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Inmunoensayo de la Enzima para la Determinacién Cualitativa de
Anticuerpos IgG contra los Antigenos Nucleares Extraibles
Sm/RNP en suero o plasma humano.

Solo para diagnéstico In Vitro
Para uso exclusivo en laboratorios clinicos y en hospitales
Conservar entre 2°C a 8°C

NOMBRES COMUNES Y DE PROPIEDAD
Inmunoensayo de la Enzima de Anti-Sm/RNP

USO DESTINADO
Para la determinacion cualitativa de anticuerpos IgG contra los antigenos
nucleares extraibles Sm/RNP en suero o plasma humano.

INTRODUCCION

La enfermedad autoinmune sistémica se caracteriza por la presencia de
circulacion de auto-anticuerpos dirigidos a una amplia variedad de an-
tigenos celulares. El Lupus eritematososo sistémico (SLE), es la mas
conocida de estas enfermedades. Otras posibles enfermedades del teji-
do conectivo incluyen la enfermedad mixta del tejido conectivo (MCTD),
sindrome de Sjogren, esclerodermia y la polimiositis/dermatomiositis. La
mayoria se puede diagnosticar mediante la presentacion clinica y sus
perfiles de anticuerpos a los diversos antigenos involucrados, que incluy-
en dsDNA, SM, RNP, SSA, SSB, Scl-70, Jo1 e Histonas. Por lo tanto, los
inmunoensayos de autoanticuerpos son utiles para las evaluaciones de
diagnostico y prondstico de las enfermedades autoinmunes. EL Antigeno
RNP esta compuesto de RNA (U1) de 70Kd. El antigeno Sm 6 Smith esta
compuesto de RNA nuclear y varios polipeptidos. Anticuerpos contra el
Sm estan presentes en aproximadamente el 30% de los pacientes con
SLE, por lo tanto Sm es un marcador muy especifico de SLE. Anticuerpos
Sm son muy raros en otras enfermedades autoinmunes y normales.

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

El suero del paciente diluido se afiade a los pozos recubiertos con antige-
no purificado. Anticuerpos IgG especificos, si estan presentes, se unen al
antigeno. Si esta presente, todos los materiales no unidos son lavados y
el conjugado de la enzima se afiade para unir con el complejo antigeno-
anticuerpo. El exceso de conjugado enzimatico se lava y el sustrato se
afiade. La placa se incuba para permitir la hidrdlisis del sustrato por la
enzima. La intensidad del color generado es proporcional a la cantidad
de anticuerpos IgG especificos de la muestra.

REACTIVOS

Materiales abastecidos con el equipo de prueba:

Tiras de micropozos cubiertos con antigeno Sm/RNP (12 x 8)
Diluyente de muestra

Conjugado de la Enzima

TMB sustrato

Calibrador

Control Positivo

Control Negativo

Solucién de paro
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9. Concentrado de buffer de lavado 20x

Materiales requeridos pero no abastecidos
Pipetas de precision

Puntas para pipetas desechables.

Agua destilada o desionizada

Mezclador Vértex o equivalente.

Papel absorbente o toalla de papel
Papel cuadriculado

Un lector de MicroElisa.
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ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES PARA LOS USUARIOS

1. Materiales con potencial riesgo biolégico: 2. El calibrador y los con-
troles contienen componentes de origen humano que han sido pro-
bados y encontrados no reactivos para el antigeno de superficie de
hepatitis B, asi como anticuerpos contra el HIV con los reactivos con
licencia del FDA. Sin embargo, no existe un método de prueba que
puede ofrecer completa seguridad para el HIV, virus de Hepatitis B
u otros agentes infecciosos. Estos reactivos deben ser manejados
al Nivel de Bioseguridad 2, como se recomienda en los Centers for
Disease Contro/National Institutes of Health manual, “Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories,” 1984.

2. Este kit esta disefiado para uso exclusivo en investigacion.

Este equipo esta disefiado para uso de investigacion solamente.

4. Los resultados optimos se obtienen por el cumplimiento estricto del
protocolo de ensayo, pipeteos precisos, asi como los tiempos y tem-
peraturas exactas son esenciales.

5. Los componentes de este equipo deben ser usados como una uni-
dad integral. Los componentes de diferentes lotes no se deben mez-
clar.

6. El control de suero y diluyente de la muestra contienen conserva-
dores con azida de sodio. La azida sédica puede reaccionar con las
caferias de plomo y cobre formando metales de azida explosivos.
Para desecharlo, enjuague con un gran volumen de agua.
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RECOLECCION Y PREPARACION DEL ESPECIMEN

1. Colectar muestras de sangre y separar el suero.

2. Las muestras se pueden refrigerarse en 2-8° C durante un maximo
de siete dias o congelar hasta por seis meses. Evite repetitivamente
congelar y descongelar.

ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

1. Almacene el kita 2 - 8 °C.

2. Mantenga micropocillos sellados en una bolsa seca con desecantes.
3. Los reactivos son estables hasta el vencimiento del kit.

4. No exponga los reactivos de prueba al calor, el sol o luz intensa.

PREPARACION DE REACTIVO

1. Traiga todas las muestras y reactivos del equipo de prueba a tem-
peratura ambiente (18 a 26°C) y mezcle cuidadosamente.

2.  Prepare 1x de buffer de lavado. Prepare el buffer de lavado al afadir
el contenido de la botella (25ml 20x) a 475 ml de agua destilada o
desionizada. Almacene a temperatura ambiente.
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PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

Lleve todas las muestras y los reactivos del equipo a temperatura ambi-

ente (18-26° C) y mezclar suavemente.

1. Asegure el numero deseado de pozos cubiertos en el soporte.

2. Control negativo, control positivo y calibrador estan listos para us-
arse. Preparar 1:21 diluciones de muestras de prueba, afiadiendo 10
WL de la muestra a 200 pL de diluyente de la muestra. mezclar bien.

3. Agregue 100 yL de suero diluido, calibrador y controles en los pozos
correspondientes. Para el reactivo blanco, vierta 100 pL de diluyente
de la muestra en la posicién 1A. Tape el soporte para eliminar las
burbujas de aire del liquido y mezcle bien. Incubar durante 20 minu-
tos a temperatura ambiente.

4. Quitar el liquido de todos los pozos. Lavar tres veces con 300 uL de
amortiguador de lavado 1x. Las manchas quitarlas con papel absor-
bente o toalla de papel.

5. Agregue 100 pL de conjugado enzimatico a cada pozo e incubar
durante 20 minutos a temperatura ambiente.

6. Retire la enzima conjugada de todos los pozos. Lavar tres veces con
300 pL de amortiguador de lavado 1x. Las manchas quitarlas con
papel absorbente o toalla de papel.

7. Agregue 100 pL de sustrato de TMB e incubar durante 10 minutos a
temperatura ambiente.

8. Anadir 100 pL de solucién de parada.

9. LealaD.O.a450 nm utilizando un lector ELISA dentro de los 15 min.
Una longitud de onda dual, se recomienda con el filtro de referencia
de 600-650 nm.

CALCULO DE LOS RESULTADOS

1. Compruebe el valor del factor de calibraciéon (CF) en el frasco, este
valor puede variar de lote a lote. Asegurese de verificar el valor de
cada equipo.

2. Calcular valor de corte: Calibrador D.O. x Factor de Calibracion (CF).

3. Calcular el Ab (anticuerpos) de cada indice de determinacion al divi-
dir los valores medios de cada muestra por valor del punto de corte..

Ejemplo de los resultados tipicos:
Media de la D.O. del Calibrador = 0.8
Factor de calibracion (CF) = 0.5

Valor de punto-de-corte = 0.8 x 0.5 = 0.400
D.O. Control positivo. = 1.2

indice Ab=1.2/04=3

D.O. Muestra Paciente. = 1.6

indice Ab= 1.6/0.4=4.0

CONTROL DE CALIDAD

La realizacion de la prueba puede ser considerada valida siempre que se
cumplan los siguientes requisitos.

1. La D.O. del calibrador debe ser superior a 0.250.

2. El indice de Ab para el control negativo debe ser inferior a 0.9.

3. El indice de Ab para el control positivo debe ser superior a 1.2.

INTERPRETACION

La siguiente es entendido que pretende ser una guia para la interpre-
tacion de los resultados de la prueba. Cada laboratorio debe establecer
sus propios criterios de interpretacion de la prueba sobre la base de las
muestras poblacionales encontradas.

indice de Interpretacion de anticuerpos

<0.9 No anticuerpos detectables al antigeno Sm/RNP mediante ELISA.
0.9 -1.1 Limite fronterizo positivo. Seguir las pruebas de control se reco-
mienda si esté clinicamente indicado.

> 1.1 Anticuerpos detectables contra el antigeno Sm/RNP mediante ELI-
SA.

LIMIITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

1. Los resultados de la prueba obtenidos con este equipo sirven sélo
como una ayuda para el diagnéstico y deben interpretarse en rel-
acion al historial clinico del paciente, los hallazgos fisicos y otros pro-
cedimientos de diagnostico.

2. Las muestras con lipemia o hemdlisis puede provocar resultados er-
réneos.
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