HBY de forma crénica puede soportar indefinidamente la
replicacion por HDW, normalmente fa enfermedad es menos
severa y aparece como exacerbacion clinica.

La determinacién de los marcadores sercldgicos especificos de
HOW [HDY Ag, HCV Ab, HDV IgM v HDV 19G) representa una
herrarnienta wmporanle para los clinicos en la clasificacion del
agente eticlogico, en el segumienio de los pacientes asi como
en gl tralamento.

La deteccion de anlicuarpus tolales permite la clasificacion de la
enfermedad y el seguimiento de la seroconversion,

C. PRINCIPIOS DEL ENSAYO.

El ensayo es de tipo compelitivo, donds los anlicuerpos anti-
HOV de la muestra compiten con un anlicuerpo policlonal {lgG)
especifico para el virus y conjugado con peroxidasa (HRP), por
el antigeno recombinale-HDV de la [ase sélida

El ensayo se realiza mediante un sistema de dos pasos ton
ncubacion competitva, La muesira se afade a la pluca y los
anticuerpos especificos anl-HOV se combiman con el antigeng
de la fase s6hda Después del lavado, se afade un anlicucrpo
policlonal conjugado con peroxidasa (HRP) gue se ung al
antigeno libre en la placa Previo lavado, se aflade el substrato
Cromagenico

La concenlracion de 'a enzima conjugada, unida a la lase solda
es inversamente proporcional a la cantidad de anticuerpos al
HDV presentes en la muesira y su aclividad se detecta por la
adicion del subslrato cromogeénico

La concentracion de anlicuerpos especiicos gl WDV en la
muesira fe determina de manera semicuantitativa a través del
calculo de un valor de corte,

D. COMPONENTES.
Cada equipo contiene reaclivos sulwientes para realizas 96
pruebas

4. Microplaca: [MICROPLAT

12 tiras de 8§ pocitlos recubiertos con antigeno recombinante
especilico de HDV, an bolsas selladas con desecanle Se
deben paner las placas a lemperatura ambeents anles de
abrirlas, sellar las tiras sobrantes en la botsa con el desecante y
almacenar & 4°C.

2. Contrel Negativa: [CONTROL

1%2.0mlfvial. Listo para el uso Conligne proteinas del suero de
cabra, ampon Tas-HCL 100 mM pH 7.4 401, ademas de
azida sodica 0.09% v Kathon GG 0 1% como conservantes El
control negative esta codiicado con el color amartllo palido

472

3. Control Positiva:
1x2 Omifvial Listo para el uso Conliene proleinas del susro de
cabtwa, allo tftule de anticuerpos ant-HDY, tainpdn Tng-HCH 100
mi pH 7.4 +/-0.1. ademas de azida sodica 0 09% v Kathan GC!
0 142 como conservantes, E) conlrol positive esta codificado con
el color verds,

4. Calibradar: E;AL .

n® 1wzl Liofdizado, Para disolver en agua calid ad E1A como se
indica en la eliguela Conliene suero bovino felal, bajo biulo de
anucuerpos  humanos  al HOV, ademas de sulislo  de
gentamina 0 02 myfmly Kathon GC 0 1% como conservanies.
Nota. El volummen necesario para disolver of contenido def
frasco, varia en cada fote. Se recomienda usar ef volumen’
indicado en fa etiqueta

3. Tampén de Lavado Concentrade: @ASHBUF 20%
Tx80mlitclella. So'ucion concentrada 20x

Una vez diluida, la solucion de lavado contene tampon fosfato
10mMapd 7.0 +- 02, Tween 20 a1 0 05% y Kathon GC al 1%

6. Conjugado

Tx16mlivial, Solucion lista para el usao, Contiene 5% de
albimina de suero Lowinog, lampon Tns 10mM a pH 68 +- 0.1,
anlicuerpo pohiclonal ant-HDV conugado con peroxdasa (HPR)
en presencia de 0 2 mg/ml de sullato de gantamicina y Kathon
GC 0 1% como conservante El conjugado esla codificado con
el color rojo

7. CromégenofSubstrate |SUBS TMB

1x16mlivial, Cantiene una solucién [amponada cirato-fosfalg
50mM pH 3.5-3.8, tetra-metil-benzidina (TMB) G 03% y perdxido
de hudrégena (H:04) 0 02% asi como dimetilsuffxido 4%

Nota: Evitar la exposicion a 1a luz, ya que la sustancia es
fotosensible.

8. Acido Sulfurico: [H,S50, © 3 M

Tutamilivial Conliene salucidn de H50, (0.3M
Alencion, Irrlante (X1 R36/38, S226/30).

Sellader adhesivo, n°2

Manual de instrucciongs, n™1 4

E. MATERIALES NECESARIOS NO SUMINISTRADOS.

1. Micropipetas calibradas (10-1000 aly v puntas plasticas
desechables,

Z  Agua de caldad EI& {Bidesllada o desionizada, tratada
con carbon para remover qUimicos oxdanles usados coma
desinfectantes)

3 Timer con un rango de BD minutas como rminemo

4 Papel absorbents

5 incubador teumostabeo de meeroplacas ELISA, calibrade
{en seco g himecdo} fijo a 37°C

8. Leclor calbrade de rmicroplacos de ELISA con NHros de
450nm (lectura} y de §20-630 nm

7 Lavador calibradc de microplacas ELISA,

. Wordex o sinilar,

F. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES,

1. Bl eguipo debe ser usado por personal  lécnico
adecuadamente entrenado, baje la superasion de un
doclor respansable det laboratono

2. Todus las personas encargadas oe la reabzacion de las
pruebas deben llevar las ropas protectoras adecuadas de
laboratono, guantes y gafas Ewlar el uso de objelos
corlantes  [cuchilas} o punzanles (aguias) El personal

debe ser adieslrado en procedimientos de Dioseguridad, {4

s

BIOARS S.A.
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sagun ha sido recomendado por el Cenlro de Control de
Enfermedades de Allanta, Eslados Unidos, y publicado por
2! Inslitilo Macional de Salud: “Biosalety 1in Microbralagecal
and Biomedical Laboratories”, ed 1984

3. Todo el personal involucrado en el mangjo de mueestias
debe estar vacunado contra HBV vy HAY, para lo cual
existen vacunas dispanibles, seguras y eficaces

4. Se debe controlar el ambiente del laboratornio para evitar la
contaminacidn de los componentes ¢on polvo o agenies
microbiangs cuando se abran los equipos, asi como
durante la realizacion del ensaye Evilar la exposicion del
substrate {TMB/H0;) a la luz v las vibraciones de 1a mesa
de trabgjo duranle el ensayo,

5. Coenservar el equipo a lemperaturas enlre 2-8 °C, en un
refrigerador con lemperalura regulada o en camara fria

&, Mo intercambiar reactivos de dilerenles toles mlampoco
de diferentes equipos.

7. Comprobar que los reactives no conliznen precipilados ni
agregados en =l momenta del uso. Do darse el caso,
informar al regpongable para realzar el procedimienlo
pertingnta.

8. Ewilar conlamunacion cruzada entre mueslras de suerof
plasma usande puntas desechables vy cambiandolas
después de cada usco.

9.  Ewilar conlaminacion cruzada entre los reaclivos del
equipo  usando punlas desechables y cambidndolas
después de cada uso.

10, No usar el producto después de la lecha de caducidad
indicada en el equipo € internamenta en los reactives

11. Tralar todas las  mueslras  como  polencialmenle
infecciosas Las muaestras de suero humano deben ser
manipuladas at nwvel 2 de biasegundad, segun ha sido
recomendado por el Centro de Control de Enfermedades
de Atlanta, Esladeos Unidos y publicado por el Instluio
Naciwnal de Salud: "Biosalely in Micrabiological  and
Biomedical Laboratories”, ed 1984

12, Serecomienda el uso de malerial plastico desechable para
la preparacidon de las soluciones de lavado y para la
translerencia de los reactvos a los dferentes eguipos
automatizados a fin de evitar conlaminaciones,

13. Los desechos producidos durante €l uso del eguipo deben
de ser elminades segun lo eslablecido por {as direclivas
nacicnales y las leyes relacionadas con el tralamiento de
los residuos quimicos y biologicos de laboratono, En
parlicular, 1o desechos ligudos provenienles dal proceso
de davado deben ser bratados como  potencialmenle
infecciosos vy deben sel inaclivados  Se recomienda la
inactivacon con lejia al 10% de 16 a 18 horas o e uso de
la guloclave a 1217 por 20 minulos.

14. En caso de derrame acuidenlal de algun producta, se debe
ulikzar  papel absorbenie  embebide  en lejia vy
posleriormente en agua  El papel debe eliminarse en
conenadores designados para esle in en hosplales y
laboralorios.

15. El &cido sulfunco es irrlanie. En caso de deframe, se debe
lavar la supericie con abundante agua

16. iros malenales de desecho generados duranie la
utdizacion del equpo (por gemplo; puntas usadas en la
manipulaciin de las muaestras y controles, microplacas
usadas} deben ser manpuladas como lpenles poenciales
de infeccitn de geuerdo a las direclivas nacionzles y leyes
para el tratamtente de residucs de laboratorio

G. MUESTRA: PREPARACION Y RECOMENDACIONES.

1. Exlraer la sangre aséplicamente par puncion venosa y
preparar el suero o plasma segun las 1écnicas eslandar de
los labarawones de andlisis clinice No se ha deleclado que
gl tratamiento con oitrate, EDTA o hepanna afecte |as
muestras.

2. Evitar el uso de conservantes, en particular azida sddica, ya
que pudigra aleciar la aclividad enzimatica del conjugado

3 Las  muestras dehen esiar dentficadas  clarament
medianke codige de barres 6 nombres, a fin de eviar
errores en los regullados, Cuando el equiapo se emplea para
el pesguisaje en unidades de sangre, se recomienda el usd
del codigo de barras. !

4 Las muestras hemeolizados {color rojod o hiperlpémicas
{aspecto lechosa) deben ser descarladas parg evitar lalsos
resultados, al gual que aquellas donde se observe la
presencia de precipilados, restos de hbring o l|1dmentos
MICTGHIaN0S,

5. Suero y plasma pueden conservarse hasta 5 dias. a pamr
del momenig de la extraccion, a una lemperatura gnlre 2 ¥
8C. Para periods de conservacion mas largos. las
mueslras deben almacenarse a -20T, ewlamno Fuego
descongelar cada muestra més de una vez.

6. 3ihay presencia de agregados, |a mueslra se puede aclarar
medianle centniugacon a 2000 rpr durante 20 minutos o
por hiragian con un Ditro de 9,208 micras, .

H.PREPARACION DE  LOS
PRECAUCIONES.

Segun  esiudios realizados, no se ha deteglado  pérdida

relevanle de aclvidad en eguipos abiertos, en uso por ud

perindo de hasta 3 meses,

COMPONENTES Y

1. Microplacas’

Dejar la microplaca a {emperatura ambiente {aprox, 1 hora
antes de abwir el gnvase, Compruebe gue el desecante no eslé
de un color verde oscurg, lo gue indicaria un defecto de
fabricacion De ser asi, debe solwilar el servicio de Dia Pro:
atengion al ¢liente

Las liras de pocillos no  ublizadas, deben  guardarse
hermelcameante cerradas en la bolsa de glummo con &
desecanie a 2-8°C Una ver aberto el envase, las lras
sobranies, se manlienen estables hasta que el indicador de
humedad dentro de la bolsa del desecante cambie de amarifio 4
vergde

2. Control Negativo:
Lislo para el uso Mezelar bien con la ayuda de un vonex, antes
de usar i

3. Contrel Positivo. ;
Lislo para el uso. Mezclar bien con 1o ayuada de un vorles,
antes de usar .

4. Calibrador

Afiadir al palvo hofilizado el velumen de agua de calidad ELISA
indicado en ta eliquela, Dejar diso'ver lotalmenle y mezcela
sugvemartle an 2l vortesx 1
Noter Una vez reconsiitinga, la solucidn no e vslabio Se
recomifenda manteneria congetada en alicuotas a —20°C.

5. Solucién de Lavado Concentrada:

Tudn &l conlende de la solucion concentrada 20x debe didurs
con agua bideslilada hasla 1200m! y mezclarse suavemenle
anles de usarse.  Durante la preparacion evitar la formacién de
aspuma y burbuas, o que podria aflur en la eficenaa de ok
ciglos de tavado

Nota: Una vez diluida, fa sofucidn os cstablo por una soinana 8
temperaturas ettre +2 y 8°C

6. Conjugada:

Listo para el uso Mezclar bien con un varlex antes de usa
Evilar  posibie  conlarminacion del  liguido  con oxidanled
quimicos, polvoe o micrabios, En cuso de yue deba transfenrsg
al reachvo, usar contenedores de  plastico,  estenles
desechables, signipre que sea posible.

7. Cromégeno/ Substrato
Listo para el uso Mezclar bien con un virtex anles de usat

Ewitar  posible  contaminacion  del  tigwda  con  oxidanles
[
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quimices, polvo o microbios  Ewvitar la exposicidn g la luz,
agentes oxidantes y superlicies meldhcas, En cazo de que deba
translerirse el reactivo, usar contenedores de plastico, estenles
y desechablas, siermpre que sea posible.

8. Acido Sulfarico:

Listo para el uso. Mezclar bien con un vorlex anles de usar.
Atancion: Irntante (Xi R36/38, 52/26/30)

Layenda:

R 36/38 = rntante a los 0jos v |a prel

S2/26/30 = En caso de contacto con 103 pjos. enjuagar
inmediatamente con agua abundante y consultar un médico

L INSTRUMENTOS Y EQUIPAMIENTO UTILIZADOS EN

COMBINACION CCN EL EQUIPGC,

1. Las micropipetas deben ser calibradas para dispensar
coirectamente ef volumen requendo en et ensayo vy
sometidas a una desconlaminacian penddica de las partes
que pudieran entrar accidenialmente en conlacle con la
muestra o los reactivos (slanal 70%, lejia 10%. de calidad
de los desinleclantes nhospitalarios) Deben ademas, ser
regularments revisadas parg mantener una precision del
1% y una confiabilidad de +/- 2%,

2. La incubadora de ELISA debe ser ajuslada a 37°C [+)-
05°C}) v controlada periddicamente para manteng |a
lemperalure correcta. Pueden emplearse incubadorns
secas ¢ bufios de agua siermpre gue estén validadaos para la
incubacton de pruebas de ELISA

3. Ellavador de ELISA es exiremadamente inponanie para la

realizacion del ensayo, Antes de ermplearse en los ensayos

de rutina del laboratone, debe ser  culdadosamenle
optimizady ¥y wvaldade usando los controlesicaliorador vy
paneles de referencia perinenles Para asegurar que el
ensayo se rezbza conlorme o esperado, normalmerile
basta con 4-5 cicles de lavado taspiracion + dispensado de
350plpocille de solucidn de lavade = 1 oiclo) Se
recamienda un tiempo enlre ciclos de 20-30 segundos. Para
establecer cofrectamenle el ndmero  de  lavados se
recomienda efecluar &l ensayo con fos conirolesicalibrador

del equipo, el calibradwr asi como sueros posilivos y

negalivos de relerencia lratando de ajustarlos a los valores

indicados en las secciones "Control inlerno de calidad” vy

"Procedimiente del ensayo” La calibracion periddica del

volumen a dispensar [desconlaminacion y lavado de las

agujas) debe hacerse segan las instructiongs  del
fabricanle.

Los tiermpos de incubacion deben lener un margen de +5%.

5. El leclor de microplacas ELISA debe estar provislo de un
filtro de lectura de 450nm y de un segundo Tilro (620-
§30nm, recomendado} para redocir interferencias en la
lectura B! procedimiento eslandar debe conternplas a)
Ancho de banda <= 10nm b} Rango de abserbancia de U a
==20, ¢} Linealidad ==2.0, reproduciblidad »=1% EI
blanco se prueba en el pocille indigads en la secoion
‘'Procedimiente del ensayo”. El sislema oplice del lector
debe ser calbrado penddicamenie parg garanbzar la
correcla medicion de la densidad dptica, segin las normas
del fabricanle.

6. En caso de usar un sistema aulomalizado de ELISA, los
pasos criticos {dispensado, incubacion, lavade, leclura,
agitacion  y  progesamients  de dalos)  deben  ser
cudadosamente  fjedos,  callwados,  controlzdes v
pariddicamente  ajustados, para garantizar oS valores
indicados en las secoiones “Control inlern de calidad” v
"Procedimiento del ensayo” El protocolo del ensaye debe
ser instalado en el sistema cperativo de la unidad v validado
lanio para gl lavador corno para b lectar, Por alio ladao, la
parte del sistema gue maneja los liguidos {dispensado v
lavado) debe ser validada y fijada correclamente. Debe
prestarse particular atencion a evitar €l arraslre  por las
agujas de dispensacion y las de lavado, a fin de pinimizar
la  posibilidad de ocurrencia de  falsos  posiivos  par

s

conlaminacion de los pocilos adyacenles por mue:,lra:,} )

lugremenle reactivas  Se recomienda gl uso de sistema
automatzados para &l pesquisaje en uridades de sangre y
cuanda la canidad de mueslias supera las 20-30 unicades
por ensayn ]

7 Elservicio de atencion al cliente en Dwa,Pro, ofrece apoyo al
usuang para caliorar, austiar € nstalar los eyuipos @ usar,
en combinacion con el equips, con e proposito de asequrar,
al cumphrmgnto de los requenmienios descrlos, 1

L. OPERACIONES Y CONTROLES PREVIOS AL ENSAYOD. |

1. Comprugbe la lecha de caducdad indicada en la partel
uxlerna del equipn {envase pnmariod No usar si ha'
caducado. f

2. Compruebe que los companentes  liguidos no eslan)
conlaminados  con  particulas o agregados  visibles)
Asequrgse de gue Bl cromageno (TMB) es ncoloro o azuli
palide, asprando un peguefio volumen de este con una
pipeta eslénl de plastico Compruebe que no han ocurndo
rupluras ni derrames de iquido dentro de la caja {envase
pnimarno} durante ol transporte, Asegurarse de que la bolsa
de glumino gue conhene la microplaca no este rola o
danaida.,

3 Dilar iestaimente 13 solucon de lavade 20x concentrada
como s& ha desento anlengrmenie

4 [hsolver ¢l Calbrador como se ha desonlo anlenormente
mezelar suavemenle usando un vorlex

5. Dejar los componenles reslantes alcanzar la lemperaturd
ambiente (aprox 1 hora), mezclar luego suavemente en el
vOrtex todos los reactivos Hgwidos,

6. Austar la incubadora de BLISA & 37°C y cebar el tavador
de ELISA ullzando la solucion de lavado, segoin Iagj
tnstrucciones dol fabricantg Fijar gf ndmero de ciclos de,
lavado de acuerdo a los paramelros de valdacion del
INstrumento para usar con el eguipo, J

7. Comprobar que el leclar de ELISA eslé coneclads al mena
20 minutos anles de reahzar {a feclura

8. [n caso de trabajar avtomaticaments, consttar el equipo
comprobar que  Ios prolocolas esten correctaments
programados.

9 Comprobar gue las micropipzlas  estén fijadas en gl
volumen requendo

10 Asegurarse de que el eguipamiento a usar esle en perleclo
astado, disporuble y listo para el uso

11, En caso de surgie algun problema, so debe detener ef
ansayo y avisar al responsable

M. PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO.

El ensayo debe realizarse segun las inslrucciones gue siguen @
conlinuacian, es importante mantener an wilas las moestras el
mismo tiempo de mcutacion.

1. Poner el nimero necesano de broas gn & soporte plastico
Dejar el pocllo A1 vacio pura & blanco

Almacenar las wras restanles en la bolsa con e desecante &
lemperaturas entre 2 y 87T

2. Dispensar 100ul del Control Nagative, por tnalicado, 100w ¢

Calbrador, por duplicade, v 100pt del Control  Pogilive)]
Posteriormente, anadir 10001 de cada muesira, Comprabar que
los  contlesicalbracdor ¥y mueskkas  se  han  afadidg
correclamente,

Oespues incubar o microplaca durante 60 minutos a +37°C.

3. Lavar la microptaca segun lo descrito previamente (seccrdr
1.3}

4. Dispensar 100p1 de Conjugado en todos 10s pocillos, exceplo
AT vornprobar que 1os reactivos se han afadido correclamenls
Incubar la microplaca duranle 0 minutos a +375C.

Mola importante Tener cuidado de no locar fa pared intema
del poctio con la punta do la pipeta al dispensar @ Conjugado
Pottria producirse conlammnacon

el
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5, Lavar la microplaca segun 10 descrilo reviamenle (secoién
1.3}

6 Dispensar 100pl del Cromogens!Substralo en odos |os
pocillos, incluido & Al

Incubar la microplaca prodegida de la luz a temperatura
ambiente {18-24C) durante 20 minutos

Nota importante. No  exponer  directarmonte g fuoerte
Huminacidn, defo contrario so genoran mterforencias

7. Dispensar 100p de acido sulflrico en todos los poctlos pard
delener la reaceidn enzimatica, usar la misma secuencia que cn
el paso & La adicion de ia solucion de parada cambia el color
del Conlrel Negativo y las muestras nepativas de azul a
amarillo

8. Medir la intensidad del color de la soluciin en cada  pouilke,
segun se indica en la seccion 15, con un fillre  de 450 nm
{lectura) y otro de 620-630 nm {subsiraccion del fondo,
recomendado), calbrando el instrumente con el pocille At
{blanco)

MNolas importantes:

1. 5t no se puede ulilizar el segundo fiftro, asegurarse de que
no hay impresiones digiales en of fondo de fos pootios
anles de feer a 450nm Podrian generarse falsos posilivos
en la lectura.

2. Laleclura debe hacerse inmediatamente despuds do anadir
fa solucidn de parada ¥y, en cualquier ©aso, Ounca
franscurndos 20 minwtos despues de su adieion Se podria
productr auwlo oxidacion del cromdgeno  cousanda un
elevado fondo.

N. ESQUEMA DEL ENSAYQ

Conlroles/Calibrador 100 il
Muestras 100 pl
1" incubacién 60 min
Temperatura +37C
Lavado 4-5 ciclos
Conjugado 100 pi
[2% incubacion 60 min
Temperatura +37T
Lavado 4-5 ciclos
Mezcla TMB/M202 100 pl
3" incubacion 20 min
Temperatura ta”
Acido Sulfurico 100 pl
Lectura D.0. 450nm & £20nm

t.a * temperatura armbiente

A continuacion se describe un glempla del esquama de
dispensado

0. CONTROL DE CALIDAD {NTERNG

L7727

Se realiza un grupo de pruebas con las controlesicalibrador
cada ver qua se usa el ggquipo para venhicar silas valores
DO450mm o MICo son os esperados

Asegurar el cumplrmiente de los siguentes pardmeligs

Parametro

Exigencia

Focilio Blanca

valor < 0,100 GCAS0nm

Conirgl Megativo
(CN)

= 1000 DC450nm despuas do leor el
blanco

Sies menor, controle cudadosamente o
procesa de lavado y diseninuya 16s cicles
o el Hempo enlie 108 mismos

Coelicienle de vanacdn = 30%

Calibrador

CNIO < DO450nm < s

Conirol Positivo

D450 nm < CNMO

S los resultados del ensayo comoaden con 1o establecd
anteriormente, pase o 1a siguienta secoitn

En caso contrario, no siga adelanle y compruebe:

Prchblama

Compruebe gue

Pocillo Blanco
> (.100D02450nm

fa selucion cromégena'sabstralo no se ha
contarminado curania el ensayo

Control
Negativo {CN}

< 1,000DO450rn
después de leer
el Llanco

Coehownie de
vanacidpn = Z0%

1 ol proceso de lawvado y los pardmetros
del lavador eslén valdados sequn los
astudiug previos de calilicagidn

2. se ha usado la solucion de lavado
apropiada y oque el lavador ha o sido
cebado con la misma antes del uso

3. no se han comelde errores en el
procedimiento  |dispensar el conlrol
positivo en fugar del negalivo)

4 no ha exislide conmamnacdn  del
canlril negalive o de sus poallos detdo
a muestras pasitivas derramadas, o al
conjugado i
8 las  micropipetas o se han
contamnade Con muesirag posilivas o
con el conugado

& las agujas del lavador no estén poargial
o tolalmenle obstiuidas.

3

Calibrador
D450nm
Fuera de rango

1. el procedimiente ha side reslizade
conectamente

2. no ha habido erores duranle  su
distabucrdn (drspansar el control negalvo
en lugar del calibrador}, ‘I
3. el proceso de lavado v los pardmetiog
del lavador estén validados segun lod
eslurios previns de cabficacion,

4. ng ha ocurrde conlaminacion extema
il calbrador

Control Positiva

DOA0NmM
= SN0

Microplaca .
[ 21314156 | 71891101111
Al BL [ M2 I
B | ON | M3 I
C L CN | M4
D CN M5
E [CAL | MEB I
F | CAL | M7
G { CP |MB ]
~H | M1 | M9
Leyenda. EL = Blanco CN = Cantrol Megative

CAL = Calibrador CP = Conlrol Positivo M = Muestra

1 el procedimiento ha sido realizadd
Lorrectamente
2. no se han comeldo errcres en e
procedirmenle {dispensar el conlio
negalive en lugar del postive)
3. el praceso de lavado y los pardmelros
del lavador esten valdados segun 1o
astudios previos Je calllicacidn,

4, po ha ocurndo canlaminacion extarn
del control pasitiva

S oocurre algung de los problemas antenores, informe
respansable para lamar las medidas pedinentes

it
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P. RESULTADOS.
Los resultados se calculan par medio de un valor de corle (out-
offy hallado con la siguignle farmula

Valor de corte = (CN + CP}/ 5

Nota Importante: Cuando el calowlo de fas rosullados se halla
mediante el sistema operativa de un egquipo de ELISA
aulgmalico, asegurarse de gue 13 formulacion usada para of
calculo del valor de cofe, y para la ierpretacion de fos
resillados sed correcta.

Q. INTERPRETACION DE LOS RESUL.TADOS.

La interpretacion de los resultados se realiza mediante 1a razén
entre las DO & 450nm de las mueslras y el Valor de corle CofM.
Los resultados se interpretan segun la siguiente lably

" Co/M | Interpretacion
<09 Negativo
09-11 Equivoco
> 1.1 Positivo

Un resuitado negaliva indica que gl paciente no es1a infeclado
par HOW.

Cualquer pacients, cuya mueslra resulle equiveca  debe
somalerse g una nueva prugba con una sequnda muestra de
sangre coleclada 1 ¢ 2 semanas despues de la imoal

Un resultado positivo es indicative de infeceion por HOV y por
consiguiente el pacienle debe ser tratado adecuadamente

Nolas Importantes:

1. La inferpretacion de ios reswilados debe hacorse bajo o
vigitancia dol responsable del laboratorfo para reducie ¢f
fiesga de strares de yurcio v de inferprelacion.

2. Cuando se fransriten gz resuflados die le prueba, ool
lghoratonc & olras nstalacioncs, debe ponerse mucha
atencion para evilar ef frastado de dalos erroneos

3. Efdiagndstico da infaccitn con un virts da g hepatitis debo
ser cvaluado v comuricado al pacienle por un middice
cafificado

A continuacidn, un wiomplo do los cilculos a realizar

Los sigwentes datus no deben usarse en lugar de los valores
reales ohienidos en el laboralono.

Confrol Megalve 2100 - 2 200 - 2 000 DO450nm
Valor meda- 2100 DO0450nm
Mayor de 1000 - Valido

Condrof Posiweos 0100 DO450nm
Menor de CNAQ — Valide

Valor de core = (2100 + 0.100) / 5 = 0.440

Caltbrador 0.300-0.260 DO450nm
Valor medio- 0. 280 DO450nm
Dontra dof ranga CHNA0 = D0450nm < CNS - Vahdo

Muestra 1. 0.020 D0450mn
Mucsira 2: 7 900 DO450mm
Muosira T Co/iM = 1.1
Muesira 2 CoM = 0.9

pasitive
regaiva

R. FUNCIONAMIENTO.

La evaluacion del luncionamiento ha sido realizada gegun Io!

reportade en las Especificaciones Téonicas Comunes (ETC}l

(a5, Capilule 3 de las Directvas WD 98ITHNEC), ;

1. LIMITE OE DETECCION
En ausencia de un eslandar internacional, la sensibilidad dei[
gnsayo ha sido coculada por medio de un producio
denominade Accurun n® 127 suministrado  por Buslon:
Biomedical Ing., Estados Unidos, |
La siguiente labla mueestra los valores de DO4560nm para esla’
preparacian, diluido en sucio bovine letal (SFB), para construir
la curva de dilucion limite en tres loles difarentes:

[
i
Valores CofM |
DAB.CE Lote# | DAB.CE Lote# | DAB.CE Lole#
1102 4103 0403 ¢
Accurun [ DO450 CofM DO45) Co/M 00450 ColM
#1127 nm valor nm valor nm valorl
1x G171 3¢ 0163 29 0158 29 t
2 [REH 2.7 0178 2.6 179 25 ¢
4% 0.230 2.2 nazo 21 207 22
gx G 298 17 0285 16 420 1.6
16x Gat? 1.2 0 ags 1.1 0402 1.1
32x R 1.0 PEER g o487 F]
G4x 0717 7 [ 704} 07 0704 0
128x 1663 1008 Uy 1015 04
CTRL (-] 2 4841 2761 N | A | iy
2. ESPECIFICIDAD Y SENSIBILIDAD DIAGNOSTICA,
La  evaluacion del procedimignio  diagndslica  se  realzo
mediante un ensaye con mas de 400 muoeeslras frenle a ud
enuino de referencin Bsle ensayo chinies fue conducido por 8
Prof M Rizzetlo, Departamenlo de Gastro-Hepalologia de

hospital S.Cigvanm Batlista de Turin, Haka

Se examinaron muestras negativas, positivas y olras qu
pucieran provocar interferencia

Se emplearon adermas plasma someldo a métodos  de
trutamignlo  estandar  (citrale, EDTA y heparnna)l v suer(S
humanos No se ha obegrvado lalsa regctividad debida a log
melocos de trataimicnlo de mussiras

A continuacidn se muestran brevemente  los  resulados
atrentdos:
Sensibilidad |> 98 %
Especificidad | = 98 %

3. PRECISION.
Se reabzd un estudic con 3 loles y dos nmuesiras de diferenle

T

reachvidad any-HDW, examimaoos en 16 rephcas, en tres landas
separadas  Los waloies medios obienidos se reporlan a
CONIMUACY
DAB.CE: lote #1102
Conlrol Nogative (N = 16}
Valores medios 1™ landa 2% tanda 3 tanda Valar
Promedie
GO As0nm 2342 2428 2433 2.401
[eswnauion 0113 0106 G122 0111
eslandal
[ 4B 44 50 47
Calibrador {N = 16) j
Valores medios ™ tanda | 2" tanda | 4° tanda Valor §
Promedio.
RO A50nm 0795 0789 0 286 291
Desviacion 0023 0027 0026 q025
estandal
G % VY 83 ER a7
Codhd 16 17 17 17
DaB CE- lote #0103
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Control Negatlv (N = 16) BIBLIOGRAF[A.
Valorsd medivs Eile tanda 12 ahda andd | T~ Valor” © 4 Engvall E. and Pedmann P., Jimmunochemistry &:
1 a £ol D e Promedio 874, 1971
BG 450nm 2203 2.237 2.248 2230 I . 135"
Becviagion 5708 =58 X 5157 2. Eg?:ral E. and Pedmann P.. Jimmunoi. 108 128 135.I
th ) ) :
G%V";':r a7 )G Y] 45 3. Chaggar K. Et al.. Journal of Virological Methods. 32: 193-
: - y ' 199, 1891
Callbrador {N = 16} 4, Lazinski D.W. et al.. Journal of Virol.. 67: 2672-2680, 1933
“Valores madips” | i lantjé” §"‘Landa”"“ Valor™ ™ 8. Govindarajan S. et al.. Microbiol. And fmmunel.. 25; 140-
EA B o - Promedio_; 141, 1990
DO 450nm 0.277 ¥ 266 0.271 6. Shattock A.G. et al.. J.Clin.Microbiol.. 29: 1873-1876, 1891,
Desviacion 0.024 0025 0.025 7. Forbes B.A. st al.. Clin.Microbial News.. 13: 52-54, 1891
esléndar 8. Bergmann, K. et al. JUmmunol. 143:3714-3721, 1969
ok ?3 33 ?-5 93 9. Bergmann, K. et al. J.Infect.Dis. 154:702-706, 1986
Cof : : z 7 10. Buti, M. et al. Hepatlogy &:1125-1128, 1988
11. Rizzatto, M. Hepatology 37293-737, 1983
DAB.CE: lote # 0403 12, Igzszoetto, M. et al. Proc.Natl. Acad Sci, USA 77:6124-6128,
Control Negatlve (N = 16} 13. Dubois, F. et al, J.Clin.Microbiol, 26:1339-1342, 1988 '
Valore’s“medjos" T tanca | 2> landa” | " tanda | valor ~ 9 14, Wang, K. et al. Nature 323;508-514, 1986
[ ; e g | D e Promadle
06 450nm 2.246 222} 2.182 2.216
Desviacion 0.097 0.103 0.118 0106
estandar
CV % 4.3 4.6 54 4.8
Callbrador {N = 16) _ Todos los productos de diagndstico in vitro fabricados
Valores medios” | 1 @ngs |- - tanda |73 tands™ |~ F; Ve!og_" d | por 12 empresa son controlados por un sisterha
N P it g oo | PTOMSCHD : :
S S e s e certificado de control de calidad aprobado por }.Jn
Desviacion 0027 5033 0028 7025 organisme notificado para el marcado CE. Cada lote se
estandar somete a un control de calidad y se libera al mercado
CV % 9.3 8.5 8.1 8.0 Unicamente si se ajusta a las especificaciones técnicas y
CofM 16 17 18 18 criterios de aceptacion de la CE. !
La variabilidag mostrada en las tablas no dié como resultado I
una clasificacién errénsa de las muestras. : -
Producido por '
Dia.Pro Diagnostic Bioprobes s.r.l.
Via G. Carducci n®27 — Sesto San Giovanni (Mi) - italia

¢

S. LIMITACIONES.

La contaminacion bacteriana de las muestras o {a inactvacion

por calor pueden modificar ios valares de absorbancia con la
consiguiente alteracién ds los niveles del analito. Este ensayo ( e
es adscuado solo para el analisis da muestras individuales y no

para mezclas. 0318
El diagndstico de una enfermedad infecciosa no se debe

formular en base al resultado de un solo ensayo, sinc que €3

necesario tomar en consideracion la historia clinica y la
sintomnatologia del pacisnte asl como otros datos diagndsticos.

INDICACION AL CONSUMIDOR

Por cuatquier informacién puede consultar al siguente telsfong  [017}
47713783 an &l horaria de 8,00 a 18,00 de Lunes a Viernes Personal de
BIDARS & A estard a Vuestra dispasicion 4

La mercaderla viaja por cusnta y nesge det destinatardo Todo reclamo sefd
alendido segdn lo preves el "Manusl de procedimiantc bara rectamos
thenicos ¥ devolucidn de mercadera’ que BICARS 5 A pons a disposicidn
dal Clianta. ,

Establecimiente Claborador Dia.Pro Diagnostic Bioprobes Srl Wia G
Carduga, n* 27, 20099, Sesto San Giovanni, Mitan, lalia. »
Eslablecimiento impartador SI0ARS S.A, - Santp Dominge 2578/80
Ciudad Auttnema da Buanos Aires

Diractor Técnice Dra. Clavdia E, Efcheves -

Biogulmica- Matricula Nacional N* 7028

Autonzade Minislerlo de Salud N°
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BIOARE SA.
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A. FINALIDAD PREVISTA.
Ensayo inmunoenzimatico de tercera generacién (ELISA) para

la determinacién del Virus de la Hepatitis Delta (HDV) en
plasma y suerc humanos.

El kit ha sido desamcllado para &l seguimients de pacientes
infectados con HOV.

Usa exclusivo para diaghdstico “in vitra™.

B. INTRODUCGION.

El Vitus de la Hepatitis Delta es un virus ARN defectivo. Se
compene de un nlcieo con los antigenos delta especificas, y
estd encapsulado por &l HBsAg. Para su replicacion necesita
ayuda funcichal de HBV.

La infsccién por HDV ocurre en presencia de una infeccion
aguda © «cronica por HBY., Cuando se presenta
simultaneamente la infeccién aguda por los dos virus, la
enfermedad es grave y el cuadre clinico, asi como las
caracteristicas bioguimicas son practicaments indistinguibles de
una infeccién por HBV. Sin embargo, una persona infectada por
HBY de forma crénica puede soportar [ndefinidamente |a
replicacidén por HDV, nomalmente la enfermedad es menhos
severa y aparece coma exacerbacion clinica.

La determinacién de los marcadores seroldgicos especificos de
HDV (HDV Ag, HDV Ab, HDV Ighd y HDV |gG) representa una
harramlenta importante para los cllnicos en la clasificacion del
agente etiologico, en el seguimiento da los pacientes asi como
en &l tratamiento.

La detsccicn de anticuerpos totales permite la clasificacion de la
enfermedad v el seguimienta de ia seroconversién.

C. PRINCIPIOS DEL ENSAYO.

El antigeno de HDV presente en la muestra es capturado, en la
primera ingubacién, por un anticuerpo monoclonal especifica.
Se adiciona un delergente a la muestra para disolver ei
antigeno aspecifico de la particula viral.

En la segunda incubacién, después del lavado, se adiciona otro
anticuerpa anti-HDVAg conjugado con peroxidasa (HRP) que se
une al antigeno capturado.

La concentracién de la enzima conjugada, unida a la fase gdlida
es proporcional a la cantidad de HDVAg presentes en la
mussira y su actividad se detecta por la adiclon del substrato
cromogénlco en la tarcera incubacion.

La deteccidn de HDVAg en la muestra se determina de manara
semicuantitativa a través del calculo de un valor da corte.

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

1. Microplaca:

n*1 microplaca

12 tiras de 8 pocilies recubiartos con un anticuarpo monoclonal
de raton anti-HDVAg en bolsas selladas con desecanta.

2. Control Negativa:

1x2.0mlivial, Listo para el usa. Contiene albimina del suero de
cabra, tampén Tris-HCI 100 mM pH 7.4 +/0.1, ademas de
azida sédica 0.09% y Kathon GC 0.1% como consarvantes. El
control negativo esta codificado con el color amarillo patido.

3. Control Pasitivo:

1x2.0mitvial. Control liofilizado para disolver en 2 ml de agua
bidestitada. Contiene 5% albamina del suero de cabra, alto
tiulo de antigene recombinante HDV no infecciose, tampsn
Tris-HCl 25 mM pH 7.4 +/-0.1, ademéas de sulfato da
gentamiclna 0.02 mg/ml y Kathon GC 0.1% como conservantss.

4. Callbrador:
n° 1 vial. Liofilizado, Para disolver en volumen de agua
ElA camo se indica en la eligueta. Contiene suero fetal bavin®,
bajo titulo de antigeno recombinante HDV ne infeccioso, sulfate
de gentamicina 0.02 mgfml y Kathon GC 0.1% gomo
consarvantes.

Nota: El volumen necesario para disolver ef contenido def
frasco, varla en cada lote. Se recomienda ysar ef volumen
indicado en la etiqueta.

6. Tampén de Lavado Concentrado:
1x60m¥botella. Solucién concentrada 20x.

Una vez diluida, la solucién de lavado contiena tampdn fosfato
10 mM a pH 7.0 +/- 0.2, Tween 20 al 0.05% y Kathon GC al
0,1%.

6. Conjugado: CONJ

1x16mltvial. Solucidon lista para el use. Conliens 5% de
albumina de suerg bowine, tampdn Tris 10mM a pH 6.8 +/- 0.1,
anticuerpo  policlonal  anti-HDV conjugado con  peroxidasa
{HPR), suero normal de ratén 1%, ademas de 0.2 mg/ml de
sulfato de gentamicina y Kathon GC 0.1% como conservantes.
El conjugado esta codificado con el color rojo.

7. Cromégeno/Substrato

1x16mifvial. Contiene una solucién tamponada citrato-fosfato
50mM pH 3.5-3.8, tetra-metil-benzidina {TMB} 0.03% y perdxido
de hidrégeno (H20:) 0.02% asi como dimetilsulfdxido 4%.

Nota: Evitar la exposiclén a fa luz, ia sustancia es
fotosensible,

8. Diluyente de musstras:

1x16ml. Contigne tampén fosfato 10 mM a pH 7.4 +/- 0.1, NP40
6%, ademas de azide sédica 0.09% y Kathon GC 0.1% como
conservantes.

9. Acldo Sulfdrico:
1x15mifvial. Contiene solucion de H2S0, 0.3M
Atencién: Irritante (Xi R36/38; S2/26/30).

10. Sellante adhesivo, n°2

11. Manual de instruccionas, n*1

E. MATERIALES NECESARIOS NO SUMINISTRADOS.

1. Micropipstas calibradas {150ul, 100ul ¥ 50ul} y puntas
plasticas desechablaes.

2. Agua de calidad EIA (Bidestilada o designizada, tratada

con carbon para remover quimicos oxidantes usados como

desinfectantes). .

Timer con un rango de 60 minutos come minima.

Papel absorbente.

Incubador termostatico de microplacas ELISA, calibrado

{en secc o himedo) fijo a 37°C, con agitacion a 1300

rprm+{-150.

6. Lector calibrado de microplacas de ELISA con filtros de
450nm (lectura) y posibilidad de 620-630 nm (blanco).

7. Lavador calibrade de microplacas ELISA.

8. Vortex o similar.

o bW

F. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES,

El kit debe ser usado por personal técnico adecuadamente

entrenado, bajo la supervision de un doctor responsable

dai lahoratorio.

2. Todas las personas encargadas de la realizacion de las
pruebas deben llevar las ropas protectoras adecuadas de
laboratorio, guantes libres de talco y gafas. Evitar el uso de
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10.

11.

12,

13

18.

objetos cortantes (cuchllas) o punzantes (agujas). El
personal debe ser adiestrade en procedimientos de
bioseguridad, segun ha sldo recomendado por el Centro
de Control de Enfermedades de Atlanta, Estados Unidos, y
publicado por el Institute Nacional de Salud: "Bicsafety in
Microbiclogical and Biomedical Laboratoties”, ed. 1984,
Tedo el parsonal invelugrado en &l maneio de muestras
debe estar vacunado contra HBY y HAV, para lo cual
existen vacunas disponibles, seguras y eficaces.

Se debe controlar &l ambiente del laberatorio para evitar la
contaminacién de los componentes con polva ¢ agentes
microbiangs cuando se abran los kits, asi como durante |a
reslizacidn del ensayo. Evitar la exposicion del cromégency
substrato {TMB/HzQ;) a la luz ¥ las vibraciones de la mesa
de trabajo durants el ensayo.

Conservar el kit a temperaturas entre 2-8 °C, en un
refrigerador con temperatura regwlada o en camara fria.

No intercambiar reactivos de diferentes lotes ni tampoco
de diferentes kits.

Comprobar que los reactives son claros ¥ no contienen
precipitados ni agregados en el momento del uso. De
darse el caso, informar al supervisor para realizar el
procedimiento pertinente.

Evitar contaminacion cruzada entre muestras de suerg/
plasma usando puntas desechables, cambiandolas
despuds de su uso.

Evitar contaminacidn cruzada entre los reactivos del kit
usando puntas desechables, cambiandolas después de su
uso.

No usar el producto despues de la fecha de caducidad
indicada en la etiqueta del envase externo y en las
stiquetas internas (viales} de los reactivos. En un estudic
realizado con un kit abierto no se ha detectado la pérdida
de actividad relavante utilizandolo hasta 6 veces y durante
un perlodo de hasta 3 meses,

Tratar todas las muesttas como potancialments
infecciosas, Las muestras de suerc humano deben ser
manipuladas al nivel 2 de bioseguridad, segun ha sido
recomendado por &l Centro de Contro! de Enfermedades
de Allanta, Estados Unidos y publicado por el Instituto
Nacional de Salud: “Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories”, ed. 1984,

Se recomienda el uso de material plastico desechable para
la preparacion de los componentes liquidos y para la
transferencia de los reactivos a los diferentes equipos
automatizados a fin da evitar contaminaclones.

Los desechos producidos duranta el use de! kit deben de
ser eliminados segin lo establecido por las directivas
nacionales y las leyes relacionadas con el tratamiento de
lps residuos gquimicos y biolégicos de laboratoric. En
particular, los desechos liquidas provenientes dsl proceso
de lavado, asl como de controles ¥ muestras deben ser
tratados como potencialimente infecciosos y deben ser
inactivados.  Se recomienda la inactivacidn con lejia al
10% de 16 a 18 horas o &l uso de la autoclave a 121C
durante 20 minutos.

En caso de derrame accidental de las muestras o algin
reactivo, se debe utilizar papel abserbente humedacido en
lejia y posteriormente en agua. El papel debe eliminarse
en contenadores designados para este fin en hospitales y
laboratorips.

El acido sulfurico es irritante. En casoe de derrame, se debe
lavar la superficie con abundante agua.

Ofros materiales de desecho generados durante la
utilizacion del kit {por ejemplo: puntas usadas en la
manipulacion de Jas muestras y controles, microplacas
usadas) deben ser manipuladas como fuentes potenciales
de infeccion de acuerdo a las dlrectivas nacionalas y leyes
para el tratamiento de residuos de laboratoria.

§72°%

. MUESTRA: PREPARACION Y RECOMENDACION
Extraer la sangre asépticamente por puncidn ve
preparar el suero o plasma segun las técnicas esténdar
los laboratorios de analisis clinico. No s& ha detectado qus
gl tratamiento con citrate, EDTA o hepanna afecle ias
muestras.

2. Evitar el uso de conservantas, en particular azida sadica, ya
que pudiera afectar la actividad enziméatica del conjugado,
provocando resultados falsos negativos.

3. Las muyestras deben eastar identificadas claramente
mediante cédigo de barras o nombres, a fin de evitar
erroras an [os rasultados.

4. Las muastras hemplizadas (coler rojo) o hiperlipémicas
{aspecto lechoso)} daben ser descartadas para evitar falsos
resultados, al igual gue agusilas donde se observe la
presencia de precipitados, restos de fibrina o cuerpos y
filamentos microbianos.

5. Suaro y plasma pueden conservarse hasta 5 dias, a partir
del momento de la extraccién, a una temperatura entre 2 ¥
8°C. Para peripdos de congservacibn mas largos, las
muestras deben aimacenarse a —20°C, evitando congai arf
descongelar cada muestra mas de una vez porque pueder'\
generarse particulas que podrian afectar al desarrollo de I3
prusba

6. Sihay presencia de agregados, la muestra se puede aclarar

mediante cantrifugacion a 2000 rpm durante 20 minutos 6

por filtracién con un filtre de $,2-0,8 micras.

bl )

HPREPARACION DE LOS COMPONENTES Y

PRECAUCIONES. '
En un estudio realizade con un kit zbierto no se ha detectado la
pardida relevante de actividad relevante utilizandolo hasta 6
vecas y durante un periodo de hasta 3 meses.

Microplacas:

Dejar la microplaca a temperatura ambiente (aprox. 1 hora)
antes de abtir el envagse. Compruebe gue el desecante no aste
de un color verde oscuro, lo gue indicarfa un defscto de
fabricacion. De ser asi, debe solicitar el servicio de Dia.Pre:
atencién al cliente.

Las fLiras de pocillos no utilizadas, deben guardarse
herméticamente carradas en la bolsa de aluminio con el
desecanta a 2-8°C. Una vez abierto el envase, las liras
sobrantes, se mantienen estables hasta que el indicador de
humedad dentro de la bolsa del desecante cambie de amarillo a
verda.

Control Negativo:
Listo para &l uso. Mezclar bien con la ayuda de un vortex, antes
de usar. .

Control Positlvo:

Disclver en 2 mL agua de calidad ELISA y mezclar bien en &l
vortex antes de usar.

El control positiva no contiens particulas infectivas ya que
contiene antigenos recombinantes sintéticos. 1
Nota: Una vez reconstituido, ef controf no es estable. 'Se
racomisnda manteneno congelada en aficuctas & —20°C.

Calibrador: [
Anadir al polvo licfilizada el volumen de agua de calidad ELISA
indicado en la atiqueta. Dejar disolver totalmente y mezclar
suavemants an el vorax. i
Naota: Una vez reconstituida, fa solucitn no s estable. Se
recomienda mantenerta congelada en alfcuctas a —20°C. !

Solucidn de Lavado Concentrada:
Todo &l contenido da la solucién concentrada 20x debe diluirse
en agua bidestiada y mezclarse suavemente antes dg usarse.
Duranta la preparacion evitar la formacion de espuma y
]
]
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burbujas, o que podria influir en la eflciencia de los ciclos de
lavado.

Nota: Una vez difufda, fa solucidn es estable por una semana &
temperaturas enlre +2 y 8°C.

Conjugado:

Listo para el uso. Mezclar bien con un vortex antes de usar.
Evitar posible contaminacidon del lquido con oxidantss
quimicos, polvo o microbios. En caso de que deba transferirse
el reactive, usar contenedores de plastico, estériles vy
desechables, siempre que sea posible.

Cromégano/ Substrato:

Listo para el uso. Mezclar bien con un vortex antes de usar.
Evitar posible contaminacién del liguido con oxidantes
quimicos, polvo o microbios. Evitar la exposicion a la luz,
agentes oxidantes y superficies metalicas. En caso de qua deba
transferirse el reactivo, usar contenedores de plastico, estérilas
y desechables, siempre que sea posible,

Diluyente de Muestras
Listo para el usa. Mezclar con vértex suavemente, evitando la
formacién de sspuma, antes de usar.

Acido Sulfarico:

Listo para &l uso. Mezclar bisn con un vortex antes de usar.
Atencidn: irritante (Xi R36/38; 32/26/30)

Leyenda:

R 36738 = Irritante a los ojos v la piel.

$2/26/30 = En caso de contacto con 1os ojos, lavarse inmediata
y abundanternenite con agua y acidase a un médico.

I. INSTRUMENTOS Y EQUIPAMIENTO UTILIZADOS EN

COMBINACION CON EL KIT.

1 Las micropipstas deben ser calibradas para dispensar
carrectamente el volumen requerido en el ensayo y
somelidas a una descontaminacién peridédica de las partes
que pudieran entrar accidantalments en contacto con la
muestra o l0s reactivos (alcohol, lejla 10%, dasinfectantes
hospitalarios). Deben ademds, ser regularments revisadas.

2. La estufa de ELISA debe ser sjustada a 37°C (+/- 0.5°C) ¥
controlada periddicamente para mantener la temperatura
corracta. Pueden emplearse incubadoras secas o bafios de
agua siempre que astén validados para la incubacion de
prugbas de ELISA.

3. Ellavador de ELISA es extrernadamente importante para la
realizacion del ensayo. Antes de emplearse en los ensayos
de nrutina del laboratorio, debe ser cuidadosamente
optimizado y validade usando los controlesfcalibrador v
paneles da referencia pertinentes. Para asegurar que el
ensayo se realiza conforme lo esperado, normalmente
basta con 4-5 ciclos de lavado (aspiracién + dispensado de
350ul/pocillo de solucion de lavade = 1 ciclo). Se
recomienda un tiempo entre ciclos de 20-30 segundos. Para
establecer comectamente el nimero de lavados se
racomienda efectuar el ensayoc con los controles/calibrador
del kit, asi como sueros positivos y negativos de refarencia
tratando de ajustarlos a los valores Indicados en la seccién
“Control de calidad intemno” y “Procedimiento del ensayo”.
La calibracion periddica del volumen a dispensar vy el
mantanimiento [descontaminacidn y lavado de las agujas}
debe hacerse segun las instrucciones del fabricante.

4. Los tiempos de incubacion deben tener un margen de +5%.

5. El lactor de microplacas ELISA debe estar provisto de un
filtro de lectura de 450nm v, si es posible, de un segundo
filtro (620-630nm} para reducir interferancias en la lectura.
El blanco se prueba en el pocillo indicado en la saccion
“Procedimiento del ansayo™. El sistema optico del lactor
debe ser calibrade pericdicamente para garantizar la
correcta medicidn de ia densidad éptica y mantenide segdn
las normas del fabricante.

6. En caso de usar un sistema automatizado de ELISA MRS

pasos critices (dispensado, incubacion, lavado, lactura,
agitacion y procesamiento  de datos) deben ser
cuidadosamente  fijades, calibrados, controlados ¥

peridvdicamente ajustados, para garantizar los valores
indicados en la seccién “Control de celidad interno” y
“Procedimiento del ensayo”. El protocole del ensayo debe
ser instalado en el sistema operative de la unidad y validado
tanto para el lavador como para &l lactor. Por otro lado, la
parte del sistema gue mangja los liquidos (dispensado y
lavado) debe ser validada y fjada correctaments. Debe
prestarse particular atencidn a evitar el amrastre  por las
agujas de dispensacion y las de lavado, a fin de minimizar
la posibildad de resultados falsos positivos por
contaminacion de los pocilles adyacentes por muestras
fusrternente reactivas. Se recomienda el use de sistemas
automatizados para el cribado en unidades de sangre y
cuzando la cantidad de muestras supera las 20-30 unidades
por gnNsayo.

7. El senvicio da atencion at cliente an Dia.Pro, ofrece apoyo al
usuario para calibrar, ajustar e instalar los equipos a usar
en combinacién con el kit, con el proposito de asegurar ¢l
cumplimisnto dea los requerimientos descrtos. i

L. QPERACIONES Y CONTROLES PREVIOS Al ENSAYO. [

1. Gompruebe la fecha de caducidad indicada en la parte
externa del kit {anvase prmario). No usar si ha caducado.

2, Compruebe que los componentes llquides no  estan
contaminados con patlculas ¢ agregados  visibles,
Aseglrese de que el cromégene (TMB) es incolore o azul
palido, aspirando un pequefo volumen de éste con una
pipeta estéri! de plastico. Comprusbe 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 £sté rota o
dafiada.

3. Diluir totalmente la solucién de lavado concentrada 20X,
como 56 ha dascrito anteriormente.

4. Disolver ol Calibrador v el Control Positivo como se ha
descrito anteriormanta y mezclar suavemants,

5. Dejar los componentes restantes alcanzar la temperatura
ambiente (aprox. 1 hora}, mezclar luego suavemante en el
vortex todos los reactivos liquidos.

6. Ajustar la estufa de ELISA a 37°C y cargar el tavador de
ELISA utlizande la solucidn de lavado, segun las
instrucciones del fabricante, Fijar el numero de ciclos de
lavado de acuerdo a lps parametros de validacidn del
instrumento para usar can &l kit

7. Comprobar que el lector de ELISA esté conectado al menos
20 minutos antes de realizar la lectura.

8. En caso de trabajar automaticamente, conectar el equipo y
comprobar que los protocolos estén  correctamenta
programados. I

9. Comprobar gue las micropipetas estén fijadas en e!
volumen regquerido.

10. Asegurarse de gque el resto del equipc a utilizar este én
perfecto estado, disponible y listo para €l uso,

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

M. PROCEDIMIENTCQ DEL ENSAYO,

El ensayo debe realizarse segin las instrucciones que siguen a
continuacion, es importanta mantener n todas las muestras &l
mismo tiempo de incubacisn.

1. Poner et numero de tiras necesarias en el soporte de

plastico. |dentificar cuidadosamante los pocillos de
controles, calibradores y muestras.
2. Delar el pocillo A1 vacio para &l blanco. 1
]
1
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3. Dispensar 100y de! Control Negativo, por triplicade, 100ul
de Calibrador, por duplicado, y 100yl del Control Fositive.
Posteriormente, afadir 100pl de cada muestra.

4, Comprobar 1a presencia de las muestras en |0s pogillos a
simple vista (existe una marcada diferencia de color entre
los llenos y los vacios) o por lectura a 450/620nm {la
densidad 6ptica de las muastras es superior a 0.100).

5 Dispensar 100yl dal Diluyenta de muestras en todos los
pocillos, excepto en el A1.

8. Incubar la microplaca 120 min a +37%C,

Nota importante: Las liras se deben sellar con ef adhesivo
suministrado sofo cuando se hace la prueba manuaimente. No
selffar cuando se emplaan equipes aulomatizados de ELISA,

7. Tras la primera incubaclén, lavar los pocillos segun 1o
descrito previamente {seccidn 1.3).

8. Dispansar 100ul del Conjugado en todos los pocilles,
excepto el Al, usado para €l blanco.

Nota importante: Tener cuidado de no focar la pared inferng
def pocilfo con la purda de la pipeta al dispensar el conjugado.
Podria producirse contaminacion.

9. Tras la adicién del Conjugado compruebe que el color en
los pocillos ha cambiado & rojo, después incube la
microplaca 60 min a +37¢ .

10, Tras la segunda incubacidn, lavar los pocillos segun lo
descrito previamente (seccion 1.3).

11. Dispensar 100pt del Cromégenc/Substrato en todos los
pocillos, incluido el A1.

Nota importante: No exponer directamente a fuerte
iluminacidn, de lo contrario se generan inferferencias.

12. Incubar la microplaca protegida de la luz a temperatura
ambiente [18-24TC) durante 20 minutos . Los pocillos con
Contro! Positivo ¥ muestras pasitivas deben pasar de un
tono clare a azul.

13. Dispensar 100u! de 4cido sulfiinco en todos los pocillos
para detensr la reaccion enzimética usande la misma
secuencia que en e paso 11. La adicion de la solucion de
parada cambia ol color del Control Positiva y de las
muestras positivas de azul a amarillp.

14. Madir |la intensidad del color do la solucion en cada
pocllio, sequn se indica en la seccién 1.5, con un filtro de
450 nm {lectura} y, si es posible, otro de 620-830 nm
{substraccién del fondo), calibrando el instrumente con el
pocillo Al {blanco).

Notas Importantes:

1. 8/ no se puede ulifizar of segundo fiftro, asegurarse de
qua v hay impresiones digitales en ef polvo en el fondo
de los pocilios antes de leer a 450nm. Podrian generarse
falsos positivos en fa lectura.

2. La lectura debe hacerse inmediatamente daspués de
aftadir fa solucidn de parada y, en cualquier caso, nunca
transcurridos 20 minutos después de su adicidn. Se
podria producir autooxidacién del cromdgenc causando
un elevado fondo.

N. ESQUEMA DEL ENSAYO.

Cantroles & Calibrader 100ui
Muestras 100u
Diluyente de muestras 1004l
"1™ incubacién 120 min
Temperatura +37C
L avado n°4-5
Conjugado 100pi
[2™ incubacién 60 min
Temperatura 37T
Lavado n’4-5
Cromdgeno/Substrato 100ul
3" incubacién 20 min
Temperatura ta.”
Acido Sulfurice 100 ul
Lectura D.O.

t.a. ‘temparalura ambiente

A continuacion se describe un ejemplo del esquema de
dispensado:

450nm l
i
I
_'_

Microplaca
| K34 [« 5 %6-] 74| 84(38% 40 ’11;|
1
1
(=] M1 | Mo
Leyenda: BL = Blanco CN = Contrgl Negative
CAL = Calibrador CF = Control Positive M = Muestra

Q. CONTROL DE CALIDAD INTERNO.

Se realiza un grupo de prusbas con los controlesicalibrador
cada vaz que se usa el kit para verificar si los valores DO450nm
o M/Co son los esperados.

Asegurar el cumplimiento de los siguientes parametros:

W Pardinetro g 48 Requerimientos s»m@*
Pocillo Blanco Valor < 0.100 DO a 450nm
Control Negative | Valor < 0.100 DO a 450nm después de

{CN) leer el blanco

Coeficients de vanacidn < 30%
Calibrador MiCe > 1 N
Control Positivo | Valor = 1.000 DO a 450nm :
(cP)

Si los resultados de! ensayo coinciden con lo establecido
anteriormente, pase a la siguiente seccion.
En caso contrario, no siga adefante y compruebe: I

ﬁﬁl’rob!emam\
Poclllo blanca
= 0.10000450nm

- ——
AR Compruebe que «oF RN
1. la soluglén cromageno/substiato no se ha
cantarinado durante el ensayo.

Control Negativo 1, el proceso de lavado y los pardmetros del
CHN) lavador estén valldados segun los estuding
» 0.100 DO450nm | previos de calificacion,

después de leer gl | 2. 5e ha usado la solucidn de lavado apropmda
blance y que el lavador ha sido cargado con la misma
anles del uso. i




[ Doc.: [INS DAG.CE/esp | Page | 6of 8] Rev.: { [07/2013 |

Coeficienta de 3 no se han cometido erores en el
varlacign = 30% procedimiento {dispensar el control posltive en
lugar del negativo).

4 no ha existido contaminacién del control
negative © de sus poclllos debido a muestras
positives, a salpicaduras o al conjugado

5. |as micropipetas no &2 han contamimado con
muestras positivas o con & canjugada

6. las agujas del lavador no estén parcial o
lotalmente obstruidas.

Callbrador 1 el procedimienty ha sldo  realizado
MiCo <1 comectamanta,

2. no ha habide emeras durante su distribucion
{disponsar el control megativa en lugar dal
calibrador),

A, el proceso de lavado y |os parémetros del
lavador estén validados segin los estudios
previos de calificacion.

4 no ha ocurrido contaminacitn externa del

callbrador.
Caontrot Positive 1. el procedimlente ha sido  reslzado
<1.0000Ca correctamenta.
450nm 2. no s¢ han cometido emores en el

procedimients {dizspensar ai control negativo en
lugar del positiva).

3. el proceso de lavado y log parémetros del
lavador estén validados segun los estudios
previos da calificacion.

4. no ha ocurrido contaminacion extema del
control positiva.

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

P. CALCULO DEL VALOR DE CORTE.
Los resultados se calculan por madio de un valor de corte (cut-
off} hallado con la siguiente fdmmula;

Valor de corte = CN medio DO450nm + 0.100

El valor encontrado para el ensayo se usa para la interpretacion
de los resultados, segln se describe a continuacion:

Nota importante: Cuando el cdlculo de los resultados se halla
medianle el sistema operative de un equipo de ELISA
automélico, asegurarse de gue la Tormulacién usada pare el
céicufo del valor de corte, y para fa interprefacion de los
resultados sea correcta.

Q. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS.

La interpretacién de los rasultados se realiza mediante la razén
entre las DO a 450nm de las muestras y el Valor de corte M/Co.
Los resultados se interpretan segun la siguiente tabla:

#M/ Coki interpretacion;
<09 Negativo

0.8-1.1 Equivoco
>1.1 Positivo

Un resultado negatlvo indica que e! pacienta no esté infectado
por HDV (fase aguda).

Cualguier pacients, cuya muestra resulie equivoca debe
somaterse a Una nueva prueba con una segnda musstra de
sangre extraida 1 6 2 semanas después de la iniclal.

Un resuliado positivo es indicativo de infeccién por HOV y por
consiguiente el pacienta debe ser tratado adecuadaments.

Notas Importantes:

1. La inferprelacién de fos resultados debe hacerse bajo
vigitancia del supervisor del laboratorio para reducic ef
riesgo de errores de juicio y de interpretacion.

2. Los resuftados positivos deben ser confirmados realizando
las pruebas para delactar los otros marcadores de HDV,
antes do emitir cualquier diagnéstice de hapatilis viral,

3. Cuando se lransmiten los resullados de la pruebs, del
taboratorio @ ofras instalaciones, debe ponerse mticha
alencién para evifar el traslado de datos enrdneos.

4. Ef diagndstico de infeccion con un virus de la hepalifis
dube ser evaluado y comunicado al paciente por un
médico calificado.

A continuacion, un ejemplo de fos chloulos a realizar:

Los siguientes datos no deben usarse en lugar de los valores
reales obtenidos en ef laboratario:

Control Negative:  0.020 - 0.030 - 0.025 DO450nm
Valor medio: 0.025 DO450nm
Menor de: 0,100 - Vahdo

Control Positive: 2,489 DO450nm
Mayor de 1.000 — Véfido

Valor de corte = 0.025+0.100 = 0. 125
Calibrador: 0.280 - 0.290 DO450nm

Valor madio: 0.285 DO450nm
M/Co Mayor de 1 Vélido

M/Co =23

Muastra 1: 0.030 DO450nm
Muestra 2: 1.800 DO450nm .
Musstra 1 M/Co < 0.9 = negaliva
Muestra 2 M/Co > 1.1 = positiva

R. CARACTERISTICAS DE FUNCIONAMIENTO,

La evaluacion de! funcionamiento ha sido realizada segdn lo
establecido en las Especificaciones Técnicas Comunes (ETC)
{art. 5, Capitulo 3 de la Directiva VD 88/7H/EC).

1. UIMITE DE DETECCION.

Ne se dispone de un estandar Internacional para la deteccion
de HDVAg hasta el momanto. Con el objetivo de garantizar una
sensibilidad constante y optima fue definido un Gold Standard
Interne {IGS), a partir de un paciente en fase aguda ds la
infeccion. ,
El limite de deteccién del ensaye ha sido calculado usando un
kit comercial europeo como referencia. .
Se construyé una curva de dilucién limite a partir de plasma
negativo. I
Los resultados del Control de Calidad se muestran en la
siguiente tabla:

Gold Standard Interno (IGS}

T 108 W r| Lot ® L1102 |Hicle® ~- 0103 | Lote¥ 0403 | Dlaserin
dlluclén [l MiCo DO WCa i) Mo | MCo
450nm 450nm A50nm
2K 0.486 44 1538 47 0.504 4.7 4
4K . 266 24 0.289 P 0 304 2. 2.
K 0.15 1.4 0.144 13 0.163 K 1.
16K 0.07 J41-] [ 0.7 008 Q. 0.7
Control 0.01 fiin [0RL: i 0.00 i it
Magativo .

2. ESPECIFICIDAD Y SENSIBILIDAD DIAGNOSTICA.
La sensibilidad diagnéstica ha sido probada utilizando paneles
de muestras clasificadas come positivas por un Kit de referencia
eurgpes, ’
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Se recogiaron muestras positvas de paclentes an etapa eguda
de ta infeccién por HOV.

La aspecifiicided diagnbstica ha side datarminade utlizando
paneles de mas de 250 muestras, provenientes de individuosy
sanos y donames de sangre, clasificadas como negalivas
mediants un kit de referencla.

Se emplearon ademds plasma sometido & métodos de
tratamniento  estindar (citrato, EOTA y heparina) y suaro
hurnangs para determinar la especliicidad. No se ha observado
lalsa reactividad cebide & los métodes de tratamienie de
muastras.

Las muestras congeladss han side probadas para comprobar sl
la congetatién Interfiere con e! funcionamiento de! ensayo. No
se ha observado interferancia o partir de muesiras limplas ¥
linres de agregados,

Se examinaron muesiras procedentes de pacienies afectados
por hepatitls virales (HCV, HAV) y no virales, que pudieran
provocar Interferoncia an el ensayo, sin embargo no se observo
reaccién cruzeda,

La eveluacidn del funcionamlente se realizdé mediante un
ensayc con mas de 300 muestras, en un centro da referencia
sxterno calificedo. Se obtuviaron los siguientes valoras:

>98%
>98 %

Sensibilidad 7]
Especlficidad

3. PRECISION.

La precisién ha skip calcutada con 3 muesiras, examinadas en
réplicas en serias diferentas.

Se reallzd un estudio ¢on 3 musestras da diferente reaciividad
antigénica, examinadas en 16 réplicas, en tres series
separadas.

Loa vatores medios obtenidos se Informan a continuacion:

DAG.CE: lote # 1102

Controt Negativo (N = 16}

IGS 8 8 K (N =16)
lValoﬁa's‘ medios | 1" sene | 29 sene | 3756AB | V;ﬂ ‘-}';

- P B Prombdiag.
DO 450nm {.180 0.180 0.181 0,180
Desviacion 0.007 0.008 0.008 0.008

astandar |
CV% 38 4.5 4.4 4.3
WCo 1.5 1.5 1.5 1.5
1GS & 0.5 K (N = 16) l
Valores medios | 1 sene | 2 sefie | 3" sens | valor |
N IS Promadio
DO 450nm 2.415 2.453 2.437 2435
Dasviacidn 0.135 0.131 0.153 0.140 !
estandar
LV % 5.6 5.3 6.3 57 -
MiCo 0.3 20.4 20.7 205 -
DAG,CE: lote #0403
Control Negativo (N = 16)
1Vaiore's' medios | 1" sere™{; 27 sene | 3 sere § valor 1 I
. R [ . Promadid
DO 450nm 0.015 0.016 0.015 0015
Desviacién 0.003 0.003 0.003 G.003
astdndar
CV % 17.7 18.8 19.3 18.6
IG5aBK{N=18) '
Valores medios | 17 5ene | 20 sena | 3" sere Valor |
IR ; . Promecio |
DO 450nm 0.170 0.169 0.172 0170 «
Desviacion 0.008 0.008 0.008 0.008 J
astandar
CvV % 4.8 4.7 4.5 4.7 =
MICo 1.5 1.5 1.5 1.5

IGSBO.ﬁK(N=1BP '

Vhlores medios | VT sena | 2 sene | 3" sere | vaor,

- Y . - Promedio
DO 450nm 2.378 2.370 2.393 2.380
Desviacién 0.103 0.094 0.089 0.099

astindar #
V% %4 40 a1 a2
NiCo 209 20.6 21.0 20.8

[Valores edias | 1° serle | 2o sene | 3 sane | valor |
. L e 3 BESETE _Promedio
DO 450nm 0.0 0.020 D.019 0.020
Desviacidn 0.004 0.005 0.004 0.004
estandar
CV % 17.7 22.7 19.3 19.9
IGSa BK{N=18)

Viioies modioh |- Y sede |+ 2o aoA8 | 3 seds § . vake |
' £ _ . il 11 Promedio
DO 450nm 1.167 (.166 0.16% 2167
Desviscon 0.006 0.008 0.005 0.005

estindar
CV % 38 4.6 3.1 39
M/Co 1.3 1.4 1.4 1.4
IG5a05K{Nz 15L
[.Valore? medias | 1" serle | 2 serle | 3 sen6 |+ valor
. _ - _ 1 Promedio.
D0 450nm 2.418 2,404 2372 2.397
Desviacitn 0.150 0.14] 0.130 0141
astandar
CV % 6.2 5.9 5.5 59
MICo 15.9 20.0 159 19.9
DAG.CE: lote # 0103
Control Negative (N = 16}

Valores megion ] TN AEls ] 2 acrie | 3 4600 Vet
) R _ - 4 Promedio... |
D0 A50nm 0.019 0.020 0.018 0.019
Desviadion 0.003 0.004 0.003 0.003

estAnder
CV % 17.6 19.4 17.7 18.2

Lo varlabilidad mostrada en las tablag no dié como resultado
una clasificacién amrdnen de las muesires.

S. LIMITACIONES.
Les [alsos positivos fugron estimados como monos det 2% de la
poblacitn normal, debldo mayormenta a eltos tiules de
Anticuerpos Heterofllicos enti-ratdn (HAMA). i

Las muesiras que iras ser descongelados presentan partloulas
de fibrdna o pariculas sgregadas, generan algunes resultedos
falsos positivos.
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Todos ios productos de diagnostico in vitro fabricados
por la empresa son controlados por un sistema
certificade 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
Unicamente si se ajusta a las especificaciones técnicas y

criterios de aceptacion de la CE. l
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HDV Ig

Ensayo inmunoenzimatico (ELISA)
de “captura” para la determinacién
de anticuerpos IgM frente al
virus de la hepatitis Delta
en plasma y suero humanos

Uso exclusivo para diagndstico “in vitro”
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A. OBJETIVO DEL EQUIPO

Ensayo inmunoenzimatico (ELISA) para la determinacion de
anticusrpos de la clase IgM frente al Virus de la Hepalitis Delta
(MDV) en plasma y suero humanos, mediante un sistema de
captura. El equipo ha sido desamollado para la clasificacion del
agents virico infeccioso y para el seguimiento de pacientes
infactados con HOV

Uso exclusivo para diagnostico "in vitro”,

B. INTRODUCCION.

El Virus de la Hepatitis Delta es un virus ARN defeclive. Se
compone de un nacleo con los antlgenos delta especificos, v
estd encapsulado por el HBsAg. Para su replicacidn necesita
ayuda funcional de VHB.

La infeccidn por HDV ocurre en presencia de una infeccion
aguda o cronica por VHB. Cuando se presenta
simultdneamente la infeccidn aguda por los dos virus, la
enfermedad es grave y el cuadro clinico, asi como las
caracteristicas bioquimicas, son practicamente indistingyibles
de una infeccidn por YHB sdle. §in embargo, una psrsena
infectada por VHB de forma cronica pusde soportar
indefinidamenta la replicacion del HDV, normalments 1a
enfermedad es manos grave y aparece como exacerbacion
clinica.

La determinacion de los marcadores saroldgicos especificos de
HOV (Ac HDV, lgM HDV e IgG HDV} representa una
herramignta importants para los clinicos en la clasificacion del
agente atioldgico, en el seguimiente de los pacientes y en @l
tratamianto,

La deteccion de anticuerpos IgM e 1gG frente al HDV pemite |a
clasificacion de la enfermsdad vy la monitorizacion de la
Seroconversion.

C. PRINCIPIOS DEL ENSAYOD

Las microplacas estdn recublertas con un  anticuerpo
monoclonal anti-higM que, durante la primara incubacién,
captura especificamente esta clase de anticuerpas,

En la segunda incubacién, después del !avado, se afiade un
inmunocompleje (un antigeno recombinante del HDV y un
anticuerpo aspeclfico) marcado con peroxidasa (HRP}, a fin de
detectar los anticuerpos anti-HDV clase IgM unidos a la fase
solida.

Después det lavado, la enzima capturada en la fase sélida se
combina con la mezcla cromégencisubstrato, generando una
sefial optica proporcional a la cantidad de anticuerpos IgM
presentes en la muestra.

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

1. Microplaca:

12 tiras intercambiables de 8 pociilos, recubierios con un
anticuerpo monocional de ratén anti-IgM humano purificado, en
bolsas selladas con desecante. Se deben poner las piacas a
ternperatura ambiente antes de abrlrlas, sellar las tiras
sobrantes en la bolsa con el desecante y almacenar a 4°C.

2. Control negativa:

1%2.0 miiviat, Listo para el uso. Conliene anticuerpos humanos
negativos al HDV, 3% de leche descremada, tampon Tris-0.2M
a pH 6.0 +-0.1, 0.2% de Tween 20, ademéas de azida sodica
0.08% y Kathon GC 0.1% como conservantes,

El control negative esta codificade con el color amarillo palido.

3. Control posltive:
1x2.0 mifvial. Listo para el uso. Contiene anticuerpos Igh
humanos positivos al HDV, 3% de leche descremada, tampon
Tris 0.2M a pH 6.0 +/-0.1, 0.2% de Tween 20, ademas de azida
stdica 0.09% y Kathon GC 0.1% como conservantes,

El control positivo esta codificada con el color varde-amarillo.
Nota importants: Aun coando los anticuerpos han sido
Inactivadus gquimicamente, manipule el material como
potenciaimente infeccioso,

4. Calibrador:

n* 1 vial. Reactivo liofilizado para disclver en agua calidad EIA
como se indica en la etigueta. Contiene susro fetal bovino,
anticuerpos humanos clase Igh frente a HOV, ademas de
sulfato de gentamicina 0.2 mg/ml y Kathon GC 0.1% como
consarvantes.

Notas importantes:

1. Ei volumen necesario para disolver el contenido del vial,
varia en cada lote. Se recomisnda usar el volumen indicado
en {a etigueta.

2. Aun cuando los anticuerpos han sido fnactfvados
quimicamente, manipule el material como potencialmente
infeccioso.

5. Solucién de lavado concentrada: .
1x60mirasco. Solucién concentrada 20x. '
Una vez diluida, la solucion de lavado contiene tampon fosfato
10 mM a pH 7.0 +- 0.2, 0.05% de Tween 20 y Kathon GG
0,1%.

6. Conjugado 20X:

1x3.8 mifvial. Solucion concentrada 20X, Contiene anticuerpo
policlonal anti-HOV conjugado con peroxdasa (HPR) El
reactivo se disuelve en una solucion tampdn: tampdn Tris
10mM a pH 6.8 +/- 0.1, 5% de albimina de susro bovino,
Kathon GC 0.1% y 0.02% de sulfato de gentamicina como
consarvantas..

7. Antigeno HDV:
1x6 viales. Reactivo liofilizade para disolver en 1.9 ml del
diluente adecuado. Contiene antigeno recoembinante HDY, no
infeccioso, tampon Tris 25 mM a pH 7.8 +-0.1 vy §% de
proteinas del suero humanc.

8. Diluente de antigeno HDV:

1x16 mlfvial. Solucion tamponada para la disolucidn def
antigeno HDV liofilizado. Contiene tampon Tris 0.2M a pH 6.0
+- (.1, Kathan GC 0.1% y 0.2% de Tritdn 100X, El componente
esta codificado con el color rojo.

9. Diluente de muestras:

2x50.0 mlivial. Solucion tamponada para ia disolugion de las
muestras. Contiena tampén Tris 0.2M a pH 6.0 +/- 0.1, 3% da
leche descrernada, 0.2% de Tween 20, azida sodica 0.08% y
Kathon GC 0.1% como conservantes. El reactve estd
codificado con el color azul.

10, Crombgeno/substrata

1x16mltvial. Contiene una solucion tamponada citrato-fosfato 50
mi a pH 3.5-3.8, tetra-metil-benzidina (TMB) 0.03% y pardxido
de hidrégeno (Hz:0z) 0.02% asl como dimatilsulitxido 4%, :
Nota: Evitar fa exposicién a fa luz, la sustancia ds
fotosensible.

11. Acido sulfirice:

1x15mlfvial. Contieng solucion de H;50, 0 3M
Atencién: jrritante (Xi R36/38; S2/26/30).

12. Sellader adheslvo n*2

43, Manual de instrucciones n®1

.
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E. MATERIALES NECESARIOS NO SUMINISTRADOS

1. Micropipetas calibradas {1000, 100 y 10 plj y puntas ds
plastico desechables.

2. Agua de caldad EIA (bidestilada o desionizada, tratada

con carbén para eliminar oxidantes qulimicos usados como

desinfectantas).

Timer con un range de 60 minutes como minimo.

Papel absorbente.

incubador termostatico de microplacas ELISA, calibrado

{en seco o himedo} ajustado a +37°C.

Lector calbrado de micropocillos ELISA con filtros de

450nm (lectura) y de 620-630 nm (blanco).

Lavador calibrado de microplacas ELISA.

Vortex o similar.

@ Ao

o~

F. ADVERTENCIAS ¥ PRECAUCIONES

1. El eqguipo debe ser usado por personal técnico
adecuadamente entrenado, bajo la supervision de un
doctor responsable del laboratoric.

2. Todas las personas encargadas de la realizacion de las
prughas dsben Mevar los indumentos protectores
adecuados de laboratornio, guantes y gafas. Evitar el uso
de objetos cortantes (cuchillas) o punzantes (agujas). E
perscnal debe ser adiestrado en procedimientos de
bioseguridad, segun ha sido recomendado por el Centro
de Contral de Enfermedades de Atlanta, Estados Unidos, ¥
publicado por el Instituto Nacional de Salud: “Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories”, ed.1984.

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

4. Se debe controlar el ambiente del laboratorio para evitar la
contaminacion de los componentes con polve o agentes
microhicas cuande se abran los equipos, asi como duranta
la realizacibn del ensayo. Evitar la exposicion del
cromogeno/substrato (TMB/H,0:) ¥ las vibraciones de la
mesa da trabajo durante sl ansayo.

5. Conservar el equipo a temperaturas entre 2-8 °C, en un
refrigerador con temperatura regulada o en camara fria.

6. No intercambiar componentes de diferentes lotes  ni
tampoco de diferentes equipos dei mismo late.

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
pertinante y reemplazar el equipo.

8. Evitar contaminacidén cruzada entre muestras de suarc/
plasma usando puntas desechables y cambiandolas
después de cada uso.

9. Evitar contaminacidn cruzada entre los reactivos del
equipo usando puntas desechables y cambiandolas
depués de cada usg.

10, No usar el producto después da la fecha de caducidad
indicada en la stiqueta externa {envase prlmario} y en las
etiquetas internas (viales}.

11. Tratar todas las muestras como potencialments infectivas.
Las muestras de suero humano deben ser manipuladas al
nivel 2 de bioseguridad, segin ha sido recomendado por &l
Centro de Control de Enfermedades de Atlanta, Estados
Unidos y publicado por el Instituto Nacienal de Salud:
“Biosafety in Microbiclogical and Biomedical Laboratories™,
ed 1984,

12. Sarecomienda el use de material plastico desechable para
la preparacion de las soluciones de lavado y para la
transferencia de los reactivos a Jos diferentes equipos
automatizades a fin de evitar contaminaciones cruzadas,

13. Los desechos producidos durante el uso del equipo deben
ser eliminados segun lo establecide por tas directivas
nacionales v las leyes relacionadas con el tratamiento de
los residuos quimicos y bioldgicos de laboratorio. En
particular, los desechos liquidos procedentes del
pracedimiento de lavado, de restes de controlss y
muestras  deben  ser tratades como  material

potencialments infecciose y deben ser inactivaddys
recomienda la inactivacién con una concentracion fing
lgjia al 10% durante 16 a 18 horas o la inactivacion &
calor mediante autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

14. En ¢aso de derrame accidental de algun producto, se debe
utilzar papel absorbente  embebido en lejla ¥
posteriormente en agya. El papel debe efiminarse en
contenedores designados para este fin en hospitales y
laboratorios.

15. El &cide sulfdrico es inltants, En case de demame, se debe
favar la superficie con abundante agua.

16. Otros materiales de desecho generados durante la
utilizacion del equipo (por ejemplo: puntas usadas en !a
manipulacion de las muestras y controles, microptacas
usadas) deben ser manipuladas como fuentas potenciales
de infeccion de acuerdo a las directivas nacionales y leyes
para el tratamiento de residuos de laboratoric.

G. MUESTRA: PREPARACION Y RECOMENDACIONES

1. Extraer la sangre asépticamente por puncién venosa y
praparar el suera o plasma segun la técnica estandar de
los Isboratorios de andlisis clinico.  No se ha detectado
que el tratamiento con citrato, EDTA o heparina afecte las
muastras.

2. Evitar el use de conservantas, en particular azida sédica, ya
que puede afectar la actividad enzimatica del conjugado.

3. Las muestras deben ser identificadas claramsnte mediante
codigo de barras o nombres, a fin de evitar errores en los
resultados. Cuando el equipo se emplea para el cribado de
unidades de sangre, se recomienda el uso del codigo de
barras y la lectura electrénica.

4, ias muestras hemolizadas (color rojo) o hiperlipémicas
{aspecto lechoso) deben ser descartadas para evitar falsos
resultados, al igual gue aguellas donde se observe la
presencia de precipitades, restos de fibrina o filamentos
microbianos.

5. Suero y plasma pueden conservarse hasta 5 dias, a partir
del momento de la extraccidn, a una temperatura entre 2 y
8°C.  Para perlodos de conservacidn més largos, las
muestras pueden almacenarse a -20T durante varios
meses, evitando luego descongelar cada muestra mas de
una vez porque se pueden generar particulas que podrian
afectar al resultado de la prueba.

6. Sihay presencia de agregados, la muesira se puede aclarar
mediante centrifugacion a 2000 rpm durante 20 minutos o
por fittracidn con un filtro ge 0.2-0.8 micras.

H. PREPARACION DE
PRECAUCIONES

En un estudio realizado con un equipo abierto no se ha

detectado pérdida de actividad relevante utllizéndolo hasta 6

veces y durante un periodo de hasta 3 meses.

LOS COMPONENTES Y

Microplacas:

Dejar la microplaca a temperatura ambiente (aprox 1 horay
antes de abir al envase.  Compruebe gue & desecante no
asté de color verde oscuro, |0 que indicaria un defecto de
fabricacion, ’
De sar asi, llame al servicio de atencidn al cliente de Dia.Pra.
Las tiras no ulilizadas deben guardarse herméticamente
cerradas &n la bolsa de aluminio con el desecante a 2-8°C.
Cuando se abre por primera vaz, las tiras sobrantes se
mantienen estables hasta que el indicador de humedad dentro
de la bolsa del desecante cambia de amarillo a verde

Controles negative y positivo:
Listo para el uso, Mezclar blen con un vértex antes de usar.

Calibrador:
Reactivo ligfilizado para disolver con agua de calidad EIA,
segUn lo indicado &n la etiqueta.
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Nota: Ef calibrador disueltc no es ostable. Se recomienda
almacenar congelado en sffcuotas a —20°C.

Soluclén de lavado concentrada:

Todo el contenido de la selucidn concentrada 20x debe diluirse
con agua bidestilada hasta 1200 ml y mezclarse suavemente
antes da usarsa,

Durante |a preparacién hay que evitar la formacion de espuma y
burbujas, que podrian reducir fa eficiencia de lavado.

Naota: Una vez diluida, la sclucion es estable por una semana a
ternperaiiras entre +2 y 8°C.

Inmunecomplejo:

Disolver e! antigeno HDV licfilizado en 1.9 ml de diluente ds
antigegno HDV y mezclar suavemente hasta disolver
completamente &l contenida del vial,

Cuando el polvo s& haya disuelto completaments, afiadir 100 L
del Conjugado concentrade 20X y mezclar suavemente en un
virax,

Notas importantes:

1. La preparacién de inmunocomplejo debe efectuarse justo
despuss de dispensar en /s placa los comtrofes, ef
calibrador y las musstras.

2. Ef inmunocomplejo preparado asf no es estable en eslado
fiquido. Separar en alicuotas y congelar a -20C° ef
inmunacomplejo no utilizado. Descongelar una sola vez y
no ussr este material congelado después de fa fecha de
caducidad del equipo.

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

Cromdgeno/substrato:

Listo para el uso. Mezclar bien con un vortex antes de usar.
Evitar la contaminacién dsl liguldo con oxidantes gquimicos,
palve o microbies. Evitar la exposicién a la luz, agentes
oxidantes y superficies metalicas. En caso de que deba
transferirse &l reactivo, usar contensedores ds plastico, esteriles
y desechables, siempre gue sea posible.

Acido sulfirico:

Lista para el use. Mezclar bien con un vértex antes de usar.
Atencién: Imitante (Xi R36/38; 52/26/30)

Leyenda: R 36/38 = Irritante para ojos y piel.

S2/26/30 = En caso de contacto con los ojos, enjuagar de
inmediate con agua abundante y consultar a un meédico.

I, INSTRUMENTOS Y EQUIPAMIENTO UTILIZADOS EN

COMBINACION CON EL EQUIPO

1. Las micrapipetas deben estar calibradas psra dispensar
conectaments el volumen requerido en ef ensayo ¥y
somelidas a una descontaminacion periddica de las partes
que pudieran entrar accidentalmente en contacto con la
muestra o los reaclivos (etancl 70%, lejia 10%,
desinfectantes de caldad hospitalariz). Deben ademas, ser
regularmente revisadas para mantener una precision dal
1% y una confiabilidad da +/- 2%.

2. La Incubadora ELISA debe ser ajustada a 37°C (+/- 0.5°C
de tolerancia) y controlada periddicamante para mantener la
temperatura correcta. Pueden emplearse incubadoras
secas o bafios de agua siempre que estén validados para la
incubacion de pruebas de ELISA.

3. El lavador ELISA es extremadaments importante para &l
rendimiento global del ensayo. Antes de empleario en los
ensayos de rutina del laboratorio, debe ser cuidadosaments
optimizado y validade usando los controlesicalibrador y
panales de referencia pertinentes. Para asegurar que sl
ensayc se realiza conforme lo esperado, normalmante
hasta con 4-5 ciclos de lavado (aspiracion + dispensado de
350ulfpocillo de solucion de lavada = 1 cicle). Se
recomienda un tiempo de remajo entre ciclos de 20-30
segundos. Para establecer cormrectarnents el nimero, se
recomianda efectuar el ensayo con los controles/catibrador
del equipo y muestras positivas y negativas de refarencia
hisn caracterizadas, tratando de azjustarlos a los valores
indicados en la saccion “Contral interno de calidad”. La
calibracién  periddica del wolumen a  dispensar
{descontaminacién y lavado de las agulas) debe hacerse
segUn las instruccionss del fabricanta.

Los tiempos de incubacion deben tener un margen de +5%.

El lector de microplaca ELISA debe estar provisto de un

filtro de lectura de 450nm y de un segundo filtro (620-630

nm, recomendado} para reducir interferencias en la lectura.:

El procedimiento estandar debe contemplar: a) Ancho de

banda <10nm b) Rango de absorbancia de @ a >2.0, ¢)

Linealidad >2.0, reproducibilidad =1%. El blanco se prueba-

en el pocilo indicado en la seccion “Procedimiento dal

ensayo'. El sistema optico del lector debe ser calibrado
periddicamente para garantizar que se mide la densidad
optica correcta. Periddicamente debe procederse  al

mantenimignto seguan las instrucciones del fabricante. L

&. En caso de usar un sistama automatizado ELISA, los pasos
criticns (dispensado, incubacién, lavado, lectura, agitacidn y
procesamienic de datos) debsn ser cuidadosamente
fijados, calibrados, controlados y parigdicamente ajustados,
para garantizar los valores indicados en la seccion "Control
Interno de calidad”. Ei protocolo del ensayc debe ser!
instalado en el sistema operative de fa unidad y validado
tante para el lavador coma para el lector. Por otro lado, la
parte del sistema gue maneja los liquidos {dispensado y
lavado) debe ser validada y fijada correctaments. Debe
prestarse particular atencidn a evitar el arrastre por las
agujas de dispensacion y de lavado, a fin de minimizar la
posibilidad de contaminacion de pocillos adyacentes,
Se recomianda el uso de sistemas automatizados de Elisa
para el cribado en unidades de sangre y cuando la cantidad
de muestras supera las 20-30 unidades por serie.

7. Elsarvicio da atencién at cliente en Dia.Pro, ofrece apoyo al!
usuarla para calibrar, ajustar & instalar los equipos a usar,
en combinacion con el equipo, con el proposito de asegurar,
al cumplimiento de los requenmiertes descritos. También|
se ofrece apoyo para la instalacidn de nuevos instrumentos
a usar con el equipo.

on I

L. OPERACIONES Y CONTROLES PREVIOS AL ENSAYD ;

Comprobar la fecha de caducidad ndicada en la etigueta

externa {anvase prmario). No usar i ha caducado. .

2. Comprobar que los componentes liquidos no  estan,
contaminados con particulas ni agregados  visibles.
Comprobar que e cromégenc/substrate as inceloro o azul,
palido, aspirando un pequefic volumen con una pipsta
estéril de plastico. Comprobar que nc han ccurrido roturas”
ni derrames de liquido dentro de la caja (envase primario)
durante el transparte. Comprobar que la bolsa de aluminio
que contiene la microplaca no esté perforada ni dafada,

3. Diluir totalmente la solucidn de lavado concentrada 20X,
como se ha descrito anteriomenita.

4. Disolver el calibrader como se ha descrito anteriormente y
mezclar suavemente,

5. Dejar los componentes restantes hasta alcanzar la
temperatura ambierta (aprox. 1 hora), mezclar lusgo
suavemente en el vortex todos los reactivos liquidos.

-
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6. Ajustar la incubadora de ELISA a 37°C y alimentar el
lavader de ELISA utilizando la solucién de lavado, segln las
instruccionss del fabricante. Fijar el nimero de ciclos de
lavade de acuerdo a los pardmetros de validacion dal
instrumento para usar con el equipo.

7. Comprobar que el lector de ELISA esté encendido al menos
20 minutos antes de realizar la lactura.

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

9. Comprobar gque las micropipetas estén fijadas en el

volumen requerido,

Asegurarse de que el equipamiento a usar esté en perfecto

estado, disponible y listo para el uso.

11. En caso de surgir algin problema, se debe detener el
ensayo y avisar al responsable.

10.

M. PROCEDIMIENTO DEL ENSAYOQ

El ensayo debe realizarse segun las instrucclones que siguen a
continuacidn; es importante mantener en todas las musstras el
mismo tiempo de incubacidn.

1. Poner e numero de tiras necesarias en el soporie de
plastico e identificar cuidadosamente los pocillos para
astandares y muestras,

2. Diluir 'as muestras 1:200 dispensando en un tubo
desechable 1 ml de diuente de muestras y 5 ! de
musstra, mezclar con vortex antes de usar. No es necesario
diluir los controles ni &l calibrador, ya que estén listos para
el uso.

3. Dejar el pocillo A1 vacic para el blanco.

4. Dispsnsar 100 pl def control negativo, por triplicado, 100ul
de calibrador, por duplicade, y 100 pl del control positivo.

5. Posteriormente, afiadir 100pl de muestras diluidas en sus
respectivos pocillos.

6. incubar |la microplaca 60 min a +37C.

Notas Imporiantes:

a. Las tiras se deben seftar con of aghesiva suministrado sdlo
cuando se hace ef ensayo manuaimente. No seffar cuando
56 smplean equipos automatizedos de ELISA,

b.  Preparar of inmunocornplejo segin se ha descrito.

7. Tras la primera incubacién, lavar los pocillos como se ha
descrito praviamente (seccién 1.3).

8. Dispensar 100 pl del inmunocomplejo en todos los pocillos,
excepto el A1, Incubar la microplaca 60 min a +37°C .

Nota importante: Hay que tener cufdado de no focar fa pared
interna def pociflo con la punta de fa pipsta. Podria producirse
contaminacion.

9. Tras la segunda incubacion, lavar los pecillos segdn lo
descrito previamente (seccién 1.3).

10. Dispensar 100 ul de cromégano/substrato en todos los
pacilles, incluido el A1,

Nota Importante: No exponsr directamente a fuerls
fluminacién, de lo confraric se puede generar un fondo
excesivo,

11. tngubar la microplaca protegida de la luz a temperatura
amblente {18-24C) durante 20 minutes . Los pocillos con
muestras positivas, el control positive y el calibrador
pasaradn de un tono claro a azul.

Dispensar 100 wl de acido sulfirico en todos los pocillos
para detensr la reaccién enzimatica usande la misma
secuencia que en el paso 10. La adicion de la solucion de
parada cambia el color dsi control positivo, el calibradar y
las muestras positvas de azul a amarillo.

Medir la intensidad de! color con el lector, segun se
describe en la seccion 1.5, utiizando un filtro de 450nm

12,

13.

{lectura) y olro de 820-630nm (substraccion del fon
recomandado), calibrande €l instrumento con el pocille A
{blanco).

Notas lmportantes:

1. 8ino se puede ulilizar 8l segundo fittro, asegurarse de que
no hay impresiones digitales en ef fondo de los, pocilios
antes de leer a 450nm. Podrlant generarse falsos positivos
eh ia lectura.

2. La lectura deberfa hacerse inmediataments despues de
afladir la solucitn de parada y, en cualquier caso, nunca
transcurmidos mas de 20 minutos de su adicisn. Se podria
producir auto oxidacidn del cromdgeno causando un
elavado fondo.

N. ESQUEMA DEL ENSAYD

Controles y calibrador 100 pl
Muestras diluidas {1:200) 100 pl
"1™ incubacion 60 min
Temperatura +37C
Pasos de lavado n°4-5
ﬂur:r]unocomplejo 100 i
2" ingubacién 60 min
Temperatura +37C
Pasos de lavado n°4-5
Cromégena/substrato 100ul
37 incubacion 20 min
Temperatura ta.*
Acida suifurico 100 i
Lectura D.O. 450 nm

*f.a.; temparatura amblente

En |a tabla siguienta se describe un ejemplo del esquama de
dispensado:

___Microplaca
? Vi [HE MW 1] 173 o0 [ F0 [ 0BT sl -
BL

£] CN | M3
aC7 CN | W4
aDr| CN | M5
% CAL | MG
[EFE| CAL | M7
<G| CP_| M8
[ M1 | MS
Leyenda: BL = Blanco CN = Cgniro! Negativo

CAL = Calibrador CF = Confrof Posltive M = Muestrs

0. CONTROL DE CALIDAD INTERNO

Se resliza una comprobacion en los controles/calibrador cada
vez que se usa el equipo para verificar si |05 valoras DO450nm
o MICo son los esparados en ef andlisis,

Asegurar el cumplimiento de los siguientes parametros.

) Pérémetro@

Pogillo blanco Yalor < 0.100 DO450nm

Control negative | Valor < 0,200 DO450nm después da leer
(CN} el blango

Coeficiente de < 30%

variacion

Calibrador WMiCo =25

Caontrol positivo = (0,800 DO450nm

(CP}

5] los resultados del ensayo coinciden con lo establecido
antsriormenta, pase a la siguiente seccion.
En caso contrario, no siga adelante y compruabs:

Tl

P00 e
DIRECT T



[Doc.: [INS DIM.CE/Esp | Pagina | 6de8] Rev:3 | 07/2013 | .

mprobaryl TR
romageno/substrato no se ha

Pocillo blanco .
contaminado durante el ensayo.

> 0100 DO a 450nm

Control negativo 1. &l proceso de lavado y los parametros del
CH) lavador estén valldados segun los estudios
> {.200 DO a 450nm | previos de calificacion,

después de leer el 2. 8¢ ha usado la solucion de lavado apropiada y

blanco gue &l lavador ha sido alimentado con la misma
antas del uso.
Coeficiente de 3 nog se han comebdo emores en el

vanacitn = 30% procedimiento {dispansar &l contrdl positive en
lugar del negatival.

4. no ha existide contaminaclén dsi conirol
negativo o de sus pocillos debido a musstras
positivas, a derrames o al conjugado.

5. las micropipetas no $& han contaminado con
muestras positivas ni con el conjugado.

6. las agujas del lavador no estén parcial o
lotaimente obskruidas.

Calibrador 1. e procedimiento ha sido
MiCo<2.5 corectamentsa.

2. no se han cometido erroras en su distribucion,
3. ol proceso de lavado y los pardmetros del
lavador estén validades segin los estudios
previos de callficacion,

4. no bha ocumido contaminacién exterma del
eslandar.

glecutado

Centrod posltivo 1 el procedimients ha sido
< {.900 DO450nm correctamente

2 no se han cometdo ermores durante la
distribucién del control,

3. el proceso de lavado ¥ los pardmetros dael
lavador eslén wvalidados segun los  estudios
previos de calificaciin,

4. ng ha ocurido cohtaminaclin externa del

control positiva.

ejecutado

Si se ha producido alguno de los problemas anteriores, informe
al responsable para tomar lag medidas pertinentes.

P. CALCULO DE DATCS

Si la prueba resulta vélida, los resultados se calculan a partir del
valor medio de DO450nm del Control Negative (CN}) por medio
da un Valor de Corte (Co) determinado con la siguisnte formula:

Valor de corte = CN + 0,250

Nota Importante: Cusndo ef céiculo de fos resullados se
realiza mediante ef sistema operativo de un  equipo
sulomatizado de ELISA, es necesario asegurarse de que se
uliiza la formufacidn adecuada para generar la correcta
interpretacién de los resulfados.

Q. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

La interpretacion de los resultados se realiza mediante la razén
entre la DO 2 450 nm de las muestras y el valor de corte
{M/Co), segin se aprecia en fa tabla siguiente:

M/C nterpretaci i

< (.9 Negatlvo
£0.9-1.1 Equivoco

> 1.1 Positivo

Un resultado negativo indica que el paciente no esta infectado
por HDV (fasa aguda).

Cualquier paciente cuya muestra results equivoca debe
someterse a una nueva prugba con una segunda muestra de
sangre extraida 1 6 2 semanas después ds la inicial.

Un resultado positive es indicative de infeccion en curso por
HOV y por consiguiente el pacients debe ser tratado
adecuadamanite.

Notas Importantes: g

1. La inferpretacitn de los resultados debe hacerse bajo fa
vigifancia del responsable del laboraforio para reducir ef
rigsgo de erroras de juicio y de inferpretacion.

2. Todas las muestras postivas deben someterse a fa
prueba de confirmacidn descrito en fa seccidn T anfes de
emilir el resultade de positividad. Mediante la realizacion
de dicha prueba pueden deleclarse —y descentarse—
reacciones fafsas, causantes da inferpretaciones erréneas
del resultado analftico.

3. Cuando se transmilen los resultados de la prueba, del
faboratoric a olras instalaciones, debe ponerse mucha
atencién para evitar ef trasfado de datos erroneos.

4. El diagndstico de infeccidn con un virus de la hepatilis
debe ser reatizado y comunicedo al paciente por un
médico cualifficade.

A continuacién se describe un efemplo de los cdlculos a
reafizar:

Los siguientes datos no deben usarse en Jugar de fos valores
reales obtenidos por ef usuario;

Control negative:  0.100 - 0.120 — 0.080 DO450nm
Valar medio: 0.100 DO450nm
Menor de: 0.200 - Véahdo

Conirol positivo:  2.000 DO450nm
Mayor de 0.900 - Vélido

Valor de corte = 0.100+0.250 = 0.350
Cafibrador. 1.000 - 1.100 DQ450nm

Valor media: 1.050 DO450nm
M/Ca mayor de 2.5 — Valide

MCo= 3.0

Muesira 1; 0,080 DO450nm
tMuestra 2: 1,800 DO450nm
Muestra 1 M/Co < 0.9 = negativa
Muestra 2 M/Co > 1.1 = posftiva

R. CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

La evaluacién del rendimiento ha sido realizada segun lo
establecido en las Especificaciones Técnicas Comunes (ETC)
{Art. 5, Capitulo 3 de la Diractiva VD 98/79/CE).

1. Limite de detacclén.

Ningtin estandar internacional para la deteccidn de anticuerpos
IgM anti-HDV ha sido definido en las ETC.

Con ei ohjetivo de garantizar una excelente y constante
sensibilidad del dispositivo, fue definide un estandar de oro
interno {IGS}, a parir de un paciente en fase aguda de Ia
infeccion,

El limite de deteccidén del ensayo ha sido calculado en tres
|otes, usando un equipo comarcial europen comao referancia.

Se preparé una curva de dilucidn limite en plasma negativo

Los resultados del control de calidad se muestran en la
siguients tabla:

Estandar de oro Interno {IGS)

SLoten, " 102 |- Loten.© - D105 | .Lote e 20403 | DiaSorin
D0450nm | M/Co | DOAEInm | MiCo | DO450nm | M/Co MiCoc |
X o728 | 2 0753 . 0857 7 Z.6
22X D443 . 0,46 . .47 1.5 4
LR 0 286 . 0.28 A 0,305 1. .
Ed 0,154 Q. Q160 Q. .18 0.6 [iX
Fiasma - 0039 0.1 0.054 [il 0 DES 0.2 0.
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2, Especificidad y eonsibliidad dingnéstica

La evaluacién del rendimianto diagnédstico se realizd mediante
un ensayo con més de 400 muestras frente a un equipo de
roferencia  europeo reglizado por e Prof. M. Rizzetto,
Departamento de Gastro-Hepatologla del hospital 5. Giovannl
Battista de Turln, lialia,

Se recogieron muastras posliivas de peclentes en etapa eguda
de la nfeccién por HDV.

Le especificided clinica ha sido daterminada utilizando paneles
de mas de 250 muestras, provenientes de individuos sanos y
denantes de sangrs, clasificadas como negativas mediante un
equipo de referancia.

Sa emplearon, Bdemds, plasma somelido a mélodos de
tratamlente estdnder (ciroto, EDTA y baparne) y suvero
humanos para determinar la especificidad. No se ha cbservado
falsa reactividsd dobida a los métodos de preparacién de
muesims,

Las mussiras congeladas también se han probade pam
comprobar si la congelacidn Interfiere con el candimiento del
ensayo. No se ha observado interferencia 8 partir do muastras
limpias y libras de parlculas.

Se sxaminaron muestras procedantes de pacientes afectados
por hepatitis viricas (HCV, HVA) y patologias no viricas del
higedo, que pudieran provocar interfarencia en sl ensayo, sin
embargo no se obsarvd reacclon cruzada.

El estudio del rendimiento s¢ reslizd mediante un ensayo con
At de 400 muestras, an un ceniro de referencin extermo
custificedo. Se obtuvieron los siguientss valores:

Sensibilidad .|
Especificidad

>98 %
> 98 %

1. Raproducibllidad.

Ha sido calculada con ires muesires, examinadas en réplicas
en series difarentas.

Se realizd un estudio con 3 muestras de diferente reactividad
IigM HDV, examinadas en 48 réplicas, en ires serios separadas.
Los valores medios obtenidos sa facilitan a continuacion :

DIM.CE:lote n. * 1102
1
Control negativa {N = 16}

2

&
DIM.CE:lota n. * 0103 "R

Control negaﬁvo {N= 16) |

lVa1oras Thedios 2 3. Valor |
- _sarie-_. __serie __| _sers_ | promedio }

DO 450nm 0.062 0.059 0.068 0.062
Desviacién 0.008 0.005 0.006 0006 |
estandar |

CV % 12.4 9.3 9.2 10.3

Catibrador (N = 16) l

Volgies medios | | 3 i 3 ¢ Valor”

h e | o serie " sarig serle promedio
DO 450nm 0.84:! 0.843 0.826 0.837
Dasviacidn 0.05 0.051 0.045 0.049

astindar .
V% 6.0 6.0 54 58\
MICo 2.7 2.7 2.7 2.7

Control positivo (N = 16}

Valores medios | v 1 122~ 17773 = |7 Valor
P S | sarie ' gorlg sarig promedio
DO 450nm 2.299 2.278 2.227 2.268
Desviacién 0115 0,102 0.112 0,110

estandar
CV % 5.0 4.5 5.0 4.8
MICo 7.4 7.4 7.0 7.3
DIM.CE:lote n. * 0403

Control negativo {N = 16)

Valores medios 1 2 |7 9 Valor I
o= I _,serIe - SO . sarig promatio
DO 450nm 0.066 0.070 0.067 0.068
Desviacion 0.005 0.008 0.008 0.007

astandar
CV% 9.8 10.7 11.3 10.6

Calibrador {N = 16)

Valores medios |~ 1~ | ~2' "7 i Velor
j - - serig » garie sefe _ | promedhg .}
DO 450nm 0.800 0.613 0.815 0.809
Desviacién 0.044 0.046 0.049 0.046

gstandar
CV % 5.5 5.7 6.0 5.7
WCo 25 2.5 26 2.5
Control positive {N = 16} _

Valorgs medias |~ 1 L | 42" 3T T velor

I. oow_ .= | serde_ | |sere _ | __sers promedio
DO 450nm 2.352 2.328 2.329 2.340
Dasviacitn 0.093 0.098 0.105 0.099

astandar
CV % 3.9 4,2 4.5 4.2
MSCo 7.5 7.2 7.4 7.4

Valxas medos AT 25“-:_'-?"‘_ “Valor T
| _serie . | _sefa | - sera | promedio.
00450mn 0.061 0.056 0.056 0.058
L Desviacidn 0.008 0.007 0.007 0.008

astAndar
- CV% 13.9 13.0 12.9 13.3
L}
Calibrador 5N = 16}

‘slores madios - 17 25 g 3 Valor '"l
L sare | . serle | t'seds; | . promedia
DO 450nm 0.798 0.810 0.802 0.603
Desviacidn 0.044 0.641 0.046 0.044

r gstAndar
CV% 5.5 5.1 5.7 5.4
r WCo 26 2.6 2.6 2.6
i
Caontrol itivo (N = 16)
Va'ores medios | - 1t |° 2 | =3 |1 valor—:
{ _sate_ | _seda | ~sers |+ promadio
PO 450nm 2.133 2.143 2134 2.137
svincidn 0.081 0.081 0,095 0.086
1 gsthndar
- CV% 38 3.8 4.4 4.0
+ MICo 5.9 1.0 7.0 7.0

La varlsbilidad mostreda en |as teblas no dio como resuliado
una clasificactn errdnea de las muestiras.

S. LIMITACIONES

Los lalsos positivos fueron astimados como menos dol 2% de la
poblacidn normazl, deblido principaimente o eltos tilulos de
Factor Raumatoide.

Las muestras que tras ser descongetatias presenian perilewlas
de fibrina o agregados pueden generar slgunos rasultados
{a!sos positivos.

BIOARS S.Al
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T. PRUEBA DE CONFIRMACION

La prueba de confirmacién debe realizarse en todas las

rmuestras positivas antes de remitir el diagnéstico de infeccion

primaria por HOV al médico.

Proceder del modo siguiente para la confirmacion:

1. Preparar el complejo anfigeno/conjugado tal como se
describe en |la seccion comespondiente. Este reactivo se
denomina Solucidn A.

2. A continuacidn, se diluyen 25 pt de conjugado enzimatico
concantrado en 500 pl de diluente para antigeno y mezclar
suavemente usando un vorex. {No utilizar ningun vial de
antigeno HDV liofilizade para este procedimientol Esta
solucidn se denomina Solfucidn B.

3. Dejar el pocillo A1 de |a tira vacic para al blance.

4. El Control negative se dispensa en las posiciones B1+C1

de la tira. Esto se uliliza para &l célculo de los valores de

corta y MiCo.

La muestra positiva a confirmar se dispensa diluda al

1:201 en las posiciones D1+E1 de la tira.

La tira se incuba durante 60 minutas a +37%C.,

Tras el lavado, el pocillo blanco A1 se deja vacio.

Se dispensan 100 pl de Solucion A en [os pocillos

B1+C1+D1.

9. A continuacién, se afaden 100 pl de Solucién B al pocillo
E1.

10. Latira se incuba durante 60 minutos a +37C.

11. Tras el lavado, se affaden 100 pl de cromogenofsustrato a
todos los pocillos y la tira se incuba durante 20 minutos a
temperatura ambiente.

12. Se afladen 100 ul de 4cido sulfirico a todos los pocillos y
entonces se mide la intensidad del color de éstos a 450am
(ftro de lectura) y, si es posible, a 620-630nm
{substraccidn del fondo), calibrando el instrumento con el
pocillo A1 (blanco).

tn

@o~No;

La interpretacién de los resultados se realiza del modo
siguients:

1. 5i la muestra del pecillo D1 presenta un valor de
M{Ca infericr a 0.9, es probable que haya ocurrido un
problema de dispensacién o de contaminacion en la
primera prugba. Debe repetirse el procedimiento de
ensayo descrito en la seccion M, como doble
comprechacion def andlisis.

2. Sila muestra de la posicion 01 pressnta un valor de
M/Co superior a 1.1 y la muestra de la posicién E1
presenta un valor de M/Co también superior a 1.1, la
muestra se considera como un falso positivo. La
reactividad de la muestra no es dependiente de la
presencia especifica de antigeno HDV y se ha
producido una reaccién cruzada con el anticuerpo
policlonal marcado con HRP.

4, 5ila muestra de la posicién D1 presenta un valor da
M!Co superior a 1.1 y la muestra de la posicion E1
presanta un valor de M/Co inferior a 0.9, la muestra
se considera como un verdadero positive. La
reactividad de la muestra es dependiente de la
presencia especifica de antigeno HOV y no a5 debida
a ninguna reaccidn cruzada.

En la tabla slguiente se indica {a interpretacion de los
resultados:

D1 < (.8 > 1.1 > 1.1
E1 < (.9 >1.1 <09
lnterpratacion | Problema de Falso Verdadero
contaminacién | positive positivo
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Todos 1os productos de diagnostico in vitro fabricados
por la empresa son oconirolados por un sistema
certificado de control de calidad aprobado por un
organismo notificado para el marcado CE. Cada lote se
somete a un contro! de calidad y se libera al mercado
unicamente si se ajusta a las especificaciones técnicas y
criterios de aceptacion de la CE.
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