RUBELLA IgG

Cat. IIDE-2043
VER.3

Inmunoensayo de la Enzima para la Determinacién de Anticuerpos
IgG del virus de Rubéola en Suero Humano

Solo para diagnéstico In Vitro
Para uso exclusivo en laboratorios clinicos o de gabinete

Conservar entre 2°C a 8°C

RESUMEN Y PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA

Paso Temp. ambiente 20 - 25°C Volumen Tiempo de
incubacion
1 Dilucién de la muestra 1:40
(5L / 200pL)
5 Muestras dllgldas, controles y 100 L 30 minutos
calibrador
3 Buffer de lavado (3 veces) 350 pL
4 Enzima conjugada 100 pL 30 minutos
5 Buffer de lavado (3 veces) 350 pL
6 TMB Substrato Cromogénico 100 pL 15 minutos
7 Solucion de paro 100 pL
8 Lectura a una densidad
Optica de 450 nm

Nota: Se sugiere, incubar siempre en la oscuridad y con los pozos cubiertos.

RESUMEN Y EXPLICACION DE LA PRUEBA

Rubéola es un virus del herpes. Generalmente la rubéola es considerada
una enfermedad leve de la adolescencia. Sin embargo una infeccién ma-
terna podria ser transmitida al feto a través de la placenta, causando
rubéola congénita. La rubéola congénita podria causar una enfermedad
cronica cardiaca, retardo del crecimiento, hepatosplenomegalia, mal for-
maciones, y otras severas anomalias. Los infantes asintomaticos podrian
desarrollar estas anomalias mas adelante en su vida.

Para reducir el riesgo de estas severas complicaciones, los métodos se-
rolégicos exactos deben ser llevados a cabo para determinar el estado
serologico de mujeres con edad para concebir. La presencia de IgG es-
pecifico de la rubéola en el torrente sanguineo prueba la inmunidad a la
rubéola. Una mujer analizada no inmune puede ser instruida sobre la dis-
ponibilidad de la vacunacion. Un incremento en rubéola IgG denota una
infeccion aguda y diferencia a la rubéola de otras enfermedades exan-
tematosas. Una mujer embarazada con infeccion actual de rubéola debe
ser aconsejada sobre las consecuencias de una infeccion congénita.

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

El antigeno de rubéola purificado esta cubierto sobre la superficie de los
micro pozos. El suero diluido del paciente es agregado a los depositos,
y el anticuerpo especifico de rubéola IgG, si se encontrara presente, se
adhiere al antigeno. Todos los materiales no adheridos son lavados para
su retiro. Después de agregar el conjugado de enzima, éste se adhiere
al complejo del antigeno-anticuerpo. El exceso de conjugado de enzima
es lavado para su retiro y el substrato y cromoégeno es agregado. La
reaccion catalitica del conjugado de enzima es detenida a un tiempo es-
pecifico. La intensidad del color generado es proporcional a la cantidad

de anticuerpo especifico de IgG en la muestra. Los resultados son in-
terpretados por un lector de micro-elisas comparados de una manera
paralela con un calibrador y controles.

REACTIVOS

Materiales abastecidos con el equipo de prueba:

1. Placa de micropozos cubiertos de antigeno Rubéola purificado con
96 pozos.

2. Enzima Conjugada. 1 Frasco

3. Calibrador Negativo. 0 Ul/mL. 1 Vial

4. Calibrador Cut-off. 15 Ul/mL. 1 Vial indice de Rubéola G = 1.0

5. Calibrador Positivo. 30 Ul/mL. 1 Vial

6. Calibrador Positivo. 100 Ul/mL. 1 Vial

7. Control Negativo. Rango Indicado en la etiqueta. 1 vial

8. Control Positivo. Rango indicado en la etiqueta. 1 Vial

9. Concentrado de lavado 20x. 1 Frasco

10. Diluyente de muestra. 1 Frasco

11. TMB substrato cromogénico. 1 Frasco

12. Solucion de paro. 1 Frasco

ALMACENAJE Y ESTABILIDAD

1. Almacenaje del equipo de 2 a 8 °C.

2. Siempre mantenga los micropozos herméticamente sellados en la
bolsa con el desecante. Recomendamos que use hasta agotar todos
los pozos dentro de las 4 semanas después de la apertura inicial de
la bolsa.

3. Los reactivos son estables hasta la fecha de expiracion del equipo.

4. No exponer los reactivos al calor, sol o luz fuerte durante el alma-
cenaje 0 uso.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES PARA LOS USUARIOS

1. Materiales potencialmente bio-peligrosos: Los calibradores y con-
troles contienen componentes de origen humano que han sido pro-
bados y se han encontrado no reactivos para el antigeno de super-
ficie de hepatitis B asi como el anticuerpo de HIV con los reactivos
autorizados por la FDA. Sin embargo, como con cualquier método
de prueba no se puede ofrecer una completa seguridad de que los
virus VIH, Hepatitis B u otros agentes infecciosos estén ausentes,
estos reactivos deben manejar el Nivel 2 de Bio seguridad, como
es recomendado en los Centers for Disease Control / National Insti-
tutes of Health manual, “Biosafety in Microbiological and Biomedical
Laboratories”. 1984

2. No pipetear con la boca, no fumar, comer o beber en las areas en
que las muestras o equipos son manejados.

3. Se entiende que los componentes en este equipo son para el uso de
una unidad integral. Los componentes de diferentes lotes no deben
mezclarse.

4. Estos productos contienen componentes preservados con azida de
sodio. La azida de sodio puede reaccionar con el plomo y cobre
de las cafierias para formar una azida metalica explosiva. En dis-
posicién, vacié con un gran volumen de agua.
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RECOLECCION Y MANEJO DEL ESPECIMEN

1. Recolecte muestras sanguineas y separe el suero.

2. Los especimenes pueden ser refrigerados a 2-8 °C por hasta sie-
te dias o congelados por hasta seis meses. Evite el congelado y
descongelado repetitivo de la muestra de suero.

3. Silarubéola es clinicamente sospechada, un espécimen de sangre
debe ser tomado en un tiempo de tres dias después del comienzo de
una erupcion cutanea y un segundo espécimen debe ser tomado al
menos dos semanas después. Pruebe ambos sueros para el anticu-
erpo simultaneamente.

PREPARACION PARA EL ENSAYO

1. Prepare amortiguador de lavado 1x. Prepare el amortiguador de
lavado al agregar agua destilada o desionizada al concentrado de
lavado 20x para obtener un volumen final de 1 litro.

2. Ponga todos los especimenes y reactivos del equipo de prueba a
temperatura ambiente (20 - 25°C) y mezcle suavemente.

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

1. Poner el nimero deseado de tiras recubiertas en el soporte.

2.  Prepare la dilucion 1:40 de las muestras de prueba, control negativo,
control positivo y calibrador al agregar 5 pL de la muestra a 200 pL
del diluyente de muestra. Mezcle bien.

3. Vierta 100 pL de suero diluido, calibrador, y controles en los dep0si-
tos apropiados. Para el blanco de reactivo, vierta 100 pL de diluyente
de muestra en la posicion del pozo A1. Mezcle e incube por 30 minu-
tos a temperatura ambiente.

4. Retire el liquido de todos los depésitos y repita el lavado tres veces
con el amortiguador de lavado.

5. Vierta 100 pL de enzima conjugada a cada pozo e incube por 30
minutos a temperatura ambiente.

6. Retire el conjugado de enzima de todos los pozos. Repita el lavado
3 veces con el amortiguador de lavado.

7. Vierta 100 pL de TMB substrato cromogénico a cada pozo e incube
por 15 minutos a temperatura ambiente.

8. Agregue 100 pL de solucion de paro para detener la reaccién. Nota:
Asegurese que no existan burbujas de aire en cada pozo antes de
la lectura.

9. Leaa450 nm D.O. con un lector de micro-pozos.

CALCULO DE RESULTADOS

1. Calcule la media del valor Xc del calibrador duplicado.

2. Calcule la media del control positivo, el control negativo y las
muestras del paciente duplicados.

3. Calcule el indice de Rubéola IgG de cada determinacion al dividir los
valores de la media de cada muestra entre el valor Xc de la media
del calibrador.

Ejemplo de Resultados Tipicos:

Calibrador de Cut-off indice Rubéola G =1.0
D.O. Calibrador = 0.650, 0.634

D.O. Muestra del Paciente = 1.201, 1.253
indice de Rubéola G = 1.227 / 0.642 = 1.91

Xc=0.642
Xs=1.227

CALCULO CUANTITATIVO DE RUBELLA IgG

Para un calculo cuantitativo de los niveles anti-Rubéola IgG de espe-
cimenes positivos en Ul/mL, D.O. de los calibradores positivo y Cut-off
esta trazado sobre el eje Y en la grafica comparado con su concentracion
anti- Rubéola IgG correspondiente de 0, 15, 30 y 100 Ul/mL sobre el eje
X. Los calculos de los niveles en los sueros de los pacientes son leidos de
la grafica utilizando sus valores D.O. individuales. Por ejemplo:
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CONTROL DE CALIDAD

La corrida de la prueba podria ser considerada valida siempre y cuando

los siguientes criterios sean cumplidos:

1. Elvalor D.O. del blanco de reactivo comparado con aire de un lector
de micro ELISA 'y ser menor de 0.150.

2. Si el valor D.O. del Calibrador es menor de 0.250, la prueba no es
valida y debe ser repetida.

3. Elindice Rubéola G para el Control Positivo y Negativo debe encon-
trarse en el rango descrito en las etiquetas.

INTERPRETACION

NEGATIVO: El indice Rubéola G menor de 0.90 es seronegativo para el
anticuerpo IgG para el virus de Rubéola. (< 13 IU/mL)
INDETERMINADO: indice Rubéola G entre 0.91-0.99 es equivoco. La
prueba debe ser repetida.

POSITIVO: indice de Rubéola G de 1.00 o mayor, o el valor de Ul es
mayor a 15 es seropositivo. Esto indica una exposicion previa al virus de
la Rubéola.(>15 1U/ml).

Cambio significativo en el nivel de anticuerpo:

La proporcién entre el indice de Rubéola G de muestra convelescen-
te y la de la muestra de pre-vacunacion debe ser mayor de 1.5 para
sugerir una elevacion significante en el nivel de anticuerpo.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

1. Una sola muestra de suero no puede ser utilizada para determinar
una infeccién reciente.

2. Un espécimen de suero tomado en una etapa temprana durante una
fase aguda de infeccion podria contener bajos niveles de anticuerpo
IgG y presentar un resultado de indice de Rubéola G negativo.

3. Aligual que otros ensayos serologicos, los resultados de estos en-
sayos deben ser utilizados junto con la informacién disponible de una
evaluacion clinica y otros procedimientos diagndsticos.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

PRECISION

La precision del ensayo (analisis) fue evaluada por medio de la prueba de
tres diferentes sueros de ocho réplicas durante 3 dias. ElI C.V. de intra-
ensayo y el inter-ensayo estan resumidos enseguida:

Negativo  Positivo Bajo Positivo
Intra-ensayo 9.1% 8.5% 6.4%
Inter-ensayo 10.5% 8.9% 7.5%

2



REFERENCIAS

1. Gravell, M. P.H. Dorcett, O. Gutenson, and A.C. Ley. Detection of antivody
to rubella virus by enzyme-lynked immunosorbent assay. J. Infect. Dis.
136:S300, 1977.

2. Hermann, K.L. Rubella virus. Manual of Clinical Microbiology, 3rd. Edition.
Lennette, Balows, Hausler, Truant (ed.) Chapt. 86:862, 1980.

3. Katz, S.L. Rubella (German measles). Zinssmer Microbiology, 18 th Edition.
Jolik, Willett, Amos (ed.) Chapt 75:1067, 1985

[I)IagHQ_STl(SIﬂ FABRICADO POR:
S18i5ns i INTERNATIONAL IMMUNO-DIAGNOSTICS
— 1155 CHESS DRIVE No. 121

7%%@ FOSTER CITY, CA 94404 USA

*Rapida solucion a tus necesidades clinicas”



