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Chagatest

ELISA recombinante v.4.0 Cat. N° 1.293.257

Enzyme-linked Immunosorbent assay (ELISA)
for the detection of antibodies to Trypanosoma cruzi

SINTESI

La malattia di Chagas é un'infezione parassitaria causata da Trypanosoma cruzi . La diagnosi di laboratorio dipende dallo
stadio della malattia . Durante la fase acuta , la diagnosi viene effettuata mediante identificazione di parassiti nel sangue o
di metodi immunologici che rilevano IgM . Durante la fase cronica , possono essere usati metodi immunologici , quali
emoagglutinazione , immunofluorescenza e immunoenzimatici o western blot .

PRINCIPIO DEL TEST

Chagatest ELISA recombinante v.4.0 & un "in vitro" immunoenzimatico per la determinazione qualitativa degli anticorpi
antit. cruzi in campioni di siero o plasma umano. Il campione viene diluito nel pozzetto in cui sono immobilizzati sei
antigeni ricombinanti (SAPA, 1, 2, 13, 30 e 36). Questi antigeni sono da proteine specifiche di epimastigote e
trypomastigote fasi del cruzi T., corrispondenti a zone altamente conservate tra i diversi ceppi. Se il campione contiene
anticorpi specifici, essi si legano agli antigeni. Gli anticorpi non legati vengono eliminati con il lavaggio. Poi, il coniugato
viene aggiunto (anticorpi monoclonali umani anti-IgG coniugati a perossidasi), che reagisce specificamente con
immunocaptured anti-T. anticorpi cruzi. Il coniugato non legato viene rimosso mediante lavaggio. La presenza di
perossidasi legata al complesso € riconosciuta mediante I'aggiunta di un substrato cromogeno, tetrametilbenzidina. |
campioni reattivi sviluppano un colore azzurro. La reazione enzimatica viene fermata mediante aggiunta di acido solforico,
il colore blu vira in giallo. La densita ottica & misurata bicromaticamente a 450 / 620-650 nm o monocromatica a 450 nm.

REAGENTI FORNITI

Piastra di microtitolazione 96 pozzetti rivestiti con antigeni ricombinanti di Trypanosoma cruzi. Diluente del campione :
tampone salina con tensioattivo . colore viola . Coniugato concentrato: anticorpi monoclonali umani contro il IgG coniugato
a perossidasi ( 10x) . Colore rosso. Diluente del Coniugato : tampone salina con le proteine .

Substrato : tetrametilbenzidina e soluzione di perossido di idrogeno . Tappo: 2 N acido solforico . R36 / 38 : irritante per gli
occhi e la pelle. S24 / 25 : evitare il contatto con gli occhi e la pelle . S26 / 28 : in caso di contatto con gli occhi e la pelle ,
lavare immediatamente e abbondantemente con acqua e consultare un medico . S37 : usare i guanti adeguati .

Tampone Concentrato di lavaggio : tampone salina con tensioattivo ( 25x ) . Colore verde.

Controllo positivo : inattivato siero umano contenente anticorpi Trypanosoma cruzi . Colore arancione.

Controllo negativo : inattivato non reattivo siero umano . Colore giallo.

Reagenti non FORNITI
Acqua distillata o deionizzata

MATERIALE RICHIESTO ( non fornito) —

Micropipette per misurare i volumi indicati - punte monouso - materiale volumetrico per preparare diluizioni indicate - 37 °
C incubatore - assorbente di carta - Guanti monouso - Timer o cronometro - ipoclorito di sodio - microtitolazione sistema di
lavaggio piatto ( manuale o automatico ) - spettrofotometro per la lettura piastre di micro titolazione

AVVERTENZE

- | reagenti sono per uso diagnostico "in vitro". - Tutti i campioni dei pazienti devono essere manipolati come in grado di
trasmettere l'infezione. - | sieri di controllo sono stati testati per I'antigene di superficie dell'epatite B (HBsAg) e anticorpi
per il virus dell'epatite C (HCV) e virus dellimmunodeficienza umana (HIV) e sono risultati non reattivi. Tuttavia devono
essere trattati come materiale potenzialmente infettivo. - Tutti i materiali utilizzati per eseguire il test devono essere distrutti
per garantire l'inattivazione degli agenti patogeni. Il metodo consigliato & in autoclave per un'ora a 121°C. | rifiuti liquidi
possono essere disinfettati con ipoclorito di sodio (5%) per almeno 60 minuti. - Non scambiare reagenti di lotti diversi. -
Non usare reagenti di altra origine. - Evitare di toccare le pareti dei pozzetti con le punte. - Le piastre di microtitolazione
devono essere incubate in termostato. Non usare bagnomaria. Non aprire il



termostato durante questo processo. - Evitare il contatto dei reagenti con vapori di ipoclorito, dal momento che l'ipoclorito
inibisce la reazione. - Evitare il contatto dell'acido solforico con la pelle e gli occhi. In questo caso, lavare immediatamente
con abbondante acqua. - Evitare la fuoriuscita di liquidi e la formazione di spray. - Non pipettare con la bocca. Utilizzare
guanti monouso e protezioni per gli occhi durante la manipolazione dei campioni e dei reagenti. - Tutti i reagenti e i
campioni devono essere smaltiti in conformita alle normative vigenti.

PREPARAZIONE DEI REAGENTI

Tutto il materiale utilizzato per la preparazione dei reagenti deve essere pulito e privo di detersivo e ipoclorito .

Wash Buffer : i costituenti del reagente concentrato possono precipitare a bassa temperatura . In tal caso portare la
soluzione a 37 ° C fino a completa dissoluzione . Per ottenere un buffer pronto uso diluire 1 parte di tampone di lavaggio
concentrato ( 25x ) con 24 parti di acqua distillata o deionizzata . Esempio : 20 ml con 480 ml di acqua distillata .
Coniugato: diluire 1 parte di coniugato concentrato ( 10x) con 9 parti di diluente del coniugato .

Esempio : vedi tabella

N° di pozzetti coniugato concentrato Coniugato diluente
8 100 ul 0,9 mil
16 200 ul 1,8 ml
24 300 ul 2,7 ml
32 400 ul 3,6 ml
96 1200 ul 10,8 ml

Pronti all’'uso: Micropiastra , diluente del campione , diluente del coniugato , substrato , Stopper , controlli negativi e
positivi .

STABILITA’ E CONSERVAZIONE

| reagenti forniti sono stabili a 2-10°C fino alla data di scadenza indicata sulla scatola . Non congelare.

Tampone concentrato di lavaggio e stopper: possono essere conservati a temperatura ambiente( 2-25°C ) .
Tampone di lavaggio : una volta diluito & stabile per 3 mesi a temperatura ambiente ( 2-25°C ) .

Coniugato : una volta diluito & stabile per 6 ore a temperatura ambiente ( 2-25°C ) .

Piastra microtitolazione rivestita: non aprire la busta per I'esecuzione del test fino a quando non ha raggiunto la
temperatura ambiente, | pozzetti non utilizzati devono essere conservati nel sacchetto con I'essiccante , sigillati
conservati a 2-10°C . Le strisce per test conservate in questo modo sono stabili per 4 mesi se non si supera la data di
scadenza..

CAMPIONE

Campione di siero o plasma

a) La raccolta del campione: come di consueto .

b) Additivi : non richiesti per il siero . Il plasma va raccolto con EDTA , eparina o citrato di sodio come anticoagulanti .

¢ )Sostanze interferenti : nessuna interferenza ¢ stata osservata con bilirubina fino a 42 mg / dl , acido ascorbico fino a
50 mg / di, trigliceridi fino a 1600 mg / di , emoglobina fino a 290 mg / di .

| campioni che contengono particelle devono essere chiarificati per centrifugazione .

d) istruzioni stabilita e stoccaggio : i campioni devono essere conservati a 2-10°C . Se non si effettua il test entro 72
ore , i campioni devono essere congelatia -20 ° C.

| campioni non devono essere piu volte congelati e scongelati . Questo pud portare a risultati errati . Nel caso di utilizzo di
campioni congelati , devono essere omogeneizzati e centrifugati prima dell'uso, I'inattivazione al calore pud influenzare il
risultato . Non utilizzare campioni con contaminazione microbica . Se i campioni devono essere trasportati , devono essere
confezionati secondo le norme locali per la spedizione di materiale a rischio biologico .

PROCEDIMENTO

1- Portare i reagenti e i campioni a temperatura ambiente prima dell'apertura.
2- Preparare il volume necessario di tampone di lavaggio diluito.
3- Posizionare i pozzetti necessari nel supporto della striscia per il numero di determinazioni da utilizzare, tra cui 2 pozzetti
per il controllo positivo (PC) e 3 per il controllo negativo (NC).
4- Distribuire il diluente del campione, il campione (S) ed i controlli secondo il seguente schema:
S PC

NC
diluente campione 100 ul 100 ui 100 ul
controllo positivo 20 UL
Controllo negativo 20 ul
campione 20 ul

Verificare il funzionamento della micropipetta. Quando si aggiunge il campione, il diluente cambiera colore come segue:
campione solo diluente — viola, campione di siero o plasma - blu chiaro, controllo pos.- arancione, controllo neg. — verde.
Attenzione: campioni torbidi o emolizzati possono cambiare il colore finale senza influenzare i risultati . Il cambiamento di
colore pu6 dipendere dal volume del campione aggiunto e la dalla sua composizione. Un cambiamento di colore meno
intenso pud essere dovuto ad un volume di campione inferiore, o ad un basso livelio di proteine.

5- per evitare I'evaporazione, coprire la piastra con il nastro adesivo fornito e incubare per 60 + 2 minutia 37 + 1 ° C. Allo
stesso tempo, preparare il coniugato diluito (vedi REAGENT! PREPARAZIONE).






