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SISTEMA DE ANALISIS RELISA® de anti-dsADN

Para el uso en diagnésticos in vitro
Unicamente para uso profesional
Numeros de catalogo: 7096-17 (96 pocillos) y 7696-17 (576 pocillos)

USO PREVISTO: Se trata de un sistema de analisis de inmunoensayo enzimatico para la determinacién de la presencia
de anticuerpos de dsADN en el suero humano. Este sistema de analisis se utilizara como una ayuda en el diagnéstico
del lupus eritematoso sistémico.

RESUMEN Y EXPLICACION DEL ANALISIS

Los pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES) pueden producir anticuerpos contra varios antigenos nucleares,
pero los que estan dirigidos contra el Sm (antigeno Smith) y contra el ADN bicatenario (dsADN) muestran la correlacion
mas elevada con la enfermedad (1). Los anticuerpos dirigidos contra el Sm muestran un patrén de tincion ANA moteado
mientras que los anticuerpos dirigidos contra el dsADN generalmente producen un patrén de tincion ANA homogéneo.
Aunque niveles bajos de anticuerpos de anti-dsADN se pueden encontrar en el suero de pacientes con artritis
reumatoide, sindrome de Sjogren, esclerosis sistémica progresiva, dermatomiositis, lupus eritematoso discoide y
enfermedad mixta de tejido conjuntivo (2), niveles elevados de estos anticuerpos se pueden encontrar Unicamente en
pacientes con lupus eritematoso sistémico (SLE). Se piensa que los anticuerpos dirigidos contra el dsADN participan en
la patogénesis de las variantes mas severas de SLE cuando se depositan en forma de complejos inmunes (3). Estos
anticuerpos se producen a titulos altos y al estar correlacionados con la actividad de la enfermedad (4), su deteccioén es
importante en el tratamiento de pacientes con SLE.

Existen numerosos ensayos para la deteccién de anticuerpos anti-dsADN. Entre los métodos que se utilizan mas a
menudo se incluye la inmunofluorescencia indirecta, el radioinmunoensayo, la contrainmunoelectroforesis y la
inmumodifusién (5-8) El sistema de analisis RELISA® de anti-dsADN de Immuno Concepts es un método de
inmunoensayo enzimatico (EIA) que detecta anticuerpos al dsADN en el suero.

PRINCIPIO DEL ANALISIS

Este analisis es un inmunoensayo enzimatico (EIA) indirecto. La superficie de los micropocillos se ha recubierto de
antigenos estabilizados de dsADN que se utilizaran a modo de sustrato antigénico en este sistema. Disoluciones de las
muestras del paciente se sitian en los micropocillos y se incuban para permitir que anticuerpos especificos de la
muestra reaccionen con los antigenos de la fase solida. Después de lavar los pocillos para eliminar anticuerpos que no
hayan reaccionado y otras proteinas del suero, se incuban con anticuerpos anti-humanos de cabra que se etiquetan
con peroxidasa de rabano. La preparacion de anticuerpos conjugados con peroxidasa de rabano que se incluye en el
sistema de analisis es especifica para las cadenas gama de la IgG humana.

Tras la incubacion con el conjugado de peroxidasa de rabano, si los resultados son positivos se forma un complejo
estable de tres partes. Este complejo estda compuesto por anticuerpos anti-humanos conjugados con peroxidasa de
rabano unidos a anticuerpos humanos al dsADN, que estan unidos a los antigenos estabilizados en la superficie
plastica.
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Después de un lavado posterior, el complejo se detecta mediante la adicidon de una solucién de tetrametilbenzidina
(TMB) y H,0O, como sustrato cromogénico. El grado de coloracién desarrollado en cada pocillo es proporcional a la
concentracion de anticuerpos al dsADN en cada muestra de suero. Se efectia una lectura de cada pocillo en un
espectrofotometro a 450 nm.

COMPONENTES DEL SISTEMA — MATERIALES
PROPORCIONADOS

Almacenamiento: Todos los componentes se deben almacenar en un ambiente refrigerado entre 2 y 10°C. No
congelar.

Estabilidad: Todos los componentes permaneceran estables durante al menos 12 meses a partir de la fecha de
fabricacion. No utilizar ningun componente pasada la fecha de caducidad.

REACTIVOS

Tiras de micropocillos recubiertos con dsADN : N° de catalogo 7008-17. Un bastidor de micropocillos que

contiene doce tiras de ocho micropocillos cada una, recubiertas con dsADN. Si para el analisis se requieren menos de

ocho pocillos, se pueden separar con tan sdlo partir las tiras. Las tiras que no se utilicen se pueden guardar en la bolsa
de papel de aluminio con el paquete de desecante, selladas con el sello de cremallera y refrigeradas hasta 45 dias.

Disolvente para muestras [SOLN|DIL}|: Numero de catalogo 7100 (100 ml). El disolvente tamponado de muestra
patentado se utiliza para diluir las muestras de los pacientes.

Reactivo enzimatico para anticuerpos, especifico para la cadena gama de la IgG humana |[CONJ|HRP}: Numero

de catalogo 7009-17 (14 ml). 1gG antihumana (especifica para la cadena gama) conjugada con peroxidasa de rabano
(HRP). El reactivo esta listo para su uso.

Solucién de sustrato @ @ : Numero de catalogo 7035 (14 ml). Una solucién sustrato con enzimas
especificos a la HRP que contiene 3,3’,5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) y perdxido de hidrogeno (H,0,). El reactivo esta

listo para su uso. 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 @ - Numero de catalogo 7033 (14 ml). Reactivo de parada patentado para
el sistema de analisis EIA de Immuno Concepts. El reactivo esta listo para su uso. PELIGRO: Material corrosivo. Este
reactivo contiene acidos hidroclérico y sulfurico (menos del 3% de cada uno en volumen) y se debe manipular con
cuidado. Mantener fuera del alcance de los nifios. En caso de entrar en contacto con los ojos, lavar inmediatamente y a
fondo con agua y consultar a un médico. No afiadir nunca agua a este reactivo.

Control positivo anti-dsADN |CONTROL] +|: Numero de catalogo 7021-17 (2 ml). Suero humano positivo de control
que contiene anticuerpos al dsADN. Este suero se encuentra a la disolucidn apropiada para su uso y esta listo para su
utilizacion. Consulte la etiqueta del frasco para ver el rango esperado en Unidades Internacionales/ml (Ul/ml).

Control negativo |CONTROL] - |: Numero de catalogo 7031 (2 ml). Suero humano negativo de control que no contiene
anticuerpos al dsADN.. Este suero se encuentra a la disolucion apropiada para su uso y esta listo para su utilizacién.

Suero de los calibradores 1 a 4 de anti-dsADN : Numeros de catalogo 7261-17, 7262-17, 7263-17 y 7264-17
(1,5 ml cada uno). Suero calibrador humano que contiene anticuerpos al dsADN. Estos sueros se encuentran a la
disolucién apropiada para su uso y estan listos para su utilizaciéon El calibrador 3 se puede utilizar a modo de calibrador
por puntos individuales. Estos sueros calibradores han sido probados en la referencia de la OMS de preparacién Wo80
para determinar la concentracion de anticuerpos en Unidades Internacionales / ml (Ul / ml). Consulte las etiquetas del
vial de ADN de doble cadena concentraciones de anticuerpos anti-en Ul / ml.

COMPONENTES NO REACTIVOS
Soporte de micropocillos

Soluciéon tamponada de lavado:

Tampoén PBS : N° de catalogo 1011. Polvo salino tamponado con fosfato (0,01 M, pH 7.4 £ 0.2). Cada
bolsa contiene el suficiente polvo tampdn para preparar un litro de solucion. (Se proporcionan dos bolsas de polvo
tampdn para cada placa de 96 pocillos en equipos completos de analisis)
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Concentrado tamponado de lavado [SOLNJWASH|: N° de catalogo 1031 (10 ml). Se debe utilizar una solucién de
Tween 20 al 5% en el tampdn de lavado. (Se proporcionan dos viales de concentrado tamponado para cada placa de
96 pocillos en equipos completos de analisis)

Preparacion: Disolver una bolsa de polvo tampdn en un litro de agua destilada o desionizada. Afiadir todo el
contenido de una botella de concentrado tamponado de lavado al PBS disuelto. Mezclar bien y conserve a 2-25°C
durante un periodo de hasta 4 semanas o hasta que se produzcan signos de contaminacion u otros cambios
visibles. La solucion tamponada de lavado debe estar a temperatura ambiente (18-25° C) antes de su utilizacion.

Uso: Todos los componentes estan listos para ser utilizados sin que sea necesario alicuotarlos o reconstituirlos
(excepto en el caso del tampon PBS que se ha de disolver en agua desionizada o destilada antes de su uso)

Estabilidad: Todos los componentes permaneceran estables durante al menos 12 meses a partir de la fecha de
fabricacion. No utilizar ningin componente pasada la fecha de caducidad.

MATERIALES ADICIONALES NECESARIOS— NO
PROPORCIONADOS

Pipeta volumétrica de precision para manejar volumenes entre 25y 1000 ul.

Botella exprimible para repartir la solucidon tamponada de lavado a los micropocillos o un sistema de lavado automatico
0 semiautomatico de los mismos.

Un contenedor de un litro para la soluciéon tamponada de lavado PBS

Agua destilada o desionizada

Un espectrofotdmetro de lectura de placas que sea capaz de realizar lecturas de absorbancia a 450 nm
Tubos de ensayo para preparar las disoluciones de suero

Papel secante o toallas de papel

Pipeta multicanal con capacidad para servir a 8 pocillos

Guantes desechables

Crondmetro de laboratorio

PRECAUCIONES

1. Todos los materiales de procedencia humana utilizados en este producto se han analizado y han dado negativo (no
reactivos repetidamente) en las pruebas de anticuerpos del virus de inmunodeficiencia humana 1 (VIH-1), del virus
de inmunodeficiencia humana 2 (VIH-2), del virus de hepatitis C (VCH) y de los antigenos de superficie de hepatitis
B (HBsAg) mediante métodos aprobados por la Agencia del Medicamento Estadounidense (FDA). Sin embargo,
ningun método de analisis puede garantizar completamente la ausencia de VIH-1, VIH-2, hepatitis C, hepatitis B u
otros agentes infecciosos. Por tanto, todos los materiales del equipo se deben manipular de la misma manera que
si pudieran ser infecciosos.

2. Todas las muestras de los pacientes deben manipularse con el nivel 2 de bioseguridad tal y como se recomienda
para cualquier espécimen de suero o sangre humano que pueda ser potencialmente infeccioso en los manuales de
los centros para el control de enfermedades o los institutos nacionales de salud: Bioseguridad en laboratorios
microbiolégicos y biomédicos, edicidon de 1999.

3. Ladisolucion de los componentes o la sustitucién por otros diferentes de los que se proporcionan en este sistema
puede producir resultados incoherentes.

4. Se utiliza la azida sédica (0,09%) como conservante. Esta puede reaccionar con los tubos de plomo o cobre y

formar sales metalicas de azidas que son explosivas. Al desechar los reactivos, hacerlo con grandes cantidades de

agua para evitar que se puedan formar residuos en las caferias. La azida sédica es venenosa y puede ser toxica si
se ingiere.

Este equipo es para el uso en diagndsticos in vitro.

No utilizar nunca la pipeta con la boca y evitar el contacto de los reactivos y los especimenes con la piel y las

membranas mucosas. Si se produce el contacto, lavar con un jabén germicida y grandes cantidades de agua.

No fumar, ingerir alimentos ni bebidas en las zonas donde se manipulan especimenes o reactivos del equipo.

Evitar las salpicaduras o la produccion de aerosoles en todo momento.

Periodos y temperaturas de incubacion diferentes a los especificados pueden producir resultados erroneos.

0. La contaminacion cruzada de reactivos o muestras puede producir resultados falsos. Las muestras deben

permanecer confinadas a los micropocillos durante los analisis.

11. Los objetos de vidrio reutilizables se deben lavar y aclarar completamente de cualquier detergente antes de su uso.
Todos los objetos de vidrio se deben lavar y secar antes de su uso.

12. Todos los reactivos, micropocillos y especimenes deben estar a temperatura ambiente (18-25°C) antes de su uso.
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13. Utilizar guantes desechable para manipular especimenes y reactivos y lavarse las manos a fondo después.

14. La contaminacion microbioldgica de reactivos o muestras puede producir resultados falsos.

15. El reactivo de control es corrosivo y puede causar quemaduras. Este reactivo contiene acidos hidroclérico y
sulfarico (menos del 3% de cada uno en volumen) y se debe manipular con cuidado. Mantener fuera del alcance de
los nifios. En caso de entrar en contacto con los ojos, lavar inmediatamente y a fondo con agua y consultar a un
meédico. No anadir nunca agua a este reactivo.

TOMA DE MUESTRAS

Toma de muestras: 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 obtencidon adecuado. Dejar que la sangre coagule a
temperatura ambiente (18-25° C). El suero se debe separar del coagulo por centrifugacién tan pronto como sea posible
a fin de minimizar la hemdlisis.

Sustancias interferentes: No se deben utilizar sueros que presenten un grado elevado de hemdlisis, ictericia, lipemia
0 brotes microbioldgicos porque estas condiciones pueden dar lugar a resultados falsos. Los especimenes que
contengan particulas materiales visibles se deben clarificar por centrifugacién antes del analisis.

Almacenamiento: Los sueros se pueden almacenar a una temperatura entre 2 y 10° C durante un periodo de hasta
una semana. Si el analisis se va a retrasar mas, los sueros deben congelarse a temperaturas de -20° C o inferiores. El
suero no se debe almacenar en un frigorifico o congelador con sistema “auto-frost” (eliminacion automatica de la
escarcha).

PRECAUCION: El congelar y descongelar las muestras de los pacientes repetidamente puede dar lugar a falsos
positivos o negativos en los resultados.

NOTAsS GENERALES SOBRE EL PROCEDIMIENTO

1. Es extremadamente importante que todos los componentes del equipo y las muestras de suero estén a temperatura
ambiente (18-25° C) antes de su uso. Un litro de solucion de lavado tamponada puede necesitar varias horas para
alcanzar una temperatura de 20° C tras sacarla del refrigerador. La incubacion a temperaturas por encima o por
debajo del margen indicado puede causar resultados incorrectos. Devolver las muestras y los reactivos que no se
han utilizado al almacenamiento refrigerado tras su uso.

2. Mezclar los reactivos bien antes de utilizarlos mediante la inversion ligera. No agitar los reactivos para mezclarlos.
Evitar la formacion de espuma.

3. Al preparar las disoluciones de la mezcla, las puntas de las pipetas se deben limpiar antes de introducir el suero en
el disolvente de muestras. El exceso de muestra que se adhiere al exterior de la pipeta afectara los resultados.

4. Se recomienda el use de la pipeta multicanal porque hace que la introduccion del reactivo, el tiempo de incubacién
y el tiempo de reaccion sean mas uniformes.

5. Es extremadamente importante limpiar los pocillos de manera adecuada. El lavado inadecuado de los pocillos
generara valores de fondo elevados y puede mostrar valores de falsos positivos. Para el lavado manual, aspirar los
contenidos de los pocillos y a continuacién rellenar cada uno de ellos con la solucion tamponada de lavado. Evitar
la contaminacién cruzada de los pocillos, especialmente durante el primer lavado después de la aspiracion. Drenar
todo el tampdn de lavado de los pocillos invirtiéndolos y después sacudiendo la solucion residual fuera de los
mismos con un movimiento brusco y seco de la mufeca. Repetir los pasos de llenado y drenaje hasta completar un
total de 3 a 5 lavados. A continuacion los pocillos se deben golpean vigorosamente sobre una toalla de papel u otro
material absorbente para eliminar todas las trazas de tampdn de lavado residual. El uso de un sistema de lavado de
los micropocillos automatico asegurara que el proceso sea sistematico, tal y como se recomienda.

NOTA: Debido a los diferentes tipos de técnicas de lavado y sistemas automatizados, el nimero de lavados se
puede ajustar para obtener unos resultados 6ptimos. Cada laboratorio debe determinar el nimero de lavados mas
eficiente para su sistema de lavado.

6. La eliminacion inadecuada del tampdn de lavado residual puede provocar una coloraciéon incoherente. Las tiras de
micropocillos se deben secar con papel secante o con toallas de papel para reducir al minimo el tampén de lavado
residual.

7. Latemporizacién de todos los pasos es critica. Todas las muestras de suero se deben diluir antes de comenzar el
procedimiento y se deben introducir en los micropocillos tan rapidamente como sea posible (en menos de cinco
minutos). El tamafo de los lotes se debe configurar de manera que la manipulacion de los especimenes se pueda
completar cdmodamente dentro de este periodo de tiempo. El uso de una pipeta multicanal facilita la manipulacion
de las muestras y reactivos y por ello se recomienda.



Con la excepcidn de la ultima incubacion (solucién de sustrato), el principio de cada periodo de incubacion
comienza cuando se completa la introduccion de la mezcla o del reactivo. La incubacion de la solucidn de sustrato
debe ser exactamente 30 minutos para cada pocillo. Todas las muestras y reactivos se deben introducir en el
mismo orden y a un ritmo constante.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

CALCULOS

1.

Sustraer el valor de la absorbancia del pocillo en blanco de reactivo de los valores de absorbancia obtenidos en los
pocillos estandar, de control y de las muestras del paciente. Calcular el valor medio de absorbancia para pocillos
duplicados.

Situar el valor de la absorbancia de cada suero calibrador, del 1 al 4, en hoja de calculo de la curva de calibracion
de RELISA®. Para ello utilizar el valor de D.O. ajustado en blanco para los ejes de las x y el valor Ul/ml de la
etiqueta para el eje de las y. Trazar la linea que mejor una los puntos del calibrador.

Obtener el valor de Ul/ml de cada muestra de paciente interpolandolo desde la curva del calibrador.

Si se utiliza el programa informatico, utilizar un ajuste de cuatro parametros con coordenadas lin-log para la
densidad o6ptica y la concentracion, y la curva que mejor una los puntos.

METODO DE CALIBRACION OPCIONAL POR PUNTOS INDIVIDUALES

1.

Sustraer el valor de la absorbancia del pocillo en blanco de reactivo de los valores de absorbancia obtenidos en los
pocillos calibradores, de control y de las muestras del paciente. Calcular el valor medio de absorbancia para
pocillos duplicados.

Dividir la concentracion de anticuerpos especificos en Ul/ml en el calibrador n® 3 (indicada en la etiqueta) por el
valor medio de absorbancia de los pocillos del calibrador para obtener el factor de conversion.

Multiplicar los valores de absorbancia de cada muestra por el factor de conversion para obtener la concentracion de
los anticuerpos especificos en Ul/ml.

Estos célculos se pueden expresar de la siguiente manera simplificada:

Valor del calibrador n® 3 (Ul/ml) x Absorbancia de la muestra* = Ul/ml Valor de la muestra
Absorbancia del calibrador n° 3

*Si los calibradores y las muestras se realizan por duplicado, utilizar la absorbancia media de los pocillos duplicados.

CONTROL DE CALIDAD

1.

El valor de la absorbancia media del calibrador n® 3 debe ser al menos 0,400. Valores de absorbancia menores de
0,400 indican que el color se ha desarrollado de manera inadecuada o que se ha realizado un intento invalido. El
desarrollo inadecuado del color normalmente se debe al uso de reactivos frios o0 a la temporizacién incorrecta de
alguno de los pasos del ensayo. Dejar que los reactivos alcancen la temperatura ambiente (18-25° C) y repetir el
intento prestando especial atencion a la temporizacion de los pasos.

El pocillo de control en blanco debe mostrar un valor de absorbancia de menos de 0,150. Valores de absorbancia
en blanco de mas de 0,150 indican que el lavado ha sido inadecuado o que los reactivos se han contaminado y por
tanto el intento es invalido.

Los valores del anticuerpo anti-dsADN obtenidos para los sueros de control positivo deben estar dentro de los
limites que se indican en las etiquetas. Esta escala se ha establecido para incluir al 95% de los valores esperados
debido a la variacion estadistica habitual. En ocasiones se pueden esperar desviaciones pequefias fuera de estos
limites. Cada laboratorio deberia establecer sus propios criterios de aceptacion o rechazo segun su propia
experiencia con este ensayo.

Las muestras con valores de anticuerpos especificos mayores que el limite superior del calibrador n°® 3 se deberan
registrar como mayores que el valor de unidad del calibrador n° 3.

La curva del calibrador se debe trazar para cada intento (o se debe calcular el factor de conversion para cada uno
de ellos si se utiliza la calibracién por puntos individuales opcional). El uso de factores de conversién o curvas de
conversion de otros intentos invalidara los resultados.

Cada laboratorio debe establecer y mantener su propia escala de valores de referencia (normales), basada en su
poblacién de pacientes y otros factores locales.

El suero de control positivo es un suero humano que contiene anticuerpos al dsADN. Este es un control cualitativo
que deberia producir un valor mayor de 35 Ul/ml.

El suero de control negativo es un suero humano que no contiene anticuerpos al dsADN. Este control deberia
producir valores menores de 35 Ul/ml.



INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DE LOS PACIENTES

Se ha observado que los niveles de anticuerpos al dsADN suben y bajan durante el desarrollo de la enfermedad, pero
el significado clinico del nivel de un anticuerpo unico todavia se esta estudiando (13). Los valores de unidades
obtenidos en este ensayo se utilizan tan solo para separar a los pacientes en los siguientes grupos generales. Los
pocillos de muestras de pacientes con valores calculados mayores o iguales a 35 Ul/ml se consideran positivos. Los
pocillos de muestras de pacientes con valores calculados de menos de 35 Ul/ml se consideran negativos. Cada
laboratorio debe estableces sus propias escalas de referencia y valores limite basados en la poblacion de pacientes
que se esta analizando. Los valores de unidades se pueden ver afectados por factores de los pacientes,
consideraciones mecanicas (tales como la precision y la exactitud del pipeteado) y las condiciones del ensayo (tales
como la temperatura y la temporizacién de los pasos). Las determinaciones en serie de los niveles de anticuerpos en
un paciente pueden indicar el aumento o el descenso de estos niveles.

PRESENTACION DE LOS RESULTADOS

Los resultados se presentaran como positivos o negativos a los anticuerpos del dsADN, con el valor de la Ul/ml. Los
niveles de anticuerpos encontrados en una sola muestra poseen una significancia clinica limitada. Determinaciones en
serie de los niveles de anticuerpo en un paciente pueden indicar el aumento o el descenso de los niveles de
anticuerpos, que, como se ha observado, siguen el curso de la enfermedad (13).

LIMITACIONES DEL ANALISIS

1. El diagnostico no se puede realizar Unicamente en base a la identificacidon de anticuerpos anti-dsADN. EI médico
debe interpretar estos resultados junto con el historial del paciente, sus sintomas, las evidencias fisicas y otros
procedimientos de diagnéstico.

2. Eltratamiento no se debe iniciar basandose solamente en un resultado positivo de la prueba de anticuerpos anti-
dsADN. Antes de iniciar cualquier tratamiento, se deben tomar en consideracion las indicaciones clinicas, los
resultados de otros laboratorios y la impresion clinica del médico.

3. Ciertas drogas, entre las que se incluyen la procainamida y la hidralazina, pueden inducir una enfermedad similar al
lupus eritematoso. Pacientes con LE inducido pueden dar resultados positivos de ANA que normalmente se dirigen
contra histonas nucleares, aunque también se han observado anticuerpos contra dsADN (9-10, 14).

4. Aunque un nivel elevado de anti-dsADN es una fuerte indicacién de LES, no se debe considerar como un
diagndstico, sino mas bien como una parte del historial clinico global del paciente. Niveles bajos de anticuerpos de
dsADN se producen a menudo en el suero de pacientes con artritis reumatoide, sindrome de Sjdgren, esclerosis
sistémica progresiva, dermatomiositis, lupus eritematoso discoide y enfermedad mixta de tejido conjuntivo (2).

5. Pacientes que estén siguiendo una terapia de esteroides pueden producir resultados negativos a anticuerpos de
dsADN (11).

6. Los resultados de esta prueba se deben utilizar junto con la informacion disponible acerca de la evaluacion clinica y
otros procedimientos de diagndstico para determinar la situacién clinica del paciente.

VALORES ESPERADOS

El valor esperado en un grupo de poblacion normal es negativo (menos de 35 Ul/ml). En pacientes con lupus sistémico,
hasta el 70% pueden mostrar anticuerpos de anti-dsADN (15). Ciertas drogas pueden inducir la produccion de
anticuerpos de dsADN (14).

CARACTERISTICAS DEL RENDIMIENTO

Se comparo el sistema de analisis RELISA® de anti-dsADN de Immuno Concepts con otro sistema de analisis EIA de
IgG anti-dsADN de distribucion comercial. La poblacion estudiada consistié en 108 muestras que fueron positivas para
ADN de doble cadena y 100 muestras de donantes de sangre normales que fueron evaluadas en paralelo con el
dispositivo predicado y el dispositivo de sujecidon. En base a esta comparacion, los siguientes datos fueron obtenidos
utilizando el método de punto de calibracion multi-:

Prueba anti-dsADN IgG anterior

Positivo | Negativo
Sistema de analisis .
RELISA® Positivo 105 6

de anti-dsADN Negativo 3 94
Estos datos produjeron las estadisticas siguientes: acuerdo positivo, 97,2%; acuerdo negativo, del 94,0%, y un acuerdo
global, el 95,7%.




Basandose en esta comparacion, se obtuvieron los siguientes datos con el método de punto individual opcional:

Prueba anti-dsADN IgG anterior

Positivo | Negativo
Sistema de analisis .
RELISA® Positivo 103 5

de anti-dsADN Negativo 5 95

Estos datos produjeron las estadisticas siguientes: acuerdo positivo, 95,4%; acuerdo negativo, del 95,0%, y un acuerdo
global, el 95,2%.

Rango normal: El rango normal para este ensayo se determinara analizando muestras de suero de 261 donantes de
sangre sanos. S6lo dos de estas muestras tuvieron valores superiores a 35 Ul / ml de anticuerpos anti-DNA de doble
cadena.

ESPECIFICIDAD CLINICA

El sistema de analisis RELISA® de anti-dsADN de Immuno Concepts se utilizé para analizar muestras de suero de

ciento diecisiete pacientes que habian acudido a consultas reumatoldgicas. Se selecciono este grupo de pacientes

debido a sus enfermedades reumaticas y no por ningun estado especifico de su enfermedad. De todos ellos, cuatro
muestras (3,4%) resultaron positivas para anticuerpos anti-dsADN.

SENSIBILIDAD CLINICA
Se analizaron muestras de treinta y nueve pacientes con LES mediante el sistema de analisis RELISA® de anti-dsADN
de Immuno Concepts. Ocho de esas muestras (20,5%) dieron un resultado positivo para anticuerpos anti-dsADN.

REPRODUCIBILIDAD

La precisidon de este ensayo se midid con tres muestras que tenian valores de anti-dsaADN en la parte lineal de la
curva de calibracion. Estas muestras se analizaron 20 veces en tres nimeros de lote diferente de tiras de micropocillos
recubiertas de antigeno en una sola prueba realizada por un solo técnico. La precision intra e inter ensayo se muestra
en las siguientes tablas:

PRECISION INTRA-ENSAYO

n=20 Promedio (Ul/ml) D.E. %C.V.
Muestra 1 610 14 2
Muestra 2 315 14 5
Muestra 3 114 10 9

PRECISION INTER-ENSAYO

n=60 Promedio (Ul/ml) D.E. %C.V.
Muestra 1 601 24 4
Muestra 2 329 16 5
Muestra 3 122 11 9

VALIDACION DE LA CALIBRACION DE PUNTOS INDIVIDUALES

El uso de un calibrador de puntos individuales se validé utilizando el mismo panel de 108 sueros que se emplearon
para realizar la comparacion con el sistema previo. Un analisis de regresion de esta comparaciéon mostro un coeficiente
de regresién (r2) del 97,95%. Desde un punto de vista practico, en esta comparacion se vieron sdlo tres muestras
(2.7%) que mostraron discrepancias de diagndstico entre el sistema de calibracidon de cuatro puntos y el de punto
individual opcional. Todas estas muestras tenian valores de Ul/ml de anti-dsADN cercanos al limite de 35 Ul/ml,
variando entre 33 y 40 Ul/ml. Este tipo de muestra constituye un problema de diagndstico en cualquier sistema de
ensayo Y los profesionales del laboratorio que analizan las muestras e interpretan los datos lo deben tener en
consideracion cuidadosamente.

ESTUDIOS DE REACTIVIDAD CRUZADA

Se analizaron un total de 11 sueros que contenian anticuerpos entre los que se incluian Sm, RNP, SSA, SSB, Scl-70 y
Jo-1 con el sistema de andlisis RELISA® de anti-dsADN de Immuno Concepts. Ninguna de estas muestras dio un
resultado positivo en el sistema de analisis RELISA® de anti-dsADN de Immuno Concepts.
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PROCEDIMIENTO DEL ANALISIS RELISA® DE ANTI-
DSADN

Todas las muestras, reactivos (incluyendo la solucién tamponada de lavado) y micropocillos deben estar a temperatura ambiente antes de su uso.

PREPARAR LA HOJA DE TRABAJO

Etiquetar la hoja de trabajo que se incluye en el equipo para indicar la
ubicacion de las muestras en los micropocillos. Ensayar los 9.
calibradores por duplicado. Para utilizar la curva de puntos multiples se

deben comprobar los cuatro calibradores. Para el método de

calibracién del punto individual opcional, s6lo hace falta comprobar el
calibrador de suero n°® 3 por duplicado. Un pocillo se utilizara blanco de
reactivo. Recomendamos que cada muestra de control y de paciente

se analice por duplicado hasta que se haya establecido una precisién
aceptable para el ensayo en el laboratorio.

PREPARAR LA SOLUCION TAMPONADA DE LAVADO (PBS-
Tween)

Disolver el contenido de una bolsa de tampén PBS en un litro de agua
destilada o desionizada. Afiadir todo el contenido de una botella de
concentrado tamponado de lavado al contenedor de un litro de PBS
disuelto. Mezclar bien. La solucién tamponada de lavado se puede
cubrir y almacenar a una temperatura de entre 2 y 25° C durante hasta
cuatro semanas.

10.

DILUIR DE LAS MUESTRAS DE LOS PACIENTES

Diluir las muestras de los pacientes a 1:40 afadiendo 25 pl de suero a
975 pl de disolvente de muestras. Mezclar bien. El calibrador y los
controles positivo y negativo se suministran a la concentracién correcta

y no es necesario diluirlos mas. 1.

PREPARAR LOS MICROPOCILLOS

Extraer el nimero de tiras de micropocillos necesarias de la bolsa y
colocarlas en el marco de soporte. Hay que encajar los micropocillos
firmemente en el marco de soporte. Presionar con firmeza ambos
extremos de las tiras para que encajen con un clic en el marco de
soporte. Si se utilizan pocillos individuales o menos de una tira de
pocillos completa, asegurarse de que cada pocillo se ajusta
firmemente. Si los pocillos se encajan correctamente en el marco

soporte, no caeran cuando este se invierta. Si para el analisis se 12.

requieren menos de ocho pocillos, se pueden separar con tan sélo
partir las tiras. Los pocillos que no se utilicen se pueden guardar en la
bolsa de papel de aluminio, sellados con el sello de cremallera y
refrigerados hasta 45 dias.

REPARTIR LAS DISOLUCIONES DE SUERO 13.

Introducir 100 pl de calibradores, controles y muestras de pacientes
diluidas en los pocillos correspondientes tal y como se indica en la hoja
de trabajo. Introducir 100 pl del disolvente de muestras en el pocillo
blanco de reactivo.

INCUBAR LAS TIRAS (durante 30 minutos a temperatura ambiente, o

sea, entre 18 y 25° C) 14.

Incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos. Las tiras se deben
proteger contra corrientes o cambios de temperatura durante el periodo
de incubacion. Si se desea, las tiras se pueden cubrir con una pelicula
transparente o con una toalla de papel para protegerlas del polvo u
otros cuerpos extrafos.

LAVAR LAS TIRAS (Véanse las notas 5 y 6 del proceso general)
Lavar los pocillos entre 3 y 5 veces con la solucién tamponada de
lavado PBS-Tween. Para el lavado manual, aspirar los contenidos de
los pocillos y a continuacién rellenar cada uno de ellos con la solucién
tamponada de lavado. Evitar la contaminacién cruzada de los pocillos,
especialmente durante el primer lavado después de la aspiracién.
Drenar todo el tampdn de lavado de los pocillos invirtiéndolos y
después sacudiendo la solucion residual fuera de los mismos con un
movimiento brusco y seco de la mufieca. Repetir los pasos de llenado y
drenaje hasta completar un total de 3 a 5 lavados. A continuacion los
pocillos se deben golpean vigorosamente sobre una toalla de papel u
otro material absorbente para eliminar todas las trazas de tampén
de lavado residual.

INTRODUCIR EL REACTIVO DE ANTICUERPOS Y ENZIMAS

Introducir 100 pl de reactivo de anticuerpos y enzimas en cada uno de
los pocillos.

INCUBAR LAS TIRAS (durante 30 minutos a temperatura ambiente, o
sea, entre 18 y 25° C)

Incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos. Las tiras se deben
proteger contra corrientes o cambios de temperatura durante el periodo
de incubacion. Si se desea, las tiras se pueden cubrir con una pelicula
transparente o con una toalla de papel para protegerlas del polvo u
otros cuerpos extrafos.

LAVAR LAS TIRAS

Lavar los pocillos entre 3 y 5 veces con la solucién tamponada de
lavado PBS-Tween. Para el lavado manual, aspirar los contenidos de
los pocillos y a continuacién rellenar cada uno de ellos con la solucién
tamponada de lavado. Evitar la contaminacién cruzada de los pocillos,
especialmente durante el primer lavado después de la aspiracién.
Drenar todo el tampdn de lavado de los pocillos invirtiéndolos y
después sacudiendo la solucion residual fuera de los mismos con un
movimiento brusco y seco de la mufieca. Repetir los pasos de llenado y
drenaje hasta completar un total de 3 a 5 lavados. A continuacion los
pocillos se deben golpean vigorosamente sobre una toalla de papel u
otro material absorbente para eliminar todas las trazas de tampoén de
lavado residual.

INTRODUCIR LA SOLUCION SUSTRATO

Introducir 100 pl de solucién sustrato en cada pocillo con la ayuda de
un cronémetro para asegurarse de que los intervalos son regulares.
Las solucion sustrato se debe afiadir a los pocillos a un ritmo constante
de manera que cada uno se incube durante exactamente el mismo
periodo de tiempo (30 minutos). La solucién sustrato en pocillos
incubados con muestras positivas se volveran de color azul y la de
pocillos con muestras negativas permanecera incoloro o tomara una
coloracién azulada muy palida.

INCUBAR LAS TIRAS (durante exactamente 30 minutos a temperatura
ambiente, o sea, entre 18 y 25°C)

Incubar a temperatura ambiente durante exactamente 30 minutos. Las
tiras se deben proteger contra corrientes o cambios de temperatura
durante el periodo de incubacion.

INTRODUCIR EL REACTIVO DE PARADA

Después de incubar el primer pocillo durante exactamente 30 minutos,
afadir 100 pl de reactivo de parada a cada pocillo en el mismo orden y
al mismo ritmo que se afadio la solucién sustrato. Al afiadir el reactivo
de parada, la solucién de sustrato azul se volvera amarilla y la solucién
incolora continuara sin cambios.

LEER LA ABSORBANCIA DE LOS POCILLOS

La lectura de los pocillos se debe realizar en un espectrofotémetro de
lectura de placas durante los 30 minutos siguientes a la adicién del
reactivo de frenado. La lectura de los pocillos se realiza a 450 nm
contra el pocillo de control en blanco. Si se dispone de un
espectrofotémetro de longitud de onda dual, la longitud de onda para el
filtro de referencia se debe programar a 600-650 nm. La lectura de los
micropocillos a 450 nm sin un filtro de referencia producira unos valores
de absorbancia mayores.
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