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Inmunoblot para la determinaciéon semicuantitativa de autoanticuerpos
contra AMA-M2, SLA/LP, LKM, LC1, Sp 100, gp 210, F-actina, desmina y mio-
sina.

Apenas para uso "in vitro"

CONTENIDO DELKIT
Tamano del kit 8 0 16 determinaciones

8016 Tiras de nitrocelulosa, con antigenos AMA-M2, SLA/LP, LKM, LC1, Sp
100, gp 210, F-actina, desmina y miosina altamente purificados o
recombinantes. Listos para el uso.

1 vial, 20 ml Tampon de muestras (Tris, NaN3 <0,1% (w/w)), amarillo. Listo para el
uso

1 vial, 20 ml Tampon de lavado concentrado (50x)

1 vial, 20 ml Conjugado (PBS, NaN3 <0.1 % (w/w)), (rojo) anticuerpo policlonal
contra IgG humana, marcado con fosfatasa alcalina. Listo para el uso

1 or 2 viales, 10 ml Substrato (BCIP/NBT). Listo para el uso

102 Tira de nitrocelulosa de calibracién (CAL) para la evaluacién semi-
cuantitativa. Listo para el uso

102 Documentation sheet. Listo para el uso

102 Bandeja de incubacion
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ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

1.
2.
3.

Todos los reactivos del presente kit estan estrictamente dirigidos a su uso in vitro.
No intercambiar componentes de kits de diferentes lotes.

El test contiene componentes de origen humano, que han resultado negativos para HBsAg
y HIV mediante métodos aprobados por la FDA. Ningun test puede sin embargo garantizar
la ausencia de HBsAg o HIV, por lo tanto todos los reactivos dy derivados de suero huma-
no deben tratarse como material potencialmente capaz de transmitir infecciones.

Evitar el contacto con el BCIP/NBT. En caso de entrar en contacto con BCIP/NBT, lavar la
zona afectada con agua abundante y jabon.

Algunos componentes del kit (Controles, Tampén de muestra, Tampon de lavado) contie-
nen azida s6dica como conservante. La Azida s6dica (NaN3) es altamente toxica y reactiva

en forma pura. En las concentraciones en que s encuentra en el producto no puede consi-
derarse peligrosa. A pesar de ello, se recomienda utilizar practicas de laboratorio pruden-
tes (ver 7.8.,9.)

Algunos componentes del kit contienen Proclin 300 como preservativo. Cuando se dese-
chen los productos conteniendo Proclin 300, dejar correr abundante agua para diluir el
componente por debajo de los niveles activos.

Utilizar guantes desechables para manejar muestras o reactivos del kit y lavarse las manos
cuidadosamente al finalizar.

8. No pipetear con la boca.

No comer, beber, fumar o aplicarse maquillaje en areas donde se manejen muestras o reac-
tivos del kit.

Observe las directrices de control de calidad en laboratorios médicos procesando controles o
pool de sueros. Durante el manejo de todos los reactivos del kit, controles y muestras de suero
deben observarse las regulaciones legales existentes.

CONSERVACION Y ESTABILIDAD
1. Conservar el kita 2-8°C.
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Mantener las tiras selladas en una bolsa con desecantes.
Los reactivos son estables hasta la fecha de caducidad del kit.

No exponer los reactivos al calor, luz solar o a fuentes luminosas intensas, durante su con-
servaciéon o manejo.

El tampdn de lavado, una vez diluido es estable durante al menos 30 dias, si se conserva a
2-8°C
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MATERIAL NECESARIO
Equipamiento

Pipetas de 10 pl'y 1000 pl

Reloj de laboratorio

software de tratamiento de datos
agitador

pinzas

Preparacion de reactivos

agua destilada o desionizada
cilndro graduado de 1000 ml

RECOGIDA DE MUESTRAS Y PREPARACION

1.

Obtener muestras de sangre total utilizando técnicas médicas aceptadas y evitando la
hemdlisis.
Dejar coagular y separa el suero por centrifugacion.

El suero debe ser claro y no-hemolizado. Debe evitarse la contaminaciéon por hemdlisis o
lipemia, aunque no interfieren en el ensayo.

Las muestras deben refrigerarse a 2-8°C un maximo de cinco dias o guardarse a-20°C hasta
seis meses.

Evitar congelaciones y descongelaciones de las muestras de suero ya que pueden repercu-
tir en perdida variable de la actividad de los autoanticuerpos.

No es recomendable procesar suero inactivados por calor.

NOTAS TECNICAS
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No usar los componentes del kit una vez hayan caducado.
No intercambiar los componentes del kit de diferentes lotes.
Todos los materiales deben estar a temperatura ambiente (20-28°C).

Tener todos los reactivos y muestras preparados antes de empezar la técnica. Una vez ini-
ciada, la técnica debe realizarse sin interrupcion para obtener resultados mas consistentes.

Realizar los pasos de la técnica en el orden indicado.

Utilizar siempre diluciones de muestra frescas.

Evitar contaminaciones cambiando la punta entre muestras y controles de diferentes kits.
Las tiras de nitrocelulosa deben manipularse con guantes y pinzas.

Todos los tiempos de incubacién deben ser medidos cuidadosamente.
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10. Sueros control y pools deben ser utilizados en rutina como muestras desconocidas para
controlar la actuacion de los reactivos y la técnica.

11. Durante la incubacion es importante evitar la existencia de burbujas en la tira. Esto podria
causar irregularidades en la coloracién de las bandas y podria dar lugar a un resultado
incorrecto.

PREPARACION DE REACTIVOS
Preparacion de la solucion de lavado

Diluir el contenido del vial de solucién de lavado concentrado (50x) con agua destilada o
desionizada hasta un volumen final de 1000 ml antes de su uso. Se puede conservar en refri-
gerador a 2-8 °C durante al menos 30 dias después de su preparacion o hasta la fecha de cadu-
cidad indicada en la etiqueta.

PROCEDIMIENTO

1. Luego introducir las tiras Liver-9-Line utilizando unas pinzas. Afadir 1.0 ml de tampdn de
muestras en cada cdmara de la bandeja de incubacién. Permitir el equilibrio durante 5
minutos mediante agitacion.

2. Anadir 10 pl de suero de cada paciente directamente en cada camara (dilucion efectiva
1:101).

3. Incubar durante 60 minutos en agitacion a temperatura ambiente.
Eliminar completamente el suero diluido de las tiras.

b

Anadir 2.0 ml de tampdn de lavado, incubar durante 5 minutos, y eliminar como se indica
en el paso 4. Repetir este proceso dos veces.

Anadir 1.0 ml de enzima conjugado a cada cdmara.
Incubar durante 30 minutos en agitacion a temperatura ambiente.
Eliminar completamente el conjugado diluido de las tiras.
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Anadir 2.0 ml de tampon de lavado, incubar durante 5 minutos, y eliminar com se indica en
el paso 4. Repetir este proceso dos veces.

10. Afadir 1.0 ml de sustrato a cada tira.
11.Incubar durante 10 minutos en agitaciéon a temperatura ambiente.

12. Eliminar el sustrato y lavar las tiras con 1.0 ml agua destilada en tres lavados de 5 minutos
cada uno para detener la reaccién.

13. Permitir que las tiras se sequen antes de su evaluacion.
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INTERPRETACION DE RESULTADOS

Control de Calidad |:'|-\:| mldhlolstrip inte the incubation tray
ontrol de Calida o

TR add 1000 pl semple buffer per strip into the incubation tray

Este te,st sélamente es valido si el cont’rol de suero (primera Ilnga), control de conju.gado (seg- bk  chake 5 minutes whileincu bating
unda linea) y control Cut-Off (tercera linea) presentan un cambio con el sustrato. Si no se pro-
duce este criterio, el resultado no es valido y el test debe ser repetido. o )

y P l\.'lj Add 1O Pl patient sample and resuspend

T Shoke 60 minutes while incubating

Interpretacion de resultados T Discard content and wash 3 times for 5 minutes
Los antigenos estan recubiertos tal y como se ilustra en la figura. with2000 pl wash buffer, discard wash
(8N - . ) .
%, @@ (i) Add 1000 pl enzyme cenjugate soluticn per strip
4, O R 4@ o, Oo OOO T sShake 30 minutes while incubating
D5, S, g, <o hr X, P, *07 My P, oy .
Shy Uy Uy ;U e S p T Discard content and wash 3 times for 5 minutes

with 2000 pl wash buffer, discard wash
D D |:| D D D D D D ‘ D D I ’ (@ Add 1000 pl substrate per strip

T chake 10 minutes while incubating

Las lineas desarrolladas son comparadas con las tiras de calibracion: . . ,
T Discard content and wash 3 times for 5 minutes

with 1000 pl distilled water, dry blat strips,
Read atter complete drying, only

1. Comparar linea del control Cut-Off de la tira del paciente con las lineas de calibracion de la
tira de calibracién para ajustar.

2. Comparar las lineas del paciente con las lineas de calibracion ajustadas al control Cut-off
para la determinacién semi-cuantitativa.
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Notas a la interpretacion de los resultados de los pacientes:

1. Esta es una técnica semicuantitativa para la determinacién de la especificidad de autoan-
ticuerpos en suero de pacientes, permitiendo una discriminacion entre negativo, dudoso,
positivo débil y positivo alto.Las muestras dudosas deben repetirse o testadas con una téc-
nica alternativa.

2. Los sueros de los pacientes en muchas enfermedades autoinmunes reumatoldgicas a
menudo contienen multiples especificidades de autoanticuerpos. Cada suero individual
puede mostrar reaccién positive con mas de una linia de antigenos.
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