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El sistema de pruebas ELISA Proteinase-3 (PR-3) de ZEUS estd disefiado para la deteccidn cualitativa y semicuantitativa de anticuerpos de tipo 1gG frente a la
proteninasa-3 en suero humano. Este sistema de pruebas esta disefiado para ayudar en el diagnéstico de vasculitis autoinmune caracterizada por concentraciones
elevadas de anticuerpos citoplasmaticos antineutréfilos (ANCA). Los ANCA se pueden asociar con trastornos autoinmunes como la granulomatosis de Wegener, la
glomerulonefritis progresiva idiopatica (ICGN), la poliangiitis microscopica (MPA) y el sindrome pulmonar renal (PRS). Esta prueba es para uso diagnéstico in vitro.

Los anticuerpos citoplasmaticos antineutréfilos (ANCA) fueron descritos inicialmente por Davies y cols. en 1982 (1). Desde este descubrimiento inicial, los cientificos
han asociado los ANCA con varias vasculitis sistémicas (VS). Los cientificos reconocen ahora que los ANCA incluyen dos especifidades primarias: C-ANCA, dirigidos
contra la proteinasa-3 (PR-3) y P-ANCA, dirigidos contra la mieloperoxidasa (MPO). El analisis de P-ANCA y C-ANCA es muy recomendable en el estudio diagndstico de
pacientes que acuden con un cuadro clinico que sugiere VS. Los sindromes clinicos que se asocian con mayor frecuencia con la presencia de ANCA, son los siguientes:

Granulomatosis de Wegener (2)

Poliarteritis (3)

Vasculitis de superposicion (4)

Glomerulonefritis idiopatica en semilunas (GNFSI) (5)

Enfermedad de Kawasaki (6)
Aunque la identificacién inicial de C-ANCA y P-ANCA se basé en la inmunofluorescencia indirecta, la mejor identificacion y purificacién de PR-3 y MPO ha dado lugar al
desarrollo de ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA) para ambos marcadores.

El sistema de pruebas ELISA PR-3 de ZEUS estad disefiado para detectar anticuerpos de tipo 1gG contra PR-3 en suero humano. Los pocillos de las tirillas de

micropocillos de plastico se sensibilizan mediante adsorcidn pasiva con antigeno de PR-3. El procedimiento de la prueba comprende tres pasos de incubacién:

1. Los sueros de la prueba (debidamente diluidos) se incuban en micropocillos revestidos de antigeno. Los anticuerpos contra antigeno especifico que existan en la
muestra se fijardn al antigeno inmovilizado. La placa se lava para eliminar el anticuerpo no fijado y otros componentes séricos.

2. Se agrega anti-I|gG humana de cabra conjugada con peroxidasa a los pocillos y se incuba la placa. El conjugado reaccionarad con el anticuerpo de tipo 1gG
inmovilizado en la fase sélida del paso 1. Se lavan los micropocillos para eliminar el conjugado que no haya reaccionado.

3. Los micropocillos que contienen conjugado de peroxidasa inmovilizado se incuban con solucidén de sustrato de peroxidasa. La hidrdlisis del sustrato por la
peroxidasa produce un cambio de color. Transcurrido el periodo de incubacion, se detiene la reaccion y se mide fotométricamente la intensidad del color de la
solucién. La intensidad del color de la solucién depende de la concentracion de anticuerpos en la muestra original analizada.

Materiales suministrados:

Cada sistema de pruebas contiene los siguientes componentes en cantidad suficiente para realizar el nimero de pruebas indicado en la etiqueta del envase. NOTA:
los siguientes componentes contienen como conservante azida de sodio a una concentracién de <0,1% (p/v): controles, calibrador y SAVe Diluent®.

Placa: 96 micropocillos distribuidos en doce tirillas de 1x8 micropocillos recubiertos con el antigeno PR-3. Las tirillas se suministran envasadas en un

PLATE 1.
soporte y selladas en un sobre con desecante.
CONJ ) Conjugado: anti-IgG humana (especifica de la cadena Fc) de cabra conjugada con peroxidasa de rdbano. Un vial de 15 ml con tapén blanco. Listo para
" usar.
CONTROL + 3. Control positivo (suero humano): un vial de 0,35 ml con tapén rojo.
CAL 4. Calibrador (suero humano): un vial de 0,5 ml con tapén azul.
CONTROL ‘ - 5. Control negativo (suero humano): un vial de 0,35 ml con tapdn verde.
DIL SPE 6 Diluyente SAVe Diluent®: un frasco de 30 ml con tapdn verde con Tween 20, albimina sérica bovina y solucidn salina tamponada con fosfato, (pH 7,2
* £0,2). Listo para usar. NOTA: El diluyente SAVe Diluent® cambiara de color cuando se combine con suero.
SOLN TMB | 7. TMB: un frasco de 15 ml de color ambar con tapon ambar que contiene 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB). Listo para usar.

SOLN STOP | 8. Solucidn para detener la reaccion: un frasco de 15 ml con tapdn rojo con H2S04 1 My HCI 0,7 M. Listo para usar.

Tampodn de lavado concentrado (10X): diluir 1 parte del concentrado + 9 partes de agua desionizada o destilada. Un frasco de 100 ml con tapén
transparente que contiene solucién salina tamponada con fosfato concentrada 10X y Tween 20 (solucidn azul). NOTA: la solucién 1X tendra un pH de
7,2+0,2.

WASHBUF | 10X

©0

NOTAS:

1. Los siguientes componentes no dependen del numero de lote del sistema de pruebas y se pueden usar indistintamente con cualquier sistema de pruebas
ELISA de ZEUS: TMB, solucion para detener la reaccion y tampdn de lavado. El diluyente SAVe Diluent® se puede usar indistintamente con cualquier sistema
de pruebas ELISA de ZEUS utilizando el n.2 de producto 005CC.

2.  Elsistema de pruebas también contiene una etiqueta de componentes que contiene informacion especifica de lote dentro de la caja del sistema de pruebas.
1. Para uso diagndstico in vitro.
2. Se deben seguir las precauciones normales que se utilizan para manipular reactivos de laboratorio. En caso de contacto con los ojos, enjuague inmediatamente

con abundante agua y busque asistencia médica. Utilice ropa de proteccidn adecuada, guantes y proteccion para la cara/ojos. No inhale los vapores. Deshagase
de los desechos observando todas las normativas locales, regionales y nacionales.

3. Los micropocillos de la placa ELISA no contienen microorganismos viables. No obstante, considere las tirillas material con potencial riesgo bioldgico y
manipulelas de manera acorde.

4.  Los controles son material con potencial riesgo biolégico. Los materiales a partir de los cuales se obtuvieron estos productos resultaron negativos para el
antigeno del VIH-1, el HBsAg y para anticuerpos contra el VHC y el VIH por métodos de prueba homologados. Sin embargo, debido a que ningin método de
prueba puede ofrecer completa seguridad de que estén ausentes agentes infecciosos, estos productos deben ser manejados segun el Nivel 2 de Bioseguridad,
como se recomienda para cualquier suero humano o muestra de sangre potencialmente infecciosos en el manual “Biosafety in Microbiological and Biomedical
Laboratories” (Bioseguridad en los Laboratorios Microbioldgicos y Biomédicos): ultima edicidn; y en la Norma de la OSHA sobre Patégenos que se transmiten en
la sangre (5).
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5. Para lograr resultados precisos, es esencial cumplir estrictamente los tiempos y temperaturas de incubacién especificados. Se debe dejar que todos los
reactivos alcancen temperatura ambiente (20-25 °C) antes de comenzar el ensayo. Los reactivos no utilizados deben devolverse a temperatura de refrigeracion
inmediatamente después de su uso.

6. Un lavado inadecuado podria ocasionar resultados de falsos positivos o falsos negativos. Debe reducirse al minimo la cantidad de solucién de lavado residual (p.
ej., mediante secado o aspiracion) antes de afiadir el conjugado o el sustrato. No permita que los pocillos se sequen entre una incubacién y la siguiente.

7. El diluyente SAVe Diluent®, los controles, y el calibrador contienen azida sédica en una concentracion de <0,1% (p/v). Se ha descrito la formacién de azidas de
plomo o cobre a partir de la azida de sodio en tuberias de laboratorio, lo cual puede causar explosiones al martillear las tuberias. Para evitarlo, enjuague bien el
lavabo con agua después de eliminar las soluciones que contengan azida de sodio.

8.  Lasolucién para detener la reaccién es TOXICA por inhalacién, por contacto con la piel o en caso de ingestién. Provoca quemaduras. En caso de accidente o si se
siente mal, solicite asistencia médica inmediatamente.

9.  Lasolucion de TMB es NOCIVA. Irritante para los ojos, el sistema respiratorio y la piel.

10. La solucién concentrada del tampdn de lavado es IRRITANTE. Irritante para los ojos, el sistema respiratorio y la piel.

11. Limpie el fondo de la placa de todo residuo de liquido o huellas de los dedos que puedan alterar las lecturas de la densidad dptica (DO).

12. Ladilucién o adulteracidn de estos reactivos puede generar resultados erréneos.

13. No utilice reactivos de otro origen o fabricante.

14. La solucién de TMB debe ser incolora o de color amarillo muy claro, verde muy claro o azul muy claro al utilizarla. La contaminacién de TMB con el conjugado u
otros oxidantes harda que la solucién cambie de color prematuramente. No utilice la solucién de TMB si tiene un color azul intenso.

15. Nunca pipetee con la boca. Evite el contacto de los reactivos y las muestras de pacientes con la piel y las membranas mucosas.

16. Evite la contaminacidn microbiana de los reactivos. Esto puede ocasionar resultados incorrectos.

17. La contaminacién cruzada de reactivos y/o muestras podria ocasionar resultados erréneos.

18. Los instrumentos de vidrio reutilizables se deben lavar y enjuagar cuidadosamente para eliminar cualquier residuo de detergente.

19. Evite las salpicaduras o la formacidon de aerosoles.

20. No exponga los reactivos a la luz intensa durante el almacenamiento o la incubacidn.

21. Permita que las tirillas de micropocillos y su soporte alcancen la temperatura ambiente antes de abrir el sobre protector, a fin de evitar la condensacion en los
micropocillos.

22. Recoja la solucién de lavado en un lavabo de eliminacion. Trate la solucién de desecho con desinfectante (es decir: 10 % de lejia de uso doméstico - 0,5 % de
hipoclorito de sodio) Evite la exposicion de los reactivos a los vapores de la lejia.

23. Precaucion: neutralice cualquier desecho liquido con pH acido antes de agregarlo a la solucidn de lejia.

24. No utilice la placa ELISA si la tirilla indicadora del sobre de desecante ha cambiado de azul a rosado.

25. No permita que el conjugado entre en contacto con recipientes o instrumentos que hayan podido contener previamente una solucién que utilice azida de sodio
como conservante. Los residuos de azida de sodio pueden destruir la actividad enzimatica del conjugado.

26. No exponga ninguno de los reactivos a soluciones que contengan lejia 0 a ningun olor fuerte de soluciones que contengan lejia. Los restos de lejia (hipoclorito
de sodio), incluso a nivel de trazas, pueden destruir la actividad biolégica de muchos de los reactivos incluidos en este sistema de pruebas.

1.  Lector de micropocillos ELISA capaz de leer a una longitud de onda de 450 nm. NOTA: Se podra usar un lector de longitud de onda unica (450 nm) o doble
(450/620 - 650 nm). Es preferible la longitud de onda doble, puesto que el filtro de referencia adicional esta configurado para disminuir posibles
interferencias derivadas de anomalias capaces de absorber luz.

2.  Pipetas capaces de dispensar con exactitud entre 10 y 200 pl.

3. Pipeta multicanal capaz de dispensar con exactitud entre 50 y 200 pl.

4.  Depdsitos de reactivos para pipetas multicanal.

5. Frasco de lavado o sistema de lavado de micropocillos.

6.  Agua destilada o desionizada.

7.  Probeta graduada de un litro.

8.  Pipetas seroldgicas.

9.  Puntas de pipeta desechables.

10. Toallas de papel.

11. Crondmetro de laboratorio para controlar las etapas de incubacion.

12. Recipiente para desechos y desinfectante (es decir: 10 % de lejia de uso doméstico - 0,5 % de hipoclorito de sodio)

Tirillas de micropocillos revestidos: vuelva a sellar inmediatamente las tirillas sobrantes con el secante y devuélvalas al lugar adecuado de
almacenamiento. Una vez abiertas, las tirillas son estables durante 60 dias siempre y cuando las tirillas indicadoras del envase del
J‘S"C desecante permanezcan de color azul.

2°C Conjugado: NO CONGELAR.

Sistema de pruebas, calibrador, control positivo, control negativo, TMB y diluyente SAVe Diluent® Sin abrir
25°C Solucién para detener la reaccioén: 2 - 25°C

2“CJ’_ Tampodn de lavado (1X): hasta 7 dias entre 20 y 25 °C o durante 30 dias entre 2y 8 °C.
Tampon de lavado (10X): 2 - 25°C

1.  ZEUS Scientific recomienda que el usuario realice la recolecciéon de muestras conforme al documento M29 del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio
(CLSI): Protection of Laboratory Workers from Infectious Disease (Proteccion de los trabajadores de laboratorio frente a las enfermedades infecciosas).

2. Ningln método de prueba puede ofrecer una garantia completa de que las muestras de sangre humana no transmitiran infecciones. Por lo tanto, todos los
derivados de la sangre deben considerarse potencialmente infecciosos.

3. Con este ensayo solamente deben utilizarse sueros recién extraidos y debidamente refrigerados que se hayan obtenido mediante procedimientos homologados
de venopuncion aséptica (7, 8). No los utilice si se han agregado anticoagulantes o conservantes. Evite utilizar sueros hemolizados, lipémicos o contaminados
con bacterias.

4. Almacene la muestra a temperatura ambiente durante un lapso no superior a las 8 horas. Si la prueba no se realiza dentro de las 8 horas, el suero puede
almacenarse a entre 2 - 8° C, durante un lapso no superior a las 48 horas. Si tiene previsto retrasar la realizacion de la prueba, conserve los sueros de la prueba a
—20 °C o a temperaturas inferiores. Evite multiples ciclos de congelacion/descongelacidon que puedan ocasionar la pérdida de actividad de los anticuerpos y dar
lugar a resultados erréneos. Es responsabilidad del laboratorio individual usar todas las referencias disponibles o sus propios estudios para determinar los
criterios de estabilidad para su laboratorio (10).

1.  Retire los componentes individuales del kit del almacenamiento y permita que alcancen la temperatura ambiente (20 - 25 °C).
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12.
13.

14.

Determine el nimero de micropocillos necesarios. Calcule seis determinaciones de control o calibrador (un blanco de reactivo, un control negativo, tres
calibradores y un control positivo) por serie. En cada prueba se debe analizar un blanco de reactivo. Compruebe que las configuraciones de controles y
calibrador sean correctas en los requisitos del programa y del lector. Devuelva las tirillas no usadas a la bolsa resellable con desecante, séllela y devuélvala a su
almacenamiento entre 2y 8 °C.

EJEMPLO DE CONFIGURACION DE LA PLACA
1 2

A Blanco Paciente 3
B Control negativo Paciente 4
C Calibrador etc.
D Calibrador
E Calibrador
F Control positivo
G Paciente 1
H Paciente 2

Prepare una dilucion 1:21 (por ejemplo: 10 pl de suero + 200 pl de diluyente SAVe Diluent®) del control negativo, del calibrador, del control positivo y de cada
suero de paciente. NOTA: el diluyente SAVe Diluent® sufrira un cambio de color, lo cual confirma que la muestra se ha combinado con el diluyente.

A cada micropocillo se afiaden 100 pl de cada control diluido, calibrador y muestra de paciente. Compruebe que las muestras estén bien mezcladas. Utilice una
punta de pipeta diferente para cada muestra.

Afiada 100 pl de diluyente SAVe Diluent® al micropocillo A1 como blanco de reactivo. Compruebe que la configuracién del micropocillo del blanco de reactivo
sea correcta en los requisitos del programa y del lector.

Incube la placa a temperatura ambiente (20 - 25 °C) durante 25 + 5 minutos.

Lave las tirillas de micropocillos 5 veces.

a.  Procedimiento de lavado manual:

1.  Agite la placa para eliminar el liquido de todos los micropocillos.

2. Llene cada micropocillo con solucién tampdn de lavado. Asegurese de que no queden burbujas de aire atrapadas en los micropocillos.

3.  Repitalos pasos 1.y 2. para un total de 5 lavados.

4.  Agite la placa para eliminar la solucién de lavado de todos los micropocillos. Invierta la placa sobre una toalla de papel y dele unos golpes secos para
eliminar cualquier residuo de solucidn de lavado de los micropocillos. Inspeccione visualmente la placa para asegurarse de que no queden residuos
de la solucion de lavado. Recoja la solucién de lavado en un recipiente desechable y tratela con desinfectante al final de la jornada de trabajo.

b.  Procedimiento de lavado automatico:

Si estd utilizando un sistema automético de lavado, ajuste el volumen dispensado en 300-350 pl/micropocillo. Ajuste el ciclo de lavado para 5 lavados, sin

interrupcion entre los mismos. En caso necesario, se puede extraer la placa de micropocillos del lavador, invertirla sobre una toalla de papel y golpearla

con firmeza para eliminar cualquier residuo de soluciéon de lavado de los micropocillos.

. Agregue 100 pl de conjugado a cada micropocillo, incluido el micropocillo del blanco de reactivo, a la misma velocidad y en el mismo orden en que se agregaron

las muestras.

. Incube la placa a temperatura ambiente (20 - 25 °C) durante 25 + 5 minutos.
10.
11.

Lave los micropocillos siguiendo el procedimiento descrito en el paso 7.

Agregue 100 pl de TMB a cada micropocillo, incluido el micropocillo del blanco de reactivo, a la misma velocidad y en el mismo orden en que se agregaron las
muestras.

Incube la placa a temperatura ambiente (20 - 25 °C) entre 10 y 15 minutos.

Detenga la reaccidn afiadiendo 50 pl de la solucién para detener la reaccién a cada micropocillo, incluido el micropocillo del blanco de reactivo, a la misma
velocidad y en el mismo orden en que se agregd la TMB. Las muestras positivas cambiaran de azul a amarillo. Después de agregar la solucién para detener la
reaccion, dé unos cuantos golpes secos a la placa para asegurarse de que las muestras estén bien mezcladas.

Ajuste la longitud de onda del lector de micropocillos a 450 nm y mida la densidad éptica (DO) de cada micropocillo con respecto al blanco de reactivo. Lea la
placa en los 30 minutos posteriores a la adicidn de la solucién para detener la reaccion.

PROCEDIMIENTO DE PRUEBA ABREVIADO
1. Diluya el suero 1:21.
2. Afiada la muestra diluida al micropocillo - 100 pl/micropocillo.
3., ——»  Incube durante 25 *+ 5 minutos.
4. Lave.
5. Afiada el conjugado - 100 pl/micropocillo.
6. ———p Incube durante 25 + 5 minutos.
7. Lave.
8. Afiada la TMB - 100 pl/micropocillo.
9, —> Incube durante 10 - 15 minutos.
10. Aflada la solucién para detener la reaccion - 50 pl/micropocillo - Mezcle.
11. LEA en el transcurso de 30 minutos.

El calibrador se debe analizar por triplicado cada vez que se realiza esta prueba. También se deben incluir un blanco de reactivo, el control negativo y el control
positivo.
Calcule la media de los micropocillos de los tres calibradores. Si alguno de los tres valores difiere de la media mas del 15%, deséchelo y calcule la media de los
dos valores restantes.
El valor medio de la DO del calibrador, del control negativo y del control positivo deben quedar dentro de los intervalos siguientes:

Intervalo de DO

Control negativo <£0,250
Calibrador >0,300
Control positivo >0,500

a.  Elvalor de la DO para el control negativo dividido entre la media de la DO del calibrador debe ser <0,9.

b.  Elvalor de la DO para el control positivo dividido entre la media de la DO del calibrador debe ser > 1,25.

c.  Sinose cumplen las condiciones anteriores, la prueba no se debe considerar vélida y se debe repetir.

Los controles negativo y positivo sirven para verificar fallos sustanciales de los reactivos, pero no aseguran la precision en el limite de referencia de la prueba.

Es posible analizar controles adicionales siguiendo las directrices o los requisitos de las normativas locales, regionales o nacionales, o de las organizaciones
acreditadas.

Consulte el documento C24 del CLSI: Statistical Quality Control for Quantitative Measurement Procedures (Control de calidad estadistico para procedimientos
de determinacidn cuantitativa) para obtener informacion sobre las practicas de control de calidad apropiadas.
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Al Calibrador incluido en este Sistema de prueba se le ha asignado un Factor de Correccién para la generacién de Valores indice y un Valor de Calibrador para la
generacion de Valores Unitarios. Basandose en pruebas de muestras de estado normal y de enfermedad, el fabricante ha determinado un Valor Unitario maximo y se
ha correlacionado con el Calibrador.
1.  Calculos
a.  Factor de correccion: El fabricante ha determinado un valor de DO como limite de referencia para las muestras positivas y lo ha correlacionado con el
calibrador. El factor de correccién (FC) permite calcular el limite de referencia de las muestras positivas. Asimismo, permite corregir las pequefias
variaciones cotidianas de los resultados de las pruebas. El factor de correccién se determina para cada lote de componentes del kit y estd impreso en la
etiqueta de componentes que se encuentra en la caja del sistema de pruebas.
b.  Limite de referencia de la DO: Para obtener el limite de referencia de la DO, multiplique el FC por la media de la DO del calibrador determinado
anteriormente.
(FC x media de DO del calibrador = limite de referencia de la DO)
C. Valores indice/cocientes de DO: Calcule el valor indice/cociente de DO de cada muestra dividiendo su valor de DO por el limite de referencia de la DO del

paso b.
Ejemplo: DO media del calibrador = 0,793
Factor de correccién (FC) = 0,25
Limite de referencia de la DO = 0,793x0,25=0,198
DO de muestra desconocida = 0,432
Valor indice/cociente de DO de la muestra =  0,432/0,198 = 2,18

d.  Conversidn de Densidad Optica en AAU/ml: La conversidn de la DO en Valor Unitario (AAU/ml) se puede representar mediante la siguiente ecuacion:
Muestra de prueba AAU/ml = (A xB)/C En donde: AAU/ml = Valor Unitario desconocido a ser determinado; A = OD de la muestra de prueba en cuestion;
B = Valor Unitario del Positivo del calibrador (AAU/ml) y C = Media de la DO del calibrador.

Ejemplo: DO de la muestra de prueba =0,946 AAU de la muestra de prueba/ml = (0,946 x 155) / 0,435
DO del calibrador =0,435 Muestra de prueba = 337 AAU/ml
Valor unitario del calibrador = 155 AAU/ml
2. Interpretaciones: Los valores indice/cocientes de DO se interpretan como se indica a continuacion:
Valores unitarios | Valor indice/cociente de DO

Muestras negativas Muestras negativas <0,90

Muestras dudosas 150 a 180 AAU/m 0,91a1,09

Muestras positivas > 180 AAU/ml >1,10

Vuelva a analizar por duplicado las muestras con valores del coeficiente de DO comprendidos en el intervalo dudoso (0,91 — 1,09). Documente cualesquiera dos de los
tres resultados que concuerden. Repita la evaluacién de las muestras dudosas utilizando un método seroldgico alternativo y/o repita la evaluacion extrayendo otra
muestra entre una y tres semanas mas tarde.

1.  No se debe emitir un diagndstico que se base exclusivamente en los resultados del sistema de pruebas ELISA PR-3 de ZEUS. Interprete los resultados de la
prueba de forma conjunta con la evaluacion clinica y los resultados de otros procedimientos de diagndstico.

2. ZEUS Scientific no ha realizado evaluacion alguna del comportamiento de este ensayo con muestras lipémicas, hemolisadas e ictéricas; no realice pruebas de
estas muestras con este ensayo.

3. Los resultados de este método no son una prueba diagnéstica de la presencia o ausencia de enfermedad. No inicie el tratamiento inmunosupresor
exclusivamente sobre la base de un resultado positivo.

Se ha llevado a cabo un estudio en el que se evalud la presencia de autoanticuerpos contra PR-3 en 90 sueros de donantes normales procedentes del sudoeste de los
Estados Unidos. De los 90 analizados, ninguna muestra fue positiva. En otro estudio con 113 muestras que se habian enviado a un laboratorio de referencia del
nordeste de los Estados Unidos, ocho (8/113= 7,1%) fueron positivas para IgG anti-PR-3. En conjunto, estos estudios demuestran que la incidencia de los anticuerpos
IgG frente a PR-3 es relativamente poco frecuente.

1.  Estudio comparativo:
La realizacién de un estudio comparativo interno demostré la equivalencia del sistema de pruebas ELISA PR-3 de ZEUS con otra prueba ELISA PR-3 IgG comercial.
El funcionamiento del kit se evalud usando 316 muestras: 196 muestras de enfermos, 113 muestras que se enviaron a un laboratorio de referencia en el
nordeste de los Estados Unidos para serologia sistematica de ANCA y 7 muestras que se habian estudiado previamente y que eran reactivas para ANCA. En la
Tabla 1 que aparece a continuacion se ofrece un resumen de las muestras clinicas. Los resultados resumidos de la investigacién aparecen en la Tabla 2 que sigue
a continuacion.

Tabla 1: Resumen de las
L. Edad )
muestras clinicas Comentarios
n Varones | Mujeres | Alta Baja Media
45 18 27 82 14 54,7 Categoria de la enfermedad: Granulomatosis de Wegener
41 21 20 100 22 63,2 Categoria de la enfermedad: Glomerulonefritis idiopatica necrotizante y con semilunas
41 16 25 87 20 63,1 Categoria de la enfermedad: Poliarteritis microscopica
39 17 22 94 11 60,8 Categoria de la enfermedad: Sindrome pulmonar renal
30 15 15 78 3 43,4 Controles de enfermedad por vasculitis o glomerulonefritis, vasculitis no relacionadas con ANCA.
7 Informacion no disponible ANCA positivos estudiados previamente, sin diagnostico disponible
113 Informacién no disponible Muestras enviadas a un laboratorio de referencia para serologia sistematica de ANCA
Tabla 2: Calculo de sensibilidad relativa, especificidad y concordancia — Sistema de prfxebas ELISA PR-3 de ZEUS
Positivo Negativo Dudoso* Total
; d b Positivo 56 6 0 62
SISte::.?S Aep;;r_t;e as Negativo 3 211 4 218
comercial Dudoso* 11 23 1 35
Total 70 240 5 315

* Las muestras dudosas se excluyeron de los célculos.

Sensibilidad relativa = 56/62 =90,3% Intervalo de confianza de 95%** = de 83 a 97,7%
Especificidad relativa= 211/214=98,6% Intervalo de confianza de 95%** = de 97,0 a 100%
Concordancia relativa = 267/276 = 96,7% Intervalo de confianza de 95%* = de 94,6 a 98,8%
** Los intervalos de confianza de 95% se calcularon segin el método exacto.
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Reproducibilidad:

Se analizaron seis muestras; tres muestras positivas, una muestra cercana al punto de corte y dos muestras negativas. En cada uno de los tres dias, un técnico
analizé cada muestra una vez al dia, ocho veces cada una, lo que da como resultado 24 puntos de prueba. Luego un responsable calculd la precision intraensayo
e interensayos a partir de los datos resultantes. En la Tabla 3 siguiente se presentan los resultados de las pruebas.

Tabla 3: ELISA PR-3 de ZEUS; resultados del estudio de precision

Reproducibilidad intraensayo Reproducibilidad interensayos
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Todos los dias combinados
Muestra |Media (AAU/ml)| DE | % CV |Media (AAU/ml) DE % CV  |Media (AAU/ml) DE % CV | Media (AAU/ml) DE % CV
1 1077 39 3,6 967 60 6,2 1085 24 2,2 1043 69 6,6
2 468 12 2,6 406 27 6,6 423 20 4,6 432 33 7,7
3 38 2 | 66 42 3 8,1 36 4 9,8 39 4 10,4
4 195 6 3,3 192 8 4,1 178 13 7,6 189 12 6,5
5 28 2 |85 35 2 6,5 28 5 17,2 30 5 15,4
6 1687 61 3,6 1702 74 4,3 1628 54 3,3 1672 69 4,1

Reactividad cruzada:

Se realizd un estudio para evaluar la reactividad cruzada del ensayo frente a otros autoanticuerpos. Se analizaron ocho muestras, que fueron positivas para
anticuerpos frente a antigenos nucleares (ANA) en células HEp-2. Los resultados mostraron que dos de las muestras presentaron un patrén homogéneo, dos
presentaron un patron nucleolar, dos presentaron un patrén centrémero y dos presentaron un patréon moteado. Para ver un resumen de los resultados de este
estudio, refiérase a la Tabla 4 que figura a continuacién. Los resultados de esta investigacién indican que no es probable la reactividad cruzada con otros
anticuerpos antinucleares.

Tabla 4: Resultados de la investigacion de la reactividad cruzada. Resultados de IFA ANA HEp-2 Resultados de ELISA PR-3
Muestra Patrén Titulo final Densidad optica AAU/ml
1 Homogéneo 1:1280 0,056 53
2 Homogéneo 1:640 0,014 13
3 Moteado 1:2560 0,030 28
4 Nucleolar 1:1280 0,069 66
5 Centromérico 1:1280 0,060 58
6 Centromérico 1:1280 0,026 25
7 Moteado 1:5120 0,049 48
8 Nucleolar 1:10240 0,019 18
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