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Bio-ds DNA IgG

Codigo: 6001119

Inmunoensayo enzimdtico para la cuantificacion de anticuerpos Anti-

EN PRUEBAS PARA SU LABORATORIO

DNA en suero o plasma.

INTENCION DE USO

El ds-DNA IgG Elisa es un sistema de deteccion Inmuno
enzimatico para la deteccion de anticuerpos anti ds-DNA en suero
o plasma humanos.

RESUMEN Y APLICACION

El anti ds-DNA se presenta entre el 50 y 70 % de los pacientes
con lupus eritematoso (LET) el complejo inmune DNA/anti DNA es
considerado parte importante en la patogénesis por (LET). La
presencia de anti ds-DNA es considerado critico en el diagndstico
de (LET) los anticuerpos IgG para ds-DNA son considerados y
mas usados en el diagndstico y tratamiento de LET.

Los anticuerpos de atadura simple DNA (ds-DNA) y los
anticuerpos IgM de DNA estan fundamentados en el numero de
otras conexiones con enfermedades sobre todo hepaticas
pudiendo ocurrir esto en algunos individuos normales. El método
de Elisa es de eleccién para escrutinio de anti ds-DNA en
pacientes con sospecha LET.

PRINCIPIO DEL ENSAYO

Al suero diluido del paciente es afadido a los pozos cubiertos
con antigeno purificado, el anticuerpo especifico IgG se encuentra
presente atandose al antigeno todo aquel material que no se haya
unido sera lavado y desechado, la enzima conjugada sera
afiadida para formar el complejo antigeno anticuerpo El exceso de
la enzima conjugada es lavada y se afiade el substrato, el plato se
incuba y se deja hasta que se lleve a cabo la hidrdlisis del
substrato con la enzima. La intensidad del color generado es
proporcional a la cantidad de anticuerpos IgG especificos en la
muestra.

ALMACENAMIENTO
Almacene el equipo entre 2°- 8°C. Mantenga las tiras de pocillos
selladas en la bolsa de aluminio. Todos los compuestos son
estables hasta su fecha de expiracion siempre y cuando las
condiciones de almacenaje sean estrictamente llevadas a cabo
como aqui se indica.

MATERIALES SUMINISTRADOS

MATERIALES PROVISTOS 96 PRUEBAS
1. Micropozos cubiertos con ds-ADN 12X8X1
2. Diluyente de muestra: 1 frasco 22ml.
3. Calibrador amarillo: 1 vial 1 ml.
4. Control positivo: 1 vial 1 ml.
5. Control negativo azul: 1 vial 1 ml.
6. Enzima conjugado: 1 frasco 12 ml.
7. Substrato TMB: 1 botella 12 ml.
8. Solucién paro HCL 1N 12 ml.
9. Solucion lavadora conc. 20X 25 ml.

MATERIALES ADICIONALES NO PROVISTOS

Agua des ionizada o destilada

Pipetas de precision

Puntillas desechables para micro pipeta

Micro lector de Elisa con longitud de onda a 450nm.
Papel absorbente

Papel para graficar.
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ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

1. Material potencialmente biopeligroso.

2. El suero y los calibradores son de origen humano fueron
probados y no reaccionaron para hepatitis B antigeno de
superficie también para anticuerpo HIV. Aprobados por la
FDA. Sin embargo no existe un método que pueda ofrecer
completa seguridad de ausencia de agentes infecciosos para
virus de hepatitis B, HIV y otros agentes. Estos reactivos
deben ser tratados con un nivel de bioseguridad nivel 2,
recomendado por el centro de control nacional de
enfermedades y en el manual para instituciones de salud
bioseguridad microbioldgica y laboratorios biomédicos 1984.

3. A fin de obtener resultados Optimos se recomienda seguir
estrictamente el protocolo de la prueba, cuidar la precision del
pipeteo, el tiempo y temperatura indicadas ya que son
requerimientos esenciales.

4. No pipetear con la boca, no fumar, comer o beber en las
areas en donde los reactivos y muestras sean manipulados.

5. Los componentes de este equipo deben ser utilizados en
forma de unidad integral y los reactivos de diferentes lotes no
deben ser mezclados.

6. El suero control y el diluyente de la muestra contienen
conservador de acida de sodio, considerado potencialmente
muy reactivo en contacto con el cobre y el plomo; o explosivo
en contacto con el metal. Deseche con grandes volumenes
de agua.

RECOLECCION DE MUESTRA Y MANIPULACION

1. Recolectar la muestra de sangre y separarla del suero.

2. La muestra puede ser refrigerada entre 2-8° C por un periodo
de 7 dias o congelar por un periodo de 6 meses. Evite
congelamientos repetitivos del suero de la muestra

PREPARACION DEL ENSAYO

1. Traer todas las muestras y reactivos para llevarlos a la
temperatura ambiente (20-25°C) y mezclar gentilmente.

2. Preparar solucion buffer a 1X agregando el contenido de la
botella de 25 ml que esta a 20X y llevarlos a 475 ml de agua
desionizada o desnaturalizada.

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

1. Favor de cortar el numero de tiras deseada

2. El control negativo y positivo asi como el calibrador estan
listos para usarse. Preparar una dilucion de las muestras
1:21 agregando 10 pl de la muestra a 200 I de diluyente de la
muestra.

3. Dispensar 100 pyl de suero diluido, calibrador y controles
dentro de los pozos adecuados, para el reactivo blanco
dispensar 100 pl de diluyente de la muestra en la posiciéon 12
de los micropozos, golpear levemente el pozo para remover
las burbujas que se encuentran mezcladas con la solucion.
Incubar por 20 minutos a temperatura ambiente

4. Remover el liquido de los pozos repetir el tiempo de lavado
por tres veces con 300 pl de solucion buffer.(1X)

5. Agregar 100 yl de la enzima conjugada cada pozo incubar por
20 minutos a temperatura ambiente.

6. Remover la enzima conjugada de los pozos repetir el tiempo
de lavado en tres tiempos con 300 pl de solucion buffer(1X)

7. Agregar 100 pyl de TMB solucion substrato e incubarlo por 10
minutos a temperatura ambiente.

8. Agregar 100 pl de solucion paro.

9. Leer O.D. estable durante 15 minutos a 450 nm usando un
micro lector. En lectores duales se recomienda la referencia
entre 600-650 nm.



EL PUNTO DE LAVADO DE MICROPOZOS ES CRITICO YA QUE
UN POBRE LAVADO DARA COMO RESULTADO IMPRECISION
O LECTURA ELEVADA FALSA DE LA PRUEBA.

CALCULO DE RESULTADOS

1. Checar el factor de calibracion (CF) valorado en la botella del
frasco este valor puede ser que varie de lote a lote marque y
cheque con seguridad en cada equipo

2. Calcular el punto de corte valuado. Calibrador EI OD del
calibrador por el factor de calibracion.

3. Calcular el anticuerpo catalogado (index) por cada
determinacion, por division del OD. Valuado por cada punto
de corte de la muestra valuada.

EJEMPLO DE MUESTRA TIPICA
Calibrador OD = 0.8

Factor de calibracion = 0.5

Punto de corte valuado = 0.8 X 0.5 =0.400
Control positivo OD=1.2

Anticuerpo (index)=1.2/0.4=3

Muestra del paciente OD = 1.6

Anticuerpo (index) 1.6/0.4= 4.0

CONTROL DE CALIDAD

1. Esta prueba puede considerarse valida siempre que se siga el
siguiente criterio metodolégico

2. EI OD. Del calibrador debe considerarse por arriba de 0.250

3. El Anticuerpo (index) para control negativo debe ser por
debajo de 0.9

4. El anticuerpo (index) para control positivo debe ser superior al
1.2

INTERPRETACION

Lo siguiente esta planeado como guia para la interpretacion de los
resultados de ds-DNA por IgG cada laboratorio se encargara de
establecer un criterio para la interpretacion basandose en las
muestras populares encontradas.

INTERPRETACION DE LOS ANTICUERPOS (index)

<0.9 anticuerpo no detectado de ds-DNA por ELISA.

0.9-1.1 sobre el limite positivo se recomienda otra identificacion
>1.1 anticuerpo detectado de ds-DNA Por Elisa.

LIMITACIONES DE LA PRUEBA

1. Los resultados obtenidos en el ensayo de ds-DNA solo sirven
como auxiliar en el diagnostico de la enfermedad y solo debe
ser interpretada en relacion con el historial clinico y fisico del
paciente y corroborado con otro método de diagnostico.

2. Las muestras hemolizadas o lipemias pueden causar error.

CARACTERISTICAS DEL FUNCIONAMIENTO

1. Sensibilidad y especificidad

142 sueros de pacientes fueron probados por ds-DNA ELISA en
IgG 17 sueros fueron positivos y 120 sueros negativos por
combinacion de métodos (96% acordado) arrojaron los siguientes
resultados.

Referencia ds-DNA anticuerpo
Equipo De Elisa + - Total
+ 17 3 20
- 2 120 122
Total 19 123 142

2. Precision

Intra ensayo

No Desviacion Coeficiente
Suero . Supuestos . s
replicas estandar de variacion
1 16 1.76 0.1 5.11
2 16 0.81 0.09 6.20
3 16 0.24 0.03 8.33
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