MEeXUAB

EN PRUEBAS PARA SU LABORATORIO

Brucella 1gG Elisa Calbiotech

Ensayo inmunoabsorbente para deteccién de anticuerpos 1gG Brucella

en suero o plasma humanos.

INDICACIONES DE USO

El kit Bio-Brucella 1gG se utiliza para la detecciéon de anticuerpo
IgG en suero o plasma humano.

Agente de diagnostico in vitro, para uso exclusivo de laboratorio
clinico ode gabinete.

RESUMEN Y APLICACION

Brucella es un cocobacilo gram negativo capaz de infectar un
amplio rango de animales ademas de humanos. De las tres
especies capaces de causar infecciones en humanos, B.
melitensis, es la més patdgena, seguida por B. suis y B. abortus.
La Brucelosis se transmite a través de leche y productos lacteos no
tratados y contaminados, y a través del contacto directo con
animales infectados (ganado bovino, ovejas, cabras, cerdos,
camellos, bufalos y focas), cadaveres de animales y residuos
abortivos. Alrededor del mundo, millones de individuos se
encuentran en riesgo, especialmente en paises en desarrollo,
donde la infeccion animal no ha sido controlada, ni el proceso de
pasteurizacion de la leche resulta rutinario, y existen héabitos
alimenticios tales como el consumo de leche no tratada. El periodo
de incubacion de la Brucelosis varia generalmente entre una y tres
semanas, aunque puede prolongarse por varios meses. La
enfermedad puede ser leve o severa, y es acompafiada por fiebre
continua, intermitente o irregular, jaquecas, pérdida de peso,
malestar general y fatiga. También pueden observarse sintomas
urogenitales en algunos pacientes.

El presente método utiliza la membrana externa de B. abortus, que
es compartida por otras especies. Los anticuerpos IgG e IgM a la
Brucella persisten por varios afios con posterioridad a la infeccion.
Un aumento significativo en los niveles de Brucella IgG sugiere un
reciente contagio del paciente. Los anticuerpos IgM se encuentran
en pacientes con Brucelosis aguda y en un 33% de los pacientes
con Brucelosis crénica.

DESCRIPCION

El suero diluido del paciente es agregado a los micropozos
recubiertos con antigeno purificado. El anticuerpo 1gG especifico,
en caso de estar presente, se une al antigeno. Todos losmateriales
no unidos son lavados y el conjugado enzimatico es agregado para
unirse al complejo anticuerpo-antigeno, en caso de estar presente.
El exceso de conjugado enzimatico es lavado para luego agregar
el substrato. La microplaca es incubada a efectos de permitir la
hidrolizacion del substrato por la enzima. La intensidad de color
generada es proporcional a la cantidad de anticuerpo 1gG
especifico en la muestra.

MATERIALES PROVISTOS 96 pruebas
1. Micropozos recubiertos con Anti Brucella IgG 12x8x1
2. Diluyente de la muestra: 1 Frasco (listo para 22 ml
usar)
3. Calibrador: 1 Vial (listo para usar) 1ml
4. Control Positivo: 1 Vial (listo para usar) 1ml
5.  Control Negativo: 1 Vial (listo para usar) 1ml
6. Conjugado Enzimatico: 1 Frasco (listo para 12 ml
7. Sustrato TMB: 1 Frasco (listo para usar) 12 ml
8. Solucion de Frenado: 1 Frasco (listo para usar) 12 mi
9. Concentrado de Lavado 20X: 1 Frasco 25 ml

MATERIALES REQUERIDOS, PERO NO PROVISTOS

1. Agua destilada o desionizada.

2. Pipetas de precision.

3. Puntas de pipetas desechables.

4. Lector de micro ELISA con lente a 450 nm de longitud de onda
con una banda de amplitud de 10 nm o menor y un rango de
densidad optica de 0-2 OD o mayor.

5. Papel absorbente o toalla de papel.

6. Papel cuadriculado.

ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

1. Almacene el kit a una temperatura de entre 2°C - 8°C.

2. Mantenga las tiras de los pocillos selladas en la bolsa de
aluminio.

3. Los compuestos son estables hasta su fecha de expiracion
siempre que las condiciones de almacenaje sean
estrictamente llevadas como se indica.

4. No exponga los reactivos al calor, luz solar o intensa luz
eléctrica.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

1. Materiales con potencial riesgo biolégico: Los calibradores
contienen componentes de origen humano, que se han sido
probados y encontrados no reactivos para el antigeno de
superficie de hepatitis B y anticuerpos contra el VIH Aprobado
por la FDA. Sin embargo, no hay método de prueba que
puede ofrecer completa seguridad de que el virus VIH,
Hepatitis B u otros agentes infecciosos estén presentes. Estos
reactivos deben ser manejados segin el Nivel de
Bioseguridad 2, como se recomienda en los Centros para el
Control de Enfermedades / Institutos Nacionales de Salud
manuales. "Bioseguridad en laboratorios microbiolégicos y
biomédicos” 1984.

2. No pipetee con la boca. No fume, coma, o beba en el area
donde se maneje.

3. Los componentes en este equipo son para uso como una
unidad integral. Los componentes de diferentes lotes no se
deben mezclar.

4. Para obtener Optimos resultados, debe apegarse
estrictamente al protocolo. Pipeteado exacto y preciso, asfi
como después de la hora exacta y requerimientos de
temperatura prescritos son esenciales. Cualquier desviacion
de este puede dar datos no validos.

RECOLECCION DE LA MUESTRA

1. Recolecte sangre por venopuncion y separe el suero de
inmediato.

2. En caso de no llevar a cabo el examen inmediatamente,
refrigere la muestra a una temperatura de entre 2°C a 8°C por
siete dias. En caso de exceder dicho plazo, congele a -20°C
hasta seis meses. Evite mlltiples ciclos de congelacion -
descongelacion.

PREPARACION DEL REACTIVO

Prepare 1X de solucién de lavado agregando el contenido del
frasco (25 mx, 20X) a 475 ml de agua destilada o desionizada.
Conserve a temperatura ambiente (18°C-26°C).



PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

Previo al ensayo, todas las muestras y reactivos deben ser

llevados a temperatura ambiente (18-26°C). Mezcle gentilmente

todos los reactivos previos a su uso.

1. Corte el nUmero de pozos a utilizar. Cierre y selle el resto de
los pozos no utilizados y refrigérelos a 2-8°C.

2. Los controles (positivo y negativo) y el calibrador estan listos
para su uso. Prepare una dilucién de las muestras de 1:21,
agregando 10 pl de la muestra a 200 pl del diluyente. Mezclar
bien.

3. Dispense 100 pl del suero diluido, calibrador y controles en los
pozos designados. Para el reactivo blanco, dispense 100 pl de
diluyente de la muestra en la posicién 1A. Golpee el pozo para
remover las burbujas de aire del liquido y mezcle bien. Incubar
por 20 minutos a temperatura ambiente.

4. Retire el liquido de los pozos. Lave en tres tiempos con 300 pl
de solucién de lavado a 1x. Golpee los pozos sobre una toalla
0 papel absorbente.

5. Dispense 100 ul de conjugado enzimatico en cada pozo e
incube por 20 minutos a temperatura ambiente.

6. Retire el conjugado enzimatico de los pozos. Lave en tres
tiempos con 300 pl de solucién de lavado a 1x. Golpee los
pozos sobre una toalla o papel absorbente.

7. Dispense 100 pl de sustrato TMB e incube por 10 minutos a
temperatura ambiente.

8. Agregue 100 pl de solucién de frenado.

9. Lea la densidad 6ptica a 450 nm con un lector de placa de
micro valoracién en un plazo de 15 minutos después de haber
agregado la solucion de frenado.

CALCULO DE RESULTADOS

1. Chequear el Factor de Calibracion (CF) valorado en el frasco
del Calibrador. Este valor puede variar de lote a lote.

2. Calcule el valor del punto de corte. Calibrador (OD) por Factor
de Calibracion.

3. Calcule el anticuerpo (Ab) para cada determinacién, dividiendo
el valor (OD) de cada muestra entre el valor del punto de
corte.

EJEMPLO DE LA MUESTRA TiPICA

Media del Calibrador O.D. 0.8
Factor de Calibracion (CF) 0.5
Valor Punto de Corte 04
Control Positivo O.D. 1.2
Anticuerpo indice 3.0
Muestra del Paciente O.D. 1.6
Anticuerpo Indice 4.0

CONTROL DE CALIDAD

Esta prueba puede considerarse valida siempre que se siga el

siguiente criterio metodolégico:

1. EIOD. Del calibrador debe ser mayor que 0.250.

2. El Anticuerpo indice para control negativo debe ser menor que
0.9.

3. El Anticuerpo indice para control positivo debe ser menor que
1.2

INTERPRETACION

Lo siguiente es una guia para la interpretacion de resultados de
Brucella IgG; cada laboratorio debera establecer su criterio para
interpretacion basado en sus muestras.

INTERPRETACION DE LOS ANTICUERPOS INDICES

<0.9 Anticuerpo no detectado de Brucella IgG por ELISA

0.9-1.1 Sobre el limite positivo se recomienda otra identificacion
clinica.

>1.1 Anticuerpo detectado de Brucella IgG por ELISA

PERFORMANCE

1. Sensibilidad y Especificidad:

92 pacientes fueron analizados utilizando el presente kit ELISA y
un kit ELISA de referencia. 14 sueros resultaron positivos y 77
resultaron negativos por ambos métodos. Las coincidencias entre
ambos fueron del 99%. Los resultados se resumen en la siguiente
tabla:

Brucella 1aG ELISA
+ - Total
Kit ELISA de Referencia 14 0 14
- 1 77 78
Total 15 77 92
2. Precision:
Estudio Intra Ensayo
Suero No. de Media Desvio Coeficiente de
Réplicas Estandar Variacion %
1 16 1.31 0.071 541
2 16 0.86 0.052 6.04
3 16 0.24 0.015 6.25
Estudio Inter Ensayo
Suero No. de Media Desvio Coeficiente de
Réplicas Estandar Variacion %
1 10 1.92 0.21 10.93
2 10 1.44 0.17 11.80
3 10 0.25 0.032 12.80

LIMITACIONES DE LA PRUEBA

1. Los resultados obtenidos mediante la utilizacion de este kit
sirven solo como ayuda en el diagnostico y deben ser
interpretados en relacion a la historia clinica del paciente,
sintomas y otros procedimientos de diagnéstico.

2. Las muestras hemolizadas o lipémicas pueden causar
resultados erréneos.
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