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Inmunoensayo enzimético (EIA) para la deteccién cualitativa de anticuerpos totales (1gG, IgM, 1gA), al
Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) del tipo 1y 2, y / o subtipo O en suero o plasma humano.
Solo para uso profesional de un in vitro diagnostico.

PROPOSITO DE LA PRUEBA

La prueba ELISA VIH 1/2/0O de Anticuerpos es un inmunoensayo enzimético cualitativo para la deteccion de
anticuerpostotaes (19G, IgM, 1gA) aVIH-1, VIH-2, y / o subtipo O en suero o plasmahumano. El propésito de
laprueba es de monitoreo y de ayuda diagnosticaen el caso de una posibleinfeccion por e virus VIH.

RESUMEN

VIH es el agente etiol6gico del Sindrome de Inmuno Deficiencia Adquirido (SIDA). Las principales vias
de transmision incluyen la exposicion a sangre o productos de sangre incluyendo la comparticion de
agujas y jeringas, contacto sexua y la transmisién de la madre al recién nacido. El nucleo viral viene
envuelto por una capa lipidica derivada de la membrana celular del huésped y contiene varias
glicoproteinas virales. Cada virus contiene dos copias de RNA geonémico. El virus VIH-1 pudo aislarse
en pacientes con SIDA o con el complgjo relacionado a SIDA y en personas sanas de alto riesgo
potencial de contratar el SIDA.* VIH-1 consiste del subtipo M y subtipo O. Cepas altamente divergentes
del VIH-1 se reconocieron la primer vez en el afio 1990 provisionalmente clasificados como subtipo O ya
que este variante contenia marcadores de glicoproteina similares al VIH-1 pero con una ligera variacion
en el marcador proteico. Aunque es muy rara su presencia comparado con los virus VIH-1y VIH-2,
infecciones causadas por el subtipo O podian identificarse hasta la fecha en Africa (Camer(n), Franciay
Alemania. VIH-2 pudo aislarse en pacientes con SIDA en Africa Occidental y en personas seropositivas.®
VIH-1, VIH-2 y € subtipo O provocan respuestas inmunolégicas® La forma mas eficiente y mas com(n de
determinar S una persona se expuso a virus VIH esladeteccion de los respectivos anticuerpos al VIH en suero,
plasma o sangre completa y de efectuar un monitoreo en muestras de sangre o de productos derivados de la
sangre* A pesar de las diferencias biol6gicas, de las actividades serologicasg de las secuencias genomicas,
VIH-1, VIH-2y ¢ subtipo O muestran una fuerte actividad antigénica en cruz.>° Lamayorfa de los sueros VIH-
2 positivos pueden ser identificados usando pruebas basadas en los epitopos del VIH-1.

La prueba ELISA VIH 1/2/0 de Anticuerpos es un inmunoensayo enzimético de tercera generacion para
la deteccion cualitativa de anticuerpos totales (1gG, IgM, IgA) a VIH-1, VIH-2 y/ o subtipo O en
especimenes de suero o plasma utilizando antigenos recombinantes del virus VIH.

PRINCIPIO

El Juego de Examen de Anticuerpos de EIA es un inmunoensayo enzimético de fase sdlida basado en el
principio de Sandwich para |a deteccion de anticuerpos totales (1gG, I1gM, IgA) contra VIH-1, VIH-2,y /
0 Subtipo O en suero o plasma humano. La placa de micro pozos viene recubierto de antigenos VIH
recombinantes. Para efectuar |a prueba los especimenes se agregan a los micro pozos recubiertos de
antigenos y se incuban en seguida. Si el espécimen contiene anticuerpos contra VIH-1, VIH-2 'y / o
subtipo O estos se acoplan a los antigenos recubiertos en la placa de micro pozos formando complejos
inmovilizados de antigeno - anticuerpo VIH. En ausencia de |os anticuerpos VIH-1, VIH-2y / o subtipo O
estos complejos no se forman. Después de la incubacién inicial se procede con un lavado de la placa de
micro pozos para efectos de remover cualquier material no acoplado. En seguida se afiaden los antigenos
VIH conjugados a enzima a los micro pozos de la placay se incuba. Los antigenos VIH conjugados a
enzima se acoplan a los complejos antigenos VIH — anticuerpo inmovilizados presentes. Terminada la
segunda incubacién |a placa de micro pozos se lava otra vez pararemover cualquier material no acoplado.
Después de afiadir el Substrato A y Substrato B e incubar se formara un color azul indicando la cantidad
de anticuerpos VIH presentes en la muestra. Finalmente se agrega una solucion de acido sulfdrico a los
micro pozos para detener lareaccion lo que produce un cambié de color azul aamarillo. Laintensidad del
color amarillo que esta en funcion de la cantidad de anticuerpos VIH presentes en la muestra se mide por
medio de un lector de micro placas a450 / 630-700 nm 6 450 nm.

PRECAUCIONES

Solo parauso profesional de un diagnostico in vitro. No usar después de la fecha de caducidad.

No mezclar los reactivos de estuches con diferentes nimeros de lote.

Evitar contaminacion en cruz entre |os reactivos para asegurar resultados validos.

Seguir exactamente |os procedimientos de lavado garantizando el rendimiento optimo de ensayo.

Usar unafoliapléstica parasellar la micro placa durante laincubacién minimizando asi la evaporacion

del liquido.

« Cadavez que pipetea una muestra utilice una nueva punta plastica.

Aseglirese que antes de que se proceda con la medicion la superficie inferior de la micro placa sea

limpiay secay que ninglin micro pozo contenga burbujas de aire. No permita que los micro pozos se

queden en seco durante el procedimiento de la prueba

« Nuncatoque el fondo de los micro pozos con la punta de la pipeta. Tampoco debe tocarse el fondo de
los micro pozos con los dedos.

« No utilice soluciones de sodio hipo cloruro en la cercania del lugar donde se realiza la prueba ya que
aerosoles de cloro podrian inhibir lareaccion en laque se formael color.

» Todo equipo de medicién debe utilizarse con cuidado y mantenerse bien calibrado y supervisado por el

servicio técnico acorde alainstrucciones del fabricante del equipo.

INFORMACION PARA SU SALUD Y SEGURIDAD

« Algunos de los componentes del kit contienen derivados de sangre humana. No existe una prueba
diagnostica conocida que podria brindar la total certeza que productos derivados de |a sangre humana
no podrian transmitir agentes infecciosos. En consecuencia todos los derivados de sangre humana
deben considerarse potencialmente infecciosos. Se recomienda que €l manejo de estos reactivos y de
especimenes humanos se efectlie aplicando las reglas establecidas en o que es la buena préctica a
nivel del laboratorio clinico.

« Deben usarse guantes desechables, batas de laboratorio y gafas protectoras mientras se efectlia cualquier
manipuleo con los reactivosy las muestras. Las manos deben |avarse cuidadosamente después del trabgjo.

« El conjugado, buffer concentrado de lavado y los controles positivos y negativos contienen ProClin™
300. Debe evitarse el contacto con lapiel y con los ojos.

* No se debe comer, tomar o fumar en el 4rea donde se trabaja con los reactivos y los especimenes.
Evite también de pipetear con laboca

« Evite cualquier contacto con el Substrato A, Substrato B y la Solucién de Parada, tanto en la piel o la
mucosa. La Solucién de Parada contiene Acido Sulfarico 2M que es fuertemente acido. Si resultara un
derrame limpie el &rea inmediatamente usando gran cantidad de agua. y proceda en las misma forma
cuando el acido entrara en contacto con lapiel 0 el ojo y busque la atencién medica

« Los aparatos que no sean descartables deben ser esterilizados después de usarse. EI método preferido
de esterilizacion es por autoclave durante una horaa 121°C. Los descartables deben ser autoclavados o
incinerados. No auto clave materiales que contengan hipoclorito de sodio.

* Manipuley descarte todas las muestras y materiales empleados pararealizar el examen como si fueran
agentes infecciosos. Observe y establezca precaticiones contra riesgos microbiol 6gicos durante todo el
procedimiento y siga los procedimientos estandar para desechar apropiadamente |as muestras.

« Observe buenas précticas de laboratorio cuando manipule quimicos y material potencialmente
infeccioso. Descarte todo el material contaminante, muestras y reactivos de origen humano, después
de una apropiada descontaminacion y siguiendo |as regulaciones locales, estatales y federales.

« Losécidos neutralizados y otros liquidos deben ser descontaminados afiadiendo suficiente volumen de
hipoclorito de sodio para obtener una concentracion final de al menos 1,0%. Una exposicion de 30
minutos de hipoclorito de sodio al 1% puede ser necesaria paralograr una efectiva descontaminacion.

« El estuche de pruebas debe almacenarse a 2-8°C. Todos los reactivos son estables hasta la fecha de
vencimiento impresa en la cgja. Previo uso todos los reactivos y componentes deben alcanzar temperatura
ambiente. Después de usar |os reactivos estos deben devolverse inmediatamente alarefrigeradora.

« Lasmicro placas vienen dentro de un sobre sellado de aluminio con un secante. Previo uso de lamicro
placa o de tiras individuales de micro pozos permita que el sobre de aluminio sellado acance
temperatura ambiente, en su defecto al abrir el sobre agua quedaria condensada en lamicro placa

« Unavez abierto & sobre de aluminio |as tiras de micro pozos pueden usarse dentro de un (1) mes. Tiras no
usadas deben guardarse a 2-8°C en el sobre de aluminio origina con su secante'y bien sellado.

« El Buffer de Lavado Concentrado puede almacenarse a temperatura de ambiente evitdndose asi la
cristalizacion. En caso de que se mostrara precipitacion de cristales previo uso la solucién debe
calentarse a 37°C hasta que los cristales desaparezcan. Una vez diluido la Solucién de Trabgjo del
Buffer de Lavado esta estable durante 2 semanas a temperatura de ambiente.

« No exponga los reactivos y especificamente el Substrato a luz intensa o a aerosoles de hipo cloruro
durante las incubaciones.

RECOLECCION DE LA MUESTRA Y PREPARACION

* La prueba ELISA de VIH 1/2/O Anticuerpos solo puede efectuarse con suero o plasma humano
después de una venipuncion de sangre completa.

* Pueden usarse los tubos de recoleccién con EDTA, heparina sédicay ACD para efectos de recolectar
muestras de sangre completa o plasma por medio de una venipuncion. El preservante azido de sodio
causa resultados erréneos ya que desactiva a la peroxidasa de rabano.

* Separe el suero o el plasma de los eritrocitos lo mas répido posible para evitar hemdlisis. No use
especimenes significativamente hemoliticos, lipidicos o turbios. Especimenes con material particular
deben centrifugarse previo usos. No use especimenes con particulas de fibrina o contaminados por
crecimiento de microbios.

+ No deje los especimenes a temperatura de ambiente por tiempo prolongado. Tanto sueros como
plasma pueden almacenarse a 2-8°C hasta por 7 dias previo ensayo. Si fuera necesario de almacenar
los especimenes por mas tiempo manténgal os congelados por debajo de -20°C.

« Las muestras deben encontrarse a temperatura ambiente antes del examen. Las muestras congeladas
deben descongelarse completamente y mezclarse bien antes del examen. Las muestras no deben ser
congeladas y descongeladas repetidamente.

« Si las muestras deben ser transportadas, deben empacarse de acuerdo con las regulaciones locales que
cubren el transporte de agentes etiol 6gicos.

RECTIVOSY COMPONENTES
M ateriales Provistog

de 1250 mL. Esta Solucién de Trabgjo es estable por 2
semanasa15-30°C.

Nota: S se muestra que e Buffer de Lavado Concentrado
contiene cristales se debe caentarlo a 37° C hasta todos
los cristales se disuelvan.

0 |+ Al esmicro pozo del Blanco. + Al esmicro pozo del Blanco

« Agregue 100 pL del Control Negativo amicro pozos B1 |« B1y C1: Agregue 100 pL del Control
y C1. (Reactivo Azul) Negativo
« Agregue 100 pL del Control VIH-1 Positivo a micro|+ D1y E1: Agregue 100 pL del Control

pozos D1y E1. (Reactivo Rojo) VIH-1 Positivo
1]t Agregue 100 pL del Control VIH-2 Positivo amicro «F1y G1: Agregue 100 pL del Control
pozos F1y G1. (Reactivo Rojo) VIH-2 Positivo

« Agregue 100 pL de cada muestra a partir del micro pozo | « Empezando con H1: Agregue 100 pL
H1. del espécimen

. Re"rua/alastirasdemicro pozossin usar delaplacay « Remuevay guarde tiras de micro pozos
guérdel |ladas en & sobredeaduminio origina a2-8° C. sinusar a2-8°C
* Mezcle suavemente la placa sobre una superficie plana | « Mezcle suavemente

por durante 30 segundos.

2 |+ Cubra la placa con € sellador pléstico y proceda de
incubarla en un bafio de Maria o0 unaincubadoraa 37°C
+ 2°C por 30 minutos + 2 minutos.

« Cubrala placa con € Sellador pléstico
einclbelaa37°C por 30 minutos

« Remuevael sellador pléstico. « Remuevael Sellador plagico
« Lave cada micro pozo 5 veces con 350 UL de la |+ Lave cada micro pozo 5 veces con
Solucién de Trabajo del Buffer de Lavado y remuevael | 350 L de la Solucién de Trabajo del

liquido en seguida. Buffer de Lavado
3 |+ Voltee la placay col6quela sobre un papel absorbente |« Volteelaplacay coléquela sobre papel
durante varios segundos. Cercidrese que todos los | absorbente

micro pozos queden total mente secos.
Nota: Un lavado insuficiente puede causar resultados
falsos positivos.

« Agregue 100 pL del Conjugado a

4 | Agregue 100 pL del Conjugado a cada micro pozo
cadamicro pozo excepto al blanco

excepto a Blanco. El color del Conjugado esrojo.

« Cubralaplaca con el sellador plastico e incibela en un
5 bafio de Maria o incubadora a 37°C + 2°C por
20 minutos + 2 minutos.

« Cubrala placa con € Sellador pléstico
einclbelaa37°C por 20 minutos

6 [+ Repitapaso3. * Repitapaso 3
« Agregue 50 pL del Substrato A a cada micro pozo. |+ Agregue 50 L del Substrato A a cada
(Reactivo Claro) micro pozo
70 Después agregue 50 pL del Substrato B a cada micro |« Después agregue 50 L del Substrato
pozo. (Reactivo Claro) B acadamicro pozo

Luego un color azul debe desarrollarse en las celdas que

*NOTA: Especimenes con valores dentro de +10% del valor Cut-Off deben reexaminarse en duplicado
parasu interpretacion final.

1. La prueba ELISA VIH 1/2/0 Anticuerpos es usada para la deteccion de anticuerpos contra VIH-1,
VIH-2'y / o subtipo O en suero o plasma humano. El diagnéstico de una enfermedad contagiosa no
debe ser establecida basdndose solamente en el resultado de una sola prueba. Exémenes posteriores,
incluyendo exdmenes confirmatorios, deben realizarse antes que una muestra sea considerada positiva.
Un examen no-reactivo no excluye la posibilidad de exposicion. Muestras conteniendo precipitados
pueden dar resultados inconsistentes.

2. Como con todas las pruebas diagnosticas cada resultado debe interpretarse en el contexto de otra
informacion clinicadisponible al medico.

3. Se sabe que en inmunoensayos sensibles siempre existe la posibilidad de una reaccion positiva no
reproducible por un lavado inadecuado. También puede verse afectado el resultado por errores
procédales o error del instrumento.

. Los Controles Positivos de |a prueba no pueden ser usados para la cuantificacion de la sensibilidad de
la prueba ELISA VIH 1/2/0 Anticuerpos sino sirven exclusivamente para verificar que los
componentes del kit son capaces de detectar un espécimen reactivo siempre y cuando que el
procedimiento de |a prueba se gjecuta acorde a las instrucciones y que se cumplen las condiciones de
almacenamiento.

Sensitividad y Especificidad]

La prueba ELISA VIH 1/2/0 Anticuerpos identifico correctamente a los especimenes de un panel de

seroconversion y fue comparada con una prueba VIH ELISA comercia lider en el mercado usando

especimenes clinicos. Los resultados muestran que la sensibilidad clinica de la prueba ELISA VIH 1/2/0

Anticuerpos es >99,9% y |a especificada clinica es 99,8%.

HIV 1/2/0 Anticuerpos EIA vs. Otro EIA

IS

Método OtrosEIA
Resultados Positivo Negaivo Resultado Total
HIV 1/2/0 —
AnticuerposEIA | Fositivo 74 2 76
Negativo 0 1.043 1.043
Resultados Totales 74 1.045 1.119

Sensitividad Clinica: >99,9% (95,1-100,0%)*

Coincidencia Total: 99,8% (99,4-100,0%)*
Reproducibilidad|

Por Ensayo: Se determino la precision por ensayo usando 15 replicas de tres especimenes: un positivo

bajo, un positivo mediano y un positivo ato.

Entre Ensayo y Ensayo: La precision entre diferentes ensayos se determino aplicando 3 ensayos

Especificidad Clinica: 99,8% (99,3-100,0%6)
*95% Intervalo de Confidencia

Positivo

X o i} Cantided i} contengan muestras positivas. independientes a los mismos tres especimenes: un positivo bajo, un positivo mediano y un positivo ato.
No. Reactivo | Descripeion de Componente 96 micro 480 micro 48 micro « Mezcle suavemente |uego cubra la placa micro celdas con | » Mezcle, luego cubra la placa de micro Tres diferentes lotes de la prueba ELISA VIH 1/2/0 Anticuerpos se usaron durante un periodo de 5 dias
PfZ‘lﬁk“ %ozlos/kn p‘l)fjoyk't 8 | d Sdlador de Placas e incube en un bafo de Maria o | celdas con @ Sdlador de Placas e usando |os especimenes mencionados.
. Mi bierta d placa placas aca incubadoraa 37°C + 2°C por 10 minutos + 1 minuto. incube a37°C por 10 minutos — .
HIV micro pleca mlticég"%sm\ﬂﬁuecgmgin;ﬁﬁ (%6 micro (96 micro (96 micro + Remuevadl sdllador pléstico. + Remuevadl sellador plastico Absorbancia DN Cosficiente de| Absorbancia e En Codficientede
h _ pozos/place) | pozosplacs) | pozosiplaca) « Agregue 50 pL de la Solucién de Parada a cada un micro | Agregue 50 pL de la Solucién de Espécimen | o il Desviacion [~y oo Promedia/ | Desviacion |~ Et o
Conjugedode | ANtigenos VIH recombinantes 9 | pozo paradetener lareaccion de color. (Reactivo Claro) Paradaa cadamicro pozo (r:om Oflf Estandar a“;ﬂon (r:om Oflf Estandar arl')/au on
1\ ViH ligadosaperoxidasa, 1x12mb 5x12mL 1x6mL Luego un color amarillo debe desarrollarse en las Ut (%) Ut (%)
Preservativo: 0,1% ProClin™ 300 celdas que contengan muestras positives, 1 2215 0,169 7,630 2,745 0,229 8,342
Buffer delavado| Tris-HCI conteniendo 0,1% +Lee la absorbancia en 450/630-700 nm dentro de 10s |« Lee la absorbancia en 450/630-700 nm 2 10679 0.751 7,032 9,886 0718 7,263
2 |concentrado | Tween20: o proclinmago | L0 mE | SxSemh | Ix2smL 30 minutos. dentro delos 30 minutos 3 20,045 1,381 6,889 18555 1418 7,642
(2 L;e;a’vglvq 2 fgd n 10 Nota: El plato micro celdas también puede leerse a BIBLIOGRAFIA
Eonlgimegotgjoxidgge 450 nm, pero se i i que s lea a 450/630-700 nm 1. Chang, SY, Bowman, BH, Weiss, JB, Garcia, RE and White, TJ. The origin of HIV-1 isolate HTLV-11IB.
3 [ Substrato A ; " 1x8mL 5x8mL 1x4mL nm para mejores resultados. . , SY, , BH, 3 , TJ. - -I11B.
reto hidrogeno; - x8m x8ml xaml Dane Nature (1993) 3,363:466-9.
Presarvativo: 0,1% ProClin™ 300 PROCEDIMIENTO AUTOMATIZADO 2. Arya, SK, Beaver, B, Jagodzinski, L, Ensoli, B, Kanki, PJAlbert, J, Fenyo, EM, Biberfeld, G, Zagury, JF
4 | saraos B”“%.mewl%ﬂo tetrametil IxsmL Sy 8mL IxamL Si se usa un analizador ELISA automatizado los resultados deben validarse para garantizar que estos and Laure, F. New human and simian HIV-related retroviruses possess functional transactivator (tat)
reto P{bem ”:.‘(I_ 0 1%'/ ProGiin™ 300 xgm xsm xam correspondan a los resultados del procedimiento manual. Los tiempos de incubacion podrian variar gene. Nature (1987) 328:548-550. o
SITSTGT esarvativo: 0,16 ! dependiendo del sistema pero no se recomienda programar tiempos més cortos de incubacion alos que se 3. Caetano JA Immunologic aspects of HIV infection. ActaMed Port (1991) 4 Suppl 1:52S-58S.
5 ggaon e Acido sulfdrrico 2M 1x8mL 5x8mL 1x4mL indican mas abajo. Para garantizar resultados correctos en los sistemas automatizado la validacion 4. Janssen, RS, Satten, GA, Stramer, SL, Rawal, BD, O'Brien, TR, Weiblen, BJ, Hecht, FM, Jack, N,
— SUero normal 1o reactivo para periddica de | os resultados se recomienda. Cleghorn, FR, Kahn, JO, Chesney, MA and Busch MP. New testing strategy to detect early HIV-1
. VIH Cortrol VIH-L VIH-2, Sib ipo O, A SximL 1X05mL REQUERIMIENTOS DE VAL IDACION Y CONTROL DE CALIDAD ggoeal)ozzf% use in incidence estimates and for clinical and prevention purposes. JAMA (1998)
Negativo ngAg e)(/i\tig\é ;10/ Proclin™ 300 ' 1. Calcule e promedio de la absorbancia del Control Negativo y del Control Positivo refiriéndose a la 5. Travers, K, Mboup, S, Marlink, R, Gueye-Nidaye, A, Siby, T, Thior, I, Traore, |, Dieng-Sarr, A, Sankale,
SJ?O“.”M. o gomend- o tablaabajo. JL and Mullins, C. Natural protection against HIV-1 infection provided by HIV-2. Science (1995)
VIH-1 Control anticuér I\éontraVIH-ll Ejemplo de Calculo parae Control Negativo 268:1612-161.
7 | Postivo na;aivopgsa'aHBgAg y Hév; 1x1mb SximL | 1x05mL ftem Absorbandia 6. Greenberg, AE, Wiktor, SZ, DeCock, KM, Smith, P, Jaffe HW and Dondero, TJ, Jr. HIV-2 and natural
Preservativo: 0,1% ProClin™ 300 Control Negativo: Micro pozo B1 0,020 protection against HIV-1 infection. Science (1996) 272:1959-1960.
Suero inactivado conteniendo Control Negativo: Micro pozo C1 0,018 {ndices de Simbolos
HIV-2 Control | anticuerpos contraVIH-2y Absorbancia Total del Control Negativo 0,020 +0,018=0,038
7A | positi " . 1x1mL 5ximL | 1x05mL i e i ! ] ]
Positivo negativo paraHBsAgy HCV; xim xam xOem Absorbancia Promedia del Control Negativo 0,038/2= 0,019 Atencitn, véese W Pruebas por kit
Preservativo: 0,1% ProClin™ 300 [ Absorbancia del Blanco: Micro pozo AL 0,001 instrucciones de uso “
IS;';(‘J“ de placa| i 115 f NCx. Absorbandia Promedia del Control Negaivo — Absorbandiadd Blanco 0,010—0,00L= 0,018 - Solo paratso g . Febricante
n - 2. Chequee | os requerimientos de validacion abajo para determinar si |os resultados son validos. diagnostico in vitro whesa
. — — 5%
« Aguarecientemente destiladao deionizda  * Micro pipetas calibradas con punta desechable para Item _ Requerimientos de Validacion Jﬂf Almacenar a2-8C No. delot REF Catalogo #
« Solucién de sodio hipo cloruro para dispensar 50y 100 L Blanco Laahsorbanciadel Blanco debe ser < 0,050 s se lee a450/630-700 nm 2¢ 0. celote o
decontaminacion « Cilindro graduado para Solucién diluida de buffer Nota: Debe ser < 0,100 s seleea450 nm
« Papel absorbente delavado Control Negativo Laabsorbancia promedia después de restar laabsorbanciadel blanco debe ser < 0,100 [ Hv | |vm Subsireto A [ substrate [ ]| substrato
+ Baflo deMariaoincubador parameantener 37°C « Vortex (opciond) Control VIH-1 Positivo | La absorbancia promedia después de restar la absorbanciadel blanco debe ser > 0,500
£2°C « Cronometro IV pr Ila despL Ztgi‘)ar de Lavado Conjugado Control

Lavedor caibrado de ELISA automético o + Contenedores desechables de reactivo

manua de placas o de tiras para aspirar y « Lector de micro placas cdibrado para medir
dispensar 350 L / micro pozo absorbancia a 450 nm con un filtro de referencia de

* Guantes desechables 630-700 nm o sinfiltro de referenciaa 450 nm

« Procesador automético (opcional)

Tanto los reactivos como |os especimenes deben haber alcanzado la temperatura (15-30°C) de ambiente previo
ensayo. Apéguese estrictamente a |as instrucciones de trabgjo. El ensayo debe concluirse dentro de los limites
detiempo previstos. Al micro pozo Al seasignad blanco. A partir del micro pozo A2 coloque los controles en
orden vertical u horizontal. El procedimiento que sigue asigna micro pozos especificos en orden vertica pero
puede variar en funcién del software.

Paso Procedimiento detallado Procedimiento smple

« Prepare la Solucion de Trabajo del Buffer de Lavado
diluyendo e Buffer de Lavado Concentrado 1:25.
Vierta el contenido del frasco en un cilindro graduado

* Prepare la Solucion de Trabgjo del
Buffer de Lavado diluyendo e
Buffer de Lavado Concentrado 1:25

y rellénelo con agua destilada o deionizada hastalamarca

Control VIH-2 Positivo | Laabsorbancia promedia después de restar |la absorbanciadel blanco debe ser > 0,500

NOTA: Los resultados deben ser clasificados como invélidos si no se cumplen |os requisitos anteriores de
validacion. Repitalos ensayos o contacte su distribuidor local.

3. Calcule el valor Cut-Off usando la siguiente formulasi 1os resultados son validos.
Ejemplo de Calculodel Valor Cut-Off

Item Absorbancia
NCx 0,018
Valor Cut-Off: NCx + 0,160 0,018+0,160=0,178

INTERPRETACION DE RESULTADOS

NO REACTIVO: Especimenes con absorbencias por debajo del valor Cut-Off se consideran no reactivos
paralos anticuerpos VIH-1, VIH-2 'y / o subtipo O pueden reportarse como negativos.

REACTIVO:* Especimenes con absorbencias iguales o mayores que e valor Cut-Off se consideran
reactivos para los anticuerpos VIH-1, VIH-2 y / o subtipo O y deben recorrerse en duplicado previo
reporte final. Especimenes que resultan reactivos en por lo menos uno de los ensayos en duplicado se
consideran presumiblemente reactivos y deben confirmarse por otras pruebas confirmativas. Especimenes
que resultan no reactivos en ambos ensayos del ensayo duplicado se consideran no reactivos.

[ control [=] | control Negativo Stop Solution f,";:g:”de
Microwell Plate | | Placade micro pozos Plate Sealer | | SdlodePlaca Package Insert | | Inserto
HIV-1 VIH-1 VIH-2
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