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CD en varios idiomas
Este kit incluye un CD-ROM en los siguientes idiomas:

inglés, aleman, francés, espaiiol, italiano, portugués, sueco, danés y griego.
Simbolos de la Directiva 98/79/CE sobre productos sanitarios para diagnéstico

in vitro
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* Numéro de lot * Utiliser avant * Limite de température  Utilisation comme test de
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* Consult Instructions for | e Catalog Number * Calibrator 0 * Calibrator 1
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RESUMEN Y EXPLICACION

Los anticuerpos anti-histona estan presentes entre un 30-90% de tanto
Lupus (SLE) o Lupus inducido por drogas (DIL) (1-6). Los anti-histona son
los anticuerpos antinucleares mas importantes encontrados en DIL,
mientras que en Lupus idiopatico aparecen muchas otras especifici-
dades por anticuerpos anticucleares (1,12).

Los anticuerpos anti-histona estan también presentes en casos de
cirrosis biliar primaria y artritis crénica juvenil (JCA) (7,8,11). También
sa han detectado en artritis reumatoide y otras enfermedades
reumaticas asi como lepra y gammapatia (9,10,12-14).

Una caracteristica de las enfermedades reumaticas sistémicas es la
presencia de anticuerpos circulantes para una variedad de antigenos
celulares. La deteccion de estos autoanticuerpos juega un papel
fundamental en el diagnostico diferenciado de enfermedades
autoinmunes tales como el lupus eritematoso sistémico (SLE), artritis
reumatoide (RA), Sindrome Sjorgrens, esclerodermia y polimiositis. Bio-
Rad Laboratories dispone también de kits para la deteccion de anticuer-
pos de Sm, Sm/RNP, Ro (SS-A), La (SS-B), Jo-1, Scl-70, dsDNA,
cardiolipin, mitochondria, y centromero.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

Los micropocillos estan recubiertos con antigeno de histona altamente
purificado. Durante la primera incubacién, los autoanticuerpos
especificos presentes en el suero o plasma diluido se unen al revestimiento
antigénico de los micropocillos. Luego se lavan los micropocillos para
eliminar los componentes séricos o plasmaticos no unidos. Un
conjugado de anticuerpo monoclonal contra IgG y IgM humana marcado
con enzimas se fija a los anticuerpos unidos a la superficie durante la
segunda incubacién. Después de otro paso de lavado, se identifican los
anticuerpos especificos mediante la incubacion con el sustrato. La
adicion de la solucién de parada termina la reaccién y proporciona el
pH adecuado para que se revele el color. Se lee espectrofotométrica-
mente la intensidad de color magenta resultante. La cantidad de
conjugado unido se mide en términos de unidades de absorbancia.

En el protocolo semi-cuantitativo, se calcula la concentracién de
anticuerpo anti-histona de una muestra desconocida haciendo una
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interpolacion a partir de una curva de respuesta a la dosis que se basa
en calibradores.

En el protocolo cualitativo, se compara la cantidad de conjugado que
se une en presencia de la muestra desconocida con la que se une en
presencia de una concentracion conocida de anticuerpo anti-histona en
el control de referencia.

INFORMACION DEL PRODUCTO

96 determinaciones

Todos los reactivos, excepto el Tampdén Concentrado de Lavado, del

Diluyente Concentrado de la Muestra, y Control Negativo y Control

Positivo vienen listos para usar. Todos los reactivos son estables hasta de

caducidad que se indica en la etiqueta si se almacenan en las

condiciones recomendadas (+2-8°C). La turbidez o precipitacion de

cualquier componente del kit es sefial de inestabilidad y no se debe uti-

lizar el componente.

R1: Microplaca: 12 x 8 tiras de micropocillos
Recubiertos con antigeno histona, cerradas herméticamente en un
envase de aluminio con desecante. Los pozos individuales pueden
separarse de cada banda de microtitulacién. Guardar las tiras de
micropocillos no usadas en una bolsa sellada con desecante
dentro y almacenar a +2-8°C.

R2: Concentrado de Diluyente de Muestras B: [5X], 1 x 25 ml

xn Bufer fosfatado, alblimina sérica bovina (BSA) y 0,5% (c/v) azida

x sodica. Diluir vertiendo el contenido de un vial en un recipiente
limpio y afiadiendo 100 ml de agua destilada o desionizada. El
diluyente de muestras diluido es estable hasta 6 meses a +2-8°C o
hasta la fecha de caducidad impresa en la etiqueta del vial (la que
sea inferior), siempre que se evite la contaminacién microbiana.

R3: Bufer de Lavado Concentrada: [16X], 2 x 25 ml

xn Bufer boratado, Triton X-100 y 0,8% (c/v) azida soédica. Diluir

x vertiendo el contenido de un vial en un recipiente limpio y afadir
375 ml de agua destilada o desionizada. El tampon de lavado
diluido es estable hasta 6 meses a +2-8°C o hasta la fecha de
caducidad impresa en la etiqueta del vial (la que sea inferior),
siempre que se evite la contaminacién microbiana.
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CO: Control Negativo: 1 x 130 ul
Plasma humano con < 0,1% (c/v) azida sddica. Diluir 1 al 100
del mismo modo que las muestras de los pacientes, por ejemplo:
10 pl a 1,0 ml de Diluyente de Muestras diluido.

C1: Control de Referencia: 1 x 1,5 ml
Plasma humano en bdfer con < 0,1% (c/v) azida sédica. LISTO
PARA SU USO. NO NECESITA DILUIRSE.

C2: Control Positivo: 1 x 230 ul

Xn Plasma humano con 0,1% (c/v) azida sédica. Diluir 1 al 100 del

x mismo modo que las muestras de los pacientes, por ejemplo: 10
hasta 1,0 ml de Diluyente de Muestras diluido.

SO: Calibrador 0: 1 x 1,0 ml
AlbUmina sérica bovina (BSA) en bufer con 0,1% (c/v) azida
sédica, que contiene 0 U/ml. LISTO PARA SU USO. NO
NECESITA DILUIRSE.

S1-S4: Calibradores 1-4: 1,0 ml de cada uno
Plasma humano en bufer con < 0,1% (c/v) azida sddica, que
contiene 2, 8, 30 y 100 U/ml. LISTO PARA SU USO. NO
NECESITA DILUIRSE.

R4: Conjugado IgG/IgM: 1 x 15 ml
Anticuerpo monoclonal de murina marcado con fosfatasa alcalina
a IgG e IgM humana en bdfer Tris con albimina sérica bovina
(BSA) y < 0,1% (c/v) azida sddica.

R5: Sustrato: 1 x 15 ml

xi 16n magnesio 2+ como cofactor enzimatico, monofosfato de
fenolftaleina (PMP) y Bronidox al  10% en solucién bufer. No
exponer a la luz durante el almacenamiento. El sustrato debe
tener un color amarillo pélido. El color rosa indica contaminacion
y hay que desechar el reactivo.

R6: Soluciéon de Parada: 1 x 15 ml

xi Bufer con 5% de hidroxido de sodio 0,4N, sal de tetrasodio
x EDTA y carbonato de sodio, pH > 10.

Portatiras de micropocillos: 1

Bolsa sellada con desecante: 1
4 Manual de instrucciones  L50336501ES00
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ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

1. Para diagnostico in vitro.

2. Material biologico de origen humano usados en la preparacion de
los reactivos han sido testados y encontrados no reactivos a
antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg), anticuerpos frente
al virus de la hepatitis C (HCV), y anticuerpos frente al virus de la
inmunodeficiencia humana (HIV-1 y HIV-2). Considerando que en la
actualidad no existen métodos analiticos que garanticen la ausencia
absoluta de agentes infecciosos, se recomienda manipular los
reactivos asi como las muestras de pacientes considerandolos
transmisores potenciales de enfermedades infecciosas (15).

3. La azida sddica puede reaccionar con las tuberias de plomo y cobre y
formar azidas metalicas muy explosivas. Al desechar los liquidos,
afiadir agua en abundancia para evitar la acumulacion de azida (16).

4. PRODUCTOS PELIGROSOS:

Xn  R2 CONCENTRADO DE Xn  R3 BUFER DE LAVADO CON-
DILUYENTE DE MUESTRAS B CENTRADA (16X)
X X

Nocivo Nocivo

Contiene azida sodica Contiene azida sédica

R22-52/53, S36/37/39-46-61 R22-52/53, S26-36/37/39-46-61
xi  R5 SUSTRATO Xi R6 SOLUCION DE PARADA

Irritante Irritante

Contiene Bronidox Contiene carbonato de sodio, sal

R36. S25-26-36/37/39 tetrasodio EDTA e hidréxido sédico

R36/38, S25-26-36/37/39-45-60

Xn C2 CONTROL POSITIVO

X

Nocivo
Contiene azida sodica
R22, S36
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R22
R36
R36/38
R52/53

S25

S26

S36
S36/37/39

S45

S46

S60

S61

Nocivo por ingestion.
Irrita los ojos.
Irrita los ojos y la piel.

Nocivo para los organismos acuaticos, puede provocar
a largo plazo efectos negativos en el medio ambiente
acuatico.

Evitese el contacto con los ojos.

En caso de contacto con los ojos, lavense inmediata
y abundantemente con agua y actdase a un médico.

Usese indumentaria protectora adecuada.

Usense indumentaria y guantes adecuados y proteccion
para los ojos/la cara.

En caso de accidente o malestar, acﬂdase_ inmediatamente
al médico (si es posible, muéstresele la etiqueta).

En caso de ingestion, actdase inmediatamente al

médico y muéstresele la etiqueta o el envase.

Eliminense el producto y su recipiente como residuos
peligrosos.

Evitese su liberacion al medio ambiente. Recabense
instrucciones especificas de la ficha de datos de seguridad.

RECOLECCION DE MUESTRAS Y PREPARACION

El suero o plasma son las muestras recomendadas. No utilizar muestras
lipémicas, hemolizadas o turbias. Las muestras se pueden almacenar
a +2-8°C hasta un maximo de 5 dias o a -20°C hasta un maximo de 4
semanas. Mezclar bien las muestras descongeladas antes del ensayo y
evitar los procesos de congelacion/descongelacion. Las muestras no
deben ser inactivadas al calor, ya que podrian producirse resultados
positivos falsos. Las muestras diluidas al 1 al 100 con Diluyente de
Muestras son estables hasta 28 dias si se conservan a +2-8°C.

PROCEDIMIENTO

Material suministrado

Microplaca para

Concentrado de Diluyente de Muestras B
Bufer de Lavado Concentrada

Control Negativo

Control de Referencia

Control Positivo

R1:
R2:
R3:
CO:
Cl:
C2:

6
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S0-S4: Calibradores

R4:
R5:
R6:

Conjugado 1gG/IgM
Sustrato
Solucién de Parada

Portatiras de micropocillos
Bolsa sellada con desecante

Material necesario pero no suministrado

1.

2.
3.

0w N o o h

Lector de placa o tira de 96 pocillos con filtro de 550 nm. Los fil-
tros en el rango 540-565 nm proporcionan resultados aceptables.

Pipetas de precision capaces de administrar 10 pl, 100 ply 1,0 ml.

Pipeta automatica de 100 ul para adicionar el Conjugado, el
Substrato y la Solucién de Parada.

. Lavador de placas automatico o pipeta automatica de 200 pl.
. Crondmetro para determinar intervalos de 30 y 60 minutos.

. Probetas de pléastico o de vidrio de 100 y 400 ml.

. Toallas de papel absorbente.

. Agua destilada o desionizada.

9.

Recipientes o tubos adecuados (1 ml) para la dilucién de las muestras.

Opcional: Una lectura de longitud de onda dual puede realizarse con
un filtro de 550 nm y un filtro de referencia en el rango 620-630 nm.

Comentarios sobre el procedimiento

1.

4.

Con el fin de obtener resultados fiables y coherentes, ajustarse
estrictamente a las instrucciones de este documento. No modificar
las condiciones de almacenaje y de manejo de los reactivos del kit
ni de las muestras de los pacientes.

No mezclar las tiras recubiertas o los reactivos de diferentes
numeros de lote. No utilizar los reactivos fuera de la fecha de
caducidad indicada.

Debe evitarse la contaminacion de los reactivos. Utilizar una punta
de pipeta desechable limpia y nueva para la manipulacion de
cada reactivo o muestra de paciente.

Asegurarse de que todas las tiras se encuentran bien sujetas al
portatiras de pocillos. Guardar el portatiras de pocillos para usos
posteriores.
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5.

6.

Las muestras de los pacientes, los Controles y los Calibradores
deben adicionarse de forma continua. El tiempo que dure el
proceso de adicion de principio a fin no debe exceder de 15
minutos. Para obtener resultados Optimos utilizar pipetas de
repeticion o pipetas multicanal para la adicion de los reactivos
corrientes.

NO CONGELAR LOS KITS.

Procedimiento

1.

Como minimo 30 minutos antes de utilizarlos llevar todos los reactivos
y los envases de aluminio de las microplacas a temperatura ambiente
(+18-25°C). Mezclar los reactivos invirtiéndolos suavemente.

. Calcular el nimero de tiras de microtitulacién necesarias para el

ensayo y colocarlas en la bandeja de tiras de microtitulacion.
Volver a introducir las tiras sobrantes en el envase de papel alu-
minio y guardarlo en la bolsa sellable con desecante a +2-8°C
hasta que se precisen. Asegurarse de que todas las tiras estan bien
sujetas en la bandeja de tiras de microtitulacion, con las postafia
de identificacion del ensayo alineada con el borde inferior bajo la
fila H. Los usuarios pueden numerar cada tira en el borde superior
como identificacién adicional. Guarder la bandeja de tiras de
microtitulacién para usos adicionales.

. Diluir el Tampon de Lavado Concentrado vertiendo el contenido del

vial en un recipiente limpio y afiadiendo 375 ml de agua destilada
o desionizada. Mezclar muy bien.

. Diluir el Diluyente de Muestras Concentrado vertiendo el contenido

del vial en un recipiente limpio y afiadiendo 100 ml de agua
destilada o desionizada. Mezclar muy bien.

. Diluir las muestras de los pacientes y los Controles Positivo y

Negativo del 1 al 100, por ejemplo; poner 1,0 ml del Diluyente de
Muestras diluido en un recipiente adecuado y afadir 10 pl de
mues- tra. Mezclar muy bien.

. Numerar los pocillos de las tiras de pocillos para permitir la

identificacion de las Muestras de los Pacientes y de los Controles o
los Calibradores.

. Pipetear por duplicado en los pocillos correspondientes;

a. 100 pl de referencia control para la prueba cualitativa.
b. 100 pl de cada calibrador SO-S4 para la prueba semi-
cuantitativa.
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11.

12.
13.
14.
15.
16.

17.
18.

19.

. Pipetear 100 pl de cada muestra de paciente prediluida y los

controles positivos y negativos en los pocillos restantes.

. Incubar durante 60 + 5 minutos a temperatura ambiente (+18-25°C).
10.

Aspirar la placa o invertirla sobre una pila adecuada para la
recogida de materiales biologicos. Si se invierte, golpear
bruscamente sobre papel absorbente bastantes veces para elimi-
nar el exceso de liquido.

Lavar las placas 3 veces con una pipeta automatica o un lavador
de placas, utilizando un minimo de 200 pl de Tampo6n de Lavado
diluido por lavado de cada pocillo. Aspirar o decantar el liquido
por inversion rapida sobre la pila. Si se invierte, golpear
bruscamente sobre papel absorbente varias veces para eliminar el
exceso de liquido.

Afadir 100 pl de Conjugado a cada pocillo.

Incubar durante 30 + 5 minutos a temperatura ambiente (+18-25°C).
Repetir el paso 10.

Repetir el paso 11.

Afiadir 100 pl de Substrato a cada pocillo siquiendo la misma
secuencia de pipeteo que se sigui6 en el paso 12.

Incubar durante 30 + 5 minutos a temperatura ambiente (+18-25°C).

Afadir 100 pl de la Solucién de Parada a cada pocillo siguiendo
la misma secuencia que se sigui6 en el paso 12. Golpear la placa
suavemente para mezclar bien los contenidos de cada pocillo.

Leer los pocillos con un lector de placas antes de una hora.

CONTROL DE CALIDAD

Para asegurar la validez de los resultados en cada analisis, cada
laboratorio debera incluir Controles Positivo y Negativo en cada placa.

Cuando los controles no cumplan las especificaciones descritas, el
analisis no es valido y los resultados de las muestras de los pacientes
no deben ser comunicados. El/la usuario/a puede decidir si repite el
analisis, en caso de haber revisado el procedimiento que siguid, o bien
puede contactar con el disfabricante. Si se llevara a cabo una
repeticion del andlisis, deberd prepararse una nueva diluciéon de
cada control.
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Ensayo Cualitativo

Debe incluirse el Control de Referencia Anti-Histona, que se suministra
listo para su utilizacion, en todos los ensayos. Se recomienda ensayar el
Control de Referencia por duplicado.

1. El indice de la media  Valor de aborbancia del Control Negativo

Valor de absorbancia del Control de Referencia
debe ser inferior a 0,95.

2. El indice de la media Valor de aborbancia del Control Positivo

Valor de absorbancia del Control de Referencia
debe ser el fijado en la etiqueta del Control Positivo.
3. La densidad Optica del control de referencia debe ser 0,1 unidades
de absorbancia. Si la densidad 6ptica del control de referencia es < 0,1
unidades de absorbancia, el ensayo no serd valido y no se daran por
validos los resultados obtenidos con las muestras de los pacientes.
Ensayo Semi-cuantitativo

Cada ensayo de Anti-Histona de Kallestad™ debera considerarse por
separado al calcular e interpretar los resultados.

1. La concentracion del control negativo 5 U/ml.

2. El rango esperado aceptable para el Control Positivo debe estar com-
prendido entre los valores impresos en la etiqueta del vial.

Conservantes, con azida de sodio al 0,1% (p/v), por lo que no afectara
a los resultados de las muestras.

RESULTADOS
Ensayo Cualitativo

Debe calcularse el indice de unidad de absorbancia (densidad optica)
para cada muestra de la siguiente manera

Valor de absorbancia de la muestra

Valor de absorbancia del Control de Referencia

Se recomienda a los usuarios del Anti-Histona de Kallestad™ que
determinen un ratio para su poblacién de pacientes que proporcione
una discriminacion optima entre las muestras negativas y positivas.
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Conciente de absorbancia Interpretacion de los resultados
<0,95 Negativos
095a1,0 Resultado en los limites. Se recomienda
reptir el ensayo. Si el resultado es
Ind. de absorbancia = todavia equivoco después de repetir el

ensayo, se debera obtener una nueva
muestra después de un intervalo de
tiempo adecuado.

>1,0 Positivo

Se recomienda volver a analizar los ensayos que den un resultado pos-
itivo, utilizando el protocolo cuantitativo.

Ensayo Semi-cuantitativo

Se recomienda que los usarios de Anti-Histona de Kallestad™
establezcan margenes normales para la poblacion que acude a sus
laboratorios.

Cada ensayo de Anti-Histona de Kallestad™ debera considerarse por
separado al calcular e interpretar los resultados.

Calcule el valor medio de absorbancia de cada calibrador (ver Tabla 1)
y tracelo en un grafico como funcién de la concentracion del calibrador
log(10) en papel milimetrado. De esta manera, es posible leer las
concentraciones de las muestras a partir de la curva de los
calibradores. La Figura 1 muestra un grafico tipico. La Figura 1 s6lo
sirve de referencia y no debe utilizarse para interpretar los resultados.
Una alternativa consiste en utilizar un programa adecuado de
ordenador para disefio de curvas. (Se pueden emplear, por ejemplo,
los disefios de curvas logisticas de 4 parametros o log/logit).

Las muestras con absorbancias superior 100 U/ml estan por fuera del
alcance de este analisis y deben indicarse como > 100 U/ml. Dichas
muestras pueden diluirse segin una dilucion adicional de 1/10 se
recomienda. Al calcular los resultados para cualquier muestra que
haya sido diluida adicionalmente, es necesario corregir la concen-
traciéon obtenida por dicho factor de dilucién. (Por ejemplo, si se diluye
una muestra 1/10, la concentracion obtenida deberd multiplicarse por
10). (Por ejemplo, si se diluye una muestra 1/10, la concentracion
obtenida debera multiplicarse por 10).
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Es necesario tener en cuenta que en cualquier andlisis para medir un
anticuerpo lo que se determina no es la concentracion de éste, sino su
actividad en la muestra. Esta se ve afectada por diversos parametros
como la avidez del anticuerpo.

Tabla 1: Calibradores del Anti-Histona

Calibradore u/ml Calibradore u/ml
SO 0 S3 30
S1 2 sS4 100
S2 8

Figura 1: Curva Tipica de Calibradores
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Anti-Histona (U/ml)
LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

1. Los valores de concentracién obtenidos en este ensayo son solo una
ayuda al diagnéstico. Los datos deben ser considerados a la luz de
otros resultados clinicos e informes del laboratorio.

2. Cuando se utiliza el andlisis Anti-Histona de Kallestad™ para exami-
nar los niveles de anticuerpos, es aconsejable emplear el mismo tipo
de muestra a lo largo de todo el periodo de estudio.

VALORES ESPERADOS

Ensayo Cualitativo

Se recomienda a los usuarios del Anti-Histona de Kallestad™ que
determinen un ratio para su poblacién de pacientes que proporcione
una discriminacién éptima entre las muestras negativas y positivas.

10 20 50 100
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Conciente de absorbancia Interpretacion de los resultados
<0,95 Negativos
095a1,0 Resultado en los limites. Se recomienda

reptir el ensayo. Si el resultado es
todavia equivoco después de repetir el
ensayo, se debera obtener una nueva
muestra después de un intervalo de
tiempo adecuado.

>1,0 Positivo

Se recomienda volver a analizar los ensayos que den un resultado posi-
tivo, utilizando el protocolo cuantitativo.

Ensayo Semi-cuantitativo

Se recomienda a los usuarios del Anti-Histona de Kallestad™
establezcan rangos normales para la poblaciéon que acude a sus labo
ratorios.

Ciento ochenta y cuatro (184) muestras de suero de individuos
asintomaticos sin historia de enfermedades autoinmunes fueron
ensayados con el kit de Anti-Histona de Kallestad™. El punto de corte
normal se define como el valor de la media mas tres desviaciones estan-
dar y se obtuvo un valor de 5 U/ml. Ciento ochenta tres (183) muestras
(99%) fueron negativos para los anticuerpos anti-histona
utilizando este valor.

Los niveles de Anti-histonas se midieron en un numero de grupos de
enfermedades. Los datos obtenidos se muestran debajo.

Tabla 2: Valores esperados

Grupos de n Rango

control y de (Units/ml)

enfermedades 0-5,0 5,1-25 25,1-100 >100 % Pos.
Normals 184 183 1 — — 0,55
SLE 204 98 75 20 11 52
Cirrosis Biliar
Primaria 52 39 11 2 — 25
Acrtritis
Reumatoide 50 45 5 — — 10
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CARACTERISICAS ESPECIFICAS DEL
FUNCIONAMIENTO
Recuperacion

Se analizaron cuatro diluciones de dos positivos muestras en dos
analisis separados de Anti-Histona de Kallestad™ utilizando 2 lotes
diferentes. La Tabla 3 muestra los valores promedio obtenidos asi como
el porcentaje de recuperacion.

Tabla 3: Caracteristicas de dilucion

Muestra Dilucién Valor promedio Recuperacion
(U/ml) (%)

1 A 20,44 100
A/2 10,11 98,9
A/4 5,08 99,4
A/8 2,87 112

2 A 29,61 100
A/2 13,26 89,6
A/4 6,54 88,3
A/8 3,57 96,5

Precision

La imprecision Intra-ensayo se determiné probano 3 controles diferentes
en replicas de 8, en 4 ensayos separados, utilizando dos lotes distintos
del kit y realizados por dos técnicos.

Tabla 4: Intra-ensayo Precision

Control Valor promedio SD % CV
(U/ml)
1 2,46 0,202 8,21
2 7,09 0,581 8,19
3 18,7 1,87 10,0

Se determind la precision entre pruebas analizando 3 controles
diferentes en un total de 20 andlisis. Los resultados fueron obtenidos
por tres técnicos diferentes con tres lotes diferentes de analisis de
Anti-Histone de Kallestad™.
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Tabla 5: Inter-ensayo Precision

Control Valor promedio SD % CV
(U/ml)
1 2,74 0,266 9,7
2 7,78 0,521 6,69
3 19,8 1,76 8,88

RESUMEN DEL PROCEDIMIENTO

1. Afadir 100 pl Calibradore y/o Control de Reference por duplica-
do. Afadir 100 pl de la muestra diluida, Controles Positivos y
Negativos a los pocillos numerados de la tiras de pocillos.

. Incubar a temperatura ambiente durante 60 * 5 minutos.
. Decantar el contenido.

. Lavar las tiras de pocillos 3 veces.

. Afadir 100 pl de Conjugado a cada pocillo.

. Incubar a temperatura ambiente durante 30 £ 5 minutos.
. Decantar el contenido.

. Lavar las tiras de pocillos 3 veces.

. Afadir 100 pl de Solucién Substrato a cada pocillo.

. Incubar las tiras a temperatura ambiente durante 30 + 5 minutos.
. Afiadir 100 pl de Solucion de Parada a cada pocillo.

. Leer la absorbancia a 550 nm.

© 00 ~NO O~ WwN
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BI0RAD IR

Laboratories
Clinical AUSTRALIA Bio-Rad Laboratories Pty. Ltd, Unit 1 Block Y, 391 Park Road, Regents Perk NSW 2143
5 ) Phona 61-2-9914-2600 + Telafax 61-2-0914-2688
Diagnostics AUSTRIA Bio-Rad Laboratories Ges.m.b.H, Hummelgasse 88/3-6, A-1130 Vienna
Phone 43-1-8//-6901 » Telefeu 43-1-8/6-5629
Group BELGIUM Bio Raci S.A. N.V. Begoniastraat 5, B 9810 Nazarath Cke
Phone 32-9-385-5511 » Telefax 32-9-385-6554
BRAZIL Bio-Rad do Brasil, Rua dos Invalidos 212, § Andar, Lapa CEP 20231-020, Rio de Janeiro
4000 Alfred Nobel Drive Phone 5521 3461 5202 » Telefax 5521 2224 6524
Hercules, California 94547 CANADA Bio-Rad Laboratories, Ltd., 2403 Guenete Montreal, Québec HAR2E9
Telephone (510) 724-7000 Phone 1-514-334-4372 » Telelax 1-514-334-4415
FAX (510) 741-5824 CZECH REPUBLIC Bio-Rad spol. s.ro., Nad ostrovern 1119/7, 147 00 Praguc 4
. Phone 420-2-41430532 » lelefax 420-2-41431642
www.bio-rad.com GHINA BRio-Rad China I imited, 18F/D Hai Ii Building, No. 88 Da Pu Road, Shanghai 200023
Phonc 86-21-63052255 » Tolefax 86-21-53964775
DENMARK bio-Had Laboratories, Generatorvej 8 C, 2730 Herlev
Phone 15-4452-1000 * Telefax 15-1452-1001
FINLAND Bio-Rad Laboratories, Pihatorma 1 A, FIN-02240 Espoo
Plione 358-9-804-22-00 » Telefax 356-9-604-11-10
FRANCE Bio-Rad S.A., 3 boullevard Raymond Poincard 92430 Marnas-la-Coquistte.
Phone 33-1-4795-6000  Telefax 33-1-4741-9133
GERMANY Bio-Rad Laboratories GmbH, Heidemenstrasse 164, D-80939 Munich
Phona 49-60-318840 « Talefax 49-80-318-64100
HONG KONG Bio-ad Pacitic Ltd., Unit 1101, 11/F, DCH Commercial Centre, 25 Westlands toad,
Quarty Bay » Phone 852-2/89-3300 » Telelax 802-2/89-120/
INDIA Bio-Rari Labovatories (Incfia) Pte. Ltct, BB, Ckay Towars, Vaniya Nikinj, Uribhyog Vihar,
Phase-Y, Gurgaon, 122016 Haryana » Phone 91-124-6398112e Telefax 97-124-6398715
ISRAEL Bio-Rad Laboratories L(d, 14 Homa Sireel, New Inclusirial Area, Rishon Le Zion /5605
Phone 972 3 9514127 » Telefax 972 3 9514120
ALY Bio-Rad Laboratories S.11, Vi Cellini 18/A, 20090 Segrate, Milan
Phone 39-02-216091  Telefax 39-02-21609-398
JAPAN Nippon Bio-Rad Laboratorics, 7-18, Higashi-Nippori 5-chome, Arakawarku, Tokyo 116-0014
Phone 81-3-5811-6290 » elefax 81-3-5811-6252
KOREA Rio-Rad Korea I d., B1, Cambridge Ruilding, 1461-15, Seocho-Nong, Seocho-Gu.
Secoul, 137-070 * Phone 82-2-3473-4460  Telofax 82-2-3472-7003
LATIN AMERICA bio-Had Latin America, 14100 Palmetto Frontage Hoad, Suite 101, Miami Lakes, Horida 33016
Phone 305-891-5950 * Telefax 305-891-5960
MEXICO Bio-Rad Laboratorios Mexico, S.A. de C.V., Adolfo Pricto No 1653, Colonia Del Valle,

03100 Mexico, D.F. » Phone 5255-5534-2552 » Telefax 5255-5524-5555
THE NETHERLANDS  Bio-Raci Laboratories BY, Fokkerstraat 10, 3905 KV Vasnenciaal
Phone 31-318-540666 » Telefax 31-318-542216

NEW ZEALAND Bio-Rad New Zealand, 189 Bush Road, Albary, Auckland
hone 64-9-415-2260 « Talefax 64-9-415-2281
NORWAY Bio-Ntad Laboratories Johan Scharttenbergs vei 37, N-0634, Oslo
Plione 4/-23-38-41-30 o Telefax 4/-23-36-41-39
POLAND Bio-Rad Laboratories, Nakialska St 3, 01106 Warsaw
Phone 48-22-331-99-99 » Teleta 48-22-337-99-98
[PORTUGAL Bio-Rad Laboralories, Rua do Enlreposto Induslrial, 3-1° Esq.. 2/24 - 513, Amadora
Phone 351 21 472 7700 » Telefax 351 21 472 7777
RUSSIA Bio-Rad Laboratories Ltd., 37/A14 Leningradsky P, 125167 Moscow
Phone 7-095-721-14-00 * Telefax 7-095-721-14-12
SINGAPORE Bio-Rad Laboratorics (Sin e. Ltd., 27 Infornational Business Park,
0102, 609924 + I'hone 65-G415-3188 » lelefax 65-6415-3189
‘SOUTH AFRICA Rio-Rad | aboratories (Pty) | tcl., 34 Bolton Road, Parkwood, Johannesburg 2193
Phonc 27-11-442-85-08 » Tolofax 27-17-442-85-25
SPAIN Bio-Had Laboratories S.A., Minioarc i, tdificio 1, C/ Calendula 95,
EI Sot0 de fa Moraleja, 78109 Madrid * Phonie 31-91-590-5200 » Telefax 31-91-590-6211
SWEDEN Bio-Rad Laboratorics A B., Vintorgatan 1, Box 1097, S-172 22, Sundbyberg
Plhorie 46-8-555-127-00 » Telefax 46-8-555-127-80
SWITZERLAND Bio-Rad Laboratories, Nenvlingerweg 2, CH-4153 Reinach BL
Phone 41-61-717-95-55  Telefax 41-67-717-95-G
THAILAND Bio-Rad Laboratories Ltd., 1st & 2nd Floor, Lumpini | Bldg., 289/2 Rejdarmri Rd., Lumuiti,

Pathumwarn, Bangkok 10330 « Phone £62-651-8311 + Telefax 662-651-0312
UNITED KINGDOM  Bio-Rad Laboratories Ltd., Bio-Rad House, Maylands Ave., Hemel Hempstead, Herts HP2 7TD
Phone 44-208-328-2000 » Telelax 44-208-328-2550
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