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1 Uso previsto

El Anti-B, GP-l es un inmunoensayo cuantitativo para la
determinacién de anticuerpos 1gG y/o IgM contra la B2-
glicoproteina | (B2-GP 1) en suero humano.

El Anti-R, GP-I estd pensado como una ayuda en el diagnéstico
del sindrome de anticuerpos anti-fosfolipidos (SAFL) en
conjuncién con otros hallazgos clinicos y de laboratorio.

El inmunoensayo estd disefiado para uso manual por
profesionales en el diagndstico in vitro.

2 Relevancia del diagnéstico

El SAFL es un trastorno autoinmune que comprende sintomas
clinicos como la trombosis arterial o venosa, la trombocitopenia
y la pérdida fetal recurrente. EI SAFL primario, al igual que el
lupus eritematoso sistémico (LES), se caracteriza por la
aparicion de autoanticuerpos contra fosfolipidos cargados
negativamente, incluidos los anticuerpos contra la cardiolipina.
Aunque el significado y la relevancia patolégica de los
anticuerpos contra fosfolipidos aun no se han dilucidado por
completo, la deteccion de dichos autoanticuerpos esta
ampliamente establecida y desempefia un papel importante en
el diagndstico de las enfermedades autoinmunes sistémicas.

Los anticuerpos anti-cardiolipina son los mas utilizados para el
diagndstico del SAFL. Los anticuerpos contra los demas
fosfolipidos son especialmente importantes para el diagndstico
diferencial, si los anticuerpos anti-cardiolipina son negativos. Los
anticuerpos anti-fosfolipidos de los pacientes con SAFL se unen
preferentemente a un complejo de fosfolipidos y al cofactor 32-
glicoproteina | (32-GPI, apolipoproteina H), mientras que los
anticuerpos dirigidos Unicamente contra los fosfolipidos también
pueden detectarse en pacientes que padecen enfermedades
infecciosas. La B2-GPIl, una proteina sérica con un peso

molecular de 50 kDa, afecta a la agregacion plaquetaria y a la
coagulacion. El quinto dominio de carga positiva de la 2-GPI
interactia con fosfolipidos de carga negativa o con las
superficies de poliestireno activado de los pocillos de ELISA.
Esta interaccion da lugar a cambios conformacionales de la
proteina y a la creacion de nuevos epitopos, aparentemente
reconocidos por autoanticuerpos fosfolipidos autoinmunes.

3  Principio de la prueba

El ELISA (ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas) es un
inmunoensayo para la determinacion de anticuerpos
especificos. Las tiras de la placa de microtitulacion estan
recubiertas con antigenos especificos de la prueba. Si los
anticuerpos estan presentes en la muestra del paciente, se unen
a los antigenos. Un anticuerpo secundario conjugado con la
enzima peroxidasa detecta el inmunocomplejo generado. Un
sustrato incoloro se convierte en el producto coloreado. La
intensidad de la sefal del producto de la reaccion es
proporcional a la actividad del anticuerpo en la muestra.
Después de parar de la reaccion, la intensidad de la sefal del
producto de reaccion se mide fotométricamente.

4 Componentes de la prueba

Componente Descripcion ‘

12 tiras de microtitulacion
microtitulacion desprendibles (lista para usar), 8
A pocillos por tira, cada pocillo

1 pieza recubierto con B2-glicoproteina |
humana altamente purificada

Placa de

Calibrador

0-4[CAL

5 x 1 mL, tapa blanca

Diluciones coloreadas de suero
humano (listo para usar; contiene
ProClin 950)

Las actividades de los anticuerpos
se indican en el certificado de CC.

Dilucién coloreada de suero
humano (listo para usar; contiene
ProClin 950)

La actividad de los anticuerpos se
indica en el certificado de CC.

Control negativo
N [CONTROL | -

1 x 1 mL, tapa verde

Dilucién coloreada de suero
humano (listo para usar; contiene
ProClin 950)

La actividad de los anticuerpos se
indica en el certificado de CC.

Control positivo

P|CONTROL | +

1 x 1 mL, tapa roja

Diluyente de la Solucion coloreada

muestra (listo para usar; contiene ProClin
c 950)

1 x 100 mL, tapa

negra

Solucién concentrada
(10x; contiene ProClin 950)

Tampon de lavado

B
1 x 100 mL, tapa
blanca

Conjugado IgG Solucién coloreada de anticuerpo
D m policlonal anti-IgG humana
conjugada con peroxidasa de
rabano picante (listo para usar;
contiene ProClin 950)

1 x 15 mL, tapa roja

Conjugado IgM Solucion coloreada de anticuerpo

E policlonal anti-IgM humana

1 x 15 mL, tapa verde | conjugada con peroxidasa de
rabano picante (listo para usar;
contiene ProClin 950)

3,3',5,5'-Tetrametilbencidina
(listo para usar)

Sustrato
F [SOLN | TMB|
1 x 15 mL, tapa azul
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Solucion de parada Acido sulfarico 0,25 M
G (lista para usar)

1x 15 mL, tapa
amarilla

Pelicula adhesiva -
2 piezas

Certificado de CC -
1 pieza

Instrucciones de -
uso
1 pieza

5 Materiales requeridos pero no proporcionados

- Equipos de laboratorio comunes

- Pipetas de precision (5 - 1000 uL), pipetas multicanal
(100 - 1000 pL) y puntas de pipeta desechables

- Cilindros graduados (100 - 1000 mL)

- Tubos de muestra para la preparacion de diluciones

- Mezclador de vértice u otros rotadores

- Lavador de placas de microtitulacién o peine de lavado

- Lector de placas de microtitulacion con filtros 6pticos para
450 nm y 620 nm 0 690 nm

- Papel absorbente
- Agua destilada o desionizada

6 Almacenamiento y estabilidad

Una vez recibidos, todos los componentes de la prueba deben
almacenarse entre 2 °C y 8 °C, preferiblemente en su empaque
original. Si se almacenan correctamente en sus empaques
originales, todos los componentes son estables hasta su fecha
de caducidad. Todos los componentes son estables durante al
menos 2 meses después de su apertura si se almacenan
correctamente entre 2 °C y 8 °C.

7 Informacién general

Este producto es para uso exclusivo en diagndstico in vitro. Las
instrucciones de uso deben leerse cuidadosamente antes del
uso. Estas son validas solo para el presente producto con la
composicion dada y deben seguirse estrictamente para
garantizar resultados fiables de las pruebas. Las desviaciones
pueden conducir a resultados erréoneos. Los componentes no
deben cambiarse por reactivos de otras pruebas de diferentes
lotes o fabricantes.

Debe evitarse la contaminacion de los reactivos mediante el uso
de técnicas asépticas al extraer alicuotas de los viales. Después
de su uso, los viales de reactivos deben cerrarse
herméticamente con sus correspondientes tapones.

La contaminaciéon cruzada de las muestras o de los reactivos

puede dar lugar a resultados inconsistentes y debe evitarse
mediante el uso de técnicas de pipeteo consistentes.

Debe evitarse la exposicién de los reactivos a la luz intensa
durante todo el procedimiento de ensayo y el almacenamiento.

Un lavado insuficiente dara lugar a una mala precisién y a
elevadas sefiales de mediciéon. Después de cada paso de
lavado, cualquier liquido residual debe eliminarse por completo.

8 Preparacion

8.1 Preparacion de reactivos

Todos los componentes, incluida la placa de microtitulacién,
deben estar a temperatura ambiente (TA: 18 °C a 25 °C) antes
de su uso durante al menos 30 min. Todos los componentes
liquidos deben mezclarse suavemente para garantizar la
homogeneidad.

8.1.1 Placa de microtitulacion

La placa de microtitulacién esta sellada en una bolsa de
aluminio. Las tiras reactivas no utilizadas deben almacenarse

refrigeradas y protegidas de la humedad con el desecante dentro
de la bolsa de aluminio debidamente sellada. Las tiras reactivas
bien selladas se pueden utilizar durante 8 semanas después de
su apertura.

8.1.2 Calibradores

Los calibradores estan listos para usar y no deben diluirse. Los
calibradores deben utilizarse en cada prueba.

8.1.3 Controles

Los controles positivos y negativos estan listos para usar y no
deben diluirse. Los controles deben utilizarse en cada prueba. El
laboratorio también puede validar sus propias muestras de
control y usarlas alternativamente.

8.1.4 Diluyente de la muestra
El diluyente de la muestra esta listo para usar.

8.1.5 Tampon de lavado

El tampdn de lavado esta concentrado y debe diluirse 1:10 con
agua destilada antes del uso (por ejemplo, 100 mL + 900 mL).
Debe prepararse una cantidad suficiente de solucién de lavado.
La soluciéon de lavado preparada puede almacenarse entre 2 °C
y 8 °C hasta por 30 dias.

8.1.6 Conjugado

El conjugado esta listo para usar y es estable hasta por 8
semanas después de su apertura si se almacena entre 2 °C y
8 °C.

8.1.7 Sustrato

El sustrato esta listo para usar. Debe evitarse la exposicion del
sustrato a fuentes de luz intensa.

8.1.8  Solucién de parada
La solucién de parada esta lista para usar.

8.2 Preparacion de las muestras

8.2.1 Material de muestra

Se recomienda el uso de suero recién extraido de sangre por
punciéon venosa. Debe evitarse el uso de muestras ictéricas,
lipémicas, hemoliticas o contaminadas con bacterias. Las
sustancias insolubles deben eliminarse de la muestra mediante
centrifugacion. Las muestras no deben ser inactivadas
térmicamente.

8.2.2 Dilucion de la muestra

Las muestras deben diluirse 1:101 (por ejemplo, 10 yL + 1000
ML) con Diluyente de la muestras y mezclarse bien. Debe
evitarse la formacion de espuma.

8.2.3 Almacenamiento de muestras

Las muestras pueden conservarse entre 2 °C y 8 °C hasta por
tres dias. El almacenamiento a largo plazo requiere -20 °C. Debe
evitarse la congelacién y descongelacion repetidas. Para uso
multiple, las muestras deben dividirse en alicuotas vy
conservadas a -20 °C.

9 Rendimiento de la prueba

9.1 Esquema de pipeteo
El siguiente esquema de pipeteo es recomendado:

1 2 3 4 |
A CALO Muestra 2
B CAL 1 Muestra 3
C CAL 2 Muestra 4
D CAL 3 Muestra 5
E CAL 4
F N
G P
H Muestra 1
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9.2 Procedimiento

Deben respetarse los tiempos y temperaturas de incubacion
indicados, y deben evitarse significativos cambios de tiempo
durante el pipeteo de muestras y reactivos. La placa de
microtitulacién debe agitarse brevemente después de agregar
los reactivos.

Paso Descripcion

1. Adicién de Agregue 100 pL de calibradores y
calibradores, controles listos para usar y muestras
controles y diluidas por pocillo
muestras
diluidas

2. Incubacion Cubra la placa e Incube durante 60

mina TA

Aspire la solucion y lave 3 veces con
300 uL de solucién de lavado con un
tiempo de remojo de al menos 5 s
cada uno; secar golpeando la placa
de microtitulacién sobre un papel
absorbente para eliminar cualquier
gota residual

3. Ciclos de
lavados

4. Adicién del
conjugado

Agregue 100 pl de conjugado listo
para usar en cada pocillo

5. Incubacién Cubra la placa e Incube durante 30

min a TA

6. Ciclos de
lavados

Aspire la solucién y lave 3 veces con
300 pL de solucién de lavado con un
tiempo de remojo de al menos 5 s
cada uno; secar golpeando la placa
de microtitulacion sobre un papel
absorbente para eliminar cualquier
gota residual

7. Adicion de
sustrato

Agregue 100 pl de sustrato listo para
usar en cada pocillo

8. Incubacion Cubra la placa e Incube durante 15

min en la oscuridad a TA

9. Adicion de la Agregue 100 pl de solucion de parada

solucién de lista para usar en cada pocillo
parada
10. Analisis Lea la densidad 6ptica (DO) a 450 nm

frente a 620 0 690 nm en 30 min
después de detener la reaccion

9.3 Automatizacion

El procesamiento automatizado de los inmunoensayos debe
realizarse de forma analoga al uso manual y debe ser validado
por el usuario.

10 Evaluacién de la prueba

10.1 Trazabilidad metrolégica

El inmunoensayo se calibra utilizando una muestra de referencia
interna. Los resultados cuantitativos se expresan en U/mL.

10.2 Curva de calibracion

Para generar una curva de calibracion, las sefiales Opticas
(densidad 6ptica, DO) de los calibradores se representan frente
a sus actividades de anticuerpos y se correlacionan mediante un
ajuste logistico de 4 parametros (4 PL). Las actividades de
anticuerpos de muestras desconocidas se pueden derivar
directamente de sus sefales Opticas mediante el uso de la curva
de calibracién generada.

10.3 Criterios de Validez

Las pruebas son validas solo si cumplen con los siguientes
criterios de validez:

- DOCALO<CAL1<CAL2<CAL3<CAL4;
- DOCAL4>12;

- El control negativo debe ser valorado como negativo;

- El control positivo debe ser valorado como positivo y
presentar una actividad de anticuerpos dentro del rango de
validez indicado en el certificado de CC.

Si no se cumplen estos criterios, la prueba no es valida y debe
repetirse.

10.4 Solucion de problemas

En caso de una prueba no valida, se deben verificar las fechas
de caducidad y las condiciones de almacenamiento, los tiempos
y temperaturas de incubacion y la calibracién precisa de todos
los instrumentos utilizados. Si no se pudo identificar el motivo de
invalidez de la prueba, comuniquese con el proveedor o
fabricante del producto.

10.5 Rangos de referencia
Los rangos de referencias son indicados continuacion:

Interpretacion

Actividad de los anticuerpos < 10 U/mL negativo

Actividad de los anticuerpos = 10 U/mL positivo
Como consecuencia de las diferentes seroprevalencias en cada
region, cada laboratorio debe verificar sus rangos de referencia
mediante su propio analisis y adaptarlos, si es necesario.

10.6 Interpretacion de los resultados de las pruebas

Un resultado positivo indica la presencia de anticuerpos
especificos. Un resultado negativo indica la ausencia de
anticuerpos especificos, pero no excluye la posibilidad de una
reaccion autoinmune. En caso de un resultado incierto de la
prueba, no es posible una evaluacién confiable.

10.7 Limitaciones del método

La interpretacion de los resultados de las pruebas debe
considerarse siempre en combinacion con el cuadro clinico del
paciente. El diagndstico no debe basarse en los resultados de
un unico método diagndstico. Todos los hallazgos clinicos y de
laboratorio deben evaluarse para establecer un diagndstico.
Para confirmarlo, se deben realizar mas investigaciones.

11 Caracteristicas de rendimiento

11.1 Caracteristicas de rendimiento analitico

11.1.1  Precisién

La precision de los resultados de la prueba se evalu6 mediante
la determinacion de la variacion intra- e inter-ensayo, mediante
el analisis de multiples muestras con diferentes actividades de
anticuerpos.

IgG Precision Precision
intraensayo interensayo
UmL | CV(%)  UmL | CV(%)
Muestra 1 48,1 51 51,0 3,6
Muestra 2 13,3 3,7 14,7 5,9
Muestra 3 55 3,2 6,4 7.1
IgM Precisién intraensayo . PiECE
interensayo
CV (%) U/mL CV (%)
Muestra 1 142,3 6,8 160,5 9,6
Muestra 2 58,1 51 61,0 2,1
Muestra 3 9,2 3,9 10,0 4,2
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11.1.2 Rango de medicion

Se han observado exactitud, veracidad, precision, linealidad y
recuperacion confiables de los resultados de las pruebas dentro
del rango de medicién del ensayo desde el LoQ hasta el
calibrador superior en estudios exhaustivos. Las muestras con
resultados por encima del calibrador superior deben informarse
como >max. Las muestras con resultados por debajo del LoQ
deben informarse como <min. Si se observan resultados por
encima del calibrador superior, las muestras pueden analizarse
a una dilucién mas alta. La actividad de anticuerpos resultante
debe multiplicarse por el factor de dilucién adicional.

11.2 Caracteristicas de rendimiento del diagnéstico

11.2.1  Sensibilidad y especificidad diagndstica

La sensibilidad y la especificidad del inmunoensayo para los
anticuerpos IgG se evaluaron mediante el analisis de 56
muestras de suero de pacientes con sindrome antifosfolipido y
156 muestras de donantes de sangre no seleccionados.

Rendimiento del diagndstico ‘
Sensibilidad 73,8 %
Especificidad 96,2 %

La sensibilidad y la especificidad del inmunoensayo para los
anticuerpos IgM se evaluaron mediante el analisis de 56
muestras de suero de pacientes con sindrome antifosfolipido y
139 muestras de donantes de sangre no seleccionados.

Rendimiento del diagndstico ‘

Sensibilidad 39,3 %
Especificidad 97,1 %

12 Advertencias y precauciones

El producto esta disefiado exclusivamente para uso en diagnostico in
vitro por personal calificado, autorizado y capacitado. Todos los
componentes de la prueba y las muestras humanas deben manipularse
con cuidado, ya que son potencialmente peligrosos. Se deben cumplir
las buenas practicas de laboratorio (BPL) y todas las reglamentaciones
pertinentes.

En caso de que el producto esté dafiado o la informacién del producto,
incluido el etiquetado, sea errénea o incorrecta, péngase en contacto con
el proveedor o fabricante.

Este producto contiene preparados de origen humano y/o animal.
Cualquier material derivado de fluidos corporales humanos u 6rganos
utilizados para la preparacion de componentes, se analizé y resulté
negativo para HBsAg (antigeno de la superficie del virus de la hepatitis
B) y anticuerpos anti-VIH y anti-VHC. Sin embargo, todos los
componentes y todas las muestras de pacientes deben manipularse
como potencialmente peligrosos de acuerdo con las leyes nacionales y
las directrices adecuadas sobre seguridad bioldgica.

Dado que el producto contiene materiales potencialmente peligrosos,
deben seguirse las siguientes precauciones: No fume, coma ni beba
mientras se manipula el material del kit o las muestras. Evite el contacto
directo con el material del kit o las muestras utilizando guantes de
proteccion, bata de laboratorio y gafas de seguridad. Nunca pipetee el
material con la boca. Limpie los derrames rapidamente y lave bien la
superficie afectada con un descontaminante. Lavese bien las manos
después de su uso.

Algunos de los reactivos contienen ProClin (< 1,0 %) como conservante,
pueden causar sensibilizacion de la piel (H317) y no deben ser ingeridos
ni deben entrar en contacto con la piel o las mucosas (P280,
P333+P313).

Debe observarse la informacion de la ficha de datos de seguridad sobre
posibles peligros, medidas de primeros auxilios, medidas en caso de
liberacion involuntaria de grandes cantidades, manipulaciéon vy
almacenamiento, equipo de proteccion personal, informaciéon sobre
desecho, asi como informacion sobre toxicologia.

Cualquier incidente grave que haya ocurrido en relacién con el producto
se comunicara al fabricante y a la autoridad competente del Estado
miembro en el que esté establecido el usuario y/o el paciente.

13 Desecho

Para la descontaminacion y desecho deben cumplir las
recomendaciones del CDC, asi como las directrices y reglamentos

medioambientales locales y nacionales pertinentes. Las muestras, los
materiales potencialmente contaminados y los residuos infecciosos
deben descontaminarse, por ejemplo, mediante autoclave durante 20
min a 121 °C.
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16 Cambios

Cambios en las actuales instrucciones de uso
006/11.2022

Cambios editoriales; se ha afiadido el
simbolo grafico de advertencia de
conformidad con el Reglamento de la
UE 1272/2008

Version actual

Resumen de los
cambios
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