HIV 1+2

Analisis ELISA HUMAN para Anticuerpos al
Virus de Inmunodeficiencia Humana (HIV)
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Introduccion

Datos epidemiolégicos indican que el Sindrome de la Inmuno-
deficiencia Adquirida (SIDA), es causado por virus que son trans-
mitidos por contacto sexual, por exposicién a sangre contaminada o
hemoderivados, o transmitido de una madre infectada al feto durante
el embarazo.

Al menos dos tipos de virus que difieren en su serologia y constitucion
genética han sido implicados como causantes de este sindrome, y se
conocen como Virus de la Inmunodeficiencia Humana tipo 1y 2.

El Analisis ELISA Human HIV 1+2 se ha desarrollado para detectar
anticuerpos al VIH 1y 2 en suero y plasma. Su indicacion de uso es la
identificacion de muestras potencialmente infectadas y prevenir el
empleo de material donante.

Los resultados de testos efectuados con un cierto numero de
muestras indican que se pueden detectar también anticuerpos contra
VIH 1 subtipo O con este andlisis.

Principio

Micropocillos de ELISA son recubiertos con péptidos sintéticos (Pépt)
y antigeno recombinante (rAg). Los péptidos gp41, gp36 y p24 gag
representan regiones immunodominantes de los virus VIH 1 y 2.
Durante la incubacién, Anticuerpos VIH especificos (anti-VIH IgG e
IgM), presentes en muestras de pacientes y en el control positivo, se
unen a los péptidos inmovilizados y antigeno recombinante. Después
de una etapa de lavado los anticuerpos unidos son detectados por
medio de un conjugado, consistente en la enzima peroxidasa (HRP)
marcada con anticuerpo anti-inmunoglobulina humana (anti-lg
Ab/HRP).

Pept HzOzI TMB
* anti-HIV Ig * anti-lg Ab/HRP ———— color amarillo
rAg

La peroxidasa del resultante complejo inmune tipo sandwich reacciona
en un paso siguiente con H,O,/TMB formando un compuesto
coloreado amarillo después de detener la reaccion por adicién de
acido sulfurico. La intensidad del color, la cual es proporcional a la
concentracion de anticuerpos especificos anti VIH en la muestra y
control, se lee a 450 nm.

Reactivos y Contenidos

1. 12 Tiras de Micropocillos
8 pocillos en cada tira, recubiertos con péptidos
sintéticos y antigeno recombinante (E. coli)

2. 30ml Buffer de Dilucién IgG (tapa blanca)
Listo para el uso pH7.3+0.1
Buffer TRIS 10 mmol/l
Suero Animal (caballo, ternero) 10 % (vIv)
Tween 20 0.1 % (v/v)
3. 100 ml  Solucién de Lavado (tapa blanca)
Concentrado para 1000 ml aprox. pH7.3+0.1
Buffer TRIS 10 mmol/l
Cloruro de Sodio 1754/l
Tween 20 0.1 % (v/v)
4. 1ml Control Negativo (tapa verde)

listo para el uso
suero humano inactivado, negativo para anticuerpos
anti-VIH, negativo HBsAg

5. 0.75ml Control Positivo (tapa roja)
listo para el uso
suero humano inactivado, positivo para anticuerpos
anti-VIH,negativo HBsAg (potencialmente infeccioso)

6. 0.25ml Conjugado (tapa blanca)
Solucién concentrada pH7.3x0.1
mezcla de anticuerpos anti-IlgG e IgM humanas (oveja),
marcados con HRP

7. 2ml Solucion TMB (tapa verde)

solucion concentrada en DMSO/acetona

3,3', 5,5'-Tetrametilbenzidina 0.01 mol/l
8. 30ml Buffer Substrato (tapa verde)

listo para el uso pH4.0+0.1

Buffer Citrato 0.2 mol/l

Perdxido de Hidrogeno 3 mmol/l
9. 12ml Solucion de detencion (tapa negra)

lista para el uso pH1.00+0.1

Acido Sulfurico 1 mol/l
(R36/38), X;irritante
Precaucion: El Acido Sulfurico irrita los ojos y la piel. Mantener fuera
del alcance de los nifios. Evitar el contacto con la piel, los ojos y
membranas mucosas. En caso de contacto, enjuagar vigorosamente
con abundante agua y consultar al médico.

10. 1 Porta Tiras de Micropocillos

Los siguientes preservativos estdn contenidos en los reactivos
mencionados:

0,01 % Gentamicina en N° 8

0,01 % Timerosal en N° 3

0,095 % (p/v) Azida de Sodio en N° 4,5

0,095 % (v/v)  Fenol en N° 2,6
Notas de Seguridad

Manipular todos los reactivos y muestras cuidadosamente. Usar ropa
protectora y guantes desechables. No ingerir los reactivos y evitar
contacto con los 0jos, la piel y membranas mucosas.

Todas la muestras de pacientes y controles deberian manipularse
como potencialmente infecciosos. El control positivo ha sido inactivado
con calor y detergente pero aun asi deberia tratarse como
potencialemente infeccioso.

Todos los materiales contaminados con muestras o controles deben
ser inactivados por autoclavado (60 minutos a 121°C) o por inmersion
en solucién hipoclorito de sodio (5 %) durante 60 minutos por lo
menos.

La Solucion TMB (7) contiene DMSO, el cual es agresivo con la piel.
En caso de contacto, enjuagar vigorosamente con abundante agua y
consultar al médico.

Estabilidad
Los reactivos son estables hasta la fecha establecida mientras se
almacenen entre 2y 8 °C.

Preparacion de Reactivos

Todos los reactivos deben estar a temperatura ambiente antes
de su empleo.

Reactivos no en uso deberian ser siempre almacenados a 2...8°C.

Solucién de Lavado de trabajo (3a)

Diluir solucién de lavado (3) 1 + 10 con agua destilada o desionizada
frescay libre de gérmenes

Por ejemplo : 100 mi(3) + 1000 ml .

Estabilidad: 1 semanaentre 2y 8 °C.

Solucién Conjugado de trabajo (6a)

Diluir el Conjugado (6) exactamente 1 + 100 con Buffer de Dilucién
(2), por €.10 pl (6) y 1 ml (2) (suficiente para 1 tira). Preparar esta
solucion al menos 15 minutos antes de su uso mezclando bien.
Estabilidad: 8 horas a 15...25°C.

Solucién Substrato de trabajo (7a)

Diluir Soluciéon TMB (7) 1 + 10 con Buffer Substrato (8), por ej.
100 pl (7) + 1 ml (8) (suficiente para 1 tira). Preparar esta solucién al
menos 15 minutos antes de su uso mezclando bien.

Estabilidad: 8 horas a 15...25°C.

Nota: Se recomienda almacenar en la oscuridad. Evitar contacto con
la piel y objetos metalicos.

Tiras de Micropocillos (1)

Las tiras de micropocillos estan envasadas en bolsas plasticas
selladas al vacio con un desecante. Antes de abrir, las tiras deben
estar a temperatura ambiente. Inmediatamente después de remover
las tiras que se usaran, deben reenvasarse las remanentes en la bolsa
plastica con el desecante y aimacenadas entre 2 y 8 °C.



Muestras

Suero o plasma.

Muestras pueden almacenarse hasta por 7 dias de 2...8 °C o por mas
largo tiempo a -20 °C. Congelar y descongelar solamente una vez.

No usar muestras inactivadas con calor y detergente.

Procedimiento

Seguir el procedimiento exactamente como se describe. Particu-
larmente criticas son las etapas de lavado.

Llevar todos los reactivos y muestras a temperatura ambiente
antes del uso. Al comenzar el andlisis deberian registrarse las
muestras y controles en la hoja provista en el estuche para este fin.
Seleccionar el numero requerido de micropocillos (1) y colocarlos en el
portaplaca (10).

Asegurarse de una correcta transferencia de calor durante los 60
minutos de incubacién a 37 °C. Poner los micropocillos sobre un
papel absorbente humedo y precalentado en el termoblock del
incubador.

Etapa 1
1. Lavar los micropocillos inmediatamente antes del uso
agregando
400yl Solucién de Lavado de trabajo (3a) por pocillo.
Incubar por 30 segundos. Aspirar y eliminar cuidado-
samente. Remover liquido remanente invirtiendo los
micropocillos sobre papel absorbente.
2. Pipetear
100 yI  Buffer de Dilucién (2) en todos los pocillos
3. Agregar
20 pl Control Negativo (4) a pocillos B1/C1/D1
20 pl Control Positivo (5) a pocillos E1/F1
20 pl Muestras de pacientes a pocillos remanentes
Cuando se empleen pipetas, aspirar controles y mue-
stras al menos dos veces para homogenizar la solucion
o tener cuidado de mezclar bien por agitacion.
4. Incubar
30min. a37°C
5. Preparar Solucién Conjugado de trabajo (6a).
6. Aspirar y eliminar el contenido de los pocillos en una
solucion de Hipoclorito al 5 %, y agregar
400 yI  Solucién de Lavado de trabajo (3a).
Después de 30 segundos aspirar y eliminar nueva-
mente repitiendo este lavado 4 veces.
Si se emplea un lavador automatico (por ejemplo
Humawasher), cebar el lavador con Solucién de Lavado
de trabajo (3a) y lavar los micropocillos 5 veces.
Asegurarse que el lavador llena todos los pocillos
completamente y aspira completamente después de 30
segundos (liquido remanente < 10 ul)!
i No reducir el tiempo de absorbancién y el numero
de ciclos de lavado!
Remover el liquido remanente colocando la placa
invertida sobre papel absorbente.

Etapa 2
1. Dispensar
100 yI  Solucion Conjugado de trabajo (6a) en todos los
pocillos
2. Incubar
15 min. a37°C
3. Preparar Solucién Substrato de trabajo (7a).
4. Lavar los pocillos 5 veces como se describe en Etapa 1
N° 6
Etapa 3
1. Dispensar
100 yI  Solucion Substrato de trabajo (7a) en todos los
pocillos
2. Incubar

15 min. en la oscuridad a temperatura ambiente (20...30°C).
3. Dispensar
100 yI  Solucion de Detencién (9) en todos los pocillos
4. Medir la absorbancia antes de 30 min. contra Blanco A1
a
450 nm usando una longitud de referencia entre 620 and 690
nm (si esta disponible)

Nota: Es aconsejable usar pipetas de 8 canales para los pipeteos en
etapas 2 y 3 para minimizar tiempos de demora entre los pocillos.
Emplear puntas separadas para diferentes reactivos.

Calculos
Calcular la absorbancia promedio de los controles negativo (MNC) y
positivo (MPC) a 450 nm:

MNC = {Ass (B1) + Auso (C1) + Asso (D1)}: 3
MPC = {Ass (E1) + Asso (F1)}: 2

Calculo del Punto de Corte o Valor Cut-off (COV)
COV =MNC +0.300

Validacion del analisis
Los resultados del analisis son validos si se cumplen los siguientes
criterios :

1. MNC < 0.150
2. MPC > 1.000

Interpretacion de Resultados

Muestras con valores de absorbancia A, > COV se consideran
reactivas para anticuerpos anti-VIH.

Muestras con valores de absorbancia A < 0.9 x COV se consideran
negativas para anticuerpos anti-VIH.

Muestras con valores de absorbancia A.s entre 0.9 x COV y COV son
equivocas.

Muestras reactivas o equivocas deberian ser reanalizadas. Si sus
resultados son repetidamente reactivos o equivocos, deberian ser
sometidas a un analisis de confirmacién (W estern Blot).

A pesar de su alta especificidad, tipica de inmunoensayos, pueden
encontrase en raras oportunidades resultados falsos positivos, (ver
Limitaciones).

Este analisis no entrega indicacién alguna acerca de si los anticuerpos
en muestras reactivas estan dirigidos contra VIH 1 o 2. Pueden ser
necesarios analisis adicionales para distinguir entre los dos virus.
Ausencia de anticuerpos VIH no excluye absolutamente una infeccion
VIH.

Limitaciones

Muestras séricas que contienen factores reumatoides, altos niveles de
inmuno complejos o anticuerpos IgM naturales multirreactivos en caso
de enfermedades infecciosas crénicas pueden  producir
ocasionalmente resultados falsos positivos.
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