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El sistema de pruebas ELISA Cytomegalovirus (CMV) IgM de ZEUS es un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) para la deteccion cualitativa de
anticuerpos de tipo IgM contra el citomegalovirus (CMV) en suero humano. El sistema de pruebas estd disefiado para la evaluacién de evidencias seroldgicas de

infeccidn primaria o reactivada por CMV. Este producto no esta homologado por la FDA (agencia estadounidense de alimentacion y farmacia) para su uso en pruebas
de deteccidn selectiva de donantes de sangre o plasma. Esta prueba esta concebida exclusivamente para uso diagndstico in vitro.

Las infecciones por citomegalovirus (CMV) son generalizadas y habitualmente asintomaticas; sin embargo, el virus puede persistir en el organismo en forma de
infeccidn latente o crénica (1). La incidencia relativamente alta y la naturaleza a menudo grave de la enfermedad en recién nacidos y pacientes inmunodeprimidos
demuestran claramente que este agente es un patégeno importante en el ser humano (2 - 4). Los cientificos clasifican las infecciones por CMV de la siguiente manera:

Congénitas - Adquiridas antes del nacimiento.
Perinatales - Adquiridas durante el nacimiento.
Posnatales - Adquiridas después del nacimiento.

Los profesionales sanitarios deben proceder con cautela al realizar pronésticos en los lactantes con infeccién congénita que estdn asintomaticos en el momento del
nacimiento. Del 10% al 25% de los lactantes pueden desarrollar posteriormente hipoacusia (7). Del 5% al 10% de los lactantes pueden mostrar diversos grados de
retraso mental y trastornos motores del sistema nervioso central (5). Los estudios indican que la incidencia de infeccién congénita por CMV es del 0,5% al 2,5%. Por lo
tanto, es importante documentar meticulosamente los efectos a largo plazo de la infeccidén intrauterina (8).

Los lactantes con infeccion perinatal comienzan a excretar CMV de 3 a 12 semanas después del parto y, con raras excepciones, permanecen asintomaticos (9). La
adquisicion de las infecciones posnatales por CMV puede tener lugar por estrecho contacto con personas que eliminan el virus (2). Se ha aislado el CMV en la saliva, la
orina, la leche materna, las secreciones cervicales y el semen. Por consiguiente, la transmision del virus puede producirse por diversos mecanismos (6 - 8). La
transmisidn sexual del virus parece contribuir a la adquisicion del virus por adultos jévenes (10). Aunque la edad a la que se adquiere la infeccién por CMV varia con el
estado socioecondmico, sélo del 10% al 15% de los nifios de Estados Unidos son seropositivos. Sin embargo, a los 35 afios de edad cerca del 50% de la poblacién es
seropositiva (2 - 4).

La mayoria de las personas que contraen infecciones posnatales por CMV permanecen asintomaticas (2 - 4). En un pequefio porcentaje de sujetos se desarrollara un
sindrome de mononucleosis infecciosa con anticuerpos heteréfilos negativos. La mononucleosis por CMV se caracteriza por fiebre, letargo y linfocitosis atipica,
mientras que en la mononucleosis infecciosa inducida por el virus de Epstein-Barr las caracteristicas clinicas mas destacadas son faringitis, adenopatia linfatica y
esplenomegalia (11 - 12).

En los pacientes inmunodeprimidos, las infecciones por CMV son frecuentes, a menudo por reactivacion de una infeccién latente, y pueden poner en peligro la vida (2
- 4). Pertenecen a este grupo de pacientes los receptores de aloinjertos, los pacientes con cancer y los pacientes con sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA)
(4, 13 y 15). Las manifestaciones clinicas de la enfermedad por CMV en pacientes inmunodeprimidos son variables, desde una mononucleosis por CMV a neumonia,
hepatitis, pericarditis y encefalitis (4).

Las infecciones por CMV pueden desarrollarse después de transfusiones sanguineas, y el riesgo de infeccion aumenta con el nimero de donantes y el volumen de
sangre transfundido (4). Los receptores seronegativos pueden contraer la infeccién primaria a través de la sangre de un donante seropositivo. En receptores
seropositivos puede reactivarse una infeccion latente. La mayoria de las infecciones por CMV adquiridas por transfusién son subclinicas o se caracterizan por una
mononucleosis por CMV (2 - 4). Sin embargo, en grupos especificos de pacientes, la infeccion primaria por CMV adquirida por transfusion puede causar una
morbilidad y una mortalidad considerables. Se trata de pacientes inmunodeprimidos entre los que se encuentran los lactantes prematuros, las mujeres embarazadas,
los pacientes con céncer y los receptores de trasplantes (4 - 14). En estos pacientes, las infecciones por CMV adquiridas por transfusiéon pueden prevenirse
transfundiendo Unicamente sangre de donantes seronegativos a receptores seronegativos (4 - 14).

Los procedimientos seroldgicos que determinan los anticuerpos IgG contra el CMV pueden facilitar el diagndstico de infeccion por CMV si se analizan al mismo tiempo
sueros en fase aguda y en fase de convalecencia y se demuestra seroconversiéon o una elevacién significativa del titulo de anticuerpos (15). Ademas, los
procedimientos seroldgicos pueden facilitar la prevencion de la infeccion por CMV adquirida por transfusién al evaluar el estado serolégico de los donantes y los
receptores (4 - 14).

La produccidn de los anticuerpos de clase IgM comienza durante las 2 - 3 primeras semanas de la infeccion por el CMV y sélo estan presentes de forma transitoria en
la mayoria de los pacientes (16, 17). Los procedimientos seroldgicos que determinan la presencia de anticuerpos IgM permiten diferenciar las infecciones primarias
de las recidivantes. En estas ultimas es rara la presencia de anticuerpos IgM (16).

Los anticuerpos de alta afinidad de tipo 1gG antiCMV que estén presentes en una muestra pueden interferir en la deteccidon de anticuerpos especificos de tipo IgM
(18,23). Debido a su alta afinidad, los anticuerpos de tipo 1gG pueden tener preferencia para fijarse al antigeno del CMV, lo que puede producir resultados negativos
falsos de anticuerpos de tipo IgM (18). Ademas, si esta presente el factor reumatoide junto con IgG especifica del antigeno, ambos pueden fijarse entre si, lo que
produciria resultados positivos falsos de anticuerpos de tipo IgM (19). Estos dos problemas pueden evitarse si se elimina la inmunoglobulina IgG de la muestra antes
de analizarla para detectar la presencia de anticuerpos de tipo IgM (20-23). Los cientificos han utilizado varios métodos diferentes para separar los anticuerpos de
tipo 1gG. Entre dichos métodos se incluye el filtrado mediante gel (20), la absorcidn con proteina A (21), la cromatografia de intercambio de iones (22), y la
precipitacion de la inmunoglobulina 1gG con suero de anti-IgG humana (23).

El sistema de pruebas ELISA CMV IgM de ZEUS esta disefiado para detectar anticuerpos de tipo IgM contra CMV en suero humano. La creacién de los pocillos
sensibilizados de las tirillas de micropocillos de plastico se llevéd a cabo mediante adsorcidn pasiva con antigeno IgM del CMV. El procedimiento de la prueba
comprende tres pasos de incubacion:

1. Lossueros de la prueba se diluyen con el diluyente de muestra que se proporciona. El diluyente de muestra contiene anti-IgG humana, la cual precipita y elimina
la 1gG y el factor reumatoide de la muestra, de forma que la IgM pueda reaccionar libremente con el antigeno inmovilizado. Durante la incubacion de la
muestra, los anticuerpos de tipo IgM especificos del antigeno presentes en la muestra se fijaran al antigeno inmovilizado. La placa se lava para eliminar el
anticuerpo no fijado y otros componentes séricos.

2. Se agrega anti-lgM humana de cabra conjugada con peroxidasa a los pocillos y se incuba la placa. El conjugado reaccionara con el anticuerpo de tipo IgM
inmovilizado en la fase sélida del paso 1. Se lavan los micropocillos para eliminar el conjugado que no se haya fijado.

3. Los micropocillos que contienen conjugado de peroxidasa inmovilizado se incuban con solucién de sustrato de peroxidasa. La hidrdlisis del sustrato por la
peroxidasa produce un cambio de color. Transcurrido un tiempo, se detiene la reaccién y se mide fotométricamente la intensidad del color de la solucidn. La
intensidad del color de la solucion depende de la concentracion de anticuerpos en la muestra original analizada.
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Materiales suministrados:
Cada sistema de pruebas contiene los siguientes componentes en cantidad suficiente para realizar el nimero de pruebas indicado en la etiqueta del envase. NOTA:
los siguientes componentes contienen como conservante azida de sodio a una concentracién de <0,1% (p/v): controles, calibrador y diluyente para muestras.

PLATE 1 Placa: 96 micropocillos distribuidos en doce tirillas de 1x8 micropocillos recubiertos con péptido de cdpside 125 kD a partir de células inducidas P3-
" HR1 Las tirillas se suministran envasadas en un soporte y selladas en un sobre con desecante.
CONJ ) Conjugado: anti-IgM humana (especifica de la cadena p) de cabra conjugada con peroxidasa de rabano. Un vial de 15 ml con tapén blanco. Listo para
© usar.
CONTROL + 3. Control positivo (suero humano): un vial de 0,35 ml con tapén rojo.
CAL 4. Calibrador (suero humano): un vial de 0,5 ml con tapén azul.

CONTROL ‘ - 5. Control negativo (suero humano): un vial de 0,35 ml con tapdn verde.

SOLN

DIL SPE 6 Diluyente de la muestra: un frasco de 30 ml con tapén verde con Tween 20, albdmina sérica bovina y solucién salina tamponada con fosfato. Solucién
" de color purpura. Listo para usar.
SOLN TMB | 7. TMB: un frasco de 15 ml de color ambar con tapon ambar que contiene 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB). Listo para usar.

STOP | 8. Solucidn para detener la reaccién: un frasco de 15 ml con tapdn rojo con H2S04 1 My HCI 0,7 M. Listo para usar.

Tampédn de lavado concentrado (10X): diluir 1 parte del concentrado + 9 partes de agua desionizada o destilada. Un frasco de 100 ml con tapén

WASHBUF | 10X | 9. transparente que contiene solucién salina tamponada con fosfato concentrada 10X y Tween 20 (solucién azul). NOTA: la solucién 1X tendra un pH de
7,240,2.

NOTAS:

1. Los siguientes componentes no dependen del numero de lote del sistema de pruebas y se pueden usar indistintamente con cualquier sistema de pruebas
ELISA de ZEUS: TMB, solucion para detener la reaccion y tampoén de lavado.

2.  Elsistema de pruebas también contiene una etiqueta de componentes que contiene informacion especifica de lote dentro de la caja del sistema de pruebas.

1.  Para uso diagnéstico in vitro.

2. Se deben seguir las precauciones normales que se utilizan para manipular reactivos de laboratorio. En caso de contacto con los ojos, enjuague inmediatamente
con abundante agua y busque asistencia médica. Utilice ropa de proteccidn adecuada, guantes y proteccion para la cara/ojos. No inhale los vapores. Deshagase
de los desechos observando todas las normativas locales, regionales y nacionales.

3. Los micropocillos de la placa ELISA no contienen microorganismos viables. No obstante, considere las tirillas material con potencial riesgo bioldgico y
manipulelas de manera acorde.

4.  Los controles son material con potencial riesgo biolégico. Los materiales a partir de los cuales se obtuvieron estos productos resultaron negativos para el
antigeno del VIH-1, el HBsAg y para anticuerpos contra el VHC y el VIH por métodos de prueba homologados. Sin embargo, dado que ningiin método de prueba
puede ofrecer una garantia total de que no hay agentes infecciosos, estos productos deberdan manipularse con un Nivel de bioseguridad 2, tal como se
recomienda para cualquier muestra de sangre o suero humano potencialmente infeccioso en el manual de Biosafety in Microbiological and Biomedical
Laboratories (Bioseguridad en laboratorios microbioldgicos y biomédicos) de los Centros para el Control de Enfermedades / Institutos Nacionales de la Salud:
ultima edicién; y en la Norma de la OSHA sobre Patégenos que se transmiten en la sangre (36).

5. Para lograr resultados precisos, es esencial cumplir estrictamente los tiempos y temperaturas de incubacién especificados. Se debe dejar que todos los
reactivos alcancen temperatura ambiente (20-25 °C) antes de comenzar el ensayo. Los reactivos no utilizados deben devolverse a temperatura de refrigeracion
inmediatamente después de su uso.

6.  Un lavado inadecuado podria ocasionar resultados de falsos positivos o falsos negativos. Debe reducirse al minimo la cantidad de solucién de lavado residual (p.
ej., mediante secado o aspiracion) antes de afiadir el conjugado o el sustrato. No permita que los pocillos se sequen entre una incubacién y la siguiente.

7.  Eldiluyente para muestras, los controles, y el calibrador contienen azida sddica en una concentracion de <0,1% (p/v). Se ha descrito la formacién de azidas de
plomo o cobre a partir de la azida de sodio en tuberias de laboratorio, lo cual puede causar explosiones al martillear las tuberias. Para evitarlo, enjuague bien el
lavabo con agua después de eliminar las soluciones que contengan azida de sodio.

8.  Lasolucidn para detener la reaccién es TOXICA por inhalacién, por contacto con la piel o en caso de ingestién. Provoca quemaduras. En caso de accidente o si se
siente mal, solicite asistencia médica inmediatamente.

9.  Lasolucion de TMB es NOCIVA. Irritante para los ojos, el sistema respiratorio y la piel.

10. La solucién concentrada del tampdn de lavado es IRRITANTE. Irritante para los ojos, el sistema respiratorio y la piel.

11. Limpie el fondo de la placa de todo residuo de liquido o huellas de los dedos que puedan alterar las lecturas de la densidad dptica (DO).

12. Ladilucién o adulteracidn de estos reactivos puede generar resultados erréneos.

13. No utilice reactivos de otro origen o fabricante.

14. La solucién de TMB debe ser incolora o de color amarillo muy claro, verde muy claro o azul muy claro al utilizarla. La contaminacién de TMB con el conjugado u
otros oxidantes hard que la solucién cambie de color prematuramente. No utilice la soluciéon de TMB si tiene un color azul intenso.

15. Nunca pipetee con la boca. Evite el contacto de los reactivos y las muestras de pacientes con la piel y las membranas mucosas.

16. Evite la contaminacion microbiana de los reactivos. Esto puede ocasionar resultados incorrectos.

17. La contaminacién cruzada de reactivos y/o muestras podria ocasionar resultados erréneos.

18. Los instrumentos de vidrio reutilizables se deben lavar y enjuagar cuidadosamente para eliminar cualquier residuo de detergente.

19. Evite las salpicaduras o la formacion de aerosoles.

20. No exponga los reactivos a la luz intensa durante el almacenamiento o la incubacion.

21. Permita que las tirillas de micropocillos y su soporte alcancen la temperatura ambiente antes de abrir el sobre protector, a fin de evitar la condensacién en los
micropocillos.

22. Recoja la solucién de lavado en un lavabo de eliminacién. Trate la solucién de desecho con desinfectante (es decir: 10 % de lejia de uso doméstico - 0,5 % de
hipoclorito de sodio) Evite la exposicion de los reactivos a los vapores de la lejia.

23. Precaucion: neutralice cualquier desecho liquido con pH acido antes de agregarlo a la solucidn de lejia.

24. No utilice la placa ELISA si la tirilla indicadora del sobre de desecante ha cambiado de azul a rosado.

25. No permita que el conjugado entre en contacto con recipientes o instrumentos que hayan podido contener previamente una solucién que utilice azida de sodio
como conservante. Los residuos de azida de sodio pueden destruir la actividad enzimética del conjugado.

26. No exponga ninguno de los reactivos a soluciones que contengan lejia o a ningun olor fuerte de soluciones que contengan lejia. Los restos de lejia (hipoclorito

de sodio), incluso a nivel de trazas, pueden destruir la actividad biolégica de muchos de los reactivos incluidos en este sistema de pruebas.
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1.  Lector de micropocillos ELISA capaz de leer a una longitud de onda de 450 nm. NOTA: Se podra usar un lector de longitud de onda unica (450 nm) o doble
(450/620 - 650 nm). Es preferible la longitud de onda doble, puesto que el filtro de referencia adicional estd configurado para disminuir posibles
interferencias derivadas de anomalias capaces de absorber luz.

2.  Pipetas capaces de dispensar con exactitud entre 10 y 200 pl.

3. Pipeta multicanal capaz de dispensar con exactitud entre 50 y 200 pl.

4.  Depdsitos de reactivos para pipetas multicanal.

5. Frasco de lavado o sistema de lavado de micropocillos.

6.  Agua destilada o desionizada.

7.  Probeta graduada de un litro.

8.  Pipetas seroldgicas.

9.  Puntas de pipeta desechables.

10. Toallas de papel.

11. Crondmetro de laboratorio para controlar las etapas de incubacidn.

12. Recipiente para desechos y desinfectante (es decir: 10 % de lejia de uso doméstico - 0,5 % de hipoclorito de sodio)

Tirillas de micropocillos revestidos: vuelva a sellar inmediatamente las tirillas sobrantes con el secante y devuélvalas al lugar adecuado de
8°C almacenamiento. Una vez abiertas, las tirillas son estables durante 60 dias siempre y cuando las tirillas indicadoras del envase del desecante
Jﬂ’_ permanezcan de color azul.
2°C Conjugado: NO CONGELAR.
Sistema de pruebas, calibrador, control positivo, control negativo, TMB y diluyente para muestras sin abrir
\ Solucidn para detener la reaccién: 2 - 25°C
Jﬂr25 C Tampodn de lavado (1X): hasta 7 dias entre 20 y 25 °C o durante 30 dias entre 2y 8 °C.
2°C Tampon de lavado (10X): 2 - 25°C

1.  ZEUS Scientific recomienda que el usuario realice la recoleccidon de muestras conforme al documento M29 del Instituto de Estdndares Clinicos y de Laboratorio
(CLSI): Protection of Laboratory Workers from Infectious Disease (Proteccidon de los trabajadores de laboratorio frente a las enfermedades infecciosas).

2. Ningun método de prueba puede ofrecer una garantia completa de que las muestras de sangre humana no transmitiran infecciones. Por lo tanto, todos los
derivados de la sangre deben considerarse potencialmente infecciosos.

3. Con este ensayo solamente deben utilizarse sueros recién extraidos y debidamente refrigerados que se hayan obtenido mediante procedimientos homologados
de venopuncion aséptica (31, 32). No los utilice si se han agregado anticoagulantes o conservantes. Evite utilizar sueros hemolizados, lipémicos o contaminados
con bacterias.

4.  Almacene la muestra a temperatura ambiente durante un lapso no superior a las 8 horas. Si la prueba no se realiza dentro de las 8 horas, el suero puede
almacenarse a entre 2 - 8° C, durante un lapso no superior a las 48 horas. Si tiene previsto retrasar la realizacién de la prueba, conserve los sueros de la prueba a
—20 °C o a temperaturas inferiores. Evite multiples ciclos de congelacion/descongelacion que puedan ocasionar la pérdida de actividad de los anticuerpos y dar
lugar a resultados erréneos. Es responsabilidad del laboratorio individual usar todas las referencias disponibles o sus propios estudios para determinar los
criterios de estabilidad para su laboratorio (24).

1.  Retire los componentes individuales del kit del almacenamiento y permita que alcancen la temperatura ambiente (20 - 25 °C).

2 Determine el nimero de micropocillos necesarios. Calcule seis determinaciones de control o calibrador (un blanco de reactivo, un control negativo, tres
calibradores y un control positivo) por serie. En cada prueba se debe analizar un blanco de reactivo. Compruebe que las configuraciones de controles y
calibrador sean correctas en los requisitos del programa y del lector. Devuelva las tirillas no usadas a la bolsa resellable con desecante, séllela y devuélvala a su
almacenamiento entre 2y 8 °C.

EJEMPLO DE CONFIGURACION DE LA PLACA
1 2
A Blanco Paciente 3
B Control negativo Paciente 4
C Calibrador etc.
D Calibrador
E Calibrador
F Control positivo
G Paciente 1
H Paciente 2

3. Prepare una dilucién 1:21 (por ejemplo: 10 pl de suero + 200 pl de diluyente para muestras) del control negativo, del calibrador, del control positivo y de cada
suero de paciente.

4. A cada micropocillo se afiaden 100 pl de cada control diluido, calibrador y muestra de paciente. Compruebe que las muestras estén bien mezcladas. Utilice una
punta de pipeta diferente para cada muestra.

5.  Afada 100 pl de diluyente para muestras al micropocillo A1 como blanco de reactivo. Compruebe que la configuracion del micropocillo del blanco de reactivo
sea correcta en los requisitos del programa y del lector.

6. Incube la placa a temperatura ambiente (20 - 25 °C) durante 25 + 5 minutos.

7.  Lave las tirillas de micropocillos 5 veces.

a.  Procedimiento de lavado manual:

1.  Agite la placa para eliminar el liquido de todos los micropocillos.

2. Llene cada micropocillo con solucién tampdn de lavado. Asegurese de que no queden burbujas de aire atrapadas en los micropocillos.

3. Repitalos pasos 1.y 2. para un total de 5 lavados.

4.  Agite la placa para eliminar la solucién de lavado de todos los micropocillos. Invierta la placa sobre una toalla de papel y dele unos golpes secos para
eliminar cualquier residuo de solucién de lavado de los micropocillos. Inspeccione visualmente la placa para asegurarse de que no queden residuos
de la solucion de lavado. Recoja la solucién de lavado en un recipiente desechable y tratela con desinfectante al final de la jornada de trabajo.

b.  Procedimiento de lavado automatico:

Si estd utilizando un sistema automatico de lavado, ajuste el volumen dispensado en 300-350 pl/micropocillo. Ajuste el ciclo de lavado para 5 lavados, sin

interrupcidén entre los mismos. En caso necesario, se puede extraer la placa de micropocillos del lavador, invertirla sobre una toalla de papel y golpearla

con firmeza para eliminar cualquier residuo de soluciéon de lavado de los micropocillos.
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10.
11.

12.
13.

14.

Agregue 100 pl de conjugado a cada micropocillo, incluido el micropocillo del blanco de reactivo, a la misma velocidad y en el mismo orden en que se agregaron
las muestras.

Incube la placa a temperatura ambiente (20 - 25 °C) durante 25 + 5 minutos.

Lave los micropocillos siguiendo el procedimiento descrito en el paso 7.

Agregue 100 pl de TMB a cada micropocillo, incluido el micropocillo del blanco de reactivo, a la misma velocidad y en el mismo orden en que se agregaron las
muestras.

Incube la placa a temperatura ambiente (20 - 25 °C) entre 10 y 15 minutos.

Detenga la reaccidn afiadiendo 50 pl de la solucién para detener la reaccién a cada micropocillo, incluido el micropocillo del blanco de reactivo, a la misma
velocidad y en el mismo orden en que se agregd la TMB. Las muestras positivas cambiaran de azul a amarillo. Después de agregar la solucién para detener la
reaccion, dé unos cuantos golpes secos a la placa para asegurarse de que las muestras estén bien mezcladas.

Ajuste la longitud de onda del lector de micropocillos a 450 nm y mida la densidad éptica (DO) de cada micropocillo con respecto al blanco de reactivo. Lea la
placa en los 30 minutos posteriores a la adicion de la solucién para detener la reaccidn.

PROCEDIMIENTO DE PRUEBA ABREVIADO
1. Diluya el suero 1:21.
2. Aiiada la muestra diluida al micropocillo - 100 pl/micropocillo.
3, ——— ¥ Incube durante 25 * 5 minutos.
4. Lave.
5. Afiada el conjugado - 100 pl/micropocillo.
6. =—————9p Incube durante 25 * 5 minutos.
7. Lave.
8. Afiada la TMB - 100 pl/micropocillo.
9, — ¥ Incube durante 10 - 15 minutos.
10. Aflada la solucién para detener la reaccion - 50 pl/micropocillo - Mezcle.
11. LEA en el transcurso de 30 minutos.

El calibrador se debe analizar por triplicado cada vez que se realiza esta prueba. También se deben incluir un blanco de reactivo, el control negativo y el control
positivo.
Calcule la media de los micropocillos de los tres calibradores. Si alguno de los tres valores difiere de la media mas del 15%, deséchelo y calcule la media de los
dos valores restantes.
El valor medio de la DO del calibrador, del control negativo y del control positivo deben quedar dentro de los intervalos siguientes:

Intervalo de DO

Control negativo <0,250
Calibrador >0,300
Control positivo > 0,500

a.  Elvalor de la DO para el control negativo dividido entre la media de la DO del calibrador debe ser < 0,9.

b.  Elvalor de la DO para el control positivo dividido entre la media de la DO del calibrador debe ser > 1,25.

c.  Sinose cumplen las condiciones anteriores, la prueba no se debe considerar vélida y se debe repetir.

Los controles negativo y positivo sirven para verificar fallos sustanciales de los reactivos, pero no aseguran la precision en el limite de referencia de la prueba.

Es posible analizar controles adicionales siguiendo las directrices o los requisitos de las normativas locales, regionales o nacionales, o de las organizaciones
acreditadas.

Consulte el documento C24 del CLSI: Statistical Quality Control for Quantitative Measurement Procedures (Control de calidad estadistico para procedimientos
de determinacién cuantitativa) para obtener informacidn sobre las practicas de control de calidad apropiadas.

Calculos

a.  Factor de correccion: El fabricante ha determinado un valor de DO como limite de referencia para las muestras positivas y lo ha correlacionado con el
calibrador. El factor de correccién (FC) permite calcular el limite de referencia de las muestras positivas. Asimismo, permite corregir las pequefias
variaciones cotidianas de los resultados de las pruebas. El factor de correccidn se determina para cada lote de componentes del kit y estd impreso en la
etiqueta de componentes que se encuentra en la caja del sistema de pruebas.

b.  Limite de referencia de la DO: Para obtener el limite de referencia de la DO, multiplique el FC por la media de la DO del calibrador determinado
anteriormente.
(FC x media de DO del calibrador = limite de referencia de la DO)

C. Valores indice/cocientes de DO: Calcule el valor indice/cociente de DO de cada muestra dividiendo su valor de DO por el limite de referencia de la DO del

paso b.
Ejemplo: DO media del calibrador = 0,793
Factor de correccién (FC) = 0,25
Limite de referencia de la DO = 0,793x0,25=0,198
DO de muestra desconocida = 0,432
Valor indice/cociente de DO de la muestra = 0.432 / 0,198=2,18

Interpretaciones: Los valores indice/cocientes de DO se interpretan como se indica a continuacién:

Valor indice/cociente de DO

Muestras negativas <0,90
Muestras dudosas 0,91-1,09
Muestras positivas >1,10

a.  Un cociente de DO < 0,90 indica que no se ha detectado una cantidad significativa de anticuerpos de tipo IgM contra CMV. Un resultado negativo indica
qgue no hay infeccidn actual ni reactivada por CMV. No obstante, las muestras que se obtienen demasiado temprano durante una infeccién primaria
pueden no tener niveles detectables de anticuerpos IgM. Si el profesional sanitario sospecha de la existencia de una infeccidn primaria, debera volver a
tomar otra muestra transcurridos siete dias para someterla a prueba en el mismo ensayo junto con la muestra original, a fin de determinar la
seroconversion.

b.  Un cociente de DO > 1,10 indica que se han detectado anticuerpos de tipo IgM especificos contra CMV. Un resultado positivo de la prueba indica una
infeccién primaria o reactivada por el CMV. Se considera que estas personas tienen riesgo de transmitir la infeccion por CMV, pero no son necesariamente
contagiosas en el momento actual.
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c.  Las muestras con cociente de DO en el margen de resultado dudoso (0,91-1,09) deberan volver a analizarse por duplicado. Documente cualesquiera dos de
los tres resultados que concuerden. Repita la evaluacion de las muestras dudosas utilizando un procedimiento seroldgico alternativo y/o repita la
evaluacion extrayendo otra muestra entre una y tres semanas mds tarde.

Un resultado negativo no descarta una infeccién primaria o reactivada por CMV.

Dado que los anticuerpos IgM especificos del CMV no suelen desarrollarse hasta que el paciente ha presentado signos clinicos de la enfermedad durante una
semana o mas, las muestras obtenidas demasiado pronto en el curso de una infeccidon primaria pueden no tener niveles detectables de IgM (33).

En pacientes inmunocomprometidos, la capacidad de producir una respuesta de los anticuerpos de tipo IgM puede verse dificultada, y los anticuerpos de tipo
IgM especificos contra el CMV pueden producir resultados negativos falsos durante una infeccion activa (15, 34).

Los anticuerpos de tipo IgM especifico contra el CMV pueden reaparecer durante la reactivacion de la infeccion por CMV (15, 17 y 33).

Los resultados del sistema de pruebas ELISA CMV IgM de ZEUS no constituyen un diagndstico por si mismos. Interprete los resultados de forma conjunta con la
situacion clinica del paciente y con los resultados de otros procedimientos de diagnéstico.

Los pacientes pueden continuar produciendo anticuerpos IgM especificos del CMV durante seis a nueve meses después de una infeccion primaria (15, 27 y 33).
El aislamiento del CMV en la orina o la presencia de anticuerpos IgM antiCMV durante la primera semana de vida suele proporcionar un diagnéstico fiable de
infeccidon congénita por CMV (35). Las muestras recogidas para aislamiento viral o para la deteccién de IgM antiCMV transcurrida la primera semana después del
nacimiento no deben utilizarse para diferenciar las infecciones congénitas de las adquiridas en el nacimiento o poco después del mismo (35).

Los anticuerpos de tipo IgG especifico contra el CMV pueden competir con los anticuerpos de tipo IgM por los sitios de union al antigeno y provocar resultados
negativos falsos. Si estd presente el factor reumatoide junto con los anticuerpos de tipo 1gG especificos del CMV pueden producirse resultados positivos falsos.
La etapa de incubacién con absorcién permite eliminar mas del 99% de la 1gG de las muestras de la prueba y reduce significativamente la incidencia de
resultados falsos.

Pueden producirse respuestas de anticuerpos IgM heterotipicos en pacientes infectados por el virus de Epstein-Barr que produzcan resultados positivos falsos
en los sistemas de pruebas CMV IgM ELISA.

La incidencia de infeccion por CMV varia con la edad, el lugar geogréfico, la conducta sexual y el estado socioeconémico (33). Sin embargo, el CMV es la causa mas
frecuente de infeccidn viral congénita (16, 33). En Estados Unidos, las infecciones en el momento del nacimiento afectan aproximadamente al 1% de los lactantes (16,
33). La IgM especifica del CMV suele desarrollarse después de que el paciente ha presentado signos clinicos de la enfermedad durante al menos una semana o mas
(33). La mayoria (83%) de los pacientes produce IgM de forma transitoria en las 16 semanas siguientes a la seroconversion (16). No obstante, algunos pacientes
pueden continuar produciendo IgM durante seis a nueve meses después de la seroconversién (15 - 17).

2.

Estudio comparativo

Se ha realizado un estudio para comparar el sistema de pruebas ELISA CMV IgM de ZEUS con otro sistema de pruebas ELISA comercial para la deteccién de
anticuerpos IgM anti-CMV. Se analizé un total de 101 muestras de suero, obtenidas de un laboratorio de referencia, mediante los dos métodos. Los resultados
se resumen a continuacion:

ELISA de referencia
Positivo Negativo Dudoso*
Sistema de pruebas ,5 ;)gSIattl;lv?) 225 616 ;
ELISA CMV IgM de ZEUS
ghide Dudoso* 3 0 0
Especificidad = 98,5% (66/67) Sensibilidad = 92,5% (25/27) Concordancia = 96,8% (91/94)

*Los resultados dudosos no se han incluido en los calculos de sensibilidad, especificidad y concordancia

Los resultados obtenidos con los dos procedimientos para las tres muestras no concordaron. Estas muestras se analizaron de nuevo mediante un tercer
procedimiento ELISA comercial para la deteccién de anticuerpos IgM y los resultados concordaron con los del sistema de pruebas ELISA de ZEUS.

Reproducibilidad

Con objeto de evaluar la variacién intraensayo e interensayos, varios técnicos analizaron seis muestras: dos muestras positivas fuertes, dos muestras cerca de la
zona limite y dos muestras negativas bajas. En cada uno de tres dias, un técnico analizéd cada muestra una vez al dia, ocho veces cada una, dando lugar a 24
puntos de prueba. Un responsable calculd el cociente de DO medio y el coeficiente de variacién de los datos resultantes. A continuacidn se presenta un
resumen de los resultados del experimento.

Intraensayo (n=8) Interensayos (n=3)
Serie 1 Serie 2 Serie 3
Cocier'1te % v Cocier.1te %V Cocier.1te %CV Cocier}te %V
medio medio medio medio

Suero 1 6,48 3,7 7,68 3,1 5,82 4,7 6,66 11,6
Suero 2 7,27 4,3 8,92 1,7 6,88 4,4 7,69 11,5
Suero 3 2,73 6,0 3,19 7,7 2,69 4,0 2,87 7,9
Suero 4 1,30 3,2 1,54 7,3 1,20 5,7 1,35 10,8
Suero 5 0,55 7,2 0,66 12,2 0,55 8,3 0,59 9,1
Suero 6 0,67 7,1 0,77 5,6 0,56 5,6 0,67 13,1

Reactividad cruzada

Se realizaron estudios para evaluar la posible interferencia con el método analitico por sueros que contienen factor reumatoide o anticuerpos antinucleares
(ANA). Se analizaron diez sueros positivos para el factor reumatoide con titulos de aglutinacién de latex entre 1:80 y 1:640 mediante el procedimiento ELISA
CMV IgM de ZEUS. Después de un pretratamiento con absorbente, los diez sueros fueron negativos con el procedimiento ELISA CMV IgM de ZEUS. Se analizaron
diez sueros positivos para ANA con titulos de IFA de 1:80 a 1:1280 mediante el procedimiento ELISA CMV IgM de ZEUS, de los cuales nueve fueron negativos. Un
suero con un titulo de ANA de 1:1280 fue débilmente positivo, pero también fue positivo con otro procedimiento CMV IgM ELISA. Estos estudios indican que la
interferencia del factor reumatoide y de los anticuerpos antinucleares con el procedimiento de la prueba es minima. Se analizaron sueros con titulos de IFA de
1gM contra el virus del herpes simple (VHS) (1:8 - 1:640) y contra el virus de la varicela-zéster (VVZ) (1:10 - 1:80) para valorar una posible reactividad cruzada con
el sistema de pruebas ELISA CMV IgM. Ninguno de los cinco sueros positivos para IgM anti-VHS y sélo uno de los nueve sueros positivos para IgM anti-VVZ
fueron positivos con el sistema de pruebas ELISA CMV IgM.
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