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HELICOBACTER PYLORI IgG EIA WELL
(código RADIM K5HPG)

· Uso del equipo
El equipo tiene por finalidad la determinación cuantitativa de los anticuerpos IgG Anti Helicobacter Pylori, en suero o plasma humano. Para uso diagnóstico ”in vitro”.

· Fundamentos del método
Helicobacter pylori es una bacteria gram-negativa, de 0,5-5 (m de longitud y 0,2-0,5 (m de diámetro, típicamente curva, en forma de espiral o en forma de “S” o doble “s”. Presenta gran motilidad, con un movimiento caracteristico, lo cual permite su identificación en preparados frescos. Fué aislado por primera vez por Warren y Marshall a partir de muestras de biopsias obtenidas de pacientes afectados por gastritis crónica activa. Desde entonces numerosos investigadores han confirmado la estrecha vinculación de esta bacteria con la patología gastroduodenal. Actualmente se reconoce que el H. pylori es el agente etiológico principal de la gastritis tipo B (gastritis antral cronica activa) de la qual parece ser el factor desencadenante o quizás agravante (en este tema el debate continúa abierto). También se conoce con certeza el rol predominante del H. pylori en la úlcera duodenal recurrente.
El creciente interés de la bacteriología en la patología gástrica ha llevado a un notable impulso de los estudios en este sector y mayor cantidad de información se acumula acerca del rol del H. pylori en la gastritis crónica activa, en la úlcera gástrica y en la gastritis duodenal y su vinculación con lesiones gástricas. Además se reportaron datos que establecen una estrecha relación entre erradicación del microorganismo y resolución completa de la gastritis. El diagnóstico de gastritis crónica activa se basa en general, en numerosos datos como: anamnesis del paciente, referencia radiológica y endoscópica y datos de laboratorio. H. pylori se aisla de medios de cultivo y se examina por microscopía óptica luego de una tinción adecuada o se detecta por el test de la ureasa. Estas técnicas presentan sin embargo largos tiempos de ejecución y una sensibilidad y especificidad aún por demostrar. La disponibilidad de metodologías inmunoenzimáticas (ELISA) para la determinación de anticuerpos específicos anti-H. pylori ha obviado en gran parte los problemas, permitiendo tener un cuadro serológico en breve tiempo mediante métodos simples y altamente específicos sin recurrir al uso de técnicas invasivas. Diversos estudios han sido llevados a cabo sobre la presencia de anticuerpos dirigidos contra H. pylori y patología gástrica asociada, pudiéndose demostrar una significativa correlación entre nivel sérico de anticuerpos (IgG) y referencia histológica, y también una notable correlación entre aumentos en el título de las inmunoglobulinas y gastritis aguda. El test serológico para H. pylori puede ser utilizado como un screening rápido para grandes poblaciones de pacientes especialmente para el diagnóstico precoz de infección por H. pylori, ya que la respuesta inmune puede muchas veces preceder a las manifestaciones clínicas de la enfermedad. Desde un punto de vista diagnóstico, un nivel alto de anticuerpos sérico especìficos contra el H. pylori es interpretado como probable presencia de una gastritis asintomática de tipo B.
Este kit se basa en el método de ensayo inmunoenzimático (ELISA) y utiliza como marcador enzimático la  peroxidasa. Durante la primera incubación, los anticuerpos anti-H. pylori de clase IgG eventualmente presentes en el suero a examinar, se unen al antígeno adherido a la superficie de los pocillos. Através del lavado el material no ligado será eliminado; en una sucesiva incubación se hace reaccionar un segundo anticuerpo (anti-IgG humana) conjugado con peroxidasa con el complejo que se ha formado entre antígeno y anticuerpo anti-H. pylori. En un posterior lavado se agrega tetrametilbenzidina (TMB) incolora que reacciona con la peroxidasa presente, produciendo un compuesto coloreado. El desarrollo de coloración es bloqueado con el agregado de H2SO4 y la intensidad del color, medida mediante espectrofotómetro a 450 nm, es directamente proporcional a la concentración de anticuerpos IgG anti - H. pylori presentes en la muestra a examinar.

· Presentación

1 equipo para 96 determinaciones.

· Composición, descripción cuali-cuantitativa de los componentes 

Cada equipo contiene reactivos suficientes para 96 determinaciones.

1. Microplaca sensibilizada: 96 pocillos divisibles individualmente, sensibilizados con antígeno H. pylori inactivado. Los pocillos no utilizados deben ser colocados a 2-8°C en el sobre de aluminio cerrado cuidadosamente.
2. Solución de lavado (concentrada): 1 frasco (50 ml) de PBS-Tween 20. Conservante: Merthiolate (<0,05%). Antes de usar diluir 1:20, con H(O destilada, la cantidad necesaria para el ensayo. En el caso que se encuentren cristales insolubles, poner el frasco a 37°C durante algunos minutos hasta la disolución de los mismos. La solución así diluída es estable 1 mes a 2-8 °C.
3. Diluyente de las muestras (concentrado): 1 frasco (20 ml) de matriz sérica y estabilizantes, coloreado en rojo. Conservante: NaN3 (<0,1%). Antes de usar diluir 1:20, con la solución de lavado diluida. La solución así diluída es estable 1 mes a 2-8 °C.
4a. Control Negativo: 1 frasco ( 2ml ) de matriz sérica y estabilizante. Listo para usar y  coloreado en rojo. Conservante: NaN3 (<0,1%). El suero de control negativo debe ser usado  como: 1) Control en el ensayo cualitativo; 2) Standard a concentración 0 UR/ml en el  ensayo cuantitativo
5. Standard: 4 frascos de IgG anti-H. pylori, a las siguientes concentraciones: 10 – 30 – 60 y 120 UR/ml. Listo para usar y coloreados en rojo, excepto el punto 15 UR/ml coloreado en azul. Conservante: NaN3 (<0.1%).
8. Trazador enzimático: 1 frasco (14 ml) de anti-IgG humanas (de ratón) conjugada con peroxidasa de rábano (HRPO) y estabilizantes. Listo para usar y coloreado en rosa. Conservante: Neomicina.
9a. Cromógeno: 1 frasco (15 ml) de Tetrametilbenzidina en tampón fosfato-citrato y DMSO.  Listo para usar.
9b. Tampón sustrato: 1 frasco (15 ml) de Tampón citrato-fosfato y H(O(. Listo para usar.
Nota: Para obtener la Solución Substrato mezclar en partes iguales Cromógeno (9a) y Tampón Substrato (9b) utilizando un frasco de vidrio oscuro y limpio,  teniendo la mezcla al resguardo de la luz. Dispensar la solución dentro de la primera hora desde el momento de la preparación.
10. Reactivo bloqueante: 1 frasco (14 ml) de H(SO( 1N. Listo para usar.
Hoja de plástico adhesiva.

· Estabilidad y condiciones de conservación

Los equipos deben mantenerse a 2-8(C, en estas condiciones los reactivos son estables hasta la fecha de vencimiento indicada en cada envase. La estabilidad máxima es de 6 meses a 2-8(C.

· Muestras a emplear

El ensayo puede efectuarse en suero o plasma. Las muestras que son fuertemente lipémicas o con hemólisis se deben eliminar. Conservar las muestras a 2-8°C durante 1 semana; para plazos más largos, es aconsejable congelarlas a -20°C. Las muestras pueden presentar filamentos de fibrina que podrían interferir en el ensayo; por lo tanto, asegurarse de que las muestras estén perfectamente limpias antes de dosificarlas. Es aconsejable no congelar y descongelar repetidamente las muestras. 

Predilución de la muestra: las muestras deben ser prediluidas 1:300 antes del ensayo, de la siguiente manera: 10(l de muestra + 2990(l de diluyente. Standard y Control Negativo están ya prediluidos y listos para usar.

· Procedimiento

Esperar que los reactivos y las muestras alcancen la temperatura ambiente. Agitar las muestras por inversión antes del uso.

1) Preparar los pocillos necesarios para el Blanco, Suero de Control o Standard y Muestras.
2) Diluir las muestras 1:300 con el Diluyente de las muestras precedentemente preparado. Standard y Suero de control no deben ser diluidos.
3) Dispensar 100 (l de Suero de Control (o Standard) y muestras diluidas en los respectivos pocillos. Dispensar 100 (l de Diluyente de las muestras en el pocillo del blanco.
4) Incubar por 60 minutos a 37 °C, cubriendo la microplaca con la hoja adhesiva provista en el kit.
5) Efectuar 3 lavados con un volumen de 350 (l por pocillo, empleando la Solución de lavado diluída. En el último lavado verificar que todo el líquido haya sido completamente aspirado.
6) Dispensar 100 (l de Trazador Enzimático en todos los pocillos.
7) Incubar por 30 minutos a 37 °C, cubriendo la microplaca con hoja adhesiva.
8) Lavar los pocilllos como en el punto 5).
9) Dispensar 100 (l de la soluciòn de Cromógeno - Tampón Sustrato en todos los pocillos.
10) Incubar durante 10 minutos a 37°C o 15 minutos a temperatura ambiente (18-25°C), al resguardo de la luz, cubriendo la microplaca con hoja adhesiva.
11) Dispensar 100 (l de Reactivo Bloqueante en todos los pocillos.
12) Leer la densidad óptica de los pocillos a 450 nm en un espectrofotómetro preferiblemente bicromático, con longitud de onda de referencia a 620 nm  (poniendo en cero el instrumento con los pocillos del Blanco). La lectura debe efectuarse durante los primeros 15 minutos después de finalizado el ensayo.
· Calibración 

Las concentraciones de los standard están expresadas en UR/ml.

· Intervalos de Normalidad
- Las muestras con valores de IgG inferiores a 15 UR/ml se pueden considerar no reactivas (negativas) para los anticuerpos IgG anti-H. pylori.
- Las muestras con valores de IgG superiores a 30 UR/ml se pueden considerar reactivas (positivas) para los anticuerpos IgG anti-H. pylori.
- Las muestras con valores de IgG comprendidos entre 15 UR/ml y 30 UR/ml se consideran de incierta interpretación y deben ser repetidas.
CARACTERISTICAS DEL SISTEMA:
· Sensibilidad 
La sensibilidad clínica del método ha sido evaluada en un grupo de sujetos infectados por H. pylori, resultando igual a 95,8%.

· Precisión

La precisión ha sido evaluada midiendo la variabilidad intra-ensayo e inter-ensayo en 3 sueros a distintas concentraciones de IgG anti-H. pylori.

Intra-ensayo 




Inter-ensayo
	Suero
	Valor
	±
UR/ml
	D.S.

	CV
%
	Repl
n.
	
	Suero
	Valor
	±
UR/ml
	S.D.
	CV
%
	Ens.
n.

	A
	7,8
	±
	0,44
	5,6
	12
	
	A
	47,8
	±
	4,5
	9,4
	10

	B
	45,9
	±
	2,06
	4,5
	12
	
	B
	86,1
	±
	7,7
	9,0
	10

	C
	97,7
	±
	2,87
	2,9
	12
	
	C
	126,0
	±
	11,7
	9,3
	10


· Especificidad 
La especificidad clínica del método ha sido evaluada en un grupo de sujetos no inmunes de H. Pylori, resultando igual a 96,2%.

· Limitación del método 
El test debe ser considerado solamente como test de screening. El diagnóstico de gastritis y de úlcera péptica debe ser convalidada por evaluaciones clìnicas específicas y posteriores pruebas diagnósticas. 
En caso de enfemedad, un diagnóstico precoz permite reducir notablemente los riesgos de las infecciones.
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