GRUPO
MEeXLAB

EN PRUEBAS PARA SU LABORATORIO

ELISA de quimioluminiscencia

Clamidia tracomatis IgG

(96 pruebas)
RESUMEN DEL PROCEDIMIENTO DE ENSAYO
Paso (20-25°C Temp. ambiente) Volumen iTri]inp:c‘?Zn
1 Dilucién de la muestra 1:40 =5 pl /
200 I
2 Muestras diluidas, calibrador y 100yl 30 minutos
controles
3 Tampoén de lavado (3 veces) 350
4 Conjugado enzimatico 100 yI 30 minutos
5 Tampoén de lavado (3 veces) 350
6 Mezcla de sustrato A y sustrato B 100 pl 5 minutos
7 Lectura con luminémetro en 5~30
minutos
NOMBRE Y USO PREVISTO

El ELISA de quimioluminiscencia para IgG de Chlamydia Trachomatis esta disefiado para
evaluar el estado serolégico de un paciente frente a la infeccion por Chlamydia
Trachomatis. También se utiliza para evaluar sueros emparejados para detectar la
presencia de un aumento significativo de IgG especifica como indicativo de una infeccion
reciente o actual por Chlamydia Trachomatis.

RESUMEN Y EXPLICACION DE LA PRUEBA

Chlamydia Trachomatis es uno de los patégenos humanos mas comunes. De los 15
serotipos reconocidos, se ha demostrado que 4 (A, B, Ba y C) causan tracoma cegador
hiperendémico, una enfermedad que afecta a cientos de millones de personas en los paises
en desarrollo. Tres serotipos (L-1, L-2 y L-3) son los causantes del linfogranuloma venéreo
(LGV), una enfermedad sistémica de transmision sexual. Los otros serotipos (D a K) se han
asociado a infecciones del tracto genital y a casos esporadicos de conjuntivitis en las
sociedades industrializadas. Estos agentes son la principal causa reconocida de uretritis no
gonocdcica en los hombres, en los que también pueden causar epididimitis. En las mujeres,

C

. rachomatis causa cervicitis y se ha asociado a salpingitis aguda. Los bebés nacidos a

través de un canal de parto infectado pueden contraer la infeccion y desarrollar conjuntivitis
de inclusion del recién nacido y/o el sindrome de neumonia clamidial caracteristico.

Los niveles elevados de anticuerpos IgG anti-Chlamydia tienen valor diagnéstico en
infecciones cronicas o sistémicas como salpingitis, infertilidad mecanica, perihepatitis,
epididimitis, sindrome de Reiter y neumonitis.

Chlamydia Trachomatis IgG Chemiluminescence ELISA test emplea el antigeno de
reaccion amplia LGV tipo 2 de Chlamydia Trachomatis. Detectara anticuerpos de
Chlamydia Trachomatis, Chlamydia Psittaci y Chlamydia Pneumoniae (TWAR).

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

El antigeno purificado de Chlamydia Trachomatis se recubre en la superficie de
micropocillos. El suero diluido del paciente se afiade a los pocillos, y el anticuerpo
especifico IgG de Chlamydia Trachomatis, si esta presente, se une al antigeno. Se lavan
todos los materiales no unidos. Después de afiadir el conjugado enzimatico, éste se une al
complejo anticuerpo-antigeno. Se lava el exceso de conjugado enzimatico y se afiade la
mezcla de sustrato A y sustrato B. La luz generada (RLU) es proporcional a la cantidad de
anticuerpo especifico IgG en la muestra. Los resultados se leen en un luminémetro de
micropocillos y se comparan de forma paralela con el calibrador y los controles.

MATERIAL SUMINISTRADO
1. Tiras de micropocillos: Pocillos recubiertos de antigeno de Chlamydia
Trachomatis
. Diluyente de la muestra: Solucién de color azul. 1 vial (22 ml)
. Calibrador: Valor del factor ( f) indicado en la etiqueta. 1 vial (150pl
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. Control negativo: Rango indicado en la etiqueta.
. Control positivo: Rango indicado en la etiqueta.

. Concentrado de lavado (H) 20x.

)

1 vial (150ul)

1 vial (150ul)

1 frasco (50 ml)

7. Conjugado enzimatico: Solucién de color rojo. 1 vial (12 ml)
8. Substrato A: H202 en buffer. 1 vial (6 ml)
9. Substrato B: Luminol en buffer. 1 vial (6 ml)

ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

1.
2.

Almacenar el kita2 -8 C.°

Mantenga siempre los micropocillos herméticamente cerrados en la
bolsa con desecantes. Le recomendamos que utilice todos los pocillos
en las 4 semanas siguientes a la apertura inicial de la bolsa.

Los reactivos son estables hasta la caducidad del kit.

No exponga los reactivos de ensayo al calor, al sol 0 a una luz intensa
durante su almacenamiento o uso.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

1.

Materiales potencialmente peligrosos:

El calibrador y los controles contienen componentes de origen humano
que han sido probados y encontrados no reactivos para el antigeno de
superficie de la hepatitis B asi como para el anticuerpo del VIH con
reactivos autorizados por la FDA. Sin embargo, como no existe ningiin
método de prueba que pueda ofrecer una garantia completa de que el
VIH, el virus de la hepatitis B u otros agentes infecciosos estén
ausentes, estos reactivos deben manipularse en el nivel de
bioseguridad 2, tal como se recomienda en el manual de los Centros
para el Control de Enfermedades/Institutos Nacionales de Salud,
"Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories". 1984

No pipetee con la boca. No fume, coma ni beba en las zonas en las
que se manipulen muestras o reactivos del kit.

Los componentes de este kit estan destinados a ser utilizados como
una unidad integral. Los componentes de diferentes lotes no deben
mezclarse.

Este producto contiene componentes conservados con azida sédica.
La azida soédica puede reaccionar con las tuberias de plomo y cobre
para formar azida metélica explosiva. Al desecharlo, enjuédguelo con un
gran volumen de agua.

RECOGIDA Y MANIPULACION DE MUESTRAS

Recoger muestras de sangre y separar el suero.

Las muestras pueden refrigerarse a 2 - 8° C durante un maximo de
siete dias o congelarse durante un maximo de seis meses. Evite
congelar y descongelar repetidamente la muestra de suero.

PREPARACION PARA EL ENSAYO

Preparar 1x buffer de lavado. Preparar el buffer de lavado
anadiendo agua destilada o desionizada al concentrado de lavado
20x hasta un volumen final de 1 litro.

Llevar todas las muestras y los reactivos del kit a
temperatura ambiente (20-25° C) y mezclar suavemente.

PROCEDIMIENTO DE ENSAYO

Coloque el numero deseado de tiras recubiertas en el soporte.
Preparar diluciones 1:40 anadiendo 5 pl de las muestras problema,
control negativo, control positivo y calibrador a 200 pl de diluyente de
muestra. Mezclar bien.

Dispensar 100 pl de sueros diluidos, calibrador y controles en los
pocillos correspondientes. Para el blanco de reactivo, dispensar 100
ul de diluyente de muestra en la posicién 1A del pocillo. Golpee el
soporte para eliminar las burbujas de aire del liquido y mezclar bien.
Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Eliminar el liquido de todos los pocillos. Repetir el lavado tres veces
con buffer de lavado.

Dispensar 100 pl de conjugado enzimatico en cada pocillo e incubar
durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Eliminar el conjugado enzimatico de todos los pocillos. Repetir el
lavado tres veces con buffer de lavado.

Mezclar igual volumen de Substrato A y Substrato B, luego dispensar
100



ul de esta mezcla a cada pocillo.
8. Leer RLU con un luminémetro de micropocillos en 5~30 minutos.

CALCULO DE LOS RESULTADOS

1. Para obtener el valor de corte: Multiplicar las RLU del Calibrador por
el Factor ( f) impreso en la etiqueta del Calibrador.

2. Calcular el indice IgM de cada determinacién dividiendo los valores
RLU de cada muestra con el valor RLU obtenido del Cut-off.

NOTA: Este factor ( f ) es una variable.
Es especifico para un lote fabricado e impreso en la
etiqueta del calibrador.

Por ejemplo:

Si el valor del factor ( f ) en la

etiqueta = 0,40 900110 x 0,40 =

360044
Valorde | .
RLU RLU corte INDICE "
Muestra media | calculado AB Interpretacion
(A) (B)
Calibrador =040 | 9597192 | ‘s00110 | 360044
Control positivo 1 igggég 1450165 4.02 Positivo
Control negativo gggg 6767 0.02 Negativo
Paciente Muestra 1| 1532547 | 1756619 488 Positivo
Muestra de ﬁggig 123580 0.34 Negativo
pacientes 2

CONTROL DE CALIDAD

1. Para que los resultados del ensayo se consideren validos, los
controles deben estar dentro de los margenes indicados en las
etiquetas.

Los valores de RLU varian segun el luminémetro utilizado.

Cada laboratorio debe ensayar controles a niveles en rangos bajos,
normales y elevados para monitorear el desempefo del ensayo.
Deben mantenerse tendencias de control de calidad para supervisar
la coherencia entre lotes.

INTERPRETACION

Negativo: Un indice IgG de 0,90 o menos es seronegativo para
anticuerpos 1gG. Equivoco: Un indice IgG de 0,91 - 0,99 es
equivoco.Lamuestradebe volver a analizarse. Positivo: indice IgG
de 1,00 o superior. Valores esperados: Se determinaron 230 muestras
aleatorias con Chlamydia Trachomatis IgG Chemiluminescence ELISA.
Los resultados de la prueba se calcularon como indice IgG utilizando un
suero de referencia elegido (punto de corte) como indice IgG 1. La
distribucion de la frecuencia frente al indice IgG se presenta como sigue:
29 resultaron positivos (12,6%) y 196 negativos (85,2%).

Histograma del indice IgG de Chlamydia T. Muestras totales n=230
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LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

1. Una sola muestra de suero no puede utilizarse para determinar una
infeccién reciente.

2. Una muestra de suero tomada en una fase temprana durante la fase
aguda de la infeccion puede contener niveles bajos de anticuerpos IgG
y hacer que el resultado del Indice IgG sea negativo.

3. Al igual que con otros ensayos serolégicos, los resultados de estos
ensayos d e b e n utilizarse junto con la informacién disponible de la
evaluacion clinica y otros procedimientos de diagnéstico.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

Sensibilidad y especificidad:

La sensibilidad, especificidad y exactitud se evaluaron utilizando un kit
ELISA comercial disponible en 104 muestras. Los resultados de la
correlacion se resumen en la tabla siguiente:

Kit de referencia
N P Total
N 69(D) 3 (B) 72
Nuestro kit P 1(C) 31 (A) 32
Total | 70 34 104

Sensibilidad = A/ (A+B)=31/(31+3) =91,1%
Especificidad = 69/ (69+1) = 98,5
Precision (acuerdo global) = (A+D) / (A+B+C+D) = 100/ 104 = 96,1%.

Precision: La precision del ensayo se evalué probando tres sueros
diferentes ocho réplicas en 3 dias. A continuacion se resume la C.V.
intraensayo e interensayo:

N=28 Negativo Bajo positivo Positivo
Intraensay 10.9% 10.5% 8.9%
o 12.3% 11.1% 10.5%

Reactividad cruzada:

Se realiz6 un estudio para determinar la reactividad cruzada de la prueba
con los siguientes anticuerpos:

1. IgG de VEB, paperas, sarampiéon y VVZ.

2. 1gG e IgM de rubéola, toxoplasmosis, CMV, VHS 1 y VHS 2.

3. IgMde RF.

4. IgG de ANA, anti-ADN ds.

Todas las muestras positivas analizadas dan resultados negativos.
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