STRONGYLOIDES RATTI

Prueba inmunoenzimatica para el diagnéstico de la estrongiloidiasis humana

96 pruebas inmunoenzimaticas destinadas para el uso in vitro

Instructivo de uso para el articulo N° 9450 C €
N° CE: H-CH/CA01/IvD/10285

Utilizacion destinada del producto:

El kit Strongyloides ratti ELISA esta destinado para la deteccion cuantitativa de anticuerpos IgG
contra los Strongyloides en el suero humano.

Principio de la prueba y presentacion:

El kit contiene el material necesario para efectuar 96 pruebas inmunoenzimaticas (Prueba
ELISA). Se realiza en pocillos sensibilizados con antigenos somaticos de larvas de
Strongyloides ratti. La presencia de anticuerpos séricos especificos contra el antigeno
parasitario es detectada mediante un conjugado proteina A - fosfatasa alcalina. Los pocillos
individuales sensibilizados, permiten de realizar pequenas series de muestras.

9450-01 Pocillos sensibilizados con antigenos
somaticos de larvas de Strongyloides ratti 96 pocillos
9450-02 Tampon de dilucién (concentrado 10 x) 50 ml
9450-03 Solucién de lavado (concentrado 10 x) 50 mi
9450-04 Tampodn de la enzima 50 mi
9450-05  Solucién de parada (KsPOy) 25 ml
| CONTROL| .| 9450-06 Suero de control negativo 200
9450-07 Suero de control débilmente positivo (Cut off) 200 pl
9450-08 Suero de control positivo 200 pl
9450-09 Conjugado proteina A — fosfatasa alcalina 300 pl
9450-10 Substrato de la fosfatasa 20 tabletas
Reservorio de reactivos para pipeta multicanal 25ml 1 pieza
Cuadro para el soporte de los pocillos 1 cuadro

Conservacion:

Conservar el kit entre 2°y 8° C (el transporte a temperatura ambiente). La fecha de caducidad
y el numero de lote de produccion son escritos en un costado de la caja.
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Material necesario no incluido en el kit:

Pipetas (ul y ml). Recipientes. Tubos para la dilucién des sueros. Lamina adhesiva para cubrir los
pocillos durante la incubacion. Agua destilada. Incubadora a 37°C. Lector ELISA ajustado a una
longitud de onda de 405nm.

Preparacién de reactivos antes de la utilizacion:

Pocillos sensibilizados: Abrir el embalaje en aluminio 9450-01 y tomar la cantidad necesaria de
pocillos. Poner los pocillos en el soporte. Si es necesario completar las posiciones no utilizadas con
pocillos ya utilizados. Disponer el soporte en el cuadro respetando la orientacion. Mantenga los
pocillos no utilizados sellados en la bolsa con el desecante.

Tampén de dilucién: diluir el tampdn de dilucién concentrado 10 x 9450-02, 1/10 en agua
destilada.

Solucién de lavado: diluir la solucion de lavado concentrado 10 x 9450-03, 1/10 en agua destilada.
Si usted desea utilizar su propia solucion de lavado, evite tampones que contienen fosfato, lo cual
podria inhibir la actividad enzimatica de la fosfatasa alcalina.

Sueros de control negativo, débilmente positivo (cut off) y positivo: diiuir 10 yl de cada suero de
control 9450-06 a -08 en 190 pl de tampon de dilucion (dilucion final: 1/20).

Sueros de pacientes: diluir 10 yl de suero en 2.0 ml de tampdn de diiucion (dilucion final: 1/201).

Conjugado proteina A-fosfatasa alcalina: diluir el conjugado 9450-09, 1/51 utilizando el tampon
de dilucion.

Solucion de substrato: equilibrar el tampoén de la enzima 9450-04 a temperatura ambiente. Antes
de la adicidén del substrato de la fosfatasa en los pociilos ELISA, disolver la cantidad necesaria de
tabletas de substrato 9450-10 en el tampon de la enzima 9450-04 no diluida (una tableta en 2.5 ml
de tampon). Mezclar bien hasta que la tableta se haya disuelto.

Solucion de parada: utilizar el reactivo 9450-05 no diluido.

Precauciones de uso: Las soluciones 9450-02, 9450-03, 9450-04 y 9450-09 contienen
respectivamente 0.1%,0.1%,0.01% et 0.1% de acido de sodio (N.N3).). La solucion 9450-
02 contiene 0.02% de merthiolate. Estas substancias son téxicas. La solucion de parada
9450-05 (0.5 M K;PO,) es irritante
Los sueros de control negativo, débilmente positivo y positivo (9450-06 a -08) son sueros de
conejo.

Volumenes a preparar:

Cantidad de pocillos a utilizar
34 5-6 7-8 9-10

Tampon de dilucion (10 x) 9450-02 + H,O ml + ml 1+9 2+18 3+27 4 + 36
Sol. de lavado (10 x) 9450-03 + H,O ml + ml 1+9 2+18 3+27 4 + 36
Conjugado 9450-09 + tampodn de ul + 10+500 15+750 20+ 1000 25+ 1250

dilucion
Sueros de controles 9450-06 a -08 + tampon | pl + 10+190 10+190 10+190 10+ 190

de dilucion

Sueros a analizar suero + tampon de pl+pu | 10+2000 10+ 2000 10+ 2000 10+ 2000

dilucion
Sol. de substrato 9450-10 + 9450-04 tabl. + ml| 1+25 1+25 1+25 1+25
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Procedimiento:

Etapa 1: Bloqueo:

Llenar completamente los pocillos con la solucidén de tampdn de dilucion.

Incubar 5 a 15 minutos a temperatura ambiente (bloqueo de los pocillos).

Eliminar el tampdn de dilucion por aspiracién o sacudiendo el soporte con los pocillos en el
lavabo.

Etapa 2: Incubacién con las muestras de suero a analizar:

Llenar el primer pocillo de la tira con 100 pl de tampdn de dilucion (Blanco sin suero)

Llenar los 3 pocillos siguientes con 100 pl de sueros de controles diluidos (suero negativo,
débilmente positivo (cut off) y positivo).

Llenar los otros pocillos con los sueros a analizar diluidos (100 pl).

Cubrir los pocillos con un film adhesivo e incubar 30 minutos a 37°C.

Eliminar los sueros y lavar 4 veces con la solucion de lavado.

Etapa 3: Incubacion con el conjugado:

Distribuir 100 pl de conjugado proteina A-fosfatasa diluido en cada pocillo.

Cubrir los pocillos con una lamina adhesiva e incubar 30 minutos a 37°C.

Eliminar el conjugado y lavar 4 veces con la solucion de lavado.

Etapa 4: Incubacién con el substrato:

Distribuir 100 pl de ia solucion del substrato en cada pocillo.

Cubrir los pocillos con una lamina adhesiva e incubar 30 minutos a 37°C.

Parar la reaccion en adicionando 100 pl de la solucién de parada a cada pocillo.

Etapa 5: Medida de la densidad o6ptica:

Limpiar la parte inferior externa de los pocillos con un papel absorbente, eliminar las burbujas
de aire en caso de necesidad y proceder a la lectura de la densidad optica (DO absorbencia) a
una longitud de onda de 405 nm.
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Interpretacion:

Sustraer el valor obtenido del pocillo blanco sin suero de todos los otros valores medidos. La prueba es
valida si los tres criterios siguientes se cumplen: DO del control positivo >1.200, DO del control negativo
<12% del control positivo, DO del blanco < 0.350.

La concentracion en anticuerpos del suero débilmente positivo (cut off) 9450-07 ha sido ajustado para
permitir una distincién 6ptima entre los sueros de casos clinicos de estrongiloidiasis y los sueros de
sujetos sanos.

El resultado es negativo cuando la densidad 6ptica del suero a analizar es menor que la del suero cut
off 9450-07. En este caso la concentracion de anticuerpos IgG dirigidos contra los antigenos somaticos
de larvas de Strongyloides ratti no tiene una significacion clinica. En caso de una sospecha clinica
importante de estrongiloidiasis, se debe realizar una busqueda de parasitos en las heces (examen de
heces seriado mediante la técnica de Baerman y cultivo).

El resultado es positivo cuando la densidad oOptica del suero a analizar es mayor que la del suero cut
off 9450-07. En este caso la concentracion de anticuerpos IgG dirigidos contra los antigenos somaticos
de larvas de Strongyloides ratti es considerado como clinicamente significativo. Este resultado nos
orienta hacia una estrongiloidiasis. Para la interpretacién de este resultado se debera tener en cuenta
del contexto clinico, epidemiolégico y de las reacciones cruzadas con parasitos citados a continuacion.

Sensibilidad y especificidad de la prueba:

Se observd una sensibilidad de 88% con 48 sueros provenientes de pacientes con una
estrongiloidiasis confirmada mediante la presencia de larvas del parasito en las heces.

Se observoé una especificidad de 94% con 100 sueros de pacientes donadores de sangre (suizos).
Una especificidad de 77% ha sido observada con 89 sueros provenientes de 2 grupos de pacientes que
sufren de otras parasitosis (amebiasis, ascaridiasis, esquistosomiasis, cisticercosis, fascioliasis,
filariosis, hidatidosis y toxocariosis). Un estudio internc ha demostrado que los sueros lipémicos,
ictéricos 0 hemolizados no representan un problema para la realizacion de esta prueba.

La repetitividad ha sido evaluada analizando 2 sueros humanos en 24 pocillos de una placa en una
prueba unica. La reproducibilidad ha sido evaluada analizando estas 2 muestras precitadas en 10
pruebas diferentes.

Repetitividad Reproducibilidad
Muestras 1 Muestras 2 | Muestras 1 | Muestras 2
Media (densidad optica) 0.738 1.320 0.768 1.339
Desviacion estandar (absorbance) 0.040 0.040 0.052 0.063
Coeficiente de variacion (%) 5.5 3.0 6.8 4.7
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