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RESUMEN

Introduccién: Los anticuerpos anti-ADN doble cadena son un marcador serolégico
diagndstico de lupus eritematoso sistémico (LES). El ensayo inmunoenzimatico en
fase sdlida es una técnica rapida y rentable para su deteccion.

Objetivo: estandarizar un ELISA que detecte anti ADN doble cadena para el
diagnostico del lupus.

Métodos: los pasos que se siguieron para la estandarizaciéon incluyeron la
preparacion de controles, la sensibilizacion de la fase s6lida, la seleccion de los
amortiguadores y conjugado del ensayo, la evaluacion de las condiciones de
reaccion y la determinacion del nivel de corte. Ademas se realiz6 el estudio de
inespecificidades. Se probaron 5 tipos de placas de poliestireno y se compararon
ADN plasmidico de E.coli, puUC19 y ADN gendmico humano como antigenos de
recubrimiento. Se evalud el efecto de la poli-L-lisina y la irradiacién de la placa con
luz ultravioleta, en la fijacion del antigeno. El valor de corte del ensayo se
determiné por el método del valor limite.

Resultados: se observé disociacion del antigeno cuando no se utilizé poli-L-lisina
en el pretratamiento de la placa y la irradiacién con luz UV no favorecio la uniéon del
ADN a la fase so6lida. No se encontraron diferencias significativas (p=0,710) entre
ambos ADN, en el recubrimiento. El valor de corte (K=3) permitié clasificar como
positivas 28 muestras (63,6 %) de pacientes con LES.
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Conclusiones: el método estandarizado, con el empleo de ADN plasmidico,
permitié la deteccidn de anticuerpos anti-ADN doble cadena en pacientes con lupus.

Palabras clave: ADN, ensayos inmunoenzimaticos, ELISA, estandarizacion.

ABSTRACT

Introduction: Anti-double-stranded DNA antibodies are a diagnostic serological
marker for systemic lupus erythematosus (SLE). The solid-phase immunoenzymatic
assay is a rapid, cost-effective technique for their detection. Objective: Standardize
an ELISA detecting anti-double-stranded DNA for the diagnosis of lupus.

Methods: The standardization process included the following steps: preparation of
controls, sensitization of the solid phase, selection of buffers and assay conjugate,
evaluation of reaction conditions and determination of the cut-off level. A study of
unspecificities was also conducted. Five types of polystyrene plates were tested,
and a comparison was made of E. coli (pUC19) plasmid DNA and human genomic
DNA as coating antigens. An evaluation was conducted of the effect of poly (L-
lysine) and irradiation of the plate with ultraviolet light upon antigen fixation. The
assay cut-off value was determined by the limit value method.

Results: Antigen dissociation was observed when poly (L-lysine) was not used in
the pretreatment of the plate and UV light irradiation did not foster DNA binding to
the solid phase. No significant differences were found (p=0.710) between the two
DNA coatings. The cut-off value (K=3) made it possible to classify 28 samples of
patients with SLE as positive (63.6 %).

Conclusions: The method standardized with the use of plasmid DNA enabled
detection of anti-double-stranded DNA antibodies in patients with lupus.

Key words: DNA, immunoenzymatic assays, ELISA, standardization.

INTRODUCCION

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune sistémica
caracterizada por la producciéon de autoanticuerpos y la formacién y depdsito de
complejos inmunes. Estos autoanticuerpos, dirigidos la mayoria contra los
componentes del nacleo celular, son el sello serolégico distintivo del LES.*

Los anticuerpos antinucleares (AAN) son autoanticuerpos dirigidos contra antigenos
del ndcleo celular, como el acido desoxirribonucleico de doble cadena y de simple
cadena (ADNdc y ADNsc, respectivamente), histonas y antigenos nucleares
extraibles (ANE).?

Las alteraciones inmunolégicas que conforman uno de los criterios diagndsticos del
LES segun la AAR, incluye la presencia de anticuerpos antifosfolipidos, anti-Sm y
anti-ADNdc. Este ultimo es el biomarcador mas utilizado en el LES en la actualidad.?
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En la deteccion de los anti-ADNdc se ha utilizado un repertorio amplio de métodos
como la técnica de inmunofluorescencia indirecta con Crithidia luciliae (CLIFT), el
ensayo Farr que es un radioinmunoensayo y a finales del pasado siglo comenzaron
a utilizarse los ensayos inmunoenzimaticos en fase sélida (ELISA).>* Esta ultima es
una técnica sencilla, rapida, con equipamiento barato que ofrece la posibilidad de
procesar gran niumero de muestras a la vez.

Los antigenos de recubrimiento en el soporte solido de los ELISA anti-ADNdc
pueden ser de diferentes especies como ADN plasmidico, ADN bacteriano, ADN de
timo de ternera y ADN genémico humano,® obtenidos por diferentes métodos de
purificacion.

Optimizar el diagnostico del LES mejoraria la atencion médica que se les brinda a
los pacientes y contribuiria a reducir la morbilidad y mortalidad.

Los kit diagndsticos comerciales para la determinacién de anti-ADNdc son de dificil
y costosa adquisicion. La mayoria de los laboratorios de Inmunologia del pais
carecen de un método para detectar estos anticuerpos. Por eso es importante la
implementacién de un método cualitativo, reproducible y barato como los ELISA
que permita la deteccién de anti-ADNdc, sustituya importaciones de reactivos y
permita el diagndéstico y seguimiento de los pacientes con LES.

Esta investigacion demuestra la factibilidad de estandarizar un ELISA, que emplea
ADN plasmidico como antigeno de recubrimiento, para la determinacién de
anticuerpos anti-ADN dc en el LES.

METODOS

Se establecieron las condiciones 6ptimas de un ELISA heterogéneo indirecto
cualitativo para la deteccion in vitro anticuerpos anti-ADNdc de clase IgG en
pacientes con LES. Los pasos para la optimizaciéon del ensayo fueron los siguientes:

= Preparacion de estandares y controles.

« Evaluacion del recubrimiento o sensibilizaciéon de la fase so6lida.
= Seleccion de amortiguadores.

« Seleccion de los reactivos de deteccion.

* Evaluacion de las condiciones de reaccion.

e Determinacion del nivel de corte (cut off).

Preparacion de estandares y controles

Ante la inexistencia de sueros de referencias o estandares, se trabajaron muestras
mezcladas de 3 sueros positivos y 26 negativos de anti-ADNdc como controles,
previamente diagnosticados mediante CLIFT con laminas comerciales
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(BYNDANZYME, United Kingdom), gentilmente donados por el Laboratorio de
Inmunologia del CIMEQ.

Se procesaron 44 muestras de sueros procedentes de pacientes con LES. Se
incluyeron las muestras de sueros de pacientes que manifestaran 4 o mas criterios
de clasificacién del LES de la Asociacién Americana de Reumatologia.® Ademas, se
analizaron 22 muestras de suero procedentes de personas sanas que donaron
sangre en el Banco de Sangre Provincial.

Evaluacion del recubrimiento o sensibilizacion de la fase sélida

En este paso se probaron como soporte sdélido 5 tipos de placas de Poliestireno
(PE), de 96 pozos: MaxiSorp® fondo plano y en U, FluoroNunc Polisorp® fondo
plano y 2 placas de PE no tratado, fondo plano, una Linbro® y otra de captacion
media Costar®. Para el ensayo de los tipos de placas se sigui6 el protocolo general
del ELISA heterogéneo indirecto, con la variacion de esta variable.

Se compararon como antigenos de recubrimiento ADN plasmidico de E.coli, pUC19,
y ADN humano purificado por el método del fenol cloroformo-alcohol isoamilico a
partir de tejido prostatico.” La concentracién de ADN plasmidico fue de 1,8 pg/mL y
la del ADN humano de 0,4 pg/mL, con indices de pureza de 1,76 y 1,6
respectivamente, calculada mediante la razon A,go/Azg0 pOr espectrofotometria a
260 nm. Para corroborar la pureza del ADN plasmidico se buscé la presencia de
ADN simple cadena como contaminante, mediante un ELISA indirecto con el uso de
una enzima nucleasa, Mung Bean que cataliza la hidrdlisis de &cido nucleico de
simple cadena a oligonucleétidos 0 mononucledétidos. Se experimentaron
concentraciones de recubrimiento de 0,5 pg/mL, 1,0 pg/mL, 2,0 pg/mL, 4,0 pg/mL,
8,0 pg/mL y 16,0 pg/mL de ambos ADN y la concentracion 6ptima se determiné
segun indica la literatura.®

Se probé el uso de Poli-L-lisina (PLL) (1 mg/mL) en el prerecubrimiento, para
facilitar la inmovilizacién del ADN plasmidico a la fase sdlida mediante la formacion
de enlaces covalentes. Se utiliz6 una concentracion de 5 pg/mL diluida en
amortiguador fosfato salino (PBS) 1X. El ensayo se evalu6 usando diferentes
concentraciones de ADN plasmidico en el recubrimiento.

El efecto de la luz ultravioleta en la fijacion covalente del ADN al soporte fue
valorado por medio de la comparacion entre una placa irradiada y otra no irradiada
con una lampara germicida UV como recomienda la literatura.®

Se evaluaron diferentes soluciones amortiguadoras en el recubrimiento:
amortiguador carbonato/bicarbonato (ACB 1X); amortiguador citrato (AC 1X); PBS
1X; y SSC 1X. Se realizaron varios ELISA indirectos para evaluar el recubrimiento
o6ptimo teniendo en cuenta la linealidad mostrada por cada amortiguador y la
concentracion del antigeno, utilizando los controles positivos, negativos y el blanco.

Seleccién de amortiguadores

Se empled6 PBS con la adicion de Tween 20 al 0,05 % (PBST) como solucién de
lavado, en los pasos posteriores a la inmovilizacion del antigeno a la placa. Se
experimentaron como soluciones bloqueadoras: albumina sérica bovina (BSA),
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leche descremada y ovoalbumina (OVA) a concentraciones de 0 %, 0,5 %, 1 % y 2
% en PBST. Posteriormente se estudid el efecto de los sueros de carnero (SC) y
bovinos (SB) al 10 % solo y en combinacion con BSA al 2 %.

Seleccién de los reactivos de detecciéon

Se probaron los conjugados A100 y A1500, ambos IgG de carnero anti-cadena-y
humana conjugada a peroxidasa de rabano picante (PRP), y se evaluaron las
diluciones de trabajo 1/500, 1/1000 y 1/2000 en solucién de bloqueo PBS1X, BSA 2
%, Tween 20 al 0,05 %. Las diluciones 6ptimas del conjugado se probaron por
medio de un ELISA directo en el que se recubrio la placa con una mezcla de sueros
positivos diluidos 1/400 y se incubé durante 16-20 horas a 4 °C. Se adiciond el
sustrato orto-fenilendiamina (OPD) (0,4 mg/mL) en amortiguador citrato trisédico,
0,1 M, pH 4,5 y perdxido de hidrégeno al 0,04 % durante 15 min, protegiéndose de
la luz. Luego se detuvo la reaccion con acido sulfurico 2N y se realiz6 la lectura a
492 nm en un lector de ELISA (Multiskanplus, Finland).

Evaluacién de las condiciones de reaccion

La estandarizacion del sistema no incluy6 fluctuaciones en el tiempo ni en las
temperaturas de cada una de las etapas, se fijaron las descritas en la literatura.®®

Para definir la dilucién 6ptima de las muestras se probaron mezclas de los controles
negativos, positivos y muestras de suero obtenidas del banco de sangre en un
rango de 1/400 hasta 1/12800.

Determinacion del nivel de corte (cut off)

Para determinar el valor de corte se emplearon paneles de muestras positivas y
negativas. Su célculo estuvo basado en el método del valor limite.5*°

Ademas, se evalué la obtencién de resultados no especificos por muestras de suero
de enfermedades autoinmunes como la enfermedad mixta del tejido conectivo, la
esclerosis sistémica y la artritis reumatoidea. También se analizaron muestras de
sueros de pacientes con linfoma no Hodgkin, leucemias linfoide y mieloide crénicas,
mieloma multiple, cancer de prostata e insuficiencia renal crénica, asi como sueros
lipémicos y hemolizados. Se calculd el porcentaje de interferencia para cada tipo de
suero por medio de la divisién de las muestras positivas entre todas las analizadas
y la multiplicacion por 100.

Analisis estadistico

Se cred una base de datos en Microsoft Excel para el vaciamiento de los datos. Se
realizé el procesamiento estadistico con el programa SYSTAT 7 version 7.0
Copyright 1999, SPSS Inc. Se empled estadistica paramétrica (andlisis factorial de
varianza, ANOVA).
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RESULTADOS

Los mayores valores de absorbancia se obtuvieron con las placas Maxisorp®
independiente del tipo de fondo (plano o en U); no obstante se evidencié un alto
valor de fondo en el blanco reactivo de las placas con el fondo en U. Las placas
FluroNunc Polysorp® mostraron buenos valores de absorbancia y resolucion entre
los valores negativos y positivos, lo que unido a su amplia disponibilidad en el
laboratorio, motivo su seleccion.

En la figura 1 se pueden observar los valores de absorbancia obtenidos en
presencia o no de PLL.
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Fig.1. Efecto de la PLL en la fijacion del ADN plasmidico. Se
emplearon diferentes concentraciones de plasmido (diluciones
dobles seriadas) para el recubrimiento de la placa pretratada
con o sin PLL (PLL+ o PLL- respectivamente) a una
concentracion de 5 pg/mL en PBS 1X. Se utilizé una mezcla de
sueros ADNdc negativos (CN) y positivos (CP) diluidos 1/400.
Los resultados se muestran como la media de las DO = las DE de
cada tratamiento (n=3).

La disociacion del plasmido cuando no se utiliza PLL en el pretratamiento de la
placa, se evidencia por los bajos valores de densidad 6ptica obtenidos
independientemente de la concentracion de la molécula de ADNdc empleada en el
recubrimiento.
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La evaluacion del efecto de la luz UV no arrojé diferencias significativas (p=0,799)
entre las medias de los controles negativos y positivos, en ambos tratamientos.

Se seleccion6 como concentracién 6ptima de recubrimiento 4 ug/mL de ADN
plasmidico (Fig. 2).
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Fig. 2. Determinacién del tipo y la concentracién optima de
antigeno. Se utilizaron concentraciones de 0,5, 1, 2, 4, 8 y 16
pg/mL de ADN hurmano y plasmidico. La placa fue previamente
tratada con poli-Llisina (5 pg/mL). Se emplearon mezclas de los
controles positives (CP) v negativos (CN) diluidos 1/400. Los
resultados se muestran como las medias de las DO + las DE de
cada muestra en triplicado.

La comparacion de medias cuadradas, por medio de ANOVA simple (IC<0,05) no
evidencié diferencias significativas (p= 0,710) entre ambos ADN.

El experimento con enzima nucleasa, Mung Bean, corrobord la homogeneidad y la
ausencia de contaminaciéon con ADNsc del ADN plasmidico empleado. No se
encontro diferencia significativa (p= 0,165) entre los pozos tratados con 2
concentraciones de la enzima (0,8 y 3,2 u/pg de plasmido) y los no tratados.

El ensayo de diferentes amortiguadores en la reaccién de recubrimiento, como se
observa en la figura 3, revel6 que los amortiguadores ACB y PBS no presentaron un
comportamiento uniforme, a medida que se incrementd la concentracion de
antigeno se observan valores irregulares de absorbancia. Los mejores resultados se
obtuvieron con los amortiguadores SSC y AC, ambos con tendencia a la linealidad.
El AC, que arrojo DO entre 1,5y 1,8 en las concentraciones de plasmido superiores
a 4 ug/mL, se eligié como amortiguador de recubrimiento.
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Fig. 3. Efecto de los diferentes amortiguadores en el
recubrimiento de la placa. Se emplearon diferentes
concentraciones del plasmido (0,5 - 16 pg/mL). Los ensayos se
realizaron en triplicados y se muestran como la media de las DO.

Se evalud la efectividad del agente blogueador mediante el calculo del factor
normalizado (control positivo ADNdc™/control negativo ADNdcY). El analisis
estadistico realizado (ANOVA) no arroj6 diferencias entre la BSA y la OVO
(p=0,38); en cambio, si hubo discrepancia marcada cuando se empleé la leche
(p=0,02), pues se observé menor discriminacidon entre el control positivo y el
negativo. Al comparar la BSA con SC 10 % y SB 10 % y combinada con estos
reactivos se obtuvo mejores resultados con BSA al 2 %, por lo que se selecciond
como reactivo para el bloqueo de sitios libres.

En la determinacioén de la dilucién 6ptima de as muestras se seleccion6é 1/4000
como dilucién de trabajo, al lograrse con esta la mayor resolucion posible entre los
valores medios de las muestras y el control positivo.

De los 2 conjugados probados, el A1500 no mostro sefiales de absorbancia
adecuadas para este ensayo, por lo que se decidié escoger el conjugado A100 en
una dilucion de trabajo de 1/1000.

El valor de corte fue calculado por el método del valor limite. El mayor valor de "K"
obtenido se tom6 como el valor de corte del ensayo, K maxima = 3,0 (Fig. 4).
Posteriormente se determind el valor "K" para cada muestra, tanto las muestras de
pacientes con LES (n=44) como las muestras de banco de sangre (n=22), mediante
el cociente absorbancia de la muestra (S) entre N. Los valores de las muestras se
consideraron positivos cuando S/N > "K" méaxima. De esta forma, toda muestra
cuyo valor fue igual o superior a 3,0 se consider6 positiva. Resultaron positivas 2
muestras de suero de donantes de sangre y 28 muestras (63,6 %) de pacientes
con LES. La mayoria de los casos positivos (84,09 %) se encuentran por encima del
valor de corte determinado en este ELISA.
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Fig. 4. Nivel de corte del ELISA. Curvas sigmoidales clasicas de
los ensayos diagnosticos. Se muestran los controles positivos
(azul) v negativos (rojo). El solapamiento entre las curvas se
conoce como "zona gris” del ensayo. El eje de las X muestra los
valores normalizados de K para determinar el cut-off del ensayo
mediante el calculo del valor limite.

La estimacion de interferencias arrojo los porcentajes mas altos en los sueros
procedentes de pacientes con enfermedad mixta del tejido conectivo (66,6 %) y
con insuficiencia renal crénica (71,4 %).

DISCUSION

La deteccion de anti-ADNdc mediante ELISA esta ampliamente difundida en los
laboratorios clinicos por las ventajas que esta técnica posee: la relativa sencillez, la
rapidez de ejecucidn, el bajo costo del equipamiento y la posibilidad de
automatizacion. Ademas, emplea pequefias cantidades de muestras y reactivos y
presenta elevada precision, sensibilidad, especificidad y detectabilidad.?**

Un paso extremadamente importante en el proceso de estandarizacién de un ELISA
lo constituye la sensibilizacién de la fase sélida, para la que debemos tener en
cuenta la estructura molecular del antigeno que se fijara a la placa. Se conoce que
en estos ensayos hay una relacion directamente proporcional entre el nidmero de
moléculas inmovilizadas en la primera capa sobre la matriz sélida y las que
reaccionan en la segunda capa, que continda en capas ulteriores y es responsable
de la sensibilidad del ensayo.?*?

En el presente trabajo se probaron distintos tipos de placas y los resultados no
mostraron diferencias marcadas entre estas. Esto puede explicarse por el uso en
todas ellas de PLL, lo cual elimina el efecto directo del soporte sélido sobre la
molécula de antigeno. Las placas pueden ser de diferentes materiales como cloruro
de polivinilo, polipropileno y PE, entre otros. Este ultimo es el mas usado por su
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dureza mecanica, excelente cualidad Optica y capacidad de proporcionar enlaces
estables.?#13

La unién de antigenos o anticuerpos a un soporte sélido puede hacerse de forma
covalente o por adsorcién no covalente. La unién covalente elimina la posible
disociacion de las moléculas fijadas y facilita su orientacion adecuada, es muy util
cuando se usa un material biolégico de dificil adsorcién, como los acidos
nucleicos.®**

La dificultad de adsorcién del ADNdc se debe a la repulsion electrostatica entre el
ADNdc cargado negativamente y la carga eléctrica negativa del PE, llamada
potencial {.** Entonces la adsorciéon puede lograrse mediante el empleo de
moléculas puentes policatiénicas como la albumina sérica bovina, la protamina y la
poli-L-lisina.®*?** Esta ultima es la mas empleada en los ELISA para detectar anti-
ADNdc. >11°

Existen autores que reportan concentraciones muy superiores de PLL que van
desde 20 hasta 50 pg/mL.>*%*® Estas concentraciones no fueron probadas en el
presente trabajo por tratarse de un reactivo muy costoso, no obstante, la
concentracion ensayada brind6é buenos resultados para fijar la molécula de ADN.

El tratamiento de la placa con luz UV puede abaratar el costo del ensayo, al ayudar
a la fijacion de la molécula de ADN a la placa tratada,®*° lo que permite prescindir
de la PLL. En este aspecto los resultados difieren de los obtenidos por Zouali y
Stollar (1986),° cuando al irradiar placas de poliestireno con luz UV lograron una
sensibilidad similar a la alcanzada con el prerecubrimiento con PLL; en el caso aqui
estudiado las placas tratadas fueron del tipo Fluoro Nunc, Polysorp®, lo que puede
explicar el resultado negativo con respecto al efecto de la luz UV sobre la fijacién de
la molécula de ADN, si tenemos en cuenta las especificidades de uso de esta placa
especialmente para ensayos fluorescentes.

La seleccién de la concentracion de recubrimiento de 4 pg /mL de ADN plasmidico
obedece al principio de elegir la concentracion con la que se alcanza la meseta de
mayor sefial para los sueros positivos o estandares, y la menor para los controles
negativos y el blanco reactivo. Este procedimiento permite alcanzar una mayor
saturacion, y verificar la ocupacion de los espacios libres por las propias
biomoléculas de cada ensayo.®*3**

Los resultados con el uso de los 2 tipos de ADN fueron similares, lo cual indica que
cualquiera de estos puede emplearse como recubrimiento en el método ELISA. Los
anti ADNdc del LES reaccionan con el ADN animal, bacteriano, viral o de plantas, lo
cual en parte se debe a que reconocen epitopes del eje pentosa-fosfato presentes
en el ADNdc de cualquier especie.> Se escogi6é el ADN plasmidico como antigeno
de recubrimiento porque su purificacion es facil y tiene menos implicaciones
bioéticas.

En cambio, un colectivo de autores cubanos reafirma que la linea que se ha trazado
en Cuba como pais en vias de desarrollo es la de producir, en la medida de las
posibilidades, los productos biolégicos que se requieren en las técnicas analiticas;
con tal finalidad, comparan un ADN (xendgeno) de timo ovino con ADN humano
(alégeno) con buenos resultados para este ultimo.*®

La eleccion de ADN gendmico humano como antigeno en los ELISA para el
diagndstico de LES no es una eleccion muy adecuada en comparaciéon con
moléculas de ADN plasmidico. Primeramente es mas econdmico y factible la
obtenciéon de grandes cantidades de ADN plasmidico con un alto grado de pureza,

476
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas. 2012; 31(4):467-479

por otra parte es una molécula circular de doble cadena de mayor estabilidad al
poseer un peso molecular menor, donde la contaminacion con ADNsc es menos
probable. Otras de sus ventajas es su mas facil manipulacién que el ADN genémico,
al ser una molécula pequefa con la cual pueden lograrse soluciones mas
homogéneas que cuando se trabajan purificaciones de ADN gendmico, molécula
altamente viscosa en solucién dado su alto peso molecular, que facilita su
degradacion.

Uno de los udltimos métodos disefiados para detectar anti-ADNdc es el EliA, método
fluorescente disefiado en pocillos recubiertos con ADN circular plasmidico de E. coli,
que tiene sensibilidad y especificidad comparables al ensayo Farr o CLIFT.'’

Las bases nitrogenadas del ADN son hidrofébicas, relativamente insolubles en agua
cerca del pH neutro y estan orientadas hacia el interior de la hélice, en tanto el eje
pentosa-fosfato se dispone hacia el exterior. Los grupos fosfatos portan cargas
negativas y garantizan un valor de pK'=4,0 (constante de disociacion acido-bésica),
lo que hace de la molécula de ADN un é&cido fuerte, este polimero posee
caracteristicas de un polianién que atrae fuertemente iones de carga contraria
presentes en aminas policatiénicas como la espermina y la PLL, las cuales se
acomodan en el surco mayor de la doble hélice brindando estabilidad y haciendo a
la misma mas flexible.'® El pH 4,5 del citrato al estar cercano al pK' de la molécula
posee mayor efecto amortiguador y brinda por consiguiente una mayor estabilidad
ante posibles cambios de pH, lo cual puede explicar su comportamiento en el
ensayo.

Existen diferentes criterios para definir el valor de corte. En los ELISA suele
calcularse este valor como 2 o 3 desviaciones estandares por encima de la media
del control negativo o fijarlo como un valor arbitrario de la absorbancia, lo cual no
brinda informacion estadistica suficiente sobre el riesgo en la sobreestimacion de
titulos o titulos falsos negativos. El método del valor limite mediante el calculo de K
brinda una opcién adecuada y aceptable por la comunidad cientifica, pues permite
definir un valor normalizado independiente para cada ensayo realizado.

Por otra parte, los resultados fueron positivos en el 63,6 % de los pacientes con
LES. La literatura reporta la positividad de anti-ADNdc en el 60- 80 % de los
enfermos®®?° o0 en un porcentaje menor (56 %).**

La interferencia producida por el suero de pacientes con EMTC podria deberse a la
frecuente presencia de los inmunocomplejos circulantes.?* Los pacientes con
insuficiencia renal crénica que usualmente estan politransfundidos o se les ha
transplantado previamente, presentan altos titulos de aloanticuerpos,?? lo que
podria explicar el porcentaje de interferencia elevado que arrojaron en el ensayo.

Se logré la estandarizacién de un ELISA indirecto con el empleo de una fuente
alternativa de ADN, lo que permite la sustitucion de reactivos y ofrece un método
para detectar anti-ADNdc en pacientes con lupus.
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