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Resumen

Introduccion. El virus de la hepatitis E (HEV) es probablemente la causa mas comtn de hepatitis
viral aguda en el mundo, valorandose que un tercio de la poblacion mundial ha estado infectada
por este agente. En Peru se desconoce la epidemiologia de la infeccion originada por este virus.
Objetivo. Determinar la seroprevalencia de anticuerpos anti-HEV en pacientes gestantes del
hospital San Bartolomé en Lima.

Métodos. Se estudiaron muestras de suero de 316 gestantes que fueron analizadas por anti-HEV
para ELISA (ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas).

Resultados. De las 316 muestras de gestantes, la frecuencia de seropositividad para el virus de la
hepatitis E fue de 14.5% (46/316); de estas, 0.3% (1/316) presentd IgM anti-HEV y 14.2%
(45/316), 1gG anti-HEV. De acuerdo al lugar de procedencia, las 47 gestantes seropositivas para
IlgG VHE vy las 3 gestantes seropositivas para IgM VHE tienen como procedencia Lima. De
acuerdo con la edad de las madres, las 47 gestantes seropositivas para 1IgG VHE, el 51,11 % (24
gestantes) presentan edades de 27 a 36 afios, de igual modo, de las 3 seropositivas para IgM VHE,
el 33.3% (1 gestante) presenta edad entre 15 a 26 afios.

Conclusiones. La seropositividad descrita indica una frecuencia alta de 14.5% en mujeres del
hospital Nacional Docente Madre Nifo “San Bartolomé” en periodo del mes de diciembre del

2018 a enero del 2019.

Palabras clave: Virus de la hepatitis E, seroprevalencia, gestante, anticuerpos.



Abstract

Introduction. Hepatitis E virus (HEV) is probably the most common cause of acute viral hepatitis
in the world, assessing that one third of the world's population has been infected by this agent. In
Peru, the epidemiology of the infection caused by this virus is unknown.

Objective. To determine the seroprevalence of anti-HEV antibodies in pregnant patients at the San
Bartolomé hospital in Lima.

Methods. Serum samples from 316 pregnant women were studied and analyzed by anti-HEV for
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay).

Results. Of the 316 samples of pregnant women, the seropositivity frequency for hepatitis E virus
was 14.5% (46/316); of these, 0.3% (1/316) presented anti-HEV IgM and 14.2% (45/316), anti-
HEV IgG. According to the place of origin, the 47 pregnant women seropositive for IgG VHE and
the 3 pregnant women seropositive for IgM VHE come from Lima. According to the age of the
mothers, the 47 pregnant women seropositive for [gG VHE, 51.11% (24 pregnant women) have
ages of 27 to 36 years, likewise, of the 3 seropositive for IgM VHE, 33.3% ( 1 pregnant woman)
has an age between 15 to 26 years.

Conclusions. The seropositivity described indicates a high frequency of 14.5% in women of the
National Mother Child Hospital "San Bartolomé" during the month of December 2018 to January

2019.

Keywords: Hepatitis E virus, seroprevalence, pregnant woman, antibodies.



INTRODUCCION

El virus de la hepatitis E (HEV) es probablemente la causa mas comun de hepatitis viral aguda en
el mundo, valorandose que un tercio de la poblacion mundial ha estado infectada por este agente.
En Per0 se desconoce la epidemiologia de la infeccion originada por este virus.

1.1 Descripcion y formulacion del tema

Descripcion

Las hepatitis virales son enfermedades infecciosas, agudas y contagiosas que causan dafio hepatico
y forman un problema de salud pdblica mundial. Los agentes que causan hepatitis viral por
transmision via fecal-oral son: el virus de la hepatitis A(VHA) y el virus de la hepatitis
E(VHE).(Sanchez Partidas & Gutiérrez Garcia, 2012)

El HEV esta catalogado en la familia Hepeviridae como unico miembro del género Hepevirus;
comprende un genoma de tipo ARN de cadena sencilla de sentido positivo de 7,5kb,
aproximadamente, que codifica tres marcos de lectura abierta, ORF1, ORF2 y ORF3(Open
Reading Frame, ORF).(Peléez et al., 2014)

El HEV es causante de mas del 50% de los casos hepatitis viral aguda en adultos en paises
endémicos y del 1% en paises no endémicos; sin embargo, la infeccion en las mujeres embarazadas
es particularmente grave en los paises de alta endemicidad con lo cual se ha informado que una
proporcidn significativa de las mujeres embarazadas con hepatitis E puede evolucionar a hepatitis
fulminante durante las epidemias, especialmente en el tercer trimestre, con una alta mortalidad de
15-20%.(Gu et al., 2015)

Segun las revisiones bibliograficas se ha encontrado que la prevalencia mas alta, existe en México,
considerado un pais endémico para HEV, con una prevalencia de 1,6% en mujeres gestantes, 6,3%

en voluntarios y 10,4% en adultos jovenes, mientras en paises de la region latinoamericana; son
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muy parecidos a los de Europa.(Echevarria et al., 2013) Respecto a Peru, se realizé un estudio en
grupos de riesgo, como trabajadores de salud, presidiarios y operarios del sistema de agua y
alcantarillado, se detectaron anticuerpos anti-HEV en un rango de 7,5 a 12,5% de las
muestras.(Pelaez et al., 2014)

Formulacion del problema

A partir de que las mujeres embarazadas son una poblacién vulnerable, ya que se realizan multiples
tamizajes con la finalidad de detectar enfermedades y poder prevenirlas a tiempo. Mas énfasis en
las enfermedades como la Hepatitis, con lo cual observe por medio de la Historia Clinica que habia
pacientes con sintomatologia muy similar a la infeccién por el virus de la Hepatitis A, pero que en
el diagnostico recomendaban otras soluciones. Teniendo literatura regional y mundial sobre el
virus de la Hepatitis E, mi pregunta fue ¢ De qué manera se relaciona el Virus de la Hepatitis E y
mujeres gestantes del Hospital San Bartolomé en el 2018?

Pregunta general

¢Cual es la seroprevalencia de anticuerpos anti- Virus de la hepatitis E en pacientes gestantes del
Hospital San Bartolomé, durante los meses de diciembre 2018- enero del 2019?

Preguntas especificas

¢Cual es la seroprevalencia de anticuerpos anti-HEV de acuerdo al lugar de procedencia de las
madres gestantes del Hospital Nacional Docente Madre-Nifio San Bartolomé durante los meses de
diciembre 2018- enero del 2019?

¢ Cual es la seroprevalencia de anticuerpos anti-HEV en madres gestantes del Hospital Nacional
Docente Madre-Nifio San Bartolomé segun la edad durante los meses de diciembre 2018- enero

del 2019?



¢ Cual es la seroprevalencia de anticuerpos anti-HEV en madres gestantes del Hospital Nacional
Docente Madre-Nifio San Bartolomé segun la edad gestacional durante los meses de diciembre
2018- enero del 2019?

¢ Cual es la seroprevalencia de anticuerpos anti-HEV en madres gestantes del Hospital Nacional
Docente Madre-Nifio San Bartolomé segun el contacto con animales, durante los meses de
diciembre 2018- enero del 2019?

¢Cual es la seroprevalencia de anticuerpos anti-HEV en madres gestantes del Hospital Nacional
Docente Madre-Nifio San Bartolomé segln el consumo de agua no tratada durante los meses de
diciembre 2018- enero del 2019?

1.2 Antecedentes

Obiri-Yeboah D. (2018) realizo el estudio sobre la prevalencia y los factores de riesgo asociados
a la infeccion por VHE entre las mujeres embarazadas en la costa del cabo Metropolis, region
central de Ghana, con 398 muestras de suero que fueron analizadas por inmunoensayo HEV (Anti-
HEV Ig G y Anti-HEV IgM) ELISA por duplicado usando el kit INNOVITA (Tangshan, China).
Resultando positivas para el anticuerpo anti-HEV Ig G y anti-HEV Ig M; 48(12.2%) y 1(0.2%),
respectivamente.

Guangyu G. (2015) realizo el estudio con el objetivo de investigar la prevalencia y los posibles
factores de riesgo de infeccion por VHE entre las mujeres embarazadas y observar la evolucion
del anti-VHE en estas mujeres puérperas y sus hijos después de 6 afios de seguimiento, para ello
se recolectaron 497 muestras de suero de mujeres durante el embarazo y 6 afios después del parto
y de sus 497 nifios las cuales fueron cribados para anti-HEV por ELISA y confirmados por Western
Blot, el ARN del VHE se detectd mediante PCR anidada mediante transcripcién inversa.

Resultaron positivas de las mujeres embarazadas 3 (0,6%) a IgM anti-HEV y 55 (11,1%) a IgG en



un total de 497 muestras procesadas. A los 6 afios postparto, fueron tomadas nuevas muestras a las
497 mujeres de estudio, cuyos resultados nuevos fueron que 18 muestras que fueron positivas para
IgG anti-HEV se volvieron negativas para este anticuerpo mientras que otras 18 se convirtieron de
Anti IgG contra HEV negativas a positivas; la prevalencia acumulada en este grupo de estudio fue
de al menos 14,7% (73/497); mientras de los 497 nifios nacidos, las tasas positivas de anti-HEV
IgM e IgG fueron 0.2% y 0.4%, respectivamente.

Cong W. (2015) realiz6 un estudio para estimar la seroprevalencia y los posibles factores de riesgo
asociados con la adquisicion de la infeccion por VHE en mujeres embarazadas en China, para lo
cual se recolectd 1955 muestras de suero, de las cuales 990 fueron mujeres embarazadas y 965 un
grupo control. Todas ellas cuales fueron cribadas por ELISA para HEV IgG e IgM. Resultaron
positivas para anti-HEV 1Ig G, 20,7% de las muestras evaluadas; correspondiendo el 16,2% en
mujeres embarazadas, mientras que en el grupo control fue 25,3%. Sesenta y dos (3,2%) de las
1955 muestras de suero fueron positivos para anti-HEV IgM y la seroprevalencia en mujeres
embarazadas y sujetos control fue del 2,6% y 3,6% respectivamente. Sesenta y una muestras de
suero fueron positivas tanto para anti-HEV Ig G y anti-HEV IgM y una muestra de suero fue
positiva para anti-HEV Ig M, pero negativa para anti-HEV Ig G.

Peldez D. (2014) realiz6 el estudio denominado “Infeccion por el virus de la hepatitis E en
pacientes con diagndstico clinico de la hepatitis viral en Colombia” evaluando 344 muestras de
pacientes remitidas del Instituto Nacional de Salud en el periodo 2005-2010 provenientes de 15
departamentos de Colombia(grupol) y muestras remitidas del Laboratorio Departamental de Salud
Plblica de Antioquia en el periodo 2008-2009(grupo2) que fueron analizadas por inmunoensayo.

Los resultados de seropositividad para el virus de la hepatitis E en las 344 muestras analizadas fue



de 8,7% (30/344); de estas, 1,74% (6/344) presento IgM anti- HEV y 7,5% (26/344), IgG anti-
HEV.

Abebe M. (2017) realiz6 un estudio con el objetivo de determinar la incidencia del VHE durante
el embarazo asociado con una elevada morbilidad materna y fetal, para ello se recolectaron 386
muestras de suero de mujeres embarazadas que fueron examinados para IgG anti-HEV y IgM anti-
HEV usando ELISA. Resultaron positivas para el anticuerpo anti-HEV Ig G y anti-HEV Ig M;
122(31.6%) y 2(0.5%), respectivamente.

1.3 Objetivos

Objetivo General

Determinar la seroprevalencia de anticuerpos anti-HEV en madres gestantes del Hospital San
Bartolomé, durante los meses de diciembre 2018- enero del 2019.

Objetivos Especificos

Determinar la seroprevalencia de anticuerpos anti-HEV de acuerdo al lugar de procedencia de las
madres gestantes del Hospital Nacional Docente Madre-Nifio San Bartolomé, durante los meses
de diciembre 2018- enero del 2019.

Determinar la seroprevalencia de anticuerpos anti-HEV de acuerdo con la edad de las madres
gestantes del Hospital Nacional Docente Madre-Nifio San Bartolomé, durante los meses de
diciembre 2018- enero del 2019.

Determinar la seroprevalencia de anticuerpos anti-HEV de acuerdo a la edad gestacional de
embarazo de las madres gestantes del Hospital Nacional Docente Madre-Nifio San Bartolomé,

durante los meses de diciembre 2018- enero del 2019.
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Determinar la seroprevalencia de anticuerpos anti-HEV de acuerdo al contacto con animales en
madres gestantes del Hospital Nacional Docente Madre-Nifio San Bartolome, durante los meses
de diciembre 2018- enero del 2019.

Determinar la seroprevalencia de anticuerpos anti-HEV de acuerdo con el consumo de agua en
madres gestantes del Hospital Nacional Docente Madre-Nifio San Bartolome, durante los meses
de diciembre 2018- enero del 2019.

1.4 Justificacion

El presente trabajo de investigacion sera relevante, ya que por medio de su realizacion se
determinara la seroprevalencia de anticuerpos anti-Virus de la Hepatitis E genotipo 1 y 2, en
gestantes, y esto permitird conocer la importancia de su deteccion, ya que el hospital al ser un
hospital materno infantil atiende a madres e hijos de todas partes del Peru.

Con el presente trabajo de estudio se pretende determinar la seroprevalencia de la HEV utilizando
marcadores serologicos de tipo antigeno de superficie (HEV) y Anticuerpos contra hepatitis E
(HEV) en pacientes gestantes del Hospital San Bartolomé de Lima en el periodo de diciembre
2018- enero del 2019.

El analisis de la poblacidn gestante es importante, pues independientemente de que hace posible
determinar la prevalencia de otras infecciones en los controles prenatales y tener tamizajes sobre
los neonatos, se busca contribuir e identificar con otros factores que pueden jugar un papel
importante en la transmisién vertical, asi como los mecanismos mediante los cuales se puede
incidir en la prevencion de la misma mediante programas de vacunacion y tamizaje prenatal. La
utilizacion de marcadores seroldgicos especificos contra este importante virus contribuira a
mejorar el rendimiento y la calidad de vida de las madres y sus hijos en el Hospital de estudio y a

nivel Latinoamericano por carencia de estudios previos en esta parte del mundo.
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1.5 Hipotesis

No se plantea.
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MARCO TEORICO

2.1 Bases tedricas sobre el tema de investigacion

Antecedentes Historicos

El origen de la hepatitis aguda E se remota hacia finales del siglo XIX en estudios retrospectivos
en India de grandes epidemias transmitidas por el agua, atribuidas originalmente al virus de la
hepatitis A, en las cuales sugirieron un nuevo agente etiolégico como causa de la
epidemia.(Rodriguez-Frias, Jardi, & Buti, 2012)

Se logro determinar en 1983 el virus de hepatitis E(VHE), virus de hepatitis entérica no-A,
denominado E por entérica y epidémica, que habia producido una hepatitis indescriptible en
soldados soviéticos en Afganistan.(Kamar, Dalton, Abravanel, & Izopet, 2014)

Virologia del VHE

El virus de la Hepatitis E (VHE) es una pequefia particula icosaédrica sin envoltura. Este virus
contiene un genoma de ARN monocatenario de sentido positivo de 7.2 kb, que esta limitado y
poliadenilado en los extremos 5” y 37, respectivamente; constituido por 3 regiones codificantes de
proteinas o marcos de lectura abierta (ORFs), las cuales tienen las siguientes caracteristicas:
ORF1 codifica una proteina de 1,693 aminoacidos que contiene dominios funcionales responsables
de la replicacién viral. Estos dominios funcionales incluyen metiltransferasa (MetTrf), cistein-
proteasa (Cys-Prot), ARN helicasa y ARN polimerasa dependiente de ARN (ARN-
pol).(Rodriguez-Frias et al., 2012)

ORF2 ensambla una proteina de la capside viral de 660 aminoacidos responsable del ensamblaje
del virion. Esta proteina contiene 3 dominios lineales: el dominio S (aa: 320-454), que sintetiza la
capside, y los dominios M (aa: 320-454) y P (aa: 320-606) que se relacionan con la interaccion

virus-célula huésped.(Rodriguez-Frias et al., 2012)
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ORF3 que se superpone a la region ORF2 codifica una fosfoproteina inmunogénica de 114
aminoacidos que se asocia con el citoesqueleto. Esta proteina esta involucrada en la morfogénesis
del virion y su infectividad.(Rodriguez-Frias et al., 2012)

Ciclo replicativo del VHE

El VHE se replica el citoplasma con un ARN subgendémico que produce las proteinas ORF2 y
ORF3, y el ARN genomico completo que codifica proteinas no estructurales y que sirve como
plantilla para la replicacion. Segun este estudio la proteina ORF1 no esta sujeta a procesamiento
proteolitico. EI VHE se replica en los hepatocitos pero también en el intestino delgado, el colon y
los ganglios linfaticos, como lo demuestra la deteccion de RNA intermedio de sentido
negativo.(Kamar et al., 2014)

Clasificacion taxonémica y filogenia del VHE

El VHE esta clasificado en el género Hepevirus de la familia Hepeviridae. La clasificacion mas
comun identifica 4 genotipos principales HEV de mamiferos (HEV1 a 4) y varios subgenotipos
dentro de cada genotipo. (Rodriguez-Frias et al., 2012)

El genotipo 1 es exclusivo en humanos, aislado en brotes epidémicos y casos esporadicos del Norte
de Africa y Asia donde son endémicos, y mas recientemente en América. El genotipo 2 es
exclusivo en humanos, comprende una Unica cepa aislada en una epidemia en México y cepas de
epidemias en Africa Central, y tiene una homologia del 75% en nucleétidos y del 86% en
aminoéacidos con el genotipo 1. El genotipo 3 abarca cepas del VHE humana y porcina procedentes
de paises desarrollados como Estados Unidos y capitalmente Europa, aunque también en Asia,
Oceania y Argentina, e implica un 75% de homologia con los genotipos 1y 2, con lo cual cruzan
la barrera de especie. El genotipo 4 engloba cepas del VHE humano y porcino.(Rodriguez-Frias et

al., 2012)
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Los genotipos 1 y 2, exclusivo en humanos, se vinculan a grandes de hepatitis E epidemias
transmitidas por el agua en las regiones endémicas, mientras que los genotipos 3 y 4 de humanos
y otros mamiferos son los principales responsables de casos esporadicos de hepatitis E en regiones
no epidémicas. Los genotipos 1y 2 en paises en desarrollo, la afectacion clinica fue més alta en
nifilos mayores y adultos jovenes, mientras que los genotipos 3 y 4 de paises desarrollados se
contempla en promedio a edades mas avanzadas y en infectados con VIH, lo que propone ser mas
patogénicos que el 3y el 4, y de estos, el 4 mas que el 3. Segun estudios recomiendan que los
jmbrotes de infeccion por VHE indican que los genotipos 1y 2 infectan mas eficazmente por via
fecal-oral entre humanos, mientras que los genotipos 3 y 4 se mantienen entre las especies animales
e infectan a humanos por transmision zoonotica.(Rodriguez-Frias et al., 2012)

Patogenia y cuadro clinico de la enfermedad

El humano puede adquirir el VHE, que en orden decreciente de importancia son:

a) Fecal- oral: de mayor importancia en paises en desarrollo como Peru por contaminacion de
los suministros de agua potable. Esta via explica una gran proporcién de casos clinicos,
con lo cual los factores de riesgo estan relacionados con el saneamiento deficiente, que
permite que los virus excretados en las heces de las personas infectadas lleguen al agua de
bebida.

b) Por alimentos contaminados, crudos o poco cocidos

c) Por trasfusion de productos sanguineos infectados

d) Por transmision vertical (materno- fetal) (OMS, 2017)
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Epidemiologia

El HEV es probablemente la causa mas comun de hepatitis viral aguda en el mundo, valorandose
que un tercio de la poblacion mundial ha estado infectada por este agente.(Rodriguez-Frias et al.,
2012)

Se estima que cada afio hay unos 20 millones de casos de infeccion por el VHE, que producen 3,3
millones de casos sintomaticos de hepatitis E.(OMS, 2017)

La infeccidn por VHE sigue 2 patrones evidentemente diferenciados: un patron en las regiones
donde se producen epidemias (paises subdesarrollados) y otro muy diferente en los paises
desarrollados.(Rodriguez-Frias et al., 2012)

Patron epidémico

En regiones como India, China, Asia Sudoriental y Central, oriente Medio y partes del norte y del
oeste de Africa y 2 brotes Ginicos (1986-1987) se han observado epidemias de hepatitis E. Las tasas
de morbilidad de este virus van del 1 al 15%, afectando sobre todo a adultos jovenes, mas varones
gue mujeres. Es sobresaliente que los brotes de hepatitis E se asocian a una alta morbilidad y
mortalidad en embarazadas (19% en embarazadas, frente al 2,1% en no embarazadas 0 2.8%en
hombre) con un alto riesgo obstétrico de prematuridad y riesgo de mortalidad perinatal, y en
individuos con una enfermedad hepatica crénica subyacente.(Rodriguez-Frias et al., 2012)

Patron no endémico

En paises desarrollados, el VHE3 y VHE4 se transmiten zoondticamente de los reservorios
animales, con casos esporadicos que se han informado cada vez mas en los Gltimos afios debido a
las mejoras de las herramientas de diagnéstico y las estrategias de deteccidn.(Rodriguez-Frias et

al., 2012) Sin embargo, también se ha descrito en paises en vias de desarrollo.(Peléez et al., 2014)
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Cuadro clinico
La etiologia mas comun de esta infeccidn es en forma de hepatitis aguda. A nivel epidemiologico
se pueden observar diferencias entre zonas endémicas y no endémicas:
a) Zonas con infeccion por VHE endemica
En areas de pobre saneamiento en paises en desarrollo, el HEV1 y HEV2 son transmitidos
entre humanos por la via fecal- oral, usualmente por el agua contaminada. En la mayoria de
los pacientes, la hepatitis E causa una enfermedad autolimitada que dura unas pocas semanas.
Luego de un periodo de incubacion de 2 a 6 semanas, se desarrollan los sintomas de la hepatitis,
con fiebre y nausea seguido por dolor abdominal, vomito, malestar, y hepatomegalia. La
ictericia ocurre alrededor del 40% de pacientes.(Rodriguez-Frias et al., 2012)
b) Areas no endémicas para infeccion por VHE
Segun estudios la clinica es mediante:
. La infeccion aguda que incluye sintomas como: nauseas, fiebre, malestar general, artralgias,
vomitos, diarrea y dolor abdominal, y el mas predominante, la ictericia, presente en un 75% en
pacientes. La mayoria de los casos son esporadicos, y no ocurren por grandes brotes.
. Infeccion del HEV mal diagnosticada como Lesion Hepatica Inducido por Drogas (DILI).
.Manifestaciones extrahepaticas: Incluyen una variedad de sindromes neuroldgicos, lesiones
renales, pancreatitis y problemas hematoldgicos.(Kamar et al., 2014)
c) Hepatitis cronica por VHE
Segun estudios se han descrito casos de infeccion por VHE con enfermedad hepatica cronica,
e incluso progresién a cirrosis, en pacientes inmunosuprimidos, como receptores de 6rganos
sOlidos, pacientes hematoldgicos o en quimioterapia o infectados por el virus de

inmunodeficiencia humana (VIH).(Rodriguez-Frias et al., 2012)
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Respuesta inmune

Frente al ingreso del virus de la hepatitis E, la respuesta seroldgica anti-VHE presenta un patron
serologico clasico de anti-VHE IgM e 1gG detectable generalmente en el momento de la aparicién
de la enfermedad.

Los anticuerpos del isotipo IgM aparecen en las 2 primeras semanas luego de la infeccién, seguidos
por el isotipo IgG.

En la deteccion de anticuerpo (Inmunoglobulinas IgG e IgM) se debe considerar:

e Las IgM se forman precozmente en las 2 primeras semanas luego de la infeccion y alcanzan
su pico en el periodo sintomatico, considerado como marcador para el diagnostico de la
infeccion aguda.

e Las IgG se forman simultaneamente a la respuesta de IgM.

e Tanto en el hombre como en los animales la infeccion natural estimula la aparicién
simultanea o ligeramente retrasado de las IgM e 1gG, pero mientras las IgM declinan y
tienden a desaparecer, las 1gG se estabilizan y persisten por largo tiempo.

Diagnostico de laboratorio

La hepatitis E es clinicamente indistinguible de los otros tipos de hepatitis viral aguda. No obstante,
el diagnostico se basa en pruebas de laboratorio (pruebas seroldgicas y deteccion de ARN
viral).(OMS, 2017)

A nivel inmunoldgico se efectla los inmunoensayos enzimaticos de diagnéstico universales tipo
ELISA para detectar anticuerpos especificos (anti-VHE) de tipo IgG e IgM; estos inmunoensayos
comerciales utilizan antigenos sintéticos especificos de las regiones conservadas e
inmunodominantes de las proteinas codificadas por los ORF2 y ORF3 de aislamientos de los

genotipos 1y 2; mientras a nivel virologico abarca la deteccion del genoma viral ARN-VHE y su
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genotipado por secuenciacion, y para esta determinacién se utilizan ensayos de PCR con
transcripcion reversa (RT-PCR) convencionales y en tiempo real no comerciales, in-house (no
estandarizados) para la deteccion del ARN del VHE en muestra de sangre, heces y aguas
residuales. La deteccion de ARN-VHE Pestablece la replicacion viral y su caracterizacion
gendmica posterior, ya que es el tnico marcador viral Gtil.(Rodriguez-Frias et al., 2012)
Embarazo

Son los nueve meses durante los cuales el feto se desarrolla en el Gtero de la mujer. Durante el
embarazo, tanto la mujer como su futuro hijo se enfrentan a diversos riesgos sanitarios. Por este
motivo, es importante que el seguimiento del embarazo sea realizado por personal profesional
calificado.

Infeccion de HEV en mujeres gestantes

El embarazo asociado con la hepatitis E parece ser un factor de riesgo potencial para la replicacion
viral y conduce a un estado inmune extremadamente bajo en mujeres embarazadas. Un sinnimero
de estudios de paises en desarrollo ha indicado una alta mortalidad en mujeres embarazadas que
desarrollan infeccién por el VHE. La mortalidad es del 20 al 25% y generalmente ocurre en el
tercer trimestre. Las mujeres embarazadas mueren por problemas obstétricos, incluyendo
hemorragia o eclampsia, o desarrollan insuficiencia hepatica fulminante.(Kamar et al., 2014)
Estudios clinicos y epidemiol6gicos sugieren que la transmision vertical del VEH ocurren en
mujeres gestantes y conduce a resultados fetales adversos , como por ejemplo la muerte fetal,
muerte neonatal y el aborto espontaneo.(Gu et al., 2015)

El exceso de mortalidad en el embarazo con HEV genotipo 1y 2 es (Gnico, ya que no se ve con los
genotipos 3 y 4. La causa de este exceso es incierto y ha sido objeto de numerosos estudios y

mucho debate. El embarazo se caracteriza por un estado de tolerancia inmune materna hacia el
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feto. La actividad de las células T se reduce, con lo cual hay una reduccién en la produccion de
citocinas en las primeras 20 semanas, donde predominan las respuestas del linfocito T-helper2
(Th2) y los cambios inmunoldgicos en la placenta regulan negativamente la presentacion del
antigeno. Los cambios en las respuestas inmunologicas de la madre se deben, al menos en parte, a
cambios significativos en los perfiles hormonales, con niveles aumentados de progesterona,
estrégeno y gonadotropina corionica humana (hCG).(Kamar et al., 2014)
Los estudios han mostrado diferencias significativas en respuestas inmunologicas y hormonales
en mujeres embarazadas con insuficiencia hepéatica fulminante causada por hepatitis E.
Finalmente, estudios recientes mostraron que entre las mujeres infectadas con VHE, se observaron
cargas virales mas altas en mujeres embarazadas que en mujeres que no estaban
embarazadas.(Kamar et al., 2014)
Definicion de términos bésicos
a) Seroprevalencia. - La presencia global de una enfermedad o condicion dentro de una
poblacién definida en un momento, medida por pruebas de sangre (pruebas seroldgicas).
b) Anticuerpos. - Proteinas sintetizadas por el sistema inmunoldgico del cuerpo en respuesta
a un antigeno, con el cual reacciona a fin de contribuir a su eliminacion.
c) Virus de la Hepatitis E.- Es el agente etiologico de una enfermedad llamada Hepatitis E.
d) Mujer gestante. - Es aquella mujer, en la cual dentro de su utero se desarrolla el feto
durante nueve meses.
e) Tamizaje. - Es el uso de una prueba sencilla en una poblacion saludable, para identificar a

aquellos individuos que tienen alguna patologia, pero que todavia no presentan sintomas.
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METODO

3.1 Tipo de investigacion

El presente trabajo fue de tipo descriptivo de corte transversal y disefio no experimental.

3.2 Ambito temporal y espacial

El presente trabajo se realiz6 durante los meses de diciembre 2018- enero del 2019 en el Hospital
Nacional Docente Madre Nifio “San Bartolomé”.

3.3 Variables

Anticuerpos anti-Virus de la Hepatitis E.- Son inmunoglobulinas en consecuencia de la
respuesta humoral y se caracteriza por un aumento de la IgM en las fases iniciales, seguido por el
cambio en la sintesis de 1gG.

Anticuerpos anti-VHE IgM- Es la primera inmunoglobulina que sintetiza el neonato por si
mismo, y también es la primera en aparecer durante la respuesta primaria.

Anticuerpos anti-VHE IgG- Es el isotipo mas abundante en suero, constituyendo el 80% de la Ig
totales y son las que mayoritarias durante la respuesta secundaria.

3.4 Poblacién y muestra

La poblacion estaba conformada por todos los sueros conservados por congelacion de las mujeres
gestantes del Hospital Nacional Docente Madre Nifio “San Bartolomé”.

Estuvo conformada por las 316 crioviales (muestras congeladas) del mes de diciembre del 2018 a
enero del 2019.

3.5 Instrumento

Para la recoleccion de los datos, se solicito el permiso a la institucion donde se llevara a cabo el
presente trabajo, donde se utilizé el Consentimiento Informado y la Ficha de Encuesta en el

Hospital Nacional “San Bartolomé”. INSTRUMENTO VALIDADO
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3.6 Procedimientos

Durante el periodo comprendido entre diciembre y enero se tomé en el HONADOMANI San
Bartolome, por conveniencia 300 a 400 muestras de suero de mujeres embarazadas que tengan
perfil prenatal y acepten participar en el estudio firmando previamente el consentimiento
informado, con la cual se les realizé un cuestionario.

Para la realizacion del ensayo, se utiliz6 muestras de suero. Las muestras de sangre se recogieron
en tubos vacutainer al vacio sin anticoagulante. Posteriormente, la muestra sanguinea se separo en
sus componentes a 3500 rpm por 5 minutos.

Este estudio consistié en procesar un numero de muestras mediante una metodologia, la cual fue:
ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) de BEIJING WANTAI BIOLOGICAL
PHARMACY ENTERPRISE Ig G e Ig M cuyo método es la reaccion de los anticuerpos de la
muestra frente a los antigenos unidos a la superficie de poliestireno. Las inmunoglobulinas que no
se unan durante la primera incubacion seran eliminadas en el primer lavado, pero en caso de
persistir inmunoglobulinas especificas formaran el complejo antigeno-anticuerpo que se unira a la
anti- inmunoglobulina humana (anti-lg G) marcada con una enzima (Conjugado HRP). Luego de
la segunda incubacién seran eliminados en el segundo lavado, pero en caso de persistir
inmunoglobulinas especificas se le afadiran soluciones cromogenas que contienen el sustrato
(TMB) y perdxido de urea a los pocillos, originando una reaccién coloreada azul que migrara a
color amarillo en la adicion de la solucion de parada, las placas de ELISA seran llevadas al lector
Elisa marca GEA LINEAR para su lectura de absorbancias y calculo. Todo el procedimiento sera
elaborado bajo protocolos de ensayo de la casa comercial y sometida a la verificacion con sus

controles respectivos.
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Estos inmunoensayos comerciales utilizan antigenos sintéticos especificos del HEV de las regiones
conservadas e inmunodominantes de las proteinas sintetizadas por los ORF2 y ORF3 de
aislamientos de los genotipos 1y 2.

. HEV-1gG ELISA Kit (Wantai Hepatitis E Virus Diagnostics, anexo n° 4)

Este kit es un ensayo Inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) para la deteccion cualitativa
de anticuerpos clase 1gG del virus de la hepatitis de la hepatitis E en suero o plasma humano.

El kit contiene:

-Placa de micropocillos

-Control negativo

-Control positivo

-Conjugado de HRP

-Diluyente de muestras

-Buffer de lavado

-Solucion cromdgena A

-Solucién cromdgena B

-Solucion de Parada

Descripcion

-Conjugado de HRP, reactivo a base de anticuerpos anti-lgG humanos conjugados con
Peroxidasa de R&bano Picante.

-Solucion cromoégena A, solucién de perdxido de urea.

-Solucion cromdégena B, solucion de tetrametilbencidina (TMB).

-Solucion de parada, solucién de acido sulfarico diluido (0.5M de H2SO4)
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Indicaciones

El kit contiene una prueba, que al realizarse detecta inmunoglobulinas IgG.

Conservacion

Durante el almacenamiento y transporte el kit debe mantenerse entre 2°C y 8°C.
Procedimiento

Materiales

a. Gradilla de alambre para sostener los tubos

b. Micropipeta graduadas para verter 0,08 ml, 0,04 ml, 0,02 ml, 0,01 ml y 0,005 ml.

c. Material de vidrio (probetas) para la dilucién del diluyente

Procedimiento

a. Marcar tres pocillos como control Negativo, dos como control Positivo y uno vacio, que sera el
Blanco.

b. Anadir 100uL de diluyente de muestras en cada pocillo, excepto el blanco.

c. Anadir 10pL de Control Positivo, Control Negativo y la muestra en sus pocillos respectivos,
excepto el Blanco.

d. Incubar la placa cubriéndola a 37°C por 30 minutos.

e. Lavar cada pocillo 5 veces con Buffer de Lavado diluido.

f. Afadir conjugado de HRP 100pl.

g. Incubar la placa cubriéndola a 37°C por 30 minutos.

h. Lavar cada pocillo 5 veces con Buffer de Lavado diluido.

i. Afadir 50uL de Solucion Cromdégena A 'y 50uL de Solucién Cromdgena B en cada pocillo.
J. Incubar a 37°C por 15 minutos evitando la luz

k. Anadir 50uL de Solucion de Parada.
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I. Medir la absorbancia en el lector de placas.

Control de calidad y calculo de resultados

Caélculo del valor de Cut-off o punto de corte (C.O.) = Nc + 0.16 (Nc= el valor de absorbancia
media para tres controles negativos)

Control de Calidad (validacion del ensayo): Los resultados de la prueba son validos si se cumplen
los criterios de Control de Calidad.

-El valor A del pocillo Blanco, que contiene solo Cromégeno y Solucion de Parada es < 0.080 a
450 nm.

-Los valores A del control Positivo debe ser >0.800 a 450/630 nm o a 450 nm después del
“blanqueo”.

-Los valores A del control Negativo debe ser <0.100 a 450/630 nm o a 450 nm después del
“blanqueo”.

Si uno de los valores A del control Negativo no cumple los criterios de Control de Calidad, debe
ser descartado, y el valor medio debe ser calculado usando los dos valores restantes. Si mas de un
valor A del control Negativo no cumple los criterios de Control de Calidad, la prueba es invalida
y debe repetirse.

Interpretacion

Resultados Negativos (A/C.0O. < 1): Muestras con un valor A menor del punto de corte Cut-off
son negativos, lo que indica que no se detectaron anticuerpos 1gG para VHE con este Kit, por lo
tanto, no hay indicadores serolégicos de infeccion con VHE.

Resultados Positivos (A/C.O. > 1): Muestras con un valor A igual o mayor al del punto de corte
Cut-off son considerados inicialmente reactivos, lo que indica que probablemente se han detectado

anticuerpos IgG para VHE con este kit.
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Limite o Bordeline(A/ C.O. = 0.9-1.1): Muestras con una razon de valor A/ punto de corte Cut-
off de entre 0.9 y 1.1 son considerados limite y se requiere probar de nuevo en duplicado para
confirmar los resultados iniciales.

. HEV-IgM ELISA Kit (Wantai Hepatitis E Virus Diagnostics, anexo n°5)

Este kit es un ensayo Inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) para la deteccion cualitativa
de anticuerpos clase IgM del virus de la hepatitis de la hepatitis E en suero o plasma humano.

El kit contiene:

-Placa de micropocillos

-Control negativo

-Control positivo

-Conjugado de HRP

-Diluyente de muestras

-Buffer de lavado

-Solucion cromdgena A

-Solucién cromdgena B

-Solucion de Parada

Descripcion

-Conjugado de HRP, reactivo a base de antigenos HEV recombinantes conjugados con
Peroxidasa de R&bano Picante.

-Solucion cromoégena A, solucién de perdxido de urea.

-Solucion cromdégena B, solucion de tetrametilbencidina (TMB).

-Solucion de parada, solucién de acido sulfarico diluido (0.5M de H2SO4)

Indicaciones
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El kit contiene una prueba, que al realizarse detecta inmunoglobulinas 1gG.

Conservacion

Durante el almacenamiento y transporte el kit debe mantenerse entre 2°C y 8°C.
Procedimiento

Materiales

a. Gradilla de alambre para sostener los tubos

b. Micropipeta graduadas para verter 0,08 ml, 0,04 ml, 0,02 ml, 0,01 ml y 0,005 ml.

c. Material de vidrio (probetas) para la dilucién del diluyente

Procedimiento

a. Marcar tres pocillos como control Negativo, dos como control Positivo y uno vacio, que sera el
Blanco.

b. Anadir 100uL de diluyente de muestras en cada pocillo, excepto el blanco.

c. Anadir 10pL de Control Positivo, Control Negativo y la muestra en sus pocillos respectivos,
excepto el Blanco.

d. Incubar la placa cubriéndola a 37°C por 30 minutos.

e. Lavar cada pocillo 5 veces con Buffer de Lavado diluido.

f. Afadir conjugado de HRP 100pl.

g. Incubar la placa cubriéndola a 37°C por 30 minutos.

h. Lavar cada pocillo 5 veces con Buffer de Lavado diluido.

i. Afadir 50uL de Solucion Cromégena A 'y 50uL de Solucion Cromdgena B en cada pocillo.
J. Incubar a 37°C por 15 minutos evitando la luz

k. Anadir 50uL de Solucion de Parada.

I. Medir la absorbancia en el lector de placas.
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Control de calidad y calculo de resultados

Caélculo del valor de Cut-off o punto de corte (C.O.) = Nc + 0.26 (Nc= el valor de absorbancia
media para tres controles negativos)

Control de Calidad (validacion del ensayo): Los resultados de la prueba son validos si se cumplen
los criterios de Control de Calidad.

-El valor A del pocillo Blanco, que contiene solo Cromdgeno y Solucién de Parada es < 0.080 a
450 nm.

-Los valores A del control Positivo debe ser >0.800 a 450/630 nm o a 450 nm después del
“blanqueo”.

-Los valores A del control Negativo debe ser <0.100 a 450/630 nm o a 450 nm después del
“blanqueo”.

Si uno de los valores A del control Negativo no cumple los criterios de Control de Calidad, debe
ser descartado, y el valor medio debe ser calculado usando los dos valores restantes. Si mas de un
valor A del control Negativo no cumple los criterios de Control de Calidad, la prueba es invalida
y debe repetirse.

Interpretacion

Resultados Negativos (A/C.0O. < 1): Muestras con un valor A menor del punto de corte Cut-off
son negativos, lo que indica que no se detectaron anticuerpos IgM para VHE con este Kit, por lo
tanto, no hay indicadores serolégicos de infeccion con VHE.

Resultados Positivos (A/C.O. > 1): Muestras con un valor A igual o mayor al del punto de corte
Cut-off son considerados inicialmente reactivos, lo que indica que probablemente se han detectado
anticuerpos IgM para VHE con este Kkit.

Limite o Bordeline (A/ C.0. = 0.9-1.1): Muestras con una razén de valor A/ punto de corte Cut-
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off de entre 0.9 y 1.1 son considerados limite y se requiere probar de nuevo en duplicado para
confirmar los resultados iniciales.
Las diluciones son manuales segun el inserto de la casa comercial.
Equipo

e Lector de ELISA marca ROBONIK

e Lavador de ELISA marca GEA LINEAR

e |Impresora marca HP

e Rotador Digysystem
Materiales

e Pipetas

e Puntas descartables

e Guantes

e Crioviales

o Papel

e Papel filtro

e Parafilm
3.7 Anélisis de datos

El analisis de datos se realizd con el programa estadistico SPSS.
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IV. RESULTADOS

De los sueros de las 316 madres gestantes se tiene:
Seroprevalencia de anticuerpos anti-HEV en madres gestantes
Se estimo que, de los 316 casos, el 14.5% (46 gestantes) fueron positivos, mientras que el 85.5%

(270 gestantes) fueron negativos.

NUmero de casos Frecuencia
Positivo 46 14.5%
Negativo 270 85.5%
Total 316 100.0%

Tabla N °1

Se estimé que el 0.6% (2 madres gestantes) dieron positivos tanto para IgG VHE como para IgM
VHE, del 14.2% (45 madres gestante) dieron positivo para IgG VHE, pero negativo para IgM
VHE, el 0.3% (1 madre gestante) dio negativo para IgG VHE y positivo para IgM VHE, finalmente

del 84.8% (268 madres gestantes) dieron negativo para IgG VHE y también negativo para IgM

VHE.
Iz WVHE Total
Megativo Po=zitivo

M 263 1 269
MNMegativo o 24 g o.3% 25 15
IeG VHE - - Jet e
. n 45 2 47

Poszitivo ) )
%o 14 _2%a 0,8%a 14 2%q
Total mn 313 3 31a
- %% 99 1% 0.9% 100.0%
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Tabla N °2

Seroprevalencia de anticuerpos anti-HEV de acuerdo al lugar de procedencia de las madres

gestantes

Se determind que de las 47 gestantes (100%) que dieron positivo para 1gG VHE, el 83% (39
gestantes) tienen como procedencia Lima, de la misma forma, de las 3 gestantes (100%) que dieron

positivo para IgM VHE, el 66.7% (2 gestantes) tienen como procedencia Lima.

lgG VHE IgM VHE
Negativo Positivo Negativo Positivo
Procedencia n % n % n % n %

LIMA 195 725% 39 83.0% 232 741% 2 66.7%
CALLAO 4 1.5% 2 43% 6 19% 0 0.0%
HUANUCO 5 1.9% 2 43% 7 2.2% 0 0.0%
HUANCAYO 4 1.5% 1 2.1% 5 1.6% O 0.0%
HUARMEY 0 0.0% 1 2.1% 1 0.3% 0 0.0%
ICA 1 0.4% 1 21% 2 0.6% O 0.0%
JUNIN 3 1.1% 1 21% 4 1.3% 0 0.0%
AMAZONAS 2 0.7% 0 0.0% 2 0.6% O 0.0%
ANCASH 6 2.2% 0 0.0% 6 1.9% 0 0.0%
APURIMAC 3 1.1% 0 0.0% 3 1.0% 0 0.0%
AREQUIPA 1 0.4% 0 0.0% 1 0.3% 0 0.0%
AYACUCHO 2 0.7% 0 0.0% 2 0.6% 0 0.0%
BAGUA 1 0.4% 0 0.0% 1 0.3% 0 0.0%
CAJAMARCA 8 3.0% 0 0.0% 8 2.6% 0 0.0%
CANETE 1 04% 0 00% 1 03% 0 0.0%
CHICLAYO 4 1.5% 0 0.0% 4 1.3% 0 0.0%
LA LIBERTAD 4 1.5% 0 0.0% 4 1.3% 0 0.0%
LAMBAYEQUE 2 0.7% 0 0.0% 1 0.3% 1 33.3%
LORETO 3 1.1% 0 0.0% 3 1.0% 0 0.0%
PASCO 2 0.7% 0 0.0% 2 0.6% 0 0.0%
PIURA 4 1.5% 0 0.0% 4 1.3% 0 0.0%
PUCALLPA 2 0.7% 0 0.0% 2 0.6% 0 0.0%
PUNO 4 1.5% 0 0.0% 4 1.3% 0 0.0%
COREA DEL SUR 1 0.4% 0 0.0% 1 0.3% 0 0.0%
ARGENTINA 1 0.4% 0 0.0% 1 0.3% 0 0.0%
VENEZUELA 6 2.2% 0 0.0% 6 1.9% 0 0.0%
Total 269 100.0% 47 100.0% 313 100.0% 3 100.0%
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Tabla N °3

Se hallé que de las 47 gestantes (100%) que dieron positivo para IgG VHE, el 21.3% (10 gestantes)
tienen como origen Cercado de Lima, asimismo, de las 3 gestantes (100%) que dieron positivo
para IgM VHE, el 33.3% (1 gestante) tienen como origen Callao, Los Olivos y Puente Piedra

respectivamente.

lgG VHE IgM VHE
Negativo Positivo Negativo Positivo
Distrito n % n % n % n %

CERCADO DE LIMA 37 13.8% 10 21.3% 47 15.0% 0 0.0%
SAN MARTIN DE PORRES 39 14.5% 7 14.9% 46 14.7% 0 0.0%
INDEPENDENCIA 12 4.5% 3 6.4% 15 4.8% 0 0.0%
RIMAC 11 4.1% 3 6.4% 14 4.5% 0 0.0%
SJL 19 7.1% 3 6.4% 22 7.0% 0 0.0%
ATE 4 1.5% 2 4.3% 6 1.9% 0 0.0%
BRENA 5 1.9% 2 4.3% 7 2.2% 0 0.0%
CALLAO 9 3.3% 2 4.3% 10 3.2% 1  33.3%
CARABAYLLO 10 3.7% 2 4.3% 12 3.8% 0 0.0%
LOS OLIVOS 18 6.7% 2 4.3% 19 6.1% 1 33.3%
SAN JUAN DE LURIGANCHO 13 4.8% 2 4.3% 15 4.8% 0 0.0%
Otro distrito 92 342% 9 19.1% 100 31.9% 1 333%

100.0 100.0 100.0 100.0
Total 269 47 313 3

Tabla N °4
Seroprevalencia de anticuerpos anti-HEV de acuerdo con la edad de las madres gestantes

Se encontré que de las 47 gestantes (100%) que dieron positivo para 1IgG VHE, el 51.1% (24
gestantes) presentan edades de 27 a 36 afos, el 27.7% (13 gestantes) presentan edades entre 37 a
46 afos y solo el 21.3% (10 gestantes) presentan edades entre 15 a 26 afios. Sobre la base de la
prueba chi- cuadrado (X?=3.239 y Sig=0.198>0.05) se puede afirmar que no existe relacion entre
la edad de la gestante y la condicion del IgG VHE. De las 3 gestantes (100%) que dieron positivo
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para IgM VHE, el 33.3% (1 gestante) presenta edad entre 15 a 26 afios, el mismo resultado se

observo en los grupos de edad de 27 a 36 afios y 37 a 46 afios.

m15a26 m27a36 m37a46
60% -
51.1%
5oy . 46.8% 47.6%
33.3%
40% v o
ﬁ 335 316 33.3% 33.3%
©
27.77
£ 30% - ’
o
= o 21.3 0.8%
a
20% -
10% -
0%
Negativo Positivo Negativo Positivo
iGg VHE IgM VHE
Figura N °1

Seroprevalencia de anticuerpos anti-HEV de acuerdo a la edad gestacional de embarazo de

las madres gestantes

Se encontré que de las 47 gestantes (100%) que dieron positivo para 1gG VHE, el 42.6% (20
gestantes) estan en el periodo gestacional 11, el 38.3% (18 gestantes) estan en el periodo gestacional
111y solo el 19.1% (9 gestantes) estan en el periodo gestacional 1. Sobre la base de la prueba chi-
cuadrado (X?=1.232 y Sig=0.54>0.05) se puede afirmar que no existe relacion entre la edad
gestacional y la condicion del 1IgG VHE. De las 3 gestantes (100%) que dieron positivo para IgM
VHE, el 66.7% (2 gestantes) estan en el periodo gestacional 11, el 33.3% (1 gestante) esta en el

periodo gestacional | y ninguna se encuentra en el periodo gestacional Il1.
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IgG VHE (+=Pos / -=neg)

IgM VHE (+=Pos / -=neg)

Periodo del tiempo No Si No Si
gestacional n % n % n % n %

I 61 22.7% 9 191% 69 220% 1 33.3%

1 92 342% 20 426% 110 351% 2 66.7%

"I 116 431% 18 383% 134 428% 0 0.0%

Total 269 100.0% 47 100.0% 313 100.0% 3 100.0%

Tabla N °5

Seroprevalencia de anticuerpos anti-HEV de acuerdo al contacto con animales en madres

gestantes

Se encontré que de las 47 gestantes (100%) que dieron positivo para 1IgG VHE, el 55.3% (26

gestantes) no tienen contacto con animales y el 44.7% (21 gestantes) si tienen contacto con

animales. Sobre la base de la prueba chi- cuadrado (X?=0.463 y Sig=0.496>0.05) se puede afirmar

que no existe relacion entre el contacto con animales y la condicion del IgG VHE. De las 3

gestantes (100%) que dieron positivo para IgM VHE, el 66.7% (2 gestantes) no presentan contacto

con animales y el 33.3% (1 gestante) si presenta contacto con animales.

M Cria animales No Cria animales Si

w 80% | 60.6% 55 39 59.7% 66.7%
= 60% - 9.4% 44.7% 40.3% 9
)
S 40%
(8]
5 20% -
& 0%

Negativo Positivo ‘ Negativo Positivo ‘

iGg VHE ‘ IlgM VHE ‘
Figura N ©2

34



Seroprevalencia de anticuerpos anti-HEV de acuerdo con el consumo de agua en madres

gestantes

Se estimd que de las 47 madres gestantes con seroprevalencia de anticuerpo positiva IgG VHE el
81.4% (39 madres gestantes) consume agua potable y el 17.0% (8 madres gestantes) no consume
agua potable, sobre la base de la prueba chi-cuadrada de independencia (X?=0.0655 y Sig=
0.7980>0.05) se puede afirmar que no existe relacion entre la presencia de 1gG VHE y el consumo
de agua potable. De las 3 madres gestantes con seroprevalencia de anticuerpo positiva IgM VHE
el 100% (3 madres gestantes) consume agua potable y el 0% no consume agua potable, sobre la
base de la prueba chi-cuadrada de independencia (X?=0.6809 y Sig=0.4093>0.05) se puede afirmar

que no existe relacion entre la presencia de IgM VHE y el consumo de agua potable.

[gG VHE Ie?M VHE
Consume —= — —= —
agua Negativa Positiva MNegativa Pozitiva

potable n Yo n a n Yo n B
No 30 18.6% g 17.0% 58 18.5% 0 0.0%
1 219 g1.4% 39 B3.0% 235 g1.5% I 100.0%
Total 260 100.0% 47 100.0% 313 100.0%% I 100.0%

TablaN°6
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DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente estudio, la seroprevalencia de anticuerpos antivirus de hepatitis E en mujeres
gestantes del hospital san Bartolomé 2018, fue de 14,5% la frecuencia de seropositividad de Ig G
e Ig M fue de 45 y 1 pacientes gestantes, respectivamente (tabla N°1), lo que se interpreta como la
frecuencia positiva alta en comparacion con el estudio de Guangyu G. (2015), en China, el cual
demostraba alta mortalidad (15-20%), en 19904 gestantes. La seropositividad del 14,2% para Ig
G, representados por 45 pacientes, y de 0.3% la frecuencia de seropositividad de Ig M,
representada por 1 paciente (segun tabla 2), comparado con el estudio de Obiri-Yeboah D. (2018),
en Ghana (12,2% de seropositividad de 1g G y 0.2% de seropositividad de Ig M), resultaron muy
similares. De las 47 gestantes (100%) que dieron positivo para Ig G VHE, el 83% (39 gestantes)
tiene como procedencia Lima, de la misma forma de las 3 gestantes (100%) que dieron positivo
para IgM VHE, el 66.7%(2 gestantes) tienen como procedencia Lima, como se observa en la tabla
N°3, comparado con el estudio de Cong W. (2015), quien sefiala que en paises subdesarrollados el
VHE se transmite por via fecal-oral por el consumo de agua contaminada con eliminacion de aguas
de residuo, a diferencia de nuestro estudio, en el lugar de residencia el agua no fue el foco de
infeccion a excepcion del suelo, precisando que el nivel de saneamiento ambiental seria un factor
predisponente en la infeccion en ambos estudios. Por lo tanto, se sugiere que en estudios
posteriores debe centrarse en el analisis de muestras ambientales con el fin de evaluar el nivel de
contaminacion de las localidades con VHE. De las 47 gestantes (100%) que dieron positivo para
IgG VHE, el 51.1% (24 gestantes) presentan edades de 27 a 36 afos, el 27.7% (13 gestantes)
presentan edades entre 37 a 46 afios y solo el 21.3% (10 gestantes) presentan edades entre 15 a 26

afios (Tabla N°5), pudiéndose observar que no existe relacion entre la edad de la gestante y la
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condicion del 1gG VHE. De las 3 gestantes (100%) que dieron positivo para IgM VHE, el 33.3%
(1 gestante) presenta edad entre 15 a 26 afios, el mismo resultado se observo en los grupos de edad
de 27 afos a 36 afios y 37 a 46 afos. Sin embargo, en comparacién con el estudio de Abebe M.
(2017), se encontrd una asociacion significativa entre la edad y los valores positivos altos anti
HEV, los cuales demuestran las probabilidades de las mujeres embarazadas con edad entre 26-34
afios estar infectados con VHE. La sinérgica asociacion entre la edad y la seroprevalencia del VHE
refleja probablemente la vida Gtil de exposicion acumulativa al virus en ambos estudios. De las 47
gestantes (100%) que dieron positivo para IgG VHE, el 42,6% (20 gestantes) estan en el periodo
gestacional I, el 38,3% (18 gestantes) estan en el periodo gestacional 11l y solo el 19.1% (9
gestantes) estan en el periodo gestacional I. De las 3 gestantes (100%) que dieron positivo para
IgM VHE, el 66.7% (2 gestantes) estan en el periodo gestacional 11, el 33.3% (gestante) esta en el
periodo gestacional | y ninguna se encuentra en el periodo gestacional I1l. En comparacion con el
estudio de Abebe M. (2017), se encontrd en el segundo trimestre una mayor prevalencia de la
infeccion por VHE que en el primer y tercer trimestre la cual fue 35.8% (49 gestantes de 137
gestantes). En otro estudio realizado por Cong W. (2015), se encontr6 mayor prevalencia de la
infeccion por VHE en el tercer trimestre de 18.7% (178 gestantes de 950 gestantes). Podemos
afirmar la similitud con nuestro estudio, por lo tanto, las tasas de morbi-mortalidad por hepatitis E
aumentan a medida que progresa la gestacion que podria variar en el segundo o tercer trimestre.
En relacion con la seroprevalencia de anticuerpos anti-HEV en las gestantes con el contacto con
animales (gatos, cerdos y perros) de las 47 de ellas (100%) que dieron positivo para IgG VHE, el
55.3% (26 gestantes) no tienen contacto con animales y el 44.7% (21 gestantes) si tienen contacto
con animales. De las 3 gestantes (100%) que dieron positivo para IgM VHE, el 66.7% (2 gestantes)

no presentan contacto con animales y el 33.3% (1 gestante) si presenta contacto con animales; y
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comparando con el estudio de Cong W. (2015), se encontré una mayor prevalencia de 28.6%
(58/203 gestantes) de contacto con gatos, mientras que en contacto con cerdos fue 26.5% (57/215
gestantes), ademas el contacto con perros fue de 19.4% (12/62 gestantes), por lo tanto, los datos
obtenidos indican una mayor seroprevalencia HEV en las personas con contacto con gatos, cerdos
y perros. En este estudio la importancia que cumple el contacto con cerdos por ser China la
industria porcina méas grande en el mundo, en cuanto a los gatos y perros a las medidas de higiene
que se podrian establecer en el manejo y la alimentacion de estos. Ademas, las mujeres
embarazadas especialmente aquellas que viven en zonas rurales y marginales deben ser
conscientes de los riesgos de transmision que podrian adquirir. En la Tabla N° 6 se obtuvo de las
47 madres gestantes con seroprevalencia de anticuerpo positiva 1IgG VHE el 81.4% (39 madres
gestantes) consume agua apta para el consumo humano 17.0% (8 madres gestantes) consume agua
no apta para el consumo humano (agua de cisternas, pozo). De las 3 madres gestantes con
seroprevalencia de anticuerpo positiva IgM VHE el 100% (3 madres gestantes) consume agua apta
para el consumo humano y el 0% consume agua no apta para el consumo humano. En comparacion
con el estudio de Cong W. (2015), se estimd que la frecuencia del uso de grifo como fuente de
agua fue del 16% (48/740); mientras que el de pozo y rio fue de 16.8% (42/250). En los paises en
desarrollo, el VHE se transmite por via fecal-oral, principalmente por el consumo de agua
contaminada con eliminacién de aguas residuales, especialmente en las zonas rurales donde se
considera la falta de saneamiento e higiene. Sin embargo, el presente estudio mostré que el tipo
de zona de residencia fuente (/ rural urbano / suburbano) el agua no fueron los principales causantes
de la infeccidn, a excepcién de la presencia de suelo. Por lo tanto, la comparacién entre los
diferentes estudios serd dificil debido a las diferencias en los niveles de saneamiento, la seleccion

de la muestra y exposicion de por vida, se sugiere realizar nuevos estudios que se centren en el
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analisis de muestras ambientales con el fin de evaluar el nivel de contaminacién de las

comunidades con VHE.

Los resultados de este estudio son muy similares al que reporto Obiri-Yeboah D. en Ethiopia en el
2018, ya que él obtuvo una seroprevalencia de anti-HEV Ig G y anti-HEV IgM de 12,2% y 0.2%

respectivamente.

La frecuencia obtenida de este estudio es casi andlogo al que reporto Guangyu G. en China en el
2015, puesto que el obtuvo una seroprevalencia de anti-HEV Ig G y anti-HEV IgM de 11,1%

(55/497) y 0.6% (3/497) respectivamente.

Los resultados obtenidos en este estudio son casi semejantes al que reporto Cong W. en China en
el 2015, dado que él obtuvo una seroprevalencia de Ig G anti-HEV de 16.2%; Ig M anti-HEV,

2.6% en mujeres gestantes.

La frecuencia obtenida de este estudio es parecida al que proporciono Peldez D. en Colombia en
el 2014, puesto que €l obtuvo una seroprevalencia de 8.7% (30/344); de estas, 1.74%(6/344)
presento IgM anti-HEV y 7.5% (26/344), 1gG anti-HEV, asimismo podemos sefialar de que los

pacientes en este estudio son tantos varones como mujeres y no exclusivamente mujeres gestantes.

Los resultados obtenidos en este estudio son semejantes al que reporto Abebe M. en Ethiopia en
el 2017, ya que obtuvo una seroprevalencia de Ig G anti-HEV de 31.6% (122/386); Ig M anti-

HEV, 0.5% (2/386) en mujeres gestantes.

El propdsito de este estudio fue generar conocimiento de como abordar a la infeccion por VHE
durante el embarazo y determinar los agentes mas prevalentes, asi como las vias de transmision y

riesgo para el binomio madre-nifio, con la finalidad de implementar estrategias de accion y manejo
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(protocolos y guias clinicas para el tratamiento de esta infeccion por VHE) para desarrollarlas y
disminuir la morbimortalidad de gestantes infectadas por VHE. Los resultados obtenidos en este
estudio demuestran la alta seropositividad de infeccion VHE en gestantes tanto en el 1l y/o 11l
trimestre de embarazo. Por lo tanto, se requiere de personal entrenado, insumos (vacunas),
materiales y capacitacion constante con el objetivo de combatir esta infeccion por VHE, asi como
también de estudios para demostrar la utilidad necesaria de implementacion adecuada para realizar
pruebas de tamizaje y pruebas confirmatorias para la deteccidn precoz de esta infeccion VHE. Por
ello teniendo este primer estudio en América con resultados que ameriten su revision y evaluacion
hacemos un llamado a las entidades de salud y al gobierno local para el apoyo y aporte de bienes
y divisas que permitan la adquisicion de estos materiales e insumos para su realizacion y asi
disminuir las tasas de morbimortalidad en gestantes de esta infeccién por VHE. Se sugiere estudios
futuros para comparar la prevalencia de otros tipos de virus de la hepatitis A, B’ 'Y C con la

incidencia de VHE.
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V1. CONCLUSIONES

1. La seroprevalencia para el virus de la hepatitis E en gestantes del Hospital San Bartolomé fue
de 14,5% (45/316); de estas, 0,3% (1/316) presento IgM anti-HEV y 14,2% (45/316), 1gG anti-
HEV.

2. De acuerdo al lugar de procedencia, las 47 gestantes seropositivas para 1IgG VHE vy las 3
gestantes seropositivas para IgM VHE, el 83% y el 66.7% respectivamente tienen como
procedencia Lima.

3. De acuerdo a la edad de las madres, las 47 gestantes seropositivas para IgG VHE, el 51,11% (24
gestantes) presentan edades de 27 a 36 afios, de igual modo, de las 3 seropositivas para IgM VHE,
el 33.3% (1 gestante) presenta edad entre 15 a 26 afios

4. Se determin0 que de acuerdo a la edad gestacional de embarazo las 47 gestantes seropositivas
para IgG VHE, el 42.6 % (20 gestantes) estan en el periodo gestacional 1, el 38.3 % (18 gestantes)
estan en el periodo gestacional I1l. Asimismo, de las 3 gestantes seropositivas para IgM VHE, el
66.7 % (2 gestantes) estan en el periodo gestacional Il y el 33.3% (1 gestante) estan el periodo
gestacional 1.

5. De acuerdo al contacto con animales, de las 47 gestantes seropositivas para IgG VHE, el 44.7%
(21 gestantes) si tienen contacto con animales. De las 3 gestantes seropositivas para IgM VHE, el
33.3% (1 gestante) si presenta contacto con animales.

6. De acuerdo con el consumo de agua, de las 47 gestantes seropositivas para 1IgG VHE el 81.4%
(39 madres gestantes) consume agua apta para el consumo humano. De las 3 gestantes

seropositivas para IgM VHE el 100% consume agua apta para el consume humano.
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VIl. RECOMENDACIONES

1. Realizar capacitaciones a los profesionales de la salud en el tamizaje, deteccion, tratamiento y
prevencion de este patdgeno en los distintos establecimientos de salud del pais.

2. Efectuar estudios complementarios a este estudio base con el propdsito de estar mejor
preparados ante cualquier ocurrencia con respecto a este patdégeno

3. Estimar un namero determinado de reactivos con la finalidad de poder detectar este agente

infeccioso.
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IX. ANEXOS

ANEXO N°1

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo: Seroprevalencia de anticuerpos anti-Virus de Hepatitis E en mujeres gestantes en

hospital San Bartolomé

Investigador: Carlos Gerardo Ochoa Rojas.

¢ Cual es el proposito de este estudio?

El Servicio de Patologia Clinica del Area de Laboratorio de Inmunologia esta realizando una
investigacion en mujeres gestantes con casos de Hepatitis E. Esta infeccion se manifiesta en forma
de hepatitis aguda debido principalmente a la contaminacién de los suministros de agua potable.
Por lo que deseamos realizar el presente estudio con el fin de conocer la seroprevalencia del
anticuerpo contra el Virus de la Hepatitis E, presente este grupo de riesgo para su prevencion.

¢ Quiénes pueden participar en este estudio?

Pueden participar en este estudio las gestantes que acudan a realizarse los controles de perfil
prenatal con orden del médico ginecobstetra.

¢, Cual es el procedimiento?

Para realizar este estudio necesitamos tomarle a Ud. Una muestra de 5 ml. (una cucharadita) de
sangre de su antebrazo. Las muestras obtenidas seran procesadas en el Laboratorio de Inmunologia
del hospital San Bartolomé-Lima. De encontrarse positivo se le comunicarad directamente,
manteniendo en todo momento la confidencialidad de esta informacion.

Se le entregara una encuesta para obtener datos importantes para el estudio de investigacion (tales
como edad, procedencia, antecedentes y otros).

¢,Cuales son los posibles riesgos de este estudio?

Este estudio de investigacion no implica algun riesgo que comprometa su salud en lo absoluto.

¢ Cuales son los beneficios de este estudio?

Usted se beneficiara con los exdmenes para saber si tiene la infeccion por el Virus de la Hepatitis

E. La participacion no le costara (GRATUITO) a Ud. Absolutamente nada.
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¢ Si tengo preguntas o inquietudes sobre este estudio de investigacion, a quien puedo llamar?
Si usted tiene dudas puede hacer las preguntas que crea necesarias en este momento o al término
de la lectura de este documento. Si usted tiene méas preguntas sobre el estudio posteriormente puede
contactarse, llamando al teléfono 922624890 o escribir al correo electronico

caor9410@agmail.com

Asimismo, si tiene alguna consulta puede comunicarse con el Lic. Tecndlogo Medico Manolo
Leon Velasquez. Licenciado a cargo del servicio de Inmunologia del Hospital San Bartolomé.

Su participacion en este estudio de investigacion es voluntaria. Usted puede elegir participar o no
hacerlo. Si usted no participa del estudio, esto no afectara su tratamiento médico, o sus beneficios
de salud en el hospital. Incluso si usted decidi6 participar en este estudio, puede retirarse del mismo
en cualquier momento. Cualquier informacion que usted brinde durante el curso de este estudio
seré protegida.

DECLARACION DE LA PARTICIPANTE

Mi firma lineas abajo significa que:

e He leido este formato de consentimiento, o me lo han leido.

e Deseo participar en este estudio.

e Me han explicado los beneficios y riesgos por participar en este estudio.

e Todas mis preguntas han sido respondidas.

e Recibiré una copia de este formato de consentimiento luego de firmarlo.
Participante:

(Nombres y Apellidos de la participante)

Firma de la participante DNI

Nota: En caso de menores de edad de 17 afios los padres o apoderados deberan llenar sus datos y

firmar.

Firma del Apoderado DNI
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ANEXO N°2

FICHA DE ENCUESTA
Ficha N°

Fecha de toma de muestra:

I. Informacién bésica

1. Paciente:

2.Sex0: M () F()

3. Edad: afios; altura: cm; peso: kog;

4. Estado civil: soltera ( ) casada ( ) viuda( ) divorciado ( ) otro ()

5. Residencia actual:

6. Procedencia:

7. Profesién u ocupacion:

8. Grado de instruccién: Primaria ( ) Secundaria ( ) Superior ( ) Sin estudios ( )
9. ¢Cual es su ingreso mensual familiar?: _____ soles

I1. Habitos de vida y alimentacion

1. ¢Usted consume agua potable? Si( ) No ()

2. El Consumo de agua es: Hervido ( ) Sin hervir ()

3. Fuentes de captacion del agua: Cafio ( ) Acequia( ) Pozo () Cisterna( )
4. Consume verduras crudas: Si( ) No ()

5. Animales que cria: Cerdo () Gato( ) Perro( ) Notengo ()

6. Servicios higiénicos: Bafio y ducha ( ) Bafio ( ) Silo( ) No cuento ( )

7. Higiene de manos: Después de ir al bafio ( ) Antes y después de ir al bafio () No
realizo higiene de manos frecuentemente ( ) No realizo higiene de manos ( )

Ficha de encuesta modificada de (Feng et al., 2018).
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ANEXO N°3

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Variables

Definicion

conceptual

Definicion

conceptual

Dimensiones

Indicadores

Escala/Medicion

V1

Virus de la

Hepatitis E

Virus  de la
hepatitis E(VHE)
se clasifica como
un miembro del
género Hepevirus
en la familia
Hepeviridae, que
contiene un
genoma de ARN
monocatenario de
aproximadamente
7.3 kb (Echevarria

etal., 2013)

V2
Mujer

Gestante

El embarazo es
una condicién de
salud puablica que
involucra

adolescentes y
mujeres  adultas

(Luz et al., 2011)

Sera analizado

por

el programa

Spss version 23,

con

la

recoleccion de

datos mediante

una ficha de

encuesta

que

consta de 13

preguntas.

Inmunoensayo
ELISA HEV IgM

Cuantitativa

nominal

Inmunoensayo
ELISA HEV IgG

Cuantitativa

nominal

Edad

Lugar de

Procedencia

Edad

Gestacional

Contacto con

animales

Consumo de

agua

Historia Clinica

Cuantitativa

nominal

ELABORACION PROPIA
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ANEXO N°4

MATRIZ DE CONSISTENCIA

Formulacion del

problema

Objetivos

Hipotesis

¢De qué manera se
relaciona el Virus
de la Hepatitis E y
mujeres gestantes
del
Bartolomé en el
2018?

Hospital San

Objetivo General

Determinar la seroprevalencia de anticuerpo anti-HEV
en madres gestantes del Hospital San Bartolomé,
durante los meses de diciembre 2018- enero del 2019.

Objetivos Especificos

(1) Determinar la seroprevalencia de anticuerpos anti-
HEV de acuerdo con el lugar de procedencia de las
madres gestantes del Hospital Nacional Docente
Madre-Nifio San Bartolomé, durante los meses de
diciembre 2018- enero del 2019.

(2) Determinar la seroprevalencia de anticuerpos anti-
HEV de acuerdo con el distrito de procedencia de las
madres gestantes del Hospital Nacional Docente
Madre-Nifio San Bartolomé, durante los meses de
diciembre 2018- enero del 2019.

(3) Determinar la seroprevalencia de anticuerpos anti-
HEYV de acuerdo con la edad de las madres gestantes del
Hospital Nacional Docente Madre-Nifio San
Bartolomé, durante los meses de diciembre 2018- enero
del 2019.

(4) Determinar la seroprevalencia de anticuerpos anti-
HEV de acuerdo con la edad gestacional de embarazo
de las madres gestantes del Hospital Nacional Docente
Madre-Nifio San Bartolomé, durante los meses de
diciembre 2018- enero del 2019.

(5) Determinar la seroprevalencia de anticuerpos anti-
HEV de acuerdo con el consumo de agua no tratada en
madres gestantes del Hospital Nacional Docente
Madre-Nifio San Bartolomé, durante los meses de
diciembre 2018- enero del 2019.

No se plantea
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ANEXO N°5

Wantai Hepatitis E Virus Diagnostics

DIAGNOSTIC KIT FOR IgG ANTIBODIES TO HEPATITIS E VIRUS

E wer2s6 [ 1] v.2007-01 [Eng.] 7 ggrests (V2] (€

Read the package inserl caneluly and comgletely belire perfonming the assay. Follow the instrustions and de
et modily them. Only by siriel adherence (o hese insiructians, ihe enronenus resuts can be avaided and the
optimal performance of WANTAL HEVAgG ELISA achieved.

INTENDED USE

‘Wantai HEV-IgG ELISA s an enzyme.linked immauncsorbent assay for the qualiatve delection of igG-dass antbadies.
to hepatiis E virus in human serum or plasma. |t is infended o be used as an aid in supplementary diagnosis fo acute:
hegastis E infection and prevalence studies among the population.

SUMMARY

Hepaifis E vins (HEV) is a non-enveloped, single: siranded RNA virus ideniified in 1990, Infechon with HEV induces
acute or sub-clinical iver diseases similar io ..nnuiub HEV infections, endemic and frequenly epidemic in developing
couniries, is seen counries in with or without a hisiory of Faveing i endemic arca.
The overall case-iatalty is 0.5-¥%, and much ._ﬁ_! [15-25%) among pregnant women. A hypothess Sat HEV
infection is 2 zoonosis was presenied in 1535 Then a swine HEV and lader an avian HEY were ideniffied and
sequenced separately in 1997 and 2001. Since then. HEV infection indude: ant.HEV, viremia and feces excretion of
HEV was seen in a wide: variety of animais, |2, swine, rodents, wild monkeys, dess, cow, goats, dogs and chicken in
both the developing and developed counries. A drect iesSmony was reporied that the consumption of unoookisd deer
mezat infscted with HEW led o acute hepattis E in human. And HEV genome ssquences can be: delected in park livers
available in the supermarkets in Japan.

PRINCIPLE OF THE TEST

“epaiis € virus ELISA kit employs sobd phase, indiect ELISA methed for defecion of Igi-class anibodies o HEV
‘anti-HEY) in two-siep incubaiion procedure. Polystyene microwed strips are pre-coated with HEVecombinant. During
he first incubation step, ant-HEV specific antbodes, If present, will be bound 1o e sold phase pre-coated HEW
wnagens. The wels are washed fo remove unbound senum proteins and than, rabbst and-human Ig6 antioodies
(anti-lgt) conjugated o horseradish peroxidase (HRP-Conjugate) ane added. During the second incubation siep, these
HRP-conpugaied antbedies wil be bound & any antigen-ansbody (G| complexes previousty fomied and the unbound
4AP-conjugaie i then removed by washing. Chromagen soksors containing Tetramethyberzidine (TME) and wea
serokide: ane added o e walls and in presence of the ansgen-antisody-antl-igG (HRP) immunccompies, the colriess.
“rromogens are hydroiyzed by the hound HR® conjugate (o a biue colored product. The bie colr fums yellow ater
sinpping the reaction with sufurc ackd. The amount of color intensity can be measured and & propartional i She amaunt
of antibady captured in e wells, and io fhe sample respecively. Wells containing samples negative for ant-HEV.IgG
‘emain coloress.

0] | Vitro Diagnostic Use Only

WU | PLATE
[Tudewulls)

BX1ZHZXBwell par plate

MICROWELL PLATE: Blark microwell sirips fued on white sirip holder. The
plaie is sealed n aluminum pouch with desiccant Each well contairs
recombinant HEV ansgens. The microwel s¥ips can be broken to be used
sepanately. Flace unsed wells of SRS in Me provided plastic sealable siorage:
bag fogether with e desiccant and retum ko 2-B7T. Once cpen, siable for one

month 2t 2.8T
mﬂz:ﬂﬂ. = NEGATIVE CONTROL:  Blue-colored bguid filed in a vial with gneen screw cap.
{5l per vial] Proten-stabilized buffer tested non rescve jor HEY.
presara. 1% Protin™ 300 Reay b use as suppled. Once open, Stabie for one month at 287

POSITIVE CONTROL: Red-colored liguid filed in a vial i red screw cap. kgt
antibodies to HEV diuted in protein-siabiized bulfer.
Ready to use as suppled. Once apen, stabie for one month at 28T

SPECIMEN (MLUENT: Green-colored in a vial wih e screw cap.
12 mi per vial. Serum base, casein, and sucrose solution.

e por v

presencd. 1% ProCin™ 300

ot

presares. 1% ProCin™ 300

HRP-CONJUGATE: Eigzn!%z[éanﬁﬂinﬂ
ated rabbd ant-human igl
Firasy I use as suppled. dnce apen, siable for cne ___u.s-uuw

WASH BUFFER: Coicriess iquid filed in a dear battle with white screw cap.
PHT4, 20 = PES

The concentrale must be dikied 1 to 20 with disslied! delorized water before use.
Once diluted, stable for o week at mom iemperatre, or far W wWeeks when
siored 2t 28T

CHROMOGEN SOLUTION A: Coloriess buid filed in a wivie vial wih green
SoEw Cap. Urea peride Sokson.

Ready to use 25 suppled. Once apen, stabie for cre month at 28T

CHROMOGEN SOLUTION B: Colriess Bquid filed in a black val with black
sorew cap. TME soiution (Tetramethy benzidine dissalved in oinc ackd).
Ready o use as supphed. Once open, stable for one month at 287

oen-._:ﬁr._:..luz!
DILUTE BEFORE USE!

LSTOP 1 501 |

Codod (1x@ml por vial)

.
.
.

STOP SOLUTION; Caloriess liquid in 2 white vial with whie cap.
Diutad euluric seid eokscn (2.0M HS0,).
FReady o use as suppled. Once open, stable for one month at 28T

PLASTIC SEALABLE BAG: For enclosing the sirips nat in use it
PACKAGE INSERT ﬁ
CARDBOARD PLATE COVER 2

To cover the plates during NCubaton and prevent evaporahon or contamination af the wells.

MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED

Freshly distflesd or deionized waler, disposabie gioves and fmer, SpYOpNats Waste CONIRETS Ky potentaly
E—!.:E_.__u_!_uw.nnunium andior pipette, dspasatie pipeSe tis, absorment tisue o dean towe,
dry Incubator or water ba, 37 um. plaie reader, sngle wavelengh 450nm: or dual waveiengh A50:E30nm,
microwel aspration‘wash system.

SPECIMEN COLLECTION, TRANSPORTING AND STORAGE

1. ‘Specimen Collection: No special patent's preparation requined. Callect the specimen In accordance with
e nomal laboratory prachice. Either fresh senum or plasma specimens can be used wih fis assay.
Elood collemed
st e gzuﬂﬂﬂa*unizuns!ﬁaﬁaﬁi.lqﬁmﬁ Care should be

===== are: chear and not .uuw.ﬂ._u:u.zdﬁ_zn
particulate ___!n:_:_:__un:ﬁ._u.ﬁs u:u._ssna.nzﬁ-.ﬁnu:n RPM (round per
minutes) for 20 minutes at room femperature o by fitration.

2 Flasma specimens collscted imo EOTA, sodium otraie or heparin may be tested, but highly lipaemic,
gﬂﬂ&lﬂ?&nﬁjzgaﬁf sed as they can e false resuls in the as: _9.:.0__
heat inachivaie 5 This can cause delencraton of _w.nmn.mn analybe. musu.nn
_._-EUE_E!:'Q.- hould never be used.

a 'WANTAI ANT |-TP ELISA is inbended OMLY for testing of indridual sesum or plasma samples. Do notuse
e assay for testing of cadaver samples, saliva. Lrin or ofer body fluids, of pooled (mixed) bicod.

4. Transportation and Storage: Slore specimens at 287, ﬁ_sui nal requined for assaying within 3
nauu.ﬁ._._unn_nﬂ.u-a-n:,un_ﬁ!suwg-_!n 7e-thaw cydes should be avoided. For
‘shipment, sampkes should be packaged and labeled n accomiance with the existing iocal and remational
requiations for trarsportation of dinical samples and efhological agents.

STORAGE AND STABILITY
The companenis f the ki will remain stable Sough the expration date indcated o Sve label and package when

siored between 287, do not freeze. To assuee mamimum perfoemance of WANTAI  ELISA, during storage,
jprotect the reagents from contamination with microorganism or chemicals.

wenipuncture should be aliowed 20 clof nafurally and comgletely = the serumiplasma

PRECAUTIONS AND SAFETY
10 BE USED DNLY FROM QUALIFIED PROFESSIONALS

The HEV-IgG ELISA assays are time and bemperature sensitive. To avold incomect resull, sivictly follow the test
[procedure sieps and da Nt modity them.

1 Do nat exchange reagents from different lots o use reagents fom ather comeercially available kots. Tre

eomponents of S kit are precisety maiched for cpamal of e tests

2 Make sure that all reagents are in fhe vabdity ind on fhe kit bax and of e same lot. Never use

reagents beyond ther expiry dale staied on labels or boxes.

a CALTION . CRITIGAL STEP: Allow e reay and specimens to reach room lemperatere (18-307)

bedore use. Shake neagent gently bedore use. at 28T immediately afier use.

4. Use anly sufficent wolime of sample as indicated in e procedure steps. Falure 10 da 50, may cause in

Ezuuitcﬂiqﬁi

5 Do mot fouc s.nuuuu._..uﬁ..o..q_si.ﬁ.w.i rinis oF scralches may interiere with the resding.
g the air bubbles insite trie wels.

6 Zntﬁ.u.—g-_.nE_EEWEggiius_uuuﬂg_;g!ﬁﬁnnﬂzEE

Juynid the formasicn of air bubibles when adding the reage

7 Juwoid assay sieps long Hime inferruptions. Assure same working conditions for al wells.

a Calibrate the pipette frequenty In assure the accuracy of samplesineagents dispensing. Use dfferent

L]

s dry and

cisposal pipetie bps for each specimen and reagestts in crder o vold cross-contaminations.
Asgure that e incubation femperature & 37T inside the inoubaior,

1. Wihen measuring wilh a plaie reader,
12 The ercymatic acavey of the HRP.conjugate migt be afiected fom dust and reacave chemical and
!En_u..nﬂ._rnuni__si..sn._ﬁ.l aods, alkalis eic. Da nat periorm the assay in the presence of these

n -Eqﬁz__,.u_-u._iﬂun:u._ﬁ.. during incubiation, g no caver the plates with e plate cover. The
Spping outof e remanders raid the ple alter washing, can ais be cmitted.
4 specimens from human origin should be considered as polentially infectious. Sinct adherence 1o GLP
{Good Labaratory Practice) regulations can ensure the personal sai
15 WARNING: Mxienals from human origin may have been used in the preparation of the Negative Conteol
of the kit. These materials have besn wilh fests kits with acoepied performance and found
megatve for antibodies to HIV 1/Z, OV, TP and HEsAg. Howewer, here is no analytical meshod that can
assure Fal infecious agenis in e speamens o reagents are complebely absent. Therefore, handie
FEAgENts and SEECIMENS Wi exireme CSCn a5 -ﬁﬁsgiﬁﬁ_igun#uuﬂ. Bovre
derfved sera harve been used for stabiinng of S poseve and negative controls. Bovine serum albumin
{BEA) and fesal call sera (FCS) are derived from u__:_u.w__d.__ BSETSE free-gecgraphical aneas.
16 Blewver gat, onnk, SmCke, Or 300l COBMEACS In thie assay aboratory. Never pipese solutians by mout
17 Chemical shauld be handied 2 and deposed of anly in accordance with She cument GLP | _.u-..a.gnJ.
Fractces) and the iocal or national reguiations.
i The pipese ips, wals, sinps and specimen contaners should be colecied and auiclaved for nct less fan
N:E.uu:u: or treated with 10% sodum Fypochionie for 30 minuies fo decontaminate before anmy
uummiﬂﬁu Schstiors cantain:
fety Data Sheet (MS0S) aval
19 Ecme reagents Mmay cause iouiaty, irmtation, u_-_.un._._!nn!u.sﬂ..-nuaun:ua-.:in=nw,na=sn
wilth the skin and the muoosa shoud be avoided but not imited 1o the following reagents: Siop salution,
-..nn__ . and the Wash buffer.

_:_-:u.unn._—n._—uu..n uld NEVER be autoclaved.

M_._uo._i”!_ H:50: Dunotoat and drink Waine protective clothing Bishazard
Rﬂ-..,l]e-. - EI6.M0.45 at the labaoratory 'Ware oye protection Danger
R phrases 83 R35

PROCEDURE

Roagenis proparation: Alow fe reagents io reach room femperatoe (18-30%C) Check e Wash buffer
concenirale for e presence of sak crystals. If orystals have formed, resokubilze: by warming at 37T until crysials
dissotve. Diute the Wash buffer [20X]as indcated in fhe washing siep instructions. Use disslied or deionized water
and cnly clean vessels 1o diute e buffer, All other reagents are READY TO USE AS SUPPLIED
Proparation: Mark fvee wels as Negatie control (a.g. B4, G4, D1), two walls as Pasitive contral
{o.g. E1, F1) and cne Blank (sg. A1, nemer sampies or HRP-Caonjugate shoud be added o the
Blank well). If S results will be defermined by using dual wavelength plase reader, e requiement
for use of Blank wel could be omitied. Use anly rumber of sirips required for e fest.
Adiding Dilusnk: /dd 100l of Specimen Diven inio each wel.
Adding Sample: Add 10pl of Positive coniral, Negative control, and Specimen info their respectre.
wels except for the Blank. Nate: Use a separate disposal pipetto tip for sach specimen, Negative
Control, Posithve Contral to avold cross-comtamination. Mix by tapping the plate gently.
Incubating: Gover S plate with the plate cover and inoubate for J0minutes at 379C.
Washing: At the end of e ncubation, remave and discard the plate cover. Wash each well Stimas
with dikfied Wash Buler: Each Sme aliow e micmwells i ssak for 30:60 soconds. Afier the: firal
washing cycle, turn the plaie onto biotting paper or ciean fowel, and tap it i remave any remainders.
Adding HRP-Conjugate: Add 100 HRF.Conjugate fo each wel except the Blank
Incubating : Cover e plaie with the plate cover and inoubaie for 30minutes at 37T,
Washing: Afer the end of e incubasion, remove and discand e plate cover. Wash each well
Stimes wilh diksed Washing bufler, Each time allow the microwels o soak for 30460 seconds. Afier
e final washing cyde, bum down the: plate. paper o andtpit any
remainders.
Coloring: Add S0l of Chmmogen A and S0l Chromogen B solutions into sach well inchudng the
Blank. Incubate the plate 2t 37T for
Chmmogen soltiors and e ..-N_un.h.__.u.ln produces blue color in Prssve contral and
ardHEW/gES positive sample wells.
s—.:!:é Reaction: Using a mulchannel pipetie or maruaily, add 50l Stop solution into each well
o Infensive y Pasitive: contral and IgG-HEV positive sample wells.
l-.-_lg tha Absorbancs: Calibrate She plate reader with thie Blank well and read the absorbance
at 450nm. If a dual fiker instrument is used, sel the reference wanelength at 630nm. Calouate the
Guntoff valse and evaluate the resuits. (Noto: read the abscrhance within Sminuies afier stopping the
reaction}

H

£ § f8 & &

INSTRUCTIONS FOR WASHING

A goad washing procedure is essential in order to obtain comect and precise analytical dats.

It is theredore, recommended o use a good quality ELISA microplate warsher, mainiained 2 the best level of

washing performances. in general, Eﬁazﬁ.musisﬂ=3%x.aug=5_=u§ﬂa

o avold false pasi and high

To avoid cross-contaminations of the plate with specimen or HRP-conjugate, afier incubaiicn, do not dscard

the content of e wells but allow the plale washer 10 asprate it autcmancaly.

Aszre that the micropiate washer liquid dispensing chanmets are not biocked or contaminated and sufficent

vohume of Wash buffer is dspensed each time info e wells.

5. In case of manual washing, we suggest to camy cut § washing cyclas, dispensing 350-400piwell and
aspirating the liguid for § times. if poor resuts (high background) are ohssrved, increass the washing Cycies.
or saaking time per wel.

& In any case, e liquid aspiraied out the strips should be treafed with a sodum hypochiorie solution at a final
cancentration of 2 5% for 24 hours, bedore they ane wasted in an approgriaie way.

T The concenirated Wash buffer should be diuled 1:20 before use. Hfless than a whale plaie & used, prepare

the: proporional volume of solufion.

QUALITY CONTROL AND CALCULATION OF THE RESULTS

Each microplate should be considersd separately when calculating and inerpreting e resubs of the assay,
regardiess of the number of plates concumently processed. The resuts are calculaied by relaing each specimen
absorbance (A) value i the Cut-olf value (C.0.) of the plae. If fe Cul-off reading & based on single fiter plaie
reacer, the results should be calodated by subtracing the Blank weil A vakue fom the print report values of
specimens and conrois. In Gase the reading s based on dual fiker plate reader, do not subtract e Blank wel A
value irom the print report values of specimens and conirols.

-

Calculation of the Cut-off valua (G.0.) = Ne + 8.16 (Nc = the mean absorbance vakue for Sves negatve controis)
impartant: i fhe mean OO value of the negative contral is lower than 0.03, take & 2s 0.0, If higher than 0.03 see the
Cuality Controd.

Quality control (assay validation):The test resuts are walid § e Guaity Control criteria are fulfiled. 1t is
recommended Sl each laboratory must establish aperopniate quality control system with quality conirdl material
similar tn or iderfical with the patient sample being anatyzed.

The A value of the Blank weil, 'y Chromi . b5 less tham 0.080 at 450 nem.
<The A values of the Positive control must be 2 0.200 at 450/630nm or at 450nm afer blanking.
<The i values of the Negatve cantred must be less than 0.100 at 45KE30nm or at 450nm after blanking.

Hf cne o fhe Megative conirol values: does not meet the Quality Confrol critesia, & should be dscarded and the mean
value calculated again using the remaining bwa values. If mare than cne Negative conirol A values da not meet the.

M The Sop salustion 2M 14,50, |5 a stong ackd. Lise fwih care. Wipe up spils nd o
s Wi WIer f COME i Contace Wih the siin or yes. Quaity fhe anc must be repeated.
21 ProCin 300 0.1% used a5 preservative, can cause sensation af the skin. Wipe up spils or Exampila:
wazsh with warler if come il confac with The skin or eyes. 1. Quality Contral
WOICATIONS OF NSTASLITY DETERIGRATION OF THE REAGENT. Vaues of e Posiie o Negahe Bl wal A v A= /025 i 45um |hlok orly ¢ 4E0nm)
‘conirals, which are out of the reagents Wall N B ©t o
andior operafior or equipment errors. In such case, e results should be Bi.au.!_ as invald and e samples Negative control A values: noaz i) LiLiFog
must be retesied. In case of consiant eToneous resuls and proven delenorason o nstablity of the re Wall Ne: Bt F1

immedately substfute the reagents with new one of contact Beijng Wantai technical support -n.u_m_a_n..
anssistance.

X2 600U~ ¢

Positive conrol A values: 247 236
Al control values are within the staied quality control range

2. Calculation of Ne: = {0020+ 0012+0016) = 0016 N is bower than 0,00 5o take it as 003)
3
3. Cailculation of the Cut-gff: (C.0.)=

03 +0.16= 0.19

50



INTERPRETATIONS OF THE RESULTS

iva Results (A C.0. <1): Samgles A value less than the Cut-off value ane ne for this a
W s ok na 1gG 15 HEV Rave e Qetecied with WANTAI HEVIgE ELISAKIL Hrmiore e 2 1
serniogical indications fof infscson with HEV.

Positive Rosults [ A1 C3O 2 1) muauﬁam-_ A value which i equal ko, or greater than the Cutoff vaise an
considered initially reaciive, which indicales that g o HEV have probably been detecied using his a HEV.
ELISA kit Retesting i dupbcates of amy ¥ FEACHE Sampie i e Tesactive sam

could be consiered posAve for igG i HEV and theredon: S patient is probaibly infected with HEV.
Borderdine: (47 C.0. = 0.8-1.1) ples with A valug io Cut-off ratio bebween 0.9 and 1.1 are considored
bordorling and retesting of these spacimens in duplicatss ks required to canfirm tha initial results.

- If after Hﬁnﬁn—- the initialy reactive sampies, bath wells are negative results (G 0.<09), these sampies
should be oon: red as non-epeatable posfve (o false posiive] and recorded as negatrve. As with many very
sensitive ELISA assays, false positive results can oocur due 1o the several reasons, most of which are connected
wilh, but not imiled to, inadeguaie washing step. For more nformation regarding Wantai ELISA, Troubleshooing.,
please refer o Wantars “ELISAs and T eshooting Guide™.

+ If after retesting, one or both wels ane positive resuls, the final result from this ELISA fest should be reconded as

3 reacive could be pasitive for IgS antibodies o HEW.

. Afier reinstng in duplcates, sampies Wi values ciose 0 S Cut-of value $hiould be iRterpressd with causen and

consiered as * bordeding” zone sampie, oF unimeoetable for the Sme of lesang.

Fallow.up, confinmation and suppie

e positive speciman with other analytical system

j sting of a
Is requined. Clinical diagnosis should not e-Em_-.lai_uI!_ on a single fest result. |f should integrate
clinical and other laboraiory data and findings.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

1. Detection of HEV artibodes in samples from patients with 10 years of HEV past ndection history:

Reagents Sampies Fos. Cul-ofi Posite samples 00 e, pos
et Iowest avr. highes: 5C0
WT igh® 5 86 0148 i) 1.368 23 a4
ElA 1™ ] ] 0512 0514 1018 2815 195
ElAZ™ 5 30 0.z28 (] 10.457 1.084 208

“Bejing Wantai B8 HEV IgG ELISAWT igi)
" Commercially available HEV igG ELISA lesis.

2 Detection of senal serums samples from acute HEV prrase

Sinoe no goiden standard for hepalitis E is available, the reference HEW IgM assay served s conirol neagent.
Farallel comparison festng was: periormed with acute hepatitis E samples (Testing Center 1). If the: true posite:
status was defined as posve for any of the two iesss used in Sis study, the sensmvity of Wantal HEV igG and the
reference HEW Igi was 57.96% and 91 84% respectively.

In af 120 senal sera samph wed from 30 hepatfis E {Testing Center Z).The sensiiity of Wartal
HEVHIGE were 100% while tie sermitreity of the reference HEV.IgG were 93.23%,

The sanstivity of Wantal HEV ighl was S9.08% in the paralel testng of a 1otal of 21Bserum sampies of acute
hepatitis E, which was significantty higher fan the refenence HEV IgG tesis (32.66%)

Testing e WTigh A1
Psitre Pastve Pastive
Center st Number Foave Rz Numiber Fate
1 e 95 a7 96% 90 9188%
z 120 120 100.0% 12 oIk
TaraL e 216 =% 202 %

Reproduabikty ‘Win Run Betaeen Run
Sample o Mean 5O G Mean SICO TV
‘Weak posaive 10 469 1% 4.58 5%
Moderaie posfve 10 na T 1049 T5%
Srung posiire 1 10 1642 4.2% 1&ar 44%
Srung positre 2 10 13n 8% 1312 4.0%
LIMITATIONS

Positive resulis must be confimmed with anciher awailable method and inlerpeeled in conjunction with the patient
elinical nformation.

1. Nonrepeatable posve resull may ocour due i the general biokgical and hinchemical characterstics of ELISA
methad. The iestis designed io achieve very high periormance characteristics of high sensitivity and specificity.

2. Any positive resufis must be inberpreded in conjunchion with patient dinical informaticn and ather laboralory testing
resufs.

3. If, aher resssting of the initialy reactve samples, e assay results ane negatve | these sampies should be
considered a5 non-nepeatabie (false positive | and interpreted as negative. As with mamy very sensitive ELISA assarys,
fabse positive results can ocowr due i the several reasons, most of which are related but not limied to inadequans
washing siep. For more information reganding Wantasl ELISA Troubleshooting, please refer in Wantal's ELISAS and
Troubleshooting Guide”, or confact Beijng Wantai fechnical support for furiher assistance.

4. Common sources for mistakes: kits beyond e expiry date, bad washing procedures, contaminated reagents,
incarrect assay procedune steps, nsufficent aspiation during washing, falure ko add samples or reagents. equipment,
Bming, volumes, sample natre and quality.

5. The prevalence of the marker wil affect the assay's predicive vales.

&. This kit is imended OMLY for esing of individual serum ar plasma sampies. 0o not use it for testing of cadaver
samgles, sakva, unine or ather body fiuids, or pooled (mied) blood.

7. This is a qualitative assay and the results cannot be Use 1o MEasure anabodies conceniations.
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SUMMARY OF THE MAJOR COMPONENTS OF THE KIT:
Use this summary only as a reference and alaays foliow the comprehensive meshod sheet when performing the
a . Moie: the com of indrvidual kits ane ot loé: méerchany

1. Microwel plaie Code & one

2 Megative Code 8 1x0.5m|
3 Pasitive Cortrol Code 7 10 .5m|
4 Eampie Dulutian Code & 1xt2mi
5 HRP-Conpigate Code & 1xt2mi
& Wash Bufter Code 1 1x50mi
7. Chromogen solution A Code 2 Ix8m|
& Ch solution B Code 3 IxBml
8. Stop Soiution Code 4 IxBml

3. Testing 10557 blood samples from biood donors, the: resulis showed in the: Fig.1 from fhe frequency distribution
map, { exisied two peaks. of WT-ig5: the firs peak was higher, of which the cenier was near the OO value 0.0125,
representing the people wha did nat infect HEV. The 0D logarifm of the: first peak was similar io the log-normal
distriution. Considering the first peak a5 the center, calouate the ssandard deviation of the data on the ieft. The
camespanding OO values in accomance with 99%.fractile and 99 9%.-iractile respectvely were 0,068 and 0,120 and
the probatility value af the culoff value 0.185 was 99.99%. The second peak conceniraled near the OD walue 32,
representing the HEW infection population, and its logarithm befarved as negative skewed disiibution. As a resuk,
the specicey of WT-igG was much higher, with false positve rale at 0.01%.

010305070911 13151.7192123262729313331517
LogiE2 IgG)s 3

SUMMARY OF THE ASSAY PROCEDURE:
Use ths summary onlly as a reference and atways folow the detaled mefhod shest when performing the assay

3 0] oo
Sampies 104l
Incubate Bomiries
‘Wash Sames
Ad HPFR-Conpugate 1004
Incubate Bomiries
‘Wash Sames
Coloring 504l A+ 504 B
incubate 15mirtes.
Siop the reaciion 50l stop sclution
Fead the absorbance 450nm or 450630 nm
EXAMPLE SCHEME OF CONTROL/SAMPLES DISPENSING:
1 2 3 4 5 L] T o - 12
A Blank &3
B Neg.
© heg.
o heg.
E Pos.
F Pos.
<] 51
H 52
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ANEXO N°6

Wantai Hepatitis E Virus Diagnostics

DIAGNOSTIC KIT FOR IgM ANTIEODIES TO HEPATITIS E VIRUS

Code 3 {1xTml per vial) screw cap. TMB sokuiion (Tetramedty benzidne dissolved in ciing add).

Ready o use as supglied. Once apen, stable for ore month at 28°C.

STOP SOLUTION: Coioress bquid in a white vial with white cap.
Diuted sutfunc aod salution {2.0M HS50,).
Heady fo use as supplied. Cince apen, stable for cre manih at 28°C.

LSToP | SOL |
Cade 4 (TxTml per vial)

L] PLASTIC SEALABLE BAG: For endosing the sirips nat in use: Tunit
. PACKAGE INSERT fcapy
. CARDBOARD PLATE COVER Isheets
To cover ubation and of the wells.

[eF] wertss  [[i] v.2012-01 [Eng.] N\ sgTests (VO]

Foesad the package insert carefuly and compietely before performing the assay. Folow e instructions and do not
madify them. Gnly by strict adherence o fese: instructions, ihe emoneous results can be avoided and e opimal
perfomance of WANTAI HEV.gM ELISA achieved.

INTENDED USE

Wantai HEV:Igh! ELISA is an enzyme-linked immunosorbent assay for qualiiative delermination of IgM-class
antibadies % hepatitis E virus in buman serum or plasma sampies. The assay is ntended 1o be used in cinical
diagnosis related to infection with hepattis £ vins.

SUMMARY

Hepats £ vinus [HEV) is a non-enveioped, single. stranded RNA vinus identifed in 1990, Infectian with HEV induces
acute or sub-cinical Iver dseases simiar to hepastis A HEV infecsons, endemic and frequently epidemic in
deveioping countnes, is ssen alsa in deveioped CounTes in & sporadic form with or without a Ristary of taveling 1o
Eendemic anea. { . & hypathesis
that HEV infection is a zoanosis was presenied in 1995, Then a swine HEY and Later an avian HEY were identified
and sequenced separately n 1997 and 2001 Since then, HEV infection indude ans-HEV, viremia and feces
exoretion of HEY was seen in 2 wide variety of animals, |.2., swine, odends, wiki monkeys, deer, cow, goats, dogs
and chicken in bath the developing and developed countnes. A direct esSmaorny was reported that the

MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED

Freshly dstiled or desonized water, dsposable gioves and timer, apgropnate waste containers for potentially
contaminated materials, dispensing syssem andior pipete, disposabie pipese tips, absorbent tissue or dean fowsl,
dry incubaior o water bath, 370.5°C, plate reader, sngle wavelengih 450nm or dual wavelength 450/630nm,
microwell aspiration‘wash sysiem.

SPECIMEN COLLECTION, TRANSPORTING AND STORAGE

1 Speciman Collection: o special patieni's uﬁeu_.ln..ﬂi._ﬁn Collect e specimen in accordance with
the ncemal ¥ pracice. Efer imens can be wsed with this assay. Bloed
Euniuq:!-!:ﬂ:ﬁﬂﬁ:ﬁwnuisnﬁs&l&si = e senumiplasma must be
separased from the Ciot as eary & passible 35 to avokd haemalysis of the REC. Care should be taken fo
ensure that e serum specmens are cdear and not comtaminated by micmorganisms. Any wskie

pariculaie be remaved by at 3000 EPM jround per minules|
for 20 minules 3t room temperature or by fitration.
z Piasma specimens collecisd inbo EOTA, sodum ciiraie o heparin may be fesied, but highly fpaomie,

icioric, or hemofylic specimens should nof be used as they can give false resuls in e assay. Do nof
hoat insctivate specimens. This can cause defenorafion of the tamet analyle. Samples with visbie
micrabial contamination should never be used.

3 WANTAI HEV.IgM ELISA is inended DMLY o testing of indvidual serum or plasma sampies. Da not use.
the assay for testing of cadaver sampies, saitva, urine or other bdy flids, or pooled {mixed) bioad.

uncocked deer meat infected with HEV led io aioute hepats E i human. And HEV genome saquences can be
detected in pork livers available in the supermarkets in Jagan.

PRINCIPLE OF THE TEST

This it s 2 bw salidpt y caphure ELISA
pre-coaled with antibodes dinected fo human immunogiobulin M profeins. {anti-44 chain). The patkent’s seumiplasma
sampie is added, and during fhe first incubafion siep, any Igh-dass antibodies will be capiured in fhe wels. ASier
washing cut all the other substances of the sample and in pariicular IgG-class anibodies, the spedfic HEV Ight
capturesd an the salld phase is detecied by the HEV ORF.

horsesadisn permwidase (HAP.conjugate). During e second incubation, the HAP.corugated anbgens wil
speciicaly reac only with HEY Ig aniibodies. Ader washing i remave ihe unbound HRF-conjugaie, chramagen
s0LRDNS are added into the wells. In presance of () - (and-HEV-AGM) - (HEV Ag-HR®) immunocompies, the
colorless chromogens are hydrotyzed by the bound HRP-conjugate fo a bive-colored product. The biue color ums
yelow afier siopping the reaction wih sufuric acid. The amount of color intensiy can be measured and is

o the amound of , and 1o the npie

Wiels containing sampies negative far HEY ig remain coloriess.

COMPONENTS

microwed sirips are

] In vitro Diagnostic Use Only

E_._E.qm -.nsnsmFEﬂmﬂssﬁi__!E__ﬁS!-xEu ...__u! :ﬁ
5 (Ta6walls) in h with desiceant. Each g
BX1212%Bwell per plate atiodes (a4 chain). The microwell strigs can be boken o ke med

separaiely. Flace unused wells or siips i the provided plastic sealable
storage bag together with the desiccant and retum to 24°C. Gnce apen,
stable for ane month at 28°C.

ﬁw...._.aLF_ MEGATIVE CONTROL: Biue-toiored bquid filed in a vial with green scres
E {105l per vial) mp.
a1 - Froiein-stabikzed buffer tested non reactive for HE Ight.

Ready fo use as supplied. Onoe open, siable for one manth at 28°C.
LCONTROL |+ | POSITIVE CONTROL: Fied-colored ligud filed in a vial with red screw cap.

Code 7 (10 5mi per vial
presane.01% ProCin™ 100

[T SFE]

Caote 3 {1x12ml per vial)
rmsar0.1% ProCin™ 300

Puried HEV igM dlass antibodies dikfed in protein-stabilzed buffer.
Ready o use as supglied. Once open, stable for one maonth at 28°C.

SPECIMEN DILUENT: Blue bquid in 2 while vial with bue sorew cap.

1Zmi per vial. Serum base, casein, and sucrose sokfion
Ready 1o use as supglied. Onoe open, siable for one manth at 28°C.

HRP-CONJUGATE: Red-colored liquid in 3 white vial with red screw cap.
Horseradish peraadase.conjugated recombinart HEV antigens.
Ready 0 use as suppiled. Onoe apen, stable for one month at 28°C.

oo etbarger v

prusar.0.1% ProCin™ 100

IASH BUFFER: Coloriess liquid flled in a clear botile with white screw cap,
FH 7.8, 20 % FRS

The concenirate must be diuted 1 ko 20 with dstiled’ deionized water bedore
e Onee diuied, stable for one wessk at mom temperature, of for tan wesks
when siored at 28°C.

CHROMOGEN SOLUTION A: Colorless ligud filed in a whie vial with green
screw cap Ures percaide solution.
Ready 1o use as supgiied. Onoe open, siable for one manth at 28°C.

CHROMOGEN SOLUTION B: Coloriess bouid filed in a black val wih black

4, and Storage: Store specimens at 2-8°C. Specimens not required for assaying within 3
days should be stored frozen {-20°C or kower). Muliple freeze-thaw cycles should be avoided. Far shipment.,
samples should be packaged and labeled in accordance
for fansporiaton of cirical sampies and ethological agenis.

STORAGE AND STABILITY

The componenis of ihe kit wil remain siable theough the expiration date indicated on the label and package when
stoned beteeen 2-8°C. do not freeze. To ssure maxkimum perormance of WANTAL HEV-IgM ELISA, durng storage,
prolect e with of chemicaks.

PRECAUTIONS AND SAFETY

TO BE LSED OMLY FROM QUALIFIED PROFESSIONALS

The ELISAassays are ime and tempesature sensitfve. To avad incomect resull, sirictly follow the test procedure
siops and do nof modify them.

1 Do nat exchange reagents from different iots or use reagents fom cther commercialy availabie kis. The

compenents of the kit are precisely maiched for optimal periormance of the fests.

Z Make sure that all reagenis are wifin the validiy indicated on the kit box and of the same lof. Never use

reagents heyond Sher expry dale sated on labels or bowes.

ES CAUTION - CRITICAL STEF: Allow the reagents and specimens o reach room femperature {18-30°C)

before use. Shake reagent gently before use. mu._._.__u_u.mgﬁ ::.u.__lnu.u?.. use.

4 Use anly sufficient . Faiure 10 do 50, may

sensitivity of the assay.

B Do nof ol wierior of the wells; scraiches 9. When
neading fhe resufis, ensure that the plate bofiom is dry and fere are no air bubbles inside the wells.

E Nevver alow 'wels 10 dry afer immediately proceed &0 the next siep. Avwd

T

B

8

10.

the formation of air bubbles when adding e reagents.
i assay steps ong tme inter

warking condicns for al welks.
Caltraie: the ppetie fequenty o assure the accuracy of samplesireagents dispensing. Use diferent
disposal pipetie fips for each order Io avid
Assure that the incubation e
,s_n..!.ns.__un:.ni da ot touch the wels batom with T ppese tp.

" 2t 450nm or at 45030,

12 The enzymatic HE&A?.QEEE;&H%&&ESEEEE_E and
!iﬁu_lhuas-iﬂun_‘na acids, alkails eic. Doauﬂgﬁ-nun'.:-iu.ﬁaﬂ.ﬁﬂgi

substances.

12 If using fuly automated equipment, during incubation, do nat cover e plates. with the plate cover. The
tapping out of e remainders inside the plate after washing, can aiso be omited.

4. Al spacimens from human origin should be considered as potensally ndectious. Strict adherence 1o GLP
(Good Labaratory Pracice) reguiations can ensure the personal safety.

15, WARMING: Materals from may have the Negative Control of
the kR. These maierials have been fesied with fests kits ‘Wil accepted and found negative for
antibodies to HIV 172, HCV, TP and HBsAg. However, Shere is no analylical methed that can assure that
miecicus ageres in the specimens o reagents are compietsy atsen. Therefore, __!Bnaue!_w!:_
spedmens wih exireme caulion as | capabl
been usad for stabitzing of the positive and negative cantrois. Eﬁﬁggz_mmzsin!_

sera {FCS)

16 Mesver earl, drink, smake, or apply cosmetics in ¥ by mouth.

1. G.n=.u_._§_.._un_!ﬂaEnusﬁgé_:gzﬁﬁ.ﬁnﬁﬂn%ﬁoﬁga
Practices) and the local or national regulations.

18 The pipefe tips, vials, sirips and specimen containers shoukd be colecied and autoclaved for not less fan
2 hours at 121°C or treated with 10% sadium 20 minutes to ay
further sieps of dispesal. Solutions containing sodium hypochlorite should NEVER be autoclaved. Materials

Safety Data Sheet (MSDE) avaiable upon request.

19 Some reagents may cause IoKchy, imRaton., bums or have caronogenic efiect as raw matenals. Contact
with the skin and the mucosa should be avoided but not imited ko the following reagents: Siop soluban, the
Crromogerns, and e Wash buffer.

2 The Stop solution 2M H,S0, & a strang ackd. Use i with appmpriate care. Wipe up spils immedistely and
wash with watler if come inlo contac with the skin or eyes.

2. Prodin™ 200 0.1% used the skin.
wash with water if come info confact with The skin or eyes.

HDICATIONS OF INSTABILITY DETERIORATION OF THE REAGENT: Values of the Positive or Negative conirols,
which are cut of the indicated gquality conirol range, are indicators of possible deterioration of the reagents and'or
operaior or equipment ermors. n such case, the resubs should be considered a5 invalid and e samgles must be
reiesied. in case of constant emoneous resuits and proven delerioradon or nstability of the reagents. immediaiely
substiute the reagents with new one or contact Baijing Wantal technical support for further assistance.

X 2 6004

ProCiin™ 300 Do not sat and drink Ware protective clathing Biohazard
5 phrases: mn’u-._.m at the laboratory 'Ware eye protection Danger
576.28.36/37/39.45.
B0
R phrases: 43 RIE

PROCEDURE

~i

Allow gents to reach mam {18-20°C) for 15-0minutes Check e Wash
budfer concentrate for the presence of sall orystals. M crystals have formed, resolublize by warming at 37°C unti
crystals dissoive. Diute (1:20) the Wash bufier as indicaied in the washing siep instnuctions. Use dstiled or
deonized water and anly clean vessels to diute the bufler. All other reagents are READY T0 USE AS SUPPLIED.

Stopl  Froparation: Mark three wells as Megave conirol (e.g. BY, C1, D1), two wells as Fositve conrol {0.g.
EA, F1) and one Blank (9. A1, neffer samples nor HRP.Conjugate should be added into the Blark
wall). M e ressults wil by using th plate resder, for use of
Blank wel could be omitied. Use cly number of siips required for the test.
Adding Diluent: Add 100yl Specimen Diluend inio sach wel except the Blank.
Adding Sample: Add 10yl of samples, and 10yl Fusitive and Negaive conrals inla ther respective
wells except the Blari. Note: Use a soparate disposabio pipatte tip for sach spocimen, Nogative
5 to avold o
Incubating Sampie: Gover the plate wih the plate cover and incubase for 30 minutes at 37°C. It i
recommended o use thermosiat-controlied water fank fo assure the: lemperature stabiity and humidy
during incubatian. If dry incubator & used, do not open the door fequenty.
Washing (1) After e end of e incubation, remove and discard the plaie cover. Wash each well §
timas with diuted Washing buffer. Each time allow the microwels 1o soak for 3060 seconds. Afer the:
final washing cycle, turn down the plate onso bioting paper or clean iowel and @ap it 1o remove any
remainders.
Adding HRP.Conjugate: Acd 100yl of HRP.Conjugate reagent into mach wel except the Blark.
Incubating HRP-Conjugatn: Cover the plate with the plate cover and incubate for 30 minwtes at 37°C.
Washing {2): as Step 5.
Coloring: Add §0pl of Chyomogen A and 60l Chromogen B sokions o each well induding the:
Blank. incubate the plate at 37°C for 16 minutes avoiding light. Tre enzymase reaction besween the
Crromogen salutions and the HRP-Conjugate produces blue color in Postve control and HEW Igh
postve sample wells.
Stopping Reaction: Using a multicharnel pepetie or manualy, add 60l Stop sokition info each well
and mix gently. Intensive yeliow color develops in Positive confrol and HEW Igh positive sample wells.
Maasuring the ibrate the plate reader wedl and red the
450nm. ¥ a dual fiker insrument is used, set the reference wavelength at 630nm. Cakulaie the Cul-of
valiz and evalute the resulis. (Note: read the absorbance within § minutes afier siopping the
reacson).

gigg f §

L

INSTRUCTIONS FOR WASHING

1 #.good washing procedure is essential in crder b obesin comect and precse analyical data.
2 It 15 thesetore, good quality ELISA mic sher, maintained at the besst level of
wasshing performances. In general, no kess than & automatic washing cycles of 350-400ulwel are suffident

o avcid false positie reactions and high background.

a To avod coss-contaminations of the plate wih spedmen or HRP-conugate, afier inoubation, do not
discard the content of e wels but aliow the piale washer 1o aspirale £ aulomatically.

4 Aszre that the micropiate washer liqud dspensing channels are not blocked or contaminated and
sufficient volume of Wash bufler is dspensed each time inio e wells.

5 Ini case of manual washing, we suggest to carry cut 5 washing cycles, dispensing 350-800pdiwail and
aspirating the Iguid for Giimes. If poce increase ihe washing cycles.
o soaking tme per wel.

-3 Ini any case, f liquid aspraied out T sinps should be realed with 3 sodium mypochionie solution at
?E_nn.ﬁuidaﬁauw#!..ua:n.ﬂ iaﬂihnzﬁﬁn:.!!ﬂdﬂini&

T . If s than a whaie plaie is used, prepane
iﬂsuﬂﬂigﬁ_;

QUALITY CONTROL AND CALCULATION OF THE RESULTS

Each micropiate shoud be consdered separately when caloiating and interpreting the resubs of the assay,
regardess of e number of plaies concumently processed. The resulis are calculated by relaling each specmen
abmorbance (A) value fo the Cub-aff value (C.0.) of the plate. If the Cutaff reading is based on single fiter plate
reader, the: results shoukd be calouated by sub¥acing the Blank weil A value from e pent repor vakes of
specimens and conirals. In case the reading is based on dual flier plate reader, do nof subrad the: Blank wel A
walue from the print repart values of specimens and controls.
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Calculation of the Cutiaff valus (G.0.) = Nc + .26 (Ko = the mean absorbance vakse for Seee negative cortris)

Quality control (assay valldation): The iest resuls are walid if the Oualfy Conirol crieria are fulfiled. it is
recommended that each laboratory must establish appeoprate quality control System wih qualty control material
similar to or identical with the: pasent sampie being analyzed.

+ The A value of e Blank well, which contains cnly Chromagen and Slop sakution, s kess than 0.080 at 450 nm.
+ The A values of the Positie control must be = 0,800 at 850iE30nm or at 450nm after bianking.
+ The A values of te Megative control must be less than 0.100 2t 450530nm or at 450nm after blanking.

If ome af the Megative control values does not mest the Cuality Conrol orftiena, it should be discarded and the mean
:E..n_HE-!!_um-:i_uﬁ.n.n_.i:_.ﬁiuﬁ_zun.a:ﬁ.ﬁggziﬁg_&ﬂbi=ﬂﬂ_:ﬂnﬁnwﬁ

Cuaity Control Range spei , e tesst i irrealid and must be repeaied.

Exampla:

1. Quality Control

Blark well A value A1= 0025 at 480nm {Note: bianking is required only when reading with single fiter at 450nm)
Woll Na.: B =] ]

Negative comtrol A values after banking: 0012 Ao oo

Wioll Ma: E1 F1

Posiive conrol A vakues afer blanking: 233 243

All control values are within the stated quality control ange:
2. Caiculation of Ne- = (0.012+0.010+40.011) = 0011

3
A Caloulation of the Cut-off: (C.0.)= 0.011 + 0.36 =0.271

INTERPRETATIONS OF THE RESULTS

(AT C.0. <1): Sar giving A value less fian e Gubolf value are negaihe for is assay, which
Indicates that no HEV igM-dass antibodies have been detecied with WANTAL HEV-ight ELISA kit, therefore there are
no serological indications for curnent infection with HEV.

Positive Results [ A C.0. 1) Samples giving A value which is equal o, or greater than the Cutaf value are
considered intialy reactive, which indicates that igh-class ansbodies 0 hepatiis E wus have probably been
detected using this HEW Igh ELISA kil. Retesting in duplcaies of any in@ally reacive sample & recommencded.
Repeatedly reactve samples could be considened positive: for Ighi-class antibodies. to HEV and therefone the patiemt
s probably nfected with hepaitits E s

Barderling: (AJ C.0. = 0.8-1.1) Samples with A value to Cul-off ratio between 0.9 and 1.1 are considersd borderine
and refestng of these specimens in duplicates is required 1o confem the inkal results.

- If, after reiesing of the inRally reacive samples, bolh wells are negative resuts (4/C.0.<0.9), hese samples
should be considered as non-repeatable positive (or false positive] and recorded 5 negalive. As wilhh many very
sensitive ELISA assays, false positive results can ocour due io the several reasans, most of which are connected
with, bt ot limited to, inadequate washing step. For more information regarding Wantal ELISA Trousieshoaoting,
piease refer 1o Wantai's “ELISAs and Troubleshooting Guide”™.

- Ifafter relesting, ane or both wels are posfve resuits, the final nesult from Tis ELISA fest should be recorded as.
repeatedly reactve. Repeatedly neacive specimens could be considensd positive for HEW ighl antioodes.

= Adter retesting in duplicales, samples with values dose bo the Cut-of value should be inberpreted with caution and
considered as “borderine” one sampie, of unimemeetabie for the time of fesing.

Fallow-up, confirmaticn and supplemontary testing of any positive specimen with athor analytical system
{#.g. PCR) Is required. Clinical diagnosis should not be established based en a single test result. It should
Imtagrate clinical and other laboratory data and findings.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Spacificity: The specficty of Wantal HEV.gM ELISA was desemined in 11 non-hepatss £ groups (nciuded
hepasitis & cases, hepailis & cases, hepaftis C cases, inocuiated with HBY waccine groups, pogedalion with routine
virus testing, blood donors and healhy indrviduals). Each sampe group was no less fan 150 members. wiih 7113
participants for the langest fesang groups. The spechicly ranged of B5.3%-100.0%.

Testing Cenler  Testing Groups Samples Pos. Mo, Epecilicity (%]

Acule hepadiis A 168 1 k=LY

Acuie hepastis B 164 1 E=-T)

1 Hepatns C 168 4 are
HEV vaconated a7 25 ar1

Reutine vinus testing groap a5 3 E:E]

2 Healfy individuals m o 0.0
Acuie hepastis A 208 14 53

a Biond donors ma 124 283
4 Healfy individuals B3 1 1]
5 Nature popaiaton EL] 1 |y
Blood donars. 355 3 s|2

Healfy individuals ama 128 -l

Total Other groups 4 ) ar7
Total 11126 177 S84

- Nainterference was obsenied from rheumatnid faciors up o 20000UmI.

+ Mo high dose hook effect chaenved during ciinical iessng.

+ The assay performance characteristics are unaffected from sievated concentrations of bilrubin (up i 210mgA),
hemagicbin [up fo 25mg), and albumin jup io 1001,

- Frozen positive/negative specimens have been tesied 1o check for nterlerences due i collecton and sioage. The
perfammance: characteristics of Wantal HEVCIGM ELISA were not afiecied.

. Paneis of specimens with sievated levels of ans-E coll anbbodies, specimens fom pregnant women and
Iindriduals with aulo. dseases d. The perfom ‘of Wantal HEV igM were not
affecied.

Samsitivity: In ®ie evaluation of 126 senal sara samples obtained from 31 hepatitis E patients (Testing Genier 3, the
sensivity of Wanlai HEV-gM for the firs! serum sample and serial samples were 100% and 57.82% respeciively,
while the senstiaty of the reference HEW.gM test was 90.32% and 86.51% respectively.

Parallel comparison tesang was performed with 202 non-A.non-B hepatiis sampies (Testing Canter 1). Since no
goiden standard for hepaifis € & avilable, reference HEV Igh assay served as control reagent. The concondance:
rale befween Wanta HEVgM and the refenence ighl assay was 83.66%. H the tnse posiive status was defined s
positrve for any of the two tests used in fis study, the sens@vity of Wankai HEV Igh and e reference HEV ighl was
56.43% and B0% respectively.

Sensitivity Summary: The sensitivty of Wanita HEV IgM was 87.1% (85% confidence interval 54 5%-58 5%) inthe:
parale] testing of a total of 314 serum sampies of acute hepats E, which was signiicantly righer than the reference:
HEV Ig tess (B1.5%, 5% confidence interval: 76.9%-85.4%) and the reference HEV IpG test (S3.8%, 95%
confidence inferval: 53.1%-97 T%).

SUMMARY OF THE MAJOR COMPONENTS OF THE KIT:
Use s summary only as a reference and atways folow the comprehensive mefhod sheet when performing the
amsay. Note: the af

1. Microwed plaie Code & one

are nof lot- inder

2 Megative Control Code B 10 5mi
3. Positve Conirol Code 7 . 5md
4. Specimen Diluent Code & I 1Zmi
5 HRP-Conjugaie Code B I 1Zmi
& Wash Buffer Gode 1 1x50mi
7. Chromogen & Code 2 TaTml
& Ch B Code 3 AuTml
a mﬂhmni.-.m.mm_lﬁ.- Code 4 AxTmi

SUMMARY OF THE ASSAY PROCEDURE:

sz #ris summary only a5 a referencs and always foliow the detailed when
Reference Rederence
._.n..:.mq Samples Wantal HEV:-Igh HEV g ELISA HEV I3 ELISA Add sample dilbent “ﬁ:—
Pos. Pos. Rate Pos. Fos. Raie Pos. Pos. Rate [— A0mites
1 ) 128 4% 1z B0 frray e
2 48 a7 aT.9% a5 T29% 45 93.8% Add HRP-Canjugate 100
3 126 123 are% 108 BS 5% rcubate 30mindes
Total 314 308 ar1% 255 E 5% AN4E 93.8% ‘Wash BT,
Coloring S0l A + B0yl B
Precision Dilution Number Mean 50 [+ Irubase 15 miruries
Negative corerol o o188 o180 - Stop the neaction 50yl stop solutia
Posittee control Undiluted B 20341 1562 % Fead the absorbance 450nm or 4500630 nm
113 L 8288 18 2%
15 L 13.029 2083 16%
13 7 165678 24 13% EXAMPLE SCHEME OF CONTROLS | SAMPLES ISPENSING:
1 7 19,988 2268 h 7 5 T 3 5 5 T 7 0] ] i T
Postie imemal control 17 18.873 1640 T n Blank 51
8 Heg.
LIMITATIONS ER T -
o Heg.
E Pos.
Prsiive results must be confrmed with another available method and interpreted in conjunction with the: patient E Fos.
chnical infermation. G 1
H &2
1 The assay is designed o achiewve very high performance characienstics of sensiwity and speaficty and the
“sandwich medel” minimizes the unspecific reacions due 1o W LKW Matters
(false posive resutts). e — .
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Antibodies may be undeteciable during the early siage of ihe disease and in some
indrdduals. Thesefone, negaive resuls oblained with WARNTAI HEV-gM ELISA are only indication that the:
sampie does mot contain detectable level of HEV igM-class antibodes and any negatve resul should not
be considered as conclusive evidence tiat the indridual is not infecied with HEV.

Thie most common sources for mistakes are: bits beyond the expry date, bad washing procedures,
contaminaied reagends, incormect assay procedure sieps, nsufficent aspiation during washing, failure o
add specimens of reagents, improper cperaton with ©e laboratory equipment, Bming emars, the use of
highty heamatytic specimens or specimens: containing fbrin, incompietely clotied senm specimens.

Thie prevalence of the marker wil affect the assay's predictve values.

WIANTAI HEV.IgM ELISA is a qualtative assay and e resuls cannot be use to measure antbodis.
concerfrations.
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