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AUTO I.D.° SISTEMA DE ANALISIS DE AUTOANTICUERPOS Sm/RNP

Para uso diagnéstico in vitro
Para El Uso Profesional

USO PREVISTO: Se trata de un sistema de analisis por inmunodifusién de tipo Ouchterlony para la deteccion de
autoanticuerpos contra los antigenos Sm (Smith), RNP (ribonucleoproteina U1) y otros en suero humano. Los
resultados de este sistema de analisis pueden ser de ayuda en el diagnostico del lupus eritematoso sistémico, de las
enfermedades mixtas del tejido conjuntivo o de otras enfermedades reumaticas.

RESUMEN Y EXPLICACION DE LA PRUEBA

Las proteinas celulares solubles en suero salino se denominan antigenos nucleares extraibles o ENA. Los anticuerpos
anti-ENA se han asociado a diversos sindromes autoinmunitarios, y parecen tener un significado diagnéstico y/o
prondstico en la esclerosis sistémica (1, 2), las enfermedades mixtas del tejido conjuntivo (3-5), el sindrome de Sjogren
(6, 7), la polimiositis (8), la dermatomiositis (9), el lupus eritematoso sistémico (5) y la artritis reumatoide (10). Algunos
de los anticuerpos especificos mas habituales son: Smith (Sm); ribonucleoproteina (RNP o U1-RNP); SSA/Ro; SSB/La;
Jo-1; Scl-70; y el antigeno nuclear celular proliferador (PCNA) (11). Se ha empleado analisis de anticuerpos
antinucleares (ANA) para la deteccion selectiva de estos anticuerpos, pero los ANA no indican la especificidad del
anticuerpo, y algunos anticuerpos anti-ENA no dan positivo en el analisis de ANA (12, 13). Por eso es muy
recomendable realizar una evaluacion secundaria de confirmacién de los anticuerpos anti-ENA (14).

El antigeno Sm (Smith) fue identificado en 1966 por Tan y Kunkel como una glucoproteina no histona soluble en suero
salino, que no depende del ADN ni del ARN para su poder antigénico (15). Se considera que los anticuerpos anti-Sm
son un marcador seroldgico especifico, debido a su elevado grado de especificidad por el LES. Se observan en hasta el
40% de los pacientes con LES, y se han asociado a nefropatias activas y a cerebritis (16-19).

En el suero de pacientes con LES es frecuente encontrar anticuerpos anti-Sm junto con anticuerpos anti-RNP U1 (20,
21). Al contrario que los anticuerpos anti-Sm, los anticuerpos anti-RNP no se consideran marcadores serologicos
especificos, pues se encuentran en pacientes con diversas enfermedades reumaticas como LES, esclerodermia,
sindrome de Sjogren y artritis reumatoide. No obstante, los niveles elevados de anticuerpos anti-RNP presentan una
elevada asociacion a un sindrome intermedio denominado enfermedad mixta del tejido conjuntivo (EMTC). Los
pacientes con EMTC se caracterizan por una combinacién de datos clinicos que se observan en el LES, la
esclerodermia y la polimiositis. A menudo, estos pacientes demuestran una buena respuesta al tratamiento con
corticosteroides, y presentan una incidencia menor de enfermedades renales que los pacientes con LES (21, 22).

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

Existen diversas pruebas para la deteccion de anticuerpos especificos de los antigenos nucleares. Los métodos mas
habituales son la inmunodifusién de Ouchterlony, la hemaglutinacion pasiva, la contrainmunoelectroforesis y el ELISA
(14). En la actualidad, el método de inmunodifusion (ID) de Ouchterlony es el mas utilizado, por su comodidad y relativa
facilidad de realizacién e interpretacion.

El sistema de analisis de autoanticuerpos Sm/RNP AUTO 1.D.® de Immuno Concepts para la deteccidon de anticuerpos
contra los antigenos nucleares Smith y ribonucleoproteina U1, emplea la técnica de ID de Ouchterlony. Para ello se
sirve del preparado de antigenos nucleares exclusivos de Immuno Concepts que contiene diversos antigenos nucleares
que reaccionan con los anticuerpos que se encuentran en pacientes con enfermedades reumaticas sistémicas.
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Se dispone el antigeno nuclear en un pocillo central de una placa de agarosa, y muestras de suero de control y de
suero del paciente en los seis pocillos que lo rodean. Tras la incubacién a temperatura ambiente, se forma una linea de
precipitacion en el gel de agarosa cuando el antigeno nuclear se difunde y se encuentra con el anticuerpo homélogo.
En los sueros se analiza la especificidad de la union antigeno/anticuerpo observando el parecido de las lineas de
precipitacion (total o parcial) de las muestras de los pacientes con los sueros de control. Los sueros que producen
lineas de precipitacion se consideran negativos. Los anticuerpos con especificidades diferentes pueden producir lineas
no idénticas con respecto a los sueros de control utilizados en el analisis.

COMPONENTES DEL SISTEMA - MATERIALES
SUMINISTRADOS

Utilizacién: Todos los sueros de control vienen listos para usar; no es necesario diluirlos, fraccionarlos ni prepararlos.
El antigeno nuclear viene liofilizado y debe ser preparado con agua destilada o desionizada antes de su empleo.

Conservacion: Todos los componentes se pueden conservar en el refrigerador a 2-10°C. El antigeno nuclear
preparado debe ser utilizado en el plazo de 5 dias, o conservado congelado en alicuotas a —20°C o menos.

Estabilidad: Todos los sueros de control son estables al menos durante 12 meses a partir de la fecha de fabricacion.
Las placas de agarosa son estables durante 24 meses a partir de la fecha de fabricacion. El antigeno nuclear
estabilizado es estable al menos durante 12 meses a partir de la fecha de fabricacion. Tras la preparacion, el antigeno
nuclear es estable durante 5 dias a 2-10°C, o 90 dias congelado a —20°C o menos. Para que los resultados sean
6ptimos, conserve el antigeno preparado en alicuotas de 30 ul a —20°C o menos.

REACTIVOS

Antigeno nuclear AUTO I.D.®: N° de catalogo 6050 (0,2 ml). Antigeno nuclear liofilizado extraido de
mamiferos, que contiene antigenos Smith (Sm), ribonucleoproteina U1 (RNP), SSA/Ro, SSB/La y otros que suelen
reaccionar con los anticuerpos de pacientes con enfermedades reumaticas sistémicas. Cada vial debe mezclarse con
200 pl de agua destilada o desionizada antes de su empleo.

Preparacion: Retire el tapon metalico del vial con antigeno nuclear. Levante el tapdn de goma con cuidado para
que el vial quede abierto. Quite este tapdn y afiada al vial 200 pl de agua destilada o desionizada. Vuelva a poner el
tapon de goma y agite suavemente para disolver el contenido. Deje reposar el antigeno preparado durante al
menos 30 minutos antes de su empleo, para asegurarse de que se disuelve por completo. El antigeno preparado
puede tener un aspecto turbio u oscuro. Agite inmediatamente antes de su empleo.

Suero de control positivo Sm/RNP [CONTROL| + |: N° de catalogo 6002 (0,5 ml). Vial listo para usar que contiene
anticuerpos humanos que reaccionan con los antigenos nucleares Smith (Sm) y ribonucleoproteina U1 (RNP). Este
suero produce intensas lineas de precipitacion idénticas a las de los sueros de referencia de los CDC para estos
antigenos.

Suero de control positivo Sm/RNP [CONTROL| + |: N° de catalogo 6001 (0,5 ml). Vial listo para usar que contiene
anticuerpos humanos que reaccionan con el antigeno nuclear ribonucleoproteina U1 (RNP). Este suero produce una
sola linea de precipitacion intensa idéntica a la del suero de referencia de los CDC para este antigeno.

ELEMENTOS NO REACTIVOS
Placas AUTO I.D.° |PLATE|: N° de catalogo 7010. Placas de agarosa con siete pocillos numerados para poder
identificar facilmente a los pacientes.

Preparacion: Deje que la placa alcance la temperatura ambiente (18-25°C) antes de abrir la bolsa de aluminio.
Saque la placa de la bolsa con cuidado. La condensacion presente en la tapa interna de la placa se puede retirar
con papel secante o con toallas de papel que no se deshilachen. Evite tocar la agarosa.



OTROS MATERIALES NECESARIOS - PERO QUE NO SE
SUMINISTRAN

Pipetas volumétricas para suministrar volimenes de 20 pl, 30 pl, 100 pl y 200 pl
Probetas

Agua desionizada o destilada

Dispositivo de iluminacién y amplificaciéon para inmunodifusion

Guantes desechables

COMPONENTES OPCIONALES DISPONIBLES

Si se obtiene una linea de precipitina positiva indefinida, existen otros sueros de control que se pueden anadir para
determinar el tipo de anticuerpo. Repita el analisis con los correspondientes sueros de control listos para usar, situados
en los pocillos adyacentes a la muestra del paciente, e interprete los resultados de acuerdo con las directrices que se
recogen en la seccién “Interpretacion general”.

Suero de control positivo de SSA/Ro |CONTROL] + |: N° de catalogo 7001 (0,5 ml). Vial listo para usar que contiene
anticuerpos humanos que reaccionan con el antigeno nuclear SSA/Ro.

Suero de control positivo de SSA/Ro/SSB/La [CONTROL] + |: N° de catalogo 7002 (0,5 ml). Vial listo para usar que
contiene anticuerpos humanos que reaccionan con los antigenos nucleares SSA/Ro y SSB/La.

Suero de control positivo de SSB/La [CONTROL] + |: N° de catalogo 7003 (0,5 ml). Vial listo para usar que contiene
anticuerpos humanos que reaccionan con el antigeno nuclear SSB/La.

Suero de control positivo Jo-1 |[CONTROL]| +|: N° de catalogo 6004 (0,5 ml). Vial listo para usar que contiene
anticuerpos humanos que reaccionan con el antigeno Jo-1.

Suero de control positivo Scl-70 JCONTROL] + |: N° de catalogo 6005 (0,5 ml). Vial listo para usar que contiene
anticuerpos humanos que reaccionan con el antigeno nuclear Scl-70.

Suero de control positivo PCNA [CONTROL| + |: N° de catalogo 6006 (0,5 ml). Vial listo para usar que contiene
anticuerpos humanos que reaccionan con el antigeno nuclear celular proliferador (PCNA).

PRECAUCIONES

1. Todos los materiales de procedencia humana utilizados en este producto han sido analizados en busca de
anticuerpos con el virus de la inmunodeficiencia humana-1 (VIH-1), el virus de la inmunodeficiencia humana-2 (VIH-
2), el virus de la hepatitis C (VHC) y el antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAG) con métodos homologados
por la FDA, obteniendo resultados negativos (no reactivos en varias ocasiones) en todos los casos. Pero no existe
ningun método de analisis que pueda garantizar por completo la ausencia de VIH-1, VIH-2, hepatitis C, hepatitis B u
otros agentes infecciosos. Por eso, todos los materiales del kit deben ser manipulados como si fueran infecciosos.

2. Se emplea azida sddica (0,09%) como conservante. Al eliminar los reactivos, lavar con grandes volimenes de agua
del grifo para evitar que queden residuos en las tuberias. La azida sddica es venenosa y puede ser toxica en caso
de ingestion.

3. No congele las placas de AUTO 1.D.® Para obtener resultados homogéneos, caliente siempre las placas a
temperatura ambiente antes de su empleo.

4. Evite congelar y descongelar reiteradamente el antigeno nuclear preparado.

5. Siempre debe dejar reposa el antigeno nuclear recién preparado a temperatura ambiente durante 30 minutos como
minimo, para asegurarse de que se disuelve por completo.

6. Se pueden sustituir los componentes por los de otros sistemas de analisis de autoanticuerpos AUTO 1.D.© de
Immuno Concepts. Pero si se sustituyen por los de otros fabricantes, los resultados pueden ser incompatibles.

7. Silatemperatura del aire sufre cambios bruscos, se pueden producir artefactos en la formacién de las lineas de
precipitina. Para que los resultados sean 6ptimos, incube las placas a temperatura controlada y protegidas de las
corrientes de aire. No incube a 37°C.



8. Algunos sueros pueden dar resultados falsos negativos debido al fenédmeno prozona (exceso de anticuerpo). Si se
sospecha del fendmeno prozona, repita la prueba con diluciones del suero del paciente en PBS.

9. Los sueros de algunos pacientes que contienen fosfolipidos pueden formar anchas bandas de precipitacién en
torno a la totalidad del pocillo de paciente. Esto no debe ser interpretado como reaccion positiva.

10. Este sistema de analisis es para uso diagndstico in vitro.

METODOS DE ANALISIS

El analisis AUTO 1.D.® puede llevarse a cabo en uno o dos pasos; el primero es mas corto y el segundo, mas barato. A
continuacion se recomiendan normas generales para elegir el protocolo 6ptimo para los requisitos concretos de cada
laboratorio.

Deteccion selectiva y/o confirmacion con volumen
escaso (método 1)

Pocillo 1 - Paciente 1

Pocillo 2 - Control con anticuerpo monoespecifico (RNP)
Pocillo 3 - Paciente 2

Pocillo 4 - Control con mezcla de anticuerpos (Sm/RNP)
Pocillo 5 - Paciente 3

Pocillo 6 - Control con mezcla de anticuerpos (Sm/RNP)
Pocillo central - Antigeno nuclear
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Deteccion selectiva y/o titulacion con volumen
elevado (método 2)

Pocillo 1 - Paciente 1

Pocillo 2 - Paciente 2

Pocillo 3 - Paciente 3

Pocillo 4 - Paciente 4

Pocillo 5 - Paciente 5

Pocillo 6 - Control con mezcla de anticuerpos (Sm/RNP)
Pocillo central - Antigeno nuclear
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Los sueros de pacientes que muestren lineas de precipitina con el método 2 al cabo de 18-24 horas, deben ser
evaluados a continuacion por el método 1 para determinar la especificidad.

OBTENCION DE MUESTRAS

Se obtendra suero con técnica aséptica. Se separara el suero del coagulo cuanto antes, para que no se produzca
hemodlisis. No se utilizaran sueros que muestren un grado elevado de hemodlisis, lipemia o crecimiento microbiano.
Los sueros se pueden conservar a 2-10°C hasta 48 horas antes de utilizarlos. Si el analisis se posterga, los sueros
deben conservarse congelados a una temperatura de —20°C o inferior.

RISULTADOS - INTERPRETACION GENERAL

La correcta interpretacion de los resultados de los pacientes depende de la resolucién de la linea de precipitina
formada entre los pocillos con suero de paciente y el de antigeno nuclear. La determinacion de anticuerpos
especificos en el paciente depende la interpretacion previa de las lineas de precipitina formadas entre los pocillos
con suero de paciente y el de antigeno nuclear.

Las siguientes definiciones deben servir como directriz basica para interpretar las reacciones entre los sueros de
los pacientes y los de control.



Identidad o reacciones de fusion

Control @ @ Paciente

Antigeno

Una linea de precipitina continua que va del suero del paciente al de control indica la presencia de anticuerpos en
todos los sueros que reaccionan con los mismos antigenos nucleares.

Las muestras de pacientes que presentan lineas de precipitina de identidad se consideran positivas, con
anticuerpos idénticos a los del suero de control.

Reacciones de no identidad

Paciente @ @ Control

Antigeno

Si las lineas de precipitina se cruzan entre los sueros del paciente y los de control, ello indica que los anticuerpos
de cada suero reaccionan con diferentes antigenos nucleares.

Las muestras que presentan lineas de precipitina de no identidad se consideran positivas con reactividad en “linea
de precipitina no definida” (UPL). Se recomienda volver a analizarlas con otros controles para determinar los
anticuerpos concretos (véase “Componentes opcionales disponibles”).

Reacciones de identidad parcial

Control @ @ Paciente

Antigeno

Si las lineas de precipitina forman un “espoldn” entre los pocillos de pacientes y los de control, ello indica que los
anticuerpos de esos sueros reaccionan con un antigeno idéntico, pero el suero del paciente también contiene un
anticuerpo que reacciona con un antigeno diferente que no reacciona con el suero de control.

PRECAUCION: Las reacciones de identidad parcial son las mas dificiles de interpretar. A menudo, la linea de
precipitina de control se curvara al contactar con la linea de precipitina del paciente. Debe observar atentamente las
lineas de precipitacion para asegurarse de que la del paciente no se cruza con la de control. En la seccién
“Interpretacion técnica” puede consultar las reacciones de inhibiciéon que pueden dar lugar a la formacién de un
“espolon” entre los sueros positivos con anticuerpos Sm y RNP adyacentes.



Reacciones de identidad deformadas

Control @ @ Paciente

Antigeno

Si se forma una linea de precipitacion continua deformada entre el paciente y el control, ello indica que los sueros
reaccionan con antigenos nucleares idénticos, pero que el suero del paciente contiene mas o menos anticuerpos
que el de control.

Las muestras de pacientes que muestran lineas de precipitina deformadas se consideran positivas, con anticuerpos
idénticos a los del suero de control.

Reacciones negativas

Paciente @ @ Control

Antigeno

Solo se forma linea de precipitina con el suero de control. Las muestras de pacientes que no forman lineas de
precipitina se consideran negativas.

INTERPRETACION TECNICA

Sm o RNP (Reacciones de inhibicién)

Sm o RNP (Reacciones de inhibicion)

Sm RNP
Paciente ® ® Control

Antigeno

La diferenciacién entre un suero positivo Sm y otro positivo RNP situados en pocillos adyacentes no siempre viene
indicada por una reaccion de no identidad. A menudo, los sueros con anticuerpos Sm adyacentes a los sueros de
control con anticuerpos RNP muestran una reaccion “en espolén” de identidad parcial con respecto a RNP. Resulta
mas adecuado interpretar esta reaccién como de inhibicién (23). No se produce una reaccién de no identidad
porque se inhibe el cruce de la linea de precipitina Sm por el anticuerpo anti-RNP, pues todas las particulas del
antigeno RNP estan formando complejos con el antigeno Sm. El antigeno Sm también puede estar presente como
molécula libre o naciente, responsable de la reaccion “en espolén”.



Sm o Sm/RNP

Reacciones Sm o Sm/RNP

Sm Sm/RNP
Paciente L [ J Control
Sm [ ] Sm
RNP
Antigeno

Puede ser dificil distinguir entre los sueros positivos con anticuerpos Sm y los positivos de control con anticuerpos
Sm/RNP, porque las particulas de antigeno Sm estan presentes en forma libre y formando complejos con el

antigeno RNP. Es raro ver sueros positivos sélo para anticuerpos Sm. Pero cuando se encuentran, con frecuencia
muestran una linea de precipitina precisa de identidad parcial con RNP, y una linea de precipitina de identidad con

Sm.

Reacciones Sm/RNP Reacciones Sm/RNP
Sm/RNP Sm/RNP Sm/RNP Sm/RNP
Paciente o o Control Paciente o o Control

Sm . Sm Sm . Sm
RNP RNP RNP RNP
Antigeno Antigeno

Lo mas frecuente es que los sueros positivos para anticuerpos Sm contengan también anticuerpos RNP. Estos
sueros pueden presentar dos lineas de identidad correspondientes con los controles Sm/RNP. Lo mas frecuente es
que los sueros con anticuerpos Sm/RNP muestren una ancha linea de precipitina, en la que no resulta facil
distinguir las dos lineas. Con una solucion superior del suero se puede mejorar la resolucion.

RNP o Sm/RNP

Reacciones RNP o Sm/RNP

RNP Sm/RNP
Paciente ® ® Control
[ ] Sm
RN
Antigeno

Los sueros positivos para RNP sélo muestran una clara linea de precipitina de identidad con RNP cuando se
encuentran adyacentes a sueros de control positivos con anticuerpos Sm/RNP.

Titulacion

Se pueden utilizar sucesivas diluciones dobles de los sueros de los pacientes para disponer de una determinacién
semicuantitativa de la cantidad de anticuerpo especifico en los sueros positivos. Ademas, la titulacion puede ayudar
a interpretar las reacciones que se producen cerca del pocillo con antigeno nuclear en la deteccion selectiva inicial,
debido al exceso de anticuerpos. El titulo sera la inversa de la ultima dilucién en la que se observan lineas de
precipitacion claras de identidad con los sueros de control.



LIMITACIONES DEL ANALISIS

1. Aunque un resultado positivo puede ser sugerente de una enfermedad reumatica sistémica, no debe
considerarse diagnodstica, sino parte de la historia clinica general de un paciente.

2. Los sistemas de analisis AUTO 1.D.® de Immuno Concepts han sido optimizados para detectar la mayoria de
los pacientes con autoanticuerpos contra los antigenos Sm, RNP, SSA/Ro, SSB/La, Scl-70, Jo-1 y PCNA. En
ocasiones, algunas muestras con niveles de anticuerpos muy altos o0 muy bajos pueden dar resultados falsos
negativos en un sistema de analisis por inmunodifusion de tipo Ouchterlony. La dilucion de las muestras en
PBS o la concentracion de anticuerpo rellenando dos o tres veces los pocillos de pacientes pueden potenciar la
deteccion de anticuerpos en estas muestras.

3. Elantigeno nuclear de AUTO 1.D.® de Immuno Concepts incluye una mezcla de autoantigenos de mamifero.
Por eso, los sueros de los pacientes pueden presentar lineas de precipitina con algunos antigenos sin
presentar reacciones de identidad con los sueros de control que se incluyen en este sistema de analisis. Estos
sueros han de ser analizados de nuevo con sueros de control con antigenos distintos (véase “Componentes
opcionales disponibles”).

VALORES ESPERADOS

Immunoespecificidad de Autoanticuerpos contra antigenos nucleares (datos de la referencia 14)

Anticuerpos anti: | Asociacion a enfermedades:
Sm | LES: 25-40%; anticuerpo marcador
Nuclear RNP (U1-RNP) | EMTC: 95-100%; menor frecuencia en el LES, el lupus discoide, la ESP
SSA/Ro | Sindrome de Sjogren: 60-70%; LES: 30-40%; sindrome de lupus del recién nacido:
100%
SSB/La | Sindrome de Sjégren: 50-60%; LES: 10-20%
PCNA | LES: 10%; anticuerpo marcador
Scl-70 | ESP: 15-20%; anticuerpo marcador
Jo-1 | Polimiositis: 31%; anticuerpo marcador
PM-Scl (PM-1) | Superposicion polimiositis/esclerodermia: 64%
Abreviaturas: LES = lupus eritematoso sistémico, EMTC = enfermedades mixtas del tejido conjuntivo, ESP =
esclerosis sistémica progresiva, Sm = antigeno Smith, PCNA = antigeno nuclear celular proliferador.

CARACTERISTICAS DEL RENDIMIENTO

Deteccion: El sistema de analisis de autoanticuerpos Sm/RNP AUTO 1.D.® de Immuno Concepts ha sido evaluado
con un total de 61 sueros de pacientes positivos y negativos, obtenidos de laboratorios de referencia cualificados
(24). La coincidencia con los sueros evaluados fue del 96,7%. Hubo doce sueros positivos para anticuerpos RNP,
dos para anticuerpos Sm/RNP y uno para anticuerpos Sm. Doce sueros mostraron “lineas de precipitina no
definidas” (UPL). En una ulterior evaluacion con el sistema de analisis de autoanticuerpos SSA/Ro/SSB/La AUTO
1.D.® de Immuno Concepts, se encontraron ocho sueros positivos para anticuerpos SSB/La, uno para SSA/Ro y
SSB/La, y tres para SSA/Ro. Treinta y dos sueros fueron negativos para todos los autoanticuerpos anti-antigenos
nucleares detectables. Originalmente, los dos sueros discrepantes fueron designados positivos para los anticuerpos
Sm y Sm/RNP, respectivamente. Posteriormente, estos sueros fueron analizados por triplicado con otro sistema
comercializado, obteniendo resultados negativos todos los autoanticuerpos anti-antigenos nucleares detectables.

Precision: Seis sueros positivos para los anticuerpos Sm o RNP fueron analizados por duplicado en tres
ocasiones. En todos los casos se obtuvieron los mismos resultados: tres sueros fueron siempre positivos para los
anticuerpos Sm y RNP; dos los fueron siempre para los anticuerpos RNP; y uno lo fue siempre para los anticuerpos
RNP con otra linea de precipitina no definida.
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PROCEDIMIENTO DE LA ANALISIS DE AUTO-1.D.®

PREPARACION DEL ANTIGENO NUCLEAR

Prepare el vial de antigeno nuclear afiadiendo 200 pl de
agua destilada o desionizada. Deje reposar el vial
preparado durante 30 minutos como minimo a temperatura
ambiente (18-25°C) antes de su empleo, para asegurarse
de su completa disolucion. Agite suavemente antes de su
empleo.

NOTA: El antigeno preparado puede tener un aspecto
turbio u oscuro. Para que los resultados sean 6ptimos,
conserve el antigeno preparado en alicuotas de 30 pl a —
20°C o menos. Deje que el antigeno alcance la temperatura
ambiente antes de su empleo.

PREPARACION DE LAS PLACAS AUTO 1.D.®

Deje que la placa alcance la temperatura ambiente (18-
25°C) antes de abrir la bolsa de aluminio. Saque la placa
de la bolsa con cuidado. La condensacion presente en la
tapa interna de la placa se puede retirar con papel secante
o con toallas de papel que no se deshilachen. Evite tocar la
agarosa.

PREPARACION DE LA HOJA DE TRABAJO AUTO I.D.®
Para cada muestra evaluada, anote el nimero de placa, la
especificidad de control segun el numero de pocillo y la
identificacion del paciente por numero de pocillo. Anote
también en la hoja de trabajo AUTO 1.D.® el nimero de lote
del sistema de andlisis de autoanticuerpos AUTO 1.D.°

DILUCION DE LAS MUESTRAS DE PACIENTE
(OPCIONAL)

Puede ser necesario diluir las muestras de los pacientes,
para su titulacién o si se observa un fenémeno de prozona
(exceso de anticuerpos). Prepare diluciones de las
muestras de los pacientes con suero salino tamponado con
fosfato (PBS). Disuelva las muestras de los pacientes a 1:2
afiadiendo 100 pl de muestra sin diluir a 100 yl de PBS.
Para seguir con la titulacion, prepare series sucesivas de
diluciones de la muestra de suero al doble (p.ej.,
1:2,1:4,1:8... 1:64), utilizando PBS.

RELLENADO DE LOS POCILLOS

Ponga 20 ul de antigeno nuclear en el pocillo central de la
placa AUTO 1.D.® Ponga 20 ul de muestra de paciente o de
suero de control en los pocillos numerados, siguiendo uno
de los formatos recomendados que se describen en
“métodos de analisis”. Vuelva a poner la tapa.

6.

DOBLE RELLENADO CON MUESTRAS DE PACIENTE
(OPCIONAL)

En ocasiones, algunas muestras con niveles de anticuerpos
muy altos o muy bajos pueden dar resultados negativos
muy débiles o falsos en un sistema de analisis por
inmunodifusion de tipo Ouchterlony. Si en los pocillos del
paciente se aumenta la concentracién del anticuerpo al
doble o al triple, se puede mejorar la deteccion en estas
muestras. Para ello, se rellena el pocillo del paciente con
otros 20 ul de suero al cabo de 30 minutos
aproximadamente.

INCUBACION DE LAS PLACAS

Coloque cuidadosamente las placas rellenas en una caja
pequefa para protegerlas de las corrientes de aire e
incubelas a temperatura ambiente (18-25°C) durante 24
horas. No incube a 37°C.

PRECAUCION: Las corrientes de aire y las variaciones
bruscas de temperatura pueden producir artefactos en la
formacion de las lineas de precipitina. Para que los
resultados sean 6ptimos, incube las placas a temperatura
controlada.

INTERPRETACION DE LAS PLACAS

Al cabo de 18-24 horas, observe las placas con un
dispositivo amplificador iluminado. Consulte la seccion
“Interpretacion” para conocer las directrices recomendadas
para la interpretacion de las lineas de precipitina.

NOTA: Para la mayor parte de los sueros, los resultados
son visibles en un plazo de 18 horas. Con algunos sueros
con titulos bajos, las lineas de precipitina pueden verse
mejor al cabo de 24 y 48 horas.
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