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MAGLUMI® IgG antihistonas (CLIA)

USO PREVISTO

El kit es un inmunoensayo de quimioluminiscencia in vitro para la determinacién cuantitativa de anticuerpos IgG a histonas (IgG antihistonas), en suero y
plasma humano con el analizador para inmunoensayo de quimioluminiscencia completamente automatico serie MAGLUMI (entre los que se encuentran
Maglumi 600, Maglumi 800, Maglumi 1000, Maglumi 2000, Maglumi 2000 Plus, Maglumi 4000, Maglumi 4000 Plus, MAGLUMI X8, MAGLUMI X3 y
MAGLUMI X6) y el sistema integrado de la serie Biolomi (se incluyen Biolumi CX8).

RESUMEN Y EXPLICACION DE LA PRUEBA

Los anticuerpos antinucleares (ANA) son autoanticuerpos de diferente especificidad dirigidos contra los antigenos del nucleo de la célula. En general, los
ANA pueden dividirse en anticuerpos dirigidos a antigenos nucleares extraibles (ENA, por sus siglas en inglés), antigenos nucleares no extraibles y
antigenos localizados citoplasmaticamente. Los anticuerpos antinucleares representan una gran familia de autoanticuerpos que no son especificos de un
organo o una especie, y su deteccién es de gran importancia en el diagndstico de laboratorio de enfermedades autoinmunes sistémicas'2. Las
enfermedades autoinmunes sistémicas se caracterizan por la presencia de anticuerpos antinucleares. La presencia de anticuerpos antinucleares es muy
frecuente en enfermedades autoinmunes sistémicas, como lupus eritematoso sistémico (SLE), enfermedad mixta del tejido conectivo (MCTD sindrome de
Sjogren (SS), esclerosis sistémica (SSc), polimiositis (PM) y dermatomiositis (DM), y cirrosis biliar primaria (PBC). 34

El lupus eritematoso sistémico (SLE) es una enfermedad inflamatoria autoinmune crénica que se produce en fases y afecta principalmente al tejido
conectivo y a diversos sistemas organicos. Los resultados positivos de las pruebas seroldgicas para los anticuerpos antinucleares (ANA) y los multiples
dafios organicos sistémicos son los principales sintomas clinicos del lupus eritematoso sistémico (SLE). A nivel mundial, la incidencia del SLE se calcula
entre 4 a 25 por 100.000. La prevalencia del SLE es mayor en Africa y Asia, y en China la prevalencia oscila entre el 70 y el 75 por 100.000. El lupus
eritematoso sistémico (SLE) es diez veces mas comun en mujeres que en hombres y se presenta con mayor frecuencia en mujeres en edad fértil.>6

Los anticuerpos antihistonas se detectan entre el 30 % y el 70 % de los pacientes con lupus eritematoso sistémico (SLE). Los antigenos objetivos de los
anticuerpos antihistonas son un tipo de nucleoproteinas basicas que consisten en cinco subunidades H1, H2A, H2B, H3 y H4 con pesos moleculares que
varian de 11,2 kDa a 21,5 kDa. Las histonas son las proteinas mas abundantes en el nucleo y forman la cromatina junto con las moléculas de ADN. La
unidad basica de la cromatina es el nucleosoma, que consta de 146 pares de bases de ADN envueltos alrededor de un octamero de proteina de una
histona (H3-H3-H4-H4) tetramera y dos dimeros H2A-H2B, y el tetramero H3-H4 es el nucleo del nucleosoma. La proteina H1 se encuentra entre dos
nucleosomas y la funcion principal de las histonas es estabilizar la estructura de la doble hélice del ADN.7:89 Los anticuerpos antihistonas se pueden
encontrar en mas del 95 % de los pacientes con lupus inducido por medicamentos. El lupus inducido por medicamentos se define como un sindrome
similar al lupus temporalmente relacionado con la exposicién continua al medicamento que se resuelve después de la interrupcion del medicamento
ofensivo. Los pacientes con lupus inducido por procaina predominantemente tienen anticuerpos de acuerdo con el dimero H2A-H2B, mientras que los
anticuerpos de acuerdo con el H4 se presentan cominmente en pacientes con lupus inducido por hidralazina.'®'! El 20 % de los pacientes que toman
procaina durante mas de un afio desarrollan lupus inducido por medicamentos, y el 5 % al 10 % de los pacientes tratados con hidralazina desarrollan
lupus inducido por medicamentos. Los hallazgos positivos para los anticuerpos antihistonas y los hallazgos negativos para otros anticuerpos antinucleares
son una evidencia soélida para el diagnéstico de lupus inducido por medicamentos.'213.14 | os anticuerpos antihistonas también se pueden encontrar en el
15 % al 50 % de los pacientes con artritis reumatica.'>16

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

El ensayo de IgG antihistonas es un inmunoensayo de quimioluminiscencia indirecto.

La muestra (o calibrador o control, si corresponde), el bufer y las microperlas magnéticas recubiertas con antigeno de histonas se mezclan completamente
y se incuban para formar complejos inmunes. Después de la incubacién, los materiales unidos a las microperlas magnéticas se mantienen en un campo
magnético mientras que los materiales no unidos se eliminan durante un ciclo de lavado. A continuacién, se agrega marcado con ABEI con anticuerpo
monoclonal IgG antihumano de ratén y se incuba para formar complejos tipo sandwich. Después de la precipitacién en un campo magnético, se decanta el
sobrenadante vy, luego, se realiza otro ciclo de lavado. Posteriormente, se agregan los iniciadores 1 + 2 para iniciar una reaccién quimioluminiscente. La
sefial de luz se mide con un fotomultiplicador como unidades relativas de luz (RLU), lo que es proporcional a la concentracién de anticuerpos IgG
antihistonas presentes en la muestra (o calibrador o control, si corresponde).

COMPONENTES DEL KIT

Material proporcionado

. 100 pruebas 50 pruebas
Componentes Contenido (REF: 130217008M) (REF: 130617008M)
Microperlas magnéticas Microperlas magnéticas recubiertas con antigeno de 1 botella 1 botella
liofilizadas histonas, con contenido de BSA, NaN; (< 0,1 %)
Bufer de microperlas ’
magnéticas Con contenido de BSA, NaNj; (< 0,1 %). 2,8 ml 2,8 ml
. . Con una baja concentracion de anticuerpos IgG
Calibrador bajo antihistonas, con contenido de BSA, NaN; (< 0,1 %). 1.0ml 1.0ml
. Con una alta concentracion de anticuerpos IgG
Calibrador alto antihistonas, con contenido de BSA, NaN; (< 0,1 %). 1.0ml 1.0ml
Bufer Con contenido de BSA, NaNj; (< 0,1 %). 18,5 ml 10,0 ml
Anticuerpo monoclonal IgG antihumano de ratén marcado
Marca de ABEI con ABEI, con contenido de BSA, NaN3 (< 0,1 %). 235ml 125ml
Diluyente Con contenido de BSA, NaN3 (< 0,1 %). 25,0 ml 15,0 mi
Con una baja concentracion de anticuerpos IgG
Control 1 antihistonas, con contenido de BSA, NaN; (< 0,1 %). 1.0 ml 1.0 ml
Con una alta concentraciéon de anticuerpos IgG
Control 2 antihistonas, con contenido de BSA, NaN; (< 0,1 %). 1.0 ml 1.0 ml

Las microperlas magnéticas se liofilizan y deben reconstituirse con bufer de microperlas magnéticas; consulte la secciéon Preparaciéon de
microperlas magnéticas.

Accesorios necesarios, pero no suministrados
Serie MAGLUMI y Biolumi:

Médulo de reaccion REF.: 630003
Iniciador 1 + 2 REF.: 130299004M, 130299027M
Concentrado para lavado REF.:130299005M
Comprobacion de luz REF.:130299006M
Vaso de reacciéon REF: 130105000101
Pida accesorios a Shenzhen New Industries Biomedical Engineering Co., Ltd. (SNIBE) o a nuestros representantes autorizados.

CALIBRACION
Trazabilidad: Este método se estandarizé de acuerdo con la sustancia de referencia interna de SNIBE.
La prueba de calibradores especificos de ensayo permite que los valores de RLU ajusten la curva principal asignada. Los resultados se determinan
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mediante una curva de calibracién generada especificamente para el instrumento por calibracion de dos puntos y una curva principal (10 calibraciones)
proporcionada a través de un CHIP de identificacion por radiofrecuencia (RFID, por sus siglas en inglés) del reactivo.

Se recomienda recalibrar en las siguientes situaciones:

e Después de cada intercambio de lotes (reactivo o reactivos iniciadores).

e Cada semana o cada vez que se utiliza un nuevo kit de reactivos (recomendado).

e Después de que se requiere mantenimiento de los instrumentos.

e Si los controles estan fuera del rango esperado.

CONTROL DE CALIDAD

Cumpla con las regulaciones gubernamentales o los requisitos de acreditacion concernientes a la frecuencia de control de calidad.

El control de calidad interno solo es aplicable con el sistema MAGLUMI y Biolumi. Para obtener instrucciones de uso y el valor objetivo, consulte
Informacién de control de calidad de IgG anti-Histonas (CLIA). El usuario debe evaluar los resultados con sus propios estandares y conocimientos.
Para informacion detallada sobre cémo ingresar los valores del control de calidad, consulte las Instrucciones de funcionamiento del analizador
correspondiente.

Para supervisar el rendimiento del sistema y las tendencias del cuadro, se necesitan materiales de control de calidad disponibles comercialmente. Trate
todas las muestras de control de calidad del mismo modo que las muestras del paciente. Se logra un nivel satisfactorio de rendimiento cuando los valores
de analito obtenidos se encuentran dentro del rango de control aceptable para el sistema o dentro de su rango, segun lo determinado por un esquema de
control de calidad interna del laboratorio adecuado. Si los resultados del control de calidad no entran dentro de los valores esperados o dentro de los
valores establecidos del laboratorio, no informe los resultados. Realice las siguientes acciones:

e Verifiqgue que los materiales no hayan caducado.

e Verifique que se haya realizado el mantenimiento necesario.

e Verifique que el ensayo se haya realizado de acuerdo con las instrucciones de uso.

e Vuelva a ejecutar el ensayo con nuevas muestras de control de calidad.

e Si es necesario, comuniquese con su distribuidor o proveedor de soporte técnico local para obtener asistencia.

PREPARACION Y OBTENCION DE MUESTRAS
e Las muestras de suero obtenidas con tubos de muestreo estandar o tubos con gel separador, y las muestras de plasma obtenidas con tubos con
EDTA-2K o heparina sédica se verificaron y podrian aplicarse al ensayo. Extraiga la sangre asépticamente luego de seguir las precauciones universales
para la venopuncion.

e Asegurese de que la formacion completa de coagulos en las muestras haya tenido lugar antes de la centrifugacion. Algunas muestras de suero, en
particular las de los pacientes que reciben tratamiento anticoagulante, podrian presentar un tiempo de coagulacién mayor.

e Si la muestra se centrifuga antes de que se complete la coagulacion, la presencia de fibrina puede producir resultados erréneos. Las muestras deben
estar libres de fibrina y otras particulas.

e No use muestras hemolizadas o con marcada lipemia, ni tampoco muestras que contengan particulas o exhiban contaminacién microbiana evidente.
Inspeccione todas las muestras en busca de burbujas; en caso de encontrar burbujas, eliminelas antes del andlisis para obtener resultados 6ptimos.

o Evite repetir los ciclos de congelacién y descongelacion. Las muestras pueden congelarse y descongelarse solo tres veces. Las muestras se deben
mezclar completamente después de descongelarse.

e Las muestras centrifugadas con una capa lipidica en la parte superior deben trasladarse a un vaso de muestra o un tubo secundario. Se debe tener
cuidado de transferir solo la muestra clarificada sin el material lipémico.

e Todas las muestras (muestras de pacientes y controles) deben analizarse en un plazo de tres horas después de colocarlas en el sistema MAGLUMI y
Biolumi. Consulte el servicio de SNIBE para obtener mas detalles sobre las restricciones de almacenamiento de muestras.

e Las muestras retiradas del separador, los glébulos rojos o el codgulo pueden almacenarse hasta 7 dias a una temperatura de entre 2y 8 °C.

Las muestras pueden almacenarse hasta 3 meses congeladas a -20 °C o menos. Las muestras almacenadas deben mezclarse bien antes del uso

(mezclador Vortex).

e Antes del envio de las muestras, se recomienda que se retiren del separador de suero, los glébulos rojos o el coagulo. Al enviarse, las muestras deben
embalarse y etiquetarse de conformidad con regulaciones estatales, federales e internacionales que abarquen el transporte de sustancias infecciosas y
muestras clinicas. Las muestras deben enviarse congeladas.

e El volumen de muestra necesario para una sola determinacion de anticuerpos IgG antihistonas es de 10 pl.

ADVERTENCIA Y PRECAUCIONES PARA LOS USUARIOS

e Para uso en diagnéstico in vitro.

e Siga el prospecto cuidadosamente. La confiabilidad de los resultados del ensayo no se puede garantizar si existe alguna desviacion respecto de las
instrucciones de este prospecto.

Precauciones de seguridad

o PRECAUCION: Este producto requiere la manipulacién de muestras humanas. Se recomienda que todos los materiales de origen humano se
consideren potencialmente infecciosos y se manipulen de conformidad con lo dispuesto en 29 CFR 1910.1030 Exposicién ocupacional a patégenos
transmitidos por la sangre. Se debe usar el nivel de bioseguridad 2 u otras practicas de bioseguridad adecuadas para materiales que contienen agentes
infecciosos o que se sospecha que los contienen.

e Todas las muestras, los reactivos bioldgicos y los materiales utilizados en el ensayo deben considerarse potencialmente capaces de transmitir agentes
infecciosos. Por lo tanto, deben desecharse de acuerdo con las practicas de su institucion. Deseche todos los materiales de manera segura y aceptable
y en cumplimiento de los requisitos regulatorios imperantes.

e Este producto contiene azida de sodio. Los contenidos y recipientes deben desecharse en conformidad con todas las regulaciones locales, regionales y
nacionales.

e Consulte las hojas de datos de seguridad, que estan disponibles a pedido.

Precauciones de manipulacion

o No use kits de reactivos con la fecha de caducidad vencida.

e No intercambie los componentes de diferentes reactivos o lotes.

e Antes de cargar el kit de reactivos en el sistema por primera vez, el kit de reactivos requiere que se reconstituyan las microperlas magnéticas liofilizadas
y se mezclen para volver a suspenderlas.

e Para obtener instrucciones sobre como reconstituir y mezclar microperlas magnéticas, consulte las secciones Preparacion de microperlas magnéticas y
Preparacion del reactivo de este prospecto.

e Para evitar la contaminacion, use guantes limpios cuando trabaje con un kit de reactivos y una muestra.

e En el transcurso del tiempo, los liquidos residuales pueden secarse en la superficie septal. Estos son, generalmente, sales secas que no tienen ningun
efecto sobre la eficacia del ensayo.

e Para obtener un analisis detallado de las precauciones de manipulacion durante el funcionamiento del sistema, consulte la informacién de servicio de
SNIBE.

ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

e Sellado: Almacenamiento a una temperatura de entre 2 y 8 °C hasta la fecha de caducidad.

e Apertura a entre 2 y 8 °C: La estabilidad minima es de seis semanas.

e En el sistema: La estabilidad minima es de cuatro semanas.

e Para asegurar el mejor rendimiento del kit, se recomienda colocar los kits abiertos en el refrigerador después de la finalizacién de los trabajos de prueba
intradia. Es posible seguir utilizando el kit después del periodo de apertura o en el sistema si los controles se encuentran dentro de los rangos
esperados.

e Se debe mantener en posicion vertical para el almacenamiento y para facilitar la posterior resuspension adecuada de las microperlas magnéticas.

e Se debe mantener alejado de la luz solar.

PROCEDIMIENTO DE PRUEBA

Preparacion de microperlas magnéticas

e Las microperlas magnéticas se proporcionan en una forma liofilizada. El vial que contiene las microperlas magnéticas liofilizadas se debe
abrir cuidadosamente y reconstituirse con el bufer de microperlas magnéticas.

e Retire el bufer de microperlas magnéticas de 2 ml del tubo de microperlas magnéticas (collar azul y tubo de reactivo serrado en la parte
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inferior) en el vial que contiene microperlas magnéticas liofilizadas. Antes de utilizarlo, cubralo con un tapén de goma y agitelo suavemente.
Permita que las microperlas magnéticas disueltas reposen de 10 a 15 minutos.

e Agite suavemente para garantizar la homogeneidad. Evite sacudir al disolver (evite la formaciéon de espuma).

e Transfiera todas las microperlas magnéticas reconstituidas en el vial al tubo de microperlas magnéticas y mézclelas con el bufer de
microperlas magnéticas restante de manera uniforme, A continuacion, coloque el kit preparado en el analizador para inmunoensayo de
quimioluminiscencia completamente automatico serie MAGLUMI

e Tras su uso, el kit que incluya las microperlas magnéticas reconstituidas se debe almacenar a una temperatura de entre 2 y 8° C en posiciéon
vertical.

Preparacion del reactivo
e La resuspension de las microperlas magnéticas se realiza de forma automatica cuando el kit se carga correctamente, de modo que las microperlas
magnéticas se vuelvan a suspender totalmente de forma homogénea antes del uso.
. Para asegurar el desempefio adecuado del test, siga estrictamente las Instrucciones de funcionamiento del analizador correspondiente. Cada
parametro del test esta identificado mediante un CHIP RFID en el kit del reactivo. Para mas informacién, consulte las Instrucciones de
funcionamiento del analizador correspondiente.

DILUCION

Las muestras con concentraciones que estén por encima del rango de medicién pueden diluirse automaticamente con los analizadores o de forma
manual. La diluciéon recomendada es de 1:19 con diluyente o xanticuerpos IgG antihistonas de plasma o suero negativo.

Después de la dilucion manual, multiplique el resultado por el factor de dilucién. Tras diluir con el analizador, el software del analizador considera
automaticamente la dilucion para el calculo de la concentracion de la muestra.

La dilucion automatica de la muestra esta disponible después de que se hayan establecido los ajustes de dilucion en el software de usuario del analizador
para inmunoensayo de quimioluminiscencia completamente automatico serie MAGLUMI. Consulte las instrucciones de funcionamiento del analizador
para inmunoensayo de quimioluminiscencia completamente automatico serie MAGLUMI.

Efecto prozona de dosis alta

En el ensayo de IgG antihistonas, no se observé un efecto prozona de dosis alta cuando las muestras contenian hasta 4000 IU/ml de anticuerpos IgG
antihistonas.

LIMITACION

Se requiere una técnica habil y el cumplimiento estricto de las instrucciones para obtener resultados confiables.

La contaminacion bacteriana o la inactivacion por calor de las muestras pueden afectar los resultados de la prueba.

Un resultado dentro del rango esperado no descarta la presencia de la enfermedad, y debe interpretarse junto con el cuadro clinico del paciente y otros
procedimientos de diagnostico.

Los resultados de la prueba se notifican cuantitativamente. Sin embargo, el diagndstico de una enfermedad no debe basarse en el resultado de una sola
prueba, sino que debe determinarse en funcion de los hallazgos clinicos combinados con el criterio médico.

Cualquier decision terapéutica también debe tomarse caso por caso.

Las muestras de los pacientes con anticuerpos humanos antirratén (HAMA, por sus siglas en inglés) pueden mostrar un falso aumento o una falsa
disminucion de valores. Aunque se incorporan agentes neutralizantes de HAMA, las concentraciones de HAMA en suero extremadamente altas, en
ocasiones, pueden influir en los resultados.

RESULTADOS

Calculo de los resultados

El analizador calcula automaticamente la concentracion de anticuerpos IgG antihistonas en cada muestra mediante una curva de calibraciéon que se
genera con un procedimiento de curva principal de calibracion de 2 puntos. Los resultados se expresan en AU/ml. Para mas informacion, consulte las
Instrucciones de funcionamiento del analizador correspondiente.

Interpretacion de los resultados

El punto de corte 6ptimo del ensayo de IgG antihistonas se obtuvo mediante la prueba de 88 pacientes con SLE confirmado, 26 pacientes con lupus
inducido por medicamentos confirmado, 63 pacientes con otras enfermedades y 253 personas aparentemente sanas.

e Las muestras con una concentracion de anticuerpos IgG antihistonas < 20,0 AU/ml se deben considerar negativas.

e Las muestras con una concentracion de anticuerpos IgG antihistonas = 20,0 AU/ml se deben considerar positivas.

Los resultados pueden diferir entre laboratorios debido a variaciones en la poblacién y el método de prueba. Si es necesario, cada laboratorio debe
establecer su propio rango de referencia.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

Precisién

La precision para el ensayo de IgG antihistonas se determind como se describe en el documento EP5-A2 del CLS. Se probaron dos controles y tres
grupos de suero humano con diferentes concentraciones de analito en duplicado en dos ejecuciones independientes por dia durante 20 dias de pruebas.
Los resultados se resumen en la siguiente tabla:

Muestra Media (AU/mI) Dentro de la ejecucion Entre ejecuciones Total
(N =80) SD (AU/ml) % de CV SD (AU/ml) % de CV SD (AU/ml) % de CV
Grupo de suero 1 4,994 0,194 3,88 0,230 4,61 0,301 6,03
Grupo de suero 2 21,937 0,608 2,77 0,793 3,61 0,999 4,55
Grupo de suero 3 200,269 2,877 1,44 2,557 1,28 3,849 1,92
Control 1 10,004 0,305 3,05 0,461 4,61 0,553 5,53
Control 2 100,132 2,587 2,58 1,776 1,77 3,138 3,13

Limite de blanco (LoB)
El LoB para el ensayo de IgG antihistonas es de 0,500 AU/ml.

Limite de deteccion (LoD)
El LoD para el ensayo de IgG antihistonas es de 0,801 AU/ml.

Limite de cuantificacion (LoQ)
Se define como la concentracion de anticuerpos IgG antihistonas que puede medirse con un CV entre ensayos del 20 %. El LoQ para el ensayo IgG
antihistonas es de 1,00 AU/m.

Rango de medicién
0,801-400 AU/ml (se define por el limite de deteccion y el limite superior de la curva principal).

Linealidad

El ensayo es lineal entre 1,00-400 AU/ml sobre la base de un estudio realizado con la orientacién del documento EP6-A del CLSI. Se prepararon nueve
niveles de muestras distribuidos uniformemente mediante la combinaciéon de una muestra de suero que contenia 440 AU/ml de anticuerpos IgG de
anithistona con una muestra de suero que contenia 1,00 AU/ml de anticuerpos IgG de anithistona. La media de recuperacion de la muestra oscilé entre el
90 % y el 110 %.

Especificidad analitica

La especificidad del ensayo se obtuvo mediante la adicién de IgG anti-Rib-P (400 AU/ml), IgG anti-nRNP/Sm (400 AU/ml), IgG anti-Sm (400 AU/ml), IgG
anti-Scl-70 (400 AU/ml), IgG anti-SS-B (400 AU/ml), IgG anti-Jo-1 (400 AU/ml) e IgG anticentromeros (400 AU/ml) a dos muestras de suero con contenido
de 10,0 and 22.0 AU/ml de anticuerpos IgG antihistonas, respectivamente. No se encontraron interferencias.
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Sensibilidad clinica
La sensibilidad clinica se determiné para 58 muestras de lupus eritematoso sistémico (SLE) confirmado y 25 muestras de lupus inducido por
medicamentos. La sensibilidad clinica se calculé en un 44,8 % y un 96,0 %, respectivamente.

. IgG antihistonas (CLIA)
Categoria de la muestra — -
N Positivo % de sensibilidad
Lupus eritematoso sistémico 58 26 44,8
Lupus inducido por medicamentos 25 24 96,0

Especificidad clinica

La especificidad clinica se determind para 179 muestras, tomadas de 32 pacientes con otras enfermedades (enfermedad mixta del tejido conectivo,
sindrome de Sjogren, esclerosis sistémica, polimiositis, dermatomiositis, cirrosis biliar primaria, artritis reumatoide) y de 147 personas aparentemente
sanas. La especificidad clinica se calculé en un 100%.

. IgG antihistonas (CLIA)
Categoria de la muestra - —
N Negativo % de especificidad
Otras muestras de enfermedades 32 32 100
Aparentemente sanas 147 147 100
Total 179 179 100

Interferencia endégena
Las sustancias hasta las siguientes concentraciones no interfirieron con el ensayo:

e Bilirrubina 40 mg/dl

e Hemoglobina 1000 mg/dl

e Triglicérido 2000 mg/dl

e Factores reumatoides 500 1U/ml

o HAMA 40 ng/ml
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