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1.

Finalidad de la prueba

El VIROTECH HSV 1 (gG1) Igl/lgM ELISA 6 VIROTECH HSV 2 (gG2) IgG/IgM ELISA sirve para la comprobacion
semicuantitativa y cualitativa de anticuerpos IgG/IgM especificos al herpes simplex virus (HSV) en el suero humano.

La serologia se presta exclusivamente para la determinacion del estado inmunoldgico y la exclusion de herpes. La aplicacion
de las glicoproteinas de tipos especificos G, gG1 o bien gG2 permite una diferenciacién entre el HSV 1y el HSV 2 permitiendo
determinar la seroprevalencia asi como identificar los propagadores potenciales de los virus.

El resultado IgM no debe considerarse aisladamente del resultado IgG.

El diagnéstico del herpes genital debe ser confirmado por una comprobacion del agente patégeno.

Dado que en el momento del parto, el sistema inmunolégico del lactante aun no estad completamente desarrollado, la serologia
no se presta para comprobar un herpes neonatum, pudiendo, no obstante, emplearse retrospectivamente para la medicion de
anticuerpos 1gG anti-HSV 2 transmitidos por via transplacentar.

Principio de la prueba

El anticuerpo buscado en el suero humano forma un complejo inmune con el antigeno fijado en la placa de microtitulacion.
Las inmunoglobulinas no ligadas son eliminadas mediante procesos de lavado. El conjugado enzimatico se liga al citado
complejo. Las inmunoglobulinas no ligadas son de nuevo eliminadas mediante procesos de lavado. Tras la adicion de la
solucién de sustrato (TMB), la actividad enziméatica (peroxidasa) da lugar a un pigmento azul, que adopta un color amarillo
después de afadir la solucién de paro.

Contenido (Kit de ensayo IgG e IgM)

1 placa de microtitulacién, que consta de 96 be pocillos individuales separables recubiertos con antigeno, liofilizado
Tampén de dilucién PBS (azul, listo para utilizar), 2x50ml, pH 7,2, con conservante y Tween 20

Tampén de lavado PBS (concentracion 20x), 50ml, pH 7,2, con conservante y Tween 20

Control negativo para IgG, 1300ul, suero humano con estabilizadores de proteinas y conservante, listo para utilizar
Control cut-off para IgG, 1300pl, suero humano con estabilizadores de proteinas y conservante, listo para utilizar
Control positivo para IgG, 1300ul, suero humano con estabilizadores de proteinas y conservante, listo para utilizar
Control negativo para IgM, 1300pl, suero humano con estabilizadores de proteinas y conservante, listo para utilizar
control cut-off para IgM, 1300ul, suero humano con estabilizadores de proteinas y conservante, listo para utilizar
Control positivo para IgM, 1300pl, suero humano con estabilizadores de proteinas y conservante, listo para utilizar

© 0N OAwwDNPRE

N
©

Conjugado IgG (anti-humano), 11ml, conjugado de peroxidasa de rédbano picante (ovino o cabra) con estabilizadores

de proteinas y conservante en tampo6n Tris, listo para utilizar

11. Conjugado IgM (anti-humano), 11ml, conjugado de peroxidasa de rabano picante (ovino o cabra) con FCSy
conservante en tampon Tris, listo para utilizar

12.  Solucién de sustrato de tetrametilbencidina (TMB 3,3°,5,57), 11ml, lista para utilizar

13.  Solucién de parada de citrato, 6ml, contiene una mezcla de &acidos

4. Conservaciony plazo de caducidad del kit de ensayo y de los reactivos listos para utilizar

Conserve el kit de ensayo a 2-8°C. El plazo de caducidad de cada componente figura en la correspondiente etiqueta; el plazo

de caducidad del kit puede consultarse en el certificado de control de calidad.

1. Unavez separados los pocillos individuales necesarios conserve los restantes pocillos / tiras en la bolsa cerrada con
desecante a una temperatura de 2-8°C. Los reactivos deben volverse a guardar a 2-8°C inmediatamente después de su
uso.

2. Elconjugado listo para utilizar y la solucién de sustrato TMB son fotosensibles y deben conservarse en la oscuridad. Si
la solucién de sustrato se tifie por efecto de la luz, debe desecharse.

3. Extraiga Unicamente la cantidad de conjugado listo para utilizar o de TMB necesaria para la prueba. El exceso de
conjugado o TMB extraido no debe devolverse, sino que debe ser desechado.

Material Estado Almacenamiento Durabilidad
Muestras de analisis d_ilui(_jag de +2 hasta +8°C max. 6h
sin diluir de +2 hasta +8°C 1 semana
Controles tras la apertura de +2 hasta +8°C 3 meses
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de +2 hasta +8° (almacenamiento en
Placa de . .
L i tras la apertura la bolsa suministrada con bolsita de 3 meses
microtitulacion
secante)
Absorbente del factor sin diluir, tras la apertura de +2 hasta +8°C 3 meses
reumatoide diluido de +2 hasta +8°C 1 semana
. + +8° i
Conjugado tras la apertura de +2 hasta +8 Clu(zp)rotegldo contra la 3 meses
Tetrametilbencidina de +2 hasta +8°C (protegido contra la
tras la apertura 3 meses
(TMB) luz)
Solucién de parada tras la apertura de +2 hasta +8°C 3 meses
Solucién de lavado tras la apertura de +2 hasta +8°C 3 meses
dilucién final (lista para el uso) de +2 hasta +25°C 4 semanas

5. Medidas de precaucién y advertencias

1. Como sueros de control s6lo deben utilizarse sueros que hayan dado resultado negativo en las pruebas de anticuerpos
VIH1, anticuerpos VIH2, anticuerpos VHC y antigeno de superficie de la hepatitis B. En cualquier caso, todas las
muestras, muestras diluidas, controles, conjugados y tiras de microtitulacién deben considerarse como material
potencialmente infeccioso y manipularse con las correspondientes precauciones. Deberan seguirse las correspondientes
directrices para trabajos de laboratorio.

2. Los componentes que contienen conservante, asi como la solucién de parada de citrato y la TMB, son irritantes para la
piel, los ojos y las mucosas. En caso de contacto, lave inmediatamente la parte afectada con abundante agua y acuda al
meédico si fuera necesario.

3.  Los materiales utilizados deberan eliminarse segun la normativa de eliminacion de residuos de cada pais.

6. Material adicional necesario (no suministrado)

Agua destilada/desionizada

Pipeta multicanal 50pl, 100pl

Micropipetas: 10pl, 100ul, 1000ul

Tubos de ensayo

Servilletas de celulosa

Cubierta para placas ELISA

Recipientes para residuos infecciosos

Aparato de lavado manual para ELISA o aparato de lavado automatico para placas de microtitulacion
Espectrofotébmetro para placas de microtitulacién con filtro de 450/620 nm (longitud de onda de referencia 620-690nm)
Estufa de incubacion
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7. Realizacién de la prueba

El cumplimiento exacto de las instrucciones de VIROTECH Diagnostics es el requisito previo para obtener resultados
correctos.

7.1 Material de muestra
Como material de andlisis es posible utilizar suero o plasma (sin importar el tipo de anticoagulantes), aunque en el prospecto
s6lo se mencione el suero.
Las diluciones de pacientes siempre deben prepararse frescas.
Para un almacenamiento mas prolongado, los sueros deben congelarse. Evitese una descongelacion repetida.
1. Sélo deben utilizarse sueros recientes no inactivados.
2. No deben emplearse muestras hiperlipémicas, hemoliticas o con contaminacién microbiana ni sueros que presenten
turbidez (riesgo de falsos positivos o negativos).

7.2 Preparacion de los reactivos
El sistema de diagnoéstico de VIROTECH Diagnostics ofrece una gran flexibilidad al permitir el uso de los mismos tampones
de dilucién y lavado, TMB, solucién de paro de citrato y conjugado para todos los parametros y lotes. Los controles listos para
utilizar (control positivo, control de nivel de corte, control negativo) son especificos para cada parametro y deben emplearse
exclusivamente con el lote de placas indicado en el certificado de control de calidad.
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Seleccione una temperatura de 37°C en la estufa y cerciérese de que se ha alcanzado dicha temperatura antes de
comenzar la incubacion.

Deje que todos los reactivos alcancen la temperatura ambiente antes de abrir el envase con las tiras de prueba.

Agite bien todos los componentes liquidos antes de su uso.

Completar el concentrado de solucion de lavado a 1 litro con agua destilada/desionizada (en caso de una eventual
formacion de cristales en el concentrado, éste debe llevarse a temperatura ambiente antes de la dilucién, agitandolo bien
antes del uso).

Los niveles elevados de 1gG o los factores reuméaticos pueden interferir en la determinacion de anticuerpos IgM y
provocar falsos positivos o falsos negativos. Tratar previamente los sueros con RF-SorboTech (agente de adsorcion
VIROTECH). En el caso de los controles IgM no es necesaria la adsorcion previa.

7.3 Realizacion de la prueba ELISA de VIROTECH

1.

© © N oA

10.

Para cada prueba, pipetee 100ul del tamp6n de dilucion listo para utilizar (valor cero), del control negativo, del control
cut-off y del control positivo para IgG y IgM, asi como de los sueros de paciente diluidos. Recomendamos ensayar
duplicados en cada caso (valor cero, controles y sueros de paciente); en el caso del control cut-off, la preparacion de
duplicados imprescindible. Dilucién de trabajo de los sueros de paciente: 1+100; p.ej. 10pl de suero + 1ml de tamp6n de
dilucion.
Tras el pipeteado tiene lugar la incubacién a 37 °C (con cubierta) durante 30 min.
El periodo de incubacién finaliza con 4 lavados utilizando cada vez 350-400pl de solucion de lavado por cavidad. No deje
solucién de lavado en los pocillos: retire los ultimos restos de liquido sacudiendo sobre una superficie de celulosa.
Pipetee en todas las cavidades 100ul del conjugado listo para utilizar.
Incubacion de los conjugados: 30 min. a 37°C (con cubierta).
Finalizacion de la incubacién de los conjugados con 4 lavados (véase el punto 3).
Pipetee en cada pocillo 100pl de la solucion de sustrato TMB lista para utilizar.
Incubacion de la solucién de sustrato: 30 minutos a 37°C (con cubierta, en la oscuridad).
Paro de la reaccion de sustrato: pipetee en cada pocillo 50ul de la solucion de parada de citrato. Agite cuidadosamente
la placa hasta que los liquidos se hayan mezclado por completo y pueda verse un color amarillo uniforme.
Mida la absorbancia a 450/620 nm (longitud de onda de referencia 620-690nm). Ajuste el fotometro de modo que se
reste el valor obtenido para el valor cero de todos los demas valores de absorbancia. La medicién fotométrica debe
realizarse en la hora siguiente a la adicion de la solucién de paro.

| Véase esquema de la realizacién de la prueba en la dltima pagina |

7.4 Empleo de procesadores ELISA
Todas las pruebas ELISA de VIROTECH Diagnostics pueden realizarse con ayuda de procesadores ELISA. El usuario esta
obligado a validar periédicamente el aparato.
VIROTECH Diagnostics recomienda el siguiente procedimiento:

1.

3.

Al instalar el aparato, o en caso de reparaciones importantes de su procesador ELISA, VIROTECH Diagnostics
recomienda validarlo segun las instrucciones del fabricante.

Se recomienda comprobar seguidamente el procesador ELISA con el kit de validacién (EC250.00). Esta comprobacién
periddica con el kit de validacion debe realizarse al menos una vez al trimestre.

En cada ciclo de prueba deben cumplirse los criterios de autorizacién del certificado de control de calidad del producto.

Este modo de procedimiento garantiza la funcion impecable de su procesador ELISA, sirviendo ademas para el aseguramiento
de calidad del laboratorio.

Valoracién del ensayo

Los controles listos para utilizar sirven para una determinacion semicuantitativa de los anticuerpos especificos 1gG e IgM,

cuya concentracion se indica en unidades VIROTECH (VE). Las fluctuaciones debidas a la realizacion de la prueba se

compensan con el método de calculo, con lo que se alcanza una elevada reproducibilidad. Para el célculo del valor VE se
emplean los valores medios de las densidades opticas.

8.1 Control del funcionamiento del ensayo
a) Valores de densidad optica
El valor de densidad éptica correspondiente al valor cero debe ser inferior a 0,15.
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Los valores de densidad 6ptica (DO) de los controles negativos deben estar por debajo de los valores de DO indicados en el
certificado de control de calidad, mientras que los valores de DO de los controles positivos y del cut -off deben estar por
encima de los valores de DO indicados en el certificado.

b) Unidades VIROTECH (VE)

Las unidades VIROTECH (VE) de los controles cut-off se definen como 10 VE. Las VE calculadas para los controles positivos
deben estar dentro de los intervalos indicados en el certificado de control de calidad.

Si no se cumplen estas exigencias (valores de DO, VE), debe repetirse la prueba.

8.2 Célculo delas unidades VIROTECH (VE)
La absorbancia correspondiente al valor cero (450/620 nm) debe restarse de todos los valores de absorbancia.

DO trol iti
VE (control positivo) = (control positivo) x10

DO(controI de nivel de corte)

DO del pacient
VE (suero del paciente) = (suero del paciente) 10

DO(cut - off)

8.3 Esquemade valoracién para IgG e IgM

Resultado (VE) Valoracién
<9,0 Negativo

9,0-11,0 zona limite
>11,0 Positivo

Si las VE medidas de la muestra se hallan encima del valor limite, las muestras se consideran como positivas.

Si las VE medidas se hallan dentro de los valores limites, no se trata de ninguna concentracion significativamente alta de
anticuerpos, considerandose las muestras como dentro de los valores limites. Para la comprobacién segura de una
infeccion debe determinarse el contenido en anticuerpos de dos muestras séricas. La primera muestra de suero debe
ensayarse directamente después de producirse la infeccion, la segunda muestra 5 a 10 dias después (suero
reconvalescente). La concentracion de anticuerpos de ambas muestras debe determinarse paralelamente, a saber en un
ensayo. No es posible un diagnéstico correcto a base de la valoracion de una sola muestra sérica.

Si los valores medidos se hallan debajo del valor limite definido, no hay anticuerpos medibles especificos a antigenos en
la muestra. Las muestras se consideran como negativas.

Si existe un resultado IgM positivo, conviene comprobar el resultado con ayuda de una reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR).

8.4 Limitaciones del ensayo

1. Lainterpretacion de resultados seroldgicos debe tener siempre en cuenta el cuadro clinico, los datos epidemioldgicos y
los otros resultados analiticos que puedan existir.

2. Apesar de las ventajas del ensayo gG2 cabe sefialar las restricciones de éste: por un lado la terapia con aciclovir influye
la formacién de anticuerpos (3) y por el otro, la variabilidad genética de la proteina gG 2 puede inducir a estirpes HSV2
negativos.

9. Literatura

1.  Anzivino, E, D Fioriti, M Mischitelli, A Bellizzi, V Barucca, F Chiarini, V Pietropaolo. 2009. Herpes simplex virus infection
in pregnancy and in neonate: status of art of epidemiology, diagnosis, therapy and prevention. Virol J. 6,40

2. Arvin, A, C Prober. 1995. Herpes Simplex Viruses. 876-883. In Murray, P, E Baron, M Pfaller, F Tenover, and R Yolkenet
(eds.). Manual of Clinical Microbiology. 6™ Ed. ASM, Washington, D.C.

Seite 6 von 8 REV 8

VIROTECH HSV 1 (gG1) / HSV 2 (gG2) IgG/IgM ELISA ES Freigabedatum: 29.10.2019 12:54



Bernstein, DI, LR Stanberry, CJ Harrison, JC Kappes, MG Myers. 1986. Antibody response, recurrence patterns and
subsequent herpes simplex virus type 2 (HSV-2) re-infection following initial HSV-2 infection of guinea-pigs: effects of
acyclovir. J Gen Virol. 67, 1601-1612

4.  Brown ZA, Benedetti J, Ashley R, Burchett S, Selke S, Berry S, Vontver LA, Corey L.. 1991.Neonatal herpes simplex
virus infection in relation to asymptomatic maternal infection at the time of labor. N Engl J Med. 324, 1247-1252
5. Brown, Z, S Sleke, J Zeh, J Kopelmann, A Maslow, R Ashley, D Watts, S Berry, M Herd, L Correy. 1997. The acquisition
of herpes simplex virus during pregnancy. N Engl J Med. 337, 509-515
6. Binzli, D, Wietlisbach V, Barazzoni F, Sahli R, Meylan PR. 2004. Seroepidemiology of Herpes Simplex virus type 1 and 2
in Western and Southern Switzerland in adults aged 25-74 in 1992-93 : a population-based study. BMC Infect Dis. 4.
http://www.biomedcentral.com/1471-2334/4/10
7. CDC. 1998. Guidelines for Treatment of Sexually Transmitted Diseases. MMWR. 47, 1-118
8.  Gerit Korr, Michael Thamm, Irina Czogiel, Christina Poethko-Mueller, Viviane Bremer and Klaus Jansen. 2017.
Decreasing seroprevalence of herpes simplex virus type 1 and type 2 in Germany leaves many people susceptible to
genital infection: time to raise awareness and enhance control. Korr et al. BMC Infectious Diseases (2017) 17:471
9.  Prober, C, W Sullender, L Yasukawa, D Au, A Yaeger, A Arvin. 1987. Low risk if herpes simplex virus infections in
neonates exposed to the virus at the time of vaginal delivery to mothers with recurrent herpes simplex virus infections. N
Engl J Med. 316, 240-244
10. Rabenau HF, Buxbaum S, Preiser W, Weber B, Doerr HW. 2002. Seroprevalence of herpes simplex virus types 1 and
type 2 in the Frankfurt am Main area, Germany. Med Microbiol Immunol. 190, 153-160
11. Roizman, B, DM Knipe. 2001. Herpes Simplex Viruses and Their Replication. . In Fields, B, D Knipe, P Howley, et al.
(eds.). Fields Virology 4" Ed. Lippincott-Raven, Philadelphia
12.  Smith J, N Robinson. 2002, Age-specific prevalence of infection with herpes simplex : a global review. J Inf Dis. 186, 3-28
13.  Tunbéack, P, Bergstrom T, Claesson BA, Carlsson RM, Léwhagen GB. 2007. Early acquisition of herpes simplex virus
type 1 antibodies in children-A longitudinal serological study. J Clin Vir. 40, 26-30
14.  Whitley, R. 2001. Herpes Simplex Viruses. In Fields, B, D Knipe, P Howley, et al. (eds.). Fields Virology 4" Ed. Lippincott-
Raven, Philadelphia
15.  Wutzler, P, Doerr HW, Farber |, Eichhorn U, Helbig B, Sauerbrei A, Brandstadt A, Rabenau HF. 2000. Seroprevalence of
herpes simplex virus type 1 and type 2 in selected German populations - relevance for the incidence of genital herpes. J
Med Virol. 61, 201-207
16. Sauerbrei A. 2016. Herpes Genitalis: Diagnosis, treatment and Prevention. Geburtshilfe Frauenheilkd. 2016
Dec;76(12):1310-1317. doi: 10.1055/s-0042-116494. Epub 2016 Oct 18. Review.
Seite 7 von 8 REV 8

VIROTECH HSV 1 (gG1) / HSV 2 (gG2) IgG/IgM ELISA ES Freigabedatum: 29.10.2019 12:54



10. Esquemade larealizacién de la prueba

Preparacion de las muestras de paciente y la solucion de
lavado

V¥ Soluciéon de lavado: Afadir agua destilada/desionizada al concentrado
hasta alcanzar 1 litro

V¥ Dilucién del muestras IgG V Dilucién del muestras IgM
1:101 1:101
Absorcion del factor reumético con RF-
SorboTech
p.ej. p.ej.
10 pl de suero/plasma + 1000 pl de tampén de dilucion 5 pl de suero/plasma +450 pl de tampén de dilucién
(El tampon de dilucion para suero esta listo para utilizar) 1 gota de RF-SorboTech, incubar 15 min a temp. amb.

Realizacion de la prueba

Incubacion de muestras 30 minutos a 37°C 100 pl de muestras de
paciente
valor cero (tampén de dilucién) y controles
4 lavados 400 ul de solucion de lavado
sacudir bien
Incubacion de los conjugados 30 minutos a 37°C 100 ul de conjugado
19G, IgM
4 lavados 400 ul de solucion de lavado
sacudir bien
Incubacion del sustrato 30 minutos a 37°C 100 pl de sustrato
Parada 50 ul de solucion de parada
agitar con cuidado
Medicion de la absorbancia Fotémetro a 450/620nm
(longitud de onda de referencia
620-690nm)
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