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El sistema de andlisis de ADNn ZEUS IFA es un ensayo preestandarizado disefiado para la deteccidn cualitativa y semicuantitativa de anticuerpos frente al ADN nativo
mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFA) y estd destinado para su uso diagnéstico in vitro.

Los anticuerpos frente al acido desoxirribonucleico nativo (ADNn) se encuentran con frecuencia en el suero de pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES)
espontaneo y en algunos sindromes lupicos inducidos por farmacos (1-9). La presencia de anticuerpos frente al ADNn es indicativa de LES activo y esta estrechamente
correlacionada con la aparicion de la nefritis lGpica (5, 10-13). La especificidad de los anticuerpos frente al ADNn para el LES es mucho mayor que la que presentan los
anticuerpos antinucleares (5, 12). Por tanto, la deteccién de anticuerpos frente al ADNn proporciona informacion tanto diagndstica como prondstica de gran valor para
el diagnostico diferencial del LES (5, 10-13). La presencia de anticuerpos frente al ADNn en el suero de pacientes con LES conocido se considera un indicador de
enfermedad activa recurrente o de respuesta deficiente al tratamiento (5, 13). En consecuencia, la vigilancia periddica de los anticuerpos frente al ADNn en los pacientes
con LES permite evaluar la evolucién clinica de la enfermedad y su respuesta al tratamiento (5, 10-13). Los anticuerpos frente al ADN se descubrieron en el suero de
pacientes con LES hace mas de 15 afios (1-4). Desde entonces, los anticuerpos frente al ADN se han estudiado mediante diferentes técnicas, como son la difusién en
gel (1, 14-15), la fijacion del complemento (2, 14 y 16), la aglutinacion (17, 18), los analisis rdpidos de deteccidon de ADN (13, 19), la radioinmunoelectroforesis (20), la
contrainmunoelectroforesis (21, 22) y la precipitacion con sulfato de amonio (10, 23 y 24). La investigacidn para determinar la especificidad de los anticuerpos frente
al ADN ha sido considerable. En la actualidad, se ha demostrado que hay anticuerpos que reaccionan con el ADNn o con el ADN desnaturalizado de cadena simple
(ADNs) (8, 12, 14y 20). Se considera que los anticuerpos frente al ADNn se correlacionan con la actividad clinica de la enfermedad (2, 5, 10y 25). Ademads, los anticuerpos
frente al ADN se han eluido a partir de los rifiones de pacientes con LES y en una publicacién se ha demostrado la presencia de complejos ADN-anti-ADN en el suero de
pacientes con LES activo (26). Sin embargo, también se han encontrado estos anticuerpos en pacientes con y sin nefritis lUpica activa (27, 28).

El sistema de andlisis de ADNn ZEUS IFA se basa en el uso del cinetoplasto de Crithidia luciliae como sustrato, descrito por primera vez por Aarden, et al (29). En
publicaciones recientes de diferentes investigadores se ha mostrado que este método es una prueba analitica Gtil para detectar anticuerpos frente al ADN en pacientes
con lupus eritematoso sistémico (30-33). En esos estudios también se propone que el sistema de andlisis de ADNn mediante IFA es comparable al método de
radioinmunoensayo para la deteccion de anticuerpos frente al ADNn.

El sistema de analisis de ADNn ZEUS IFA es un ensayo preestandarizado de inmunofluorescencia indirecta disefiado para la determinacion cualitativa y semicuantitativa

de anticuerpos frente al ADNn en sueros de pacientes y controles. La reaccién se produce en dos pasos:

1. Paso 1: en presencia de anticuerpos frente al ADNn, en una primera etapa se produce una reaccion entre estos y el cinetoplasto del sustrato C. luciliae.

2.  Paso 2: se afiade al sustrato inmunoglobulina de cabra antiinmunoglobulina humana marcada con isotiocianato de fluoresceina (FITC). Si el suero del paciente
contiene anticuerpos frente al ADNn, se observara una reaccidn positiva antigeno-anticuerpo fluorescente de color verde manzana al examinar los portaobjetos
con el microscopio de fluorescencia. La reaccidn positiva se reconoce como un marcaje intenso en los cinetoplastos pequefios de C. luciliae.

Materiales proporcionados:

Cada sistema de anilisis contiene los siguientes componentes en cantidad suficiente para realizar el nimero de ensayos indicados en la etiqueta del envase. NOTA: el
conjugado y los controles contienen una combinacién de Proclin (0,05 % v/v) y Azida sédica (< 0,1 % p/v) como conservantes. SAVe Diluent® contiene azida sédica
(< 0,1 % p/v) como conservante.

e o o 1. Portaobjetos con el sustrato C. luciliae: diez portaobjetos de 10 pocillos con papel secante.

Conjugado: inmunoglobulina de cabra antiinmunoglobulina humana marcada con isotiocianato de fluoresceina (FITC). Contiene amortiguador

S fosfato con BSA y contratincion. Un frasco con tapén de color ambar de 3,5 ml. Listo para usar.

Control positivo (suero humano): se producira el marcaje positivo de color verde manzana del cinetoplasto en los microorganismos C. luciliae. Un

CONTROL * 3. vial con tapén rojo de 0,5 ml. Listo para usar.

CONTROL - 4.  Control negativo (suero humano): no se producird un marcaje detectable del ADNn. Un vial con tapdn verde de 0,5 ml. Listo para usar.

SAVe Diluent®: un frasco con tap6n verde de 30 ml con solucién salina amortiguada con fosfato. Listo para usar. NOTA: el SAVe Diluent® cambiara

DIL SPE > de color cuando se combine con suero.
BUF PBS 6 Solucién salina amortiguada con fosfato (PBS): pH 7,2 + 0,2. Vierta el contenido del envase de amortiguador en un litro de agua destilada o
" desionizada. Mezcle hasta que todas las sales se hayan disuelto completamente. Cuatro envases, suficiente para preparar 4 litros.
MNTMED 7. Medio de montaje (glicerol amortiguado): dos viales de 3,0 ml con tapdn blanco y sistema de goteo.
NOTAS:

1. Los siguientes componentes no dependen del nimero de lote del sistema de analisis y se pueden utilizar indistintamente con cualquier sistema de analisis
ZEUS IFA, siempre y cuando los nimeros de producto sean idénticos: SAVe Diluent® (N.2 de producto: FAO05CC), medio de montaje (N.2 de producto: FA0009S)
y PBS (N.2 de producto: 0008S).

2.  Elsistema de analisis también contiene una etiqueta de componente que contiene informacion especifica del lote dentro de la caja del sistema de analisis.

1.  Para uso diagndstico in vitro.

2. Sigalas precauciones normales empleadas al manipular reactivos de laboratorio. En caso de contacto con los ojos, enjuague inmediatamente con agua abundante
y busque atencion médica. Lleve ropa protectora adecuada, guantes y proteccidn ocular o para la cara. No respire los vapores. Elimine los desechos de acuerdo
con la legislacion local, estatal y federal.

3. Los pocillos del portaobjetos no contienen microorganismos viables. No obstante, deben considerarse como materiales con posible riesgo biolégico y manipularse
en consecuencia.

4.  Los controles son materiales con posible riesgo biolégico. Los materiales de los que se derivan estos productos dieron resultado negativo para el antigeno del
VIH-1, HBsAg y para los anticuerpos frente al VHC y VIH mediante métodos de analisis aprobados. No obstante, puesto que ningun método de analisis puede
ofrecer una garantia completa de ausencia de agentes infecciosos, estos productos se deben manipular con un nivel de bioseguridad 2, segun lo recomendado
para cualquier muestra de suero o sangre de origen humano potencialmente infecciosa en el manual de los Centros para el Control de las Enfermedades (Centers
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for Disease Control)/y los Institutos Nacionales de Salud (National Institutes of Health) “Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories”: edicion actual;
y Norma de la OSHA para patégenos transmitidos por la sangre (20).

Para unos resultados precisos es esencial cumplir las condiciones de tiempo y temperatura de incubacién que se especifican. Se debe dejar que todos los reactivos
se estabilicen a temperatura ambiente (20-25°C) antes de iniciar el ensayo. Devuelva los reactivos sin usar a sus envases originales inmediatamente y siga los
requisitos de conservacion.

El lavado no adecuado puede ocasionar resultados falsos positivos o falsos negativos. Aseglrese de minimizar la cantidad residual de PBS secdndolo antes de
afiadir el conjugado. No permita que los pocillos se sequen entre las incubaciones.

EI SAVe Diluent®, el conjugado y los controles contienen azida sédica a una concentracion < 0,1 % (p/v). Se ha notificado que la azida sédica forma azidas de plomo
o cobre en las tuberias del laboratorio, que pueden explotar al golpearlas con un martillo. Para evitar este riesgo, enjuague bien el fregadero con agua tras eliminar
la solucidn que contenga azida sddica. Este conservante puede ser toxico si se ingiere.

La dilucién o adulteraciéon de estos reactivos puede generar resultados erréneos.

No pipetee nunca con la boca. Evite el contacto de los reactivos y de las muestras de los pacientes con la piel y las mucosas.

Evite la contaminacién microbiana de los reactivos. Se pueden obtener resultados incorrectos.

La contaminacidn cruzada de los reactivos y/o de las muestras podria provocar resultados erréneos.

Los utensilios de vidrio reutilizables se deben lavar bien sin usar detergentes.

Evite las salpicaduras o la generacién de aerosoles.

No exponga los reactivos a la luz potente durante su conservacion o incubacién.

Permitir que el envase con los portaobjetos se estabilice a temperatura ambiente antes de abrir la envoltura protectora protegera los pocillos y el papel secante
frente a la condensacion.

Recoja la solucién de lavado en un recipiente de desecho. Trate la solucidn residual con desinfectante (es decir, lejia de uso doméstico al 10 % o hipoclorito sédico
al 0,5 %). Evite la exposicion de los reactivos a los vapores de la lejia.

No exponga ninguno de los reactivos a soluciones que contengan lejia ni a ningun olor fuerte procedente de soluciones que contengan lejia. Restos minimos de
lejia (hipoclorito sédico) pueden destruir la actividad bioldgica de muchos de los reactivos del sistema de andlisis.

No presione la envoltura de los portaobjetos, ya que podria dafiar el sustrato.

Los componentes de este sistema de andlisis se han combinado para obtener una sensiblidad y reproducibilidad éptimas. No deben intercambiarse con reactivos
de otros fabricantes. Siga con atencion el prospecto de envase.

Los componentes sin abrir/abiertos son estables hasta la fecha de caducidad impresa en la etiqueta, siempre que se sigan estrictamente las condiciones de
conservacion recomendadas. No utilizar el producto después de la fecha de caducidad. No congelar.

La contratincion de Azul de Evans es un posible carcindgeno. Lavar con agua si se produce contacto con la piel. Eliminar de acuerdo con la normativa local.

No deje que los portaobjetos se sequen durante el procedimiento. Dependiendo de las condiciones ambientales del laboratorio, puede ser necesario colocar los
portaobjetos en una cdmara humeda durante las incubaciones.

Pipetas pequefias para serologia, Pasteur, capilares o automaticas.

Puntas de pipeta desechables.

Tubos de ensayo pequefios, Aq113 x 100 mm o equivalentes.

Gradillas para tubos de ensayo.

Plato de tincidn: un plato de tincidén grande con un pequefio sistema de mezcla magnética proporciona un mecanismo ideal para lavar los portaobjetos entre los
pasos de incubacion.

Cubreobjetos, 24 x 60 mm, grosor n.2 1.

Agua destilada o desionizada.

Microscopio de fluorescencia adecuadamente equipado.

Probeta graduada de 1 litro.

Temporizador de laboratorio para vigilar los pasos de incubacion.

Recipiente de desechos y desinfectante (es decir: lejia doméstica al 10 % o hipoclorito sédico al 0,5 %).

Se ha observado que los siguientes sistemas de filtrado (o sus equivalentes) son satisfactorios para el uso habitual con montajes de campo oscuro con luz incidente
o transmitida:

Luz transmitida

Fuente de luz: vapor de mercurio de 200 W o0 50 W

Filtro de excitacion

Filtro de barrera

Filtro de supresion del rojo

KP490 K510 o K530 BG38

BG12 K510 o K530 BG38

FITC K520 BG38
Fuente de luz: halégena de tungsteno de 100 W

KP490 K510 o K530 BG38

Luz incidente

Fuente de luz: vapor de mercurio de 200, 100 0 50 W

Filtro de excitacion Espejo dicroico Filtro de barrera Filtro de supresion del rojo
KP500 TK510 K510 o K530 BG38
FITC TK510 K530 BG38
Fuente de luz: halégena de tungsteno de 50 y 100 W
KP500 TK510 K510 o K530 BG38
FITC TK510 K530 BG38
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ZEUS Scientific recomienda que el usuario recoja las muestras de acuerdo con el documento M29 de CLSI: Proteccidn de los trabajadores de laboratorio contra
enfermedades infecciosas adquiridas en el trabajo (Protection of Laboratory Workers from Occupationally Acquired Infectious Diseases). Ningiin método de
andlisis conocido ofrece una garantia total de que las muestras de sangre humana no transmitan infecciones. Por tanto, todos los derivados de la sangre se deben
considerar como potencialmente infecciosos.

Para este ensayo, utilice solamente suero recién extraido y refrigerado de forma adecuada, obtenido mediante procedimientos de venopuncion aprobados (34,
35). No se deben afiadir anticoagulantes ni conservantes. Evite el uso de sueros hemolizados, lipémicos o bacterioldgicamente contaminados.

Almacene la muestra a temperatura ambiente durante un maximo de 8 horas. Si el analisis no se realiza en un plazo de 8 horas, el suero puede conservarse a
entre 2-8 °C, durante un méaximo de 48 horas. Si se espera un retraso en la realizacién del ensayo, conserve el suero a analizar a =20 °C o a una temperatura
inferior. Evite multiples ciclos de congelacion/descongelacion que podrian causar la pérdida de la actividad de los anticuerpos y proporcionar resultados erréneos.
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Es responsabilidad de cada laboratorio utilizar todas las referencias disponibles y/o sus propios estudios para determinar los criterios de estabilidad para dicho
laboratorio (37).

Sistema de analisis sin abrir.

8°C 0 - — -
2°CJ_ Medio de montaje, conjugado, SAVe Diluent®, portaobjetos, controles positivos y negativos.

PBS rehidratado (estable durante 30 dias).

25°C
2GCJr Envases de solucion salina amortiguada con fosfato (PBS).

No vk
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Extraiga los portaobjetos del envase refrigerado y deje que se estabilicen a temperatura ambiente (20-25 °C). Abra rasgando la envoltura protectora y extraiga los

portaobjetos. No presione las caras planas de la envoltura protectora.

Identifique cada pocillo con el suero del paciente apropiado y con los controles. NOTA: los controles se utilizan sin diluir. Prepare una dilucién 1:10 (p. ej., 10 pl

de suero + 90 pl de SAVe Diluent® o PBS) de cada suero de paciente. El SAVe Diluent® cambiara de color, confirmando que la muestra se ha combinado con

el diluyente.

Opciones de dilucién:

a.  Losusuarios pueden titular el control positivo al punto final para que sirva como un control semicuantitativo (1+, minimamente reactivo). En tales casos, el
control debe diluirse dos veces en SAVe Diluent® o PBS. Cuando se evalia mediante el analisis de ZEUS Scientific, se establece una dilucién a punto final y
se rotula en el vial del control positivo (+ una dilucién). Debe tenerse en cuenta que, debido a variaciones propias de cada laboratorio (equipo, etc.), estos
deben establecer su propio titulo de punto final esperado para cada lote de control positivo.

b.  Cuando se titulan las muestras de pacientes, las diluciones iniciales y todas las posteriores solamente se deben preparar en SAVe Diluent® o PBS.

Con un dispensador adecuado (indicado anteriormente), dispense 20 pul de cada uno de los sueros control y cada uno de los sueros diluidos en los

pocillos apropiados.

Incube los portaobjetos a temperatura ambiente (20-25 °C) durante 30 minutos.

Enjuague con cuidado los portaobjetos con PBS. No dirija el chorro de PBS a los pocillos de anlisis.

Lave los portaobjetos durante dos intervalos de 5 minutos, cambiando el PBS entre los lavados.

Retire los portaobjetos del PBS de uno en uno. Invierta el portaobjetos y encaje los pocillos con los orificios del papel secante que se proporciona. Seque el

portaobjetos pasando un pafio absorbente por el reverso del mismo. PRECAUCION: coloque el papel secante y el portaobjetos sobre una superficie lisa y dura.

Secar con papel secamanos puede destruir la matriz del portaobjetos. No deje que los portaobjetos se sequen durante el anilisis.

Afiada 20 pl de conjugado a cada pocillo.

Repita los pasos 4 a 7.

Afiada entre 3 y 5 gotas de medio de montaje a cada portaobjetos (entre los pocillos) y a cada cubreobjetos. Examine los portaobjetos inmediatamente con un

microscopio de fluorescencia apropiado.

NOTA: si se espera un retraso a la hora de examinar los portaobjetos, selle el cubreobjetos con laca de uiias transparente y consérvelos en el frigorifico. Se
recomienda examinar los portaobjetos el mismo dia de su analisis.

1. Cadavez que se realiza un andlisis, se debe incluir un control positivo, un control negativo y un control con amortiguador.

2. Serecomienda que se lean los controles positivo y negativo antes de evaluar los resultados del andlisis. Esto ayudara a establecer las referencias necesarias para
interpretar la muestra analizada. Si los controles no tienen el aspecto descrito, los resultados no son validos.

a.  Control negativo: se caracteriza por la ausencia de tincién fluorescente del cinetoplasto. La tincidn del nicleo solamente y/o la tincién del cuerpo basal se
deben interpretar como un analisis negativo.

b.  Control positivo: se caracteriza por una tincion fluorescente del cinetoplasto de color verde manzana. La tincidn del cuerpo basal junto con el cinetoplasto
se debe considerar un resultado positivo.

3. Se pueden analizar controles adicionales de acuerdo con las directrices o requisitos de la normativa local, estatal y/o federal o con las organizaciones
de acreditacion.

NOTAS:

a. Laintensidad de la fluorescencia observada puede variar con el microscopio y con el sistema de filtros utilizado.

b.  El cinetoplasto se suele localizar mas cerca del cuerpo basal que el nuicleo. No obstante, debido a la naturaleza fluida del endoplasma, la ubicacién del
cinetoplasto puede variar de una célula a otra (36).

c. Lea solamente microorganismos unicos y bien definidos en cada campo. No todos los microorganismos seran 6ptimos. Su morfologia puede variar a
causa de la fijacion, sus fases de crecimiento y/o su orientacion en el portaobjetos al secarse (36).

1.  Los titulos menores de 1:10 se consideran negativos.

2 Ensayo positivo: cualquier tincidon verde manzana observada en el cinetoplasto pequefio del microorganismo sustrato C. luciliae, a una dilucién 1:10 de acuerdo
con una escala 1+ a 4+. El valor 1+ se considera una reaccion débil y el 4+ una reaccidn fuerte. Todos los sueros positivos a 1:10 se deben titular a la dilucién de
punto final. Esto se consigue haciendo las diluciones seriadas 1:10, 1:20, 1:40, etc. de todos los positivos. El punto final es la dilucion mas alta que produce una
reaccion positiva.

3. Latincidn de manera simultanea tanto del cinetoplasto pequefio como del nicleo mayor adyacente de C. luciliae se debe interpretar como un analisis positivo.

4.  Latincidn polar en la base de los flagelos no es significativa.

5. Latincidn solamente del nucleo no se debe interpretar como un analisis positivo.

NOTA: se puede producir un fendmeno prozona en diluciones bajas de suero de pacientes. Se sugiere repetir el analisis de la muestra del paciente a una dilucién

superior (es decir, 1:40 o 1:80) cuando se sospeche de la presencia de este fenémeno.

El sistema de analisis de ADNn ZEUS IFA es una ayuda diagndstica. Por tanto, es necesario que un profesional médico interprete los resultados de los anticuerpos
frente al ADNn teniendo presente la situacion clinica del paciente.

Los resultados del anélisis pueden ser negativos en pacientes con LES que reciban corticosteroides (5, 8 y 9).

Algunos farmacos, en especial la hidralazina, pueden inducir la produccién de anticuerpos frente al ADNn (5, 6y 8).

Los valores esperados en una poblaciéon normal son negativos a una dilucién inicial de 1:10. No obstante, ciertos farmacos pueden inducir un resultado positivo frente
al ADNn (5, 6).
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El sistema de analisis de ADNn ZEUS IFA se ha evaluado en paralelo con un procedimiento de andlisis de ANA de referencia empleando higado de rata como sustrato.
Se volvieron a analizar cincuenta y dos (52) sueros positivos para ANA obtenidos de pacientes con diferentes diagndsticos, incluido el LES, con el sistema de andlisis de
ADNN de IFA. La tabla siguiente resume los resultados comparativos de ANA y ADNn.

Resumen del estudio comparativo del sistema de analisis de ADNn ZEUS IFA: ANA frente a ADNn en diferentes enfermedades

Numero de pacientes Diagnéstico Numero de positivos para ANA Numero de positivos para ADNn
11 Lupus sistémico 11 9
8 Hipertension o uremia 8 0
3 Esclerodermia 3 0
4 Artritis reumatoide 4 0
1 Sindrome de Sjogren 1 0
5 Cirugia a corazon abierto 5 0
20 Otros o sin diagndstico 20 0
52* 52* 9*

*Los datos presentados en la tabla anterior demuestran la especificidad relativa del andlisis de ADNn para el lupus eritematoso sistémico. De los 11 pacientes con
diagndstico de LES, 9 presentaban nefritis IUpica en estadio agudo segun se determind al evaluar la biopsia renal. Los dos pacientes con LES con resultado negativo en
el andlisis de anticuerpos frente al ADNn no presentaban enfermedad renal. Ninguno de los pacientes restantes con otras enfermedades presentaba anticuerpos frente
al ADNn en su suero, aunque los 41 tenian titulos de ANA positivos desde 1:40 hasta 1:40 000.

Especificidad: el sistema de analisis de ADNn ZEUS IFA es capaz de detectar anticuerpos IgG, IgA e IgM de acuerdo con la difusion en gel y el andlisis
inmunoelectroforético del conjugado de inmunoglobulinas anti-inmunoglobulinas humanas marcadas con FITC.

Estudio de interferencia: se realiz6 una investigacion para evaluar la posible influencia de las sustancias que se suele encontrar que interfieren en el sistema de analisis
de ADNn ZEUS IFA. Esta investigacidn se llevé a cabo utilizando informacién procedente del documento EP7-A2 de la CLSI sobre Andlisis de interferencia en quimica
clinica: directrices aprobadas, segunda edicion (Interference Testing in Clinical Chemistry — Approved Guideline, Second Edition) como orientacion. En resumen, se
obtuvieron tres muestras de suero. Las muestras se podian clasificar del siguiente modo: negativas para ADNn (~1 Ul/ml), positivas bajas para anticuerpo frente a ADNn
(~200 Ul/ml) y positivas altas para anticuerpo frente a ADNn (~1000 Ul/ml). Se afiadieron sustancias interferentes a cada una de las tres muestras de suero, a dos
concentraciones diferentes (alta y baja). Para valorar las sustancias afiadidas se prepararon controles de matriz. Las sustancias interferentes utilizadas y las cantidades
afiadidas son las siguientes:

Interferente Alto Bajo Matriz
Albumina (humana) 50 mg/ml 35 mg/ml Suero
Bilirrubina 0,15 mg/ml 0,01 mg/ml Suero—PBS al 10 %
Colesterol 2,5 mg/ml 1,5 mg/ml Suero con etanol al 10 %
Hemoglobina 200 mg/ml 100 mg/ml Suero
Intralipids 7,5 mg/ml 3 mg/ml Suero
Triglicéridos 5 mg/ml 1,5 mg/ml Suero con etanol al 10 %

Los resultados del estudio mostraron que no habia ningun efecto en la interpretacion de las muestras. Por tanto, no hay riesgo de que el sistema de analisis de ADN
ZEUS IFA ofrezca resultados erréneos debido a la presencia de las sustancias interferentes analizadas aqui.

Estudio de reactividad cruzada: se realizo una investigacion para evaluar otros autoanticuerpos encontrados con frecuencia para determinar su potencial de reaccién
cruzada con el sustrato del sistema de andlisis de ADNn ZEUS IFA. Se compraron cinco muestras positivas para cada uno que tuviesen niveles significativos de
autoanticuerpo IgG para los siguientes autoantigenos: centrémero, SSA, SSB, Jo-1y Scl-70. Estas 25 muestras de suero se analizaron en el sistema de andlisis de ADNn
ZEUS IFA y las 25 muestras dieron resultados negativos. Este estudio indica la ausencia de reacciones cruzadas con el sistema de analisis de ADNn ZEUS IFA a partir de
otros autoanticuerpos frecuentes.

Limites de deteccién: en el momento de la investigacidn, ya no se encontraba disponible el patrén de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) de ADNdc (sin/80). En
ausencia de este patron, se utilizé una muestra de suero positiva para ADNdc bien caracerizada para establecer el LdD. Esta muestra se evalué exhaustivamente con
un inmunoensayo de ADNdc aprobado por la FDA con unidades de Ul/ml. Se encontré que contenia ~3000 Ul/ml de anticuerpo frente a ADNdc. Utilizando esta muestra,
se determind que el LdD del sistema de analisis de ADNn ZEUS IFA era de 8,33 Ul/ml.

Reproducibilidad con el mismo lote: este estudio se realizé utilizando un lote del sistema de analisis de ADNn ZEUS IFA. Se adquirieron tres muestras de diferentes
niveles de reactividad. Representaban una muestra negativa (~1 Ul/ml), una muestra positiva moderada (~200 Ul/ml) y una muestra positiva fuerte (~1000 Ul/ml). Cada
muestra se analizé en 10 pocillos (réplicas) del portaobjetos de IFA. Los resultados de este estudio se resumen en la tabla siguiente:

Las 10 réplicas del suero con un valor positivo alto (1000 Ul/ml) dieron un resultado de 4+.

Las 10 réplicas del suero con un valor positivo moderado (200 Ul/ml) dieron un resultado de 2+.

Las 10 réplicas del suero negativo (1 Ul/ml) permanecieron negativas.

Reproducibilidad entre lotes: este estudio se realizé utilizando tres lotes diferentes del sistema de andlisis de ADNn ZEUS IFA. Se adquirieron tres muestras de diferentes
niveles de reactividad. Representaban una muestra negativa (~1 Ul/ml), una muestra positiva moderada (~200 Ul/ml) y una muestra positiva fuerte (~1000 Ul/ml). Cada
muestra se analizé por duplicado del portaobjetos de IFA, una vez al dia durante cinco dias. Los resultados de este estudio se resumen en la tabla siguiente:

Suero positivo alto Suero positivo medio Suero negativo
Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5
N.2 de lote 1- Dupl. (1) 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 0 0 0 0 0
16050011 Dupl. (2) 4+ 4+ A+ A+ A+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 0 0 0 0 0
Lote n.2 2- Dupl. (1) 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 2+ 2+ 2+ 3+ 3+ 0 0 0 0 0
16050012 Dupl. (2) 4+ 4+ A+ A+ A+ 2+ 2+ 2+ 3+ 3+ 0 0 0 0 0
Lote n.2 3- Dupl. (1) 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 0 0 0 0 0
16050058 Dupl. (2) 4+ 4+ A+ A+ A+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 0 0 0 0 0

Los resultados del ADNn de los experimentos dentro del mismo lote y entre lotes o en diferentes dias cumplen los correspondientes criterios de aceptacion definidos
anteriormente. Por tanto, se demuestra que el sistema de andlisis mediante IFA de ADNn produce resultados altamente reproducibles tanto dentro del lote como entre
lotes.
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