HAI CHAGAS POLYCHACO

PRUEBA DE HEMAGLUTINACION INDIRECTA PARA LA DETECCION DE
ANTICUERPOS CONTRA EL TRYPANOSOMA CRUZI

Uso “In Vitro”
480 determinaciones a un titulo o 96 determinaciones a cinco titulos

FUNDAMENTO

HAI CHAGAS POLYCHACO consiste en una suspension estabilizada de hematies de carnero
sensibilizados con antigeno de Trypanosoma cruzi, los cuales se aglutinan en presencia de
diluciones de sueros humanos o de animales que contengan anticuerpos especificos.

RESUMEN Y EXPLICACION DEL ENSAYO

Los anticuerpos especificos contra Trypanosoma cruzi, presumiblemente presentes en el suero en
estudio, aglutinan al antigeno fijado sobre la superficie de los globulos rojos estabilizados, los
cuales sedimentan formando un manto en el fondo del pocillo de la microplaca.

En los sueros de muchas personas no parasitadas se encuentran globulinas capaces de aglutinar
inespecificamente particulas antigénicas de diferente origen, incluyendo hematies sensibilizados o
no. Estas globulinas, a las que pertenecen, entre otras, los anticuerpos inespecificos o heterofilos, la
Proteina C Reactiva, etc., estan presentes con titulos bajos en una proporcion significativa de la
poblacién, pudiendo aumentar durante el embarazo y en numerosos procesos infecciosos o
inflamatorios.

La heterofilia es detectada estudiando cada suero en la dilucion Y2 y % con hematies no
sensibilizados.

Con el uso de adsorbentes especiales en el Diluente de Muestras la heterofilia es poco frecuente,
pero en caso de observarse puede repetir el suero tratdndolo con 2-ME (2- Mercaptoetanol),
solicitando dicho reactivo a nuestro laboratorio. Este agente reductor elimina la capacidad
aglutinante de los anticuerpos heterdfilos.

REACTIVOS Y MATERIALES PROVISTOS

Frasco N°1:  Antigeno. 12 ml de suspension estabilizada de hematies de carnero sensibilizados
con antigeno de Trypanosoma cruzi. Agitar intensamente antes de usar.

Frasco N° 2:  Diluente de Muestras. 30 ml de solucion salina isot6nica con adsorbentes y
conservadores.

Frasco N°3:  Solucién Proteica. 1,5 ml de solucidn proteica estabilizada, con conservadores.

Frasco N°4:  Hematies No Sensibilizados. 5 ml de suspension estabilizada de hematies de
carnero no sensibilizados. Para control de heterofilia. Agitar intensamente antes de
usar.

Frasco N°5:  Control Positivo. 0,5 ml de una dilucion de suero reactivo para anticuerpos contra
T.cruzi, titulado, inactivado, con conservadores. Material potencialmente infectivo.
Listo para usar.



Frasco N°6:  Control Negativo. 0,5 ml de una dilucidn de suero no reactivo para anticuerpos
contra T. cruzi, inactivado, con conservadores. Material potencialmente infectivo.
Listo para usar.

5 Policubetas descartables, cada una con 96 pocillos con fondo en “U”.
REACTIVOS Y MATERIALES NECESARIOS NO SUMINISTRADOS

* Microgoteros de 25 pl

* Micropipetas o microdiluidores de 25 pl

* Pipetas de 5y 1 ml

* Espejo para lectura de policubetas o fondo blanco

* Papel de filtro

* Recipiente para sumergir los microdiluidores

* Agua destilada o desionizada

* Solucion fisioldgica para uso en el tratamiento con 2-ME.

ESTABILIDAD Y ALMACENAMIENTO

Los reactivos son estables hasta la fecha que figura en la caja y frascos. Guardar los componentes
del kit preferentemente entre 2 y 8 °C, siempre en posicion vertical. No congelar.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

= Solamente para uso diagnostico “In Vitro”.

= Las muestras de sueros humanos y los controles deben ser considerados como potenciales
portadores de agentes infecciosos, por lo que se recomienda respetar las condiciones de
bioseguridad en su manipulacion.

= Todo material utilizado en la reaccion debe ser considerado contaminado, debiendo ser
inactivado con hipoclorito de sodio al 5% durante 30 minutos, ¢ autoclavado durante por lo
menos 1 horaa 121,5°C.

= Defectos en el volumen de dispensado del Control Positivo ocasionados por su alta viscosidad,
puede dar titulos inferiores al declarado. Por eso es necesario extremar las precauciones en su
manipulacion.

= No utilizar el kit después de la fecha de vencimiento.

= No mezclar reactivos de lotes diferentes.

= Verificar que el volumen de las micropipetas o microdiluidores sea el correcto.

= No congelar el kit, pues los globulos se autoaglutinan (formacion de particulas solidas
macroscopicas). Si esto ocurre, debe descartarlo.

= Si el suero fue tratado con 2-ME verificar que el mismo no se encuentre gelificado, finalizada
la incubacién post tratamiento. Si gelifica, tratarlo nuevamente realizando una dilucion previa
% con Solucion fisioldgica. Sueros hiperlipémicos gelifican con mas facilidad en el tratamiento
con 2-ME.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS

Antigeno (frasco N° 1): agitar enérgicamente el frasco antes de usar, hasta obtener una suspension
homogénea. Mantener el frasco en posicion vertical.



Diluente de Muestras (frasco N° 2): antes de utilizar el Diluente, agregar 0,5 ml de Solucién
Proteica (frasco N° 3), cada 10 ml de Diluente. Preparar la cantidad necesaria para el uso
inmediato, ya que solo es estable durante dos dias si se mantiene entre 2'y 8 °C.

Hematies No Sensibilizados (frasco N° 4): agitar enérgicamente el frasco antes de usar, hasta
obtener una suspensién homogénea. Mantener el frasco en posicién vertical.

Control Positivo y Negativo (frascos N° 5 y 6): listos para usar. Estos controles se preparan a
partir de suero humano no reactivo para anticuerpos contra HCV, HIV y HBsAg, adecuadamente
inactivado. Sin embargo, todos los derivados de la sangre humana deben manejarse con precaucion.

OBTENCION Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Emplear suero fresco y limpido. La sangre se extraera de un paciente preferentemente en ayunas
siguiendo las normas generales, recogiéndola en tubos de centrifuga. Para obtener el suero dejar
coagular la sangre, centrifugar y separar el sobrenadante.

Los sueros pueden ser conservados entre 2 y 8 °C hasta 48 horas, o congelados a —20 °C para un
almacenamiento prolongado.

Deben evitarse los congelamientos/descongelamientos repetidos.

PROCEDIMIENTO

1. Colocar 25 ul de Diluente de Muestras (ver Preparacion de los Reactivos) utilizando un
microgotero o una micropipeta calibrada, a partir del primer pocillo de una policubeta
descartable. Utilizar la cantidad de pocillos necesarios hasta la dilucion (titulo) que se desee
investigar.

2. Tomar un microdiluidor de 25 nl y sumergirlo en un recipiente con agua destilada o
desionizada, secarlo con papel de filtro por rotacién y seguidamente colocarlo en el suero a
analizar. Al retirarlo controlar que la muestra cubra la totalidad de los espacios vacios.

3. Sumergir el microdiluidor cargado en el 1° pocillo y girar el mismo entre ambas manos no
menos de 10 veces. Esta operacion asegurara una perfecta homogeneizacion de la muestra.

4. Transferir los microdiluidores a la fila siguiente y repetir la misma operacion hasta la dilucion
deseada.

5. Retirar los microdiluidores y secarlos con papel de filtro. Sumergirlos sucesivamente en dos
recipientes con agua destilada o desionizada y secarlos con papel de filtro para usarlos
nuevamente.

6. Repita los pasos 2 a 5 con el Control Positivo (ver Advertencias y Precauciones) y el Control
Negativo provistos en el kit.

7. Si utiliza la micropipeta de 25 ul para la toma y diluciéon de la muestra y los controles,
homogeneizar por carga y descarga, transfiriendo 25 ul de pocillo en pocillo hasta la dilucién
deseada, descartando los ultimos 25 pl.

8. Depositar 25 ul de Hematies No Sensibilizados (frasco N° 4) en los pocillos 1y 2 (dilucién Y2y
Y1) solamente del suero. No colocar en las diluciones de los Controles Positivo y Negativo.

9. Depositar 25 ul de Antigeno (frasco N° 1) en los restantes pocillos. (Diluciéon /s hasta la
dilucion a investigar).

10. Agitar la policubeta golpeando con los dedos sobre sus paredes laterales, durante no menos de
30 segundos.

11. Dejar la policubeta en reposo a resguardo de vibraciones durante un minimo de dos horas y
leer.



Esquema del procedimiento

Diluente de Muestras (0,5 ml de
Solucién Proteica por cada 10 ml de
Diluente de Muestras).

25 pl desde los pocillos 1 hasta los
pocillos con la dilucion que desee
investigar.

Suero y/o Control
Control Negativo.

Positivo y/o | 25 ul en los pocillos 1

Homogeneizar y transferir 25 ul desde el primer pocillo hasta el pocillo
con la dilucidn gue se desee investigar, despreciando los Gltimos 25 ul.

Hematies No Sensibilizados 25 ul en los pocillos 1 y 2 del
SUERO solamente.

No colocar en los Controles Positivo
y Negativo.

Antigeno 25 pl a partir de los pocillos 3 en

adelante.

Agite manualmente la policubeta durante 30 segundos

Dejar la policubeta en reposo 2 horas y leer

Tabla de dilucion

Pocillo Dilucion Titulo
1 % 2

2 Ya 4

3 g 8

4 Y16 16
etc. etc. etc.

Procedimiento con 2-Mercaptoetanol
Si fuera necesario tratar los sueros con 2-ME proceder de la siguiente manera:

1. Preparar una solucion de 2-ME /100 en Solucién fisioldgica. Utilizar esta solucién solamente el
dia de su preparacion.

2. En un recipiente adecuado colocar iguales volimenes de suero y de 2-ME /100 preparado
anteriormente. Tapar el recipiente.

3. Incubar durante 30 minutos a 37 °C 6 120 minutos a temperatura ambiente (20-25 °C).
Verificar ausencia de gelificacion post incubacion. (Ver Advertencias y Precauciones).

4. Titular segln el procedimiento habitual, teniendo en cuenta que en este caso el pocillo 1
corresponde a la dilucion Y4. (Titulo 4).

LECTURA
Luego de transcurridas dos horas, proceder a la lectura en espejo para policubetas o sobre un fondo

blanco.

REACCION POSITIVA: formacion de un manto en el fondo del pocillo por aglutinacion del
antigeno, que debe ocupar méas del 50% del mismo.

REACCION NEGATIVA: formacion de un botén nitido o botdn con centro de luz, de bordes
regulares, por sedimentacion del antigeno.



CRITERIO DE ACEPTABILIDAD DEL ENSAYO

La inclusion de un Control Positivo y Negativo permite verificar la reproductibilidad del ensayo, la
estabilidad de los reactivos y Ilamar la atencion sobre posibles errores de técnica.

El titulo del Control Positivo se indica en su correspondiente etiqueta y no debe variar mas de
un orden de dilucion (+ 1 titulo) durante el tiempo que dure el kit. (Ver Advertencias y
Precauciones).

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

El titulo del suero sera la inversa de la dilucion que da lugar a un manto que ocupe 50% o mas del
pocillo.

El 98% de los sueros provenientes de una poblacién serolégicamente reactiva para anticuerpos anti
Trypanosoma cruzi, por técnica de HAI, IFl'y EIA, present6 titulos iguales o mayores a 16, y solo
el 2% titulos iguales a 8.

El 95% de los sueros provenientes de una poblacion serol6gicamente no reactiva para anticuerpos
anti Trypanosoma cruzi, por técnica de HAI, IFl y EIA, presentd titulos inferiores a 8 y solo el 5%
titulos iguales a 8.

Por lo expuesto el titulo 16 tendria maxima especificidad para la resolucion entre muestras
positivas y negativas. El titulo 8 por su méaxima sensibilidad seria el ideal en el descarte de sangre
para transfusiones. (Ver tabla I).

Utilidad de los Hematies No Sensibilizados
Si hay Reaccion Negativa en dilucion ¥ implica ausencia de anticuerpos heteréfilos.

Si hay Reaccién Positiva en dilucion ¥ implica presencia de anticuerpos heteréfilos que puede

interpretarse de dos maneras:

a) Si hay reacciéon negativa en la dilucién /s (con el Antigeno) significa que el suero es NO
REACTIVO para anticuerpos anti T. cruzi.

b) Si hay reaccion positiva en la dilucién /s (con el Antigeno) significa que la reactividad del
suero puede ser especifica o provocada por los anticuerpos heterofilos. Esta situacién es poco
frecuente debido a la presencia de adsorbentes de inespecificidad en el Diluente de Muestras,
pero en caso de observarse proceda a repetir el suero tratdndolo con 2-ME.

Interpretacion de los resultados con 2-ME

Sueros con titulos mayores o iguales a 8, se consideran reactivos para anticuerpos anti T. cruzi.
Titulos menores que 8 seran no reactivos para anticuerpos anti T. cruzi.

SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD

En estudios poblacionales con HAl CHAGAS POLYCHACO, se encontraron los siguientes valores
segun el titulo elegido:



Tabla I:

Titulo Sensibilidad Especificidad
8 100% 95%
16 98% 99%

Cuando los sueros son tratados con 2-ME la especificidad de la prueba a titulo 8 es del 100% sin
variacion en la sensibilidad.

LIMITACIONES DEL METODO

La serologia s6lo constituye un dato auxiliar para el diagnostico. La Hemaglutinacion Indirecta,
como cualquier otra técnica serolégica, no puede ser concebida como un método de diagnostico
definitivo. En ese sentido, todo titulo debe ser interpretado como una probabilidad mayor o menor
de acierto en relacion al encuadramiento del caso estudiado, dentro de la poblacion normal o
parasitada.

Independientemente de esta limitacion universal de la serologia, existen en la Hemaglutinacion
Indirecta aspectos especificos de técnica que tienen que ser considerados por el ejecutante a fin de
evitar errores.
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