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SISTEMA DE ANALISIS DE ANTICUERPOS ANTICARDIOLIPINA DE
TIPO IgG E IgM RELISA®

Para Uso Diagnédstico In Vitro
Para EI Uso Profesional
Numero de catalogo: 7096-02 (96 pocillos) y 7696-02 (576 pocillos)

USO PREVISTO: Se trata de un sistema de analisis inmunoenzimatico (EIA) para la deteccién y medicién de
anticuerpos anticardiolipina de tipo IgG e IgM en suero humano. Este sistema de analisis debe servir de ayuda para
evaluar el riesgo de sufrir trastornos trombéticos en individuos con lupus eritematoso sistémico o con sindromes
similares al lupus.

RESUMEN Y EXPLICACION DE LA PRUEBA

En pacientes con lupus eritematoso sistémico es frecuente detectar anticuerpos antifosfolipidos, incluidos los
anticuerpos anticardiolipina (1). En numerosos informes estos autoanticuerpos han sido asociados a diversos trastornos
trombéticos venosos y arteriales, como el infarto cerebral (2), la trombosis venosa profunda (3), la trombocitopenia (1),
la embolia pulmonar (4) y el aborto recurrente con infarto placentario (5). El “anticoagulante lapico” (6), una sustancia
que prolonga in vitro el tiempo parcial de tromboplastina activada, también se ha asociado a estos sindrome clinicos,
aunque no es idéntico al anticuerpo anticardiolipina. En ocasiones los términos “anticoagulante lupico” y “anticuerpos
antifosfolipidos” se emplean como sinénimos, lo cual es incorrecto porque estas inmunoglobulinas no son lo mismo (1).

El sistema de analisis de Immuno Concepts es una prueba inmunoenzimatica con micropocillos para la deteccién de
anticuerpos anticardiolipina en suero humano. Anteriormente se ha demostrado que el inmunoanalisis en fase solida es
un método extremadamente sensible y especifico para la deteccion de anticuerpos anticardiolipina (7-10). El sistema de
analisis de Immuno Concepts ha sido estandarizado mediante un preparado de referencia reconocido
internacionalmente, obtenido del Antiphospholipid Standardization Laboratory y que se denomina “estandar de Harris”
(9). Los resultados objetivos obtenidos en esta prueba se expresan en unidades GPL para los anticuerpos
anticardiolipina de tipo IgG, y en unidades MPL para los de tipo IgM.

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

Se trata de un EIA indirecto. La superficie de los micropocillos ha sido recubierta con un preparado estabilizado de
cardiolipina, que actia como antigeno en este sistema. Se dispone suero calibrador, controles y las muestras diluidas
de pacientes en los micropocillos, y se incuban permitiendo que los anticuerpos anticardiolipina de la muestra
reaccionen con el antigeno de la fase solida. Tras lavar para retirar el anticuerpo no ligado y otras proteinas del suero,
se incuban los pocillos con anticuerpos anti-IgG humana o anti-IlgM humana, marcados con peroxidasa de rabano. En
el sistema de analisis se incluyen dos preparaciones de anticuerpos conjugados con peroxidasa de rabano. Una de
ellas es especifica de la IgG humana, y la otra de la IgM humana. Con estos dos conjugados se determinaran por
separado las concentraciones de los anticuerpos anticardiolipina IgG y de los anticuerpos anticardiolipina IgM.

Tras la incubacion con los conjugados de peroxidasa de rabano, y si los resultados son positivos, se forma un complejo
estable con tres partes, a saber: anticuerpo antihumano conjugado con peroxidasa de rabano unido al anticuerpo
anticardiolipina humano, unido a su vez a la cardiolipina estabilizada en la superficie de plastico.

Tras otro paso de lavado, se detecta el complejo afiadiendo una solucién de tetrametilbenzidina (TMB) y H,O, como
sustrato cromoégeno. El grado de aparicion del color en cada pocillo es proporcional a la concentracién de anticuerpos

anticardiolipina en cada muestra de suero.
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Los micropocillos son interpretados con un espectrofotometro, y los resultados se obtienen comparando la absorbancia
de los pocillos con calibrador con la absorbancia de los pocillos con muestra.

Conservacion: Todos los componentes deben conservarse en refrigerador a 2-10°C. No congelar.

Estabilidad: Todos los componentes son estables al menos durante 12 meses a partir de la fecha de fabricacion. No
utilice los componentes pasada la fecha de caducidad.

REACTIVOS

Tiras de micropocillos recubiertos con cardiolipina : No. de catalogo 7008-01. Contiene un soporte de
micropozos con doce tiras de ocho pozos cada una, recubiertos con una solucion estabilizada de difosfatidilglicerol
(cardiolipina) de corazon de ternera. Si se necesitan menos de 8 pocillos se pueden separar los que sean necesarios.
Los pocillos sin usar se pueden regresar a la bolsa de aluminio con el sobrecito disecante, cerrandolo con el sello de
cierre (cremallera), y refrigerandolo hasta un maximo de 45 dias.

Disolvente para muestras [SOLN|DIL}|: Numero de catalogo 7100 (100 ml). Disolvente para muestras tamponado
patentado, para disolver las muestras de los pacientes. Este disolvente contiene cofactor H de apolipoproteina.

Control positivo de anticuerpos anticardiolipina IgG |[CONTROL]| + |: Niumero de catalogo 7021-02G. Vial que
contiene 1,5 ml de suero de control humano positivo para anticardiolipina, listo para usar. Este suero contiene
anticuerpos anticardiolipina IgG. En la etiqueta del vial figuran los rangos de GPL previstos.

Control positivo de anticuerpos anticardiolipina IgM |[CONTROL]| + |: Numero de catalogo 7021-02M. Vial que
contiene 1,5 ml de suero de control humano positivo para anticardiolipina, listo para usar. Este suero contiene
anticuerpos anticardiolipina IgM. En la etiqueta del vial figuran los rangos de MPL previstos.

Control negativo de anticuerpos anticardiolipina [CONTROL| - |: Numero de catalogo 7031-01. Vial que contiene 2

ml de suero de control humano negativo para anticardiolipina, listo para usar. Los valores de GPL y MPL previstos son
inferiores a 5,0 unidades.

Calibrador de anticuerpos anticardiolipina IgG [CAL}: Numero de catalogo 7026-02G. Vial que contiene 1,5 ml de

suero calibrador positivo para anticardiolipina humana IgG estable liquida, listo para usar. En la etiqueta del vial figura la
concentraciéon de anticuerpos anticardiolipina en unidades GPL.

Calibrador de anticuerpos anticardiolipina IgM |CAL]: Nimero de catalogo 7026-02M. Vial que contiene 1,5 ml de

suero calibrador positivo para anticardiolipina humana IgM estable liquida, listo para usar. En la etiqueta del vial figura
la concentracion de anticuerpos anticardiolipina en unidades MPL.

Reactivo enzimatico para anticuerpos - Especifico de la IgG humana |[CONJ|HRP|: Numero de catalogo 7009-02G
(14 ml). IgG antihumana, conjugada con peroxidasa de rabano (HRP). Listo para usar.

Reactivo enzimatico para anticuerpos - Especifico de la IgM humana [CONJ|HRP}: Numero de catalogo 7009-02M
(14 ml). IgM antihumana, conjugada con peroxidasa de rabano (HRP). Listo para usar.

Solucion de sustrato [SOLN|SUB /\: C - Numero de catalogo 7035 (14 ml). Solucién de sustrato enzimatico

especifica de HRP, que contiene 3,3’,5,5-tetrametilbenzidina (TMB) y perdxido de hidrogeno (H,0,). Listo para usar.
PELIGRO: Inflamable. Este reactivo contiene menos de 25% de metanol y acetona. Manténgalo fuera del alcance de
los nifios. En caso de contacto con los ojos, lavar inmediatamente con abundante agua y consultar a un médico.

Reactivo de parada |[SOLN|STOP ‘% C : Numero de catalogo 7033 (14 ml). Reactivo de parada patentado para

los sistemas de analisis EIA de Immuno Concepts. Listo para usar. PELIGRO: Corrosivo. Este reactivo contiene acido
clorhidrico y acido sulfurico (menos del 3% de cada uno, por volumen) y debe ser manipulado con precaucion.
Manténgase fuera del alcance de los nifios. En caso de contacto con los ojos, lavar inmediatamente con agua
abundante y acudir al médico. No afiadir agua a este reactivo en ningun caso.



ELEMENTOS NO REACTIVOS
Soporte para micropocillos

Tampoén PBS |[PWDRI|PBS|: N° de catalogo 1011. Polvo salino tamponado con fosfato (0,01 M, pH 7,4 + 0,2). Cada

bolsa contiene polvo tampdn suficiente para formar 1 litro. Se suministran dos bolsas de polvo tampén con cada placa
de 96 micropocillos, en kits de analisis completos.

Preparacion: Disuelva una bolsa de polvo tampén en 1 litro de agua desionizada o destilada, tapelo el recipiente y
almacenar entre 2 y 25° C durante 4 semanas como maximo, o hasta que aparezcan signos de contaminacion u
otros cambios visibles. NO ANADA TWEEN 20 NI OTROS DETERGENTES A ESTE TAMPON.

Pipetas volumétricas de precision para dispensar volumenes de 10-1000 pl

Frasco flexible para anadir tampdn de lavado a los micropocillos, o un sistema de lavado automatico para micropocillos
Envases de un litro para el tampon PBS

Agua desionizada o destilada

Espectrofotometro de lectura de placas capaz de interpretar absorbancia a 450 nm

Probetas para preparar las diluciones de suero

Papel secante o toallas de papel

Pipeta multicanal capaz de dispensar a 8 pocillos

Guantes desechables

Crondémetro

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. Todos los sueros de control, los sueros de calibracion y las muestras de pacientes deben ser manipuladas segun el
nivel 2 de bioseguridad, segun recomienda en el manual de los Centers for Disease Control/National Institutes of
Health para toda muestra de suero o sangre humana potencialmente infecciosa: Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories, 1999 Edition.

3. Enlos sueros de control y calibracién se emplea azida sddica (0,09%) como conservante. La azida sédica puede
reaccionar con las conducciones de plomo o cobre y formar sales de azidas metalicas muy explosivas. Al eliminar
los reactivos, lavar con grandes volumenes 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.

4. Ladisolucién de los componentes o su sustitucion por otros distintos de los suministrados con el sistema puede
arrojar resultados incoherentes.

5. No inactive por calor las muestras de suero utilizadas para determinar los anticuerpos anticardiolipina. La
inactivacion por calor puede hacer que aumenten los valores.

6. Este kit es para uso diagnéstico in vitro.

7. No pipetee nunca con la boca y evite el contacto de los reactivos y las muestras con la piel y las mucosas. En caso
de contacto, lavese con un jabon germicida y agua abundante.

8. Esta prohibido fumar, comer o beber en las zonas de manipulacién de las muestras o los reactivos del kit.

9. Evite salpicaduras y la generacion de aerosoles en todo momento.

10. Silos tiempos de incubacién y las temperaturas no son los especificados, los resultados pueden ser erréneos.

11. La contaminacion cruzada de los reactivos o de las muestras puede dar resultados falsos. Las muestras deben
permanecer en los micropocillos durante el analisis.

12. Los elementos de vidrio reutilizables deben ser lavados y enjuagados a fondo para eliminar los detergentes antes
de su uso. Todos los elementos de vidrio deben estar limpios y secos antes de su uso.

13. Todos los reactivos, micropocillos y muestras deben estar a temperatura ambiente (18-25°C) antes de su uso.

14. Para manipular las muestras y los reactivos debe utilizar guantes desechables, y cuando acabe debera lavarse bien
las manos.

15. La contaminacion microbiana de los reactivos o de las muestras puede dar resultados falsos.

16. El reactivo de parada es corrosivo y puede producir quemaduras. Este reactivo contiene acido clorhidrico y acido
sulfarico (menos del 3% de cada uno, por volumen) y debe ser manipulado con precauciéon. Manténgase fuera del
alcance de los nifios. En caso de contacto con los ojos, lavar inmediatamente con agua abundante y acudir al
meédico. No afnadir agua a este reactivo en ningun caso.

3



Obtencion: La muestra ideal es suero. Se obtendran aproximadamente 5 ml de sangre por venipuncion aséptica, con
un tubo de vacio estéril u otro sistema de obtencion adecuado. Deje que la sangre coagule a temperatura ambiente (18-
25°C). Se separara el suero del coagulo por centrifugado cuanto antes, para que la hemolisis sea minima.

Immuno Concepts no recomienda utilizar plasma en este analisis, dada la posibilidad de que el plasma se contamine
con plaquetas. Las plaquetas pueden afectar a los resultados, reaccionando con los anticuerpos anti-fosfolipidos.

PRECAUCION: No inactive por calor las muestras de suero utilizadas para determinar los anticuerpos anticardiolipina.
La inactivacién por calor puede hacer que aumenten los valores.

Sustancias que interfieren: No se utilizaran sueros que muestren grados elevados de hemodlisis, ictericia, lipemia o
crecimiento microbiano, pues en todas esas circunstancias se pueden producir resultados aberrantes. Si la muestra
presenta particulas visibles, deben ser eliminadas por centrifugado antes de la prueba.

Conservacion: Los sueros se pueden conservar a 2-10°C durante una semana como maximo. Si el analisis se
posterga, los sueros deben conservarse congelados a una temperatura de —20°C o inferior. No se utilizaran
refrigeradores ni congeladores con sistema “auto-frost” (eliminacién automatica de la escarcha).

PRECAUCION: Si las muestras son sucesivamente congeladas y descongeladas, se pueden obtener resultados falsos
positivos y negativos.

1. Es muy importante que todos los componentes del kit y las muestras de suero estén a temperatura ambiente (18-
25°C) antes de utilizarlos. Para que un litro entero de tampdn de lavado sacado del refrigerador alcance los 20°C,
puede ser necesario calentar durante varias horas. Si las temperaturas de incubacion son superiores o inferiores a
las recomendadas puede que los resultados no sean precisos. Las muestras y reactivos no utilizados deben ser
devueltos al refrigerador.

2. Mezcle bien los reactivos antes de utilizarlos, dando la vuelta al envase con suavidad. No agite ni remueva los
reactivos. Evite que se forme espuma.

3. Para preparar las diluciones de muestras, limpie la punta de las pipetas antes de utilizarlas para poner suero en el
disolvente. Si queda muestra adherida al exterior de la punta de la pipeta, los resultados pueden variar.

4. Se recomienda utilizar una pipeta multicanal porque con ella la dispensacién del reactivo y los tiempos de
incubacion y reaccién son mas uniformes.

5. Es extremadamente importante lavar bien los pocillos. Si no es asi, los valores de fondo seran muy elevados, lo
que se puede traducir en resultados falsos positivos. Para el lavado manual, aspire el contenido de los pocillos y a
continuacion lave cada uno con solucidon tampén de lavado. Evite la contaminacién cruzada de los pocillos, sobre
todo en el lavado siguiente a la aspiracion. Elimine todo el tampén de los pocillos dandoles la vuelta; los residuos
de tampdn de lavado se quitan con un movimiento brusco de la mufieca. Repita estos pasos hasta un total de 3 a 5
lavados. A continuacion, se pasara con fuerza una toalla de papel u otro material absorbente por los pocillos para
retirar todo vestigio de tampdn de lavado. Se recomienda utilizar un sistema de lavado automatico de los
micropocillos, ya que asi su limpieza queda garantizada.

NOTA: Como existen diversas técnicas de lavado y de sistemas automaticos, hay que ajustar el numero de lavados
para que los resultados sea 6ptimos. Cada laboratorio determinara el nimero de lavados mas eficaz para su
sistema de lavado.

6. Sino se elimina todo el tampdn puede que la aparicidon de color no sea homogénea. Para ello, hay que limpiar con
fuerza las tiras de micropocillos, secandolas con papel secante o toallas absorbentes.

7. Eltiempo de cada paso es fundamental. Antes de iniciar el procedimiento se disolveran las muestras de suero, que
deben ser dispuestas en los micropocillos en el menor tiempo posible (no mas de cinco minutos). Los tamafios de
lote deben determinarse de forma que se puedan manipular las muestras en este periodo de tiempo con
comodidad.

8. A excepcion de la ultima incubacién (solucion de sustrato), cada periodo de incubacion empieza al finalizar la
dispensacion de la muestra o el reactivo. La incubacion de la solucién de sustrato debe durar exactamente 15
minutos para cada pocillo. Todas las muestras y reactivos deben dispensarse con la misma secuencia y a velocidad
constante.

9. No utilice Tween 20, Triton X-100, ni otros detergentes en los tampones de lavado u otros reactivos utilizados en
este analisis.



CALCULOS

1. Reste el valor de la absorbancia del pocillo sin IgG, de los valores de absorbancia obtenidos en los pocillos de
calibracion de IgG, control y muestra del paciente. Reste el valor de la absorbancia del pocillo sin IgM de los valores
de absorbancia obtenidos en los pocillos de calibracion de IgM, control y muestra del paciente. Calcule los valores
medios de la absorbancia en pocillos duplicados.

2. Para obtener el factor de conversion, se divide la concentracion de anticuerpos anticardiolipina del suero de
calibracion (que figura en la etiqueta) por el valor medio de la absorbancia medida en los pocillos de calibracion. Se
calculan factores de conversién distintos para la IgG y la IgM.

3. Para obtener la concentracién de anticuerpos anticardiolipina en unidades GPL o MPL, se multiplican los valores de
la absorbancia de cada muestra por el factor de conversion.

CONTROL DE CALIDAD

1. El valor medio de la absorbancia de los pocillos de calibracion debe ser de 0,400 como minimo.

2. El pocillo de control vacio debe presentar un valor de absorbancia inferior a 0,150. Si los valores de absorbancia en
el pocillo vacio son superiores a 0,150, ello indica que el lavado no ha sido adecuado o que se han contaminado los
reactivos.

3. Los valores del anticuerpo anticardiolipina obtenidos para los sueros de control positivo y negativo deben estar
dentro de los limites que se indican en las etiquetas. Estos limites han sido establecidos de forma que engloben el
95% de los valores previstos, segun la variacién estadisticamente normal. Cabe esperar que se produzcan
pequefias desviaciones ocasionales con respecto a estos limites. Cada laboratorio establecera sus propios criterios
para aceptarlas o rechazarlas, en funcién de su experiencia con esta prueba.

4. Las muestras que presenten valores de anticuerpos anticardiolipina por encima del rango superior del calibrador
deberan ser reportadas como positivas con un valor “mayor a o igual al” valor estipulado en la etiqueta del
calibrador.

5. Es necesario calcular el factor de conversién en cada ciclo. Si se emplea el de otro ciclo o se intercambian los
factores de conversion de GPL y MPL, los resultados no seran validos.

6. Cada laboratorio debera establecer y mantener sus propios rangos de referencia (normal), en funcién de la
poblacién de pacientes y de otros factores locales. Véase “Caracteristicas del rendimiento, Especificidad clinica”
como ejemplo.

Rangos de referencia

La significancia clinica de los anticuerpos anticardiolipina sigue siendo objeto de investigacién. Sin embargo, la mayoria
de los investigadores convienen que la significancia clinica del hallazgo de niveles bajos de los anticuerpos
anticardiolipina es poco concluyente (17, 18).

De acuerdo con los resultados de nuestros estudios (véase "caracteristicas de funcionamiento"), y la observacién que
los pacientes con el sindrome de Antifosfolipido tienen generalmente

niveles medios a altos de anticuerpos anticardiolipina (17), Immunno Concepts recomienda los siguientes rangos de
referencia:

Nivel Alto = Sobre 80 GPL o unidades MPL
Nivel Moderado = 20 a 80 GPL o unidades MPL
Nivel Normal = Menos de 20 GPL o unidades MPL

Se sugiere que cada laboratorio realice un estudio normal para establecer su rango de referencia.

PREVALENCIA DE ANTICUERPOS PREVISTA

La asociacion entre los anticuerpos anticardiolipina y el lupus eritematoso sistémico ha sido demostrada en numerosos
estudios (1, 7, 8, 11-16). En estos estudios, la prevalencia de anticuerpos anticardiolipina de tipo IgG fue del 23% al
54% (media del 41,4%) y la prevalencia de anticuerpos anticardiolipina de tipo IgM fue del 5% al 41% (media del
25,5%). Probablemente las diferencias en la prevalencia que se observan en estos estudios se deben a los criterios de
seleccién de los pacientes, a la poblacion estudiada o a los niveles de anticuerpos que se consideraron significativos.
Se utilizé el sistema de analisis de anticuerpos anticardiolipina de Immuno Concepts para evaluar muestras de suero de
58 pacientes atendidos en consultas de reumatologia. Esta poblacion de pacientes fue elegida por padecer
enfermedades reumaticas clinicas, pero no por una enfermedad concreta ni por presentar antecedentes trombaéticos.

En esta poblacién, 56 muestras (96,6%) fueron negativas para los anticuerpos anticardiolipina de tipo 19G (27 muestras
con menos de 5 unidades GPL, y 29 muestras con 5-20 unidades GPL), dos muestras presentaron niveles moderados
(3,4%) y ninguna dio niveles elevados. Una muestra (1,7%) dio positivo para los anticuerpos anticardiolipina de tipo IgM
a nivel moderado.



1. No es posible hacer un diagnéstico basandose sélo en la deteccidon de anticuerpos anticardiolipina. El médico debe
interpretar estos resultados en el contexto de la historia y los sintomas del paciente, los hallazgos fisicos y otros
procedimientos diagndsticos.

2. No se debe iniciar un tratamiento basandose exclusivamente en un resultado positivo del analisis de anticuerpos
anticardiolipina. Antes de iniciar un tratamiento hay que tener en cuenta las indicaciones clinicas, otros hallazgos de
laboratorio y la impresién clinica del médico.

3. Si el paciente da negativo para los anticuerpos anticardiolipina pero los hallazgos clinicos sugieren la presencia de
anticuerpos antifosfolipidos, algunos investigadores recomiendan evaluar el anticoagulante Iupico para confirmar
los resultados negativos para los Ac anticardiolipina. Si los anticuerpos anticardiolipina o el anticoagulante Iupico
dan positivo, se considera que el paciente es positivo para los anticuerpos antifosfolipidos (1).

4. Los pacientes con sifilis serolégicamente positiva pueden dar positivo en el analisis de anticuerpos anticardiolipina.
En general, se considera que estos pacientes no presentan un aumento del riesgo de trombosis, como se observa
en los pacientes reumaticos con anticuerpos anticardiolipina. Se evaluaron diecisiete muestras de pacientes con
sifilis activa o serolégica confirmada (Ac FTA y/o MHA-TP positivas) mediante el sistema de analisis de anticuerpos
anticardiolipina de tipo 19G e IgM RELISA® de Immuno Concepts. Doce (70,6%) de estas muestras dieron positivo
para los anticuerpos anticardiolipina de tipo IgG, y tres (17,6%) para los de tipo IgM, ademéas de los anticuerpos de
tipo 1gG. El diagndstico de sifilis debe ser confirmado o descartado mediante la prueba concreta de anticuerpos
antitreponema.

5. Muchas infecciones pueden provocar la presencia transitoria de anticuerpos anticardiolipina. Si un paciente da
positivo mientras presenta signos clinicos de infeccién, se repetira la prueba cuando la infeccién haya
desaparecido.

6. El factor reumatoide puede interferir con las pruebas de deteccién de anticuerpos IgM en fase sdlida, ofreciendo
resultados falsos positivos.

7. En estudios publicados sobre pacientes con lupus eritematoso sistémico, se ha informado de que la prevalencia de
anticuerpos anticardiolipina de tipo 1gG fue del 23% al 54%, y la de tipo IgM, del 5% al 41%.

8. Laimportancia clinica de los anticuerpos anticardiolipina sigue siendo objeto de investigacion. El nivel de
anticuerpos detectado con este sistema de analisis no indica necesariamente la intensidad o la duracién de la
enfermedad.

ESPECIFICIDAD CLINICA

Controles normales: Se aplicé el sistema de analisis de anticuerpos anticardiolipina de Immuno Concepts a las
muestras de suero de 330 donantes de sangre sanos. En este grupo de individuos, 327 muestras (99,1%) fueron
negativas para los anticuerpos anticardiolipina de tipo IgG (246 muestras con menos de 5 unidades GPL, y 81 muestras
con 5-20 unidades GPL), 3 muestras presentaron niveles moderados (0,9%) y ninguna dio niveles elevados. Al medir la
IgM, 329 muestras (99,7%) fueron negativas para los anticuerpos anticardiolipina de ese tipo (318 muestras con menos
de 5 unidades GPL, y 11 muestras con 5-20 unidades GPL), una presentd niveles moderados (0,3%) y ninguna dio
niveles elevados.

Controles de enfermedades reumaticas: Se aplico el sistema de analisis de anticuerpos anticardiolipina de Immuno
Concepts a muestras de suero de 20 pacientes con enfermedades reumaticas distintas del LES y sin antecedentes de
episodios trombdticos. Ninguna de las muestras dio positivo para los anticuerpos anticardiolipina de tipo IgG ni IgM.

SENSIBILIDAD CLINICA

Se utilizé el sistema de analisis de anticuerpos anticardiolipina de Immuno Concepts para evaluar muestras de suero de
58 pacientes atendidos en consultas de reumatologia. Esta poblacion de pacientes fue elegida por padecer
enfermedades reumaticas clinicas, pero no por una enfermedad concreta ni por presentar antecedentes trombaéticos.
En esta poblacién, 56 muestras (96,6%) fueron negativas para los anticuerpos anticardiolipina de tipo IgG (27 muestras
con menos de 5 unidades GPL, y 29 muestras con 5-20 unidades GPL), dos muestras presentaron niveles moderados
(3,4%) y ninguna dio niveles elevados. Una muestra (1,7%) dio positivo para los anticuerpos anticardiolipina de tipo IgM
a nivel moderado.

Estas mismas muestras fueron analizadas con un método anticardiolipina ELISA de referencia, que detecté la
presencia de anticuerpos anticardiolipina de tipo IgG en las mismas dos muestras, y los de tipo IgM en la misma
muestra que nuestro analisis. Por consiguiente, el sistema de Immuno Concepts demostré una sensibilidad del 100% y
una especificidad del 100% para los anticuerpos anticardiolipina de ambos tipos, en comparacion con el método de
referencia.



Se aplico el sistema de analisis de anticuerpos anticardiolipina de Immuno Concepts a muestras de suero de 32
pacientes con LES y antecedentes de un episodio trombdtico como minimo. Siete de estas muestras presentaron un
nivel moderado de anticuerpos anticardiolipina de tipo IgG. Ademas de los anticuerpos anticardiolipina de tipo 1gG, una
muestra presenté un nivel moderado de tipo IgM.

PRECISION

Se evaluaron ocho muestras con valores conocidos de anticuerpos anticardiolipina de tipo IgG en nueve ocasiones
distintas. Para estas muestras, el coeficiente de variacion (CV) entre pruebas fue del 6,4% al 10,4% (media de 9,2%), y
el CV entre pruebas para los valores en GPL fue del 1,9% al 10,0% (media del 8,7%).

Se evaluaron ocho muestras con valores conocidos de anticuerpos anticardiolipina de tipo IgM en nueve ocasiones
distintas. Para estas muestras, el coeficiente de variacion (CV) entre pruebas para los valores de la absorbancia fue del
8,0% al 10,0% (media del 8,7%), y el CV entre pruebas para los valores en MPL fue del 6,1% al 10,0% (media del
7,7%). Se tomaron dos muestras positivas para anticuerpos anticardiolipina de tipo 19G y otras dos positivas para los de
tipo IgM, y cada una fue analizada en diez ocasiones. En la Tabla 1 se recogen los resultados del coeficiente de
variacion (CV) para estas muestras.

TABLA 1
Muestra Nivel de CV entre CV entre pruebas
anticardiolipina pruebas (abs) (unidades)
IgG positivo bajo 13 unidades GPL 2,4% 51%
IgG positivo moderato 70 unidades GPL 9,6% 7,1%
IgM positivo bajo 9 unidades MPL 5,0% 11,5%
IgM positivo moderato 25 unidades MPL 9,5% 7,0%

RECUPERACION

Se disolvieron dos muestras con niveles de GPL conocidos (una con nivel bajo y otra con nivel moderado) con partes
iguales de estandares que contenian cantidades conocidas de anticuerpos anticardiolipina de tipo IgG. En la Tabla 2 se
recogen los datos calculados, observados y de recuperacion.

TABLA 2
Muestra GPL GPL Recuperacion
calcolado | osservado (%)
Positivo bajo - 9,0 -
Positivo bajo +10 10 11,0 110
Positivo bajo +20 14,5 14,3 99
Positivo bajo +40 24,5 25,3 103
Positivo bajo +60 34,5 35,7 103
Positivo moderato - 54,0 -
Positivo moderato +10 32,0 32,3 101
Positivo moderato +20 37,0 38,1 103
Positivo moderato +40 47,0 46,4 99
Positivo moderato +60 57,0 57,7 101

Se disolvieron dos muestras con niveles de MPL conocidos (una con nivel bajo y otra con nivel moderado) con partes
iguales de estandares que contenian cantidades conocidas de anticuerpos anticardiolipina de tipo IgM. En la Tabla 3 se
recogen los datos calculados, observados y de recuperacion.

TABLA 3
Muestra MPL MPL Recuperacion
calcolado | osservado (%)
Positivo bajo - 8,0 -
Positivo bajo +5 7,5 7,3 97
Positivo bajo +10 9,0 9,2 102
Positivo bajo +20 14,0 14,3 102
Positivo bajo +30 19,0 18,8 99
Positivo moderato - 25,0 -
Positivo moderato +5 15,0 14,5 97
Positivo moderato +10 17,5 17,9 103
Positivo moderato +20 22,5 221 98
Positivo moderato +30 27,5 27,8 101
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Todas las muestras (incluida la soluciéon tampoén de lavado) y los micropocillos deben estar a temperatura
ambiente antes de su empleo.

PREPARACION DE LA HOJA DE TRABAJO

Marque la hoja de trabajo que se adjunta con el kit, para indicar la
localizacién de las muestras en los micropocillos. Habra un pocillo
vacio en las determinaciones de IgG y otro en las de IgM.
Recomendamos que todas las determinaciones de anticuerpos
anticardiolipina de tipo IgG e IgM en muestras de pacientes, en el
calibrador y en el control se analicen por duplicado, hasta que se
alcance una precision aceptable en su laboratorio.

PREPARACION DEL TAMPON DE LAVADO (PBS)

Disuelva el contenido de una bolsa de tampén en un litro de agua
desionizada o destilada. El tampén PBS se puede tapar y conservar a
2-25°C durante cuatro semanas como maximo.

MUESTRAS DE PACIENTES DILUIDAS

Disuelva las muestras de pacientes a 1:100 afiadiendo 10 pl de suero a
990 pl de disolvente de muestras. Mezcle bien. Los controles y el
calibrador se entregan a la dilucién de trabajo, por lo que no es
necesario disolverlos.

PREPARACION DE LOS MICROPOCILLOS

Saque de la bolsa el numero requerido de tiras de micropocillos y
coloquelos en el soporte provisto. Los micropocillos deben quedar
firmemente sujetos en el soporte. Precione firmemente ambos lados de
cada tira de forma que encajen bien dentro del soporte. Si emplean
pocillos individuales o menos de una tira completa de pocillos
asegurese de que queden bien encajados. Los pocillos que estan bien
encajados no se caeran si voltea el soporte al revés. Si se necesitan
menos de ocho pocillos se pueden separar los que sean necesarios.
Los pocillos sin usar se pueden regresar a la bolsa de aluminio con el
sobrecito disecante, cerrandolo con el sello de cierre (cremallera), y
refrigerandolo hasta un maximo de 45 dias.

DISPENSACION DE LAS DILUCIONES DE SUERO

Ponga 100 pl del calibrador, los controles y las muestras de pacientes
en los pocillos correspondientes, como se describe en la hoja de
trabajo. Ponga 100 pl de disolvente de muestras en el pocillo que no
lleva reactivo.

INCUBACION DE LOS MICROPOCILLOS (30 minutos a temperatura
ambiente, es decir, 18-25°C)

Incube a temperatura ambiente durante 30 minutos. Durante la
incubacién, la temperatura no podra sufrir cambios bruscos. Si se
desea, se pueden tapar los pocillos con cinta transparente o con toallas
de papel para protegerlos del polvo u otros cuerpos extrafios.

LAVADO DE LOS MICROPOCILLOS (véanse las Observaciones
generales sobre el procedimiento 5y 6)

Lave los pocillos de 3 a 5 veces con soluciéon tampén de lavado PBS.
Para el lavado manual, aspire el contenido de los pocillos y a
continuacion lave cada uno con soluciéon tampoén de lavado. Evite la
contaminacién cruzada de los pocillos, sobre todo en el lavado
siguiente a la aspiracion. Elimine todo el tampdn de los pocillos
dandoles la vuelta; los residuos de tampén de lavado se quitan con un
movimiento brusco de la mufieca. Repita estos pasos hasta un total de
3 a 5 lavados. A continuacion, se pasara con fuerza una toalla de papel
u otro material absorbente por los pocillos para retirar todo vestigio de
tampon de lavado.

10.

1.

12.

13.

14.

DISPENSACION DE REACTIVO CON ANTICUERPOS
ENZIMATICOS

Ponga 100 pl de reactivo con anticuerpos enzimaticos anti-IgG en los
siguientes pocillos: sin Ig9G, calibrador de GPL, controles de IgG y
muestras de IgG de los pacientes. Ponga 100 pl de reactivo con
anticuerpos enzimaticos anti-IlgM en los siguientes pocillos: sin IgM,
calibrador de MPL, controles de IgM y muestras de IgM de los
pacientes.

INCUBACION DE LOS MICROPOCILLOS (30 minutos a temperatura
ambiente, es decir, 18-25°C)

Incube a temperatura ambiente durante 30 minutos. Durante la
incubacion, la temperatura no podra sufrir cambios bruscos. Si se
desea, se pueden tapar los pocillos con cinta transparente o con toallas
de papel para protegerlos del polvo u otros cuerpos extrafios.

LAVADO DE LOS MICROPOCILLOS

Lave los pocillos de 3 a 5 veces con soluciéon tampén de lavado PBS.
Para el lavado manual, aspire el contenido de los pocillos y a
continuacion lave cada uno con soluciéon tampoén de lavado. Evite la
contaminacién cruzada de los pocillos, sobre todo en el lavado
siguiente a la aspiracion. Elimine todo el tampdn de los pocillos
dandoles la vuelta; los residuos de tampén de lavado se quitan con un
movimiento brusco de la mufieca. Repita estos pasos hasta un total de
3 a 5 lavados. A continuacion, se pasara con fuerza una toalla de papel
u otro material absorbente por los pocillos para retirar todo vestigio de
tampon de lavado.

DISPENSACION DE LA SOLUCION SUSTRATO

Utilizando un cronémetro para que los intervalos sean homogéneos,
ponga 100 pl de solucién de sustrato en cada pocillo. La solucion de
sustrato se incorporara a los pocillos a velocidad constante, de forma
que todos se sometan al mismo tiempo de incubacion (15 minutos). La
solucién de sustrato incubada en pocillos con muestras positivas se
volvera de color azul, y si son muestras negativas, seran incoloras o de
azul muy claro.

INCUBACION DE LOS MICROPOCILLOS (15 minutos exactamente a
temperatura ambiente, es decir, 18-25°C)

Incube a temperatura ambiente durante 15 minutos exactamente.
Durante la incubacién, la temperatura no podra sufrir cambios bruscos.

DISPENSACION DEL REACTIVO DE PARADA

Cuando el primer pocillo haya sido incubado durante 15 minutos
exactos, afiada 100 pl de reactivo de parada a cada pocillo, en el
mismo orden y a la misma velocidad en que se afiadio la solucion de
sustrato a los pocillos. Tras afiadir el reactivo de detencion, la solucion
de sustrato azul se volvera amarilla y la incolora permanecera tal cual.

INTERPRETACION DE LA ABSORBANCIA DE LOS POCILLOS

En los treinta minutos siguientes a la adicién del reactivo de parada, los
pocillos deben ser medidos en un espectrofotémetro de lectura de
placas. Los pocillos se mediran a 450 nm, frente al pocillo sin reactivo.
Si se dispone de un espectrofotémetro con doble longitud de onda, la
del filtro de referencia debe ser de 600-650 nm. Si se leen los
micropocillos a 450 nm sin filtro de referencia, los valores de la
absorbancia seran mas elevados.
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