


Recordemos...

Cuando un Ag y un Ac interaccionan in vitro

PRIMERA ETAPA
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'Fendmeno visible
Precipitacion
Aglutinacion



¢, Como podemos visualizar la PRIMERA ETAPA?

Ag o0 Ac se unen covalentemente a distintos marcadores

Trazador Método
radiactivo | > RIA
fluorescente I > IF
enzimatico | > ELISA
emisor de luz | > Quimioluminiscencia
Electroquimioluminiscencia



Los ELISA se basan en:

1. la elevada especificidad de los Ac;

2. la alta actividad de algunas enzimas
usadas en este tipo de ensayos, lo que
permite la amplificacion de la senal
generada por la muestra.




Comprenden dos etapas generales:

1. la reaccion de un inmunorreactante con
Un Ag o Ac;

2. la deteccidn de ese inmunorreactante
mediante la utilizacion de un conjugado
enzimatico.



SENSIBILIDAD

» Es el cambio en la respuesta por cada cambio
de la cantidad de reactante.

LIMITE DE DETECCION

» Es la minima cantidad de inmunorreactante
que puede detectar el sistema.



Método Anticuerpo SenS|b|I|fjad
[ug/mL] relativa
Precipitacion (medio gelosado) 20 1
Precipitacion (medio liquido) 10 2
Fijacion del complemento (100%
5 4
de lisis)
- 5
Fijacion del complgmento (50% 02 100
de lisis)
Aglutinacion 0,4 50
HAI 0,15 133
IFI 0,05 400
ELISA 0,01 2.000
RIA 0,001 20.000




Clasificacion de los EIA

a. EIA homogéneos;

b. EIA heterogeneos.



Heterogeneos:
Los mas utilizados.

Diversos formatos:
microplacas, particulas
magnéticas, membranas
de nitrocelulosa.

Implican un paso de
separacion del Ag o Ac
unido del no unido.

Homogéneos:

Mas utilizados en drogas
de abuso y monitoreo de
farmacos.

Sin pasos de separacion,
no se requiere la
separacion del Ag o Ac
unido del no unido.



Heterogéneos Homogéneos

Ventajas: Ventajas:
Menos interferencias, mas especificos Mas precisos.
y sensibles.
Al ser en general automatizados se
Instrumentacion menos costosa. llevan a cabo sin entrenamiento
especial.

Admiten mayor tamafo de muestra,
asi disminuye el limite de deteccion. Desventajas:
Son mas costosos en reactivos.
Mas versatiles en cuanto a tipo de
analito. En general sélo sirven para farmacos.

Desventajas:
Mas dificiles de automatizar.

Mayor tiempo de analisis.



Los EIA heterogeneos pueden
clasificarse en dos tipos:

. enzimoinmunoanalisis de amplificacion de
actividad o no competitivos;

. enzimoinmunoanalisis de modulacion de

actividad o competitivos.



EIAs no competitivos

+ Se emplea un gran exceso del
iInmunorreactante con el objeto de obtener
una senal maxima debida a la presencia del
compuesto a ser dosado.



EIAs competitivos

* Los enzimoinmunoanalisis competitivos (ya
sea por Iinmovilizacion de Ac o por
inmovilizacion de Ag) tienen por objeto la
cuantificacion de Ag.




EIAs competitivos con Ac inmovilizado en
fase solida

kAc + Ag + Ag-E > |EAc-Ag o |- Ac-Ag-E

Control: “dosis cero” de Ag libre -
> [k Ac-Ag-E > 100 % de sefial

Anticuerpos



Agregar Estandar 6 Muestra

Agregar Enzima Conjugada




Agregar solucion de anticuerpo

Empieza la reaccion

\g
5 ? 3 § Equilibrio entre el analito ligado y

Y no ligado de muestras 6 estandares
y la enzima conjugada




Lavado 3 veces

Remocion de reactivos en exceso

Después de 3 lavados

Remocion total de reactivos
no ligados



Agregar Substrato/Cromoégeno

El Substrato (S) desarrolla color
en el Producto (P) en
presencia de la enzima

Agregar Solucion de parada

Q $ Se para la reaccion y el color
Y Y Y desarrollado es medido
visualmente 6 mediante un
espectrofotometro

La intensidad del color es inversamente proporcional a la concentracion de las Muestras
/ Estandares — a mas color es mas baja la concentracion de la muestra /
Estandar



[Ag libre]

"Dosis cero” | L
Solucion de parada

|mnjn]

Agregar solucion de parada
Leer a 450 nm




EIAs competitivos con Ag inmovilizado en
fase solida

‘If Ag + Agmuestra tAc-E > ‘If Ag-AC-E + Agmuestra
0
‘If Ag + Agmuestra'AC'E

|Ing t Agmuestra + ACl 9 |Ing'AC1 + Agmuestra 0 |Ing + Agmuestra'Acl

FAg-Ac, + Ac,-E > |FAg-Ac,-Ac,-E



Etapas basicas:

inmovilizacion del inmunorreactante (Ac o0 Ag)
en la fase solida;

Incubacion con la muestra de modo que ésta
reaccione  con el  Inmunorreactante
inmovilizado:;

amplificacion o modulacion por medio de la
utilizacion de un conjugado enzimatico.



Sistemas alternativos de reconocimiento:

1. Sistema Avidina-biotina

2. Proteina A
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Straptavidin




Enzimas mas utilizadas

* Peroxidasa

« Fosfatasa alcalina

« Ureasa



Requisitos que deben reunir las enzimas

. Deben ser estables durante su almacenamiento, ya
sea libres o conjugadas.

. Deben ser de facil preparacion, obtenerse con
elevada pureza y bajo costo.

. La actividad enzimatica debe ser alta, ya sea como
enzima libre 0 como enzima conjugada.

.La actividad enzimatica debe ser facilmente
detectable.



Requisitos que deben reunir las enzimas

5. Deben ser compatibles con las condiciones del
ensayo (pH, fuerza ionica, composicion de los
buffers, etc.).

6. Deben poseer grupos quimicos reactivos para la
conjugacion.

7. Deben ser facilmente conjugables a anticuerpos u
otros sistemas de deteccion.

8. La enzima del conjugado no debe estar presente
en el componente que se fijara a la fase solida.



Condiciones que deben reunir los sustratos
0 compuestos cromogenicos

1. Deben ser solubles en agua, incoloros, inodoros y no
toxicos.

2. Deben ser estables al almacenamiento y luego de la
detencion de la reaccion enzimatica.

3. No deben ser fotosensibles.

4. Debe haber un amplio rango de linealidad entre el
color formado y la concentracion de enzima.



Requisitos de un buen conjugado

. Debe tener una composicion definida vy
homogenea.

. Debe obtenerse sin perdida de la actividad
enzimatica debido al proceso de conjugacion.

. Debe  ser  altamente  estable  al
almacenamiento por periodos prolongados.

. Debe ser economico, rapido y facil de
preparar.



Requisitos de un buen conjugado

. El procedimiento de conjugacion debe
conducir a un alto rendimiento en conjugado
y un bajo rendimiento en homopolimeros de
Ac y/o enzima.

. El procedimiento de separacion del
conjugado de las especies no marcadas (Ac
y enzima) debe ser sencillo.



Preparacion de conjugados enzimaticos

» Conjugacion quimica

» Conjugacion inmunologica



Conjugacion quimica

Se puede realizar en una o dos etapas.
Tener en cuenta el pH del buffer.

Agentes quimicos: Glutaraldehido, peridoato
de sodio, etc..

Etapa final: Separacion de la enzima y del Ac
no conjugados.



Conjugacion inmunologica

* Es posible formar complejos inmunes enzima-
anti-enzima: PAP, APAAP, etc..

* Ello se logra mediante un puenteo entre el
complejo Inmune enzima-anti-enzima y la
inmunoglobulina a revelar, por medio de Ac
anti-inmunoglobulinas especie-especificos.



1. Inmovilizacion de inmunorreactantes en
fase solida

Soportes solidos:

* agarosa,

o celulosa,

o dextran,

e vidrio,

* nitrocelulosa,
* plasticos.




Superficies plasticas para ELISA

o esferas,
e discos,
* tubos,

» placas (policubetas) de fondo plano, en U o
enV.




1. Inmovilizacion de inmunorreactantes
en fase solida
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No covalente < Hidrofobica
Carga inmunoreactante

,
Glutaraldheido: permite unién

Unién a la placa 4 Glaraldredo: pemie urk
Covalentex aminos libres.

Sustancias policationicas: permiten
_la union covalente de ADN

\

,
Tiempo ON, 4°C

Factores importantes< Temperatura | 1h., 37°C

1-10 pg/mL puros
10-100 pg/mL mezclas

[Inmunoreactante]{
\



2. Bloguear los sitios libres

» Se realiza para tapar los sitios de union al
plastico libres que persisten luego de la etapa
de sensibilizacion.

» Se utilizan proteinas ajenas al sistema diluidas
en solucion salina (PBS

Blue equals antigen
> and green albumin__0O

| eche descremada 3%
Suero de animales

-
-

e
@
S

B2
2
L
®°



3. Incubar con la muestra problema (suero)

» Se diluyen las muestras en el liquido de
bloqueo.

» Se incuba un tiempo determinado a 37°C.
» Se lava con PBS Tween.




Primary
antibody







Lavados

» Se eliminan componentes libres o unidos de
manera no especifica al inmunoreactante
iInmovilizado en la placa.

* Se utilizan soluciones salinas isotonicas (PBS)
suplementadas con detergentes (Tween 20).
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4. Incubacion con el conjugado
enzimatico

Ac marcados con peroxidasa (tambiéen puede ser FA).

Cantidad de conjugado diluido que se encuentre en
exceso.

Se incuba un tiempo determinado a 37°C.

Se lava con PBS Tween.






5. Revelado

» Se agrega el sustrato de la enzima

» Se forma un cromoégeno soluble y cuantificable por
espectrofotometria.

2 DH +H,0,> 2H,0 +2D

6. Frenar la reaccion con un acido o una
base y leer DO



Enzyme
substrate







Enzimoinmunoensayos no
competitivos con Ag inmovilizado en
fase solida



Se pueden distinguir tres tipos de métodos:

a) métodos directos;

detectabilidad
b) métodos indireCtOS; creciente

c) metodos por puenteo. \/



Los métodos directos presentan la
desventaja de que debe disponerse de un
conjugado enzimatico para cada Ag que se

desea detectar

|EAg + Ac-E > [FAg-Ac-E



Los métodos indirectos consisten en la

Inmovili

especifi

izacion de Ag, reaccion con Ac
cos y posterior revelado con un

conjugado anti-lgs especie-especifico

[FAg + Ac, = [F Ag-Ac,

|E Ag-Ac, + Ac,-E > [ Ag-Ac,-Ac,-E



Anticuerpo
Secundario

Anticuerpo
Primario

Antigeno



Los metodos por puenteo emp

conjugados inmunologicos (corr

ean
0 es e

caso de la peroxidasa-anti-peroxidasa o
PAP), la reaccion entre biotina y avidina o

lectinas

[FAg + Ac; > [F Ag-Ac,

[E Ag-Ac, + Ac, + PAP > |E Ag-Ac,-Ac,-PAP



Ac de raton -
- . Ac de congo
antt enz ant1 [gs de ratdn

-~
SRR TR e IR IR AR



Trypanosoma cruzi

Etapa aguda - Parasito en sangre o IgM

Diagnostico parasitologico directo:

1. Observacion microscopica en fresco

2. Gota gruesa

3. Método de concentracion; MicroStrout €

4. Xenodiagnostico

5. PCR



Etapa cronica - Metodos inmunologicos

» Diagnostico parasitologico indirecto:
 HAI
 ELISA

o |FI



Tests serologicos para diagnostico de la infeccion por T.
cruzi mas utilizados para el tamizaje serologico

Pruebas convencionales:
* Inmunofluorescencia indirecta (IFI)

* Hemaglutinacion indirecta (HAI)

» ELISA

—Ag lisado parasitario = 12 Generacion

—Ag parcialmente purificados = 22 Generacion
—Ag recombinantes > 3% Generacion



HAI

Utilizada desde 1962
Deteccion de Ac IgG
Bajo costo
Lectura visual

» Subjetiva

Valor de corte en el tamizaje: 1/32
»Alto % de RFN



IFI

Utilizada desde 1966

Deteccion de Ac IgG e IgM

Costo intermediario

Lectura en microscopio de fluorescencia
»Visual / subjetiva

Valor de corte en el tamizaje: 1/32
»Alto % de RFP



ELISA

Utilizada desde 1972
Deteccion de Ac IgG
Costo mas elevado que HAl y IF
Lectura en espectrofotometro (DO)
» Lectura objetiva
Valor de corte (cut-off) y zona gris
» Define sensibilidad y especificidad
Gran numero de kits comerciales
» Sensibilidad: 97,7 — 100%
» Especificidad: 93,3 — 100%



Chagatest

ELISA recombinante v.3.0

Ensayo inmunoenzimatico (ELISA) de 32 generacién para
la deteccidn de anticuerpos contra el Trypanosoma cruzi






Reactivos provistos

Policubeta sensibilizada: policubeta de tiras removibles con
pocillos que contienen antigenos recombinantes de T. cruzi
inmovilizados.

Conjugado: anti-inmunoglobulinas humanas (cabra) conju-
gadas con peroxidasa.

Revelador A: peroxido de hidrogeno 60 mmol/l en buffer ci-
trato 50 mmol/l pH 3,2.

Revelador B: tetrametilbencidina (TMB) 0,01 mol/l en acido
clorhidrico 0,1 N.

Stoppet: acido sulfurico 2 N.

Buffer de Lavado concentrado: cloruro de sodio 1,4 mol/l
en buffer fosfatos 100 mmol/l y tensioactivo no idnico 0,1 g/l.
Diluyente de Muestras: albumina bovina en solucion fisiolo-
gica tamponada con buffer fosfatos pH 7.2.

Control Positivo: dilucién de suero inactivado conteniendo
anticuerpos contra el Tripanosoma cruzl.

Control Negativo: dilucion de suero no reactivo, inactivado.



CN

Diluyente de
Muestras

200 pL 200 L

200 uL

Control
Positivo

10 ulL

Control
Negativo

10 L

Muestra

10 ulL

Incubar y lavar

Luego agregar 1 gota del conjugado




Luego agregar en cada pocillo:

1 gota de Revelador A (H,0O, en buffer citrato),
1 gota de Revelador B (TMB: tetrametilbencidina en HCI).

Mezclar durante 10”. Incubar 30" a T ambiente y luego
agregar: 1 gota de Stopper (H,S0,). Mezclar durante 10™.

Leer en espectrofotometro a 450 nm o evaluar el resultado
a simple vista por comparacion con los CP y N.



Calculo del valor de corte

« Un elemento esencial en todo ELISA
cuantitativo es establecer el valor de
discriminacion entre una muestra positiva y
una muestra negativa. Este valor se
denomina valor de corte o “cut-off’.




Chagatest

ELISA

Ensayo inmunoenzimatico (ELISA) para la deteccidon de
anticuerpos contra el Trypanosoma cruzi

Policubeta sensibilizada: policubeta de tiras removibles con
pocillos gue contienen antigenos citoplasmaticos y de mem-

brana de Tripanosoma cruzi inmovilizados.



Enzimoinmunoensayos no
competitivos con Ac inmovilizado en
fase solida

"ELISAs de captura o Sandwich”



Es posible inmovilizar tanto Igs enteras

como fragmentos F(ab) o
captura”) con el objeto de ¢

-(ab’), ("Ac de

uantificar Ag en

diversas muestras

|F Ac, + Ag > |F Ac,-Ag

|EAc,-Ag + Ac,-E > [k Ac,-Ag-Ac,-E



Inmovilizacion del
Ac de captura

Lavados

Bloqueo de los
espacios hibres

Lavados

Agregado de lamuestra
problema

Lavados

Agregado
del Ag

Lavados

Agregado del
conjugado

Lavados

Agregado de lamezcla
sustrato-cromogeno

Lectura de la prucba

£

R T

<«— >= Anti-lgM
OO  Proteina
O bloqueante
/7 1M
% ;{ R sérica
< Ag X
Iganti-X
e >—* marcada
Sustratot

o O .
9 5 cromogeno

O
g Cambio

e decolor
8




Hepatitis B (HBsAQ)

ELISA

Ensayo inmunoenziméatico (ELISA) de 32 generacién para
la deteccidn del antigeno de superficie del virus de la
hepatitis B (HBsAqg)



TTYYTT




Reactivos provistos

Policubeta sensibilizada: policubeta de tiras removibles con
pocillos que contienen anticuerpo monoclonal anti-HBs in-
movilizado.

Conjugado concentrado: anticuerpo monoclonal anti-HBs
conjugado con peroxidasa.

Diluyente de Conjugado: buffer Tris conteniendo aditivos y
conservantes.

Revelador A: perdxido de hidrogeno 60 mmol/l en buffer ci-
trato 50 mmol/.

Policubeta sensibilizada: policubeta de tiras remaovibles con
pocillos que contienen anticuerpo monoclonal anti-HBs in-
movilizado.

Conjugado concentrado: anticuerpo monoclonal anti-HBs
conjugado con peroxidasa.

Diluyente de Conjugado: buffer Tris conteniendo aditivos y
conservantes.

Revelador A: perdxido de hidrégeno 60 mmol/l en buffer ci-
trato 50 mmol/.



D CP CN
Control
Positivo 100 uL
Control
Negativo 100 pL
Muestra 100 pL

Incubar y lavar

Luego agregar 100 yL de conjugado




Luego agregar en cada pocillo:

1 gota de Revelador A (H,0O, en buffer citrato),
1 gota de Revelador B (TMB: tetrametilbencidina en HCI).

Mezclar durante 10”. Incubar 30" a T ambiente y luego
agregar: 1 gota de Stopper (H,S0,). Mezclar durante 10™.

Leer en espectrofotometro a 450 nm o evaluar el resultado
a simple vista por comparacion con los CP y N.



Partially double-stranded DNA



HBsAg negative
anti-HBc negative
anti-HBs negative
HBsAg negative
anti-HBc positive
anti-HBs positive
HBsAg negative
anti-HBc negative
anti-HBs positive
HBsAg positive
anti-HBc positive
IgM anti-HBc positive
anti-HBs negative
HBsAg positive
anti-HBc positive
IgM anti-HBc negative
anti-HBs negative
HBsAg negative
anti-HBc positive
anti-HBs negative

Susceptible

Immune due to natural infection

Immune due to hepatitis B vaccination

Acutely infected

Chronically infected

Interpretation unclear; four possibilities:
1. Resolved infection (most common)

2. False-positive anti-HBc, thus susceptible
3. “Low level” chronic infection

4. Resolving acute infection

m Hepatitis B surface

antigen (HBsAg):

A protein on the surface
of hepatitis B virus; it can
be detected in high levels
in serum during acute or
chronic hepatitis B virus
infection. The presence of
HBsAg indicates that the
person is infectious. The
body normally produces
antibodies to HBsAg as
part of the normal immune
response to infection.
HBsAg is the antigen used

to make hepatitis B vaccine.



[mmunoComp: [

Anti-HBs

ImmmeComb® I

[55]
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DRGENICS
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m Hepatitis B surface
antibody (anti-HBs):
The presence of anti-HBs
is generally interpreted as
indicating recovery and
immunity from hepatitis B
virus infection. Anti-HBs
also develops in a person
who has been successfully
vaccinated against

hepatitis B.
Orgenics CombScale™
== Coier [rosalfy |erpet for, —
BT
Calbratethe ___
CombScale

~|ntemal Control
Ol-recomb. HBsAg



Puenteo no inmunologico

HBsAg — antibody complex
$+ 5= ’ formation; 120 min/37T

anti-HBs

Binding of biotinylated
dh ’ HBsAg: 30 min/37T

Biotmyiated
HBsAg

. ' _j‘ ﬂ Binding of streptavidin- AP;
(o ’ izEfaa | 20 min/37C

Streptavidin - AP

= Enzymatic color reacticn;
A %) 10 min/37C

CHTOMmD Qe ic
substrate




m Total hepatitis B core
antibody (anti-HBc):
Appears at the onset
of symptoms in acute
hepatitis B and persists
for life. The presence of
anti-HBc indicates previous
or ongoing infection with
hepatitis B virus in an
undefined time frame.

Hepatitis B (anti-HBc)

ELISA

Ensayo inmunoenzimatico (ELISA) para la deteccidon de
anticuerpos contra el antigeno core del virus de la he-
patitis B (anti-HBc)

Policubeta sensibilizada: policubeta de tiras removibles con
pocillos que contienen HBcAg recombinante inmovilizado.
Conjugadeo: anticuerpo anti-HBc conjugado con peroxidasa.



1 lgM antibody to hepatitis B

[mmunoComb- [l

HBc IgM

=§ - Antibody capture;
Q—( L > 60 min

= -haEmian human Ighd
ighd antiesdies

IF, HBcAg — antibody
+ @ " reaction; 2 min
MeComio.
HBcAg
; : Binding of anti-HBC
Qﬁ*?z@ ’ Q‘dl conjugate; 20 min

a-HBe
conjugats

Enzymatic color
8359 ’ reaction; 10 min

chrc-n‘t:l-;enm

core antigen (IgM anti-HBc):
Postivity indicates recent
Infection with hepatitis B

virus (<6 mos). lts presence
Indicates acute infecfion.
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Finternal Control
304t anti-human IgM




Levels in the blood

HBV DMNA
Total anti-HB core

lgM anti-core :
Anti-HBs

Anti-HBe
HBsAg

HBeAg

5 10 months

TS



Levels HBY antigens and antibodies

inthe blood

Infectivity }
|

HBeAg anti-HBe

“Motal anti-HBC

IgM anti-HBc

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 52
Weeks after infection Years after infection






Positivo
88 6 00

muestracon hCG Se pegaa AcMo  Ac policlonales anti-hCG +
hormona hCG de raton anti-hCG-E en systrato en la zona del test se
la zona de reaccion  ynen a otros epitopes de la

3 hCG ,
\j j) AcMo de raton

Y} anti hCG-E que
no se unieron se
pegan a Ac anti-

ratén + sustrato
en la zona de
control

test control

— ‘*"-&-

Union del sustrato con la
enzima y desarrollo de color



* El Dot-blot es

Dot-blot

un método inmunoenzimatico

en el que se inmoviliza un inmunorreactante en
una fase solida compuesta por un papel.

» Los sustratos que se emplean generan un

producto insolub
nitrocelulosa en

actividad enzimati

e que se deposita sobre la
0s sitios donde se localiza la
ca.



ImmunoComb



Principio de la Prueba

» Es un EIA y como todos los demas, consiste en dos
componentes:

1. fase solida: peine plastico con 12 dientes
sensibilizados en diferentes puntos con materiales
reactivos y un control interno.

2. El conjugado y otros reactivos estan listos para ser
usados dentro de la bandeja de desarrollo del
ImmunoComb sellada con papel de aluminio.



» La prueba se realiza de manera rapida y facil.

» Se depositan los especimenes en los pocillos
de la primera linea de |la bandeja de desarrollo
del ImmunoComb y se avanza el peine de
linea en linea, incubando en cada paso.

* Los resultados se visualizan en minutos,
apareciendo como puntos de color gris — azul
sobre la superficie de los dientes del peine.



Fraccionando & peine Dispensar muesiras Insertar &l paine
para realizar un namero ¥ controles an la fila Ae incubar

menor de determinacionas

Insertar el peine LUEGD DE LAS INCUBACIONES Leer los resultados.

an lafila B e incubar EMFILASC.Dy E El peine puede archivarse
Reaccion de color en la fila F como documentacion



ImmunoComb

* Toxo IgG: Detecta Ac IgG anti-T. gondii en
suero o plasma humano. Pueden persistir
durante toda la vida.

* Toxo IgM: Detecta Ac IgM anti-T. gondii en
suero o plasma humano. Indica infeccion
aguda o reciente.



Toxo IgG

Jes= b b

anti-T oo
antibodies

erE ) Gom

lgG conjugate

prangd b o

subsirate

Toxo antigen — antibody
complex formation; 10 min

Binding of ant-human IgG
conjugate; 20 min

Enzymatic color reaction;
10 min



Pelne

upper spot — human immuneoglobulins (Intemal Control)
lower spot— inactivated T. gondii RH antigens

T . T T T . T . T T T T T . i

Immmne omb

GCRGENICS

S 40 4 4 & & 4 & 4 W & 4
L 2 1 _ 4 & 7 % 49 w1 12
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L-|ntermnal Control
~T. gondii antigens

{00



The contents of each row are as follows:

Row A specimen diluent

Row B washing solution

Row C alkaline phosphatase-labeled goat anti-human IgG
antibodies

Row D washing solution

Row E washing solution

Row F chromogenic substrate solution containing 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl phosphate (BCIP) and nitro blue tetrazolium
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Interpretacion semi-cuantitativa

Orgenics CombScale™
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HIV Ag/Ac ELISA 42 Generacidn

» Deteccion simultanea de anticuerpos anti-
VIH y antigeno p24.

» Aumenta la capacidad clinica de deteccion,
reduciendo el periodo “de ventana” de 4-10
dias, permitiendo la deteccion temprana de
la infeccion del VIH.



HIV Ag/Ac ELISA 4° Generacion

Los pocillos de la policubeta estan recubiertos con PR
y PS de HIV-1y HIV-2 y AcMo anti-p24.

La muestra se incuba en los pocillos y si la misma
contiene p24 y/o Ac anti-HIV-1 o HIV-2 se uniran a los
Ag y/o Ac del pocillo.

El material no unido se remueve por lavado.

En el paso siguiente se agrega el Conjugado 1 que
contiene Ac y Ag marcados con biotina que se uniran a
los Ag/Ac si estan presentes en la muestra.
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HIV Ag/Ac ELISA 4° Generacion

Luego se agrega el Conjugado 2 (peroxidasa-
estreptavidina) que se unira al Conjugado 1.

El conjugado no unido se remueve por lavado.

A continuacion se agrega una solucion conteniendo
TMB y H,0..

Las muestras reactivas desarrollan color azul que vira
al amarillo cuando la reaccion se detiene con H,SO,
(Stopper).



Determine® HIV-1/2

Inmunoanalisis cualitativo in vitro de lectura visual para
deteccion de Ac VIH-1y VIH-2 en suero, plasma o sangre total.




* Procedimiento Simple.
* Requiere de minimo entrenamiento.

* No requiere de un equipo especial para llevar a cabo la
prueba.

» La obtencion de la muestra puede ser por venopuncion
0 puncion digital.

* No requiere refrigeracion.

» Puede ser transportado y almacenado en diferentes
condiciones ambientales (2-30°C).



Procedimiento




Recoleccion de la muestra







Interpretacion de los resultados
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Clearview® COMPLETE HIV 1/ 2

Recoleccion — Proceso — Analisis, 3 pasos en 1.

Sistema de coleccion de muestra, procesamiento y analisis
de la muestra de sangre total, suero o plasma, para la
deteccion de anticuerpos VIH-1y VIH-2
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ELISPOT

Es una técnica que permite detectar la frecuencia de células T
productoras de una determinada citocina.

La poblacion de células T es estimulada con un Ag especifico.

Estas células son dejadas en reposo en pocillos de ELISA cuya
superficie contiene adsorbido el Ac anti-citocina.

Estas células son activadas a secretar la citocina, que es
capturada por el Ac que se halla fijado a la placa.

Se remueven las células.

Un Ac secundario se afiade a la placa revelando la localizacion
donde existe citocina (lugar donde estuvo la célula).

Finalmente se cuentan los spots = n° de células productoras de
la determinada citocina.
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