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El presente estudio tiene por objetivo evaluar el
desempenio del kit Chagatest ELISA recombinante v.3.0
(Wiener lab.), frente a paneles de sueros y muestras
provenientes de la rutina de seleccién serolégica de un

servicio de hemoterapia.

Se realiz6 un anilisis de reproducibilidad del kit con
controles negativos y positivos. Con los resultados
encontrados fue posible evaluar sensibilidad,
especificidad, valor predictivo negativo y valor

predictivo positivo.

Sdez-Alquézar A., Marques W., Botini M.B. - PANEL,
Assessoria e Controle de qualidade, Laboratério Hemo-Life

Materiales

Producto en ensayo

% hagatest ELISA recombinan-

te v.3.0 es un ensayo inmu-

///. noenzimético basado en el

principio “sandwich” para la deteccion

de anticuerpos anti-T. cruzi en suero o
plasma humano.

Equipamiento y procedimientos utilizados

Para la realizacién de las pruebas fue
utilizado el siguiente equipamiento:
Incubadora: Commander

Incubadora 5000: Organon Teknika
Lavadora: Tecan

Lavadora Washer 430: Microwell System
Lectora: Spectra mod Classic (Tecan)
Lectora/Reader 230 S: Microwell System
Plataforma para agitacién

Se utilizé el procedimiento indicado en
el manual de instrucciones del kit.

Determinacion de Reproducibilidad

Se ensayaron los sueros controles ne-

gativo y positivo del kit y los sueros con-
troles internos negativo y positivo pro-
ducidos por Panel.

Sueros controles del kit

Se realizaron 10 determinaciones del
suero control negativo y 10 determina-
ciones del suero control positivo del kit,
calculo de la Media (M), Desvio Stan-
dard (D.S.) y Coeficiente de Variacién
(C.V.), de la relacién densidad 6ptica/
cut off (DO/CO) segtin Tabla 1.

Sueros COﬂtTOZES internos

Se realizaron 10 determinaciones de un
suero control interno negativo y 10
determinaciones de un suero control
positivo, célculo de la Media (M), Des-
vio Standard (D.S.) y Coeficiente de
Variacién (C.V.), de DO/CO, segtn
Tabla 1.

Paneles de sueros

Se utilizaron 112 muestras de sueros
previamente caracterizados respecto a

EVALUACION

DE UN KIT ELISA
PARA DETECCION
DE ENFERMEDAD

DE CHAGAS

su reactividad hacia las pruebas obli-
gatorias en la seleccién seroldgica de
donantes de sangre, divididas en 3 pa-
neles de sueros con muestras negativas,
heterélogas y positivas.

a) Panel de sueros negativos para anti-
T.cruz:

Se analizaron 30 muestras de sueros
negativos para todos los pardmetros de
uso obligatorio en la seleccién serold-
gicas de donantes de sangre.

Con el kit Chagatest ELISA recombi-
nante v.3.0 (Wiener lab.), todas las
muestras presentaron resultados no
reactivos (relacion DO/CO < 1,0).

b) Panel de sueros heterélogos para
anti-T. cruzi:

Se analizaron 45 muestras de sueros
negativos para anti-T. cruzi y positivas
para algunos de los demés pardmetros
de uso obligatorio en la seleccién de
donantes de sangre (anti-HIV, anti-

HTLV, HBsAg, anti-HBc¢, anti-HCV,

sifilis y leishmania).
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§ Evaluacion de un kit ELISA ...

Tabla 1: estudio de reproducibilidad en sueros control

do 5 con el kit “A” y 13 con el kit en

ensayo.
Controles del kit en ensayo Controles internos Estas 14 muestras repetidamente reac-
tivas fueron sometidas a un ensayo
Positivo Negativo Positivo Negativo complementario de Western blot, dan-
(DO/CO) (DO/CO) (DO/CO) (DO/CO) do como resultado, 4 muestras positi-
. vas.
Media 106 0,012 >l 0,007 De las 2302 muestras analizadas con el
Iy kit en ensayo se observaron 19 (0,83%)
gt(;:?lz:ion 0,9309 0,0063 0,4150 0,0038 resultados inicialmente reactivos
(RIR).
Coefici‘enfe 8.8 51,0 8.2 57.7 En la repeticion de es.tas muestras, 1?
de Variacién (0,56%) fueron repetidamente reacti-
vas con el kit en ensayo.
Distribucién de las muestras en el pa- Grafico I
nel de sueros heterélogos para anti-T.
CTURE: Chagatest ELISA recombinante Wiener lab.
6 muestras positivas para sifilis, 6 mues- Muestras negativas y heterélgas
tras positivas para HIV, 6 muestras po- DO/CO
sitivas para HTLV, 6 muestras positi- 0,35
vas para anti-HCV, 4 muestras positi- 0,30 .
vas para HBsAg y anti-HBc, 4 mues-
tras positivas para anti-HBc, 3 mues- 0,25
tras positivas para leishmania. 0,20
Con el kit en ensayo, todas las mues- 0,15
tras presentaron resultados no reacti- 0.10
vos (relacién DO/CO < 1,0). ’
La distribucién de los valores de la re- 0,05 *
lacién DO/CO en el panel de sueros O‘MT&MWM—
negativos y heterélogos se observan en -0,05.( 10 20 30 40° 50 60 70
el Grafico L. N
c) Panel de sueros positivos para anti-
T. cruz:
Se analizaron 47 muestras de sueros reactividad para cualquiera de los dos ~ Conclusiones

positivos para anti-T. cruzi.

Con el kit Chagatest ELISA recombi-
nante v.3.0 (Wiener lab.) todas las
muestras presentaron resultados reac-

tivos (relacion DO/CO > 1,0).

Determinacion de sensibilidad,
especificidad, valor predictivo
positivo y valor predictivo negativo

El kit en ensayo se evalu6 en paralelo
con un kit comercial de metodologia
similar tomado como referencia al que
se denominé “Kit A”.

Para el analisis se utilizaron muestras
de una rutina de seleccién serolégica
de donantes de sangre. Las pruebas se
realizaron a lo largo de 18 dfas.

Todas las muestras que presentaron

kits anti-T. cruzi empleados, se repitie-
ron por duplicado.

Todas las muestras repetidamente reac-
tivas para cada uno de los kits anti-T.
cruzi empleados, se sometieron a prue-
bas complementarias de Western blot.

El total de muestras ensayadas por am-
bos métodos fue de 2302.

Andlisis de resultados

Durante la evaluacién en paralelo en
la rutina de seleccién serolégica de do-
nantes de sangre, se observaron 19 re-
sultados reactivos en el kit en ensayo.
Todas las muestras que presentaron
reactividad para cada uno de los kits
utilizados, fueron repetidas, observan-
dose 14 con resultados repetidamente
reactivos (RRR) para ambos kits, sien-

De acuerdo con la evaluacién del kit
Chagatest ELISA recombinante v.3.0
(Wiener lab.):

El coeficiente de variaciéon (C.V.) en
10 determinaciones sucesivas y dos
controles del kit (negativo y positivo)
fueron, respectivamente 51,0% y 8,8%.
El coeficiente de variacién (C.V.) en
10 determinaciones sucesivas y dos sue-
ros controles internos MASTER (ne-
gativo y positivo) fueron, respectiva-
mente 57,7% vy 8,2%.

Los coeficientes de variacién observa-
dos para los sueros controles positivos
muestran un bajo indice de dispersion.
Los coeficientes de variacién observa-
dos para los sueros controles negativos,
también muestran un bajo indice de
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Tabla 2: determinacién de sensibilidad y especificidad de Chagatest
ELISA recombinante v.3.0

Wiener lab
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dispersioén, considerandose aceptables
dadas las muy bajas absorbancias obte-
nidas.

Todos los resultados obtenidos con pa-
neles de muestras negativas y heterd-
logas fueron no reactivos, con relacién
DO/CO < 1 (Tabla 1 - Gréfico I).
Los resultados obtenidos con los pane-
les de muestras positivas mostraron
100% de sensibilidad, con relacién DO/
CO > 1 (Tabla 1).

En la utilizacién de Chagatest ELISA
recombinante 3.0 (Wiener lab.) en un
total de 2302 muestras en paralelo, en
una rutina serolégica podemos verifi-
car la presencia de 0,83% de RIR y de
0,56% de RRR.

Del total de muestras RRR (13), 4 fue-
ron confirmadas como positivas para
anti-T. cruzi por el método TESA Cruzi
(Western blot).

De esta forma podemos considerar que
9 muestras corresponden a resultados
falsos positivos (0,39%).

La Tabla 2 muestra el total de mues-
tras verdaderamente positivas (4), ver-
daderamente negativas (2289) y el ni-
mero de resultados falsos positivos ob-
servados (9) por el método de Wiener
lab.

Con los datos obtenidos, se realizé el
célculo para determinar la sensibilidad
y la especificidad de la prueba, indica-
das en la Tabla 3.

Tabla 3:
Kit Sensibilidad Especificidad
ChagaFest ELISA 100% 99.61%
recombinante v.3.0

Peglvoclvod
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Agenda de Congresos

v' 1I Jornadas Internacionales
de Medicina Transfusional

Se llevara a cabo en el Hotel Cesar
Carman (ACA), Av. Sabatini s/n,
Cérdoba, del 7 al 9
de Octubre de 2004

Organiza
Asociacién de Medicina
Transfusional de la Provincia

de Cérdoba

Informes
0351-451-9887
medtransfusionalcba@arnet.com.ar

v" XV Jornadas Bioquimicas
del NOA

Se llevara a cabo en Tafi del Valle,
Tucuman, del 7 al 9 de
Octubre de 2004

Organiza
Colegio Bioquimico de Tucuman

Informes
TE: 0381-4330805
colbioquimicos@arnet.com.ar

v 66° Congreso Argentino
de Bioquimica
«Endocrinologia, Diabetes
y Fertilidad»
XXVIII Jornadas de la
Ensefianza y del Ejercicio
de la Bioquimica

Se llevara a cabo en Buenos Aires,
del 12 al 15 de Octubre de 2004

Organiza
Asociacién Bioquimica Argentina

Informes
info@aba-online.org.ar
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§ Evaluacion de un test ELISA para el
diagnéstico de Sifilis

Evaluacion de
un test ELISA
para el
diagnostico
de Sifilis

El diagnéstico de sifilis en estos
tltimos tiempos, ha cobrado
mayor importancia debido a que
ha aumentado la incidencia a
nivel mundial. La sifilis produce
40% de mortalidad en el periodo
fetal y perinatal, la prevalencia en
la mujer embarazada puede
considerarse una aproximacion de
lo que ocurre en la poblacién
general.

Roselli G., Martinez D., Musto A., Bajcar S., Desimone 1., Cimalandro L.
Servicio de Laboratorio del Hospital Interzonal General de Agudos Evita.
Laniis. Buenos Aires. Argentina.

74 a sifilis es una enfermedad in-
fecciosa aguda o crénica cuyo
% agente causal es el Trepone-
ma pallidum. Es un microorganismo
moévil, que dada sus dimensiones, se
encuentra en el limite de resolucién
6ptica de los microscopios convencio-
nales; por lo que no es posible visuali-
zarlo mediante tinciones normales. Por
ello el diagnéstico indirecto mediante
pruebas serolégicas cobra importancia.
Las pruebas serolégicas pueden clasifi-
carse en no treponémicas y treponémi-
cas dependiendo del antigeno que se
utilice. Dado que las primeras no son
pruebas especificas, debemos confirmar
las mismas con las pruebas treponémi-
cas. Dentro de estas tltimas se inclu-
yen la FTA-Abs (Inmunofluorescencia
con suero previamente absorbido) y
TP-PA (aglutinacién de particulas),
que son las utilizadas m4s frecuente-
mente.

Objetivo

Evaluar si el enzimoinmunoensayo
(ELISA) para Treponema pallidum pue-
de reemplazar a la TP-PA en la detec-
ci6én de anticuerpos anti-treponémicos.
Calcular Ia sensibilidad y especificidad
del método ELISA empleando como
método de referencia la TP-PA.

Materiales y Métodos

Se estudiaron 38 sueros provenientes
de pacientes de los servicios de der-

matologfa y maternidad, todos ellos con
prueba de TP-PA positiva. Como con-
troles se utilizaron 87 sueros de pacien-
tes de maternidad y de donantes de
hemoterapia, todos ellos con TP-PA y
USR no reactiva. Como prueba trepo-
némica confirmatoria se utiliz6 la TP-
PA (Serodia). El enzimoinmunoensa-
yo a utilizar es de tipo recombinante

(Wiener lab.).

Resultados

Se compararon las dos técnicas, TP-PA
como referencia y el ELISA (Tabla),
encontrandose una sensibilidad del
97% y una especificidad del 98%.

Aplicando la prueba de Mc Nemar se
obtuvo una significancia de 0.625.

Conclusiones

Con los datos obtenidos para sensibili-
dad, especificidad y los resultados de la
prueba de significancia de Mc Nemar
se concluye que se puede utilizar la téc-
nica ELISA en reemplazo de la TP-PA.
Esto nos brinda la ventaja de tener una
prueba confirmatoria de sencilla imple-
mentacion.
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