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CELQUEST CHAGAS ELISA

ELISA recombinante
Ensayo Inmunoenzimatico para la deteccion de
anticuerpos IgG antiTripanosoma cruzi

CELQUEST CHAGAS ELISA
Solamente para uso diagnostico in vitro. Inmunodiagndstico para la deteccion cualitativa de anticuerpos 1gG
dirigidos contra Trypanosoma cruzi en muestras de suero o plasma humano.

1) SIGNIFICADO CLINICO

La Enfermedad de Chagas es una enfermedad crénica causada por la infeccién con el protozoario T cruzi. El
parasito es transmitido a los humanos por un grupo de insectos de la familia Roduvidae, siendo la vinchuca
(Triatoma infestans) el vector principal. La infecciéon puede ser transmitida también de forma congénita, por
transfusiéon sanguinea o transplante de organos. Esta infeccion afecta en grado variable diversos érganos y
sistemas, especialmente el corazén y el tubo digestivo. La enfermedad es endémica desde el sur de EEUU
hasta el centro de Chile y el sur de Argentina.

La respuesta inmune humoral a la infeccion puede ser detectada de forma rapida por CELQUEST CHAGAS
ELISA. Este ensayo es adecuado para el analisis de un gran numero de muestras de suero o plasma, lo que
lo torna especialmente util en Bancos de Sangre y Laboratorios Clinicos.

) FUNDAMENTOS DEL ENSAYO

CELQUEST CHAGAS ELISA es un ensayo inmunoenzimatico en fase soélida para la deteccién cualitativa de
anticuerpos contra el T. cruzi. Se realiza en placas cuyos pocillos son sensibilizados con antigeno
recombinantes de T. cruzi disefiados y desarrollado en nuestro laboratorio. Si las muestras analizadas
contienen anticuerpos especificos para T. cruzi, estos formaran un complejo estable con los antigenos que
recubren los pocillos. El material unido de forma no especifica sera eliminado por medio del lavado. Durante
la incubacién con el conjugado, los anticuerpos anti-lgG marcados con peroxidasa, se uniran al complejo
formado. Finalmente en la etapa de incubacion con el sustrato cromogénico, la peroxidasa unida al complejo
producira una coloracién, que permitira detectar las muestras reactivas al T. cruzi. La reaccion enzimatica
sera detenida por la adicién de acido sulfarico, midiéndose posteriormente la intensidad de color con un lector
colorimétrico para placas de ELISA.

1.  COMPONENTES

Componentes de CELQUEST CHAGAS ELISA para 96 determinaciones.

- Una placa de ELISA para 96 determinaciones, sensibilizada con antigenos recombinantes de T. cruzi.
Cada placa estd compuesta por 12 tiras de 8 pocillos que pueden ser utilizadas individualmente y es
proporcionada dentro de un embalaje herméticamente cerrado, que contiene un desecante en su
interior.

- Sellos autoadhesivos para cubrir los pocillos

- Una bolsita autosellante para conservar la placa una vez abierto el embalaje herméticamente cerrado.

- Las soluciones que componen el kit son detalladas en la tabla 1.

Tabla 1

Solucién Descripcién

Solucién de lavado Frasco con 60 ml de solucién tampén, pH 7.2. Contiene Tween 20

(concentrado 25x)

Diluyente de muestras Frasco con 30 ml de solucién tampoén, pH 7.2. Contiene Tween 20, BSA 'y
aditivos

Conjugado anti-IgG Frasco con 15 ml de solucién de conjugado Anti-lgG (cabra) marcado con
peroxidasa. en buffer Tris y estabilizantes.

Sustrato Frasco con 15 ml de Tetrametilbenzidina (TMB) y Peroéxido de Hidrégeno.
Es un reactivo muy sensible y no debe ser utilizado si presenta un aspecto
turbio o color azul.

Control positivo Frasco con 500 pl de suero humano chagasico.

Control negativo Frasco con 500 pl de suero humano negativo para Chagas.

Acido sulftrrico (H,SO.) 2N Frasco con 10ml de solucién. En caso de contacto con piel o mucosas,
lave la zona afectada con abundante agua.
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MATERIALES NECESARIOS NO INCLUIDOS EN EL KIT

Micropipetas o pipetas multicanal

Punteros descartables para micropipetas

Agua destilada o deionizada

Sistema de lavado automatico de microplacas (opcional)

Lector de microplacas con filtro para 450 nm vy filtro de referencia (620 o 630 nm)(opcional)
Estufa con temperatura regulable de 37° C.

PRECAUCIONES DE USO

Utilizar solamente para diagndstico “in vitro”

Los sueros humanos utilizados como controles mostraron resultados negativos para HTLV, Sifilis, HIV,
HBV y para HCV. De todas formas se recomienda manipularlos con las precauciones de muestras
potencialmente infecciosas. Ningun método conocido actualmente garantiza la ausencia de agentes
infecciosos en derivados sanguineos.

Todos los reactivos y componentes deben estar a temperatura ambiente en el momento de ser usados
y deben ser refrigerados a 2-8 grados celsius inmediatamente después de su uso.

No abra el sobre que contiene la placa hasta que esta no haya alcanzado la temperatura ambiente.
Guarde las tiras no utilizadas junto con el desecante, dentro de la bolsa plastica provista a tales efectos.
Asegurese de que la bolsa quede bien cerrada.

Los recipientes utilizados para la preparacion de los reactivos deben estar limpios y libres de
detergentes o cloro.

Use punteros nuevos para cada muestra y reactivo.

Evite tocar las paredes del pocillo con el puntero de la pipeta.

Nunca pipetee directamente del frasco original, coloque en otro recipiente el volumen que se va a
utilizar.

Nunca devuelva restos de reactivos no utilizados a los frascos originales.

No mezcle reactivos provenientes de diferentes lotes.

Siempre considere que la reproduccion de resultados depende de la precision del pipeteado, de la
exactitud de los tiempos y temperaturas de incubacién y del correcto lavado de los pocillos.

No utilice objetos metalicos que puedan entrar en contacto con las soluciones.

No utilice muestras o reactivos contaminados porque pueden producir falsos resultados.

PRECAUCIONES DE SEGURIDAD

Use guantes cuando manipule muestras y reactivos.

No pipetee con la boca.

No coma, beba, fume o manipule lentes de contacto en el area de trabajo.

Limpie y desinfecte cualquier derrame de muestras o reactivos utilizando algun desinfectante tal como
hipoclorito de sodio al 0,5%.

Evite el contacto de la solucion de frenado con piel y mucosas. Si éste u otro reactivo entra en contacto
con piel o mucosas, lave el area afectada con abundante agua.

Elimine todo el material contaminado en recipientes adecuados para desechos biolégicos. Estos
pueden ser decontaminados en autoclave a 121° C por una hora o tratados con hipoclorito de sodio por
dos horas.

Los restos de muestras, controles y reactivos utilizados deben ser tratados con hipoclorito de sodio al
0,5% por dos horas antes de ser eliminados.

CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO Y TRANSPORTE

CELQUEST CHAGAS ELISA debe ser almacenado y transportado a una temperatura de entre 2 y 8° C.
No debe ser congelado.

Los estudios de estabilidad demuestran que CELQUEST CHAGAS ELISA conserva su actividad inicial
después de una semana a 37°C. Sin embargo se recomienda respetar las condiciones de
almacenamiento descritas.

PREPARACION Y ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS

CELQUEST CHAGAS ELISA puede ser utilizado con muestras de suero o plasma humano.
Los anticoagulantes presentes en las muestras como EDTA, oxalato, heparina o citrato, no
afectan los resultados del ensayo.



- Las muestras que contienen precipitados o coagulos deben ser centrifugadas a 2500 rpm por 10
minutos antes del analisis. Advertencia: no utilizar muestras con contaminacion microbiana pues
pueden producir falsos resultados. Las muestras pueden ser conservadas entre 2 y 8° C hasta una
semana antes de ser analizadas. Para periodos mas prolongados se puede agregar azida de sodio al
0.1% y congelarlas a -20 grados centigrados o temperaturas mas bajas. No someta las muestras a
ciclos repetitivos de congelamiento-descongelamiento, ya que esto afecta su estabilidad. Advertencia:
no congele las muestras en congeladores con deshielo automatico. Si utiliza muestras congeladas éstas
deberan ser homogeneizadas y centrifugadas antes de su uso.

ViiI) PROCEDIMIENTO
Antes de comenzar el ensayo aguarde que los reactivos alcancen temperatura ambiente.

1-  Diluir la solucién de lavado que se presenta concentrado 25 veces (25x) con agua destilada. Por
ejemplo, para preparar 500 mL, medir 20 mL de solucién de lavado y adicionarle 480 mL de agua. Si la
solucion 25X presenta cristales, éstos deben disolverse por agitacién constante previo al uso de la
solucién.

2-  Colocar 200 pL de diluyente de muestras en cada uno de los pocillos que seran utilizados. Incluir dos
pocillos para el blanco de reaccién, dos para el control positivo y dos para el control negativo.

3-  Adicionar 10uL de suero o plasma a cada pocillo, control positivo y negativo

4-  Sellar la placa con el sello autoadhesivo proporcionado con el kit para impedir la evaporacion de los
reactivos. Incubar por 30 minutos a 37° C +/- 1.

5- Lavar la placa con la solucion de lavado diluida (1x) con aproximadamente 350 pL por pocillo. Dejar la
solucion de lavado aprox. 30 seg cada vez. Eliminar la solucién después de cada lavado. Se
recomienda lavar 5 veces con el equipo de lavado automatico o lavado manual.

Protocolo recomendado para lavado automatico de tiras:
Realice 5 ciclos de lavado dispensando 350puL de la solucién de lavado diluida. Asegurese que:

a) lasolucién de lavado llene el pocillo.

b)  la solucion de lavado no se derrame del pocillo.

c) el tiempo de permanencia sea de 30 seg.

d)  no quede liquido remanente en el pocillo al finalizar los lavados.
Nota: Mantenga siempre el equipamiento limpio enjuagando con abundante agua destilada al final de cada jornada
de trabajo. Realice un mantenimiento periédico de acuerdo a las instrucciones del proveedor. SIEMPRE
VERIFIQ(l)JE QUE EL EQUIPO NO TOQUE EL FONDO DE LOS POCILLOS YA QUE SE PUEDE AFECTAR LA
REACCION.

6- Después del ultimo lavado colocar la placa invertida sobre un papel absorbente y golpearla suavemente
sobre dicha superficie. No permitir que la placa se seque.

7-  Adicionar 100pL de conjugado en todos los pocillos.

8-  Sellar la placa de la misma forma que en la incubacion anterior e incubar nuevamente a 37° C +/- 1.
Lavar la placa con la solucién de lavado de la misma manera que en los pasos 5y 6.

9-  Revelado: adicionar 100 L de sustrato a cada pocillo. Incubar la placa exactamente por 30 minutos a
temperatura ambiente.

10- Interrumpir la reaccion adicionando 50 L de acido sulftrico en cada pocillo.

11- Medir densidad dptica a 450nm o bicromatica a 450-620 a 650

1X) INTERPRETACION DE RESULTADOS

Lea la placa en el tiempo mas breve posible.

Advertencia: lecturas posteriores a los 60 minutos no son confiables.

Corregir todos los valores restando el promedio de los blancos de reaccion

Control de Calidad

Los resultados de un ensayo son validos si se cumplen los siguientes criterios:
1. Promedio de los blancos debe ser menor de 0,15

2. Control negativo: absorbancia menor que 0,20 después de restar el blanco.
3. Calibrador positivo: absorbancia igual o mayor que 1,00.

En caso de que una sola de las réplicas se encuentre dentro de los parametros aceptables, descartar la otra
para realizar los calculos

Resultados

1. Calcular el valor umbral (Cut off) segun: (CP+CN) x 0,22 = Cut off
2. Dividir la absorbancia de la muestra por el valor umbral.

Positivo: relacién absorbancia/valor umbral = 1,1

Negativo: relacion absorbancia/valor umbral < 0,9

Dudoso: relacion absorbancia/valor umbral 20,9 < 1,1



Interpretacién de los Resultados

Una reaccién positiva debe interpretarse como la presencia de anticuerpos IgG anti- T. cruzi.

Una reaccion negativa indica que el paciente no tiene niveles detectables de anticuerpos anti-T. cruzi. Esto
puede deberse a la ausencia de infeccién o a una débil respuesta inmune del paciente.

Si el resultado de la muestra es dudoso, repetir el ensayo por duplicado. Si la lectura persiste en esta zona
considérelo como un suero positivo.

X) LIMITACIONES DEL ENSAYO

- Todas las muestras indeterminadas o positivas deben ser repetidas en duplicado. Las muestras
repetidamente reactivas pueden ser confirmadas por técnicas tales como: IFl, Western Blot,
Xenodiagnéstico o PCR.

- El diagnéstico de la enfermedad de Chagas debe basarse en una combinacién de resultados que
incluyen la historia clinica, la deteccién del parasito y los ensayos serolégicos posteriores.

- Las muestras con contaminacién microbiana o de personas con otras parasitosis o enfermedades
autoinmunes pueden producir falsos resultados.

- Un resultado negativo no excluye la posibilidad de infeccion con T. cruzi. Una respuesta inmune
humoral no es detectada durante las primeras semanas después de la infeccién por ningin método
existente en el mercado.

XI1) CARACTERISTICAS DEL FUNCIONAMIENTO

CELQUEST CHAGAS ELISA, ha sido evaluado utilizando plasmas y sueros de distintos origenes y ha sido
comparado con otros ensayos comerciales.

a) Estudio de Especificidad y Sensibilidad: se construyé una curva ROC con un panel de 881 muestras,
estableciendo sensibilidad y especificidad de 99,5 % y 100% respectivamente.

b) Estudio comparativo con otros ensayos: CELQUEST CHAGAS ELISA fue comparado con 2 ensayos
comerciales. Fue analizado un panel de 207 muestras cuyos resultados son mostrados en la Tabla 2.

Tabla 2. Resultados del estudio comparativo

CELQUEST Ensayo A Ensayo B
Negativa | Positiva | Negativa | Positiva | Negativa [ Positiva
[ Resultados 74/74 1133133 | 74/74  [129/133 [ 73/74  [132/133
| Concordancia 100% 98.1% 99.0%

De los ensayos el A utiliza extractos de parasitos y detectan IgG.
El ensayo B utiliza antigenos recombinantes y detectan IgG.
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