Chagatest

ELISA

Ensayo inmunoenzimatico (ELISA) para la deteccion de
anticuerpos contra el Trypanosoma cruzi

SIGNIFICACION CLINICA

La enfermedad de Chagas es una infeccion parasitaria produ-
cida por el Trypanosoma cruzi. El diagndstico de laboratorio
depende del estadio en el cual se encuentre la enfermedad.
Durante la fase aguda, el diagndstico se efectua directamen-
te mediante la comprobacion de los parasitos en sangre o por
métodos inmunoldgicos que detecten IgM. Durante la fase
cronica, se pueden usar métodos inmunolégicos como la re-
accion de fijacion de complemento de Machado y Guerreiro o
aglutinacion de latex, floculacion, hemaglutinacion, aglutina-
cion directa, inmunofluorescencia y Ultimamente ELISA.

FUNDAMENTOS DEL METODO

La muestra se diluye en el soporte en el que se encuentra
inmovilizado el antigeno. Si la misma contiene los anticuer-
pos especificos, éstos formaran un complejo con los antige-
nos y permaneceran unidos al soporte. La fraccién no unida
se elimina por lavado tras lo que se agregan anticuerpos anti-
inmunoglobulina humana conjugados con peroxidasa. Si se
produjo la reaccion en la primera etapa del proceso, se unira
el conjugado. Luego de un nuevo lavado se agrega el sustrato
enzimatico. En los casos en que se haya unido el conjugado
habra aparicion de color celeste. La reaccién se detiene con
acido sulfurico, con lo que el color celeste vira al amarillo.

REACTIVOS PROVISTOS

Policubeta sensibilizada: policubeta de tiras removibles con
pocillos que contienen antigenos citoplasmaticos y de mem-
brana de Tripanosoma cruzi inmovilizados.

Conjugado: anti-inmunoglobulinas humanas (cabra) conju-
gadas con peroxidasa.

Revelador A: peroxido de hidrégeno 60 mmol/l en buffer ci-
trato 50 mmol/l pH 3,2.

Revelador B: tetrametilbencidina (TMB) 0,01 mol/l en &cido
clorhidrico 0,1 N.

Stopper: acido sulfurico 2 N.

Buffer de Lavado concentrado: cloruro de sodio 1,4 mol/l
en buffer fosfatos 100 mmol/l y tensioactivo no iénico 0,1 g/I.
Diluyente de Muestras: albumina bovina en solucion fisiol6-
gica tamponada con buffer fosfatos pH 7,2.

Control Positivo: dilucion de suero inactivado conteniendo
anticuerpos contra el Tripanosoma cruzi.

Control Negativo: dilucién de suero no reactivo, inactivado.

INSTRUCCIONES PARA SU USO

Buffer de Lavado: para usar diluir 1+4 con agua destilada (1
parte de Buffer de Lavado concentrado + 4 partes de agua
destilada). A baja temperatura los componentes del reactivo
pueden precipitar. En tal caso, colocar en bano de agua a

37°C unos minutos, mezclando luego por inversion.
Policubeta sensibilizada: lista para usar.

Conjugado: listo para usar.

Revelador A: listo para usar.

Revelador B: listo para usar.

Stopper: listo para usar.

Diluyente de Muestras: listo para usar. El color del Diluyen-
te de Muestras puede variar de lote a lote sin que se afecte la
capacidad reaccional del mismo.

Control Positivo y Control Negativo: listos para usar.

PRECAUCIONES

- Todas las muestras de pacientes deben manipularse como
si fueran capaces de transmitir infeccion. Los controles se
encuentran inactivados. Sin embargo, deben emplearse
como si se tratara de material infectivo.

- Los sueros controles han sido examinados para antigeno de
superficie de hepatitis B (HBsAQ) y virus de inmunodeficien-
cia humana (HIV) encontrandose no reactivos.

- Todos los materiales empleados en el ensayo deben ser
destruidos a fin de asegurar la inactivacion de agentes pato-
genos. El método recomendado para este procedimiento
es autoclavar durante 1 hora a 121°C. Los liquidos de dese-
cho pueden ser desinfectados con hipoclorito de sodio (con-
centracion final 5%) durante por lo menos 60 minutos.

- No intercambiar reactivos de distintos equipos y lotes.

- No emplear reactivos de otro origen.

- Las policubetas deben incubarse en estufa. No usar bafio
de agua. Debe evitarse abrir la estufa durante este proceso.

- Evitar que los vapores de hipoclorito provenientes de los
recipientes para desechos bioldgicos entren en contacto
con la policubeta, ya que el hipoclorito afecta la reaccion.

- Los reactivos son para uso diagnéstico "in vitro".

- Evitar el contacto del acido sulfurico con la piel y mucosas.

- Evitar el derrame de liquidos y formacion de aerosoles.

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTO

Reactivos Provistos: estables en refrigerador (2-10°C) hasta
la fecha de vencimiento indicada en la caja. No congelar.
Buffer de Lavado: estable 3 meses a temperatura ambiente.
Policubeta sensibilizada: las tiras de pocillos con antigeno
inmovilizado se proveen cerradas al vacio y con desecante.
No abrir el envoltorio hasta el momento de usar, ni antes que
haya tomado temperatura ambiente, de lo contrario se favore-
cera la humectacion del contenido. Las tiras de pocillos no
utilizadas deben conservarse dentro del sobre con el dese-
cante, cerrado y a 2-10°C. Las tiras conservadas en estas
condiciones pueden ser utilizadas dentro de los 5 meses
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posteriores mientras no se supere la fecha de vencimiento

; Control Negativo - - 10 ul

del equipo.
Muestra 10ul - -

MUESTRA Mezclar aplicando suaves golpes en los laterales de la
Suero o plasma policubeta durante 10 segundos una vez cargadas las
a) Recoleccion: obtener la muestra de la manera usual. No muestras en cada tira. Para evitar la evaporacion, cubrir la
deben usarse muestras inactivadas por calor. Ver LIMITACIO- placa e incubar en estufa 30 minutos a 37°C. Luego aspirar
NES DEL PHOCEDlMlENTO- . cuidadosamente el liquido de cada pocillo recibiéndolo en
b) Aditivos: no se requieren para suero. Si se emplea plasma un recipiente para desechos bioldgicos que contenga 5%
puede utilizarse cualquier anticoagulante de uso corriente en de hipoclorito sédico. A continuacion, lavar 5 veces con Bu-

la practica transfusional.

c) Sustancias interferentes conocidas: la hemdlisis, hiper-
lipemiay otras causas de turbiedad pueden provocar resul-
tados erréneos. Estas muestras deben ser clarificadas por
centrifugacion.

d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: las
muestras no diluidas pueden conservarse durante 7 dias a 2-
10°C. Para conservacion por periodos mas prolongados, de-
ben ser congeladas a -20°C o menos. Evitar los congelamien-
tos y descongelamientos reiterados. Existen evidencias que
muestran que los congelamientos sucesivos pueden ser cau- Conjugado 1 gota 1 gota 1 gota
sas de resultados erréneos.

Si las muestras deben ser transportadas, embalar de acuer-
do a las especificaciones legales relativas al envio de mate-
riales infecciosos.

ffer de Lavado empleando aproximadamente 300 ul/vez/po-
cillo. Después de cada lavado, el liquido se descartara tam-
bién en el recipiente con hipoclorito. Opcionalmente, em-
plear lavador automatico. Al finalizar el ultimo lavado, eli-
minar por completo el liquido residual, invirtiendo la policu-
beta y golpeandola varias veces sobre papel absorbente,
ejerciendo una leve presion con la mano sobre los latera-
les mayores del soporte, para evitar la caida de las tiras
de pocillos. Luego agregar en cada pocillo:

En caso de utilizar micropipeta automatica, dispensar 60 ul.
Mezclar aplicando suaves golpes en los laterales de la
policubeta durante 10 segundos. Para evitar la evapora-
cion, cubrir la placa e incubar durante 30 minutos en estu-
MATERIAL REQUERIDO (no provisto) faa 37°C. Luego aspirar el liquido de los pocillos, recibién-

- Micropipetas capaces de medir los volumenes indicados. dolo en el recipiente con hipoclorito y lavar segun se indi-
- Reloj alarma o cronometro cé mas arriba. Al finalizar el ultimo lavado, eliminar por

- Estufa a 37°C completo el liquido residual, invirtiendo la policubeta y gol-

- Espectrofotémetro para lectura de policubetas (opcional). peandola varias veces sobre papel absorbente, ejerciendo
una leve presion con la mano sobre los laterales mayores

CONDICIONES DE REACCION del soporte, para evitar la caida de las tiras de pocillos.
- Longitud de onda primaria: 450 nm Luego agregar en cada pocillo:
- Lon_gitud_ lde on(_ja secundaria (bicromatica): 620-650 nm Revelador A 1 gota 1 gota 1 gota
- Calibracion del instrumental: llevar a cero el espectrofotéme-
tro con Blanco de Reactivos procesandolo de la misma forma Revelador B 1gota 1gota 1gota
que una determinacion pero omitiendo colocar Muestra. En caso de utilizar micropipeta automatica, dispensar 50 ul.

- Tiempo de reaccion: 90 minutos
- Temperatura de reaccion: 37°C y temperatura ambiente
- Volumen de muestra: 10 ul

Mezclar aplicando suaves golpes en los laterales de la
policubeta durante 10 segundos. Incubar 30 minutos a tem-
peratura ambiente y luego agregar:

Stopper 1 gota 1 gota 1 gota

PROCEDIMIENTO

Llevar a temperatura ambiente los reactivos y las mues-
tras antes de iniciar la prueba. Una vez iniciado el procedi-
miento debe completarse sin interrupcion.

Procesar simultaneamente 2 Controles Positivos (CP) 3
Negativos (CN) y los Desconocidos (D). Al depositar la
muestra y/o Controles sobre el Diluyente de Muestras,
debe asegurarse de colocar los mismos en el seno del
liquido y no sobre las paredes o el fondo del pocillo. Enjua-
gar la pipeta con el Diluyente dispensado en el pocillo para
asegurar la correcta homogeneizacion.

En los pocillos a utilizar de la policubeta colocar:

D cP CN CRITERIOS DE VALIDACION DE LA CORRIDA
Diluyente de Muestras 200 ul 200 ul 200 ul La corrida se considera valida si se cumplen simultdneamen-
te las siguientes condiciones:
a) Las lecturas de al menos 2 de los 3 Controles Negativos

En caso de utilizar micropipeta automatica, dispensar 50 ul.
Mezclar aplicando suaves golpes en los laterales de la
policubeta durante 10 segundos.

Leer en espectrofotémetro a 450 nm o bicromatica a 450/
620-650 nm o evaluar el resultado a simple vista por com-
paracion con los Controles Positivos y Negativos.

ESTABILIDAD DE LAMEZCLA DE REACCION FINAL
El color de la reaccion es estable durante 30 minutos, por lo
que los resultados deben observarse durante ese lapso.

Control Positivo - 10ul -
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corregidas contra el Blanco de Reactivos deben ser meno-
res o iguales a 0,150 D.O.

b) La lectura media de los Controles Positivos corregida debe
ser mayor o igual a 0,600 D.O.

Si una o ambas condiciones no se cumple, repetir la corrida.
Para ambos casos recordar que las lecturas obtenidas de-
penderan de la sensibilidad del aparato empleado.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

a) Con instrumental optico:

La presencia o ausencia de anticuerpos anti-T. cruzi se deter-
mina relacionando la absorbancia de la muestra respecto al
valor Cut-off.

Cut-off =CN + 0,200 D.O.

donde CN: promedio de las lecturas del Control Negativo
Zona de indeterminacion: Cut-off £ 10%

Muestras No Reactivas: se consideran aquellas con absor-
bancias menores que el limite inferior de la zona de indeter-
minacion.

Muestras Reactivas: se consideran aquellas con absorbancias
mayores que el limite superior de la zona de indeterminacion.
Muestras Indeterminadas: se consideran aquellas con ab-
sorbancias que caen dentro de la zona de indeterminacion.
Estas muestras deben ser ensayadas nuevamente.

b) Interpretacion visual:

Si se opta por este tipo de interpretacion debe considerarse
No Reactiva toda muestra que no presente una coloracion
mayor que la de los Controles Negativos. Por el contrario,
una muestra netamente amarilla se considera Reactiva. Co-
lores tenues mayores que el del Control Negativo, requieren
la interpretacion instrumental.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Ver Sustancias interferentes conocidas en MUESTRA.

- Constituyen causas de resultados erroneos:

Lavado incorrecto de los pocillos de reaccion.
Contaminacion cruzada de muestras No Reactivas con an-
ticuerpos procedentes de una muestra Reactiva.
Contaminacion de la solucién cromogénica con agentes oxi-
dantes (cloro, etc.).

Contaminacion del Stopper.

Conservacion inadecuada de tiras de pocillos no utilizadas.
Utilizar bafo de agua para la incubacion.

Contaminacion del Buffer de Lavado diluido. Se recomienda
verificar la limpieza de los recipientes donde se prepara y
almacena. Si se observa aparicion de turbidez o precipitado
al prepararlo, debe desecharse.

- Un resultado negativo no excluye la posibilidad de exposi-
cion o infeccion por T. cruzi.

- Ocasionalmente, al efectuar lecturas bicromaticas, pueden
obtenerse absorbancias negativas que no invalidan la deter-
minacion. Esto se debe a que algunas muestras dan lectu-
ras inferiores al Blanco de Reactivos.

- No utilizar muestras inactivadas por calor ya que pueden
ocasionar resultados falsos positivos.

- Verifique que el sistema lavador que esta usando (WIENER
WASHER u otro) aspire totalmente el contenido y que el
volumen de la solucién lavadora dispensada sea pareja.

PERFORMANCE

a) Sensibilidad: sobre un panel de 94 muestras con serolo-
gia positiva coincidente por dos métodos de referencia (he-
maglutinacion indirecta e inmunofluorescencia indirecta), la
sensibilidad es del 100%.

b) Especificidad: sobre un panel de 348 muestras con sero-
logia negativa coincidente por dos métodos de referencia (he-
maglutinacion indirecta e inmunofluorescencia indirecta), la
especificidad es de 99,6%.

c) Estudio poblacional: en una poblacién general que inclu-
ye individuos sanos, donantes, chagasicos y con otras pato-
logias, la correlacion con respecto a métodos confirmatorios,
fue del 99,7%.

No obstante la sensibilidad del método, sus resultados, al
igual que los de cualquier método seroldgico, sélo constitu-
yen un dato auxiliar para el diagnéstico. Es por esta razon
que los informes deben ser considerados en términos de pro-
babilidad. En este caso, mayor o menor probabilidad de para-
sitosis por T. cruzi.

Cualquier resultado Reactivo debe ser verificado por otra téc-
nica. Recordar el criterio recomendado por el Instituto Fatala
Chaben, segun el cual el inmunodiagnéstico de la infeccion
debera hacerse con un minimo de 2 de los siguientes méto-
dos: inmunofluorescencia indirecta, hemaglutinacion indirec-
ta, ELISA, aglutinacion de particulas (latex), debidamente va-
lidados por el Centro Nacional de Referencia.

PRESENTACION
Equipo para 96 determinaciones (Céd. 1293251).
Equipo para 192 determinaciones (Cod. 1293252).
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