
Kit ELISA flagelo Clostridium chauvoei
Para detección de antígeno protector de Clostridium chauvoei

Referencia Catálogo #EC001 versión extendida

Instrucciones de uso

Este producto es para usar únicamente en investigación y no está destinado para uso en
diagnóstico

1



TABLA DE CONTENIDO

INTRODUCCIÓN 3

INFORMACIÓN GENERAL 4

1. Precauciones 4

2. Almacenamiento y estabilidad 4

3. Materiales y Equipamiento 4

3.1 Materiales suplementados 4
3.2 Materiales requeridos, no suministrados 5

PROTOCOLO DEL ENSAYO 6

4. Preparación de reactivos 6

4.1 Solución de buffer fosfato salino (PBS) 6
4.2 Solución para sensibilizar microplacas 6
4.3 Solución de lavado 6
4.4 Buffer de bloqueo 6
4.5 Dilución del anticuerpo anti FliC 6
4.6 Estándar de flagelina 6
4.7 Anticuerpo anti-conejo conjugado a HRP 7

5. Procedimiento 7

5.1 Sensibilización de placas 7
5.2 Lavado 8
5.3 Bloqueo 8
5.4 Lavado 8
5.5 Anticuerpo específico anti FliC 8
5.6 Lavado 8
5.7 Dilución de las muestras/estándar de flagelina 8
5.8 Lavado 9
5.9 Incubación del anticuerpo de detección 9
5.10 Lavado 9
5.11 Incubación del anticuerpo anti-conejo: HRP 9
5.12 Lavado 9
5.13 Incubación del sustrato 10
5.14 Parada 10
5.15 Medición 10
5.16 Validación del ensayo por el usuario 10

ANÁLISIS DE DATOS 11

6. Interpretación de resultados 11

6.1 Determinación teórica de concentración de flagelina en las muestras 11
6.2 Potencia relativa 11
6.3 Evaluación de respuesta relativa 12

7. Características analíticas del ensayo 12

7.1 Sensibilidad analítica 12
7.2 Precisión 13
7.3 Linealidad 13

8. Limitaciones del kit 13

2



INTRODUCCIÓN

Este protocolo describe el método ELISA utilizado para detectar flagelina de Clostridium chauvoei

(FliC) en los cultivos de producción, para la formulación de las vacunas con este patógeno. El

presente kit tiene la propiedad única de utilizar la tecnología de anticuerpos recombinantes

monodominio de camélido. Esto confiere características inigualables, tales como reproducibilidad

inter-lote, 100% de especificidad y ultra-sensibilidad. La combinación de esta novedosa tecnología

y la facilidad de uso, permiten generar una prueba ágil y con resultados confiables.

La enfermedad generada por C. chauvoei (pata negra o Black leg, en inglés) se propaga a nivel

mundial, manifestándose como una mionecrosis fulminante en rumiantes, que generalmente

conduce a la muerte del animal en poco tiempo. Debido a la alta mortalidad, C. chauvoei provoca

pérdidas significativas en la producción ganadera (Hatheway, 1990; Groseth et al., 2011; Frey y

Falquet, 2015).

Las vacunas comerciales y de producción local controlan con éxito la infección en los rumiantes

(Uzal, 2012; Frey y Falquet, 2015). Tradicionalmente, los antígenos flagelares se consideran

importantes atributos de virulencia y factores protectores en las vacunas (Chandler y

Gulasekharam, 1974; Tamura y Tanaka, 1987; Tanaka et al., 1987; Tamura et al., 1995). Por lo tanto,

si estos antígenos juegan un papel en la inmunidad protectora inducida por las vacunas, una

evaluación de los mismos en las preparaciones de vacunas, presenta una gran relevancia en el

diseño y composición de vacunas y pruebas de su eficacia.

Las vacunas comúnmente encontradas a nivel comercial consisten en bacterias inactivadas

químicamente, de cepas en su mayoría relativamente antiguas, que proporcionan proteínas de la

membrana externa y proteínas flagelares, que se han propuesto como inmunógenos; y

sobrenadantes de cultivos bacterianos que se espera que contengan las principales toxinas (Mattar

et al., 2002; Uzal, 2012).
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INFORMACIÓN GENERAL

1. Precauciones
Favor de leer las instrucciones cuidadosamente antes de comenzar el ensayo

● Almacenar todos los reactivos a la temperatura indicada en el punto 3.1.

● Modificaciones en los componentes del kit o en el procedimiento puede resultar en la

pérdida de rendimiento.

● No intercambiar o sustituir reactivos con otros lotes u orígenes.

2. Almacenamiento y estabilidad
Guardar el kit inmediatamente al recibir a +2 a +8°C

● Verificar las condiciones de almacenamiento de cada reactivo individual en la lista de

materiales a continuación.

● Todos los reactivos son estables +2 a +8°C por al menos 72 horas para asegurar su

transporte.

3. Materiales y Equipamiento

3.1 Materiales suplementados

Ítem Cantidad
Condiciones de
almacenamiento

Notas

Placa de microtitulación 96 pozos (12x8
tiras)

5 Temperatura ambiente -

PBS 1X 10 tubos x 1g +2 a +8°C Ver punto 4.1 para su
preparación

Estreptavidina (5 mg/mL) 20 μL -20°C
Ver punto 4.2 para su

preparación

Solución de lavado
Tween-20

6 sobres
6 x 1 mL

+2 a +8°C * Ver punto 4.3 para su
preparación

Seroalbúmina bovina 1,5 g +2 a +8°C Ver punto 4.4 para su
preparación

Anticuerpo anti-FliC 130 μL -20°C
Ver punto 4.5 para su

preparación

Diluyente de anticuerpo anti-FliC 63 mL +2 a +8°C Pronto para usar

Estándar de Flagelina 5 x 650 μL -20°C Pronto para usar

Diluyente de muestra 63 mL +2 a +8°C Pronto para usar
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Anticuerpo de detección 63 mL +2 a +8°C Pronto para usar

Anticuerpo anti-conejo conjugado a
HRP

20 μL -20°C
Ver punto 4.7 para su

preparación

Diluyente de conjugado 63 mL +2 a +8°C Pronto para usar

Solución sustrato 63 mL +2 a +8°C Pronto para usar

Solución de Parada 35 mL +2 a +8°C Pronto para usar

Film adhesivo 5 - -

Instrucciones de uso - - -

Certificado de análisis - - -

*Una vez preparada la solución almacenar a +2- 8°C, por un máximo de 3 meses.

3.2 Materiales requeridos, no suministrados
Los siguientes materiales no están incluidos en el kit, pero son necesarios para la correcta

realización del ensayo

● Micropipetas (0,5-1000 μL) y pipeta multicanal 50-200 μL

● Recipientes para pipeteo con multicanal: 1 recipiente para uso exclusivo de cada reactivo

● Lector de microplaca (longitud de onda 450 nm)

● Agitador de microplaca

● Balanza de precisión

● Agitador magnético (sugerido)

● Refrigerador, +2 a +8°C

● Freezer, -20°C

● H2O destilada
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PROTOCOLO DEL ENSAYO

4. Preparación de reactivos

4.1 Solución de buffer fosfato salino (PBS)
Preparar la solución disolviendo la totalidad de las sales contenidas en el sobre etiquetado “PBS

1X” en 100 mL de agua destilada. Este volumen es suficiente para sensibilizar y bloquear una placa

de 96 pocillos. En caso de no emplear toda la placa, el volumen no utilizado debe ser almacenado

a +2 a +8°C, siendo estable por 48 - 72 hs. Si se prepara con agua destilada estéril, la vida útil se

extiende a 7 días, almacenado a +2 a +8°C.

4.2 Solución para sensibilizar microplacas
Preparar diluyendo 2,2 μL de estreptavidina en 11 mL de PBS 1X (preparado en el punto 4.1), de

esta manera se obtiene una concentración final de 1 μg/mL de estreptavidina. Mantener la

estreptavidina en frío y congelar inmediatamente luego de usarla. Este volumen es suficiente para

sensibilizar una placa de 96 pocillos (12 tiras x 8 pocillos).

4.3 Solución de lavado
Preparar la solución de lavado disolviendo la totalidad de las sales contenidas en el sobre

identificado como “Solución de lavado” en 1 L de agua destilada. Una vez que se constate la

disolución total, agregar 1 mL de Tween-20 y mezclar; este volumen es suficiente para el lavado de

una placa de 96 pocillos. El volumen no utilizado debe ser almacenado a +2 a +8°C hasta su

próximo uso. No utilizar nuevamente si se observa precipitado de sales o turbidez, ni por un plazo

mayor a 3 meses.

4.4 Buffer de bloqueo
Preparar una solución de 1% de seroalbúmina bovina (BSA), disolviendo 0,250 g de BSA en 25 mL

de PBS 1X, preparado en el punto 4.1. Este volumen alcanza para el bloqueo de una placa

completa. En caso de no emplear toda la placa, el volumen de bloqueante no utilizado debe ser

almacenado a +2 a +8°C, siendo estable por 48 - 72 hs. Si se prepara con agua destilada estéril, la

vida útil se extiende a 7 días, almacenado a +2 a +8°C.

4.5 Dilución del anticuerpo anti FliC
Preparar diluyendo 22 μL del “Anticuerpo anti-FliC” en 11 mL del buffer de dilución del anticuerpo.

Mantener el anticuerpo en frío y congelar inmediatamente luego de usarlo. Este volumen es

suficiente para una placa completa. En caso de querer emplear menos tiras, calcular los volúmenes

a utilizar (100 μL/pocillo); no se puede almacenar la solución ya preparada, el volumen restante

debe ser descartado.

4.6 Estándar de flagelina
Se encuentra a una concentración 2X y está listo para usar.
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4.7 Anticuerpo anti-conejo conjugado a HRP
El reactivo debe ser utilizado en una dilución final 1/5000. Calcular la cantidad de solución de

anticuerpo anti-conejo-HRP diluido a utilizar, según el número de tiras a procesar. Utilizar la

siguiente relación: para una tira son necesarios 1000 μL de anticuerpo diluidos (0.2 μL anticuerpo

anti-conejo-HRP en 1000 μL de diluyente de conjugado). Prestar atención al mezclar y pipetear el

conjugado dado que es una solución viscosa. Homogeneizar evitando formación de espuma.

Mantener en frío +2 a +8°C hasta su uso. Una vez utilizada la preparación descartar el remanente.

Atención: Esta solución debe ser preparada inmediatamente antes de usar.

5. Procedimiento
Notas previas al inicio del ensayo

● Todos los reactivos deben encontrarse a temperatura ambiente (+18 a +25°C) previo a su uso;

excepto aquellos en los que se indica almacenamiento a -20°C que deben ser descongelados en

hielo previo a utilizarse (ver punto 4.2, 4.5, 4.6 y 5.7).

● Se recomienda controlar la temperatura ambiente del laboratorio donde se realiza el ensayo,

alrededor de 21-22 ºC.

● La cantidad de los reactivos brindada es la necesaria para el desarrollo del kit, medir la

cantidad justa para cada ensayo (1 mL por tira).

● Todos los reactivos deben mezclarse bien antes de su uso y observar que no haya precipitación
de sales o turbidez.

● Los reactivos deben protegerse contra cualquier contaminación utilizando para su dosificación
puntas descartables.

● Para pipetear con multicanal, se recomienda usar recipientes específicos para cada reactivo, e
identificarlos para mantener su uso exclusivo con dicho reactivo en futuros experimentos.

● Se recomienda que el estándar y cada muestra sean ensayados al menos por duplicado.

● Se recomienda diagramar el ensayo, para facilitar la dosificación de controles y muestras, así

como la preparación de reactivos.

● Se recomienda rotular las tiras que se van a emplear para evitar errores (las mismas se pueden

salir del soporte durante los lavados).

● Tenga en cuenta que el segundo día del protocolo, la totalidad de los pasos a ejecutar demora

entre 5 y 6 horas, aproximadamente.

5.1 Sensibilización de placas
Para sensibilizar una placa completa se debe diluir la estreptavidina, siguiendo las indicaciones del

punto 4.2. Dispensar 100 μL/pocillo de dicha solución. Cubrir con film adhesivo e incubar toda la

noche (ON) a +2 a +8°C.

5.2 Lavado
Lavar la placa 5 veces (200 μL/pocillo) con la solución de lavado (preparada en el punto 4.3). Secar

bien la placa sobre papel absorbente.
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5.3 Bloqueo
Dispensar 200 μL/pocillo de BSA 1% preparada en el punto 4.4. Incubar 1 hora a temperatura

ambiente, sin agitación, cubierta con film.

5.4 Lavado
Lavar la placa 5 veces (200 μL/pocillo) con la solución de lavado. Secar bien la placa sobre papel

absorbente.

5.5 Anticuerpo específico anti FliC
Dispensar 100 μL/pocillo de la dilución preparada en el punto 4.5. Cubrir con film e incubar 1 hora

a temperatura ambiente, con agitación.

5.6 Lavado
Lavar la placa 5 veces (200 μL/pocillo) con la solución de lavado. Secar bien la placa sobre papel

absorbente.

5.7 Dilución de las muestras/estándar de flagelina
Tanto el estándar como las muestras deben ser sembrados diluídos al medio en diluyente de

muestra (ver Figura 1), de la siguiente manera:

A. Agregar 100 μL de diluyente de muestra en los pocillos A-H en el número de tiras

necesarias (nº tiras necesarias = nº muestras C. chauvoei x2 + 2 tiras para el estándar de

Flagelina).

B. Agregar 100 μL del estándar de Flagelina 2x/muestras en el primer pocillo de la columna

correspondiente, y homogeneizar con los 100 μL de diluyente de muestra presente en el

pocillo.

Atención: agitar las muestras y el estándar de flagelina antes de sembrar. Mantener la Flagelina en

frío y congelar inmediatamente luego de usar.

C. Transferir 100 μL de cada dilución al siguiente pocillo (desde A a G) y homogeneizar 10

veces cada uno antes de volver a transferir; una vez finalizadas las diluciones, descartar 100

μL del pocillo G. Evitar la formación de burbujas.

El pocillo H corresponde al blanco de muestra (sólo diluyente de muestra).

D. Incubar la microplaca durante 60 minutos a temperatura ambiente en agitación; mantener

cubierta con film.
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Figura 1. Esquema del sembrado de diluciones seriadas. Diluyente: diluyente de muestra;

estándar: estándar de flagelina (1 µg/mL). La fila H corresponde al cero o blanco de cada tira.

5.8 Lavado
Lavar la placa 10 veces (200 μL/pocillo) con la solución de lavado. Secar bien la placa sobre papel

absorbente.

5.9 Incubación del anticuerpo de detección
Agregar 100 μL del anticuerpo de detección por pocillo (se encuentra listo para usar). Cubrir la

placa e incubar 60 minutos a temperatura ambiente, en agitación.

5.10 Lavado
Lavar la placa 5 veces (200 μL/pocillo) con la solución de lavado. Secar bien la placa sobre papel

absorbente.

5.11 Incubación del anticuerpo anti-conejo: HRP
A. Previo a su uso, diluir el anticuerpo anti-conejo-HRP 1/5000 en el diluyente de conjugado,

como se describe en el punto 4.7. Mantener la dilución en frío hasta su uso.

B. Agregar 100 μL del conjugado diluido a cada pocillo. Cubrir e incubar 45 minutos a

temperatura ambiente, en agitación. Una vez usada, descartar.

Atención: En este paso, atemperar la solución sustrato, protegiéndola de la luz.

5.12 Lavado
Lavar la placa 5 veces (200 μL/pocillo) con la solución de lavado. Secar bien la placa sobre papel

absorbente.

Atención: Los restos de líquido que permanezcan en los pocillos tras el lavado, pueden influir en la

conversión del sustrato y dar lugar a valores falsamente bajos. Por su parte, un lavado insuficiente (ej.
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menos ciclos de lavado o volumen insuficiente de solución de lavado) puede dar lugar a valores falsamente

elevados.

5.13 Incubación del sustrato
Añadir 100 μl de la solución de sustrato en cada pocillo de reactivo. Incubar durante 10 minutos a
temperatura ambiente (proteger de la exposición directa a la luz), con agitación.

5.14 Parada
Añadir 50 μl de la solución de parada en cada pocillo, en el mismo orden en el que se agregó
previamente la solución sustrato.

5.15 Medición
La medición fotométrica de la intensidad del color debe realizarse a una longitud de onda de
medición de 450 nm y una longitud de onda de referencia de entre 620 nm y 650 nm, dentro de
los 30 primeros minutos después de añadir la solución de parada. Antes de realizar la medición,
agitar ligeramente la microplaca para homogeneizar el contenido.

5.16 Validación del ensayo por el usuario
En cada ensayo se debe utilizar el estándar de flagelina, al menos por duplicado y conteniendo

todas las diluciones y un blanco de muestra, como se indica en el punto 5.7. Su uso permite la

validación de la prueba y del equipamiento empleado. Las densidades ópticas deben estar en los

rangos siguientes: el blanco de muestra debe ser ≤ 0,250 UA y el primer punto de la curva de

flagelina ≥ 2,0 UA. En caso contrario se debe repetir el ensayo.
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ANÁLISIS DE DATOS

6. Interpretación de resultados

6.1 Determinación teórica de concentración de flagelina en las muestras
Construir la curva estándar, trazando en el eje y los valores de absorbancia medidos para los
distintos puntos del estándar de flagelina en escala lineal, en función de las concentraciones
correspondientes en el eje x.

Atención: Se debe obtener una gráfica lineal, con un R2≥ 0,95, por lo que si este criterio no se cumple con los
valores graficados descartar puntos saturados y graficar nuevamente (conservando al menos 3 puntos).

NOTA: En el caso de graficar en computadora, para realizar la curva de mejor ajuste puede
utilizarse la evaluación de 4 parámetros. Tener en cuenta que el primer punto de flagelina
corresponde a 0,5 μg/mL. 

La siguiente figura representa un ejemplo típico de una curva estándar. No utilice esta curva para la
determinación de la concentración en las muestras. 

1. Realizar el promedio de los duplicados de las absorbancias de al menos dos diluciones
medidas (ej. 1/32 y 1/64). Es aconsejable utilizar absorbancias en el entorno de 1 UA. 

2. Interpolar los promedios obtenidos en la función de la curva estándar para obtener los
valores de concentración teórica.

3. Promediar los valores de concentración teórica obtenidos e informar. 

6.2 Potencia relativa
Mediante este ensayo es posible realizar una potencia relativa in vitro. Con este fin, es necesario
comparar una muestra problema con una muestra de referencia, cuya potencia haya sido ensayada
previamente in vivo.

Para esto se deben seguir las siguientes etapas:

1. Graficar absorbancia en función del log de la dilución tanto para la muestra problema como
para la de referencia.

2. Realizar ajuste lineal de cada curva para obtener ecuación de la recta (R2 ≥ 0,95). 
3. Se debe verificar que existe paralelismo entre la curva de referencia y la problema.
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El criterio para considerarlas paralelas es que el cociente de las pendientes de ambas curvas debe
encontrarse en un rango entre 0,8 - 1,25.

4. Si y sólo si se cumple con los anteriores criterios, se calcula la potencia relativa (PR) con la
siguiente ecuación:

PR= x de la muestra problema/ x de la muestra de referencia. Siendo x el número que se despeja
en el cero de la función (0 = ax + b).

La muestra problema aprueba si PR ≥ 1 (Criterio APHIS_USDA).

Nota: La presente interpretación de resultados de Potencia Relativa es un mero resumen que tomó como
base las recomendaciones de las guías provistas por APHIS_USDA, por lo que se aconseja profundizar en las
mismas.

https://www.aphis.usda.gov/animal_health/vet_biologics/publications/BBPRO0220.pdf

https://www.aphis.usda.gov/animal_health/vet_biologics/publications/CVBSOP0102.pdf

https://www.aphis.usda.gov/animal_health/vet_biologics/publications/memo_800_112.pdf

Atención: según recomendaciones de APHIS_USDA para seleccionar una muestra como muestra de
referencia debe ser evaluada in vitro en un gran número de réplicas. Se debe corroborar que diluciones de la

misma conlleven a preparaciones sub-potentes para poder ser utilizado como referencia. 

6.3 Evaluación de respuesta relativa
Mediante este ensayo es posible realizar una evaluación de respuesta relativa in vitro, para
comparar una muestra problema 1 con una muestra problema 2. 

Nota: las muestras problemas 1 y 2 pueden corresponder a distintos lotes de producción; a distintos
tiempos de un mismo lote o a muestras provenientes de distintos métodos de producción.

Atención: en este caso el ensayo se utiliza con fines de estudiar estabilidad o de evaluar distintas
metodologías de producción o lotes. Pero de ninguna manera se deberá utilizar para evaluar potencia in
vitro. 

Para la interpretación se recomienda realizar el test de paralelismo (idem PR, ver 6.2) y luego
calcular la concentración de flagelina utilizando la curva estándar (ver 6.1) o bien simplemente
comparando ambas curvas cualitativamente (la que se encuentre más hacia la derecha representa
la muestra con mayor concentración de flagelina).

7. Características analíticas del ensayo

7.1 Sensibilidad analítica
El límite de detección (LOD) se definió como el promedio de una muestra libre de analitos más el

triple de la desviación estándar, e indica la mínima concentración detectable.

LOD= 10 ng/mL

El límite de cuantificación (LOQ) de flagelina se definió como la mínima concentración de estándar

medible y distinguible del blanco
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LOQ= 15 ng/mL

7.2 Precisión
Para comprobar la reproducibilidad, se determinaron los coeficientes de variación (CV) intraensayo

e interensayo para 6 concentraciones comprendidas en el rango lineal de la curva estándar.

Intra-ensayo: CV ≤ 10 %
Inter-ensayo: CV ≤ 20 %

7.3 Linealidad
La linealidad del ELISA se determinó analizando 4 diluciones del estándar de flagelina. La regresión
lineal determinada es R2 > 0,95 para todas las muestras. El ELISA es lineal en el rango de

concentración (0,008 a 0,125 μg/mL).

8. Limitaciones del kit
- El estándar de flagelina provisto no es un estándar certificado por un organismo contralor, sino

que es producido in house por Benten Biotech SRL.

- El kit no ha sido ensayado para reactividad cruzada con otros Clostridios.

- El kit no ha sido evaluado frente a distintos tipos de muestras, diferentes de bacterinas. No ha

sido probado con bacterinas formuladas.
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