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Kit para determinagédo de anticorpos anti-Trypanosoma cruzi no
soro humano porimunofluorescéncia indireta.

An indirect immunofluorescence kit for the detection of anti-
Trypanosoma cruzi antibody in human serum.

Kit para determinacioén de anticuerpos anti-Trypanosoma cruzi en
el suero humano porinmunofiuorescencia indirecta.
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14100-I: 100 determinagdes / determinations / determinaciones
14200-1: 200 determinagoes / determinations / determinaciones
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IMPORTANCIACLINICA

A doenga de Chagas ou Tripanossomiase Americana é uma infecgdo
endémica, de evolugao essencialmente cronica, causada por um protozoario, o
Trypanosoma cruzi, e transmitida ao homem por um inseto, o triatomineo.
Imunologicamente, 3 estagios podem ser considerados: agudo, latente ou
indeterminado e crénico. Na fase aguda verificam-se febre, miocardiopatia,
linfoadenopatia, hepatoesplenomegalia e parasitemia. A multiplicagdo
intracelular dos parasitas nos musculos lisos e estriados e células do sistema
reticulo endotelial acarreta a formagéao de pseudocistos. Na fase intermediaria
ou latente ndo ha sintomas. A doenga pode evoluir para a fase crénica com
sinais de miocardiopatia, degeneragédo das células ganglionares do sistema
nervoso central e periférico e hipertrofia de certos érgéos, tais como eséfago e
colon, constituindo os mega.

Pelos altos indices de prevaléncia e morbidade, ela se tornou um dos maiores
problemas de saude publica em toda a América Latina.

Como a minoria dos individuos com sorologia positiva para T. cruzi desenvolve
evidéncias clinicas da doenga cronica, as informagdes prestadas pelo
laboratério clinico tornam-se decisivas no diagnéstico etioldgico.

Varios sdo os métodos utilizados para o diagnéstico da doenga de Chagas:
reagdo de fixagcdo de complemento, aglutinagdo, precipitagéo,
imunofluorescéncia, hemaglutinagé@o e imunoenzimatico.

Destes, os mais utilizados sdo as reagdes de hemaglutinagao indireta (HAI), as
reagdes de imunofluorescéncia indireta (IF1) e os imunoenzimaticos (ELISA).
PRINCIPIO DO METODO

Os anticorpos anti- Trypanosoma cruzi presentes no soro ligam-se ao antigeno
fixado na lamina e s&o revelados por uma antigamaglobulina marcada com
isotiocianato de fluoresceina.

APRESENTAGAODOKIT

1460-1 (60 determinagées)

1. Laminas com 6 areas reativas com suspensao de Trypanosoma cruzi (10
laminas)

2. Antigamaglobulina G humana marcada com isotiocianato de fluoresceina
(5ml)

3. Tampéo fosfato-salino (PBS) 20x concentrado (3 x 50ml)

4. Glicerina tamponada (4ml)

5.Azul de Evans (2ml)

6. Soro controle positivo (1ml)

7. Soro controle negativo (1ml)

8.Laminulas (10 unidades)

9. Instrugdes para uso

14100-1 (100 determinagées)

1. Laminas com 10 areas reativas com suspensao de Trypanosoma cruzi (10
laminas)

2. Antigamaglobulina G humana marcada com isotiocianato de fluoresceina
(5ml)

3. Tampéo fosfato-salino (PBS) 20x concentrado (3 x 50ml)

4. Glicerinatamponada (4ml)

5.Azul de Evans (2ml)

6. Soro controle positivo (1ml)

7. Soro controle negativo (1ml)

8. Laminulas (10 unidades)

9. Instrugdes para uso

14200-1 (200 determinagées)

1. Laminas com 10 areas reativas com suspensao de Trypanosoma cruzi (20
laminas)

2. Antigamaglobulina G humana marcada com isotiocianato de fluoresceina
(2x5ml)

3. Tampéo fosfato-salino (PBS) 20x concentrado (6 x 50ml)

4. Glicerina tamponada (2x4ml)

5.Azul de Evans (2x2ml)

6. Soro controle positivo (2x1ml)

7. Soro controle negativo (2x1ml)

8. Laminulas (20 unidades)

9. Instrugdes para uso

PREPARAGAO E ESTABILIDADE DOS REAGENTES

« LAMINAS COM SUSPENSAO DE TRYPANOSOMA CRUZI (1): deixé-las em
temperatura ambiente antes de retira-las do envelope. Estaveis em geladeira (2-
8°C), até adata do vencimento.

* ANTIGAMAGLOBULINA HUMANA (IlgG) MARCADA (2): pronta para uso.
Estavel em geladeira (2-8°C), até a data do vencimento. Proteger da luz. Contém
azida sodica 0,095%.

+TAMPAO FOSFATO-SALINO (PBS) (3): diluir o PBS concentrado 1/20
(Ex.: 10ml de PBS + 190ml de agua destilada ou deionizada). Conservar em
geladeira, em recipiente limpo e bem vedado. Desprezar a solugé@o se ocorrer
mudanga do pH ou turvagéo. Estavel até a data do vencimento. Obs.: Caso
ocorra cristalizagdo do PBS antes da sua diluigao, colocar em banho-maria 37°C
até acompleta dissolugéo dos cristais.

* GLICERINA TAMPONADA (4): pronta para uso. Estavel em geladeira (2-8°C),
até adata do vencimento.

+AZUL DE EVANS (5): pronto para uso. Estavel em geladeira (2-8°C), até a data
do vencimento. Contém azida sédica 0,095%.

+ SORO CONTROLE POSITIVO (6): pronto para uso. Estavel em geladeira (2-
8°) até a data do vencimento. Contém azida sédica 0,095%.

+SORO CONTROLE NEGATIVO (7): Pronto para uso. Estavel em geladeira (2-
8°) até adata do vencimento.

Obs.: O kit mantém o mesmo desempenho ap6s a primeira utilizagéo e é estavel
até a data de validade descrita no roétulo, desde que seja mantida
nantemperatura indicada (2-8°C).

AMOSTRAS

Soro livie de hemdlise, lipemia e contaminagdo. Os soros podem ser
conservados em geladeira (2-8°C) até 72 horas. Para um tempo maior, devem
ser guardados em freezer a -20°C. Evitar repetidos congelamentos e
descongelamentos.

MATERIAL NECESSARIO, MAS NAO FORNECIDO

*Microscopio de fluorescéncia

« Pipetas soroldgicas

« Jarra de Coplin ou similar

+Tubos erack

« Agua destilada ou deionizada

«Frasco para 1 litro

« Camarade incubagéo

«Papel absorvente

PROCEDIMENTO

1. Inativar o soro por 30 minutos a 56°C.

2. Diluir os soros desconhecidos a 1/30 (sugere-se 500l do soro + 1,45ml de
PBS).

3. Deixar a(s) lamina(s) atingir(em) a temperatura ambiente por 15 minutos,
antes de retira-la(s) do envelope. Remové-la(s), sem tocar no substrato, rotula-
la(s) e coloca-la(s) em camara Uimida.

4. Pingar 1 gota dos controles positivo (6) e negativo (7), sem diluir, nas areas
destinadas aos controles da(s) lamina(s). Evitar transbordar as areas.

5. Pingar 1 gota dos soros desconhecidos, diluidos 1/30, nas areas restantes,
evitando transbordar, aproximadamente 50ul.

6. Incubar na camara imida por 30 minutos em temperatura ambiente.

7. Remover a(s) lamina(s) da cdmara umida. Segura-la(s) por uma extremidade
e lava-la(s) com aproximadamente 10ml de tampé&o fosfato-salino (PBS) (3).
Usando uma pisseta, dirigir o PBS pela borda longitudinal da lamina, tendo o
cuidado de ndo atingir diretamente as areas reativas, evitando, com isso,
prejudicar o substrato. Colocar a(s) lamina(s) em uma jarra de Coplin ou similar e
lava-la(s) 3 vezes com PBS, 5 minutos cada vez, agitando suavemente o Coplin
algumas vezes durante cada lavagem.

8. Remover a(s) lamina(s) do Coplin, uma de cada vez. Tirar o excesso de PBS
sacudindo-a(s) sobre papel absorvente. Secar em torno das areas reativas e ir
IMEDIATAMENTE para a etapa 9 para ndo secar o local da reagéo.

9. Retornar & camara Umida. Pingar 1 gota da antigamaglobulina marcada em
cada area da(s) lamina(s), tendo o cuidado de recobri-la(s) totalmente.

10. Incubar na camara umida por 30 minutos, em temperatura ambiente,

protegendo do excesso de luz.

11. Remover a(s) lamina(s) da camara umida. Segura-la(s) por uma
extremidade e lava-la(s) com aproximadamente 10ml de tampé&o fosfato-salino
(PBS) (3). Usando uma pisseta, dirigir o PBS pela borda longitudinal da(s)
lamina(s), tendo o cuidado de nao atingir diretamente as areas reativas,
evitando, com isso, prejudicar o substrato. Colocar a(s) lamina(s) em uma jarra
de Coplin ou similar e lava-la(s) 3 vezes com PBS, 5 minutos cada vez, agitando
suavemente o Coplin algumas vezes durante cada lavagem. Pingar 2 a 3 gotas
de azul de Evans (5) no Coplin desta tltima lavagem.

12. Remover a(s) lamina(s) do Coplin, uma de cada vez. Tirar o excesso de PBS
sacudindo-a(s) sobre papel absorvente. Secar em torno das areas reativas e ir
IMEDIATAMENTE para a etapa 13 para nao secar o local da reagéo.

13. Pingar 3 a 4 gotas de glicerina tamponada (4) entre as areas reativas. Cobrir
a(s) lamina(s) com laminula(s) evitando a formacg&o de bolhas. Secar o excesso
de glicerina com papel absorvente. Limpar o dorso da lamina.

14. Ler em microscopio de fluorescéncia. E conveniente fazer a leitura no
mesmo dia. Entretanto, no caso de nao ser possivel, conserva-la(s) na geladeira
(2-8°C), protegida(s) da luz e Ié-la(s) no dia seguinte. A glicerina ndo deve secar.
Seisto ocorrer colocar mais glicerina.

RESULTADO DAS LEITURAS

Reagio Negativa: AUSENCIA de fluorescéncia amarelo-esverdeada em todo o
contorno do Trypanosoma cruzi. Os parasitas exibem uma coloragéo
avermelhada.

Reagdo Positiva: PRESENCA de fluorescéncia amarelo-esverdeada
caracteristica em todo o contorno do Trypanosoma cruzi.

OBSERVAGAO: Examinar sempre os controles positivo e negativo para
controle dareagéo.

INTERPRETAGAO

Soros que ddo reagéo negativa sao informados como NAO REAGENTES e
significam individuos néo parasitados. Soros que dao reagao positiva séo
informados como REAGENTES e significam individuos parasitados pelo
Trypanosoma cruzi.

NOTA: para uma maior seguranga na pesquisa de anticorpos anti-T. cruzi, €
recomendavel a associagdo de mais de um tipo de teste, buscando uma maior
sensibilidade e possibilidade de confronto de resultados. A WAMA Diagnostica
produz o Kit Imuno-HAI CHAGAS por hemaglutinagdo indireta e o Imuno-
ELISA CHAGAS por enzimaimunoensaio.

DESEMPENHO DO TESTE

O Imuno-CON Chagas da Wama Diagnostica apresentou uma sensibilidade de
100% utilizando-se 158 amostras verdadeiramente positivas. Em 261 amostras
verdadeiramente negativas, ndo foram encontrados resultados falso positivo.
Apenas em 5 amostras observou-se fluorescéncia inespecifica, conferindo ao
Imuno-CON Chagas da Wama Diagndstica uma especificidade de 100%.
PRECAUGOES EADVERTENCIAS

1.Reagentes somente para uso diagnéstico in vitro.

2.0 kitdeve ser conservado em geladeira entre 2-8°C.

3.Aconservagéo das laminas pode ser feita selando as bordas da laminula com
esmalte de unha e guardando-as no escuro entre 2-8°C por, no maximo, 2
meses.

4. Como se emprega azida sddica a 0,095% como conservante, o descarte dos
reativos deve ser acompanhado de grandes volumes de &gua para evitar o
acumulo de residuos de azida nos encanamentos, pois esta pode reagir com
chumbo ou cobre formando sais altamente explosivos. Além disso, a azida &
toxica, quando ingerida.

5. Todos os materiais humanos usados na preparagdo dos controles foram
testados, com resultados negativos para anticorpos anti-HIV, anti-HCV e
antigeno de superficie da hepatite B (HBsAg), porém, como nenhum método
diagnostico oferece completa seguranga da auséncia destes e de outros
agentes infecciosos, recomenda-se tratar os soros controles como materiais
potencialmente infecciosos.

6. Nao substituir componentes deste kit com o de outros fabricantes, nem usar
componentes de lotes e cddigos diferentes.

7. Nao usarfora do prazo de validade.

8. Descarte o material conforme regulamentagdes locais.

9. Realizar manutengéo periodica do microscopio, pois a extrapolagao da vida
util dalampada podera prejudicar a analise do resultado.

10. Seguir as Boas Praticas Laboratoriais (BPLs) na conservagéo, manuseio e
descarte dos materiais.

TERMO DE GARANTIA

A WAMA Diagnéstica garante a troca deste conjunto diagnostico, desde que o
mesmo esteja dentro do prazo de validade e que seja comprovado por sua
assessoria técnica que ndo houve falhas na execugdo, manuseio e
conservagao deste produto. A WAMA e seus distribuidores nao se
responsabilizam por falhas no desempenho do kit sob essas condigdes.

ENGLISH

SUMMARY

Chagas disease or American Trypanosomiasis is an endemic and chronic
disease. Its pathogenic agent is a flagellate protozoan called Trypanossoma
cruzi whichis transmitted to humans by a bug, triatominae.

3 stages can be present: acute, latent orindetermined and chronic.

The acute phase can present manifestations that include fever, myocardiopathy,
lymphadenopathy, hepatosplenomegaly and parasitaemia.

Pseudocyst is formed after the intracellular multiplication of parasite on muscles
and on cells of endothelial reticulum system.

Latent and intermediary stages are asymptomatic. The disease can evolve for

the chronic phase with manifestations of myocardiopathy, degeneration of
ganglion cells of peripherical and central nervous system, hypertrophy and
dilatation of some organs such as oesophagus and colon.

Chagas disease remains a major health problem in many Latin American
countries because the high numbers of deaths.

As the minority of patients presenting positive sorology for T. cruzi develop
clinical evidence for chronic disease, information provided by the laboratory has
adecisive and fundamental role for etiologic diagnostic.

Chagas disease methods are: Complement fixation, agglutination, precipitation,
immunofluorescence, hemagglutination and ELISA from which the most used
are indirect hemagglutination (HAI), indirect immunofluorescence (IFl) and
ELISA.

PRINCIPLE OF THE METHOD

Antibodies anti-Trypanosoma cruzi present in the serum bind to an antigen fixed
on slide, a fluorescein-labeled, anti-human IgG conjugate (anti-human globulin
labelled with FITC )isusedto visualize the reaction.

KIT PRESENTATION

1460-1(60 determinations)

1.6-well Trypanosoma cruzi slide (10slides)

2. Fluorescein-labelled, anti-human IgG conjugate (5ml)

3. Phosphate Buffered Saline (PBS) 20x (3 x 50ml)

4. Mounting Medium (4ml)

5. Evans Blue (2ml)

6. Positive control serum (1ml)

7.Negative control serum (1ml)

8. Coverslips (10 units)

9. Instructions for use

14100-1 (100 determinations)

1.6-well Trypanosoma cruzi slide (10slides)

2. Fluorescein-labelled, anti-human IgG conjugate (5ml)

3. Phosphate Buffered Saline (PBS) 20x (3 x 50ml)

4. Mounting Medium (4ml)

5. Evans Blue (2ml)

6. Positive control serum (1ml)

7.Negative control serum (1ml)

8. Coverslips (10 units)

9. Instructions for use

14200-1 (200 determinations)

1.10-well Trypanosoma cruzi slides (20 slides)

2. Fluorescein-labeled, anti-human IgG conjugate (2x5ml)

3. Phospahte Buffered Saline (PBS) 20x (6 x 50ml)

4. Mounting Medium (2x4ml)

5. Evans Blue (2x2ml)

6. Positive serum control (2x1ml)

7.Negative serum control (2x1ml)

8. Coverslips (20 units)

9. Instructions for use

STABILITY AND STORAGE

+«TRYPANOSOMA CRUZISLIDE (1):

Let pouch equilibrate room temperature, then remove slide from the pouche.
Stable if stored at 2-8°C up to expiration date.

* FLUORESCEIN-LABELED,ANTI-HUMAN IgG CONJUGATE (2): Ready for
use. Stable if stored at 2-8°C up to expiration date. Contains sodium azide
0.095%.

- BUFFERED SALINE (PBS) (3):

Dilute PBS 1:20 (Ex: 10ml of PBS + 190ml of distilled or deionized water). Stable
up to expiration date if stored at 2-8°C in a clean and sealed container. Discard
if turbidity or changing on pH is present.

Obs.: In case PBS crystallization is present before the dilution, keep it in water
bath at 37°C up toacomplete crystal dissolution.

* MOUNTING MEDIUM (4): Ready for use. Stable if stored at 2-8°C up to
expiration date. Contains sodium azide 0.095%.

« EVANS BLUE (5): Ready for use. Stable if stored at 2-8°C up to expiration
date.

* POSITIVE CONTROL SERUM (6): Ready for use. Stable up to expiration
date.

* NEGATIVE SERUM CONTROL (7): Ready for use. Stable up to expiration
date.

Obs.: Kit presentes results after its first handling and it is stable up to expiration
date if stored at 2-8°C.

SPECIMEN COLLECTION

Only serum specimens should be used for this procedure. Grossly
haemolysed,lipaemic or microbially contaminated specimens may interfere in
the performance of this test and should not be used. Store serum at2-8°C up to
72hours. Forlongtime storage, serum should be stored at-20°C. Avoid
repeated thawing and freezing cicles.

MATERIAL REQUIRED BUT NOT PROVIDED

+ Fluorescence microscope

« Serological pipette

« Coplinjaror similar

« Testtubes and rack

« Distilled or deionized water

« 1 liter container

* Incubation chamber

« Papertowel

PROCEDURE

1. Inactivate serum for 30 minutes at 56°C.



e unknown serum 1:30 (suggestion: 5001 of serum + 1.45ml of PBS).
v pouche equilibrate to room temperature for 15 minutes, then remove the
om the pouche. Carefully remove the slide without touching on the
ate. Label it and store into moisture chamber.

1 drop of positive control(6) and negative (7), undiluted, in the control
Avoid overfilling the wells.

1 drop (50pl) of unknown serum, 1:30 dilution, in the remaining wells.
verfilling the wells.
bate slide for 30 minutes at room temperature.
ove the slide from the incubation chamber. Hold slide at tab end and
with 10ml (PBS) (3). With a pipette, lead PBS by the longitudinal edge of
de. Be sure not to touch on the reagent wells to avoid damaging
ate. Transfer the slide into Coplin jar or similar and rinse it three times
BS for 5minutes each time. Gently shake the jar during rinsing.
ove the slide from Coplin jar, one by one. Blot the edge of the slide on a
towel to remove PBS. Dry around reactive wells. To prevent slide from
go IMMEDIATELLY tostep9.
e the slide back to incubation chamber. Apply 1 drop of Fluorescein-
I, anti-human IgG conjugate on each well. Be sure to fill the well
tely.
ubate the slide for 30 minutes at room temperature. Protect from light.
move the slide from incubation chamber. Hold the slide at tab end and
with 10 ml of PBS(3). With a pipette, lead PBS by the longitudinal edge of
le. Be sure not to touch on the reagent wells to avoid damaging the
ate. Transfer the slide into Coplin jar or similar and rinse it three times with
r5 minutes each time. Gently shake the jar. Add2to 3 drops of Evans
)in Coplin on the last rising.
nove slide from Coplin jar, one by one. Blot the edge of the slide on a
towel to remove PBS excess. Dry around reactive wells. To prevent
om drying, go IMMEDIATELLY to step 13.
oly 3 to 4 drops of Mounting Medium (4) on reactive wells. Cover slips with
lips avoiding bubbles. Dry Mounting Medium excess with a paper towel.
he slide reverse.
 slide must be read under a fluorescence microscope as soon as
le. However, in case the reading is not possible, store the slide at 2-8°C,
it from light and read the following day. Mounting Medium should not dry,
ssary, apply more.
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ve:

NCE of yellow-greenish fluorescence on all Trypanosoma cruzi outline.
rasites are seen by aredish color.

ve:

=NCE of a typical yellow-greenish fluorescence on all Trypanosoma
utiline.

RVATION: Always check positive and negative controls for reaction
purposes.

PRETATION

presenting negative reaction is regarded as NEGATIVE, meaning
s with no parasites. Serum presenting positive reaction is regarded as
IVE, meaning patients with Trypanosoma cruzy parasites.

No diagnosis should be based on a single serologic test, including
osoma cruzi antibody research, so it is advisable that additional tests
rformed for higher sensitivity and for comparison of the results. WAMA
stica manufactures Imuno-HAI CHAGAS for indirect hemagglutination
uno-ELISACHAGAS.

DRMANCE CHARACTERISTICS

of sensitivity. It was evaluated 158 positive specimens. Among 261
/e specimens, it was not found any false positive. Only 5 specimens
t an unspecific fluorescence. This confers to Imuno-Con from Wama
stica 100% of specificity.

AUTIONS AND WARNINGS

1vitro diagnostic use only.

test should be stored in refrigerator at 2-8°C.

tore the slide, seal the coverslip edge with nail varnish and store in
rator at 2-8°Cinadarkroom for 2 months.

um Azide 0.095% is used and it can react with lead and cooper plumbing
y highly explosive metal azides. Upon disposal, flush with large volumes
rto preventazide bulidup. Sodium azide is toxic ifingested

uman components have been tested for HBsAg, anti-HIV, anti-HCV and
0 be negative. However, this does not assure the absence of these and
infectious diseases. All human components should be handled as
ally hazardous.

1ot interchange kit components with those from sources other than the
ode number from WAMA DIAGNOSTICA.

10t use components beyond their expiration date.

osal in accordance with local regulations.

periodical maintenance of the microscope is recommended since expired
an interfere in the result analysis.

llow the good laboratory practices (GLP) related to storage, dispensing
aterial disposal.

ANT

\Diagnéstica reploces this kit since it is not beyound expiratin date.
turued kit must be evaluated by Wama's techinical support. The

ty will be invalid and kit will not be replace if techinical support finds
ce that running, houdling and storage were not properly fallow ed.

IMPORTANCIA CLINICA

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana es una infeccién
endémica de evolucion esencialmente crénica, causada por un protozoario , o
Trypanosoma cruzi, y transmitida por un insecto, el triatomineo.
Inmunolégicamiente, 3 etapas pueden ser considerados: agudo, latente o
indeterminado y crénico. En la fase aguda, verificase fiebre, miocardiopatia,
linfadenopatia, hepatoesplenomegalia y parasitemia. La multiplicacion
intracelular del los parasitas en los musculos lisos y estriados y células del
sistema reticulo endotelial acarrean la formacién de pseudocyst. En la fase
intermediaria o latente no hay sintomas. La enfermedad pode evolucionar para
la fase croénica con sefiales de miocardiopatia, degeneracién de las células
ganglionares del sistema nervoso central y periférico, y hipertrofia y dilatacion de
ciertos 6rganos como el estomago, colon, constituyendo los mega.

Por los altos indices de prevalecia y mérbidad de ellas se torné un de los
mayores problemas de salud publica en toda América latina.

Como en la minoria de los individuos con suerologia positiva para T.cruzi
desarrolla evidencias clinicas de la enfermedad croénica, as informaciones
prestadas por el laboratorio clinico tornan se decisivas en el diagnéstico
etiolégico.

Varios son los métodos utilizados para el diagnéstico de la enfermedad de
Chagas: reaccion de fijacion de complemento, aglutinacion, precipitacion,
inmunofluorescencia, hemoaglutinacion y inmunoenzimatico.

De eses, los mas utilizados son las reacciones de hemoaglutinacion indirecta
(HAI) y las reacciones de inmunofluorescencia indirecta(IFl) y
inmunoenzimaticos (ELISA).

PRINCIPIO DEL METODO

Los anticuerpos anti-Trypanosoma cruzi presentes en el suero se ligan al
antigeno fijado en la lamina y son revelados por una antigamaglobulina marcada
conisotiocianato de fluoresceina.

PRESENTACION DE KIT

1460-1 (60 determinaciones)

1. Laminas con 6 areas reactivas con suspension de Trypanosoma cruzi (10
laminas)

2. Antigamaglobulina G humana marcada con isotiocianato de fluoresceina (5ml)
3. Tapon fosfato-salino (PBS) 20x concentrado (3x50ml)

4. Glicerina taponada (4ml)

5.Azul de Evans (2ml)

6. Suero control positivo (1ml)

7. Suero control negativo (1ml)

8. Laminuelas (10 unidades)

9. Instrucciones para el uso

14100-1 (100 determinaciones)

1. Laminas con 10 areas reactivas con suspension de Trypanosoma cruzi (10
laminas)

2. Antigamaglobulina G humana marcada con isotiocianato de fluoresceina (5ml)
3. Tapon fosfato-salino (PBS) 20x concentrado (3x50ml)

4. Glicerina taponada (4ml)

5.Azul de Evans (2ml)

6. Suero control positivo (1ml)

7. Suero control negativo (1ml)

8. Laminuelas (10 unidades)

9. Instrucciones para el uso

14200-1 (200 determinaciones)

1. Laminas con 10 areas reactivas con suspension de Trypanosoma cruzi (20
laminas)

2. Antigamaglobulina G humana marcada con isotiocianato de fluoresceina (5ml)
3. Tapon fosfato-salino (PBS) 20x concentrado (6x50ml)

4. Glicerina taponada (2x4ml)

5.Azul de Evans (2x2ml)

6. Suero control positivo (2x1ml)

7. Suero control negativo (2x1ml)

8. Laminuelas (20 unidades)

9. Instrucciones para el uso

PREPARACION E ESTABILIDAD DE LOS REACTIVOS

Laminas con suspension de Trypanosoma cruzi (1): dejar en temperatura
ambiente antes de retiralas del sobre. Estables en nevera (2-8°C), hasta la
fecha de caducidad.

Antigamaglobulina humana (IgC) marcada (2): lista para el uso . Estable en
nevera (2-8°C),hasta a fecha de caducidad. Proteger de la luz. Contiene azida
sddica 0,095%.

Tapoén fosfato-salino (PBS) (3): diluir o PBS concentrado 1/20 (Ejemplo: 10ml
de PBS + 190ml de agua destilada o deionizada). Conservar en nevera, en
recipiente limpio y bien vedado. Despresar la solucion si ocurrir cambios del
turbacién . Estable hasta la fecha de caducidad. Obs.: Caso ocurra cristalizacion
del PBS antes de su dilucion, colocar en remojo 37°C hasta la completa
disolucion de los cristales.

Glicerina taponada (4): lista para el uso. Estable en nevera (2-8°C),hasta la
fecha de caducidad. Contiene azida sédica 0,095%.

Azul de Evans (5): listo para el uso. Estable en nevera (2-8°C), hasta la fecha de
caducidad. Contiene azida sddica 0,095%.

Suero control positivo (6): listo para el uso. Estable hasta la fecha de
caducidad. Contiene azida sodica 0,095%.

Suero control negativo (7): listo para el uso. Estable hasta la fecha de

caducidad. Contiene azida sédica 0,095%.

Obs.: El kit mantiene el mismo desempefio después del primer uso, y es estable
hasta la fecha de caducidad desde que sea mantenido en la temperatura de 2-
8°C.

MUESTRAS

Suero libre de hemolise, lipemia y contaminacién. Los sueros pueden ser
conservados en nevera (2-8°C) hasta 72 horas. Para un tempo mayor, deben ser
guardados en congelador -20°C. Evitar repetidos congelamientos e
descongelamientos.

MATERIAL NECESARIO, PERONO FORNECIDO

- Microscopio de fluorescencia

- Pipetas suerologicas

- Jarra de Coplin o similar

-Tubos yrack

-Agua destilada o deionizada

- Frasco para 1 litro

- Camara paraincubacion

- Papel absorbente

PROCEDIMIENTO

1. Inactivar el suero por 30 minutos a 56°C.

2. Diluir los sueros desconocidos a 1/30 (se sugiere 50yl del suero + 1,45ml de
PBS).

3. Dejar las laminas atingieren la temperatura ambiente por 15 minutos, antes de
retiralas del sobre. Removerlas, sin tocar el substrato, rotularlas y colécalas en
camera humeda.

4. Pingar 1 gota de los controles positivo (6) y negativo (7), sin diluir, en las
areas destinadas a los controles de las laminas. Evitar transbordar en el area.

5. Pingar 1 gota de los sueros diluidos 1/30, en &reas restantes, evitando
transbordar, aproximadamente 50ul.

6.Incubar en la camera humeda por 30 minutos en temperatura ambiente.
7.Remover la lamina (s) de la Camara himeda. Aguantar por una extremidad y
aclarar con aproximadamente 10ml de tapén fosfato salino (PBS) (3).Usando
una pipeta, dirigir el PBS por la borda longitudinal de la lamina, teniendo el
cuidado de no atingir el rea reactiva, evitando, con eso, perjudicar el sustrato.
Colocar las laminas en una jarra de Coplin, o similar y lavar 3 veces con PBS, 5
minutos cada vez, agitando suavemente el Coplin algunas veces durante cada
aclaracion.

8.Remover las laminas del Coplin, una de cada vez. Quitar el exceso de PBS
sacudiendo sobre papel absorbente. Secar en torno del area reactiva pasar
inmediatamente para la etapa 9 para no secar el local de la reaccion.

9.Retornar a la cdmara humida. Pingar 1 gota da antigamaglobulina marcada en
cada areade lalamina, teniendo el cuidado de cubrir la totalmente.

10.Incubar en la camara himeda por 30 minutos, en temperatura ambiente,
protegiendo do exceso de luz.

11.Remover las laminas de la camera himeda. Aguantarlas por una extremidad
y aclararlas con aproximadamente 10 ml de tapén fosfato-salino (PBS) (3).
Usando una pipeta, dirigir o PBS por la borda longitudinal de las laminas,
teniendo el cuidado de no atingir directamente el area reactiva, evitando, con
eso, perjudicar el substrato. Colocar las laminas en una jarra de Coplin o similary
lavar 3 veces con PBS, 5 minutos cada vez, agitando suavemente el Coplin
algunas veces durante cada aclaracion .Pingar 2 a 3 gotas de azul de Evans (5)
en el Coplin de esta Ultima aclaracion.

12. Remover las laminas del Coplin, una de cada vez. Quitar el exceso de PBS
sacudiendo las sobre papel absorbente. Secar en torno del area reactiva y pasar
inmediatamente para la etapa 13 para no secar el local de la reaccion.

13.Pingar 3 a 4 gotas de glicerina taponada (4) entre el area reactiva. Cubrir las
laminas con laminuelas evitando la formacién de burbujas . Secar el exceso de
glicerina con papel absorbente. Limpiar el dorso de la lamina.

14.Leer en microscopio de fluorescencia. Es conveniente hacer la lectura en el
mismo dia. Pero, en el caso de no ser posible, conservarlas en nevera (2-8°C),
protegidas de la luz y leerlas en el dia siguiente. La glicerina no debe secar. Si
esto ocurrir colocar mas glicerina.

RESULTADOS DAS LECTURAS

Reaccion Negativa: Ausencia de fluorescencia amarillo verdoso en todo el
contorno del Trypanosoma cruzi. Los parasitas exhiben una coloracion rojiza.
Reaccion Positiva: Presencia de fluorescencia amarillo verdoso caracteristica
en todo el contorno del Trypanosoma cruzi.

Observacion: Examinar siempre los controles positivo y negativo para control
delareaccion.

INTERPRETACION

Sueros que dan reaccion negativa son informados como NO Reactivos y
significan individuos no parasitados. Sueros que dan reaccioén positiva son
informados como reactivos y significan individuos parasitados por el
Trypanosoma cruzi.

Nota: para una mayor seguridad en la pesquisa de anticuerpos anti-T.cruzi , se
recomienda asociaciones de mas de un tipo de teste, buscando una mayor
sensibilidad y posibilidad de confronto de resultados. La Wama Diagnostica
produce o Kit Inmuno-HAI Chagas por hemoaglutinacion indirecta y el Inmuno-
ELISA Chagas por enzimainmunoensayo.

DESEMPENO DEL TESTE

El Inmuno-Con Chagas de la Wama Diagnéstica presento una sensibilidad de
100% utilizandose 158 muestras verdaderamente positivas. En 261 muestras
verdaderamente negativas, no fueron encontrados resultados falso-positivo.
Apenas en 5 muestras se observo fluorescencia inespecifica , confiriendo al
Inmuno Con Chagas de la Wama Diagnéstica una especificidad de 100%..
PRECAUCIONES YADVERTENCIAS

1. Reactivos solamente para uso diagnéstico in vitro.

2. Elkitdebe ser conservado en nevera entre 2-8°C.

3. La conservacion de las laminas pueden ser hecha sellando las bordas
laminuela con esmalte de ufiay guardando las en el escuro entre 2-8°C pol
minimo 2 meses.

4. Como se emplea azida sodica a 0,095% como conservante, el descarte
reactivos deben ser acompafiado de grandes volimenes de agua para e\
acumulo de residuos de azida en los tuberias pues esta pode reaccionar
plomo chumbo o cobre formando sales altamente explosivos. Ademas la az
toxica, cuando ingerida.

5. Todos los materiales humanos usados en la preparacion de los cor
fueron testados, con resultados negativos para anticuerpos anti-HIV, ant
y antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg), pero como ninguno
diagnostico ofrece completa seguridad de la ausencia de eses y de
agentes infecciosos, recomendase tratar os sueros controles como mate
potencialmente infecciosos.6. No sustituir componentes de eses kit con

otros fabricantes ni usar componentes de lotes y cédigos distintos

7.No usarfuera de la fecha de caducidad

8. Descarte de lo material de acuerdo con las regulaciones locales.

9. Realizar un mantenimiento regular del microscopio, ya que la extrapo
de lavida de lalampara podrian afectar el andlisis de los resultados.

10. Seguir las buenas practicas de laboratorio (BPL) en la consen
manoseo y descarte e los materiales

TERMINOS DE GARANTIA

La WAMA Diagnostica garantiza el cambio de este conjunto diagnostico si
el momento que el mismo esté dentro el plazo de caducidad y sea compr:
por su accesoria técnica de que no hubieron fallos en la ejecucion, manc
conservaciéon de este producto. La WAMA y sus distribuidores
responsabilizan por los fallos en el desempefio del kit bajo sobre

condiciones.
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