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ENA RELISA® SISTEMA MULTIPARAMETRICO DE DETECCION
SELECTIVA DE ANTICUERPOS ANTI Sm RNP SSA/Ro SSB/La Scl-70 Jo-1

Para uso diagnéstico in vitro
Para El Uso Profesional
Numero de catalogo: 7096-09 (96 pocillos) y 7696-09 (576 pocillos)

USO PREVISTO: Se trata de un sistema de analisis inmunoenzimatico (EIA) para la deteccién de anticuerpos contra
los antigenos nucleares extraibles Sm (Smith), RNP, SSA/Ro, SSB/La, Scl-70 y and Jo-1 en suero humano. Los
resultados de esta prueba se pueden utilizar como complemento del diagnéstico de enfermedades autoinmunitarias.

RESUMEN Y EXPLICACION DE LA PRUEBA

Los anticuerpos anti-ENA se han asociado a diversos sindromes autoinmunitarios, y parecen tener un significado
diagnéstico y/o pronéstico 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). Se ha utilizado el analisis de anticuerpos antinucleares (ANA) para hacer una deteccién selectiva de
estos anticuerpos, pero en dicho analisis no se especifica el anticuerpo, y algunos anticuerpos contra determinados
ENA no dan positivo en el analisis de ANA (11, 12). Por eso es muy recomendable realizar una evaluacién secundaria
de confirmacién de los anticuerpos anti-ENA (13).

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 (14). Se considera que los anticuerpos contra el
antigeno Sm son marcadores serolégicos especificos, debido a su elevado grado de especificidad por el lupus
eritematoso sistémico (LES). Estos anticuerpos se observan en hasta el 30% de los pacientes con LES, y se han
asociado a nefropatias activas y a cerebritis (15-17).

En el suero de pacientes con LES es frecuente encontrar anticuerpos anti-Sm junto con anticuerpos anti-U1-RNP (18,
19). Al contrario que los anticuerpos anti-Sm, los anticuerpos anti-RNP no se consideran marcadores serolégicos
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 (20, 21).

Originalmente, SSA y SSB fueron descritos como antigenos nucleares de proteinas del ARN en pacientes con
sindrome de Sjogren (6, 7). Ro y La fueron descritos como antigenos citoplasmicos de proteinas del ARN en pacientes
con LES (22, 23). En la actualidad se suele aceptar que SSA y Ro son analogos, que SSB y La también lo son, y que
estos antigenos se encuentran tanto en el nicleo como en el citoplasma. Se encuentran anticuerpos contra SSA/Ro
solo o contra SSA/Ro y SSB/La en hasta el 62% de los pacientes con lupus cutaneo subagudo (24), y en el 85% de los
pacientes con sindrome de Sjogren que presentan vasculitis (25).
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Se observan anticuerpos contra SSA/Ro solo en pacientes con déficit homozigoético de la fraccidon C2 del complemento
(26), en pacientes con cirrosis biliar primaria que desarrollan sindrome de Sjégren (27) y en hasta dos tercios de los
pacientes con “LES sin ANA” (28). El auto-antigeno SSA/Ro es un complejo de la proteina Ro60 y de la proteina Ro52
con ribonucleoproteinas pequefias. Este complejo en ocasiones es llamado el “complejo SSA/Ro hY-RNA” y también
incluye la proteina SSB/La. Ro60 esta altamente relacionada con el complejo SSA/Ro hY-RNA, pero Ro52 esta
solamente asociada de forma leve con este complejo (29).

Se ha descubierto que el antigeno Scl-70 es una enzima celular, la ADN topoisomerasa | (30). Se han observado
anticuerpos anti-Scl-70 en hasta el 56% de los pacientes con esclerosis sistémica progresiva (ESP), sobre todo en el
subgrupo que presenta esclerodermia difusa (31). Se considera que estos autoanticuerpos son marcadores de la ESP,
pues no se observan en otras enfermedades del tejido conjuntivo.

Los anticuerpos anti-Jo-1, que es la enzima celular histidil ARNt sintetasa, se encuentran en el 25-30% de los pacientes
con polimiositis o0 dermatomiositis, pero no en otras miopatias (11, 32). También se ha demostrado que los anticuerpos
anti-Jo-1 presentan una elevada asociacién con las neumopatias intersticiales que se observan en asociacion a las
miositis (32).

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

Se trata de un EIA cualitativo indirecto. La superficie de los micropocillos ha sido recubierta con un preparado
estabilizado de antigenos nucleares extraibles purificados en funcién de su afinidad, que actia como antigeno en este
sistema. Se disponen muestras diluidas de los pacientes en los micropocillos, y se incuban permitiendo que los
anticuerpos especificos de la muestra reaccionen con el antigeno de la fase soélida. Tras lavar para retirar el anticuerpo
no ligado y otras proteinas del suero, se incuban los pocillos con anticuerpos humanos de cabra, marcados con
peroxidasa de rabano. El preparado de anticuerpos conjugados con peroxidasa de rabano que se incluye en sistema de
evaluacion es especifico de las cadenas ligeras y pesadas de la IgG humana.

Tras la incubacién con los conjugados de peroxidasa de rabano, y si los resultados son positivos, se forma un complejo
estable con tres partes, a saber: Este complejo esta compuesto por anticuerpo antihumano conjugado con peroxidasa
de rabano unido al anticuerpo anti-ENA humano, unido a su vez al antigeno estabilizado en la superficie de plastico.

Tras otro paso de lavado, se detecta el complejo anadiendo una solucién de tetrametilbenzidina (TMB) y H,O, como
sustrato cromogeno. El grado de aparicion del color en cada pocillo es proporcional a la concentracion de anticuerpos
anti-ENA en cada muestra de suero. Cada micropocillo es analizado en un espectrofotémetro a 450 nm.

COMPONENTES DEL SISTEMA - MATERIALES
SUMINISTRADOS

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 recubiertas con antigeno nuclear extraible : Numero de catalogo 7008-09. Contiene
un soporte de micropozos con doce tiras de ocho pozos cada una, recubiertos con soluciones estabilizadas de
antigenos nucleares extraibles purificados en funcion a su afinidad. Cada tira de ocho pocillos es usada para un solo
control o muestra de paciente. Las tiras sin usarse 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 de muestras [SOLN|DIL}: Numero de catalogo 7015 (14 ml). Disolvente para muestras tamponado
patentado, para disolver las muestras de los pacientes.

Reactivo enzimatico para anticuerpos, especifico de las cadenas ligeras y pesadas de la lgG humana
CONJ|HRP}: Numero de catalogo 7009-09 (14 ml). IgG antihumana (L y P), conjugada con peroxidasa de rabano
(HRP). Listo para usar.

Solucién de sustrato @ @ - Numero de catalogo 7035 (14 ml). Solucién de sustrato enzimatico
especifica de HRP, que contiene 3,3’,5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) estabilizada y peréxido de hidrégeno (H205). 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.
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Reactivo de parada |[SOLN|STOP ‘i 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.

Control positivo para multiples parametros de ENA [CONTROL| + |: Numero de catalogo 7021-09 (2 ml). Suero de
control positivo humano que contiene anticuerpos contra los antigenos Sm, RNP, SSA/Ro, SSB/La, Scl-70 y Jo-1. Este
suero se presenta en dilucion de trabajo, listo para usar.

Control negativo para ENA |CONTROL] - |: Numero de catalogo 7031 (2 ml). Suero de control negativo humano que
no contiene anticuerpos contra los antigenos Sm, RNP, SSA/Ro, SSB/La, Scl-70 y Jo-1. Este suero se presenta en
dilucion de trabajo, listo para usar.

ELEMENTOS NO REACTIVOS
Soporte para micropocillos

Solucién tampén de lavado:

Tampoén 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 tampdn con cada placa
de 96 micropocillos, en kits de analisis completos).

Concentrado de tampoén de lavado [SOLN|WASH|: Numero de catalogo 1031 (10 ml). Soluciéon de Tween 20 al 5%,
para utilizar en el tampon de lavado. (Se suministran dos viales de concentrado de tampdn con cada lamina de 96
micropocillos, en kits de analisis completos).

Preparacion: Disuelva el contenido de una bolsa de polvo tampdn en un litro de agua desionizada o destilada.
Anada todo el contenido de un frasco de concentrado de tampdn de lavado al PBS disuelto. Mezcle bien y conserve
a 2-25°C durante 4 semanas como maximo, o hasta que aparezcan signos de contaminacion u otras alteraciones
visibles. La solucion tampodn de lavado debe estar a temperatura ambiente (18-25°C) antes de su empleo.

OTROS MATERIALES NECESARIOS - PERO QUE NO SE
SUMINISTRAN

Pipetas volumétricas de precision para dispensar volumenes de 25-1000 pl

Frasco flexible para anadir tampdn de lavado a los micropocillos, o un sistema de lavado automatico o semiautomatico
para micropocillos

Envase de un litro para la solucion tampdn de lavado 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

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. Todas las muestras de paciente deben ser manipuladas segun el nivel 2 de bioseguridad, segun se 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. Ladisolucion de los componentes o su sustitucidn por otros distintos de los suministrados con el sistema puede
arrojar resultados incoherentes.



4. Enlos sueros de control se emplea azida sddica (0,09%) como conservante. La azida sddica 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 téxica en caso de ingestion.

5. Este kit es para uso diagnéstico in vitro.

6. 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.

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

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

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

10. La contaminacion cruzada de los reactivos o de las muestras puede dar resultados falsos. Las muestras deben

permanecer en los micropocillos durante el analisis.

11. 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.

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

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

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

15. 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 precaucion. Manténgase fuera del
alcance de los nifios. En caso de contacto con los ojos, lavar inmediatamente con agua abundante y acudir al
meédico. No afadir agua a este reactivo en ningun caso.

OBTENCION DE MUESTRAS

Obtencion: La muestra ideal es suero. Se obtendran aproximadamente 5 ml de sangre por venipuncién 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.

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.

OBSERVACIONES GENERALES SOBRE EL PROCEDIMIENTO

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 tampdn de los pocillos dandoles la vuelta; los residuos
de tampédn 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.

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

El tiempo 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. Se recomienda utilizar pipetas multicanal, pues facilitan la manipulacion de las muestras y los reactivos.
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 30
minutos para cada pocillo. Todas las muestras y reactivos deben dispensarse con la misma secuencia y a velocidad
constante.

INTERPRETACION DE LOS RISULTADOS

CONTROL DE CALIDAD

1.

El pocillo de control vacio debe presentar un valor de absorbancia inferior a 0,250. Si los valores de absorbancia en
el pocillo vacio son superiores a 0,250, ello indica que el lavado no ha sido adecuado o que se han contaminado los
reactivos.

Se resta la absorbancia del pocillo de control vacio (fila A) de la absorbancia del pocillo de verificacién del
procedimiento RELISA® (RPC) (fila B) y de cada pocillo con antigeno (filas C a H). Los valores netos inferiores a
cero se consideran cero.

La absorbancia neta del pocillo de verificacidon del procedimiento RELISA® (RPC) (fila B) debe ser superior a 0,300.
Si es inferior, la aparicion del color no es adecuada y el ciclo no es valido. Si la aparicién del color no es adecuada
suele deberse a que los reactivos estan frios o a que la duracidon de uno o mas pasos de la prueba no ha sido
correcta. Deje que los reactivos alcancen la temperatura ambiente (18-25°C) y repita el ciclo prestando especial
atencion a la duracién de todos los pasos.

Los valores netos de la absorbancia se multiplican por 100 para obtener el valor de cada antigeno en unidades
ENA.

El suero de control positivo es una mezcla de sueros humanos que contiene anticuerpos contra los seis
autoantigenos de este analisis. Cada pocillo con antigeno debe mostrar un valor de 30 unidades ENA o mas.

El suero de control negativo es una mezcla de sueros humanos que no contiene anticuerpos contra ninguno de los
seis autoantigenos de este analisis. Cada pocillo con antigeno debe mostrar un valor inferior a 20 unidades ENA.
Cada laboratorio establecera la frecuencia con la que debe utilizar los sueros de control positivo y negativo, en
funcién de la frecuencia con la que se analicen muestras de pacientes y de la experiencia del laboratorio con esta
prueba.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DEL PACIENTE

1.

Se trata de un andlisis cualitativo. Los niveles de anticuerpos detectados carecen de significado clinico, y las cifras
obtenidas en unidades sdlo sirven para separar a los pacientes en los siguientes tres grandes grupos: Los pocillos
con muestras de pacientes que presentan valores calculados superiores a 30 unidades ENA se consideran
positivos. Los pocillos con muestras de pacientes que presentan valores calculados inferiores a 20 unidades ENA
se consideran negativos. Los valores entre 20 y 30 unidades se consideran positivos en el limite, y obligan a repetir
la prueba. Cada laboratorio debera establecer sus propios limites de referencia y valores de corte, en funcion de la
poblacién de pacientes evaluada. Los valores resultan afectados por factores de los pacientes, consideraciones
mecanicas (como la exactitud y precision del pipeteado) y las condiciones del analisis (como la temperatura y la
cronologia de los pasos).

Los pocillos de Sm y Sm/RNP se utilizan juntos para determinar la presencia de estos dos autoanticuerpos. Si el
pocillo Sm/RNP es positivo y el Sm es negativo, el paciente tiene anticuerpos anti-RNP. Si los dos pocillos son
positivos y los valores son aproximadamente iguales, el paciente tiene anticuerpos anti-Sm. Si los dos pocillos son
positivos y el pocillo Sm/RNP presenta 30 unidades ENA o una cifra superior a la del pocillo Sm, es indicativo de la
presencia de autoanticuerpos anti-Sm y anti-RNP.

Si los pocillos de Sm y de Sm/RNP estan en la absorbancia maxima o cerca de su absorbancia maxima, puede
haber una pérdida de discriminacion entre el pocillo de Sm y el de Sm/RNP. En este caso, la presencia o la
ausencia de los anticuerpos RNP ya no podra ser determinada con precision por medio de la resta de los valores
de Sm de los valores de Sm/RNP. La presencia de ambos anticuerpos se puede confirmar con el sistema de
inmunodifusién AUTO-ID® de Immuno Concepts, numero de catalogo 6030.

Los demas pocillos estan recubiertos con antigenos monoespecificos purificados en funcién de su afinidad, y solo
reaccionan con el anticuerpo homologo. Pero en el LES y otros sindromes autoinmunitarios es frecuente ver sueros
de pacientes con multiples anticuerpos, por lo que un suero individual puede dar una reaccién positiva en mas de
un pocillo.



4. Los pocillos estan recubiertos con antigenos purificados en funcion de su afinidad, en el siguiente orden, de arriba
(pocillo A, y extremo de la tira continuo) a abajo (pocillo H, y extremo de la tira con escotaduras):

Pocillo A — Control Vacio

Pocillo B — Verificacion del Procedimiento RELISA® (RPC)
Pocillo C —Sm

Pocillo D — Sm/RNP

Pocillo E — SSA/Ro (Ro60 and Ro52)

Pocillo F — SSB/La

Pocillo G — Scl-70

Pocillo H - Jo-1

NOTIFICACION DE LOS RESULTADOS
Se indicara si el resultado es positivo o negativo para los anticuerpos correspondientes a los antigenos nucleares
extraibles. Los niveles de anticuerpos carecen de significado clinico conocido.

VALORES ESPERADOS

La incidencia de autoanticuerpos contra los diversos antigenos nucleares varian en funcion de la poblacion de
pacientes y de la incidencia de enfermedades reumaticas clinicas en esa poblacion. En tabla 1 se resume la asociacion
de los anticuerpos a las enfermedades reumaticas concretas.

Tabla 1
Anticuerpos anti: Asociacion a enfermedades:

Sm | Anticuerpo marcador muy especifico que se observa en el
25-30% de los pacientes con LES
U1-RNP | Enfermedades mixtas del tejido conjuntivo >95%; LES 35%;
menor frecuencia en el lupus discoide o la esclerosis
sistémica progresiva (ESP)
SSA/Ro | Sindrome de Sjégren 60-70%; LES 50%
SSB/La | Sindrome de Sjégren 40-50%; LES 15%

Scl-70 | Anticuerpo marcador muy especifico que se observa en el
15-20% de los pacientes con ESP
Jo-1 | Anticuerpo marcador muy especifico que se observa en el
25-30% de los pacientes con polimiositis o
dermatomiositis

LIMITES DE REFERENCIA

Los limites de referencia se han establecido a partir de sueros de 206 donantes de sangre sanos, 105 mujeres y 101
varones, ninguno de los cuales presentaba antecedentes de enfermedades reumaticas. Ademas, se obtuvieron datos
de 143 pacientes con enfermedades reumaticas que presentaban anticuerpos contra uno o mas de los antigenos de
estos analisis, pero no para los demas. Basandose en estos datos, se establecieron los valores de corte normales en
<20 unidades ENA. La buena practica exige que cada laboratorio establezca sus propios limites de normalidad en
funcion de su poblacion de pacientes y de otros factores locales.

LIMITACIONES DE LA PRUEBA

1. No es posible hacer un diagnéstico basandose sélo en la deteccidn de anticuerpos contra antigenos nucleares
extraibles. El médico debe interpretar estos resultados en el contexto de la historia y los sintomas del paciente, los
hallazgos fisicos y otros procedimientos diagnésticos.

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

3. Algunos pacientes con enfermedades autoinmunitarias pueden presentar niveles indetectables o insignificantes de
anticuerpos contra los antigenos nucleares extraibles, y algunos individuos pueden presentar niveles elevados con
escasos o nulos datos de enfermedad. El médico debe interpretar estos resultados en el contexto de la historia y
los sintomas del paciente, los hallazgos fisicos y otros procedimientos diagndsticos.

4. El nivel de anticuerpos detectado con este sistema de analisis no indica necesariamente la intensidad o la duracion
de la enfermedad.



CARACTERISTICAS DEL RENDIMIENTO

Se comparoé el sistema de deteccion selectiva RELISA® de Immuno Concepts con otros analisis ELISA similares
comercializados, con los analisis de doble inmunodifusién y contrainmunoelectroforesis realizados en laboratorios de
referencia, y con los resultados obtenidos por inmunotransferencia (método de Western) con un método local. Para
determinar los resultados previstos o “correctos” para cada muestra evaluada se tuvieron en cuenta los resultados de
todos los métodos y el diagndstico clinico del paciente. Segun estas comparaciones, se obtuvieron los siguientes datos.
Tabla 2.

Tabla 2

Anticuerpos Sensibilidad | Especificidad Acuerdo
anti: relativa: relativa: general:

Sm 97,0% 95,5% 95,8%

Sm/RNP 94,8% 94,1% 94,4%

SSA/Ro 100% 83,3% 96,5%

SSB/La 100% 95,9% 97,9%

Scl-70 100% 100% 100%

Jo-1 100% 100% 100%

Las discrepancias en la especificidad se atribuyen al aumento de la sensibilidad de los analisis ELISA en comparacion
con los métodos tradicionales, como la contrainmunoelectroforesis y la inmunodifusion.

REACTIVIDAD CRUZADA

Se utilizaron siete muestras para estudios de reactividad cruzada. Dichas muestras fueron bien caracterizadas por
inmunotransferencia de Western, CIE e inmunodifusién como sueros monoespecificos para cada uno de los
autoanticuerpos del sistema de deteccion selectiva RELISA®. No se observo reactividad cruzada en ninguna de las
muestras. Tabla 3.

Tabla 3

Muestra Antigenos
Sm Sm/RNP | SSA/Ro | SSB/La Scl-70 Jo-1
Anti Sm POS POS NEG NEG NEG NEG
Anti RNP NEG POS NEG NEG NEG NEG
Anti Sm/RNP | POS POS NEG NEG NEG NEG
Anti SSA/Ro | NEG NEG POS NEG NEG NEG
Anti SSB/La NEG NEG NEG POS NEG NEG
Anti Scl-70 NEG NEG NEG NEG POS NEG
Anti Jo-1 NEG NEG NEG NEG NEG POS

REPRODUCIBILIDAD

Se analizaron seis muestras de cada uno de los seis antigenos con tres nimeros de lote diferentes de tiras de
antigeno, en tres ocasiones diferentes. Dos muestras fueron negativas, pero préximas al valor de corte de 20 unidades
ENA; dos muestras fueron positivas, pero proximas al valor de corte de 20 unidades ENA; y otras dos fueron
claramente positivas, con valores superiores a 30 unidades ENA. No hubo ningin caso de muestra negativa que diera
resultados positivos; todos los demas positivos “en el limite” dieron resultados uniformes entre 20 y 30 unidades ENA; y
las muestras claramente positivas dieron resultados claramente positivos.
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PROCEDIMIENTO DE ANALISIS DE ENA RELISA®

Todas las muestras (incluida la solucién 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 9.
identificacion de cada tira de ocho micropocillos.

PREPARACION DE LA SOLUCION TAMPON DE LAVADO
(PBS-Tween)

Disuelva el contenido de una bolsa de tampdn PBS en un litro de
agua desionizada o destilada. Afiada todo el contenido de un
frasco de concentrado de tampodn de lavado al envase de un litro

de PBS disuelto. Mezcle bien. La solucion tampoén de lavado se 10.

puede tapar y conservar a 2-25 °C durante cuatro semanas como
maximo.

MUESTRAS DE PACIENTES DILUIDAS

Disuelva las muestras de pacientes a 1:40 afiadiendo 25 ul de
suero a 975 pl de disolvente de muestras. Mezcle bien. Los
controles se entregan a la dilucién de trabajo, por lo que no es
necesario disolverlos.

PREPARACION DE LAS TIRAS DE MICROPOCILLOS
Saque de la bolsa el nimero requerido de tiras de micropocillos y

coloquelos en el soporte provisto. Los micropocillos deben quedar 1.

firmemente sujetos en el soporte. Precione firmemente ambos
lados de cada tira de forma que encajen bien dentro del soporte.
Los pocillos que estan bien encajados no se caeran si voltea el
soporte al revés. Las tiras sin usarse 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 de muestra del paciente diluida en cada uno de los 12.

ocho pocillos de cada tira multiparamétrica.

INCUBACION DE LAS TIRAS (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 13.

desea se pueden tapar las tiras con cinta transparente o con
toallas de papel, para protegerlas del polvo u otros cuerpos
extrafios.

LAVADO DE LAS TIRAS (véanse las Observaciones generales
sobre el procedimiento 5 y 6)
Lave los pocillos de 3 a 5 veces con solucién tampén de lavado

PBS-Tween. Para el lavado manual, aspire el contenido de los 14.

pocillos y a continuacién lave cada uno con solucién tampén de
lavado. Evite la contaminacion 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 tampdén 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.

DISPENSACION DE REACTIVO CON ANTICUERPOS
ENZIMATICOS

Ponga 100 pl de reactivo con anticuerpos enzimaticos en cada
pocillo.

INCUBACION DE LAS TIRAS (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 las tiras con cinta transparente o con
toallas de papel, para protegerlas del polvo u otros cuerpos
extrafios.

LAVADO DE LAS TIRAS

Lave los pocillos de 3 a 5 veces con solucién tampén de lavado
PBS-Tween. Para el lavado manual, aspire el contenido de los
pocillos y a continuacién lave cada uno con solucién tampén de
lavado. Evite la contaminacion 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.

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 solucién de sustrato se incorporara a los pocillos a
velocidad constante, de forma que todos se sometan al mismo
tiempo de incubacién (30 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 LAS TIRAS (30 minutos exactamente a
temperatura ambiente, es decir, 18-25 °C)

Incube a temperatura ambiente durante 30 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 30 minutos
exactos, afiada 100 ul de reactivo de parada a cada pocillo, en el
mismo orden y a la misma velocidad en que se afiadié la solucién
de sustrato a los pocillos. Tras afiadir el reactivo de parada, la
solucién 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 adicion 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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