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CONSERVAR A 2-8°C

Reactivos para la determinacién de anticuerpos anti-fosfolipidos
Sélo para uso in vitro en el laboratorio clinico

ANTI-PHOSPHOLIPID IgG/igM (APLA)

BioSystems

REAGENTS & INSTRUMENTS

ANTICUERPOS
ANTI-FOSFOLIPIDOS IgG/igM

Enzimoinmunoensayo
PRUEBA EN MICROPLACA

FUNDAMENTO DEL METODO

Los anticuerpos anti-fosfolipidos (APLA) presentes en el suero se unen a
los antigenos adsorbidos a la superficie de los pocillos de la microplaca. A
continuacién, se incuba con anticuerpos anti-lgG o IgM humanas
conjugados con peroxidasa. Finalmente, se afiade el sustrato 3,3'5,5-
tetrametilbencidina (TMB) en presencia de H202, que al ser degradado por
la peroxidasa da lugar a un producto de color azul. La reaccién enzimatica
se detiene con una solucion de acido clorhidrico y la formacién de
producto amarillo se mide a 450 nm. La concentracion de anticuerpos en
la muestra es proporcional a la absorbancia del producto de la reaccion’.

CONTENIDO Y COMPOSICION

A. Tampon de Lavado Concentrado. 50 mL. Tampén fosfatos, azida
de sodio 15 mmol/L.

B. Diluyente de Muestra. 100 mL. Tampén Tris, azida de sodio 15
mmol/L.

C+. Control Positivo IgG/igM. 1,5 mL. Listo para su uso. Suero
humano con anticuerpos anti-fosfolipidos tipo 1gG e IgM, azida de
sodio 15 mmol/L.

C—. Control Negativo. 1,5 mL. Listo para su uso. Suero humano
negativo para anticuerpos anti-fosfolipidos, azida de sodio 15
mmol/L.

DG. Conjugado IgG. 15 mL. Inmunoglobulinas policlonales de conejo
anti-lgG humana conjugadas con peroxidasa.

DM. Conjugado IgM. 15 mL. Inmunoglobulinas policlonales de conejo
anti-lgM humana conjugadas con peroxidasa.

E. Sustrato. 15 mL. 3,3',5,5-tetrametilbencidina (TMB).

Solucion de Paro. 15 mL. Acido clorhidrico 1,0 mol/L.

M. Microplaca: 12 médulos de 8 pocillos cada uno sensibilizados con
cardiolipina, fosfatidil serina, fosfatidil inositol, acido fosfatidico y Be-
glicoproteina 1 altamente purificados.

$1-S6. Patrones APLA IgG/igM. 1,5 mL, listos para su uso. Suero con
anticuerpos anti-fosfolipidos 1gG e IgM, azida de sodio 15 mmol/L.
Las concentraciones de anti-fosfolipidos IgG son 0, 6,25, 12,5, 25,
50 y 100 U/mL, segun se indica en la etiqueta. Las concentraciones
de anti-fosfolipidos IgM son 0, 6,25, 12,5, 25, 50 y 100 U/mL, segun
se indica en la etiqueta. Calibrados frente al suero de referencia
reconocido internacionalmente de E.N. Harris, Louisville.

Los sueros humanos utilizados en la preparacion de los patrones, del
control negativo y el control positivo eran negativos para el antigeno HBs y
para los anticuerpos anti-HCV y anti-HIV. Sin embargo, los patrones y los
controles deben tratarse con precaucion como potencialmente infecciosos.

CONSERVACION

m

Conservar a 2-8°C.

Los componentes son estables hasta la fecha de caducidad indicada en la
etiqueta del kit sin empezar, siempre que se conserven bien cerrados y se
evite la contaminacién durante su uso. Una vez abiertos, se recomienda
utilizar los componentes antes de 4 semanas.

Indicaciones de deterioro:
— Reactivos: Presencia de particulas, turbidez.

— Microplaca: Roturas en el sobre contenedor, defectos macroscdpicos
como ralladuras en la base del pocillo.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS

Tampoén de lavado. Efectuar una dilucién 1/20 del Tampdn de Lavado
Concentrado (A) con agua destlada y mezclar. Se necesitan
aproximadamente 50 mL de Tampon de Lavado para el lavado de una tira.
Una vez diluido, el reactivo es estable 30 dias a 2-8°C.

Los demas componentes estan listos para su uso.

EQUIPO ADICIONAL

— Céamara hiimeda.
— Aspirador multicanal o lavador automatico de microplacas.

— Lector de microplacas o fotémetro con microcubeta y filtro de 450 + 10
nm.

MUESTRAS

Suero o0 plasma recogidos mediante procedimientos estandar. Diluir las
muestras 1/100 con Diluyente de Muestra antes del ensayo. Utilizar
siempre diluciones frescas.

PROCEDIMIENTO

1. Atemperar los componentes del kit a temperatura ambiente (Nota 1).

2. Abrir la bolsa de la microplaca (M) y retirar la cantidad necesaria de
pocillos (Nota 2).

3. Determinacion cuantitativa: Pipetear 100 uL de cada uno de los
Patrones IgG/IlgM (S1-S6), Control Positivo IgG/igM (C+), Control
Negativo (C-) y muestras diluidas en distintos pocillos.

Determinacion cualitativa: Pipetear 100 pL de Patron S3 19G/IgM,
Control Positivo 1gG/IgM (C+), Control Negativo (C-) y muestras
diluidas en distintos pocillos. Pipetear 100 uL de Diluyente de Muestra
para el blanco.

4. Incubar los pocillos durante 30 minutos en camara humeda a
temperatura ambiente.

5. Aspirar el liquido y lavar los pocillos con 300 puL de Tampon de
Lavado durante unos 10 segundos 3 veces (Notas 3 y 4).

6. Pipetear 100 uL de Conjugado IgG (DG) o Conjugado IgM (DM) en
cada uno de los pocillos.

7. Incubar los pocillos durante 15 minutos en camara himeda a
temperatura ambiente.

8. Lavar como en el paso 5.
9. Pipetear 100 uL de Sustrato (E) en cada uno de los pocillos.

10. Incubar los pocillos durante 15 minutos en camara himeda a
temperatura ambiente.

11. Pipetear 100 uL de Solucién de Paro (F) en cada uno de los pocillos e
incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente (Nota 5).

12. Medir la absorbancia del contenido de cada pocillo a 450 nm usando
el Patron S1 o el blanco para el ajuste a 0. El color es estable durante
al menos 30 minutos.



CALCULOS

Determinacion cuantitativa. Representar graficamente los valores de
absorbancia obtenidos para los Patrones frente a sus respectivas
concentraciones de anticuerpos anti-fosfolipidos (IgG o IgM, en U/mL). La
concentracion de anticuerpos en la muestra se calcula por interpolacion de
la absorbancia en la curva de calibracién.

Determinacion cualitativa. Calcular la absorbancia del Valor
Discriminante aplicando la siguiente formula:
Ass0nm Valor Discriminante = A4sonm S3 x F
El valor F es 0,8 tanto para IgG como para IgM, y relaciona S3 con el valor
discriminante tedrico de la prueba.
Calcular la razén de absorbancias aplicando la siguiente formula:
A de la Muestra

450nm
Razon de absorbancia =

A

s50nm d€! Valor Discriminante

Cuando se obtengan valores de absorbancia por encima del limite
superior del rango del lector de microplacas, diluir la muestra con
Diluyente de Muestra y repetir la operacion.

VALORES DE REFERENCIA

Se consideran positivas las muestras con concentraciones superiores a
10 U/mL, o con razén de absorbancia superior a 1,0, tanto para IgG como
para IgM.

Se consideran negativas las muestras con concentraciones inferiores a 10
U/mL, o con razén de absorbancia inferior a 1,0, tanto para IgG como para
IgM.

Estos valores se dan Unicamente a titulo orientativo. Es recomendable que
cada laboratorio establezca sus propios valores de referencia.

CONTROL DE CALIDAD

El valor de absorbancia del blanco debe ser inferior a 0,150, tanto para
IgG como para IgM.

El valor de absorbancia del Patron S6 debe ser superior a 1,300, tanto
para IlgG como para IgM..

La concentracion del Control Positivo (C+) debe quedar comprendida
entre 28 U/mL y 48 U/mL, y la del Control Negativo (C-) debe ser inferior a
10 U/mL, tanto para IgG como para IgM.

La razon de absorbancia para el Control Negativo (C-) debe ser inferior a
1,0, tanto para IgG como para IgM.

Cada laboratorio debe establecer su propio programa de Control de
Calidad interno, asi como procedimientos de correccion en el caso de que
los controles no cumplan con las tolerancias aceptables.

CARACTERISTICAS METROLOGICAS
— Repetibilidad (intra):

anti-fosfolipidos (IgG) anti-fosfolipidos (IgM)

UlmL CV % n UimL CV% n
254 6,4 24 94 42 24
59,2 48 24 34,1 58 24
89,3 3,1 24 78,1 6,3 24

— Reproducibilidad (inter):

anti-fosfolipidos (IgG) anti-fosfolipidos (IgM)

— Limite de Deteccion: 0,5 U/mL, tanto para IgG como para IgM.

— El kit Anti-Fosfolipidos IgG/IgM reconoce solamente autoanticuerpos
especificos de fosfolipidos. No se han observado reacciones cruzadas
con anticuerpos anti-dsDNA y anticuerpos presentes en sffilis.

— Interferencias: La hemdlisis (hemoglobina < 1000 mg/dL), la lipemia
(triglicéridos < 3000 mg/dL) y la bilirrubina (< 40 mg/dL) no interfieren.
Otras sustancias y medicamentos pueden interferir?.

— Intervalo de medida: 1,5-100 U/mL, tanto para 19G como para IgM.
Cuando se obtengan valores superiores, diluir la muestra con Diluyente
de Muestra y repetir la medicion.

CARACTERISTICAS DIAGNOSTICAS

La deteccién de anticuerpos anti-fosfolipidos dirigidos contra distintos
fosfolipidos cargados negativamente® en plasma o suero humano se
utiliza para el diagndstico del sindrome antifosfolipidos. Este sindrome se
caracteriza por un incremento del riesgo de trombosis, trombocitopenia y
pérdida fetal en ocasiones asociado a enfermedades autoinmunes como
el lupus eritematoso sistémico y otras enfermedades no autoinmunes®.

La sensibilidad y especificidad para el sindrome antifosfolipidos del kit de
Anticuerpos Anti-Fosfolipidos 19G de BioSystems fue del 87,7% y 96,0%,
respectivamente, en un estudio con 223 muestras clinicas. Para el isotipo
IgM, la sensibilidad fue del 75,0% y la especificidad fue del 96,7%, en un
estudio con 200 muestras clinicas. Los detalles de los estudios estén
disponibles bajo solicitud.

El diagndstico clinico no debe realizarse teniendo en cuenta el resultado
de un Unico ensayo, sino que debe integrar los datos clinicos y de
laboratorio.

NOTAS

1. No mezclar componentes de distintos lotes de kit.

2. Guardar los pocillos que no se utilicen en la bolsa bien cerrada y con
el saquito desecante en su interior.

3. Tener cuidado de no rayar la superficie interior de los pocillos durante
todo el procedimiento.

4. Es importante que no queden restos de Tampon de Lavado en los
pocillos.

5. La Solucion de Paro (F) detiene la reaccién enzimatica, por lo que se
debe pipetear en los pocillos siguiendo el mismo orden y a los mismos
intervalos de tiempo con que se inicid la reaccién pipeteando el
Sustrato (E) en el paso 9.
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U/mL CV % n U/mL CV% n
34,4 2,8 30 22,1 46 30
78,8 45 30 94,5 32 30
96,7 51 30 783 3,1 30
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