Prueba de Anticuerpos anti-beta 2
MESS Glucoproteina 1 1gG (B.GP1 1gG)

XLAB

EN PRUEBAS PARA SU LABORATORIO

ELISA

Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas para la deteccién y

determinacion de anticuerpos f>GP1 1gG en plasma o suero humano.

RESUMEN DEL PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

Tiempo de
Paso Temperatura (20-25°C) Volumen  Incubacién
Dilucién de la muestra 1:101 =5 pl /
1 500 pl
2 Bufer de lavado (3 veces) 350 ul
Muestras, controles y calibradores
3 diluidos 100 pl - 30 minutos
4 Bufer de lavado (3 veces) 350 pl
5 Conjugado de Enzimas 100 plI 30 minutos
6 Bufer de lavado (3 veces) 350 pl
7 Sustrato cromogénico TMB 100 plI 15 minutos
8 Solucién de parada 100 pl
9 Lectura OD 450 nm

USO DE LA PRUEBA

El ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) de B2GP1 IgG
esta disefiado para la deteccion y determinacion semicuantitativa de
anticuerpos 1gG contra 2GP1 en suero o plasma humanos. Los
resultados del ensayo deben usarse como ayuda en el diagndstico de
ciertas enfermedades autoinmunes, trastornos trombaticos, sindrome
antifosfolipido, LES o trastornos similares al lupus.

RESUMEN Y EXPLICACION DE LA PRUEBA

Los autoanticuerpos de cardiolipina (ACA) se describen para diversas
enfermedades autoinmunes. La presencia de anticuerpos anti-
cardiolipina en el lupus eritematoso sistémico (LES) puede estar
relacionada con el desarrollo de trombocitopenia; en ginecologia, se
supone que causan muerte intrauterina o abortos recurrentes. Ademas,
se han encontrado anticuerpos anti-cardiolipina en algunos trastornos
neuroldgicos no trombéticos como insuficiencia cerebrovascular,
isquemia cerebral o corea y en el infarto de miocardio. (1)

Estudios recientes han demostrado que se requiere un cofactor de suero
de 50 kD para que los anticuerpos anticardiolipina se unan a la
cardiolipina que ha sido revestida sobre placas de plastico. El cofactor
se ha identificado como B2-glicoproteina 1, también denominada
apolipoproteina H. La B2GP1 se conoce como un inhibidor in vitro de la
via intrinseca de la coagulacién sanguinea, la agregacion dependiente
de ADP y la actividad protrombinasa de las plaquetas activadas. (2 ~ 7)
Se ha hecho evidente que el anticuerpo anticardiolipina de pacientes con
sindrome anti-fosfolipido (APS) reconoce una estructura de B2GP1
modificada y no cardiolipina, B2GP1 nativa o un epitopo definido
estructuralmente por cardiolipina y B2GP1. (2 ~ 6) Galliy col. (3) y Viard,
et al. (8) informaron que el anticuerpo anti-cardiolipina derivado de SLE
y APS se dirigi6 a la molécula de B2GP1 recubierta en placas de
poliestireno. Koike y Matsuura demostraron de manera concluyente que
la B2GP1 es de hecho el antigeno al que se unen muchos pacientes con

anticuerpos anticardiolipina; ademas, mostr6 que el fosfolipido
simplemente sirve para unir el 2GP1 a la fase sélida. (2 ~ 9) Los
autoanticuerpos B2GP1 se encuentran en las clases de
inmunoglobulinas IgG, IgM e IgA. La determinaciéon de anticuerpos
IgM es un indicador valioso en el diagndéstico del inicio de una
enfermedad autoinmune, mientras que los anticuerpos IgG y / o IgA
se encontrardn en etapas progresivas de trastornos autoinmunes
manifestados. Los anticuerpos IgA a menudo se asocian con
anticuerpos 1gG. La determinacion de anticuerpos IgA parece tener
mayor validez en trombosis y pérdida fetal. (10). Las indicaciones
para la determinacion de anticuerpos anti B2GP1 son: LES,
trombosis, trombocitopenia, isquemia cerebral, corea, epilepsia,
aborto recurrente y muerte intrauterina.

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

Los antigenos B2GP1 purificados se recubren sobre la superficie de
los micropocillos. Se afiaden a los pocillos suero o plasma diluido del
paciente y calibradores. Los anticuerpos especificos anti B2GP1, si
estan presentes, se unen a los antigenos. Todos los materiales no
unidos se eliminan por lavado. Después de agregar el conjugado de
enzima, se une al complejo anticuerpo-antigeno. Se lava el exceso
de conjugado enzimatico y se afiade el sustrato cromogénico TMB.
La reaccién catalitica de la enzima conjugada se detiene en un
momento especifico. La intensidad del color generado es
proporcional a la cantidad de anticuerpos especificos IgG en la
muestra. Los resultados son leidos por un lector de micropocillos y
comparados de forma paralela con calibradores.

ALMACENAMIENTO

1. Aimacene el kita 2 - 8°C.

2. Mantenga siempre los micropocillos bien sellados en una bolsa con
desecantes. Se recomienda utilizar todos los pocillos dentro de las 4
semanas posteriores a la apertura inicial de la bolsa.

3. Los reactivos son estables hasta la expiracion del kit.

4. No exponga los reactivos de prueba al calor, el sol o luz intensa
durante el almacenamiento o el uso.

MATERIALES SUMINISTRADOS

1. Tiras de micropocillos: pocillos recubiertos con antigeno 32GP1.

12 x 8 pozos

2. Diluyente de muestra: 50 ml / botella

3. Concentrado de lavado 50x. 15 ml / botella

4. Sustrato Cromogénico TMB: Frasco ambar. 12 ml / botella

5. Conjugado enzimatico: Solucion de color rojo. 12 ml / botella

6. Juego de calibradores (prediluido 1: 101): 5, 10, 20, 40, 80, 160
SAU. 1,0 ml/ vial

7. Conjunto de controles (1: 101 prediluido): Controles negativos y

positivos. Los rangos se indican en cada etiqueta. 1,0 ml/ vial

8. Solucion de parada: 12 ml/ botella

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

1. Materiales biopeligrosos potenciales:

El calibrador y los controles contienen componentes de origen
humano, que han sido probados y no reactivos para el antigeno de
superficie de la hepatitis B, asi como el anticuerpo del VIH con
reactivos autorizados por la FDA. Sin embargo, como no existe un
método de prueba que pueda ofrecer una garantia completa de la
ausencia del VIH, el virus de la hepatitis B u otros agentes
infecciosos, estos reactivos deben manipularse en el nivel de
bioseguridad 2, como se recomienda en los Centros para el Control



de Enfermedades / Institutos Nacionales de Manual de salud,
“Bioseguridad en laboratorios microbiolégicos y biomédicos”. 1984

2. No pipetear con la boca. No fume, coma ni beba en las areas en las
que se manipulan las muestras o los reactivos del kit.

3. Los componentes de este kit estan disefiados para usarse como una
unidad integral. Los componentes de diferentes lotes no deben
mezclarse.

4. Este producto contiene componentes conservados con azida de sodio.
La azida de sodio puede reaccionar con las tuberias de plomo y cobre
para formar una azida metalica explosiva. Al desechar, enjuague con una
gran cantidad de agua.

5. Para evitar lesiones y quemaduras quimicas, evite el contacto con la
piel y los ojos o la inhalacion e ingestion de los siguientes reactivos:
conjugado enzimatico, sustrato cromogénico TMB y solucién de parada.

PREPARACION DEL ENSAYO

1. Prepare bufer de lavado 1x.

Prepare el bufer de lavado agregando agua destilada o desionizada al
concentrado de lavado 50x para obtener un volumen final de 750 ml.

2. Deje que todas las muestras y los reactivos del kit alcancen la
temperatura ambiente (20-25 ° C) y mezcle suavemente.

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO
1: 101 Dilucién de muestras 100/100/100

30/ 30/ 15 RT
1. Coloque la cantidad deseada de tiras recubiertas en el soporte.
PRELAVAR pocillos revestidos: repita el lavado tres veces con bufer de
lavado.

2. Prepare una dilucion 1: 101 de las muestras de prueba agregando 5
Wl de la muestra a 500 pl de diluyente de muestra. Mezclar bien.
No diluir 1: 101 controles y calibradores prediluidos.

3. Dispense 100 pl de sueros diluidos y calibradores y controles
prediluidos en los pocillos correspondientes. Toque el soporte para
eliminar las burbujas de aire del liquido y mezcle bien. Incubar durante
30 minutos a temperatura ambiente.

4. Retire el liquido de todos los pozos. Repita el lavado tres veces con
bafer de lavado.

5. Dispense 100 pl de conjugado enzimatico en cada pocillo e incube
durante 30 minutos a temperatura ambiente.

6. Retire el conjugado enzimatico de todos los pocillos. Repita el lavado
tres veces con bufer de lavado.

7. Dispense 100 pl de sustrato cromogénico TMB en cada pocillo e
incube durante 15 minutos a temperatura ambiente.

8. Agregue 100 pl de solucion de parada para detener la reaccion.
CALCULO DE RESULTADOS

1. Construya una curva estandar trazando O.D. 450 nm en el eje y contra
la concentracién de los valores SAU del calibrador en el eje x en un papel

cuadriculado log-log o un grafico log-lin.

2. Usando el O.D. valor de cada muestra, determine la concentracion a
partir de la curva estandar.

3. Un ejemplo tipico:

B2GP1
[e]€] 0.D. 450

Juego de

Calibradores (SAU) 0O.D. 450 nm |nm Media| DE CV %
Calibrador 1 6.3 0.138| 0.130| 0.134 0.006 | 4.222
Calibrador 2 125 0.275] 0.259 0.267 0.011 | 4.237
Calibrador 3 25 0.443| 0.485 0.464 0.030 | 6.401
Calibrador 4 50 0.949| 0.926| 0.938 0.016 | 1.735
Calibrador 5 100 1565| 1559 1.562 0.004 | 0.272
Calibrador 6 200 2.102| 2.016 2.059 0.061 | 2.953

CONTROL DE CALIDAD

1. El control negativo y el control positivo deben analizarse con cada
lote de muestras analizadas y la concentracion debe estar dentro
del rango indicado en la etiqueta.

2. EID.O. valor del blanco (diluyente de la muestra) 0 SAU debe ser
inferior a 0.150 y El valor D.O. del calibrador 160 SAU debe ser
mayor que 0.750.

Pueden prepararse controles adicionales a partir de muestras de
suero humano y mantenerse por debajo de -20°C.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Se recomienda que cada laboratorio establezca su propio rango
normal basado en sus propias técnicas, controles, equipos y
poblacion de pacientes de acuerdo con sus propios procedimientos
establecidos. Las siguientes son una guia sugerente.

Negativo: <20 SAU
Positivo bajo: 20 ~ 40 SAU
Positivo moderado: 40 ~ 70 SAU
Positivo alto: > 70 SAU

Un resultado positivo sugiere la posibilidad de ciertas enfermedades
autoinmunes o trastornos trombdlicos. Un resultado negativo indica
gue no hay anticuerpos IgG B.GP1 o niveles por debajo del limite de
deteccion del ensayo.

LIMITACIONES DE LA PRUEBA

1. El diagnéstico no se puede realizar basandose Unicamente en los
resultados de anti B2GP1. Estos resultados deben usarse junto con
la informacion de la evaluacion clinica y otros procedimientos de
diagnéstico.

2. Actualmente se esta investigando la importancia clinica de los
anticuerpos B2GP1 en enfermedades distintas del LES.

3. Cuando se encuentran titulos negativos de anti B2GP1 en
presencia de indicaciones clinicas, esta indicado un anticoagulante
lGpico, anticardiolipina u otras pruebas adicionales.

4. Es de esperar que algunas muestras puedan ser positivas para
anti-cardiolipina, pero negativas para anti-B2GP1. La prueba anti
B2GP1 es un marcador mas especifico de riesgo trombotico. La
prueba de anticardiolipina puede producir resultados falsos positivos
debido a la reactividad cruzada con dsDNA o ciertos anticuerpos de
enfermedades infecciosas.



CARACTERISITCAS DE RENDIMIENTO

Sensibilidad, especificidad y precisién:

Sensibilidad:

El limite de deteccion inferior para anticuerpos 2 GP1 1gG se determiné en
1 SGU que corresponde a la DO que es dos desviaciones estandar de la DO
media de 20 determinaciones de concentracién cero de anticuerpos anti-2
GP1 IgG.

Paralelismo:

En experimentos de dilucion, se diluyeron sueros con tres concentraciones
diferentes de IgG.

y ensayado:

Muestra Dilucién Observado (SGU) Esperado (SGU) % Recuperacion

Muestral 1:100 80
1:200 36 40 90 %
1:400 17 20 85 %
1:800 8.5 10 85 %
Muestra2  1:100 120
1:200 50 60 83 %
1:400 27 30 90 %
1:800 12 15 80 %
Muestra3  1:100 206
1:200 130 103 126 %
1:400 60 52 115 %
1:800 27 26 103 %

Sensibilidad, especificidad y concordancia relativas:

Comparacién con un kit IgG 2 GP1 de referencia

Se ensayaron un total de 75 muestras con el kit de ELISA de B2GP1 1gG
(valores X) y con un ELISA de referencia (1) (valores Y). Los resultados
son los siguientes:

Referencia ELISA (1)
N P Total
N 49 (D) 2(B) 33
P 4(C) 20(A) 42
B2GP1 IgG Total 53 22 75

Sensibilidad =A/(A+B)=20/(20+2)=91 %

Especificidad =D /(C+ D) =49/ (4 + 49) =92 %

Concordancia=(A+D) / (A+B+C+D) = (20+49)/(20+2+4+49)= 69/75= 92%
Comparacién con un kit IgG B2GP1 de referencia

Se ensayaron un total de 77 muestras con el kit de ELISA de IgG B2GP1
(valores X) y con una Cardiolipina de referencia (2) (valores Y). Los
resultados son los siguientes:

Referencia Cardiolipina (2)
N P Total
N 24(D) 27 (B) 51
B2GP1 IgG P 2(C) 24 (A) 26
Total 26 51 7

Sensibilidad relativa= A/ (A+B) =24/ (24 + 27) = 47%
Especificidad relativa =D / (C + D) =24 / (2 + 24) = 92%
Concordancia=(A+D)/(A+B+C+D)=(24+24)/77 =62%

La sensibilidad relativa de la f2 GP1 IgG parece ser baja en
comparacion con la de la IgG anticardiolipina. Se espera que debido
a que la cardiolipina como antigeno, reconozca anticuerpos contra 32
GP1, fosfolipidos y antigenos infecciosos (la mayoria de ellos fueron
sifilis positivos).

Valor esperado:

Se analizaron 145 muestras de suero obtenidas de donantes de
sangre normales y asintomaticos con la prueba de 2 GP1 1gG. SGU
media =4, SD = 3.

Precision:

Se calcularon las estadisticas de CV, media y desviacion estandar
para cada una de las tres muestras a partir de los resultados de 8
determinaciones en una Unica serie de intraensayo. La precision
interensayo se calcul6 a partir del resultado de 8 determinaciones de
8 corridas diferentes.

Intraensayo n SGU Media DE % CV
Suero A 8 16.3 1.17 7.17
Suero B 8 33.8 1.25 3.68
Suero C 8 67.1 4.55 6.78

Interensayo n SGU Media DE % CV
Suero A 8 16.5 1.39 7.94
Suero B 8 35.9 217 6.04
Suero C 8 69.4 2.83 4.07

INTERFERENCIA Y REACTIVIDAD CRUZADA

La prueba de 1gG B2 GP1 no reacciona de forma cruzada con las
siguientes muestras positivas de IgG analizadas: Toxo, Rubéola,
CMV, HSV, Chlamydia trachomotis, Dengue, Paperas, Sarampion,
VZV, EBV VCA, H. pylori, RF y ANA.
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