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ELISA para la medicién semicuantitativa de los anticuerpos frente a adalimumab

ADA ADL BUF CONJ HRP
Anticuerpos antifarmaco Adalimumab Tampén Conjugado HRP
HUM WELL Level
Humano Pocillo Concentracién

Informacion general

El ensayo ELISA de MabTrack ADA de adalimumab es un ensayo de inmunoadsorcidon enzimatica (ELISA) para la determinacion
semicuantitativa rdpida, reproducible y especifica de las concentraciones de anticuerpos frente a adalimumab en muestras de plasma y
suero humanos. Junto con la medicién de las concentraciones farmacolégicas de adalimumab, el MabTrack ADA adalimumab es
importante para establecer los planes de tratamiento personalizados para cada paciente. Las concentraciones bajas del farmaco suelen
ser un indicador de la formacion de anticuerpos frente a adalimumab. Entre el 25 y el 30%, aproximadamente, de los pacientes con
artritis reumatoide que recibieron tratamiento con adalimumab presentaron formacién de anticuerpos dirigidos contra el idiotipo del
adalimumab. Esto puede dificultar la funcién del inhibidor del TNF y reducir la concentracion plasmatica del inhibidor del TNF.

Mediante el seguimiento de las concentraciones farmacoldgicas, la formacién de anticuerpos y la actividad de la enfermedad, el médico
puede determinar de forma objetiva la actividad farmacoldgica en cada paciente y disefiar planes de tratamiento personalizados para
cada caso. El anticuerpo terapéutico adalimumab afecta al factor de necrosis tumoral (TNF) y se suele administrar a pacientes que
padecen artritis reumatoide, trastornos intestinales, enfermedades dermatolégicas y cancer. El TNF desempefia un papel importante en la
inflamacién y puede producir dolor, rigidez e hinchazén en las articulaciones en los pacientes con artritis reumatoide y Ulceras en los
pacientes que padecen enfermedades célicas. Por lo tanto, se cree que la inhibiciéon del TNF puede aliviar algunos de estos sintomas vy,
en consecuencia, mejorar la calidad de vida de los pacientes. Las concentraciones plasmaticas y séricas de los inhibidores del TNF varian
mucho entre pacientes y estan claramente vinculadas a los sintomas clinicos de estos.

Principio de la prueba

El ELISA de MabTrack ADAadalimumab es un inmunoensayo enzimatico de «tipo sdndwich». En las placas de pocillos, los pocillos de
poliestireno capturan el adalimumab. Los anticuerpos anti-adalimumab libres, que estan presentes en la muestra del paciente, las
concentraciones 1y 2, y los controles positivo y negativo se fijan al adalimumab en la placa de pocillos. El material que no se ha fijado
se elimina al lavar la placa. Posteriormente, se afiade adalimumab marcado con peroxidasa de rabano (HRP). El adalimumab marcado con
HRP se fija al complejo adalimumab/anti-adalimumab que se encuentra en la superficie del pocillo de microtitulacién. Después de lavar el
pocillo para eliminar el conjugado de HRP no fijado, se aflade una solucién de sustrato. Entonces, se formaré un producto coloreado
proporcional a la cantidad de anticuerpos anti-adalimumab presentes en la muestra y los controles. Una vez afnadida la solucién de
interrupcion para terminar la reaccién, se mide la absorbancia en un lector de placas de pocillos. A partir de la absorbancia de las
muestras y de la de las concentraciones, las muestras pueden clasificarse como negativas (-), (débilmente) positivas (+) y fuertemente
positivas (+ +) en relaciéon con anticuerpos anti-adalimumab.

Contenido del envase

Adalimumab pre-coated microtiter plate 6 x 8 pocillos - REF| 2951 listo para usar
Level 1 3 x 0,60 mL tapones transparentes M295201 listo para usar
Level 2 3 x 0,560 mL tapones transparentes REF| M295202 listo para usar
Control + 3x 0,560 mL tapones transparentes M295203 listo para usar
Control - 3 x 0,60 mL tapones transparentes REF| M295204 listo para usar
Adalimumab HRP-conjugate 3x3,56mL frasco marrén M2957 listo para usar
Wash buffer stock solution 1x50mL  frasco blanco REF] 11805 g::'tr"::j; 20 en agua
HPE dilution buffer 1 x 50 mL frasco blanco REF| \12940 listo para usar
TMB substrate solution 1x12,5mL frasco marrén M1821 lista para usar
Stop solution 0.18M H2S04 1x13,0mL frasco blanco REF| \1823 lista para usar
Plate seals 10 x - - -

- La placa de pocillos de fondo plano contiene 6 filas de 8 pocillos listos para usar. Todos los pocillos estan recubiertos con
adalimumab. La placa de pocillos estd envasada al vacio en una bolsa de plastico que contiene secante. El kit permite utilizar la
placa de pocillos en tres distintas ocasiones. Determine el nimero de filas que necesita para analizar el nimero de muestras

deseado y afiada 4 pocillos para los controles. Extraiga las filas que no vaya a utilizar del bastidor de la placa de pocillos y vuelva a

introducirlas en la bolsa de plastico que contiene el secante.




- Una vez abiertos, los viales de concentraciéon 1, concentracién 2, control positivo, control negativo y conjugado de HRP deben
desecharse tras su uso.

Materiales y/o equipos adicionales

- Agua destilada o desionizada.

- Pipetas aforadas (5-1000 uL).

- Pipeta multicanal (30-300 uL).

- Vasos de precipitados, matraces, probetas y recipientes para los liquidos necesarios para preparar los reactivos.
- Lector de placas de pocillos (para leer la OD a 450 nm).

Precauciones

Sélo para el uso diagndstico in vitro. Se recomienda guardar los reactivos a 2-8°C. No usar los viales que pierden liquido o dafados. No
usar los reactivos (abiertos o cerrados) después de la fecha de vencimiento, que aparece en la etiqueta del vial. No se puede garantizar
que los reactivos estén libres de agentes infecciosos. Usar y desechar cada recipiente y su contenido con cuidado. La eliminacién de
residuos después de concluir el andlisis, debe realizarse conforme a las regulaciones de su laboratorio.

Procedimiento de la prueba

Recogida y preparacion de las muestras

1. Para medir la concentraciéon de anticuerpos anti-adalimumab se deben utilizar muestras de concentracion minima. Por lo tanto, esas
muestras se deben tomar en las 24 horas ANTERIORES a la inyeccién del farmaco. Las muestras tomadas en momentos diferentes
pueden contener concentraciones del farmaco que pueden interferir en la prueba.

2. En el ensayo solo se puede utilizar suero y plasma con AEDT.

3. Separe el plasma o el suero de los glébulos sanguineos en las 4 horas posteriores a la recogida de las muestras y realice los andlisis

inmediatamente. Si se retrasa el andlisis de las muestras, estas se pueden almacenar a una temperatura de entre 2-8 °C durante 24

horas. Si no se analizan las muestras en un periodo de 24 horas, estas se deben congelar. Pueden almacenarse a < -18 °C durante

2 meses.

Divida las muestras en partes iguales para evitar ciclos de congelacién y descongelacion.

Antes de realizar el ensayo, se deben descongelar las muestras a temperatura ambiente. No descongele las muestras con bafios

Maria a 37 °C 0 56 °C.

6. Mezcle las muestras justo antes de preparar las diluciones.
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Dilucién de las muestras

1. Se pueden utilizar determinaciones Unicas de muestras de pacientes si las mediciones se realizan en protocolos validados en
sistemas ELISA automatizados. . Si el andlisis se realiza manualmente, se recomienda llevar a cabo determinaciones por duplicado
de cada muestra.

2. Para medir las concentraciones de anticuerpos anti-adalimumab de los pacientes, en este ensayo se debe utilizar una relacién de
dilucion de 1:10.

Dilucién Tipo de muestra Volumen del tampén de dilucion de HPE
1:10 20 uL de muestra del paciente sin diluir 180 uL

Preparacion de la solucién lista para usar del tampén de lavado

Para preparar la solucién lista para usar, afiada 50 mL de la solucién madre de tampén de lavado (este es el volumen total de un frasco)
a 950 mL de agua destilada. La solucién lista para usar se puede almacenar a una temperatura de entre 2-8 °C durante un periodo de
hasta 2 meses.

Preparacion para el procedimiento de la prueba ELISA

Deje que los reactivos alcancen la temperatura ambiente (18-25 °C).

El ensayo se debe realizar a temperatura ambiente (18-25 °C) y sin agitado.

No deje que los pocillos permanezcan descubiertos o secos durante periodos de tiempo prolongados entre las fases de incubacion.
Elimine con cuidado todas las burbujas de aire de los pocillos antes de la incubacién.

Para evitar la contaminacion cruzada, utilice puntas de pipeta desechables para cada transferencia y sellos de placas nuevos para
cada fase de incubacién/fijacién del experimento ELISA.

Mezcle todos los reactivos minuciosamente antes de utilizarlos (sin formar espuma).
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Realizacion del procedimiento de la prueba ELISA

1. Extraiga de la bolsa la placa de pocillos con el nimero de filas de pocillos que necesite. Las filas que no se utilicen se pueden
almacenar en la bolsa de pléastico con secante.

2. Prepare el tampdn de lavado y las muestras segln el protocolo.

3. Anfada 100 uL de concentraciones, controles o muestras de pacientes diluidas por pocillo seglin la disposiciéon propuesta para la
placa de pocillos o seglin su propio disefo.

4. Cubra la placa de pocillos con la tapa adhesiva e inclibela durante 1 hora.

5. Aspire el sobrenadante de los pocillos y rellene cada uno con 250 yL de tampdn de lavado diluido. Deje el tampén de lavado en
cada pocillo de 30 a 60 segundos en cada ciclo de lavado, a continuacion vacie los pocillos. Tras el lavado (lavado manual y
automatizado), deshdgase minuciosamente de todo el liquido de la microplaca secdndolo con papel absorbente con las aperturas
bocabajo para eliminar todo el tampén de lavado residual. Repita este proceso cuatro veces. Tras el lavado final los pocillos deben
estar secos!

6. Anfada 100 uL del conjugado de HRP de adalimumab a cada pocillo.

7. Cubra la placa de pocillos con la tapa adhesiva e inclbela durante 1 hora.

8. Aspire el sobrenadante de los pocillos y rellene cada uno con 250 uL de tampén de lavado diluido. Deje el tampén de lavado en
cada pocillo de 30 a 60 segundos en cada ciclo de lavado, a continuacion vacie los pocillos. Tras el lavado (lavado manual y
automatizado), deshagase minuciosamente de todo el liquido de la microplaca secdndolo con papel absorbente con las aperturas
bocabajo para eliminar todo el tampén de lavado residual. Repita este proceso cuatro veces. Tras el lavado final los pocillos deben
estar secos!

9. Afada 100 uL de la solucién de sustrato TMB a cada pocillo.



10. Incube la placa de pocillos en la oscuridad y no la agite. Compruebe la formacién de color cada 5 minutos. Cuando se haya formado
el color azul en los pocillos positivos (control positivo y concentracién 1y 2) y el control negativo siga incoloro, se debe detener la
reaccion. El tiempo promedio de incubaciéon es de 10 = 1 minutos.

11. Para detener la reaccién, afada 100 uL de solucién de interrupcién por pocillo.

12. Mida la placa de pocillos en un lector ELISA a A450 nm. Lea la placa en los 30 minutos posteriores a la adicién de la solucién de
interrupcién. Se permite utilizar una segunda longitud de onda de referencia de 540-620 nm durante la medicién.

Disposicion propuesta de la placa de pocillos

Las concentraciones y los controles deben incluirse en cada serie de andlisis semicuantitativo que se realice. Los reactivos que se
proporcionan ofrecen al usuario la posibilidad de utilizar la placa de pocillos en un méximo de tres series. A continuacién, se propone una
disposicion de la placa de pocillos para una sola serie.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A |CTRL - |Muestra 3 |Muestra 7 Muestra Muestra  Muestra

11 15 19
B qu)centr Muestra 3 Muestra 7 Muestra |Muestra |[Muestra
acion 1 11 15 19
Concentr Muestra |Muestra |[Muestra
C acién 2 Muestra 4 [Muestra 8 12 16 20

D |CTRL + |Muestra 4 Muestra 8 Muestra [Muestra  [Muestra

12 16 20
Muestra Muestra [Muestra |[Muestra
E 1 Muestra 5 [Muestra 9 13 17 21
Muestra Muestra [Muestra |[Muestra
F 1 Muestra 5 [Muestra 9 13 17 21
G Muestra Muestra 6 Muestra |[Muestra |Muestra |Muestra
2 10 14 18 22
H Muestra Muestra 6 Muestra |[Muestra |Muestra |Muestra
2 10 14 18 22
Resultados

1. Registre la absorbancia a 450 nm de cada pocillo que contenga las concentraciones y los controles.
2. Registre la absorbancia a 450 nm de cada pocillo que contenga una muestra especifica.

3. Calcule la media de los valores de la muestra multiplicados por dos.

4. Compare el resultado de las muestras con las concentraciones.

Interpretacion

El ensayo ELISA para determinacién de la concentracion de anticuerpos anti-adalimumab proporciona dos rangos semicuantitativos para
establecer la presencia de anticuerpos anti-adalimumab, por ejemplo, negativo (-) y positivo (+ y + +), indicado por la concentracion 1.
La concentracién 2 es un valor de corte secundario y arbitrario que se puede utilizar para clasificar a los pacientes como (débilmente)
positivos (+) y fuertemente positivos (+ +) en relaciéon con la presencia de anticuerpos anti-adalimumab. Este corte arbitrario se basa en
estudios realizados por Sanquin Diagnostic Services. La concentracién 2 solo se puede utilizar como indicador de la cantidad de
anticuerpos y, por tanto, no se puede utilizar como valor de corte diagnéstico oficial. Los niveles 1 y 2 contienen concentraciones fijas
de anticuerpos antifdrmaco. Las concentraciones de anticuerpos antifarmaco se midieron en el radioinmunoensayo interno en Sanquin
Diagnostic Services. El nivel 1 contenia 27 AU/mL (DE 3, n = 8) y el nivel 2 245 AU/mL (DE 16, n = 8). Para la interpretacion de los
resultados, la OD a 450 nm de las muestras debe compararse con la OD a 450 nm de los valores de corte, tal y como se describe en la
figura a continuacion (los resultados de OD a 450 nm que se proporcionan en la figura son los resultados tipicos y deben considerarse
indicativos). La interpretacion de los resultados solo es vélida cuando la OD a 450 nm del control positivo es superior a la concentracion
2 y la OD a 450 nm del control negativo es inferior a la concentracién 1.

El anélisis del rango semicuantitativo de anticuerpos anti-adalimumab de un paciente depende en gran medida de la subclase de IgG de
los anticuerpos y de la concentracidon de adalimumab de los pacientes. Los anticuerpos anti-adalimumab 1gG4 no se pueden detectar; por
consiguiente, un resultado negativo de este andlisis no excluye la presencia de anticuerpos anti-adalimumab de la subclase 1gG4-.
Ademas, la presencia de anticuerpos anti-adalimumab no se puede determinar de manera fiable si la concentracién de adalimumab es

> 0,5 ug/mL. Cuando se realiza la prueba de presencia de anticuerpos anti-adalimumab con fines diagndsticos o para determinar el
protocolo de tratamiento del paciente, el rango semicuantitativo obtenido nunca puede ofrecer un diagndstico definitivo, sino que se
debe considerar como una sefial de la situacién clinica que pueda requerir un estudio diagndstico més profundo. En el proceso de toma
de decisiones, se deben tener en cuenta tanto los pardmetros clinicos como el cuadro clinico especifico del paciente junto con la
concentracion farmacolégica de adalimumab y el rango de anticuerpos anti-adalimumab.



0OD450nm Resultado Interpretation
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Alta titulacion de anticuerpos anti-adalimumab.

En el proceso de toma de decisiones, los resultados deben interpretarse en
combinacién con las concentraciones de adalimumab y los parametros clinicos
especificos del paciente.

(+)
fuertemente
positivo

control
positivo

Concentracion 2

Baja titulacion de anticuerpos anti-adalimumab.

Los anticuerpos pueden ser permanentes o transitorios. Los anticuerpos anti-
adalimumab deben comprobarse con regularidad. Los resultados deben interpretarse
en combinacion con las concentraciones de adalimumab y los parametros clinicos.

positivo

................ Concentracion 1 _____________ ...
control

negativo Ninguna indicacion de presencia de anticuerpos anti-adalimumab.

0.040

Especificaciones

Precision . Las muestras de suero y plasma con AEDT con valores altos
(valor de corte +30 %) y bajos (valor de corte -30 %) se
midieron por duplicado en 20 series. Todos los resultados se
midieron correctamente en al menos 19/20 resultados.

Factores de interferencia . Los valores maximos de suero y plasma con AEDT fueron un
30 % inferiores y superiores al valor de corte (concentracion
1). No se obtuvieron resultados falsos positivos ni falsos
negativos con:

hemoglobina - 1y 50 mg/mL
bilirrubina conjugada - 0,02y0,5mg/mL
bilirrubina no conjugada - 0,1y 1,5mg/mL
triglicéridos - 15y 50 mg/mL
seroalbimina humana - 80 mg/mL
factor reumatoide (AR) - 1600 U/mL
adalimumab - 0,1 mg/mL
Valor de corte Se midieron muestras de plasma con AEDT de donantes sanos

procedentes de bancos de sangre (n = 50) libres de
anticuerpos anti-adalimumab o adalimumab. El nivel de
concentracion de corte 1 es la media més cinco veces la
desviacién esténdar.

Comparacién de métodos Concordancia del 89 % con Theradiag ADA-ADL kit, analizada
con 50 muestras positivas (OD450 = concentracién 1) y 40
muestras negativas (OD450 < concentracién 1). Kappa 0,75;
la fuerza de concordancia es «buena».

Limitaciones

- El kit se ha disefiado solo para uso profesional. El usuario debe estar formado y familiarizado con los procedimientos de la prueba
ELISA.

- Para un rendimiento dptimo de ELISA, asegurese de que se han comprobado todas las pipetas y todos los sistemas y que estos se
han sometido a un plan de mantenimiento completo segun los procedimientos descritos por los fabricantes.

- Sanquin solo ha validado la prueba manual de este kit tal y como se describe en estas IFU. Todas las declaraciones de estas IFU se

han validado con el procedimiento de prueba manual. Antes de utilizar el kit en un ensayo ELISA automatico, el usuario debe validar

la prueba. Las declaraciones de estas IFU no son vélidas para realizar este kit en una maquina para ensayos ELISA.

- Solo se deben utilizar los reactivos que se facilitan con el kit. No utilice reactivos de otros lotes o de lotes de kits diferentes. Los
reactivos no son intercambiables. Sin embargo, es posible utilizar tampones de lavado, parada, TMB o HPE de otros kits para
productos biolégicos de Sanquin; siempre y cuando los materiales no hayan superado su vida Util y se almacenen en botellas
cerradas a 2-8 °C.

- Los reactivos o los restos de reactivos (por ejemplo, el volumen muerto) no se pueden mezclar con el contenido de viales recién
abiertos.

- Los tapones y los viales no son intercambiables. Los tapones se deben volver a colocar en los viales correspondientes.

- No se puede anadir NaNsz a los reactivos, pues esto afecta al rendimiento de la prueba.

- No utilice papel de aluminio durante las fases de incubacion.

Deben medirse los niveles de concentracién minima de adalimumab con el ensayo MabTrack level adalimumab ELISA (M2910) antes
de determinar la concentracion de anticuerpos anti-adalimumab. La interpretacion de los resultados solo se puede realizar teniendo
en cuenta tanto las concentraciones de adalimumab como las de los anticuerpos.

El ensayo ELISA de MabTrack ADA adalimumab es sensible al farmaco. Las concentraciones de adalimumab = 0,5 ug/mL pueden
interferir en el resultado y derivar en resultados negativos. El valor de corte dispuesto de 0,5 ug/mL es, no obstante, una mera



indicacion. La intensidad de la interferencia depende de la afinidad del anticuerpo anti-adalimumab en relacién con el fa&rmaco. El
valor de corte se determiné con el ensayo MabTrack level adalimumab ELISA (M2910) y un anticuerpo anti-adalimumab monoclonal
de alta afinidad.

El ensayo de MabTrack ADA adalimumab es un ensayo ELISA puente. Los anticuerpos anti-adalimumab de la subclase IgG4 no se
pueden detectar en este tipo de ensayo ELISA, dado que en la IgG4 los fragmentos Fab de una molécula reconocen diferentes
epitopos y, por tanto, no puede actuar de puente entre las dos moléculas de adalimumab.

Cuando se prediluyen los controles, el usuario no puede utilizarlos para comprobar la muestra y la preparacion de los reactivos.

Es posible obtener resultados falsos positivos o falsos negativos cuando se utilizan muestras con factores de interferencia
superiores a los indicados en las especificaciones.

El tampdn concentrado puede contener cristales de sal. Antes de preparar el tampén de carga de trabajo, calentar el

tampén concentrado POR POCO TIEMPO a 37°C para disolver los cristales.
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Para obtener una lista completa de todas las referencias publicadas por Sanquin sobre adalimumab, visite www.sanquin.org/biologics

Se garantiza que los productos Sanquin funcionarén tal como se describe en las instrucciones de uso del fabricante original. Es
fundamental el cumplimiento estricto en relacion a los procedimientos, los diserios de prueba y los reactivos y equipos recomendados.
Sanquin rechaza toda responsabilidad que surja de cualquier desvio de ellos.



