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El sistema de pruebas AtheNA Multi-Lyte® Rheumatoid Factor (RF) IgM Plus de ZEUS esta disefiado para la deteccion cualitativa o cuantitativa de anticuerpos de tipo
IgM contra el factor reumatoide (FR) en suero humano. El sistema de pruebas esta disefiado para ser utilizado como ayuda en el diagndstico de artritis reumatoide.
Esta prueba estd concebida exclusivamente para uso diagndstico in vitro.

La artritis reumatoide (AR) es un trastorno inflamatorio crénico, y generalmente progresivo, de las articulaciones. La AR es una enfermedad muy variable que se
manifiesta desde un cuadro leve de breve duracidn a una poliartritis destructiva progresiva asociada con una vasculitis sistémica (1). Se ha estimado recientemente
que aparece en un 1-2% de la poblacién general (2) y es dos veces mas probable que se produzca en hombres que en mujeres (1).

Las caracteristicas clinicas de la enfermedad precoz consisten en linfadenopatia, anorexia, debilidad, cansancio y rigidez matutina o dolor generalizado (1,3). La AR se
asocia con varios atributos que se pueden medir en el laboratorio (4). Los hallazgos analiticos mas frecuentes que se asocian con la AR son el factor reumatoide (FR),
los anticuerpos antinucleares (ANA), los complejos inmunes y los niveles de complemento caracteristicos (3). La medicion de la IgM FR en suero tiene un papel
diagndstico importante en la AR y mas recientemente se ha visto implicado con el prondstico de la enfermedad (6).

El FR pertenece a un grupo de inmunoglobulinas definido tipicamente como anticuerpos que reaccionan con la porcion Fc de las moléculas de 1gG humana (y de
algunas otras especies) (1, 4). El FR es un anticuerpo policlonal que reacciona con una gran cantidad de determinantes de la molécula 1gG (4). Los anticuerpos contra
el FR pertenecen a las tres clases principales de inmunoglobulinas: IgM, I1gG e IgA, aunque también se ha descrito FR IgE (5). Los FR IgM e 1gG son los mas frecuentes
(1), estando presente el FR IgM en el 75% de los pacientes diagnosticados de AR (4). El FR también se ha asociado con algunas infecciones bacterianas y viricas como
hepatitis y mononucleosis infecciosa, y con algunas infecciones crénicas como tuberculosis, enfermedades parasitarias, endocarditis bacteriana subaguda y cancer
(1). Ademés, se pueden ver niveles elevados de FR en el 15% de la poblacién mayor de 65 afios de edad (4).

El sistema de prueba AtheNA Multi-Lyte RF IgM Plus de ZEUS esta disefiado para detectar anticuerpos de tipo IgM contra FR en suero humano. El procedimiento de la

prueba comprende dos pasos de incubacidn:

1.  Los sueros de prueba (diluidos correctamente) se incuban en una mezcla multiplexada de la suspensién de microesferas. La suspension de microesferas
contiene una mezcla de conjuntos distinguibles de microesferas de poliestireno; cada uno conjugado con un antigeno diferente. Si estd presente en los sueros
del paciente, FR IgM se unira con el antigeno inmovilizado en uno o mds conjuntos de microesferas. Las microesferas se enjuagan para extraer las proteinas
séricas no reactivas.

2. El IgM antihumano de cabra conjugado con ficoeritrina se afiade al recipiente y la platina se incuba. El conjugado reaccionara con el anticuerpo de tipo IgM
inmovilizado en la fase sélida del paso 1. A continuacion, la suspensién de mircroesferas se analiza utilizando el instrumento AtheNA Multi-Lyte. El conjunto o
conjunto de microesferas se clasifican (identifican) y la cantidad de molécula informante (conjugado PE) se determina para cada conjunto de microesferas.
Mediante el empleo de Intra-Well Calibration Technology® (tecnologia de calibracidn intrapocillo), se utilizan conjuntos de microparticulas de calibracién interna
para convertir fluorescencia sin procesar en resultado (unidades).

Materiales suministrados:

Cada sistema de pruebas contiene los siguientes componentes en cantidad suficiente para realizar el nimero de pruebas indicado en la etiqueta del envase. NOTA:
los siguientes componentes contienen como conservante azida de sodio a una concentracion de <0,1% (p/v): Suspension de microesferas, controles, conjugado y
SAVe Diluent®.

SOLN 1. Suspensién de microesferas: contiene microesferas de poliestireno de 5,6 micras que se conjugan con IgG humano purificado por afinidad. La
suspension de microesferas también contiene un conjunto de microesferas disefiadas para detectar anticuerpos no especificos en la muestra del
paciente (si esta presente) y cuatro conjuntos de microesferas separadas que se utilizan para la calibracién del ensayo. Un frasco de color ambar que
contiene 5,5 ml. Listo para usar.

Conjugado: IgM antihumana (especifica de la cadena ) de cabra conjugado con ficoeritrina. Una botella de color ambar que contiene 15 ml. Listo
para usar.

CONTROL 3. Control positivo (suero humano): Un vial de 0,2 ml con tapdn rojo.
CONTROL ‘ - 4. Control negativo (suero humano): Un vial de 0,2 ml con tapdn verde.

Diluyente SAVe Diluent®: Una botella de 50 ml con tapdn verde solucién salina tamponada con fosfato. Listo para usar. NOTA: El diluyente SAVe
Diluent® cambiara de color cuando se combine con suero.

CONJ 2.

DIL SPE 5.

Tampodn de lavado concentrado (10X): diluir 1 parte del concentrado + 9 partes de agua desionizada o destilada. Una botella de 50 ml con tapon

WASHBUF 10X 6. . .2 .
transparente que contiene solucién salina tamponada con fosfato concentrada 10X.

NOTAS:
1. Los siguientes componentes no dependen del nimero de lote del sistema de pruebas y se pueden usar indistintamente con cualquier sistema de
pruebas AtheNA Multi-Lyte de ZEUS: Tampdn de lavado y SAVe Diluent®
2. Elsistema de pruebas también contiene:
a. Una etiqueta de componentes que contiene informacion especifica de lote dentro de la caja del sistema de pruebas.
b.  CD de calibracién que incluye los valores de calibracion del kit especificos de los lotes y necesarios para el analisis de la muestra y el control de
calidad del ensayo, y prospectos del paquete.
Una placa de disolucion de 96 pocillos.
d. Una placa del filtro de disolucion de 96 pocillos.

o

1.  Para uso diagnéstico in vitro.

2. Se deben seguir las precauciones normales que se utilizan para manipular reactivos de laboratorio. En caso de contacto con los ojos, enjuague inmediatamente
con abundante agua y busque asistencia médica. Utilice ropa de proteccion adecuada, guantes y proteccidn para la cara/ojos. No respire los vapores. Deshagase
de los desechos observando todas las normativas locales, regionales y nacionales.

3. La suspension de microesferas AtheNA Multi-Lyte no contiene organismos viables. No obstante, el reactivo se debe considerar como un peligro biolégico
potencial y se debe manipular consecuentemente.

4.  Los controles son material con potencial riesgo biolégico. Los materiales a partir de los cuales se obtuvieron estos productos resultaron negativos para el
antigeno del VIH-1, el HBsAg y para anticuerpos contra el VHC y el VIH por métodos de prueba homologados. Sin embargo, dado que ninglin método de prueba
puede ofrecer una garantia total de que no hay agentes infecciosos, estos productos deberan manipularse con un Nivel de bioseguridad 2, tal como se
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recomienda para cualquier muestra de sangre o suero humano potencialmente infeccioso en el manual de Biosafety in Microbiological and Biomedical
Laboratories (Bioseguridad en laboratorios microbioldgicos y biomédicos) de los Centros para el Control de Enfermedades / Institutos Nacionales de la Salud:
ultima edicién; y en la Norma de la OSHA sobre Patdgenos que se transmiten en la sangre (9).

5. Para lograr resultados precisos, es esencial cumplir estrictamente los tiempos y temperaturas de incubacién especificados. Se debe dejar que todos los
reactivos alcancen temperatura ambiente (20 - 25 °C) antes de empezar el ensayo. Devuelva los reactivos no utilizados a una temperatura refrigerada
inmediatamente después de su uso.

6. Un lavado inadecuado podria ocasionar resultados de falsos positivos o falsos negativos. Debe reducirse al minimo la cantidad de solucién de lavado residual (p.
ej., mediante secado o aspiracion) antes de afiadir el conjugado. No permita que los pocillos se sequen entre una incubacidn y la siguiente.

7.  El diluyente SAVe®, la suspensién de microesferas, los controles y el conjugado contienen azida sodica en una concentracion de 0,1% (w/v). Se ha informado
que la azida sodica forma azidas de plomo o cobre en las cafierias del laboratorio, lo que puede ocasionar explosiones al golpear con un martillo. Para evitarlo,
enjuague bien el lavabo con agua después de eliminar las soluciones que contengan azida de sodio.

8.  Lasolucion concentrada del tampdn de lavado es IRRITANTE. Irritante para los ojos, el sistema respiratorio y la piel.

9.  Ladilucién o adulteracién de estos reactivos puede generar resultados erréneos.

10. No utilice reactivos de otro origen o fabricante.

11. Nunca pipetee con la boca. Evite el contacto de los reactivos y las muestras de pacientes con la piel y las membranas mucosas.

12. Evite la contaminacidon microbiana de los reactivos. Esto puede ocasionar resultados incorrectos.

13. La contaminacién cruzada de reactivos y/o muestras podria ocasionar resultados erréneos.

14. Evite salpicar o generar aerosoles.

15. No exponga los reactivos a la luz intensa durante el almacenamiento o la incubacién. La suspension de microesferas y el conjugado son reactivos sensibles a la
luz. Ambos se han embalado en envases que protegen de la luz. Las exposiciones normales que se experimentan durante el curso de la ejecucion del ensayo no
afectaran al rendimiento del ensayo. No exponga estos reactivos a fuentes potentes de luz visible de manera innecesaria.

16. Recoja la solucion de lavado en un lavabo de eliminacion. Trate la solucién de desecho con desinfectante (es decir: 10 % de lejia de uso doméstico - 0,5 % de
hipoclorito de sodio) Evite la exposicion de los reactivos a los vapores de la lejia.

17. Precaucion: neutralice cualquier desecho liquido con pH acido antes de agregarlo a la solucion de lejia.

18. No permita que el conjugado entre en contacto con recipientes o instrumentos que hayan podido contener previamente una solucién que utilice azida de sodio
como conservante. Los residuos de azida de sodio pueden destruir la actividad enzimdatica del conjugado.

19. No exponga ninguno de los reactivos a soluciones que contengan lejia o a ningln olor fuerte de soluciones que contengan lejia. Los restos de lejia (hipoclorito
de sodio), incluso a nivel de trazas, pueden destruir la actividad bioldgica de muchos de los reactivos incluidos en este sistema de pruebas.

1.  Pipetas capaces de dispensar con exactitud entre 10 y 200 pl.

2.  Pipeta multicanal capaz de dispensar con exactitud 10 - 200 pl.

3.  Dep0sitos de reactivos para pipetas multicanal.

4.  Pipetas serologicas.

5.  Puntas de pipetas descartables.

6. Toallas de papel.

7.  Crondémetro de laboratorio para controlar los pasos de incubacion.

8.  Recipiente para desechos y desinfectante (es decir: 10 % de lejia de uso doméstico - 0,5 % de hipoclorito de sodio)

9.  SistemaAtheNA Multi-Lyte (Luminex® Instrument) con fluido envolvente (nimero de producto 40-50000).

10. Agua destilada o desionizada.

11. Vortex.

12. Sonicador de bafio pequefio.

13. Agitador de placas capaz de agitar a una velocidad de 800 RPM (opcional para el mezclado)

14. Aspirador de vacio y colector de vacio para lavar las microesferas.

Suspension de microesferas: Extraiga solo la cantidad necesaria para analizar las muestras a los que se les va a realizar la prueba y devuelva
8'C la porcién no utilizada a su almacenamiento.
20(3} Conjugado: NO CONGELAR.
Sistema de pruebas, control positivo, control negativo y diluyente SAVe Diluent®
25°C Tampon de lavado (1X): hasta 7 dias entre 20 y 25 °C o durante 30 dias entre 2y 8 °C.
2°er Tampon de lavado (10X): 2 - 25°C

1. ZEUS Scientific recomienda que el usuario realice la recolecciéon de muestras conforme al documento M29 del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio
(CLSI): Protection of Laboratory Workers from Infectious Disease (Proteccion de los trabajadores de laboratorio frente a las enfermedades infecciosas).

2. Ningln método de prueba puede ofrecer una garantia completa de que las muestras de sangre humana no transmitirdn infecciones. Por lo tanto, todos los
derivados de la sangre deben considerarse potencialmente infecciosos.

3. Con este ensayo solamente deben utilizarse sueros recién extraidos y debidamente refrigerados que se hayan obtenido mediante procedimientos homologados
de venopuncion aséptica. No los utilice si se han agregado anticoagulantes o conservantes. Evite utilizar sueros hemolizados, lipémicos o contaminados con
bacterias.

4.  Almacene la muestra a temperatura ambiente durante un lapso no superior a las 8 horas. Si la prueba no se realiza dentro de las 8 horas, el suero puede
almacenarse a entre 2 - 8° C, durante un lapso no superior a las 48 horas. Si tiene previsto retrasar la realizacion de la prueba, conserve los sueros de la prueba a
—20 °C o a temperaturas inferiores. Evite multiples ciclos de congelacién/descongelaciéon que puedan ocasionar la pérdida de actividad de los anticuerpos y dar
lugar a resultados erréneos. Es responsabilidad de cada laboratorio utilizar todas las referencias disponibles o sus propios estudios para determinar los criterios
de estabilidad para su laboratorio (10).

1.  Retire los componentes individuales del kit del lugar de almacenamiento y permita que alcancen la temperatura ambiente (20 - 25°C).

2.  Determine el nimero total de Controles y muestras que se desean probar. Es necesario incluir el Control Negativo y el Control Positivo con cada tanda de

pruebas. El Control Negativo se debe probar en el pocillo Al, y el Control Positivo en el pocillo B1. Cada Control y muestra necesita un micropocillo para su

procesamiento.

a.  Para optimizar los tiempos de lectura, la suspensidn de microesferas debe estar bien mezclada antes de su empleo. El medio mas efectivo de volver a
suspender las microesferas es primero utilizar el vértex con la suspensién de microesferas durante aproximadamente 30 segundos, seguido por la
sonicacion de la suspensién de microesferas durante 30 segundos en un pequefio sonicador de bafio.

b.  Para obtener un rendimiento adecuado, es importante que el contenido del ensayo se mezcle detenidamente. Entre los medios adecuados de mezcla se
incluye mezclar la placa en un agitador de placa durante aproximadamente 30 segundos a 800 RPM aproximadamente, o ajustar una pipeta en
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10.
11.

12.

aproximadamente % del volumen en la placa y aspirar y expulsar repetidamente (bomba arriba y bomba abajo) el contenido del pocillo durante un minimo
de 5 ciclos.

EJEMPLO DE CONFIGURACION DE LA PLACA
1 2
Control negativo Etc.
Control positivo
Paciente 1
Paciente 2
Paciente 3
Paciente 4
Paciente 5
H Paciente 6

OmMmMmOoo|m|>

Prepare una dilucién 1:21 (por ejemplo: 10 pl de suero + 200 pl de diluyente SAVe Diluents) del control negativo, del calibrador, del control positivo y de cada
suero de paciente. NOTA: El diluyente SAVe Diluent’ sufrira un cambio de color, lo cual confirma que la muestra se ha combinado con el diluyente. Para
obtener un rendimiento adecuado, es importante que las disoluciones de muestra se mezclen detenidamente segun el punto 2b.

Después de determinar el nimero total de pocillos a procesar, utilice una pipeta multicanal o repetidora para dispensar 50 uL de suspension de microesferas
dentro de cada uno de los pocillos de la platina de filtracion.

Transfiera 10 pL de cada muestra diluida (1:21) y el control de la placa de disolucién a la placa de filtracion. Para obtener un rendimiento adecuado, es
importante que las disoluciones de muestra se mezclen detenidamente segun el punto 2b.

Incube la placa a temperatura ambiente (20 - 25 °C) durante 30 + 10 minutos.

Después de la incubacidn, enjuague las microesferas mediante filtrado al vacio usando el tampdn de lavado que se suministra diluido en la concentracion 1x.

a. Coloque la placa de filtracidn sobre el colector de vacio y extraiga la solucién, dejando las microesferas detras.

b.  Apague el vacio y afiada 200 pL de Tampdn de Lavado diluido 1x.

c.  Aplique el vacio y extraiga la solucién.

d.  Repita los pasos 7b y 7c para un total de tres lavados.

A continuacion del lavado final, secar suavemente el fondo de la placa y permitir que la placa se seque al aire durante 3 a 5 minutos antes de continuar con el
siguiente paso.

Agregue 150 pl de conjugado a cada micropocillo a la misma velocidad y en el mismo orden en que se agregaron las muestras. Para obtener un rendimiento
adecuado, es importante que el conjugado y la suspensidén de microesferas se mezclen detenidamente segun el punto 2b. Como una opcién, mientras mezcle el
conjugado y las microesferas, puede transferir la mezcla a pocillos vacios de una placa de reaccion de poliestireno.

Incube la placa a temperatura ambiente (20 - 25 °C) durante 30 + 10 minutos.

Instale el instrumento AtheNA Multi-Lyte para analizar las reacciones. Para ello, seleccione la plantilla RF IgM Plus. Consulte el manual del operador para
obtener detalles sobre la operacion del instrumento AtheNA Multi-Lyte. Los resultados se pueden leer en la placa del filtro o en una placa de reacciéon. NOTA:
Para obtener un andlisis adecuado del espécimen, es importante que el instrumento se instale, calibre y mantenga de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Consulte el manual del instrumento para obtener informacidn sobre la preparacion del instrumento antes de la lectura de los resultados del ensayo.
La placa deberd leerse en los 60 minutos posteriores a la adicion de la incubacion del conjugado. Es posible que decida agitar la placa durante unos 15 segundos
antes de la lectura. Este paso opcional puede reducir la cantidad de tiempo necesario para leer la placa.

Paso Procedimiento de prueba abreviado
1 Diluya las muestras al 1:21 en SAVe Diluent®. Mezcle bien.
2 Combine 50 pL de suspensidn de microesferas con 10 pL de la muestra diluido en un pocillo vacio. Mezcle bien.
3 Incube a temperatura ambiente durante 30 + 10 minutos.
4 Enjuague las microesferas 3 veces con 200 pL de tampon de lavado (1x).
5 Seque suavemente el fondo de la placa y secar con aire durante 3 a 5 minutos.
6 Agregue 150 pL de conjugado en cada pocillo. Mezcle bien.
7 Transfiéralo a una placa de reaccion (opcional).
8 Incube a temperatura ambiente durante 30 + 10 minutos
9 Agite la placa (opcional).
10 Lea los resultados dentro de un periodo de 60 minutos.

Precaucion: Los controles positivo y negativo tienen como fin supervisar cualquier fallo importante del reactivo. El Control Positivo no asegurara la precision del
limite de referencia del ensayo.

1.
2.

Cada vez que se realiza el ensayo, es necesario incluir el Control Negativo (en el pocillo A1) y el Control Positivo (en el pocillo B1).

La validez de la tirada se determina mediante la realizacidn de los controles positivos y negativos. Estos criterios se analizan automaticamente mediante la

Intra-Well Calibration Technology.

a.  Elcontrol negativo y el control positivo deben ser todos negativos en la microesfera no especifica o de antigeno de control.

b.  El control negativo debe ser negativo para todos y cada uno de los analitos incluidos en la suspensidn de microesferas.

c.  El control positivo debe ser positivo para un grupo predeterminado de analitos que se incluyen en la suspensién de microesferas multiplexada. El control
positivo debe arrojar un resultado FR positivo. Ademas del resultado cualitativo, el control positivo debe cumplir con las escalas predeterminados de
actividad. Estos intervalos estan codificados dentro del CD de calibracién.

d.  Sino se cumple ninguno de los criterios anteriores, toda la tirada se considerard como no vélida y se tendra que repetir. En este caso, no comunique los
resultados del paciente.

La validez de la muestra se basa en las caracteristicas de las microesferas y sus interacciones con los sueros de los pacientes. Se supervisan diferentes

parametros automaticamente mediante la Intra-Well Calibration Technology. Si se determina que cualquiera de los criterios no cumple las especificaciones, los

resultados del paciente se consideraran como no validos y se deberdn repetir. En caso de que esto se produzca, el informe de datos indicara la muestra en
particular que se invalidé y el cddigo de solucién de problemas.

Es posible analizar controles adicionales siguiendo las directrices o los requisitos de las normativas locales, regionales o nacionales, o de las organizaciones

acreditadas. Los controles externos deben ser representativos del suero humano normal debido a que el sistema de calibracion AtheNA Multi-Lyte se basa

parcialmente en las caracteristicas de la muestra de suero. Si la formulacién de la muestra es artificial (no es suero humano), se pueden producir resultados
erréneos.

Las buenas practicas de laboratorio recomiendan el uso de controles positivos y negativos para asegurar la funcionalidad de los reactivos y la ejecucién

adecuada del procedimiento del ensayo. Los requisitos de control de calidad se deben realizar en total cumplimiento con las normativas locales, autonémicas o

estatales, o con los requisitos de acreditacion y los procedimientos de control de Calidad normativos del laboratorio del usuario. Se recomienda que el usuario

consulte CLSI EP12-A and 42 CFR 493.1256 para obtener informacién de ayuda sobre las practicas de CC adecuadas.
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1.  Calculos
a.  Calibracidon del ensayo: El sistema de prueba AtheNA Multi-Lyte RF IgM Plus de ZEUS utiliza la Intra-Well Calibration Technology. La Intra-Well Calibration
Technology incluye una curva estdndar con multiples puntos dentro de la suspensién de microesferas. Con la Intra-Well Calibration Technology, cada
pocillo del ensayo se calibra internamente sin que necesite la intervencidon del usuario. La curva estdndar estd disefiada para que se ajuste
automdticamente basdndose en las caracteristicas Unicas del paciente o suero de control. Los valores del calibrador se asignan de acuerdo con los
estandares internos de ZEUS, son especificos del lote y estan codificados en el CD de calibracién del lote.
b.  Limite de referencia del analito: Cada analito del sistema de pruebas AtheNA Multi-Lyte RF IgM Plus de ZEUS tiene un limite de referencia asignado. ZEUS
determina los limites de referencia para cada lote de sistema de pruebas, y estan codificados en el CD de calibracion del lote.
c.  Mediante la tecnologia Intra-Well Calibration Technology, todos los célculos se realizan automaticamente cuando se utiliza el sistema AtheNA Multi-Lyte.
La tecnologia Intra-Well Calibration Technology ejecuta un analisis de regresidon de las normativas internas, y a continuacion ajusta los valores de unidad
calculados basandose en una normativa adicional y en las caracteristicas de la muestra de suero.
2.  Interpretaciones
Los resultados del ensayo de AtheNA Multi-Lyte RF IgM Plus de ZEUS se pueden interpretar de la siguiente manera:
Valor unitario

Muestras negativas <6I1U/ml
Muestras positivas >6I1U/ml
Muestras positivas fuertes >25 [U/ml

1.  El sistema de pruebas AtheNA Multi-Lyte RF IgM Plus de ZEUS es una herramienta para el diagndstico, pero no es en si una prueba diagndstica. Los resultados
de la prueba se deben interpretar junto con la evaluacién clinica y los resultados de otros procedimientos diagndsticos.

2. Debido a la naturaleza homogénea de este ensayo, las muestras hemoliticas, ictéricas o lipémicas pueden interferir con el resultado de este ensayo. Ademas,
los especimenes con concentraciones de IgC anormales pueden interferir con el resultado de este ensayo. Debe evitarse el uso de estos tipos de muestras.

3. Un resultado negativo no excluye la posibilidad de artritis reumatoide. Aproximadamente el 25% de los pacientes diagnosticados con artritis reumatoide
pueden producir resultados negativos de FR.

En la sangre del grupo de donantes normales habia un total de 148 muestras. De las 148 muestras, 128/148 (86,5%) fueron negativas, 18/148 (12,2%) fueron
dudosas y 2/148 (1,4%) ofrecieron resultados positivos fuertes. De las muestras clinicas (las que estaban diagnosticadas con artritis reumatoide), 1/150 (0,7%) fueron
negativas y 149/150 (99,3%) ofrecieron resultados positivos. De las 149 muestras, 12/149 (8%) fueron negativas, y 137/149 (92%) ofrecieron resultados positivos
fuertes. El sistema de prueba AtheNA Multi-Lyte RF IgM Plus de ZEUS se calibré de acuerdo con un estandar proporcionado por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS). El ensayo se calibré de acuerdo con OMS 64/2 que posee un valor definido de 25 IU/ml. Cuando se analizé utilizando el sistema de prueba AtheNA Multi-
Lyte RF IgM de ZEUS, se obtuvo un resultado de 24,25 IU/ml con este estandar.

1.  Estudio comparativo
Se ha realizado un estudio comparativo interno para demostrar la equivalencia del sistema de pruebas AtheNA Multi-Lyte RF IgM Plus de ZEUS con el sistema de
pruebas ELISA RF IgM comercializado. El rendimiento se evalué usando 450 muestras: 150 de sueros de donantes normales, 150 muestras enviadas previamente a
un laboratorio para una prueba de FR rutinaria, y 150 muestras de pacientes diagnosticados clinicamente con artritis reumatoide. Los resultados de la investigacion
se resumen en la tabla 1, a continuacion.

Tabla 1: Rendimiento del resultado ANA cualitativo del sistema de prueba AtheNA Multi-Lyte RF IgM Plus de ZEUS

Resultado de ELISA
Positivo Negativo Total
Positivo 308 11 319
Resultados AtheNA Negativo 0 129 129
Total 308 140 448*
Intervalo de confianza del 95%

Sensibilidad relativa 100% 98,21 -99,99

Especificidad relativa 92,1% 86,38 -96,01

Concordancia relativa 97,5% 95,65 —-98,77

*NOTA: Originalmente se incluyeron 450 muestras en el estudio. Dos de las muestras produjeron resultados no validos en el ensayo AtheNA RF y por lo tanto
se excluyeron del resumen de datos anterior.

Evaluacion de la especificidad clinica del sistema de prueba AtheNA Multi-Lyte RF IgM Plus de ZEUS:

La especificidad clinica del sistema de prueba AtheNA Multi-Lyte RF IgM Plus de ZEUS se evalué mediante 150 muestras de donantes normales, dado que se
partia de la base de que dicho grupo no presentaria el anticuerpo FR IgM. Utilizando este grupo, 128/148 dieron negativo para el anticuerpo IgM FR. Por tanto,
la especificidad clinica del sistema de prueba AtheNA Multi-Lyte RF IgM Plus de ZEUS se determind en 86,5%. Expresado como un intervalo de confianza del
95%, la especificidad clinica se determind en un rango de 0,799 a 0,916.

Evaluacion de la sensibilidad clinica del sistema de prueba AtheNA Multi-Lyte RF IgM:

La sensibilidad clinica del sistema de prueba AtheNA Multi-Lyte RF IgM Plus de ZEUS se evalud utilizando 150 muestras de suero definidas clinicamente de
pacientes diagnosticados con artritis reumatoide. Utilizando este grupo, 149/150 dieron negativo para el anticuerpo FR IgM. Por tanto, la sensibilidad clinica
del sistema de prueba AtheNA Multi-Lyte RF IgM Plus de ZEUS se determind en 99,3%. Expresado como un intervalo de confianza del 95%, la especificidad
clinica se determind en un rango de 0,963 a 0,999.

2. Reproducibilidad
Se llevé a cabo una evaluacién en nuestros laboratorios del intraensayo y de la reproducibilidad del intraensayo. Se probaron seis muestras. En cada dia de
prueba, cada muestra se diluyé dos veces y después de cargd para cuatro replicados, resultando en un total de ocho pozuelos para cada una de las seis
muestras. Este protocolo se siguié durante tres dias. Los resultados se utilizaron para calcular valores medios en Ul/ml, desviaciones tipicas y porcentaje de
coeficiente de variacién (CV). Las muestras se seleccionaron de tal manera que resulté que dos de ellas eran claramente negativas, dos eran claramente
positivas y se seleccionaron dos que eran positivas débiles. Los resultados se resumen en las Tablas 2 y 3, a continuacion:
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Tabla 2: Datos de precision de AtheNA Multi-Lyte RF IgM Plus de ZEUS

L. Resultados dia 1 Resultados dia 2 Resultados dia 3
ID de la muestra Caracteristica — A — " A T
Dilucién 1 Dilucién 2 Dilucién 1 Dilucién 2 Dilucién 1 Dilucién 2
1 1 2 1 1 1
1 1 1 2 1 1
1 1 1 2 2 1 1
. 1 1 1 1 1 1
Negativo
1 1 4 1 1 1
1 1 1 2 1 1
2 1 1 2 2 1 1
1 1 1 2 1 1
226 197 193 185 209 219
200 204 230 214 226 211
3 224 226 196 202 217 213
. 207 217 192 218 220 203
Positivo fuerte
163 166 172 1744 162 158
163 145 198 160 144 158
4 152 162 191 174 165 151
146 160 167 175 154 157
9 8 9 9 11 9
9 8 8 9 10 8
> 10 11 9 9 10 10
. 9 8 10 10 10 9
Positivo
8 8 10 9 10 9
6 10 9 8 7 9 9
8 8 10 7 11 10
10 9 9 8 9 8
Tabla 3: Resumen de las pruebas de precision de AtheNA Multi-Lyte RF IgM Plus de ZEUS
, Precision interensayo ..
ID de la muestra Célculos - - > Precision interensayo
Dia1 Dia 2 Dia 3
Vi 1 2 1 1
1 DE 0 0,534522 0 0,38069
%CV 0 35,6 0 32,6
\Y| 1 2 1 1
2 DE 0 0,991031 0 0,69025
%CV 0 52,9 0 53,4
Vi 213 204 215 210
3 DE 12,04678 15,42493 7,225945 12,49630
%CV 5,7 7,6 3,4 5,9
Vi 157 176 156 163
4 DE 8,253787 12,36282 6,53425 13,07164
%CV 53 7,0 4,2 8,0
Vi 9 9 10 9
5 DE 1,069045 0,64087 0,916125 0,89685
%CV 11,9 7,0 9,5 9,7
Vi 9 9 9 9
6 DE 0,886405 1,195229 0,916125 1,03472
%CV 10,1 14,1 9,8 11,7

3.  Reactividad cruzada y sustancias interferentes

El sistema de pruebas AtheNA Multi-Lyte RF IgM Plus de ZEUS se evalud por si presentaba reactividad cruzada con otros anticuerpos e interferencias de
componentes del suero. Para este estudio, se evaluaron un total de 38 muestras. 18 muestras que dieron positivo para diferentes anticuerpos de
enfermedades autoinmunitarias e infecciosas se probaron en el sistema de prueba AtheNA Multi-Lyte RF IgM Plus de ZEUS. De las 18 muestras evaluadas, dos
resultaron reactivas al ensayo AtheNA Multi-Lyte RF IgM Plus de ZEUS. Una de las dos también resulté reactiva al ensayo ELISA RF IgM. Se evaluaron un total
de 20 muestras que contenian sustancias potencialmente interferentes. Estos 20 especimenes contenian, o bien, niveles anormales de hemdlisis (n=5),
bilirubina (n=5), concentracién de 1gG por encima de lo normal (n=5), o bien, niveles de lipidos por encima de lo normal (n=5). Cuatro de las muestras
resultaron positivas débiles utilizando el sistema de prueba AtheNA Multi-Lyte RF IgM Plus de ZEUS. Una de las cuatro también resulto reactiva al ensayo ELISA
RF IgM.
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