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CD en varios idiomas

Este kit incluye un CD-ROM en los siguientes idiomas:
inglés, alemán, francés, español, italiano, portugués, sueco, danés y griego.

Símbolos de la Directiva 98/79/CE sobre productos sanitarios para diagnóstico 
in vitro
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RESUMEN Y EXPLICACION
Los anticuerpos anti-histona están 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 están también presentes en casos de 
cirrosis biliar primaria y artritis crónica juvenil (JCA) (7,8,11). También
sa han detectado en artritis reumatoide y otras enfermedades 
reumáticas así como lepra y gammapatia (9,10,12-14).

Una característica de las enfermedades reumáticas sistémicas es la
presencia de anticuerpos circulantes para una variedad de antígenos
celulares. La detección de estos autoanticuerpos juega un papel 
fundamental en el diagnostico diferenciado de enfermedades 
autoinmunes tales como el lupus eritematoso sistémico (SLE), artritis
reumatoide (RA), Síndrome Sjörgrens, esclerodermia y polimiositis. Bio-
Rad Laboratories dispone también de kits para la detección 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 están recubiertos con antígeno de histona altamente
purificado. Durante la primera incubación, los autoanticuerpos 
específicos 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 plasmáticos 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 incubación. Después de otro paso de lavado, se identifican los
anticuerpos específicos mediante la incubación con el sustrato. La 
adición de la solución de parada termina la reacción 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 concentración de 
anticuerpo anti-histona de una muestra desconocida haciendo una
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interpolación 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 concentración conocida de anticuerpo anti-histona en
el control de referencia.

INFORMACION DEL PRODUCTO
96 determinaciones
Todos los reactivos, excepto el Tampón 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 precipitación de
cualquier componente del kit es señal de inestabilidad y no se debe uti-
lizar el componente.
R1: Microplaca: 12 x 8 tiras de micropocillos

Recubiertos con antígeno histona, cerradas herméticamente en un
envase de aluminio con desecante. Los pozos individuales pueden
separarse de cada banda de microtitulación. 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
Búfer fosfatado, albúmina sérica bovina (BSA) y 0,5% (c/v) azida
sódica. Diluir vertiendo el contenido de un vial en un recipiente
limpio y añadiendo 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 contaminación microbiana.

R3: Búfer de Lavado Concentrada:  [16X], 2 x 25 ml
Búfer boratado, Triton X-100 y 0,8% (c/v) azida sódica. Diluir
vertiendo el contenido de un vial en un recipiente limpio y añadir
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 contaminación microbiana.

Xn

Xn
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C0: Control Negativo: 1 x 130 µl
Plasma humano con < 0,1% (c/v) azida sódica. Diluir 1 al 100
del mismo modo que las muestras de los pacientes, por ejemplo:
10 µl a 1,0 ml de Diluyente de Muestras diluido.

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

C2: Control Positivo: 1 x 230 µl
Plasma humano con 0,1% (c/v) azida sódica. Diluir 1 al 100 del
mismo modo que las muestras de los pacientes, por ejemplo: 10 µl
hasta 1,0 ml de Diluyente de Muestras diluido.

S0: Calibrador 0: 1 x 1,0 ml
Albúmina sérica bovina (BSA) en búfer con 0,1% (c/v) azida
sódica, 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 búfer con < 0,1% (c/v) azida sódica, 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 búfer Tris con albúmina sérica bovina
(BSA) y < 0,1% (c/v) azida sódica.

R5: Sustrato: 1 x 15 ml
Ión magnesio 2+ como cofactor enzimático, monofosfato de
fenolftaleína (PMP) y Bronidox al 10% en solución búfer. No
exponer a la luz durante el almacenamiento. El sustrato debe
tener un color amarillo pálido. El color rosa indica contaminación
y hay que desechar el reactivo.

R6: Solución de Parada: 1 x 15 ml
Búfer con 5% de hidróxido de sodio 0,4N, sal de tetrasodio
EDTA y carbonato de sodio, pH > 10.

Portatiras de micropocillos: 1

Bolsa sellada con desecante: 1

Xn

Xi

Xi
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ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
1. Para diagnóstico in vitro.
2. Material biologico de origen humano usados en la preparación 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 analíticos que garanticen la ausencia 
absoluta de agentes infecciosos, se recomienda manipular los 
reactivos así como las muestras de pacientes considerándolos 
transmisores potenciales de enfermedades infecciosas (15).

3. La azida sódica puede reaccionar con las tuberías de plomo y cobre y
formar azidas metálicas muy explosivas. Al desechar los líquidos,
añadir agua en abundancia para evitar la acumulación de azida (16).

4. PRODUCTOS PELIGROSOS:

R6 SOLUCIÓN DE PARADA

Irritante
Contiene carbonato de sodio, sal
tetrasodio EDTA e hidróxido sódico
R36/38, S25-26-36/37/39-45-60

R2 CONCENTRADO DE
DILUYENTE DE MUESTRAS B
(5X)

Nocivo
Contiene azida sódica
R22-52/53, S36/37/39-46-61

R5 SUSTRATO

Irritante
Contiene Bronidox
R36, S25-26-36/37/39

R3 BÚFER DE LAVADO CON-
CENTRADA (16X)

Nocivo
Contiene azida sódica
R22-52/53, S26-36/37/39-46-61

C2 CONTROL POSITIVO 

Nocivo
Contiene azida sódica
R22, S36

L50336501ES00     Manual de instrucciones          5

Xn Xn

Xi Xi

Xn



6 Manual de instrucciones    L50336501ES00

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 máximo de 5 días o a -20°C hasta un máximo de 4
semanas. Mezclar bien las muestras descongeladas antes del ensayo y
evitar los procesos de congelación/descongelación. Las muestras no
deben ser inactivadas al calor, ya que podrían producirse resultados
positivos falsos. Las muestras diluidas al 1 al 100 con Diluyente de
Muestras son estables hasta 28 días si se conservan a +2-8°C.

PROCEDIMIENTO
Material suministrado
R1: Microplaca para 
R2: Concentrado de Diluyente de Muestras B
R3: Búfer de Lavado Concentrada 
C0: Control Negativo 
C1: Control de Referencia 
C2: Control Positivo 

R22 Nocivo por ingestión.
R36 Irrita los ojos.
R36/38 Irrita los ojos y la piel.
R52/53 Nocivo para los organismos acuáticos, puede provocar 

a largo plazo efectos negativos en el medio ambiente
acuático.

S25 Evítese el contacto con los ojos.
S26 En caso de contacto con los ojos, lávense inmediata 

y abundantemente con agua y acúdase a un médico.
S36 Úsese indumentaria protectora adecuada.
S36/37/39 Úsense indumentaria y guantes adecuados y protección

para los ojos/la cara.
S45 En caso de accidente o malestar, acúdase inmediatamente

al médico (si es posible, muéstresele la etiqueta).
S46 En caso de ingestión, acúdase inmediatamente al 

médico y muéstresele la etiqueta o el envase.
S60 Elimínense el producto y su recipiente como residuos

peligrosos.
S61 Evítese su liberación al medio ambiente. Recábense 

instrucciones específicas de la ficha de datos de seguridad.
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S0-S4: Calibradores 
R4: Conjugado IgG/IgM
R5: Sustrato 
R6: Solución de Parada 
Portatiras de micropocillos
Bolsa sellada con desecante

Material necesario pero no suministrado
1. 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. 
2. Pipetas de precisión capaces de administrar 10 µl, 100 µl y 1,0 ml.
3. Pipeta automática de 100 µl para adicionar el Conjugado, el

Substrato y la Solución de Parada.
4. Lavador de placas automático o pipeta automática de 200 µl.
5. Cronómetro para determinar intervalos de 30 y 60 minutos.
6. Probetas de plástico o de vidrio de 100 y 400 ml.
7. Toallas de papel absorbente.
8. Agua destilada o desionizada.
9. Recipientes o tubos adecuados (1 ml) para la dilución 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. 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.

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

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

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

6. NO CONGELAR LOS KITS. 
Procedimiento

1. Como mínimo 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.

2. Calcular el número de tiras de microtitulación necesarias para el
ensayo y colocarlas en la bandeja de tiras de microtitulación.
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 están bien
sujetas en la bandeja de tiras de microtitulación, con las postaña
de identificación del ensayo alineada con el borde inferior bajo la
fila H. Los usuarios pueden numerar cada tira en el borde superior
como identificación adicional. Guarder la bandeja de tiras de
microtitulación para usos adicionales.

3. Diluir el Tampón de Lavado Concentrado vertiendo el contenido del
vial en un recipiente limpio y añadiendo 375 ml de agua destilada
o desionizada. Mezclar muy bien.

4. Diluir el Diluyente de Muestras Concentrado vertiendo el contenido
del vial en un recipiente limpio y añadiendo 100 ml de agua 
destilada o desionizada. Mezclar muy bien.

5. 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 añadir 10 µl de
mues- tra. Mezclar muy bien. 

6. Numerar los pocillos de las tiras de pocillos para permitir la 
identificación de las Muestras de los Pacientes y de los Controles o
los Calibradores.

7. Pipetear por duplicado en los pocillos correspondientes;
a. 100 µl de referencia control para la prueba cualitativa.
b. 100 µl de cada calibrador S0-S4 para la prueba semi-

cuantitativa.
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8. Pipetear 100 µl de cada muestra de paciente prediluida y los
controles positivos y negativos en los pocillos restantes.

9. 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 biológicos. Si se invierte, golpear 
bruscamente sobre papel absorbente bastantes veces para elimi-
nar el exceso de líquido.

11. Lavar las placas 3 veces con una pipeta automática o un lavador
de placas, utilizando un mínimo de 200 µl de Tampón de Lavado
diluido por lavado de cada pocillo. Aspirar o decantar el líquido
por inversión rápida sobre la pila. Si se invierte, golpear 
bruscamente sobre papel absorbente varias veces para eliminar el
exceso de líquido.

12. Añadir 100 µl de Conjugado a cada pocillo.
13. Incubar durante 30 ± 5 minutos a temperatura ambiente (+18-25°C).
14. Repetir el paso 10.
15. Repetir el paso 11.
16. Añadir 100 µl de Substrato a cada pocillo siquiendo la misma

secuencia de pipeteo que se siguió en el paso 12.
17. Incubar durante 30 ± 5 minutos a temperatura ambiente (+18-25°C).
18. Añadir 100 µl de la Solución de Parada a cada pocillo siguiendo

la misma secuencia que se siguió en el paso 12. Golpear la placa
suavemente para mezclar bien los contenidos de cada pocillo.

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

CONTROL DE CALIDAD
Para asegurar la validez de los resultados en cada análisis, cada 
laboratorio deberá incluir Controles Positivo y Negativo en cada placa.

Cuando los controles no cumplan las especificaciones descritas, el
análisis no es válido y los resultados de las muestras de los pacientes
no deben ser comunicados. El/la usuario/a puede decidir si repite el
análisis, en caso de haber revisado el procedimiento que siguió, o bien
puede contactar con el disfabricante. Si se llevara a cabo una 
repetición del análisis, deberá prepararse una nueva dilución de 
cada control.
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Ensayo Cualitativo
Debe incluirse el Control de Referencia Anti-Histona, que se suministra
listo para su utilización, en todos los ensayos. Se recomienda ensayar el
Control de Referencia por duplicado.

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

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

2. El índice 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 óptica del control de referencia debe ser 0,1 unidades
de absorbancia. Si la densidad óptica del control de referencia es < 0,1
unidades de absorbancia, el ensayo no será válido y no se darán por
válidos los resultados obtenidos con las muestras de los pacientes.

Ensayo Semi-cuantitativo
Cada ensayo de Anti-Histona de Kallestad™ deberá considerarse por
separado al calcular e interpretar los resultados.
1. La concentración 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 afectará
a los resultados de las muestras.

RESULTADOS
Ensayo Cualitativo

Debe calcularse el índice de unidad de absorbancia (densidad óptica)
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 población de pacientes que proporcione
una discriminación óptima entre las muestras negativas y positivas. 
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Conciente de absorbancia Interpretación de los resultados

<0,95 Negativos

0,95 à 1,0 Resultado en los limites. Se recomienda 
reptir el ensayo. Si el resultado es 
todavia equivoco después de repetir el 
ensayo, se deberá 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 márgenes normales para la población que acude a sus 
laboratorios.

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

Calcule el valor medio de absorbancia de cada calibrador (ver Tabla 1)
y trácelo en un gráfico como función de la concentración 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 gráfico típico. La Figura 1 sólo
sirve de referencia y no debe utilizarse para interpretar los resultados.
Una alternativa consiste en utilizar un programa adecuado de 
ordenador para diseño de curvas. (Se pueden emplear, por ejemplo,
los diseños de curvas logísticas de 4 parámetros o log/logit).

Las muestras con absorbancias superior 100 U/ml están por fuera del
alcance de este análisis y deben indicarse como > 100 U/ml. Dichas
muestras pueden diluirse según una dilución adicional de 1/10 se
recomienda. Al calcular los resultados para cualquier muestra que
haya sido diluida adicionalmente, es necesario corregir la concen-
tración obtenida por dicho factor de dilución. (Por ejemplo, si se diluye
una muestra 1/10, la concentración obtenida deberá multiplicarse por
10). (Por ejemplo, si se diluye una muestra 1/10, la concentración
obtenida deberá multiplicarse por 10).

Ind. de absorbancia =
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Es necesario tener en cuenta que en cualquier análisis para medir un
anticuerpo lo que se determina no es la concentración de éste, sino su
actividad en la muestra. Esta se ve afectada por diversos parámetros
como la avidez del anticuerpo.

Tabla 1:  Calibradores del Anti-Histona 

Calibradore U/ml Calibradore U/ml

S0 0 S3 30
S1 2 S4 100
S2 8

Figura 1:  Curva Tipica de Calibradores

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
1. Los valores de concentración obtenidos en este ensayo son solo una

ayuda al diagnóstico. Los datos deben ser considerados a la luz de
otros resultados clínicos e informes del laboratorio.

2. Cuando se utiliza el análisis 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 período de estudio.

VALORES ESPERADOS
Ensayo Cualitativo
Se recomienda a los usuarios del Anti-Histona de Kallestad™ que 
determinen un ratio para su población de pacientes que proporcione
una discriminación óptima entre las muestras negativas y positivas. 
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Conciente de absorbancia Interpretación de los resultados

<0,95 Negativos

0,95 à 1,0 Resultado en los limites. Se recomienda 
reptir el ensayo. Si el resultado es 
todavia equivoco después de repetir el 
ensayo, se deberá 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 población que acude a sus labo
ratorios.
Ciento ochenta y cuatro (184) muestras de suero de individuos 
asintomáticos 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 están-
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
Artritis
Reumatoide 50 45 5 — — 10
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CARACTERISICAS ESPECIFICAS DEL
FUNCIONAMIENTO
Recuperación
Se analizaron cuatro diluciones de dos positivos muestras en dos 
análisis separados de Anti-Histona de Kallestad™ utilizando 2 lotes
diferentes. La Tabla 3 muestra los valores promedio obtenidos así como
el porcentaje de recuperación. 
Tabla 3: Características de dilución 

Muestra Dilución Valor promedio Recuperación
(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

Precisión
La imprecisión Intra-ensayo se determinó 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 Precisión

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 determinó la precisión entre pruebas analizando 3 controles 
diferentes en un total de 20 análisis. Los resultados fueron obtenidos
por tres técnicos diferentes con tres lotes diferentes de análisis de 
Anti-Histone de Kallestad™.
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Tabla 5: Inter-ensayo Precisión

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. Añadir 100 µl Calibradore y/o Control de Reference por duplica-

do. Añadir 100 µl de la muestra diluida, Controles Positivos y
Negativos a los pocillos numerados de la tiras de pocillos. 

2. Incubar a temperatura ambiente durante 60 ± 5 minutos.
3. Decantar el contenido.
4. Lavar las tiras de pocillos 3 veces.
5. Añadir 100 µl de Conjugado a cada pocillo.
6. Incubar a temperatura ambiente durante 30 ± 5 minutos.
7. Decantar el contenido.
8. Lavar las tiras de pocillos 3 veces.
9. Añadir 100 µl de Solución Substrato a cada pocillo.

10. Incubar las tiras a temperatura ambiente durante 30 ± 5 minutos.
11. Añadir 100 µl de Solución de Parada a cada pocillo.
12. Leer la absorbancia a 550 nm.
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