Anti-Extractable Nuclear Antigen (ENA) Antibodies ELISA

M PrODUCT INSERT

©
| M M CO 1126 Anti-Sm/RNP antibodies (ENA) 96 Determinations
DIAGNOSTICS 1127 Anti-Sm antibodies (ENA) 96 Determinations
- 1128 Anti-SS-A(Ro) antibodies (ENA) 96 Determinations
1129 Anti-SS-B(La) antibodies (ENA) 96 Determinations

INTENDED USE

Enzyme-linked immunosorbent assays for the detection and quantitation of IgG antibodies to extractable nuclear
antigens (ENA) [RNP, Sm, SS-A (Ro), or SS-B (La)] in human serum. Antibodies to Sm aid in the diagnosis of
systemic lupus erythematosus (SLE). RNP antibodies aid in the diagnosis of mixed connective tissue disease
(MCTD) and SLE. SS-A (Ro) and SS-B (La) antibodies aid in the diagnosis of SLE, subacute cutaneous lupus
erythematosus (SCLE) and Sjoégren’s syndrome.

SUMMARY AND EXPLANATION

ENA are soluble ribonucleoprotein (snurps) complexes. Autoantibodies directed against various ENA have proven
to be of value in the diagnosis and monitoring of various systemic connective tissue diseases. Anti-Sm antibodies
are disease specific and thus are a marker for systemic lupus erythematosus (SLE). Antibodies to Sm occur in
approximately 30-40% of SLE patients. They are rare in other systemic connective tissue diseases and if present,
indicate either overlap of disease or patients that have not yet fulfilled the ARA criteria for SLE'*. Other antibodies
such as those directed against SS-A (Ro), SS-B (La) and RNP are not disease specific. Antibodies to RNP occur
in 35-45% of SLE patients and in over 95% of patients with mixed connective tissue disease (MCTD). Occasionally
they are also found in scleroderma, rheumatoid arthritis and drug induced LE"®. Patients with anti-RNP antibodies
have a lower incidence of renal disease as compared to patients with anti-Sm antibodies. Antibodies to SS-A (Ro)
and SS-B (La) occur in approximately 30-40% and 10-15% of SLE patients and 60-70% and 40-60% of patients
with Sjogren’s syndrome respectively. Antibodies to SS-B (La) occur frequently in association with SS-A (Ro)
antibodies.

Antibodies to SS-A (Ro) also occur in 60% of patients with subacute cutaneous LE, in almost all cases of neonatal
LE and in two thirds of SLE patients with C2 deficiency'®-'3.

These antibodies can be detected by various methods. Because of the difficulties in obtaining ENA antigens in a
purified form, the gel immunodiffusion method has been widely used. Immunodiffusion exhibits sufficient specificity
but is a qualitative method and lacks sensitivity. Immco Diagnostics Inc. has available ENA antigens in a
highly purified form and has developed an ELISA method for the detection of ENA antibodies. ELISA methodology
has many advantages over immunodiffusion: assay performance times are reduced, individual subjectivity in
reading results is eliminated, quantitation is achieved without serum titration, there is potential for automation and
greater sensitivity is achieved'.

PRINCIPLES OF PROCEDURES

The testis performed as a solid phase enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). Microwells are coated with
purified RNP/Sm, Sm, SS-A (Ro) or SS-B (La) antigens followed by blocking the unreacted sites to reduce non-
specific binding. Controls, calibrator and patient serum samples are incubated in the antigen coated wells which
allows specific anti-ENA antibodies present in the serum to bind. Unbound-antibody and other serum proteins
are removed by washing the microwells. Bound antibodies are detected by an enzyme labeled anti-human IgG
conjugate added to the wells. Unbound conjugate is removed by washing. Specific enzyme substrate (opNPP) is
then added to the wells and the presence of antibodies is detected by a color change produced by the conversion
of pNPP substrate. The reaction is stopped and the intensity of the color change, which is proportional to the
concentration of antibody, is read by a spectrophotometer. Results are expressed in ELISA units (EU)/ml.

In the RNP test an Sm/RNP antigen is used to coat the wells since the RNP antigen is found associated with the Sm
antigen. Therefore in order to calculate the EU/mI for RNP, the EU/mI of Sm for that same serum sample must be
determined (REF] 77127) and this value subtracted from the EU/ml obtained with the RNP test kit ( 1126).
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REAGENTS

Storage and Preparation
Store all reagents at 2°-8°C. Do not freeze.

Do not use if reagent is not clear or if a precipitate is present. All reagents must be brought to room temperature
(20°-25°C) prior to use.

Coated microwell strips are for one time use only.

When stored at 2-8°C, the reconstituted wash buffer is stable until the kit expiration date. Reconstitute the wash
buffer with distilled or deionized water.

Precautions

For in vitro Diagnostic Use. All human derived components used have been tested for HBsAg, HCV, HIV-1 and 2
and HTLV-I and found negative by FDA required tests. However human blood derivatives and patient specimens
should be considered potentially infectious. Follow good laboratory practices in storing, dispensing and disposing
of these materials’®.

WARNING - Sodium azide (NaN,) may react with lead and copper plumbing to form highly explosive metal azides.
Upon disposal of liquids, flush with large volumes of water to prevent azide buildup. Sodium azide may be toxic if
ingested. If ingested, report incident immediately to laboratory director or poison control center.

Instructions should be followed exactly as they appear in this kit insert to ensure valid results. Do not interchange
kit components with those from other sources other than the same catalog number from Immco Diagnostics Inc.
Follow good laboratory practices to minimize microbial and cross contamination of reagents when handling.

Do not use beyond expiration date on the label.

Materials provided

ImmuLisa™ Anti-ENA Antibody Test (Sm/RNP) 1126
ImmuLisa™ Anti-ENA Antibody Test (Sm) [REF] 1127
ImmuLisa™ Anti-ENA Antibody Test (SS-A (Ro)) [REF] 1128
ImmuLisa™ Anti-ENA Antibody Test (SS-B (La)) [REF] 1129

Kits contain sufficient reagents to perform 96 determinations each.

12x 8 | MICROPLATE | ENA | Microplate with individual breakaway microwells coated with ENA
antigen

1x1.5ml |CALIBRATOR|A|ENA|*t  Ready to use Calibrator A (green cap). Human serum containing
antibodies to ENA.

1x1.5ml ICALIBRATOR | B | ENA |* T Ready to use Calibrator B (violet cap). Human serum containing
antibodies to ENA.

1x1.5ml |CALIBRATOR|C|ENA|*t Ready to use Calibrator C (blue cap). Human serum containing
antibodies to ENA.

1x1.5ml [CALIBRATOR|D|ENA|** Ready to use Calibrator D (yellow cap). Human serum containing
antibodies to ENA.

1x1.5ml | CONTROL | + | ENA |* T Ready to use Positive Control (red cap). Human serum containing
antibodies to ENA.
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1x15ml [CONTROL |-|*

1x12ml [1gG-CONJ | ALKPHOS |*t

1x60ml [DIL |*
1x12ml | SUBSTRATE |*

1x12ml
2x | BUF | WASH |

* Contains < 0.1% NaN,

Ready to use Negative Control (white cap). Contains human
serum.

Ready to use anti-human Alk. Phos. Conjugate. Color coded
pink.

Ready to use Serum Diluent. Color coded blue.

Ready to use Enzyme Substrate. Contains pNPP. Protect from
light.

Ready to use Stop Solution.

Powder Wash Buffer. Reconstitute to one liter each.

T Kits contain components with appropriate antigen-coated microplate and antibody positive control and calibrators.
In place of “ENA” on the labels, the specific antigen or antibody appears: “RNP” for 1126, “Sm” for
1127, “RO” for 1128 and “LA” for 1129.

Symbols used on labels:

Lot number

Catalog number

Use by

Storage temperature
Read instructions for use
In vitro diagnostic use
Manufacturer

Number of Tests

dRBEB>~x[Ff

Materials Required But Not Provided
* Deionized or distilled water

* Squeeze bottle to hold diluted wash buffer or Automatic microplate washer capable of dispensing 200 pl

* Pipettes capable of delivering 5 pl to 1000 pl

Disposable pipette tips

¢ Clean test tubes 12 x 75 mm and test tube rack

e Timer

*  Absorbent paper

* Microplate reader capable of reading absorbance values at 405 nm. If dual wavelength microplate reader is
available, the reference filter should be set at 600-650 nm.

SPECIMEN COLLECTION AND HANDLING

Only serum specimens should be used in this procedure. Grossly hemolyzed, lipemic or microbially contaminated
specimens may interfere with the performance of the test and should not be used. Store specimens at 2-8°C for
no longer than one week. For longer storage, serum specimens should be frozen. Avoid repeated freezing and

thawing of samples.
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PROCEDURE

Procedural Notes

» Before starting with the assay read carefully the product insert.

» Letserum specimens and test reagents equilibrate at room temperature before starting with the test procedure.
Return all unused specimens and reagents to refrigerator immediately after use.

« All dilutions of the patient samples should be prepared prior to starting with the assay.

* Good washing technique is critical. If washing is performed manually, adequate washing is accomplished
by directing a forceful stream of wash buffer with a wide tip wash bottle across the entire microplate. An
automated microplate washer is recommended.

* Use a multichannel pipette capable of delivering 8 wells simultaneously. This speeds the process and provides
for a more uniform incubation time.

»  Forall steps, careful control of timing is important. The start of all incubation periods begins with the completion
of reagent addition.

« Addition of all samples and reagents should be performed at the same rate and in the same sequence.

*  Remove required microwell strips from the pouch and carefully reseal the pouch to prevent condensation in
the unused wells. Return pouch immediately to refrigerator.

Test Method

Step 1 Let all reagents equilibrate at room temperature.

Step 2 Label protocol sheet to indicate sample placement in the wells. It is good laboratory practice to run
samples in duplicate.

Step 3 For a qualitative determination use only the Ready to Use Low Calibrator D (vial with yellow cap)
or For asemi-quantitative determination use the Ready to Use Calibrators A through D as depicted
in the sample layout below.

QUALITATIVE DETERMINATION SEMI-QUANTITATIVE DETERMINATION
A s 55 A 52
B NEG || S6 B NEG| S3
C poS || S7 C POs || S4
D % s D % ss
E s1 9 E S s6
F s2:s10 F ¢ s7
G 3 811 G 9 s8
H (s4 812 H s s9
1 2 3 4 1T 2 3 4

Step 4 Prepare a 1:101 dilution of patient specimen by pipetting 5ul of serum into 0.5 ml of Serum Diluent.
Mix well.

Step 5 Remove the required microwells from pouch and return unused strips in the sealed pouch to
refrigerator. Securely place the microwells into the extra provided holder.

Step 6 Pipette 100 pl of Ready to Use Calibrator, Positive and Negative controls and patient samples to the

appropriate microwells as per above sample layout.

Note: Include one well which contains 100 pl of the Serum Diluent as a reagent blank. Zero the ELISA
reader against the reagent blank. The absorbance of the reagent blank should not be more than 0.3
when read against air.
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Step 7 Incubate 30 minutes (+ 5 min) at room temperature.

Step 8 Wash 4x with the wash buffer. For manual washing, fill each microwell with reconstituted wash buffer.
Discard the fluid by inverting and tapping out the contents of each well or by aspirating the liquid from
each well. To blot at the end of the last wash, invert strips and tap the wells vigorously on absorbent
paper. For automatic washers, program the washer as per manufacturer’s instructions.

Step 9 Pipette 100 pl of Conjugate into microwells.

Step 10 Incubate 30 minutes (+ 5 min) at room temperature.

Step 11 Wash all microwells as in Step 7.

Step 12 Pipette 100 pl of Enzyme Substrate to each well in the same order and timing as for the conjugate.
Step 13 Incubate 30 minutes (+ 5 min) at room temperature.

Step 14 Pipette 100 pl of Stop Solution into each microwell using the same order and timing as for the addition
of the enzyme substrate. Read absorbance within 1 hour of adding Stop Solution.

Step 15 Read absorbance of each microwell at 405 nm using a single or 405/630nm dual wavelength
microplate reader against the reagent blank set at zero absorbance.

Quality Control

Calibrators, Positive and Negative Controls and a reagent blank must be run with each assay to verify the integrity
and accuracy of the test. The absorbance reading of the reagent blank should be <0.3. The Calibrator A should
have an absorbance reading of not less than 1.0, otherwise the test must be repeated. The negative control must
be <20 EU/mI. If the test is run in duplicate, the mean of the two readings should be taken for determining EU/m.
While performing Qualitative determinations, the absorbance of the Calibrator D must be greater than that of the
negative control and lesser than the absorbance of the positive control. For semi-quantitative determinations the
positive control must give values in the range stated on the vial.

RESULTS
Calculations
The concentrations of the patient samples can be determined by either of two methods:

1. QUALITATIVE DETERMINATION

Abs. of Test Sample
X EU/mlI of Calibrator D = EU/mI Test Sample

Abs. of Calibrator
2. SEMI-QUANTITATIVE DETERMINATION

Plot absorbance of Calibrator A through D against their respective concentration on a linear-linear graph paper.
Plot the concentration in EU/ml on the X-axis against the absorbance of the Y-axis and draw the best fit curve.
Determine the concentrations of the patient samples from the curve against its corresponding absorbance value.

2

O.D. @ 405/630nm

0
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Calibrator

The Ready to Use Calibrators are included to provide semi-quantitation and must be used with each run. Patient samples
containing higher antibody levels may give absorbance values greater than that of the Calibrator A. For determining
accurate semi-quantitative values such serum samples should be further diluted so they fall within the range of the
calibrator curve when retested. For determining EU/mI, multiply the units obtained by the dilution factor.

Interpretation

The following serves only as a guide in the interpretation of the results. Each laboratory must determine its own
normal values. These may vary with the population examined.

Anti-ENA EU/ml value Interpretation

<20 EU/mI Negative
20-25 EU/mI Indeterminate (Borderline)
>25 EU/ml Positive

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

The ImmuLisa™ anti-ENA Test should not be performed on grossly hemolyzed, microbially contaminated or lipemic
samples. This method should be used for testing human serum samples only. A diagnosis should not be made
solely on the basis of ELISA test results alone.

EXPECTED VALUES
The incidence of ENA antibodies in various systemic connective tissue diseases is summarized in the following table:

Diagnostic Significance of Antibodies to Various Soluble Nuclear Antigens

Antibody Isotype Disease Association

Sm SLE - 10-40%

RNP SLE - 20-30%
MCTD - 95-100%

SS-A (Ro) SLE - 15-33%
SCLE - 60%

Neonatal LE - 100%

Sjogren’s syndrome - 40-70%
SS-B (La) SLE - 10-15%

SCLE - 25%

Sjogren’s syndrome - 15-60%

SLE = systemic lupus erythematosus
MCTD = mixed connective tissue disease
SCLE = subacute cutaneous lupus erythematosus

Note: The frequency of each antibody specificity in a disease represent compilation from the literature®. The
incidence varies depending on the patient population.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

The ImmuLisa™ anti-ENA antibody tests [Sm, RNP, SS-A (Ro) or SS-B (La)] were compared with other commercially
available ELISA test kits. A total of 67 sera from a clinical reference laboratory were identified by immunodiffusion
as being positive or negative for anti-RNP, anti-Sm, anti-SS-A (Ro) or anti-SS-B (La) antibodies.
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These sera were tested according to the procedure recommended by the manufacturer. The results are summarized
in the following tables:

Comparison of ELISA Methods for the Detection of Antibodies to ENA

ImmuLisa™ RNP
Positive Negative Total

Positive 11 0 11
OTHER Negative 5 46 51
Total 16 46 62

Agreement: 92%
Sensitivity:100%
Specificity:90%

ImmuLisa™ Sm
Positive Negative Total

Positive 3 1 4
OTHER Negative 5 53 58
Total 8 54 62

Agreement: 90%
Sensitivity: 75%
Specificity: 91%

ImmuLisa™ SS-A (Ro)
Positive Negative Total

Positive 25 1 26
OTHER Negative 9 27 36
Total 34 28 62

Agreement: 84%
Sensitivity: 96%
Specificity: 75%

ImmuLisa™ SS-B (La)
Positive Negative Total

Positive 14 1 15
OTHER Negative 5 42 47
Total 19 43 62

Agreement: 90%
Sensitivity: 93%
Specificity: 89%

Depending on the concentration of the analyte the intra-assay Coefficient of Variation (CV) for the ImmuLisa™ anti-
ENA antibody test is 4-11%. The inter-assay CV is 4-10%.



MéBodog ELISA yia avTiowpata Katd Tou eKxuAi{opevou Trupnvikou avtiyévou (ENA)

M  EnoETO POIONTOE

©
| M M CO 1126 [vaAuon avriowpdarwy (Lim/101) Kard Tou ekxuAi{uevou rupnvikou avriyévou (E1A) 96 lNpoadiopiorioi
DIAGNOSTICS 1127 [dAuon avriowudrwy (1im) Katd Tou ekxuAi{ouevou TTupnvikou avriyovou (ET1A) 96 Npoodiopiouoi

1128 [dAuon avriowpdrwy [ -A (T10) kard Tou ekxuAi{ouevou TrupnvikoU aviyévou (EL1A) 96 MNpoodiopiopoi
1129 [wdAuon avriowpudrwy [11-B ("a) kard tou ekxuAifouevou mupnvikoU avriyévou (ETA) 96 lNMpoadiopiouoi

['POOPIZOMENH XPHZH

[1€6000G ev{UMIKOU avoOoOoTTPOCPO@NTIKOU TTPOCdIOPIGHOU YIa TNV AViXVEUON Kal TOV TTOOOTIKO TTPoadIopioud
avTicwudatwy IgG katd Twv ekxuAifdpevwy TTupnvikwy avtiyovwyv (ENA) [RNP, Sm, SS-A (Ro) i SS-B (La)], ot
op6 avBpwTtrou. H avixveuon avrTicwpdTwy Katd Tou avtiyovou Sm utroffon8d tn didyvwaon Tou GuoTnUaTIKoU
epuBnuaTwdn Aukou (ZEA). H avixveuon avricwudTwy KaTd Tou avtiyévou RNP uttofon8d tn didyvwaon Tng MIKTAG
vooou ouvdeTikoU 10ToU ([INZI) kai Tou ZEA. H avixveuon avTiowpdTwy Katd Twv avtiyévwyv SS-A (Ro) kai SS-B
(La) utroBonBd tn didyvwaon Tou ZEA, Tou uttogéog deppatikol epubnuatwdn AUkou (YAEA) kal Tou cuvdpouou
Tou Sjogren.

[NEPIAHWH KAI E[ [EZHIHZH

Ta ENA cival S1oAuTd oUuTTAOKO PIBOVOUKAEOTTPWTEIVWV (SniTp). Ta auTtoavTiIowuaTa Katd Twv diagopwyv ENA
€xouv atrodeixOei TTOAUTIHA aTn SIAYVWaoN Kal TNV TTapakoAouBnan S1a@opwy CUCTNHATIKWY VOOWYV TOU GUVOETIKOU
IoToU. Ta avti-Sm avriowyoTa gival €18Ikd yia pia pévo vooo Kkal €101 atroTeAoUv O€iKTN yia TO oUCTNUATIKO
epubnuaTwdn Auko (ZEA). AvTicwpaTa Katd Tou avtiyovou Sm atraviolv o€ 30-40% Trepittou Twv acBevwv pe
>EA. Eivar ommdvia og dAAeg cuoTnUATIKEG vOOOUG TOU CUVOETIKOU 1I0TOU Kal, €dv BpeBoulv, uttodeikvUouV EiTe
OAANAOETTIKAAUWN Twv vOowv &ite 6TI ol aoBeveic dev TTANPoUv akoun Ta kpitipia ARA yia 1o ZEA™. Ta dAa
avTiowpaTta Katd Twv SS-A (Ro), SS-B (La) kai RNP dev gival €18iIkd yia pia pévo véoo. Ta avTiowHoTa KATd Tou
RNP gpgavifovtal Trepitrou o1o 35-45% Twv aoBevwyv pe ZEA kal o€ epIoodTEPO aTTd T0 95% TWV 00BEVWV PE
MIKT véoo ouvdeTikoU 10ToUu (MNZI). MepioTaoiakd, ptmopei €miong va BpebBolv oe aoBeveic pe akAnpodepuia,
peupaTosIdn apBpiTida Kal eTTayéuevo atrd @dpuaka epubnuatwdn AUko'S. O1 acbeveig ye avricwuarta avti-RNP
ep@avifouv PIKPOTEPN ETTITITWON VEQPOTIABEIOG o€ oxéon Pe aoBeveig TTou ep@avifouv avTicwuara avti-Sm. Ta
avTiowpaTta Katd Twv avtiyovwyv SS-A (Ro) kai SS-B (La) epgavidovrar mrepimou o1o 30-40% kai 10-15% Twv
aoBevwyv pe ZEA kal oto 60-70% kai 40-60% Twv acBevwyv pe olvdpopo Sjdgren, avTioToixa. Ta avTioWwuaTa KaTd
Tou SS-B (La) gpgavifovtal cuxvd va CUCXETICOVTaI JE TA QVTICWHATA KATA Tou avtiydvou SS-A (Ro).

Ta avTiowpata katd Tou SS-A (Ro) epgavilovtai e1riong 010 60% Twv acBevdv e UTTOEU depUaTIKO £pUBNUATWON
AUKO, o€ 6Aa oxedbdV Ta TTEPIOTATIKA £pUONUATWON AUKOU VEOYVWYV Kal oTa dUo TpiTa Twv acBevwv pe ZEA 1Tou
TTdoxouv aTrd avetrdpkela gto C210-13,

Ta avTiowpaTa auTtd PTTopouv va avixveuBouv pe didpopeg HeBOdOUG. AGYyw Twv SUCKOAIWYV TTOU TTAPOUCIACEl N
atmopévwaon Twv avTiydvwyv ENA o€ kekaBapuévn pop@ry, £Xel xpnoipoTToindei eupéwg n HéBodog avooodidxuong
o€ TMMKTwpa. H avooodidxuon gpgavidel eTTapkr €181KOTNTA, oAAd €ival pia TTOI0TIK) EBOBOG Kal dev EXEI ETTAPKA
euaioBnaia. H etaipeia Immco Diagnostics Inc. diaBétel avtiyova ENA upnAig kaBapdTtnTag Kail £XEl avaTITUEE!

pia péBodo ELISA yia tnv avixveuon aviiowpdtwy Katd Twv aviiyovwv ENA. H péBodog ELISA trapoucidlel
TTOAG TTAEOVEKTAMATA €vavTl TNG AVOOOdIAXUONG: MEIWHPEVO XPOVO avaAuong, €EAAEIWYN TNG UTTOKEIYEVIKOTNTAG
oTNV avAyvwaon TwV aTTOTEAECUATWY, ETTITEUEN TTOCOTIKOU TTPOadIopPIoHoU Xwpig avdykn TITAodéTNoNG Tou opou,
duvaTtdTNTa AUTOPATOTTOINONG KAl JEYOAUTEPN guaioBnaia’™.

APXEZ TQN AIAAIKAZIQON

H avdAuon dievepyeital wg evquuikr avoootrpoopo@nTik avdAucn (ELISA) otepeds @dong. O1 pIKpokuweAideg
emKaAUTITovVTal e Ta avriyéva RNP/Sm, Sm, SS-A (Ro) | SS-B (La) kai, oTn ouvéxela, Ta onueia Tou dgv
Ba TTapoucidoouv avTidpaon aTtrokAgiovTal WoTe va PelwBei n pn €101k 6éopeuon. Ta diaAlpaTa eAéyxou, ol
BaBpovounTégKal Ta deiyuaTa 0poU 0COEVWIV ETTWALOVTOI OTIG ETTIKAAUPUEVEG UE TO OVTIYOVO KUWENIDEG, ETTITPETTOVTOG
€101 TN Oéopeuan OAwV Twv EIBIKWY  avTiowpdTwy avti-ENA Tou opou. Ta avTiowpaTa 1Tou dgv deTUEUTNKAY,
KOBWG Kal AAAEG TTPWTEIVEG TOU OpOoU, OTTOMOKPUVOVTAI PE EKTTAUCT TWV PIKPOKUWEAIdwY. Ta avTiowpaTa TTou
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deopelTNKaV avixvelovTtal PJe TNV TTPOCHNKN €vOG onUACPEVOU PE €VCUUO OUCEUKTIKOU QVTIOWMPATOG KATA TNG
avBpwivng IgG. To pun deoueUPEVO OUCEUKTIKO aVTIOWHA aTTOPAKPUVETAI PE EKTTAUCT). TN OUVEXEID, TTPOCTIOETAI
OTIG KUWEeAiIdEG TO €101KO uTTOOTPWUA Tou eviUpou (pNPP) kai avixveleTtal n TTapoucia avTicwudTwy PE TNV aAayn
XPWHOTOG TTOU TTPOKUTITEI AOYW TNG YETATPOTTNG Tou uttooTpwpaTtog pNPP. H avtidpaon Tepuartifetal kai n €viaon
NG aAAayng TOu XPWHATOG, N oTroia €ival avdAoyn TnNG CUYKEVTPWONG TOU QVTICWHATOG, aviXveUeTal atrd éva
@aouaToPwTOpETPO. Ta atmoTeAéopaTa ekppdlovTal o€ povadeg ELISA (EU)/m.

v avdAuon RNP xpnoipotroigital éva avtiydovo Sm/RNP yia Tnv emKaAuwn Twv KUWeAidwv, KaBwg To avTiyovo
RNP atavtd ouvdedepévo pe To aviiyovo Sm. EtTropévwg, yia va uttodoyiaTei n ouykévipwon oe EU/mI yia Ta
avTiowpata katd Tou RNP, Tpéter va rpoadiopioTei n EU/mI Twv avTiowpdTwy Katd Tou Sm yia TO CUYKEKPIPEVO
deiypa opou 1127) kai n iy auth va a@aipedei atmmod tnv Tiw EU/mI mou Trpoékuye pe To KIT avdAuong
avTIOWHETWY KaTd Tou RNP 1126).

ANTIAPAZTHPIA

®UAagn kai TposTOIpOCTia
OAa 10 avTidpacThApia TTPETTEl va QUAdocovTal o€ Bepuokpacia 2-8°C. Mnv Ta KATOWUXETE.

[1n XxpnolyoTroieite Ta avTidpaoTrpia €av Ogv gival diauyn ) dv TepiExouv iCnua. OAa Ta avTidpacThpia TTPETTEI VA
@TaoouV o€ Bepuokpaaia dwpuaTiou (20-25°C) TTpIv atrod Tn Xprnon.

O1 €MKOAUPPEVES TAIVIEG MIKPOKUWEAIDWY TTpoopiovTal yia pia pévo xprnon.

Otav @uAdooeTal o€ Bepuokpacia 2-8°C, 10 avacuoTabEv pubuIoTIKO dIdAUpa EKTTAUCNG TTAPAPEVEI AVAAAOIWTO
MEXPI TNV NUEPOUNVia ARENG Tou KIT. H avacUoTtacon Tou puBuIoTIKOU SIGAUPOTOG TTPETTEI VA YIVETAI JE ATTECTAYUEVO
1 aTovIoUEVO vePO.

[Ipo@uUAGEeIg

MNa in vitro diayvwaoTikA xprion. OAa Ta cuoTaTiKd avBpwTTivng TTPOEAEUCNG TTOU XPNOIUOTTOIOUVTAl £X0OUV EAEYXDEI
yla Tnv Trapoucia Tou avtiyévou HBsAg, Twv 1wv HCV, HIV-1 kai 2, kaBwg kai Tou 100 HTLV-I ka1 €xouv BpeOei
apvnTIKA, oUPewva Pe TIG €eTdoelg TTou atraitei o Opyaviopdg Tpoipwyv kal Papudkwy Twv H.IT.A. (FDA).
QoTtb600, Ta TTApdywya avlpwITTivou aipartog kal Ta deiypata acBbevwyv Ba Trpétrel va BewpouvTal wg duvnTikd
Aoipoyodva. AKoAouBnaoTe TIG OPBEG EpYaOTNPIOKES TTPOKTIKEG KATA TN QUAAEN, TNV €yXuon Kal TNV atroppiyn Twv
UAIKWV auTwv'®,

MPOEIAOMNOIHZH — To adidio Tou vartpiou (NaN,) evdéxetal va avnidpdoel ue cwAnvwoelg amé poAupdo n
XOAKO Kal va oXNUATIOE! I0XUPWGS EKPNKTIKA adidia HETAAwY. Katd TNV ammoppiyn Uypwy, EKTTAUVETE UE HEYAAES
TTOOOTNTEG VEPOU, E£TAI WOTE va amo@euxBei N oucowpeuon alidiwv. To alidlo Tou vartpiou evoéxeTal va gival
TOEIKO O€ TTEPITITWON KATATIOONG. Z€ TTEPITITWON KATATIOONG, AVAPEPETE APECWG TO TTEPIOTATIKO OTO O1EUBUVTH TOU
€pPyaoTnpiou 1 0To KEVTPO EAEyXOU dNANTNPIACEWV.

MNa 1 dIacQAAIon EyKUPWY ATTOTEAETUATWY, AKOAOUBNOTE TIG 0dnyieg akpIBwg OTTWG gugavidovtal o€ autd TO
€VOETO TOU KIT. [NV eVOAAOOETE TO CUCTATIKG TOU KIT PE OUOTATIKG GAANG TTpoEéAeuong TTou &ev £X0ouv Tov idIo
apiBud kataAdyou Tng Immco Diagnostics Inc. AkoAouBnoTe TIG 0PBEG £pYAOTNPIAKES TTPAKTIKES YIA VO
ehaxioTotroinBei o Kivduvog pikpoBiakng A dilacTaupoUpevng HOAUVONG TWV avTIOPACTNPIWY KOTA TO XEIPIOUO TOUG.
Na pnv xpnolgoTrolgital eTd TNV TTapéAEUCN TNG NUEPOMPNVIAG ARENG TTOU avaypa@eTal aTNV ETIKETA.

YAIkG TTOU TTapEXOVTal

AvdAuon avtiowpdTtwy (Sm/RNP) katd Tou ekxuAigduevou TTupnvikou avTiyovou (ENA) ImmuLisa™ 1126
AvdAuon avTiowpdTwy (Sm) katd Tou ekXuMi{opevou TTupnvikou avTiyovou (ENA) ImmuLisa™ 1127
AvdAuon avtiowudtwy SS-A (Ro) katd Tou ekxuAifdpevou TTupnvikou avtiyovou (ENA) ImmuLisa™ 1128
AvdAuon avTiowpdTtwy SS-B (La) katd Tou ekxuAifdpevou TTupnvikou avTiyovou (ENA) ImmuLisa™ 1129

KdBe KIT TTEpIEXEI ETTAPKI AVTIOPACTHPIA YIA TNV EKTEAECT 96 TTPOCBIOPICHUWV.
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12x 8 | MICROPLATE | ENA |

1x1.5ml [CALIBRATOR|A|ENA|**

1x1.5ml [CALIBRATOR |B|ENA |**

1x1.5ml [CALIBRATOR|C|ENA|**

1x1.5ml [CALIBRATOR |D|ENA |**

1x1.5ml [CONTROL |+[ENA|**

1x1.5ml |CONTROL | -|*

1x12ml [1gG-CONJ | ALKPHOS |*t

1x60ml [DIL]*
1x12ml | SUBSTRATE |*

1x12ml
2x

* Mepigxel < 0,1% NaN,

[JAQKiBI0 EEXWPIOTWV ATTOOTIWHEVWY UIKPOKUWEAIOWYV
EMKOAUPPEVWY PE avTiyovo ENA.

‘ETOoIMOG TTPOG Xprion BaBpovounTtig A (TTpdaivo Trwua). Opog

avOpWITTOU TTOU TTEPIEXEI AVTIOWHATA KaTd Tou ENA.

‘ETOIMOG TTPOG Xprion BaBpovounTtig B (1Ldeg mwua). Opdg

avOpwWTTOU TTOU TTEPIEXEI AVTIOWHATA KaTd Tou ENA.

‘EToIu0G TTpOG Xprion BaBpovounTtig C (UmAe wua). Opdg

avOpWTTOU TTOU TTEPIEXEI AVTIOWPATA Katd Tou ENA.

‘EToipog Trpog xprion BaBuovountAg D (kiTpivo Trwua). Opdg

avOpPWTTOU TTOU TTEPIEXEI AVTIOWHATA KaTd Tou ENA.

‘ET0oIMO TTPOG Xprion Si1dAupa BeTIKOU EAEYXOU (KOKKIVO TTWHA)!

Op66 avBpwTTOU TTOU TTEPIEXEI AVTIOCWHATA KaTd Tou ENA.

‘ETOIMO TTPOG Xpron S1dAupa apvnTIKOU eAEyXou (ALUKO TTWUQ).

Mepiéxel opd avBpwTOU.

‘ETOINO TTPOG XPHON CGUJEUKTIKO aVTICWHA KATA TNG

avOpWITIVNG avooooPalpivng OUeUYHEVO ME AAKOAIKNA
PWoPATdon. XpWHATOG POC.

"ETOIMO TTPOG XPNON APaIWTIKO SIGAUMO 0poU. XPWUOTOG UTTAE.

‘ETOIMO TTPOG XPpron eVEUMIKO UTTOOTPWHA. [epIéxel p-

VITpo@aIVUAIKR wo@aTtdon (pPNPP). Na rpooTtareUeTal oo 1o
Ppwe.

‘EToIho TTpog Xpron SidAupa TEPUATICUOU.

>Koévn puBpIoTIKOU Si1aAUpaTog ékTTAuong. H avacuoTaon
TIPETTEN va yiveTal £wg OYKO £vOG AiTpou yia To Kabéva.

T Ta KIT TTEPIEXOUV CUOTATIKG Padi e TTAAKIOIO ETTIKOAUMUEVO PE TO KATAAANAO avTiyovo Kal SIGAUPa eAEyXOU Kal
BaBuovounTég BETIKOUG yia TO avTiowa. ZTIG ETIKETEG, eUavifeTal To €10IKO avTiydévo R avTicwua otn 6éon Tou

“ENA”: “RNP” yia Tnv 1126,“Sm” yia TNV 1127,“RO” yia TNV 1128 ka1 “LA” yia TRV 1129.

ZUuBoAa TTOoU XPNOIMOTIOIOUVTAI OTIG ETIKETEG:

Ap1Budg TapTidag

ApIBu6G kKatahdyou
Huepopnvia Agng
O¢puokpagia aTTodnKEUONG
AloBdoTe TIG 00nyieg xpriong

In [ilro diayvwaoTIKA Xprion

KataokeuaoTrg

o ME=

Ap1Bubdg avaAloewv
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AtraiToUpeva UAIKA TTou Bev TrapEXovTal
e ATTIOVICUEVO 1| OTTECTAYPEVO VEPO

e EUkauTTn TAQOTIKA QIGAN yIa TO apaiwpévo pubuioTikd SiIdAupa EKTTAUGNG 1] QUTOUATN CUOKEUN EKTTAUCNG
TAaKISiwv pe duvardtnta xopriynong 200 pli

e [hméreg pe duvardtnTa Xoprynong 5 ul éwg 1000 pl

*  AvoAwoiya akpo@Uaoia TTITTETWV

*  KaBapoi dokipaaTikoi cwArveg diaaTdoewy 12 [175 mm kai ¢opéag SOKIHATTIKWY CWARVWY
*  XpovouetpnTng

e Atoppo®nTIKO XOPTi

e Xuokeun avdyvwong TAakISiwv pe duvatdTnta avdyvwong TIHWY aTToppopnong o€ UNKog kKuparog 405 nm.
Edv umrdpxel diaBéoiun cuokeury avdyvwong TTAakISiwy SITTAOU PrKoug KUPATOG, TO QiATPO ava@opdg Ba
mpéTTel va pubuioTei ota 600-650 nm.

ZYAAOI'H KAI XEIPIZMOZ AEIrMATOZ

Oa TTPETTEI va XPNOIKOTToIoUVTal JOVO deiypaTa opou yia auTh Tn diadikagia. AgiyuaTta TTou £XOUV UTTOOTEI JEyGAOU
BaBuou aipdAucn, AITTaIPIKG A SEiyaTa HOAUCHEVA PE IKPOBIO EVOEXETOI VO ETTNPEGTOUV TNV atTdd0o0n TNG avaAuong
Kal &ev Ba TpETTel va xpnolpotrolouvTal. GuAdgTe Ta deiypata o€ Bepuokpacieg 2-8°C, eTmi &1 TTePIcadTEPO ATTO
Mia eBdopdda. MNa UAagn peyaAltepng didpkeiag, Ta deiypata opoU Ba TTpéTTel va katayuyovTtal. Na atmogeuyeTal
N €TTaveIANPPEVN KATAWUEN Kal aTTOWUEN TWV JEIYUATWY.

AIAAIKAZIA

ZnueIwoeig TnG diadikaoiag
. MpoTou EekiviioeTe TNV avdAuon, dIaBACTE TTPOCEKTIKG TO £VOETO TTPOIGVTOG.

e ApnoTte Ta deiypara opou Kkal Ta avTidpacThipia TNG avdAuong va @tdoouv o€ Beppokpaaia TepIBAAAOVTOG
TpoTou &ekivhgete T Sladikagia Tng avdAuong. EmoTpéwte 6Aa Ta pn xpnoigotoinuéva deiyuarta Kal
avTIOPOOTHPIO OTO YUYEIO AUECWGS META TN XPHON TOUG.

* OAeg o1 apaiwoelg Twv OelyHATWY aoBevVWYV TTPETTEI VO TIPOETOINOCTOUV TTPOTOU EeKIVIOEI N avaAuon.
«  Eivai onpavTikn n xprion opdng TeXVIKAG EKTTAUONG. EAv n ékTTAuon Sev ekTeAEITAI QUTOPATA, ETTAPKNG EKTTAUCT
ETTITUYXAVETAI KATEUBUVOVTAG MI I0XUPN PITTH PUBMICTIKOU SIGAUNATOG EKTTAUGNG ATTO HIa QIGAN €KTTAUCNG

ME eupU aKpOoPUOIO KaTA PAKOG OAOKANPOoU Tou TTACKISioU. ZUVICTATAI N XPARON HIOG AUTOMATNG CUOKEUNG
ékmmAuong TTAaKISiwv.

e XpnOIPOTTOINOTE YIa TTOAUKAVOAN TTITTETA e OUVATOTNTA TAUTOXPOVNG XOPHyNong o€ 8 KUWEAIDES. (1€ TOV TPOTTO
auTo emTayxuvetal n d1IadIKagia Kal ETTITUYXAGVETAI TTI0 OPOIOPOPPOG XPOVOG ETTWOCNG.

e Zg 6Aa Ta BrApaTa gival onEavTikog 0 TTPOCEKTIKOG EAEYXOG TwV Xpovwv. OAeg ol Trepiodol eTTwaong ekivouv
ME TNV OAOKAPWON TNG TTPOCBrKNG TOU avTIdPaCTNPIOU.

*  HmpooBnkn dAwv Twv delyudTwy Kal avTidpaoTnpiwy TTPETTEN va yiveTal e Tov idlo puBuod kai Tnv idia ogipd.

*  A@aipéaTe amod Tn BAKN TIG TAIVIEG MIKPOKUWEAIOWY TTOU OTTAITEITAI KOl ETTAVOTQPAYIOTE TTPOCEKTIKA TN BrKn
WOTE VO ATTOTPATTEI TUXOV CUNTTUKVWON USPATUWYV OTIG AXPNOINOTTOINTEG MIKPOKUWEAIDES. ETTIOTPEWTE apéowg
Tn OnKn oTo0 Yuyeio.

MéBodog avaAuong
BAua 1 ApAaoTe 6Aa Ta avTIdPacTAPIa va Tdcouv o€ Bepuokpaaia TrepIBAAAOVTOG.
BAua 2 2nUAveETE TO QUAAO TOU TTPWTOKOAAOU WOTE va UTTOOEIKVUETAI N TOTTOBETNON TWV OEIYUATWY OTIG

MIKpoKuWweAideg. H avdAuon Twv delyddTwy €IG SITTAOUV aTTOTEAEI 0PN EpYaAcTNEIAKN TTPAKTIKH.
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BAupa 3

BrAua 4

BApa 5

BrApa 6

BApa 7
Briua 8

BrApa 9

BrApa 10
BApa 11
BrApa 12

BApa 13
BAua 14

BApa 15

lMa oloTIKG TpoodiopIoud XPNOIPOTIOINOTE YOVO TOV £TOINO TTPOG Xprion BaBuovountr D (@raAidio
UE KiTpivo TTwua)

i MNa NUI-TTOCOTIKG TTPOTSIoPIoHO XPNOIHOTIOINOTE TOUG ETOINOUG TTPOG Xprion BaBuovopnTtéc A
£wg D, 6w ameikovileTal TNV TTAPAKATW SIAUOPPWAnN SEIYUATWY.

A ei(s)( 1 A o2
B (t=(s0)( )( B |tei(s3)(_IC
Cle(s7)( C (s )
D @) D |6 _IC
E (UG E [
F (28100 J( F 6 C
OGS G
H sy:2( ) H [(snC

1 2 3 4 1 2 3 4

MpoeToipdoTe pia apaiwaon Tou deiyparog acBevoug og avaloyia 1:101, mpooBétovtag pe TméTa Sul
opou o¢ 0,5 ml apaiwTikoU dlaAuparog opou. Avapi§Te eTIHEAWG.

AQUIPETTE TIC ATTAITOUMEVES HIKPOKUWEAIDES aTTd TN BrKN KA ETTICTPEWTE TUXOV Wi XPNOIHOTIOINUEVES
TauVieg TToU UTTAPXOUV 0T O@payiguévn Brikn, oTo Wuyeio. ToTroBEeTrOTE OTABEPA TIG MIKPOKUWEAIDEG
oTo TTAdioio oTrpigng TTou diatiBeTal.

MpoagBéate 100 pl ETopwy TTPOG Xprion BabuovounTwy, diIoAupdrwy BETIKOU Kal apvnTIKOU £AE£yXOU
Kal SEIYPATWY aoBevv, OTTWG ATTEIKOVIZETAI OTNV TTapaTrdvw diapdppwon delypatoAnyiag.
Inueiwon: ZuptrepIAdBeTe pia kuweAida pe 100 pl apaiwTikod SiaAlpaTog opol wg TUPAG avTIdpaaTn piou.
MndevioTe Tn guokeur avdyvwaong ELISA pe to TupAd avmidpactnpiou. H amoppdpnon tou Tu@hou
avTidpaoTnpiou dev Ba TTpéTTel va givan peyaAuTepn armd 0,3 érav heTpdTal évavT Tou aépda.

EmrwdoTe e11i 30 Aemrrd (+ 5 AeTTTd) o€ Beppokpacia dwartiou.

EktTAUveTe 4x pe TO puBpIoTIKG BidAupa éktTAuong. MNa pn autdparn £KTTAUCN, TTANPWOTE KABE
HikpokuweAida pe avaocuotaBév puBuIoTIKG diIdAupa EKTTAUCNG. ATTOPPIYTE TO UYPO AVAOTPEPOVTAG
TO TTAGKIBIO Kal KTUTTWVTAG TO eAa@pd waTe va adeldgouv OAEG O KUWENIBES 1] avappoPuIvVIag 1o
uypo atmd kdBe kuweAida. MNa va oTUTTWOETE OTO TEAOG KABE EKTTAUCNG, QVAOTPEWTE TIG TAIVIEG Kal
KTUTTAOTE duvaTd TIG KUWEAIDEG ETTAVW OE atroppo@nTIkG XapTi. MNa auTOPATEG CUOKEUES EKTTAUGNCG,
TTPOYPUHHATIOTE TH CUOKEUTR OUPQWVA HE TIG 0BNYIEC TOU KATATKEUATTH.

MpooBeate 100 pl ouleukTIKOU AVTICWHATOG OTIG MIKPOKUWENIDEG.
EmrwdoTe e11i 30 Aemrrd (+ 5 AeTTTd) o€ Beppokpacia dwartiou.
EKTTAUVETE OAEG TIG HIKPOKUWEAIDES OTTWG OTO Bripa 7.

MpooBéate 100 pl ev{upikoU uTTOOTPLPATOG OE KABE KUWeAida e Tnv idla oglpd Kai pe Toug idloug
Xpovoug OTTwG To CUZEUKTIKG avTiowya.

EmrwaaoTe e11i 30 Aetrrd (£ 5 AeTTTd) O0€ Beppokpacia dwpariou.

MpooBeate 100 pl diaAlpatog TeppaTiopol oe KABE PIKPOKUWEAIDa pe TV idia geIpd Kal PE Toug idloug
Xpovoug OTTwg T0 eVIUMIKG uTTOOTPpWHA. AlaBdoTe TV amoppdenan evrdg 1 wpag armd Tny TTPoaBnKn
ToU SIGAUPATOG TEPUATIOHOU.

AlaBdaoTe TNV amoppd@non Kabe kuyeAidag oe pikog KUPaTog 405 nm XpnoIPOTTOIVTAG HIO CUOKEUR

avdyvwong TAakidiwy povou ry SImrAol prfikoug kUpatog 405/630 nm, évavTi Tou TU@AoU avTidpaaTnpiou
TTOU puBuioTNKE va £XEl aTToppOPnon undév.
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"EAgyxog mo16TNnTOg

¢ KABe avdAuon Ba Tpétel va xpnoigotrololvtal BadpovounTég, diaAlpaTa BeTIKOU Kal apvnTikoU €AEyXOU
Kal éva TUPAO avTIOPaOTNPiou, TTPOKEINEVOU VO ETIRERAIWVETAI N AKEPAIOTNTA Kal N akpiBeia Tng e¢€taong. H
pETpNoN ammoppdenong Tou TUPAoU avTidpaoTnpiou TTpétel va gival <0,3. O Babuovountig A TTpétel va dwoel
TIMA atroppdPnong Oxl HIKpoTepn atrd 1,0, SIapopeTIKA N avdAuon TTpETTel va eTavaAngBei. To didAupa apvnTikou
eAéyxou Trpétrel va dwoel TR <20 EU/mI. Edv n e€€taon dig€dyeTal 1g SITTAoUv, XpNOIMOTIOINCTE TN PEON TIUA TwV
OU0 PETPACEWY YIa va TTPOCSIOPICETE TN CUYKEVTPWON TWV avTIowUdTwy o€ EU/mI. Katd mn die§aywyr| TTOIOTIKWY
TTPOCJIOPICHWY, N amoppoéenon Tou Babuovountry D mpétrel va eival peyaAdtepn atmmd autAv Tou OIaAUPATOG
apvNTIKOU eAEyXOU Kal MIKPOTEPN ATTO AUTHV TOU SIGAUPATOG BETIKOU eAEyXOU. INa NUI-TTOCOTIKOUG TTPOCGSIoPICTUOUG,
10 dIGAUpQa BeTIKOU eAEyxOoU TTPETTEI va Oivel TIMEG EVTOG TOU EUPOUG TTOU avaypdA@ETal GTO @IaAidIo.

AIOTEAEZMATA

YmoAoyiopoi

O1 ouyKeVTPWOEIG TwV BEIYPATWY aoBevoUg ITTOPOUV va TTPoadIopIcToUV PE pia atmd Tig e€AG U0 ueBOdOUG:

1. [JOIOTIKOZ [ POZAIOPIZMO2

ATr/on g§eTalépevou deiyparog

X EU/]Tou BaBpovounti D = EU/I [ e§eTaldpevou deiypaTtog
Atr/on Tou BaBuovounTtn

2. HMI-[ OXOTIKOZ [\ POZAIOPIZMOZ

ATTeIKOViOTE O€ YpaPIKN TTapdoTaon TNV ammoppd®non Twv Babuovountwy A €wg kai D wg TTpog Tnv avTioToIxn
OUYKEVTPWON TOUG, O€ €va XAPTi ME YPAUMIKOUG dgoveg. ToTroBeTroTe oTOoV dova Twv X Tn ouykévipwaon o€ EU/mI
Kal oTov déova Twv Y Tnv amoppd@nan Kai oxedIAoTe TNV KAPTIUAN BEATIOTNG TTPOocapUOYNiS. MpoadiopioTe Tig
OUYKEVTPWOEIG TWV BEIYUATWY aoBevwy atTd TNV KAPTTUAN, O OXE€0N PE TIG AVTIOTOIXEG TIMEG ATTOPPOPNOTG TOUG.

2

O.D. @ 405/630nm

0
[ [T [ I I [
0 20 40 60 80 100 120 140 160

BaOuovountng

O1 £toipor TTpog Xpron BabuovounTtég cuuTrepIAAUBAvoVTal yia TOV NUI-TTOGOTIKO TTPOCGOIoPIoUO Kal TTPETTEl Va
XpnolgoTrolouvTal o€ KABe avdaAuan. Tuxov deiyuaTa aoBevidv TToU TTEPIEXOUV UWNASTEPQ ETTITTESA AVTICWHATWY
EVOEXETAI VO OWOOUV TIHEG ATTOPPOPNONG UWNAOTEPES aTTd aUTEG Tou BaBuovount A. MNa tov akpiBn TTpoodiopioud
TWV TIHWV NUI-TTOCOTIKOU TTPOC0dIopIoHoU, Ta OciyyaTta autd Ba TTpETTel va apaiwBolv TTepaITéEpw, £TOI WOTE
oTav eTavegeTaoTOUV VA EPTTITITOUV €VTOG TOU €UPOUG TNG KAUTTUANG BaBuovounong. MNa va TpoodiopiceTe Tn
ouykévipwaon og EU/mI, ToAQTTAQCIAOTE TIG JOVADEG TTOU TTPOKUTITOUV ETTI TO GUVTEAEDTH apaiwong.

Eppnveia

O1 TTapaKdTW TTANPOPOPIES TTAPEXOVTAI HOVOV WG 0BNYOG OTNV EPUNVEIQ TWV EPYACTNPIOKWY ATTOTEAECUATWY. To
KGBe epyacTripIo TTPETTEI va TTPOCBIOPIOE! TIG SIKEG TOU QUOIOAOYIKEG TIHEG. O1 TIUEG QUTEG EVOEXETAI VO TTOIKIANOUV
o€ KABe TTANBuCo PO TToU avaAUETal.
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Ty ouykévipwong avriowudTwy avti-ENA o EU/ml  Eppnveia

<20 EU/ml ApvnTikO
20-25 EU/mI AT1rpoodi6pIoTo (0pIaKd)
>25 EU/ml O¢eTIKO

DEPIOPIZMOI THZ AIAAIKAZIAZ

H avdAuon avtiowudtwy avti-ENA ImmuLisa™ dev Ba TTpéTrel va ekTeAEiTal o€ SeiyaTa TTOU £€XOUV UTTOOTEI JEYAAOU
BaBuou aiydAuan, o€ poAuauéva aTro piIKpoRIa A Airraiuikd dsiyuaTa. H pébodog autn Ba TTpETTel va XpnoIPoTToIEiTal
povo yia Tnv ggétaon delyudTwy opol avBpwtrou. H didyvwon dev TpéTmel va PacifeTal aTTOKAEIOTIKA OTO
atroteAéopaTa TnG avdaAuong ELISA.

ANAMENOMENEZ TIMEZ

H ouxvotnTa epedviong Twv avTiowudtwy Katd Twv ENA o€ 8idgopeg ouoTnUATIKEG VOOOUG TOU GUVOETIKOU 10TOU
ouvouyifeTal OToV TTAPOKATW TTiVOKA:

Al0yvwOoTIKA ONUOCIO TWV AVTICWHATWY KATA S1a@OpwV SIGAUTWYV TTUPNVIKWY AVTIYOVWV

lo6TUTTOG AVTIOWMATOG ZUCXETION ME TN VOOO

Sm SEA - 10-40%

RNP SEA - 20-30%
MNZI - 95-100%

SS-A (Ro) SEA- 15-33%
YAEA - 60%

EA veoyvwv - 100%

>uvdpopo Sjogren - 40-70%
SS-B (La) >EA-10-15%

YAEA - 25%

>0vdpopo Sjégren - 15-60%

2EN = ouotnuarikég epubnuarwdng AUkog
MNZI = pikty vooog ouvdeTiKoU 10ToU
YAEN = umroéug depuikos pubnuarwdng AUKOS

Znueiwon: H ouxvoetnTa TnG 18IKGTNTAG KABE AVTICWHATOG € WIa VOOO QVTITTPOCWTTEUEI GTOIXEIO TTOU GUAAEXBNKaV
atré 1n BIBAIoypagiad. H auxvotnta eu@aviong TToIKIAAEL, avdAoya Pe Tov TTANBUCUO aoBevwv.
XAPAKTHPIZTIKA A[JOAOZHZ

O1 avaAuoeig avtiowpdTwy avti-ENA ImmuLisa™ [Sm, RNP, SS-A (Ro) i SS-B (La)] cuykpiBnkav pe dAAa diabéaiua
OTO EPTTOPIO KIT avaAuoewv ELISA. 'Eva aUvoAo 67 opwv atmd £va KAIVIKO pyacThpIo ava@opdg avayvwpioTnKav
ME avooodidyxuon wg BETIKA ) apvnTikd yia Ta avTiowuarta avti-RNP, avti-Sm, avTi-SS-A (Ro) 4 avTti-SS-B (La).

O1 opoi auToi avaAubnkav cUp@wva pe Tn dladikaaia TToU TTPOTEIVETAI ATTd TOV TTAPOCKEUQOTH. Ta aTToTEAETUATA
ouvowilovTal OTOUG TTaPaKATW TTIVOKEG:

14



EL

ZUYKpIoN Twv HEBOSwyV ELISA yia Tnv aviyxveuon avTiowpdTtwy Katd Twv ENA

ImmuLisa™ RNP
O€TIKA Apvnrikd ZXOvolo

OeTIKA 11 0 1"
AANO  ApvnTikda 5 46 51
ZuvoAo 16 46 62

Zupowvia: 92%
Evaiobnaoia: 100%
EidikétnTa: 90%%

ImmuLisa™ Sm
OeTIKA ApvnTikd ZuUvolAo

OeTIKA 3 1 4
AANO  ApvnTiKd 5 53 58
ZuvoAo 8 54 62

Zupowvia: 90%
EvaioBnaoia: 75%
EidikétnTa: 91%

ImmuLisa™ SS-A (Ro)
OeTIKA ApvnTikd Zuvolo

OeTIKA 25 1 26
AANO  Apvnrikd 9 27 36
ZuvoAo 34 28 62

Zupowvia: 84%
Euvaiobnaoia: 96%
EidikétnTa: 75%

ImmuLisa™ SS-B (La)
OeTIKA ApvnTikd ZuUvoAo

OeTIKA 14 1 15
AANO  ApvnTiKd 5 42 47
ZUuvoAo 19 43 62

Zupowvia: 90%
Evaiobnaoia: 93%
EidikoTnTa: 89%

Avdloya pe TN ouyKEVTPWON TNG avaoAuduevnG ouaiag, 0 ouvTeAeOTAG TTOIKIAGTNTOG (CV) evidg oelpdg yia TV
avdAuon avriowpdTwy avti-ENA ImmuLisa™ eival 4-11%. O CV petagu oecipwy gival 4-10%.
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Ensayo ELISA para deteccil n de anticuerpos anti-ant/geno nuclear extra/ble (ENA)

IVD

“ PRESENTACI N

©
| M M CO 1126 Anticuerpos anti Sm/RNP (ENA) 96 an' lisis
—_— 1127 Anticuerpos anti-Sm (ENA) 96 anllisis
DIAGNOSTICS ) . -
— " 1128 Anticuerpos anti SS-A(Ro) (ENA) 96 anlisis
1129 Anticuerpos anti SS-B(La) (ENA) 96 anrlisis

USO PREVISTO

Enzimoinmunoensayo para la detecci n y cuantificacil n de anticuerpos IgG anti antigenos nucleares extrables
(ENA) [RNP, Sm, SS-A (Ro), o SS-B (La)] en suero humano. Los anticuerpos anti Sm son una herramienta
en el diagn( stico del lupus eritematoso sistl mico (LES). Los anticuerpos RNP contribuyen al diagn! stico de la
enfermedad mixta del tejido conectivo (MCTD) y LES. Los anticuerpos SS-A (Ro) y SS-B (La) son un auxilio en el
diagn(stico de LES, de lupus eritematoso cutl neo subagudo (LECS) y sindrome de Sjogren.

RESUMEN Y EXPLICACITN

Las ENA son complejos de ribonucleoprotelnas solubles (snurps). Se ha establecido que los auto anticuerpos contra
los diferentes ENA son de ayuda en el diagn!( stico y control de las enfermedades combinadas sistl micas del tejido
conectivo. Los anticuerpos anti-Sm son especificos de determinadas enfermedades y constituyen un marcador
del lupus eritematoso sist_ mico (LES); se detectan en aproximadamente el 30-40% de los pacientes afectados de
LES. Son raros en otras patologlas sist micas del tejido conectivo y, si est h presentes, indican un solapamiento
de la enfermedad o bien pacientes que todavia no satisfacen plenamente los criterios ARA para LES'®. Otros
anticuerpos, tales como los dirigidos contra SS-A (Ro), SS-B (La) y RNP no son especlficos de una enfermedad.
Los anticuerpos anti-RNP est[ n presentes en el 35-45% de los pacientes con LES y en m('s del 95% de pacientes
con enfermedad mixta del tejido conectivo (MCTD). Ocasionalmente se los encuentra tambil n en esclerodermia,
artritis reumatoide y LE inducido por medicamentos ™. En los pacientes con anticuerpos anti-RNP se registra
una incidencia menor de patologias renales en comparacil h con aquellos pacientes que presentan anticuerpos
anti-Sm. Los anticuerpos anti-SS-A (Ro) y anti-SS-B (La) se registran respectivamente en aproximadamente el 30-
40% y el 10-15% de pacientes con LES, y en el 60-70% y 40-60% respectivamente de pacientes con sindrome de
Sjogren. Los anticuerpos anti-SS-B (La) se presentan frecuentemente asociados con anticuerpos anti-SS-A (Ro).

Los anticuerpos anti-SS-A (Ro) est n presentes tambil n en el 60% de los pacientes afectados de LE cut neo
subagudo, en la mayoria de los casos de LE neonatal y en los dos tercios de pacientes de LES con deficiencia
de C2 1013,

Estos anticuerpos pueden detectarse por diferentes mitodos. Dadas las dificultades para obtener antigenos
ENA purificados, se ha utilizado ampliamente el m( todo de inmunodifusil h por gel. La inmunodifusil n manifiesta
suficiente especificidad, pero es un mitodo cualitativo que falla en la sensibilidad. Immco Diagnostics Inc.

pone a disposicil n antigenos ENA en forma altamente purificada y ha desarrollado un m(todo ELISA para la
deteccil n de anticuerpos ENA. La metodologla ELISA presenta muchas ventajas con respecto a la inmunodifusil n:
reduce los tiempos del ensayo, elimina la subjetividad individual en la lectura de los resultados, la cuantificacii n
se adquiere sin titulaciln de suero, se puede automatizar y se consigue mayor sensibilidad™.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

La prueba consiste en uninmunoensayo de fase s/ lida ligado a enzima (ELISA). Los pocillos se recubren con ant'genos
purificados RNP/Sm, Sm, SS-A (Ro) o SS-B (La); a continuacii n se bloquean los puntos que no han reaccionado
para reducir las uniones no especlficas..Controles, calibradores y muestra de suero del paciente se incuban en los
pocillos recubiertos de ant'geno, permitiendo que se unan los anticuerpos especificos anti-ENA presentes en el
suero. Los anticuerpos no unidos y dem!( s proteinas del suero se eliminan mediante lavado. Los anticuerpos unidos
se detectan mediante un conjugado de IgG antihumano marcado con un enzima al adido a los pocillos. El conjugado
que no se ha unido se elimina mediante lavado. Luego se al ade a los pocillos un substrato enzim!(tico especifico
(pNPP). La presencia de anticuerpos se detecta por el cambio de color provocado por la conversil n del substrato
pNPP. Se detiene la reaccil n y con un espectrofot metro se lee la intensidad del cambio de color, que es proporcional
a la concentraci’ n del anticuerpo. Los resultados se expresan en unidades ELISA (EU)/ml.
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En la prueba RNP los pocillos se revisten con antigeno Sm/RNP puesto que el antigeno RNP se encuentra
asociado con el anti[geno Sm. Por tanto, para calcular las EU/ml de RNP, es necesario determinar las EU/ml
de Sm para esa misma muestra de suero 1127) y restar este [ltimo valor de las EU/mI obtenidas con la
prueba de RNP 1126).

REACTIVOS

Conservaciln y preparacil n

Conserve los reactivos a 2-8°C. No los congele.

No utilice el reactivo si se presenta turbio o se advierten precipitados. En el momento de usarlos, los reactivos
tienen que estar a temperatura ambiente (20-25°C).

Las tiras de micropocillos recubiertos deben usarse una sola vez.

Conservado a 2-8°C, el tampl n de lavado reconstituido permanece estable hasta la fecha de caducidad indicada
en el kit. Reconstituya el tamp n de lavado hasta 1 litro con agua destilada o desionizada.

Precauciones

Para uso en diagn! stico in vitro. Todo suero de donante empleado para fabricar este producto ha sido analizado
mediante m[todos aprobados por FDA y resultl! negativo al anticuerpo anti HCV (HIV 1 e HIV 2), al antigeno de
superficie del virus de la hepatitis B (HBsAg) y al anticuerpo del virus de la hepatitis C (HCB). De todos modos, los
derivados de sangre humanay las muestras del paciente han de considerarse potencialmente infecciosos. Respl tense
las buenas pricticas de laboratorio para la conservaciln, dispensacin y eliminaciCn de estos materiales™.

ADVERTENCIA: la azida de sodio (NaN,) puede reaccionar con el plomo y el cobre de las tuber(as, dando origen
a azidas metllicas altamente explosivas. Despuls de utilizar los liquidos, lave con abundante agua para impedir
la acumulacil n de azida. La azida de sodio es t[ xica por ingesti'n. En caso de ingestil n accidental, informe de
inmediato al director del laboratorio 0 acuda a un centro de control de envenenamientos.

Para asegurar resultados vi lidos| es menester seguir las instrucciones exactamente como se presentan
en este prospecto. No mezcle los componentes del kit con componentes de otro origen o que no tengan el mismo
nCmero de catllogo de Immco Diagnostics Inc. Respete las buenas ti cnicas de laboratorio para reducir al
m(nimo la contaminacil n microbiana y quimica. No utilice el producto despul's de la fecha de caducidad.

Material suministrado

Ensayo para anticuerpos anti ENA (Sm/RNP) ImmuLisa™ 1126
Ensayo para anticuerpos anti ENA (Sm) ImmuLisa™ 1127
Ensayo para anticuerpos anti ENA [(SS-A (Ro)] ImmuLisa™ 1128
Ensayo para anticuerpos anti ENA [SS-B (La)] ImmuLisa™ 1129

Cada kit contiene reactivos suficientes para efectuar 96 anl lisis.

12x 8 [ MICROPLATE | ENA | Microplaca con micropocillos individuales separables recubiertos
con antigeno ENA.

1x1.5ml [CALIBRATOR|[A|ENA|*1 Calibrador A listo para usar (tapa verde). Suero humano con
anticuerpos anti ENA.

1x1.5ml [CALIBRATOR|B[ENA |*1 Calibrador B listo para usar (tapa morada). Suero humano con
anticuerpos anti ENA.

1x1.5ml [CALIBRATOR|[C|ENA|*1 Calibrador C listo para usar (tapa alul). Suero humano con
anticuerpos anti ENA.
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1x1.5ml [CALIBRATOR|[D|ENA|**

1x1.5ml [CONTROL[+[ENA|**

1x1.5ml [goNTROL )"

1x12ml [19G-CONJ [ ALKPHOS |*

1x60ml [y
1x12ml [ SUBSTRATE |*

1x12 ml
2 [BUF [WASH

* Contiene < 0.1% NaN,

Calibrador D listo para usar (tapa amarilla). Suero humano con
anticuerpos anti ENA.

Control positivo listo para usar (tapa rola). Contiene suero
humano con anticuerpos anti ENA.

Control negativo listo para usar (fapa blanca). Contiene suero
humano.

Conjugado anti humano con fosfatasa alcalina listo para usar.
Color rosado.

Diluyente de suero listo para usar. Color azul.

Substrato enzim| tico listo para usar. Contiene pNPP. Prot! jase
de la luz.
Soluciln Stop lista para usar.

Tampln de lavado en polvo. Reconstituir cada unidad hasta un
litro.

T El kit contiene componentes con microplacas recubiertas del antigeno adecuado, controles positivos a anticuerpos
y calibradores. En las etiquetas, en lugar de “ENA” se indica el antigeno o anticuerpo especifico: “RNP” para

1126, “Sm” para 1127, “RO” para 1128 y “LA” para 1129.

Simbolos utilizados en las etiquetas:
NCmero de lote

N[mero de catllogo

Fecha de caducidad
Temperatura de conservacil n

L anse las instrucciones de uso

Para diagn(stico in vitro

Fabricante

4R [FB> =[5

NCmero de an(lisis

Materiales necesarios no suministrados

e Agua desionizada o destilada

* Botella dispensadora para el tampln de lavado diluido, o bien lavador autom(tico de microplacas con

capacidad de 200 pl

* Puntas de pipetas desechables

Pipetas con capacidad de 5 pl a 1000 pl

e Tubos de ensayo limpios 12 x 75 mm y gradilla de ensayo

e Temporizador
* Papel absorbente

* Lector de microplaca para lectura de valores de absorbancia a 405 nm. Si se dispone de un lector de doble
longitud de onda, el filtro de referencia debe regularse en 600-650 nm.
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RECOGIDA Y MANIPULACI[IN DE MUESTRAS

Para este procedimiento se han de utilizar Unicamente muestras de suero. No se deben utilizar muestras muy
hemolizadas, lipémicas o contaminadas por microbios porque interferirian en el desarrollo del ensayo. Conserve
las muestras a 2°- 8°C no mas de una semana. Si se han de conservar por mas tiempo, es necesario congelarlas.
Evite congelar y descongelar repetidamente las muestras.

PROCEDIMIENTO

Advertencias preliminares
* Lea detenidamente estas instrucciones antes de comenzar el analisis.

* Deje que los reactivos y las muestras se estabilicen a temperatura ambiente antes de dar comienzo a la
prueba. Vuelva a poner de inmediato en la nevera los materiales y muestras no utilizados.

*  Prepare todas las diluciones de las muestras del paciente antes de comenzar el andlisis.

* Una buena técnica de lavado es crucial. Si efectia el lavado manualmente, rocie toda la microplaca con un
fuerte chorro de solucion de lavado, utilizando una botella de boca ancha. Se recomienda el uso de un
lavador autom(tico de microplacas.

* Use una pipeta multicanal que pueda servir simultaneamente 8 pocillos; de este modo se agiliza el proceso y
el tiempo de incubacion es mas uniforme.

* Es importante controlar bien el tiempo. El periodo de incubacion empieza después de dispensar los
reactivos.

* Las muestras y reactivos deben afiadirse a la misma velocidad y en la misma secuencia.

* Saque las tiras de pocillos de su sobre y ciérrelo cuidadosamente para evitar condensacion en los pocillos no
utilizados. Vuelva a ponerlo de inmediato en la nevera.

Procedimiento del ensayo

Paso 1 Los reactivos deben estar a temperatura ambiente.

Paso 2 Sefiale en la hoja de protocolo la colocacion de la muestra en la microplaca. Es buena practica de
laboratorio analizar las muestras por duplicado.

Paso 3 Para la determinaciln cualitativa, use Unicamente el Low Calibrator D (vial de tapa amarilla) listo
para usar. Para la determinacil n semi cuantitativa use los calibradores de A a D listos para
usar como se muestra en el ejemplo siguiente:

DETERMINACICIN CUALITATIVA DETERMINACITIN SEMI CUANTITATIVA

A w55 A o 52
B neciis6 B ineelis3
C POS | §7 C POS || S4
D C[/)AL 58 D C:L S5
E s1 9 E S s6
F s2s10 F % s
G 3 811 G 9 s8
H 's4 812 H s s9
1 2 3 4 1 2 3 4
Paso 4 Prepare una dilucion de 1:101 de la muestra del pacientel mezclando 5 pl de sie(1/c(110,5 ml

de diluyente de suero. Mezcle bien.
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Paso 5

Paso 6

Paso 7

Paso 8

Paso 9

Paso 10
Paso 11
Paso 12

Paso 13
Paso 14

Paso 15

Coja los pocillos necesarios del sobre, ciérrelo bien y péngalo nuevamente en la nevera de inmediato.
Ponga los pocillos en el soporte suplementario.

Pipetee 100 ul de calibrador listo para usar, controles positivo y negativo y muestras de paciente en
los correspondientes pocillos, como se indica mas arriba en el esquema.

Nota: Incluya un pocillo con 100 pl de diluyente de suero como blanco de reactivo. Ponga el lector
ELISA en cero con respecto al blanco de reactivo. La absorbancia de este pocillo no debe ser superior
a 0,3 leida contra el aire.

Incube 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.

Lave 4 veces con el tampén de lavado. Para lavado manual, llene cada pocillo con el tampén de
lavado reconstituido. Elimine el liquido invirtiendo y sacudiendo el pocillo, o bien aspire el liquido de
cada pocillo. Al terminar el ultimo lavado, invierta las tiras y sacudalas enérgicamente sobre papel
absorbente. Si utiliza un lavador automatico, programe el ciclo de lavado siguiendo las instrucciones
del fabricante.

Pipetee 100 pl de conjugado en los pocillos.
Incube 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.
Lave los pocillos repitiendo el paso 8.

Pipetee 100 ul de substrato enzimatico en cada pocillo, en la misma secuencia y tiempos del
conjugado.

Incube 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.

Pipetee 100 ul de solucién Stop en cada pocillo, en la misma secuencia y tiempos en que afiadié
el substrato enzimatico. Lea la absorbancia en el plazo de una hora después de haber afiadido la
solucion Stop.

Lea la absorbancia de cada pocillo a 405 nm mediante un lector de microplacas de longitud de onda
simple o doble 405/630nm comparandola con el blanco de reactivo regulado en absorbancia cero.

Control de Calidad

En cada ensayo es necesario procesar calibradores, controles positivo y negativo y un blanco de reactivo para
comprobar la integridad y precision del analisis. La lectura de absorbancia del blanco de reactivo debera ser <0,3. La
lectura de absorbancia del calibrador A no debe ser inferior a 1,0; de lo contrario sera necesario repetir el analisis. El
control negativo debe ser <20 EU/mI. Si el analisis se efectla por duplicado, se tomara la media de ambas lecturas
para determinar las EU/ml. Cuando se efectian determinaciones cualitativas, la absorbancia del calibrador D debe
ser superior a la del control negativo e inferior a la absorbancia del control positivo. En las determinaciones semi
cuantitativas, los valores del control positivo deben estar dentro de los limites establecidos en el vial.

RESULTADOS

Calculo

Las concentraciones en la muestra del paciente se pueden determinar mediante dos métodos:
1. DETERMINACION CUALITATIVA

Abs. de muestra analizada

X EU/ml de calibrador D = EU/ml muestra analizada

Abs. de calibrador
2. DETERMINACION SEMI CUANTITATIVA

Registre la absorbancia de los calibradores A a D en relacion a sus respectivas concentraciones en una hoja de
papel milimetrado. Registre la concentracion en EU/ml en el eje X contra la absorbancia en el eje Y y trace la curva
que mejor se adapte. Determine las concentraciones de la muestra del paciente segun la curva comparandola con
su correspondiente valor de absorbancia.
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Calibrador

Los calibradores listos para usar proporcionan la semi cuantificacion y deben utilizarse en todos los ensayos. Las
muestras de pacientes que contengan niveles altos de anticuerpos podrian dar valores de absorbancia superiores a
los del calibrador A. Para determinar con precision los valores semi cuantitativos, las muestras con esas caracteristicas
deben volverse a diluir, de modo que queden dentro de los limites de la curva del calibrador al ser analizadas
nuevamente. Para determinar las EU/mI, multiplique las unidades obtenidas por el factor de dilucion.

Interpretacion

La informacion siguiente se da unicamente a titulo de guia para la interpretacion de los resultados de laboratorio.
Cada laboratorio establecera sus propios valores normales, que podrian variar segun la poblacion examinada.

Valor anti ENA EU/mlI Interpretacion

<20 EU/mI Negativo

20-25 EU/mlI Incierto (valores limite)
>25 EU/mI Positivo

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

El ensayo anti ENA ImmuLisa™ no debe efectuarse en muestras muy hemolizadas, contaminadas por microbios
o lipémicas. Este método debe utilizarse unicamente para analizar muestras de suero humano. El diagnéstico no
debe basarse solamente en los resultados del ensayo ELISA.

VALORES ESPERADOS

La incidencia de anticuerpos ENA en varias patologias sistémicas del tejido conectivo se resume en la siguiente
tabla:

Importancia diagnéstica de anticuerpos contra diferentes antigenos nucleares solubles

Isotipo de anticuerpo Asociacion con la dolencia

Sm LES - 10-40%
RNP LES - 20-30%
MCTD - 95-100%

SS-A (Ro) LES - 15-33%
SCLE - 60%

LE Neonatal - 100%

Sindrome de Sjoégren - 40-70%

SS-B (La) LES - 10-15%
SCLE - 25%

Sindrome de Sjégren - 15-60%

LES = lupus eritematoso sistémico
MCTD = enfermedad mixta del telido conectivo
SCLE = lupus eritematoso cutl neo subagudo
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Nota: La frecuencia de especificidad de cada anticuerpo en una enfermedad resulta de datos tomados de la
literatura®. La incidencia varia segun la poblacién de pacientes.

CARACTERISTICAS DE EJECUCION

Los ensayos ImmuLisa™ para deteccion de anticuerpos anti ENA [Sm, RNP, SS-A (Ro) o SS-B (La)] se compararon
con otros ensayos ELISAdisponibles en comercio. Mediante inmunodifusion se identificaron 67 sueros procedentes
de un laboratorio clinico de referencia, indicandolos como positivos o negativos a anticuerpos anti-RNP, anti-Sm,
anti-SS-A (Ro) o anti-SS-B (La).

Dichos sueros se analizaron siguiendo el procedimiento indicado por el fabricante. Los resultados se resumen en
las siguientes tablas.
Comparacion de métodos ELISA para deteccion de anticuerpos anti ENA
ImmuLisa™ RNP
Positivo Negativo Total

Positivo 11 0 1
OTRO Negativo 5 46 51
Total 16 46 62

Correspondencia: 92%
Sensibilidad: 100%
Especificidad: 90%

ImmuLisa™ Sm
Positivo Negativo Total

Positivo 3 1 4
OTRO Negativo 5 53 58
Total 8 54 62

Correspondencia: 90%
Sensibilidad: 75%
Especificidad: 91%

ImmuLisa™ SS-A (Ro)
Positivo Negativo Total

Positivo 25 1 26
OTRO Negativo 9 27 36
Total 34 28 62

Correspondencia: 84%
Sensibilidad: 96%
Especificidad: 75%

ImmuLisa™ SS-B (La)
Positivo Negativo Total

Positivo 14 1 15
OTRO Negativo 5 42 47
Total 19 43 62

Correspondencia: 90%
Sensibilidad: 93%
Especificidad: 89%

Segun la concentracion del analito, el coeficiente de variacion (CV) intraensayo del analisis ImmuLisa™ de
deteccién de anticuerpos anti-ENA es del 4-11%. El CV interensayo es de 4-10%.
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ELISA flr Antik  rper gegen extrahierbare nuklel re Antigene (ENA)

7'\
‘ BEIPACKTEXT

©
| M M CO 1126 Anti-ENA-Anti T rpertest (Sm/RNP) 96 Bestimmungen

DIAGNOSTICS |REF| 1127 Anti-ENA-Antil I rpertest (Sm) 96 Bestimmungen
REF| 1128 Anti-ENA-Anti I rpertest (SS-A (Ro)) 96 Bestimmungen
1129 Anti-ENA-Anti T rpertest (SS-B (La)) 96 Bestimmungen

VERWENDUNGS WECK

Enzymgekoppelter Immunabsorptionstest (ELISA) fir den Nachweis und die quantitative Bestimmung von IgG-
Antikérpern gegen extrahierbare nuklel re Antigene (ENA) (RNP, Sm, SS-A/Ro oder SS-B/La) in Humanserum.
Antikdrper gegen Sm helfen bei der Diagnose von systemischem Lupus erythematodes. RNP-Antikdrper helfen bei
der Diagnose von Mischkollagenose (MCTD) und SLE. SS-A/Ro- und SS-B/La-Antikérper helfen bei der Diagnose
von SLE, subakutem kutanen Lupus erythematodes (SCLE) und Sjégren-Syndrom.

CTUSAMMENFASSUNG UND ERKLT'RUNG

ENA sind I6sliche Ribonukleoproteinkomplexe (Snurps). Autoantikdrper gegen verschiedene ENA haben sich als
wertvoll f rdie Diagnose und [ lberwachung von verschiedenen systemischen Bindegewebserkrankungen erwiesen.
Anti-Sm-Antikdrper sind krankheitsspezifisch und sind daher ein Marker f( r systemischen Lupus erythematodes
(SLE). Antikdrper gegen Sm treten in etwa 30-40% von SLE-Patienten auf. Sie erscheinen nur selten mit anderen
systemischen Bindegewebserkrankungen, und ihr Auftreten zeigt in diesem Fall entweder ein [Iberschneiden von
Krankheiten oder Patienten, die die ARA-Kriterien fi.r SLE noch nicht erf(lit haben, an'®. Andere Antikdrper, z.B.
gegen SS-A/Ro, SS-B/La und RNP, sind nicht krankheitsspezifisch. Antikérper gegen RNP treten in 35-45% von
Patienten mit SLE und [ber 95% von Patienten mit Mischkollagenose (MCTD) auf. Sie erscheinen gelegentlich
auch bei Sklerodermie, rheumatoider Arthritis und medikamenteninduziertem LE"¢. Im Vergleich mit Patienten mit
Anti-Sm-Antikérpern weisen Patienten mit Anti-RNP-Antikdrpern eine geringere Hl ufigkeit von Nierenkrankheiten
auf. Antikérper gegen SS-A/Ro und SS-B/La treten in etwa 30-40% bzw. 10-15% von SLE-Patienten und 60-70%
bzw. 40-60% von Patienten mit Sjégren-Syndrom auf. Antikérper gegen SS-B/La treten hlufig gemeinsam mit
Antikdrpern gegen SS-A/Ro auf.

Antikérper gegen SS-A/Ro treten auch in 60% von Patienten mit subakutem kutanen LE, in fast allen F(llen von
neonatalem LE und in zwei Dritteln der SLE-Patienten mit C2-Mangel auf'®-'3.

Diese Antikdrper kdnnen mit verschiedenen Methoden nachgewiesen werden. Aufgrund der Schwierigkeit, ENA-
Antigene in gereinigter Form zu erhalten, ist die Gel-Immunodiffusionsmethode weit verbreitet. Immunodiffusion
bietet eine ausreichende Spezifit/ t, ist jedoch eine qualitative Methode mit unzureichender Sensitivit' t. Immco
Diagnostics Inc. stehen ENA-Antigene in stark gereinigter Form zur Verfl gung, und die Firma hat eine ELISA-
Methode fir den Nachweis von ENA-Antikérpern entwickelt. Die ELISA-Technik bietet viele Vorteile gegen’ber
der Immunodiffusion: Die Testdurchf hrungszeiten sind verringert, individuelle Subjektivitt beim Ablesen der
Ergebnisse wird eliminiert, die quantitative Bestimmung wird ohne Serumtitrierung erreicht, Automatisierung ist
moglich und es wird eine gréere Sensitivit[ t erreicht™.

TESTPRINCIP

Der Test wird als Festphasen-ELISA durchgefl hrt. Mikrotiterplattenvertiefungen werden mit gereinigten RNP/Sm-
, Sm-, SS-A/Ro- oder SS-B/La-Antigenen beschichtet, und die unreagierten Stellen werden blockiert, um die nicht-
spezifische Bindung zu reduzieren. Kontrollseren, Kalibratoren und Serumproben vom Patienten werden in den
antigenbeschichteten Vertiefungen inkubiert; dies erlaubt die Bindung der im Serum vorhandenen spezifischen Anti-
ENA-Antikorper. Nicht-gebundene Antikdrper und andere Serumeiweil le werden durch Waschen der Vertiefungen
entfernt. Gebundene Antikérper werden durch Zugabe eines enzymmarkierten Anti-human-lgG-Konjugats in die
Vertiefungen nachgewiesen. Nicht-gebundenes Konjugat wird durch Waschen entfernt. Anschlie(lend wird ein
spezifisches Enzymsubstrat (pNPP) in die Vertiefungen gegeben. Das Vorhandensein von Antikérpern wird mittels
einer Farbvernderung festgestellt, die durch die Umwandlung des pNPP-Substrats entsteht. Die Reaktion wird
gestoppt, und die Intensit' t der Farbveri nderung, welche proportional zur Konzentration der Antikérper ist, wird
mit einem Spektrophotometer gemessen. Die Ergebnisse werden in ELISA-Einheiten (EU)/ml angegeben.
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Beim RNP-Test wird ein Sm/RNP-Antigen zur Beschichtung der Vertiefungen verwendet, da das RNP-Antigen
in Verbindung mit dem Sm-Antigen auftritt. Daher m(ssen flr die Berechnung der EU/mI fir RNP in derselben
Serumprobe die EU/mI fir Sm bestimmt werden 1127); dieser Wert wird von den mit dem RNP-Testkit
1126) erhaltenen EU/ml abgezogen.

REAGENTIEN

Lagerung und [ubereitung
Alle Reagenzien bei 2-8 °C lagern. Nicht einfrieren.

Verwenden Sie das Reagenz nicht, falls es trlb ist oder Partikel enth(It. Alle Reagenzien missen vor der
Anwendung auf Raumtemperatur (20-25 °C) gebracht werden.

Die beschichteten Mikrotitervertiefungsstreifen sind nur zur einmaligen Anwendung bestimmt.

Bei Lagerung bei 2-8 °C ist der rekonstituierte Waschpuffer bis zum Verfallsdatum des Kits haltbar. Rekonstituieren
Sie den Waschpuffer mit destilliertem oder entionisiertem Wasser.

Vorsichtsmalnahmen

In-vitro-Diagnostikum. Alle Bestandteile menschlicher Herkunft wurden mit von der FDA vorgeschriebenen Tests
auf HbsAg, HCV, HIV-1 und -2 und HTLV-I getestet und fL.r negativ befunden. Auf menschlichem Blut basierende
Produkte sowie Patientenproben sollten jedoch als potentiell infektids angesehen werden. Befolgen Sie bei der
Lagerung, Verteilung und Entsorgung dieser Materialien die Regeln der Guten Laborpraxis.

WARNUNG — Natriumatlid (NaN,) kann mit Blei- und Kupferrohren reagieren und dabei hochexplosive Metallazide
bilden. Spilen Sie bei der Entsorgung von Flissigkeiten mit reichlich Wasser nach, um eine Anhdufung von
Azid zu vermeiden. Natriumazid kann giftig sein, wenn es verschluckt wird. Bei Verschlucken muss sofort der
Laborleiter oder die Vergiftungszentrale informiert werden.

Die Anweisungen sollten genau wie in diesem Beipacktext dargestellt befolgt werden, um giltige Ergebnisse
sicherzustellen. Tauschen Sie Kitbestandteile nicht gegen Produkte aus anderen Quellen aus, sondern nur gegen
Produkte von Immco Diagnostics Inc. mit derselben Bestellnummer. Befolgen Sie die Gute Laborpraxis,

um beim Umgang mit Reagenzien mikrobielle Verunreinigungen und Verschleppungen so gering wie mdglich zu
halten. Nicht nach dem auf dem Etikett angegebenen Verfallsdatum verwenden.

Mitgelieferte Materialien

ImmuLisa™ Anti-ENA-Antikorpertest (Sm/RNP) [REF] 1126
ImmuLisa™ Anti-ENA-Antikérpertest (Sm) [REF] 1127
ImmuLisa™ Anti-ENA-Antikérpertest (SS-A (Ro)) [REF] 1128
ImmuLisa™ Anti-ENA-Antikérpertest (SS-B (La)) [REF] 1129

Die Kits enthalten ausreichend Reagenzien zur Durchflihrung von jeweils 96 Bestimmungen.

12x8 [ MICROPLATE | ENA | Mikrotiterplatte mit einzeln abbrechbaren Mikrotitervertiefungen,
mit ENA-Antigen beschichtet

1x1.5ml [CALIBRATOR|A|ENA|*1 Gebrauchsfertiger Kalibrator A (griine Kappe). Humanserum mit
Antikérpern gegen ENA.

1x1.5ml [CALIBRATOR |B|ENA |** Gebrauchsfertiger Kalibrator B (lila Kappe). Humanserum mit
Antikérpern gegen ENA.

1x1.5ml [CALIBRATOR|C|ENA]*! Gebrauchsfertiger Kalibrator C (blaue Kappe). Humanserum mit
Antikdrpern gegen ENA.
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1x1.5ml |CALIBRATOR|D[ENA |*t

1x1.5ml [CONTROL |+[ENA|**

1x1.5mi [CONTROL]-]"

1x12 ml

| 1gG-CONJ | ALKPHOS | * 1

1x60ml [DIL]*
1x12ml [ SUBSTRATE |*

1x12ml
2x | BUF [ WASH |

* Enthélt < 0,1% NaN,

Gebrauchsfertiger Kalibrator D (gelbe Kappe). Humanserum mit
Antikérpern gegen ENA.

Gebrauchsfertiges positives Kontrollserum (rote Kappe).
Humanserum mit Antikérpern gegen ENA.

Gebrauchsfertiges negatives Kontrollserum (weil3e Kappe).
Enthalt Humanserum.

Gebrauchsfertiges Anti-human-alk.-Phos.-Konjugat.
Farbkennzeichnung rosa.

Gebrauchsfertiger Serumverd( nner. Farbkennzeichnung blau.
Gebrauchsfertiges Enzymsubstrat. Enthalt pNPP. Vor Licht
schltzen.

Gebrauchsfertige Stoppl(isung.

Waschpuffer in Pulverform. Auf jeweils einen Liter
rekonstituieren.

T Die Kits enthalten Bestandteile mitden angemessenen antigenbeschichteten Mikrotiterplatten, positiven Kontrollseren
und Kalibratoren. Anstelle von [ENA® ist auf den Etiketten das spezifische Antigen bzw. der spezifische Antikdrper

angegeben: [RNP* fiir [REF] 1126, 'Sm" fur 1127, TRO" fur 1128 und (L A“ fur 1129.

Auf den Etiketten verwendete Symbole:

Chargennummer

Bestellnummer
Verwendbar bis
Lagerungstemperatur
Gebrauchsanleitung lesen
In-vitro-Diagnostikum

Hersteller

R [FB ~w[GJ

Anzahl an Tests

Ben! tigte, nicht mitgelieferte Materialien
* Entionisiertes oder destilliertes Wasser

e Spritzflasche fur den verdiinnten Waschpuffer oder automatischer Mikrotiterplattenwascher mit einer

Verteilungskapazitat von 200 pl

Pipetten mit einem Volumenbereich von 5 pl bis 1000 ul

* Pipettenspitzen zur einmaligen Verwendung
e Saubere Probenréhrchen 12 x 75 mm und Rdhrchenhalter

»  Stoppuhr
*  Saugfahiges Papier

* Mikrotiterplattenreader, der Extinktionswerte bei 405 nm ablesen kann. Falls ein Mikrotiterplattenreader mit
doppelter Wellenldnge verwendet wird, sollte der Referenzfilter auf 600-650 nm eingestellt werden.
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PROBENENTNAHME UND -HANDHABUNG

Fur dieses Verfahren sollten nur Serumproben verwendet werden. Stark hamolysierte, lipamische oder mikrobiell
verunreinigte Proben kénnen die Leistung des Tests beeinflussen und sollten nicht verwendet werden. Lagern Sie
die Proben héchstens eine Woche lang bei 2-8 °C. Zur langeren Aufbewahrung sollten Serumproben eingefroren
werden. Vermeiden Sie ein wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Proben.

VERFAHREN

Hinweise zum Verfahren
* Lesen Sie sorgfaltig den Beipacktext, bevor Sie mit dem Test beginnen.

*  Warten Sie vor Beginn des Testverfahrens, bis die Serumproben und Testreagenzien Raumtemperatur erreicht
haben. Stellen Sie alle nicht verwendeten Proben und Reagenzien sofort nach der Anwendung wieder in den
Kuhlschrank.

* Alle Verdinnungen der Patientenproben sollten vor Beginn des Tests vorbereitet werden.

» Eine gute Waschmethode ist unerlasslich. Wenn von Hand gewaschen wird, erreichen Sie eine angemessene
Spilung, indem Sie eine Waschflasche mit einer breiten Dise verwenden und einen starken Strahl Waschpuffer
Uber die gesamte Mikrotiterplatte spritzen. Die Anwendung eines automatischen Mikrotiterplattenwaschers
wird empfohlen.

* Verwenden Sie eine Multikanalpipette, die gleichzeitig in 8 Vertiefungen pipettieren kann. Dies beschleunigt
das Verfahren und resultiert in gleichmaRigeren Inkubationszeiten.

« Fur alle Schritte ist eine sorgféaltige Kontrolle der zeitlichen Koordinierung wichtig. Alle Inkubationszeitraume
beginnen, sobald das Zufiigen der Reagenzien abgeschlossen ist.

+ Das Zuflugen aller Proben und Reagenzien sollte mit derselben Geschwindigkeit und in derselben Reihenfolge
erfolgen.

« Entnehmen Sie dem Beutel die benétigte Anzahl an Mikrotitervertiefungsstreifen; verschlieRen Sie dann den
Beutel sorgféltig, um Kondensation in den nicht verwendeten Vertiefungen zu vermeiden. Legen Sie den
Beutel sofort wieder in den Kiihlschrank.

Testmethode
Schritt 1 Lassen Sie alle Reagenzien und Proben Raumtemperatur erreichen.

Schritt2  Verwenden Sie den Protokollbogen, um die Positionen der Proben in den Vertiefungen zu notieren.
Es entspricht der Guten Laborpraxis, Proben zweifach zu testen.

Schritt 3  Verwenden Sie fir eine qualitative Bestimmung nur den gebrauchsfertigen niedrigen Kalibrator D
(FI''schchen mit gelber [lappe).
oder Verwenden Sie fir eine semi-quantitative Bestimmung die gebrauchsfertigen Kalibratoren A
bis D, wie in der Probenanordnung unten angezeigt.

QUALITATIVE BESTIMMUNG SEMI-QUANTITATIVE BESTIMMUNG
A o 55 A w52
B NEG || S6 B NEG| 83
C rosiis7 C rosi 54
D < ss D %iss
E s1 59 E < s
F s2 810 F ¢ s7
G 83 811 G D 8
H s4 812 H s s9
1 2 3 4 1 2 3 4
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Schritt 4

Schritt 5

Schritt 6

Schritt 7
Schritt 8

Schritt 9

Schritt 10
Schritt 11
Schritt 12

Schritt 13
Schritt 14

Schritt 15

Verdliinnen Sie die Patientenprobe im Verhéltnis 1:101, indem Sie 5 pl des Serums in 0,5 ml
Probenverdiinner pipettieren. Gut mischen.

Entnehmen Sie dem Beutel die bendétigte Anzahl Vertiefungen und legen Sie die nicht verwendeten
Streifen im versiegelten Beutel wieder in den Kuhlschrank. Setzen Sie die Vertiefungen sicher in den
mitgelieferten Halter ein.

Pipettieren Sie 100 pl der gebrauchsfertigen Kalibratoren, positiven und negativen Kontrollseren
sowie der Patientenproben wie auf der obigen Probenanordnung angezeigt in die entsprechenden
Vertiefungen.

Anmerkung: Geben Sie in eine Vertiefung 100 pl Serumverdinner als Blindprobe. Stellen Sie den
ELISA-Reader gegen diese Blindprobe auf Null. Die gegen Luft abgelesene Extinktion der Blindprobe
sollte nicht groRer als 0,3 sein.

Inkubieren Sie 30 Minuten (+ 5 Minuten) lang bei Raumtemperatur.

Waschen Sie 4x mit Waschpuffer. Wenn Sie manuell waschen, fillen Sie jede Vertiefung mit
rekonstituiertem Waschpuffer. Entfernen Sie die Flussigkeit, indem Sie jede Vertiefung umdrehen und
deren Inhalt ausklopfen, oder indem Sie die FlUssigkeit aus jeder Vertiefung absaugen. Drehen Sie
zum Trocknen am Ende des letzen Waschens die Streifen um und klopfen Sie Uber saugfahigem Papier
kraftig auf die Vertiefungen. Wenn Sie einen automatischen Wascher verwenden, programmieren Sie
diesen entsprechend den Anweisungen des Herstellers.

Pipettieren Sie 100 pl Konjugat in die Vertiefungen.
Inkubieren Sie 30 Minuten (+ 5 Minuten) lang bei Raumtemperatur.
Waschen Sie alle Vertiefungen wie in Schritt 8 beschrieben.

Pipettieren Sie 100 yl Enzymsubstrat in jede Vertiefung; gehen Sie dabei in derselben Reihenfolge
und mit derselben Geschwindigkeit vor wie beim Konjugat.

Inkubieren Sie 30 Minuten (+ 5 Minuten) lang bei Raumtemperatur.

Pipettieren Sie 100 pl Stopplésung in jede Vertiefung; gehen Sie dabei in derselben Reihenfolge
und mit derselben Geschwindigkeit vor wie beim Hinzufiigen des Enzymsubstrats. Lesen Sie den
Extinktionswert innerhalb 1 Stunde nach Hinzufiigen der Stopplésung ab.

Lesen Sie die Extinktion jeder Vertiefung bei 405 nm gegen die Blindprobe, fiir die der Extinktionswert
Null eingestellt wurde, ab; verwenden Sie einen Mikrotiterplattenreader mit einer einzigen Wellenldnge
oder mit einer doppelten Wellenldnge von 405/630 nm.

Qualit tskontrolle

Bei jedem Testlauf missen Kalibratoren, positive und negative Kontrollseren und eine Blindprobe mitgetestet
werden, um die Unverfalschtheit und Genauigkeit des Tests zu Gberprifen. Der Extinktionswert der Blindprobe
sollte <0,3 sein. Kalibrator A sollte einen Extinktionswert von mindestens 1,0 haben, anderenfalls muss der
Test wiederholt werden. Der Wert des negativen Kontrollserums muss <20 EU/ml sein. Falls der Test doppelt
durchgefihrt wurde, sollte der Mittelwert der beiden Messungen verwendet werden, um die EU/ml zu bestimmen.
Bei der Durchfihrung von qualitativen Bestimmungen muss die Extinktion von Kalibrator D grofer als die des
negativen Kontrollserums und kleiner als die Extinktion des positiven Kontrollserums sein. Fir semi-quantitative
Bestimmungen missen die Werte des positiven Kontrollserums innerhalb des auf dem Flaschchen angegebenen
Bereichs liegen.

ERGEBNISSE

Berechnungen

Die Konzentrationen der Patientenproben kénnen mit einer der beiden folgenden Methoden bestimmt werden:
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1. QUALITATIVE BESTIMMUNG

Ext. der Testprobe
X EU/mI von Kalibrator D = EU/ml Testprobe

Ext. von Kalibrator

2. SEMI-QUANTITATIVE BESTIMMUNG

Tragen Sie aufkariertem Millimeterpapier die Extinktionen der Kalibratoren Abis D gegen ihre jeweilige Konzentration
auf. Tragen Sie die Konzentration in EU/mI auf der X-Achse gegen die Extinktion auf der Y-Achse auf und zeichnen
Sie die passendste Kurve. Bestimmen Sie auf der Kurve die Konzentrationen der Patientenproben gegen ihre
entsprechenden Extinktionswerte.

O.D. @ 405/630nm

0

[T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Kalibrator

Die gebrauchsfertigen Kalibratoren sind im Kit enthalten, um die semi-quantitative Bestimmung zu ermdglichen;
sie mussen bei jedem Testlauf verwendet werden. Patientenproben mit hohen Antikdrperspiegeln kdénnen
héhere Extinktionswerte aufweisen als Kalibrator A. Um genaue semi-quantitative Werte bestimmen zu kdnnen,
sollten solche Proben nochmals verdiinnt werden, damit sie bei einem erneuten Test innerhalb des Bereichs der
Kalibratorenkurve fallen. Um die EU/ml zu bestimmen, missen Sie den erhaltenen Wert mit dem Verdiinnungsfaktor
multiplizieren.

Interpretation

Die folgenden Angaben dienen nur als Leitfaden bei der Interpretation der Ergebnisse. Jedes Labor muss seine
eigenen Normalwerte festlegen. Diese kénnen je nach der untersuchten Patientenpopulation schwanken.

Anti-ENA-Wert in EU/ml Interpretation
<20 EU/ml negativ
20-25 EU/mlI unbestimmt (Grenzbereich)
>25 EU/ml positiv

EINSCHRIINKUNGEN DES VERFAHRENS

Der ImmuLisa™ Anti-ENA-Test sollte nicht an stark hdmolysierten, mikrobiologisch verunreinigten oder lipdmischen
Proben durchgefihrt werden. Diese Methode sollte nur verwendet werden, um menschliche Serumproben zu
testen. Eine Diagnose sollte nicht ausschlieBlich aufgrund der ELISA-Testergebnisse gestellt werden.
ERWARTETE WERTE

Die Haufigkeit von ENA-Antikérpern in verschiedenen systemischen Bindegewebserkrankungen wird in der
nachfolgenden Tabelle zusammengefasst:
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Diagnostische Bedeutung von Antik rpern gegen verschiedene I sliche nukle[re Antigene

Isotyp des Antik( rpers Assoziierung mit Krankheiten

Sm SLE - 10-40%

RNP SLE - 20-30%
MCTD - 95-100%

SS-A/Ro SLE - 15-33%
SCLE - 60%

Neonataler LE - 100%

Sjégren-Syndrom - 40-70%
SS-Bl/La SLE - 10-15%

SCLE - 25%

Sjogren-Syndrom - 15-60%

SLE = systemischer Lupus erythematodes
MCTD = Misch! ollagenose
SCLE = subal uter [utaner Lupus erythematodes

Anmerkung: Die Haufigkeiten jedes spezifischen Antikérpers bei einer Krankheit wurden aus der Literatur
zusammengestellt®. Die Haufigkeit schwankt je nach Patientenpopulation.

LEISTUNGSMERKMALE

Die ImmuLisa™ Anti-ENA-Antikérpertests (Sm, RNP, SS-A/Ro oder SS-B/La) wurden mit anderen im Handel
erhéltlichen ELISA-Testkits verglichen. Insgesamt 67 von einem klinischen Referenzlabor bezogene Seren
wurden mittels Immunodiffusion als positiv oder negativ fur Anti-RNP-, Anti-Sm-, Anti-SS-A/Ro- oder Anti-SS-
B/La-Antikérper identifiziert.

Diese Seren wurden gemall dem vom Hersteller empfohlenen Verfahren getestet. Die Ergebnisse sind in den
folgenden Tabellen zusammengefasst:

Vergleich von ELISA-Methoden f r den Nachweis von Antik[ rpern gegen ENA

ImmuLisa™ RNP
Positiv Negativ Gesamt

Positiv 11 0 11
ANDERER Negativ 5 46 51
. Gesamt 16 46 62

Ubereinstimmung: 92%

Sensitivitat: 100%

Spezifitat: 90%

ImmuLisa™ Sm
Positiv Negativ Gesamt

Positiv 3 1 4
ANDERER Negativ 5 53 58
TEST Gesamt 8 54 62

Ubereinstimmung: 90%
Sensitivitat: 75%
Spezifitat: 91%
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ImmuLisa™ SS-A (Ro)
Positiv Negativ Gesamt

ANDERER Positiv 25 1 26
TEST Negativ 9 27 36

Gesamt 34 28 62

Ubereinstimmung: 84%

Sensitivitat: 96%

Spezifitat: 75%

ImmuLisa™ SS-B (La)
Positiv Negativ Gesamt

ANDERER Positiv 14 1 15
TEST Negativ 5 42 47

Gesamt 19 43 62

Ubereinstimmung: 90%
Sensitivitat: 93%
Spezifitat: 89%

Je nach Konzentration des Analyten liegt der intraserielle Variationskoeffizient (VK) fir den ImmuLisa™ Anti-ENA-
Antikorpertest bei 4-11%. Der interserielle VK liegt bei 4-10%.
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Anticorps anti-antig nes nucléaires solubles (ENA) ELISA

7'\
‘ ENCART DU PRODUIT

©
| M M CO 1126 Test Anticorps Anti-ENA (Sm/RNP) 96 Tests
DIAGNOSTICS [REF] 1127 Test Anticorps Anti-ENA (Sm) 96 Tests
[REF| 1128 Test Anticorps Anti-ENA (SS-A (Ro)) 96 Tests
1129 Test Anticorps Anti-ENA (SS-B (La)) 96 Tests

USAGE PREVU

Tests de dosage enzymatique par la méthode ELISA, destiné [1la détection et la quantification des anticorps IgG
des antigl nes nucléaires solubles (ENA) [RNP, Sm, SS-A (Ro), ou S-B (La)] dans le sérum humain. Les anticorps
anti-Sm constituent une aide pour le diagnostic du lupus érythémateux systémique (SLE). Les anticorps RNP
constituent une aide pour le diagnostic de connectivité mixte (MCTD) et du SLE. Les anticorps SS-A (Ro) et SS-B
(La) constituent une aide pour le diagnostic du lupus érythémateux systémique (SLE), du lupus érythémateux
cutané subaigu (SCLE) et du syndrome de Sjoégren.

RESUME ET EXPLICATION

Les antigl nes nucléaires solubles (ENA) sont des complexes ribonucléoprotéines solubles (snurps). Les auto-
anticorps dirigés contre divers antigl nes nucléaires solubles (ENA) se sont montrés utiles dans le diagnostic et
le contrile de diverses maladies du tissu systémique connectif. Les anticorps anti-Sm sont spécifiques de la
maladie et représentent donc un marqueur pour le lupus érythémateux systémique (SLE). Les anticorps anti-
Sm apparaissent chez approximativement 30-40% des patients atteints de SLE. lIs sont rares dans les autres
maladies du tissu conjonctif systémique et, s’ils sont présents, ils indiquent des formes de chevauchement ou
des patients qui n’ont pas encore répondu aux critl res ARA (American Rheumatism Association) pour le SLE™®.
D’autres anticorps tels que ceux qui sont dirigés contre SS A (Ro), SS-B (La) et RNP ne sont pas spécifiques
de la maladie. Les anticorps anti-RNP (ribonucléoprotéine) se manifestent chez 35-45% des patients atteint de
SLE et chez 95% des patients atteints de connectivité mixte (MCTD). Parfois, ils apparaissent également dans
la sclérodermie, la polyarthrite rhumatoide et le lupus érythémateux induit par des médicaments’®. Les patients
présentant des anticorps anti-RNP présentent une incidence plus basse d’affections rénales par rapport aux
patients avec des anticorps anti-Sm. Les anticorps de SS A (Ro) et SS-B (La) se manifestent respectivement
chez approximativement 30-40% et 10-15% des patients atteints de SLE et 60-70% et 40-60% des patients
atteints du syndrome de Sjégren. Les anticorps de SS-B (La) se manifestent plus fréquemment en association
avec des anticorps SS A (Ro).

Les anticorps anti-SS A (Ro) se manifestent €également chez 60% des patients avec lupus érythémateux subaigu,
dans presque tous les cas de LE néo-natal et chez les deux-tiers des malades SLE avec déficit en C21%'3,

Ces anticorps peuvent [ tre détectés par plusieurs méthodes. [ cause des difficultés qui se posent pour obtenir
des antigines ENA sous forme purifice, la méthode de l'immunodiffusion sur gel a été largement utilisée.
Limmunodiffusion montre une spécificité suffisante mais représente une méthode qualitative et manque de
sensibilité. Immco Diagnostics Inc. met [1disposition des antigl hes ENA sous forme hautement purifiée et a
développé une méthode ELISA pour la détection des anticorps des antigl hes nucléaires solubles. La méthodologie
ELISA présente de nombreux avantages par rapport [1'immunodiffusion : les temps de réalisation de I'essai sont
diminués, la subjectivité individuelle au cours de la lecture des résultats est éliminée, la quantification est effectuée
sans titrage du sérum, il existe un potentiel d’automatisation et une plus grande sensibilité est garantie.

PRINCIPE DE LA METHODE

L'essai estexécuté sous la forme d’'une méthode immuno-enzymatique (solid phase enzyme labeled immunosorbent
assay - ELISA) Des microplaques [ puits sont enduites d’antigines RNP/Sm, Sm, SS-A (Ro) ou SS-B (La),
suivi par un blocage des sites inaltérés pour réduire I'agglutination non-spécifique. Les régulateurs, les étalons
et les échantillons de sérum des patients sont incubés dans les puits enduits d’antigl he qui permettent aux
anticorps spécifiques anti-antigl nes nucléaires solubles (ENA) qui sont présents dans le sérum de s’agglutiner.
L’anticorps non agglutiné et les autres protéines du sérum sont éliminés en nettoyant les puits des microplaques.
Les anticorps agglutinés sont détectés par un conjugué d’anticorps [ marquage enzymatique pour I'lgG humain
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ajouté aux puits. Le conjugué non-agglutiné est éliminé par lavage. La phosphatase alcaline et son substrat
spécifique (pNPP) sont ensuite ajoutés aux puits et la présence d’anticorps est détectée par un changement de
couleur engendré par la conversion de substrat. La réaction est arr[ tée et I'intensité du changement de la couleur,
qui est proportionnelle [1la concentration d’anticorps, est lue par un spectrophotom(tre (1405 nm. Les résultats
sont exprimés en unités ELISA (EU)/ml.

Dans le test RNP, un antigi ne Sm/RNP est utilisé pour enduire les puits dans la mesure ol /I'antigl he RNP s’est
révélé associé avec l'antigine Sm. Par conséquent, pour calculer 'EU/mI pour RNP, 'EU/mI de Sm pour ce
mCme échantillon du sérum doit "tre déterminé (REF] 71727) et cette valeur est soustraite au EU/ml obtenu avec
le kit de test RNP ([REF] 1126).

REACTIFS
Stockage et Préparation
Entreposer tous les réactifs [12°-8°C. Ne pas congeler.

Ne pas utiliser si le réactif n’est pas clair ou si un précipité est présent. Tous les réactifs doivent [tre amenés
température ambiante (20°-25°C) avant 'usage.

Les bandes des microplaques [ puits enduites sont destinées [ tre utilisées une fois seulement.

Quand elle est entreposée [12-8°C, la solution de lavage reconstituée est stable jusqu’(/la date d’expiration de
I'équipement. Reconstituer la solution de lavage en 1 litre avec de I'eau distillée ou de I'eau désionisée.

Précautions

Destiné [1un usage diagnostique in vitro Tous les composants humains dérivés utilisés ont été testés pour HBsAg,
HCV, HIV 1 et 2 et HTLV et se sont révélés négatifs sur la base des tests qui sont exigés par 'administration FDA.
Cependant, les dérivés du sang humains et les spécimens des patients doivent toujours [ tre considérés comme
étant potentiellement infectieux. Il faut appliquer de bonnes pratiques de laboratoire au cours du stockage, de la
distribution et de la manipulation de ce matériel.

AVERTISSEMENT - L'azide de sodium (NaN,) peut réagir avec les tuyauteries en plomb et en cuivre pour former
des azides de métal qui sont trés explosifs. Au moment de I'élimination des liquides, rincer avec de grands volumes
d’eau afin de prévenir l'intensification de I'azide. L' azide de sodium peut étre toxique en cas d’ingestion. En cas
d’ingestion, il faut immédiatement signaler I'accident au directeur du laboratoire ou au centre antipoison.

Les instructions doivent étre suivies exactement dans l'ordre dans lequel elles sont fournies dans la présente
brochure de I'équipement pour garantir 'obtention de résultats valables. Il ne faut pas échanger les composants de
I'équipement avec d’autres provenant d’autres sources si ce n’est ceux qui portent le méme numéro de catalogue
d’Immco Diagnostics Inc. Il faut respecter de bonnes pratiques de laboratoire pour limiter la contamination
microbienne et la contamination croisée des réactifs au moment de la manipulation. Ne pas utiliser apres la date
de péremption indiquée sur I'étiquette.

Matériel fourni

ImmuLisa™ Test Anticorps Anti-ENA (Sm/RNP) 1126

ImmuLisa™ Test Anticorps Anti-ENA (Sm) 1127

ImmuLisa™ Test Anticorps Anti-ENA (SS-A (Ro)) 1128

ImmuLisa™ Test Anticorps Anti-ENA (SS-B (La)) 1129

Les kits contiennent les réactifs suffisants pour exécuter 96 tests chacun.

12x 8 [ MICROPLATE | ENA | g'i\ltio-lamelle avec micropuits individuels, revétus d’antigéne

1x1.5ml [CALIBRATOR|A|ENA|** Etalon A (couvercle vert), prét a 'emploi. Contient sérum humain
positif anticorps anti- ENA.
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1x1.5ml |CALIBRATOR B[ ENA |*1

1x1.5ml [CALIBRATOR|C|ENA|**

1x1.5ml [CALIBRATOR |D|ENA |**

1x1.5ml [CONTROL |+[ENA|**

1x1.5ml [CONTROL |-|*

1x12ml |1gG-CONJ | ALKPHOS | * f

1x60ml |DIL |*
1x12ml | SUBSTRATE |*

1x12 ml STOP

v}
c
M

2 x

* Contient < 0.1 % NaN,

Etalon B (couvercle violet), prét a I'emploi. Contient sérum humain
positif anticorps anti- ENA.

Etalon C (couvercle bleu), prétal'emploi. Contient sérum humain
positif anticorps anti- ENA.

Etalon D (couvercle laune), prét a 'emploi. Contient sérum humain
positif anticorps anti- ENA.

Contr! le positif (couvercle rouge), prét a 'emploi. Sérum humain
contenant des anticorps anti-ENA.

Contr le négatif (couvercle blanc), prét a 'emploi. Contient sérum
humain.

Conjugué Alk. phos. anti-lgG humaines. Code couleur rose.
Diluant pour sérum prét a 'emploi. Code couleur bleue.

Substrat enzymatique prét a 'emploi. Contient du pNPP. Protéger
de la lumilre.

Solution diarr( t préte a 'emploi.

Tampon de lavage en poudre. Reconstituer pour 1 litre/flacon.

T Les kits contiennent les micro-lamelles recouvertes d’antigene et les contrdles positifs pour les anticorps et les
étalons. Au lieu de “ENA” sur les étiquettes, apparalt I'antigéne spécifique ou I'anticorps: “RNP” pour
1126, “Sm” pour 1127, “RO” pour 1128 et “LA” pour 1129.

Symboles utilisés sur les étiquettes:
Numéro de lot

Numéro de référence catalogue
A utiliser avant

Température de conservation
Lire les instructions d’utilisation

Pour usage diagnostique In vitro

E 5>~ o [33

Fabricant

W Nombre de tests

Matériel nécessaire mais non fourni
¢ Eau distillée ou désionisée

» Pissette en plastique pour contenir la solution de lavage diluée ou dispositif de lavage de microplaques
automatique en mesure de dispenser 200 pl

Bouchons de pipette jetables

Pipettes en mesure de délivrer de 5 yl a 1000 pl

e [Jprouvettes de test propres 12 x 75 mm et porte-éprouvettes

*  Compte-minutes
e Serviettes de papier absorbant
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* Lecteur de microplaque en mesure de lire des valeurs d’absorption a 405 nm. Si un lecteur de microplaque a
double longueur d’onde est disponible, le filtre de référence doit étre placé a 600-650 nm.

RECOLTE DES SPECIMENS ET MANIPULATION

Seuls des spécimens de sérum doivent étre utilisés dans cette procédure. Des spécimens grossierement
hémolyseés, lipémiques ou atteints de contamination microbienne peuvent avoir une influence sur les résultats de
I'essai et ne devraient pas étre utilisés. Entreposer les spécimens a 2 - 8°C pendant un laps de temps qui ne doit
pas dépasser une semaine. Dans le cas d’un stockage plus long, les spécimens de sérum doivent étre congelés.
Eviter des congélations et des décongélations répétées des échantillons.

PROCEDURE

Notes de procédure
* Avant de commencer I'essai, il faut lire avec soin la brochure qui accompagne le produit.

» Conserver les spécimens de sérum et les réactifs de test a une température ambiante avant d’entreprendre la
procédure de test. Remettre immédiatement tous les spécimens inutilisés et les réactifs au réfrigérateur apres
usage.

* Toutes les dilutions des échantillons des patients doivent étre préparées avant de commencer le test.

* Le recours a une bonne technique de lavage s’avére fondamentale. Si le lavage est réalisé manuellement, il
est fait de maniére adéquate en dirigeant un flux puissant de solution de lavage avec un flacon-laveur a pointe
large a travers toute la microplaque. On conseille de recourir a un dispositif automatique de lavage de la
microplaque.

«  Utiliser une pipette multicanaux en mesure de délivrer simultanément sur 8 puits. Cela accélére le processus
et permet d’obtenir une période d’incubation plus constante.

« Achaque étape, un contrdle soigneux du chronométrage s’avére important. Le début des périodes d’incubation
commence quand I'addition du réactif a eu lieu.

¢« |’addition de tous les échantillons et des réactifs devrait avoir lieu au méme taux et selon la méme
séquence.

* Enlever les bandes des microplaques a puits nécessaires du sachet et refermer avec soin le sachet afin de
prévenir la condensation dans les puits inutilisés. Remettre immédiatement le sachet dans le réfrigérateur.

Méthode de test

Etape 1 Laisser tous les réactifs atteindre la température ambiante.

Etape 2 Etiqueter la feuille de protocole pour indiquer le placement de I'échantillon dans les puits. Une bonne
pratique de laboratoire consiste a traiter les échantillons en double.

Etape 3 Pour une détermination qualitative, utiliser seulement I'Etalon Bas D prét a 'emploi (flacon avec
couvercle jaune).
ou Pour un dosage semi-quantitatif, utiliser les Etalons A a D préts a I'emploi comme montré dans le
schéma d’échantillon figurant ci-dessous.

DETERMINATION QUALITATIVE DETERMINATION SEMI-QUANTITATIVE
A S5 A a2
B neslise B ineelis3
C ros) 57 C rosi 84
D CIS\L 58 D C:L 5
E s1 59 E S s
F s2s10 F & s7
G s3 811 G D8
H s4 812 H s s9
1 2 3 4 1 2 3 4
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Etape 4 Préparer une dilution 1:101 de spécimen patient en pipetant 5ul de sérum dans 0.5 ml de diluant de
sérum. Bien mélanger.

Etape 5 Enlever les microplaques a puits nécessaires du sachet et remettre les bandes inutilisées dans le
sachet scellé au réfrigérateur. Placer solidement les microplaques a puits dans le support fourni
comme accessoire.

Etape 6 Pipeter 100 ul d’étalon prét a 'emploi, de régulateur positif et négatif et d’échantillons patients dans
les puits appropriés comme dans le schéma de I'’échantillon ci-dessus.
Note : Inclure un puits qui contient 100 pl du diluant de sérum a titre de réactif blanco. Mettre a zéro
le lecteur ELISA sur le réactif a blanc. L'absorption du réactif blanco ne doit pas étre supérieure a 0,3
quand elle est mesurée contre l'air.

Etape 7 Incuber pendant 30 minutes (+ 5 min) a température ambiante.

Etape 8 Laver 4x avec de la solution de lavage. En cas de lavage manuel, remplir chaque puits avec de la
solution de lavage reconstituée. Eliminer le fluide en renversant et en tapotant le contenu de chaque
puits ou en aspirant le liquide de chaque puits. Pour absorber a la fin du dernier lavage, renverser
les bandes et tapoter vigoureusement les puits sur les serviettes de papier absorbant. Dans le cas de
dispositifs de lavage automatiques, programmer le dispositif de lavage en suivant les instructions du
fabricant.

Etape 9 Pipeter 100 pl de Conjugué dans les microplaques a puits.
Etape 10  Incuber pendant 30 minutes (+ 5 min) a température ambiante.
Etape 11 Laver tous les puits comme décrit dans I'étape 7.

Etape 12  Pipeter 100 pl de substrat d’enzyme dans chaque puits dans le méme ordre et chronométrage que
pour le conjugué.

Etape 13  Incuber pendant 30 minutes (+ 5 min) a température ambiante.

Etape 14 Pipeter 100 ul de solution d’arrét dans chaque puits en ayant recours au méme ordre et au méme
chronométrage que pour I'addition du substrat d’ enzyme. Lire les taux d’absorption dans un laps de
temps de 1 heure aprés 'addition de la solution d’arrét.

Etape 15 Lire 'absorption de chaque puits a 405 nm en utilisant un lecteur de microplaques a simple ou a double
longueur d’onde 405/630nm par rapport au réactif blanco programmé sur une absorption zéro.

Contréle de qualité

Des étalons, des régulateurs positif et négatif et un réactif blanco doivent étre utilisés lors de chaque test pour
vérifier l'intégrité et I'exactitude du test. La lecture de I'absorption du réactif blanco doit étre inférieure a 0,3
L’étalon A doit présenter une mesure de I'absorption qui ne doit pas étre inférieure a 1,0, sans quoi le test doit étre
recommencé. Le contrdle négatif doit étre inférieur a 20 EU/mI. Si le test est effectué en double, la moyenne des
deux lectures doit étre prise pour déterminer EU/ml Quand on procéde aux dosages qualitatifs, 'absorption due
I'Etalon D doit étre supérieure a celle du régulateur négatif et inférieure a I'absorption du régulateur positif. Pour
les dosages semi-quantitatifs, le régulateur positif doit fournir des valeurs dans la plage figurant sur le flacon.

RESULTATS

Calculs

Les concentrations des échantillons patients peuvent étre déterminées par I'une ou l'autre de ces deux
méthodes :
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1. DOSAGE QUALITATIF

Abs. de I’échantillon d’essai
X EU/ml de I’étalon D = EU/mI échantillon d’essai

Abs. de I’étalon

2. DOSAGE SEMI-QUANTITATIF

Relever I'absorption des Etalons A a D par rapport a leur concentration respective sur un papier quadrillé linéaire-
linéaire. Relever la concentration en EU/ml sur 'axe des abscisses contre I'absorption sur I'axe des ordonnées et
tracer la courbe optimale. Déterminer les concentrations des échantillons patients de la courbe par rapport a sa
valeur d’absorption correspondante.

O.D. @ 405/630nm

0

[T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Etalon

Les étalons préts a I'emploi sont inclus pour fournir la semi-quantification et doivent étre utilisés a chaque
opération. Les échantillons patients qui contiennent les niveaux d’anticorps les plus élevés peuvent produire des
taux d’absorption plus élevés que ceux de I'étalon A. Pour déterminer des valeurs semi-quantitatives précises,
ces échantillons de sérum doivent en outre étre dilués, de telle maniére qu’elles s’inscrivent dans la plage de la
courbe de I'étalon quand on refait le test. Pour la détermination EU/mI, multiplier les unités obtenues par le facteur
de dilution.

Interprétation

Ce qui figure ci-dessous sert uniquement comme guide pour l'interprétation des résultats. Chaque laboratoire doit
déterminer ses propres valeurs normales. Celles-ci peuvent varier en fonction de la population examinée.

Valeur anti-ENA EU/ml Interprétation

<20 EU/ml Négatif
20-25 EU/mlI Indéterminé (cas limite)
>25 EU/ml Positif

LIMITES DE LA PROCEDURE

Le testImmuLisa™ anti-ENA ne devrait pas étre exécuté sur des échantillons grossierement hémolysés, contaminés
du point de vue microbien ou lipémiques. Cette méthode doit uniquement étre utilisée pour le test d’échantillons de
sérum humain. Un diagnostic ne devrait pas étre fait en se basant uniquement sur le test ELISA.

VALEURS ATTENDUES

L'incidence des anticorps ENA dans plusieurs maladies du tissu conjonctif systémique est résumée dans le tableau
suivant :
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Signification diagnostique des anticorps de divers antigénes nucléaires solubles

Note : La fréquence de la spécificité de chaque anticorps dans une maladie représente une compilation de la

Isotype anticorps Association maladie

Sm SLE - 10-40%

RNP SLE - 20-30%

MCTD - 95-100%

SLE - 15-33%

SCLE - 60%

Lupus érythémateux néo-natal
- 100%

Syndrome de Sjoégren - 40-70%
SLE - 10-15%

SCLE - 25%

Syndrome de Sjogren’- 15-60%

SS-A (Ro)

SS-B (La)

SLE = Lupus [rythUmateux syst mi ue
MCTD = connectivitl ] mixte
SCLE = Lupus [rythl mateux cutanl] subaigu

littérature®. L'incidence varie selon la population des patients.

DONNEES DE RENDEMENT

Les tests ImmuLisa™ anticorps anti-ENA [Sm, RNP, SS-A (Ro) ou SS-B (La)] ont été comparés avec d’autres kits
de test ELISA. Un total de 67 sérums d’un laboratoire clinique de référence ont été identifiés par immunodiffusion

comme étant positifs ou négatifs pour les anticorps anti-RNP, anti-Sm, anti-SS A (Ro) ou anti SS-B (La).

Ces sérums ont été testés d’apres la procédure recommandée par le fabricant. Les résultats sont repris dans les

tableaux suivants :

Comparaison des méthodes ELISA pour la détection d’anticorps des antigénes nucléaires solubles (ENA)

AUTRES

AUTRES

ImmuLisa™ RNP

Positive Negative Total
Positive 11 0 11
Negative 5 46 51
Total 16 46 62

Accord : 92%
Sensibilité : 100%
Spécificité : 90%

ImmuLisa™ Sm

Positive Negative Total
Positive 3 1 4
Negative 5 53 58
Total 8 54 62

Accord : 90%
Sensibilité : 75%
Spécificité : 91%
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ImmuLisa™ SS-A (Ro)

Positive Negative Total
Positive 25 1 26
AUTRES Negative 9 27 36
Total 34 28 62

Accord : 84%
Sensibilité : 96%
Spécificité : 75%

ImmuLisa™ SS-B (La)

Positive Negative Total
Positive 14 1 15
AUTRES Negative 5 42 47
Total 19 43 62

Accord : 90%
Sensibilité : 93%
Spécificité : 89%%

Selon la concentration de la substance a analyser le coefficient de variation intra-essai (CV) pour le test anticorps
anti 'ENA ImmuLisa™ est 4-11%. Le CV inter-essai est 4-10%.
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Anticorpi Anti-Antigene Nucleare Estraibile (ENA) ELISA

“ INSERTO DEL PRODOTTO
| M M (:O© 1126 Anticorpi Anti-Sm/RNP (ENA) 96 Determinazioni

DIAGNOSTICS 1127 Anticorpi anti-Sm (ENA) 96 Determinazioni
—_— 1128 Anticorpi anti-SS-A(Ro) (ENA) 96 Determinazioni
1129 Anticorpi anti-SS-B(La) (ENA) 96 Determinazioni

FINALITA’ D’USO

Test immunoenzimatico (ELISA) per la ricerca e la quantificazione di anticorpi anti-ENA [RNP, Sm, SS-A (Ro)
oppure SS-B (La)] di classe IgG nel siero umano. La rilevazione di anticorpi anti Sm & utile nella diagnosi di LES
(lupus eritematoso sistemico). La rilevazione di anticorpi anti RNP ¢ utile nella diagnosi di MCTD (malattia mista
del tessuto connettivo) e di LES. La rilevazione di anticorpi anti SS-A (Ro) e SS-B (La) & utile nella diagnosi di LES,
di LECS (lupus eritematoso cutaneo subacuto) e della sindrome di Sjégren (SS).

SOMMARIO E SPIEGAZIONE

Gli ENA sono complessi di ribonucleoproteine solubili (snurps). Gli autoanticorpi diretti contro i vari ENA si sono
dimostrati importanti nella diagnosi e nel monitoraggio di diverse malattie sistemiche del tessuto connettivo.
Gli anticorpi anti-Sm sono specifici della malattia, e quindi sono un marker per il lupus eritematoso sistemico
(LES). Gli Anticorpi anti-Sm compaiono nel 30-40% circa dei pazienti LES ; sono rari in altre malattie sistemiche
del tessuto connettivo e, se presenti, indicano o sovrapposizione di patologie o pazienti che non hanno ancora
soddisfatto i criteri ARA per il LES™®. Altri anticorpi, come quelli diretti contro SS-A (Ro), SS-B (La) e RNP non
sono specifici della malattia. Anticorpi anti-RNP compaiono nel 35-45% dei pazienti con LES e in piu del 95%
dei pazienti con malattia mista del tessuto connettivo (MCTD). Occasionalmente essi sono stati rilevati anche in
casi di sclerodermia, artrite reumatoide e LE indotto da farmaci'®. | pazienti con anticorpi anti-RNP presentano
una minore incidenza di nefropatie rispetto ai pazienti con anticorpi anti-Sm. Anticorpi anti SS-A (Ro) e SS-B
(La) compaiono rispettivamente in circa il 30-40% e nel 10-15% dei pazienti con LES e nel 60-70% e 40-60% dei
pazienti con sindrome di Sjégren. Gli anticorpi anti SS-B (La) compaiono spesso in associazione con gli anticorpi
anti SS-A (Ro).

Anticorpi anti SS-A (Ro) compaiono anche nel 60% dei pazienti con LE cutaneo subacuto, in quasi tutti i casi di LE
neonatale e nei due terzi dei pazienti LES con carenza di C2'%-13,

Questi anticorpi possono essere rilevati utilizzando metodiche diverse. A causa della difficolta nell'ottenere antigeni
ENA in forma purificata, & stato largamente usato il metodo dellimmunodiffusione su gel. Limmunodiffusione
mostra una sufficiente specificita, ma € un metodo qualitativo e manca di sensibilita. La Immco Diagnostics ha
disponibiliantigeni ENAin forma altamente purificata e ha sviluppato unametodologia didosaggioimmunoenzimatico
(ELISA) per l'individuazione degli anticorpi anti-ENA. Tale metodologia presenta numerosi vantaggi rispetto
allimmunodiffusione: i tempi di analisi sono piu brevi, viene eliminata la soggettivita individuale nella lettura dei
risultati, la quantificazione viene ottenuta senza titolazione sierica, esistono potenzialita di automazione e viene
garantita una maggiore sensibilita™.

PRINCIPI DELLE METODICHE

Il test viene eseguito come test immunoenzimatico (ELISA) in fase solida. | pozzetti vengono rivestiti con antigeni
purificati RNP/Sm, Sm, SS-A (Ro) o SS-B (La); segue poi il blocco dei siti che non hanno reagito, per ridurre i
legami non specifici. Controlli, calibratore e campioni di siero del paziente vengono incubati nei pozzetti rivestiti di
antigene, e cill permette agli anticorpi specifici anti-ENA presenti nel siero di legarsi. L’anticorpo non legato e altre
proteine sieriche vengono rimossi lavando i pozzetti. Gli anticorpi legati vengono rilevati da un anticorpo anti IgG
umane marcato con un enzima aggiunto ai pozzetti. Il coniugato non legato viene rimosso mediante lavaggio. Nei
pozzetti viene poi aggiunto un substrato enzimatico specifico (pPNPP) e la presenza di anticorpi viene rivelata da un
cambiamento di colore prodotto dalla conversione del substrato pNPP. La reazione viene stoppata e 'intensita del
cambiamento di colore, che €& proporzionale alla concentrazione di anticorpo, viene letta da uno spettrofotometro.
| risultati sono espressi in unita ELISA (EU)/ml.
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Nel test RNP, per rivestire i pozzetti viene usato un antigene Sm/RNP, in quanto I'antigene RNP si trova associato
all’antigene Sm. Per calcolare le EU/ml relative a RNP si devono determinare le EU/ml di Sm per quello stesso
campione di siero 1127) e questo valore deve essere sottratto dalle EU/ml ottenute con il kit per il test RNP

1126).

REAGENTI

Conservazione e preparazione

Conservare tutti i reagenti a 2°-8°C. Non congelare.

Non usare il reagente se non ¢ limpido o se & presente un precipitato. Tutti i reagenti devono essere portati a
temperatura ambiente (20°-25°C) prima dell'uso.

Le strisce con i pozzetti sono monouso.

Se conservato a 2-8°C, il tampone di lavaggio ricostituito & stabile fino alla data di scadenza del kit. Ricostituire il
tampone con acqua distillata o deionizzata.

Precauzioni

Per uso diagnostico in vitro. Tutti i componenti di derivazione umana sono stati analizzati per HbsAg, HCV, HIV-1
e 2 e HTLV-I e sono risultati negativi nei test prescritti dalla FDA. Tuttavia i derivati del sangue umano e i campioni
del paziente devono essere considerati potenzialmente infettivi. Attenersi alle buone prassi di laboratorio per la
conservazione, la dispensazione e lo smaltimento di questi materiali®.

ATTENZIONE - L'azide sodica (NaN,) pud reagire con gli scarichi idraulici in piombo e rame per formare azidi
metalliche altamente esplosive. Durante lo smaltimento dei liquidi, diluire con acqua corrente per evitare 'accumulo
di azide. L'azide sodica pu0 essere tossica se ingerita. In caso di ingestione riferire immediatamente I'incidente al
direttore del laboratorio o al centro antiveleni.

Per garantire la validita dei risultati &€ indispensabile seguire scrupolosamente le istruzioni contenute in questo foglio
illustrativo. Per eventuali sostituzioni di materiali del kit, usare solo materiali Immco Diagnostics Inc. aventi

lo stesso numero di catalogo. Seguire una buona prassi di laboratorio per ridurre al minimo la contaminazione
microbica e crociata di reagenti durante la manipolazione. Non utilizzare il prodotto oltre la data di scadenza
indicata sull’etichetta.

Materiali forniti

ImmuLisa™ Test anticorpi anti-ENA (Sm/RNP) [REF] 1126
ImmuLisa™ Test anticorpi anti-ENA (Sm) [REF] 1127
ImmuLisa™ Test anticorpi anti-ENA (SS-A (Ro)) [REF] 1128
ImmuLisa™ Test anticorpi anti-ENA (SS-B (La)) [REF] 1129

| kit contengono reagenti sufficienti ad eseguire 96 determinazioni ciascuno.

12x 8 | MICROPLATE | ENA | g'i\lcpr\opiastra con micropozzetti asportabili rivestiti con antigene

1x1.5ml [CALIBRATOR[A[ENA|*1 Calibratore A (tappo verde) pronto all'uso. Siero umano
contenente anticorpi anti-ENA.

1x1.5ml [CALIBRATOR|[B[ENA|*1 Calibratore B (tappo viola) pronto all'uso. Siero umano
contenente anticorpi anti-ENA.

1x1.5ml [CALIBRATOR|[C|ENA|*1 Calibratore C (tappo blu) pronto all'uso. Siero umano contenente
anticorpi anti-ENA.

1x1.5ml [CALIBRATOR|[D|ENA|*1 Calibratore D (tappo giallo) pronto all’'uso. Siero umano
contenente anticorpi anti-ENA.
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1x1.5ml [cONTROL[+]ENA]*t

1x15ml [GONTROL]-]*
1x12ml  [1gG-CONJ [ALKPHOS | * *

1x60ml [y
1x12ml [ SyUBSTRATE |*

1x12ml
2x  [BUF [WASH]

* Contiene < 0,1% NaN,

Controllo Positivo (tappo rosso) pronto all’'uso. Siero umano
contenente anticorpi anti-ENA.

Controllo Negativo (tappo bianco) pronto all’'uso. Contiene siero
umano.

Coniugato in Fosf. Alc. anti-lgG umane; di colore rosa.
Diluente del siero pronto all’uso; di colore blu.

Substrato Enzimatico pronto all’'uso. Contiene pNPP.
Proteggere dalla luce.

Soluzione di Stop pronta all’'uso.

Tampone di Lavaggio in polvere. Ricostituire a un litro ciascuno.

1 kit contengono tra i componenti appropriate micropiastre rivestite di antigene, controlli positivi e calibratori. Sulle
etichette al posto della dicitura “ENA”, compare l'indicazione dello specifico antigene o dell’anticorpo: “RNP”
per 1126, “Sm” per 1127, “RO” per 1128 e “LA” per 1129.

Simboli usati sulle etichette:
Numero di lotto

Numero catalogo

Scadenza

Temperatura di conservazione
Leggere le istruzioni per 'uso

Uso diagnostico in vitro

Produttore

4R BB =[G

Numero di test

Materiali necessari ma non forniti

* Acqua distillata o deionizzata

* Flacone per contenere il tampone di lavaggio diluito o lavatore automatico per micropiastre, in grado di

dispensare 200 pl

*  Puntali monouso delle pipette

Pipette con capacita di dispensazione da 5 ul a 1000 pl

* Provette per analisi 12 x 75 mm pulite e rack per provette

e Timer

e Carta assorbente

* Lettore di micropiastre per la lettura di valori di assorbanza a 405 nm. Se & disponibile un lettore di micropiastra
a doppia lunghezza d’onda, il filtro di riferimento deve essere impostato a 600-650 nm.
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RACCOLTA DEL CAMPIONE

In questa procedura devono essere usati solo campioni di siero. Campioni fortemente emolizzati, lipemici o
microbiologicamente contaminati possono interferire con le prestazioni del test e non devono quindi essere usati.
Conservare i campioni a 2-8°C per non oltre una settimana. Per la conservazione prolungata, i campioni di siero
dovrebbero essere congelati a -20°C. Evitare congelamenti e scongelamenti ripetuti dei campioni

ESECUZIONE DEL TEST

Note sul test

« Prima di iniziare il test leggere attentamente questo foglio illustrativo.

* Portare a temperatura ambiente i campioni di siero e i reagenti prima di iniziare la procedura di analisi.
Immediatamete dopo I'uso trasferire in frigo tutti i campioni e reagenti non utilizzati.

*  Prima dell’inizio del test preparare tutte le diluizioni dei campioni del paziente.

* Una buona tecnica di lavaggio € di importanza decisiva. Se il lavaggio viene eseguito manualmente, dirigere
un forte getto di tampone di lavaggio con un flacone a punta larga su tutta la micropiastra. Si consiglia di
utilizzare un dispositivo automatico di lavaggio della micropiastra.

* Usare una pipetta multicanale in grado di riempire 8 pozzetti contemporaneamente. La procedura risulta piu
rapida e il tempo di incubazione piu uniforme.

« Pertutti gli step € importante controllare accuratamente i tempi. Tutti i periodi di incubazione iniziano con il
completamento dell’aggiunta di reagente.

* L'aggiunta di tutti i campioni e reagenti dovrebbe essere eseguita alla stessa velocita e nella stessa
sequenza.

» Togliere le strisce necessarie dalla busta e risigillarla accuratamente per impedire la formazione di condensa
nei pozzetti non ancora utilizzati. Trasferire immediatamente la busta in frigo.

Metodo del test

1 Portare tutti i reagenti a temperatura ambiente.

2 Etichettare il foglio protocollo per indicare la posizione del campione nei pozzetti. E’ buona prassi di laboratorio
eseguire il test in duplicato.

3 Per una determinazione qualitativa usare solo il Low Calibrator D pronto all'uso (fiala con tappo giallo)
mentre per una determinazione semi-quantitativa usare i Calibratori da A a D pronti all’'uso come illustrato
nell’esempio di disposizione dei campioni riportato sotto:

DETERMINAZIONE QUALITATIVA DETERMINAZIONE SEMI-QUANTITATIVA
A w85 A e 52
B neciis6 B ineelis3
C POS | §7 C POs| | S4
D CS\L 58 D CAAL 5
E s1 59 E S s
F s2s10 F & s7
G 83 s11 G D s8
H 's4 812 H s s9
1 2 3 4 1 2 3 4

4 Preparare una diluizione 1:101 del campione del paziente pipettando 5ul di siero in 0.5 ml di Diluente del
Campione. Miscelare bene.
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Rimuovere i pozzetti necessari dalla busta e riporre nuovamente le strisce inutilizzate nella busta sigillata nel
frigo. Sistemare in modo sicuro i pozzetti nel supporto extra fornito di corredo.

Pipettare 100 ul di Calibratore pronto all’'uso, di Controllo Positivo e Negativo e di campioni del paziente negli
appositi pozzetti come indicato nello schema riportato sopra.

Nota: Includere un pozzetto contenente 100 pl di Diluente del Campione come bianco. Azzerare il lettore
ELISA contro il bianco. L'assorbanza del bianco non deve essere superiore a 0,3.

Incubare per 30 minuti (+ 5 min) a temperatura ambiente.

Lavare 4 volte con il tampone di lavaggio. Per il lavaggio manuale, riempire ciascun pozzetto con il tampone
di lavaggio ricostituito. Eliminare il liquido capovolgendo e sbattendo i contenuti da ciascun pozzetto
o aspirando il liquido da ciascun pozzetto. Per asciugare dopo l'ultimo lavaggio, capovolgere le strisce e
battere vigorosamente i pozzetti su carta assorbente. Per | dispositivi di lavaggio automatico, programmare il
dispositivo secondo le istruzioni del produttore.

Pipettare 100 pl di Coniugato nei pozzetti.
Incubare per 30 minuti (£ 5 min) a temperatura ambiente.
Lavare tutti i pozzetti come prescritto al punto 7.

Pipettare 100 pl di Substrato Enzimatico in ciascun pozzetto nello stesso ordine e con gli stessi tempi usati
per il Coniugato.

Incubare per 30 minuti (+ 5 min) a temperatura ambiente.

Pipettare 100 pl di Soluzione di stop in ciascun pozzetto nello stesso ordine e con gli stessi tempi usati per
I'aggiunta del substrato enzimatico. Leggere I'assorbanza entro 1 ora dall’aggiunta della Soluzione di stop.

Leggere I'assorbanza di ciascun pozzetto a 405 nm usando un lettore di micropiastre con lunghezza d’onda
singola o doppia (405/630nm) contro il bianco impostato su assorbanza 0.

Controllo di qualita

In ciascun test devono essere utilizzati calibratori, controllo positivo, controllo negativo e un bianco allo scopo di
verificare l'integrita e I'accuratezza del test. La lettura dell’assorbanza del bianco deve essere <0,3. Il calibratore
A dovrebbe avere una lettura dell’assorbanza non inferiore a 1.0, altrimenti € necessario ripetere il test. Il controllo
negativo deve essere inferiore < 20 EU/ml. Se il test viene eseguito in duplicato, per determinare le EU/ml si deve
prendere la media delle due letture. Se si eseguono le determinazioni qualitative, I'assorbanza del calibratore D
deve essere maggiore di quella del controllo negativo e minore di quella del controllo positivo. Nelle determinazioni
semiquantitative il controllo positivo deve dare valori che rientrano nell’intervallo indicato sul flacone.

RISULTATI

Calcoli

Le concentrazioni dei campioni del paziente possono essere determinate con:

1. DETERMINAZIONE QUALITATIVA

Assorbanza del campione del test

X EU/mlI di Calibratore D = EU/mI del Campione

Assorbanza del calibratore

2. DETEMINAZIONE SEMIQUANTITATIVA

Tracciare I'assorbanza dei calibratori da A a D contro la loro rispettiva concentrazione su una carta millimetrata
lineare-lineare. Tracciare la concentrazione in EU/ml sull’asse X contro I'assorbanza sull'asse Y e disegnare la
curva. Determinare le concentrazioni dei campioni del paziente dalla curva contro il suo corrispondente valore di
assorbanza.
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Calibratore

| calibratori pronti per 'uso servono per la semi-quantificazione e devono essere usati in ciascuna serie di analisi.
| campioni di pazienti contenenti livelli di anticorpo piu alti possono dare valori di assorbanza maggiori di quelli del
calibratore A. Per determinare valori semiquantitativi accurati, tali campioni di siero devono essere ulteriormente
diluiti, in modo da farli rientrare nell'intervallo della curva del calibratore quando testati nuovamente. Per determinare
le EU/mI moltiplicare le unita ottenute per il fattore di diluizione.

Interpretazione

Quanto segue serve solo da guida nell'interpretazione dei risultati. Ciascun laboratorio deve stabilire i propri valori
normali, che possono variare a seconda della popolazione esaminata.

Valore anti-ENA EU/ml Interpretazione

<20 EU/mi Negativo
20-25 EU/m Intermedio (Borderline)
>25 EU/ml Positivo

LIMITAZIONI DEL TEST

Il test anti-ENA ImmuLisa™ non deve essere eseguito su campioni fortemente emolizzati, microbiologicamente
contaminati o lipemici. Questa metodica deve essere usata per testare solo campioni di siero umano. La diagnosi
non deve basarsi unicamente sui risultati del test ELISA.

VALORI ATTESI
L'incidenza degli anticorpi anti-ENA in varie malattie sistemiche del tessuto connettivo € riassunta nella tabella
seguente:

Significato diagnostico degli anticorpi a differenti antigeni nucleari solubili

Anticorpo Malattia Associata

Sm LES - 10-40%

RNP LES - 20-30%
MCTD - 95-100%

SS-A (Ro) LES - 15-33%
LECS - 60%

LE Neonatale - 100%
Sindrome di Sjogren - 40-70%
SS-B (La) LES - 10-15%

LECS - 25%
Sindrome di Sjoégren - 15-60%

LES = lupus eritematoso sistemico
MCTD = malattia mista del tessuto connettivo
LECS = lupus eritematoso cutaneo subacuto

Nota La frequenza della specificita di ciascun anticorpo in una malattia & presa dalla letteratura®. L'incidenza varia
a seconda della popolazione di pazienti.
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PERFORMANCE DEL TEST

| test ImmulLisa’ per la ricerca di anticorpi anti-ENA [Sm, RNP, SS-A (Ro) o SS-B (La)] sono stati confrontati con
altri kit immunoenzimatici disponibili in commercio. 67 sieri provenienti da un laboratorio clinico di riferimento sono

stati identificati, mediante immunodiffusione, come positivi o negativi per gli anticorpi anti-RNP, anti-Sm, anti-SS-A
(Ro) o anti-SS-B (La).

Questi sieri sono stati testati secondo la procedura raccomandata dal produttore. | risultati sono riassunti nelle

tabelle che seguono:

Confronto tra differenti metodi ELISA per I'individuazione di anticorpi anti-ENA

ImmuLisa™ RNP

Positivo Negativo Totale
Positivo 11 0 11
ALTRO Negativo 5 46 51
Totale 16 46 62

Concordanza: 92%
Sensibilita :100%
Specificita:90%

ImmuLisa™ Sm

Positivo Negativo Totale
Positivo 3 1 4
ALTRO Negativo 5 53 58
Totale 8 54 62

Concordanza: 90%
Sensibilita : 75%
Specificita: 91%

ImmuLisa™ SS-A (Ro)

Positivo Negativo Totale
Positivo 25 1 26
ALTRO Negativo 9 27 36
Totale 34 28 62

Concordanza: 84%
Sensibilita 96%
Specificita: 75%

ImmuLisa™ SS-B (La)

Positivo Negativo Totale
Positivo 14 1 15
ALTRO Negativo 5 42 47
Totale 19 43 62

Concordanza: 90%
Sensibilita 93%
Specificita: 89%

A seconda della concentrazione della sostanza analizzata il coefficiente di variazione (CV) all'interno di uno stesso
saggio per il test ImmuLisa™ di ricerca dell’anticorpo anti-ENA & pari al 4-11%. Il CV tra un saggio e l'altro & pari
al 4-10%.
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ELISA para Anticorpos contra Antigénios Nucleares Extraiveis (ENA)

“ FOLHETO DO PRODUTO

©
| M M CO 1126 Teste de Anticorpos Anti-ENA (Sm/RNP) 96 Determina Tes
DIAGNOSTICS 1127 Teste de Anticorpos Anti-ENA (Sm) 96 Determinal | es
- 1128 Teste de Anticorpos Anti-ENA (SS-A [Rol) 96 Determinal | es
1129 Teste de Anticorpos Anti-ENA (SS-A [Lal) 96 Determina T es

APLICAGAO

Exames de imunoabsor( [ o enzimatica para a detecl 0 e quantificall 0 de anticorpos IgG contra antigénios
nucleares extraiveis (ENA) [RNP, Sm, SS-A (Ro), ou SS-B (La)] em soro humano. Os anticorpos Sm ajudam no
diagnostico de lupus eritematoso sistemico (LES). Os anticorpos RNP ajudam no diagnéstico da doenla mista
do tecido conjuntivo (DMTC) e LES. Os anticorpos SS-A (Ro) e SS-B (La) ajudam no diagnostico de LES, Lupus
eritematoso cut heo subagudo (LECS) e sindroma de Sjoégren.

DESCRIGAO E EXPLICAGAO

Os ENA sl b compostos de ribonucleoproteina soluvel (“snurps”). Os auto-anticorpos dirigidos contra diversos
ENA provaram ser de valor no diagnostico e monitorizal I o de diversas doen( as sistémicas do tecido conjuntivo.
Os anticorpos Anti-Sm sl o0 especificos da doenla e portanto sl 0 marcadores de Lupus eritematoso sistémico
(LES). Os anticorpos a Sm apresentam-se em aproximadamente 30 a 40% dos doentes de LES. Esses sl o raros
noutras doenl as sistémicas do tecido conjuntivo e, se presentes, indicam sobreposil [ 0 da doenla ou doentes
que ainda nlCob correspondem aos critérios ARA para LES™. Outros anticorpos como os dirigidos contra SS-A
(Ro), SS-B (La) e RNP nlo sl o especificos da doenla. Os anticorpos anti-RNP aparecem em 35 a 45% dos
doentes de LES e em mais de 95% dos doentes com doen!a mista do tecido conjuntivo (DMTC). Ocasionalmente
também podem ser encontrados em esclerodermia, artrite reumatoide e LE provocado por medicamentos'. Os
doentes com anticorpos anti-RNP tém uma menor incidéncia de patologia renal em comparall o com os doentes
com anticorpos anti-Sm. Os anticorpos a SS-A (Ro) e SS-B (La) apresentam-se em aproximadamente 30 a 40%
e 10 a 15% de doentes LES e em 60 a 70% e 40 a 60% de doentes com a sindroma de Sjogren, respectivamente.
Os anticorpos a SS-B (La) apresentam-se frequentemente em associal [ 0 com os anticorpos SS-A (Ro).

Os anticorpos a SS-A (Ro) também se apresentam em 60% dos doentes com LE cutneo subagudo, em quase
todos os casos de LE neonatal e em dois terlos dos doentes de LES com deficiéncia de C2 -3,

Estes anticorpos podem ser detectados por varios métodos. Em virtude das dificuldades na obten( 1 o de antigénios
ENA em forma pura, tem sido muito utilizado o método de imunodifusi o em gel. A imunodifus/ o apresenta uma
especificidade suficiente mas é um método qualitativo e perde em sensibilidade. A Immco Diagnostics Inc.

tem a disposill b antigénios ENA numa forma altamente purificada e desenvolveu um método ELISA para a
detec/ 10 de anticorpos ENA. A metodologia ELISA tem numerosas vantagens em relall o a imunodifusi 0: os
tempos de exame sl o reduzidos, é eliminada a subjectividade individual na leitura dos resultados, a quantifical [ o
€ obtida sem a titula[To do soro, tem potencial de automatiza T o e obtém-se uma maior sensibilidade™.

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

O teste é executado como imunoensaio de absor[ [0 enzimatica de fase solida. Os micropolos s[ b revestidos
com antigénios RNP/Sm, Sm, SS-A (Ro) ou SS-B (La) purificados seguidos por um bloqueio dos locais nl o
reactivos para reduzir a ligal 1o nlo especifica. Os controlos, os calibradores e as amostras de soro do doente
sl 0 incubados nos polos revestidos com antigénio o que permite a ligall o especifica dos anticorpos anti-
ENA presentes no soro. Os anticorpos que nl o se ligaram e as outras proteinas do soro s/ 0 eliminados com
a lavagem dos micropolos. Os anticorpos que se ligaram slo detectados juntando um conjugado de IgG anti-
humana marcado com enzima aos polbs. O conjugado que nl o se tiver ligado é eliminado por lavagem. Depois
junta-se aos micropol 0os um substrato enzimatico especifico (pNPP) e a presen’a de anticorpos € detectada por
uma alterall o de cor provocada pela convers( 0 do substrato pNPP. A reacl 10 é interrompida e a intensidade
de alteral o da cor, a qual é proporcional a concentral [ 0 de anticorpos, € lida por um espectrofotémetro. Os
resultados s’ o apresentados em unidades ELISA (UE)/ml.

No teste RNP & usado um antigénio Sm/RNP para revestir os micropo’ os pois o antigénio RNP encontra-se
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associado ao antigénio Sm. Portanto, para calcular as UE/ml de RNP, devem ser determinadas as UE/ml de
Sm na mesma amostra de soro 1127) e este valor subtraido as UE/mI obtidas com o kit de teste RNP

1126).

REAGENTES

Conservall o e Preparal o

Conserve todos os reagentes entre 2 e 8 °C. N[ o congele.

N[ o utilize o reagente se nl o estiver limpido ou se apresentar precipital [ 0. Os reagentes devem estar todos a
temperatura ambiente (20-25 °C) no momento da utilizal T o.

As tiras de micropol os revestidas s6 devem ser utilizadas uma vez.

Quando é conservado entre 2 e 8 °C, o tamplo de lavagem reconstituido permanece estavel até a data de
validade indicada no kit. Reconstitua o tamp o de lavagem com agua destilada ou desionizada.

Precaulles

Para uso em diagnéstico in vitro. Todos os componentes de origem humana utilizados foram testados contra
HBsAg, VHC, VIH-1 e 2 e HTLV-I, e apresentaram resultados negativos pelos testes requeridos pela FDA. Contudo,
os derivados de sangue humano e de amostras de doentes devem ser considerados potencialmente infecciosos.
Respeite as normas laboratoriais em matéria de conservallo, distribui’T0 e eliminaTo desses materiais's.

ATENCAO - a azida de sodio (NaN,) pode reagir com as tubagens de cobre ou chumbo para formar azidas
metalicas muito explosivas. Na eliminagdo de liquidos, junte quantidades abundantes de agua para evitar a
formagéo de azidas. A azida de sddio pode ser toxica se for ingerida. Se ingerida, informe imediatamente o
director do laboratério ou o Centro Anti-Venenos.

As instrugl es devem ser seguidas exactamente como estdo indicadas no folheto do kit para assegurar resultados
validos. Nao misture componentes do kit com componentes de outras origens que ndo sejam do mesmo
numero de catalogo da Immco Diagnostics Inc.. Respeite as normas em vigor em matéria de processos
laboratoriais para minimizar as possibilidades de contaminag&o microbiana ou quimica dos reagentes durante o
seu manuseamento. Nao use ap6s a data de validade indicada no rétulo.

Materiais fornecidos

Teste de Anticorpos Anti-ENA (Sm/RNP) ImmuLisa™ 1126
Teste de Anticorpos Anti-ENA (Sm) ImmuLisa™ 1127

Teste de Anticorpos Anti-ENA (SS-A [Ro]) ImmuLisa™ 1128
Teste de Anticorpos Anti-ENA (SS-A [La]) ImmuLisa™ 1129

Cada kit contém reagentes suficientes para executar 96 determinag( es.

12x 8 | MICROPLATE | ENA | Microplaca com micropogos individuais destacaveis revestidos
com antigénio ENA.

1x1.5ml [CALIBRATOR|A|ENA|** Calibrador A pronto a usar (tampa verde). Soro humano contendo
anticorpos para ENA.

1x1.5ml |CALIBRATOR|B|ENA|*t Calibrador B pronto a usar (tampa violeta). Soro humano
contendo anticorpos para ENA.

1x1.5ml |CALIBRATOR|C|ENA |** Calibrador C pronto a usar (tampa azul). Soro humano contendo
anticorpos para ENA.
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1x1.5ml |CALIBRATOR D[ ENA |*t

1x1.5ml [CONTROL |+[ENA|*t

1x1.5ml [CONTROL|-|*

1x12ml [1gG-CONJ | ALKPHOS |*t

1x60ml [DIL]*
1x12ml [ SUBSTRATE |*

1x12ml
2x

* Contém < 0,1% NaN,

Calibrador D pronto a usar (tampa amarela). Soro humano
contendo anticorpos para ENA.

Controlo positivo pronto a usar (tampa vermelha). Soro humano
contendo anticorpos anti-ENA.

Controlo negativo pronto a usar (fampa branca). Contém soro
humano.

Conjugado anti-humano com fosfatase alcalina pronto a usar.
Cor-de-rosa.

Diluente de soro pronto a usar. Cor azul.

Substrato enzimatico pronto a usar. Contém pNPP. Proteger da
luz.

Solul | o de paragem pronta a usar.

Tampl o de lavagem em pé. Reconstituir cada unidade em um
litro.

T Os kits contém componentes com microplacas revestidas com antigénios adequados, controlo positivo para
anticorpos e calibradores. Nos rotulos, aparece o antigénio ou anticorpo especifico em substituicdo de “ENA”:

“RNP” para 1126, “Sm” para 1127, “RO” para 1128 e “LA” para 1129.

Simbolos utilizados nos roétulos:
Numero de lote

Numero de catalogo

Prazo de validade

Temperatura de armazenamento
Ler as instru¢les de utilizagéo
Utilizagcdo em diagnaéstico in vitro

Fabricante

4R BB ~x[F[J

Numero de testes

Materiais necessarios mas nio fornecidos

+  Agua destilada ou desionizada

*  Frascode esguicho para o tampé&o de lavagem diluido ou lavador automatico de microplacas com a capacidade

de 200 pl
Pipetas para 5 a 1000 pl

* Pontas de pipetas descartaveis

e Tubos de ensaio limpos 12 x 75 mm e suporte para tubos de ensaio

e Temporizador

e Papel absorvente
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* Leitor de microplacas para a leitura de valores de absorvancia a 405 nm. Se estiver a disposigdo um leitor de
microplacas de dois comprimentos de onda, o filtro de referéncia deve ser regulado para 600-650 nm.

COLHEITA E MANUSEAMENTO DA AMOSTRA

Nesta operagdo s6 devem ser utilizadas amostras de soro. As amostras muito hemolisadas, lipémicas ou
contaminadas com micrébios poderao interferir com o rendimento do teste e portanto ndo deverao ser utilizadas.
Conserve as amostras de 2 a -8 °C e por ndo mais de uma semana. Para conservar as amostras de soro por mais
tempo sera necessario congela-las. Evite congelamentos e descongelamentos repetidos.

PROCEDIMENTO
Notas sobre o procedimento
* Leia atentamente o folheto do produto antes de iniciar o teste.

« Deixe que as amostras de soro e os reagentes do teste estabilizem a temperatura ambiente antes de iniciar
o teste. Guarde imediatamente no frigorifico todas as amostras e reagentes que nao forem utilizados.

* Asdiluigles das amostras do doente devem ser todas preparadas antes de iniciar o teste.

+ E essencial uma boa técnica de lavagem. Se a lavagem for executada manualmente, o método de lavagem
adequado é o de aplicar um jacto forte e directo de tampao de lavagem utilizando um frasco de lavagem com
uma boca larga abrangendo toda a microplaca. Aconselha-se um lavador automatico de microplacas.

* Use uma pipeta multicanal com capacidade de distribuicdo em 8 pogos simultaneamente. Isso torna mais
rapido o processo e assegura um tempo de incubagéo mais uniforme.

*  Emtodos os passos é importante um cuidadoso controlo do tempo. O inicio de todos os periodos de incubagéo
da-se quando se junta o reagente.

* O adicionamento de todas as amostras e reagentes deve ser efectuado com a mesma proporgédo e com na
mesma sequéncia.

* Retire do pacote as tiras de micropogos necessarias e feche bem o pacote para evitar condensagéo nos
poc¢os ndo utilizados. Guarde imediatamente o pacote no congelador.

Método do teste
Passo 1 Deixe que todos os reagentes estabilizem a temperatura ambiente.

Passo 2 Indique na folha de protocolo a colocacdo das amostras nos pocos. E aconselhavel executar o teste
nas amostras em duplicado.

Passo 3 Para uma determinal o quantitativa use somente o Calibrador D baixo, pronto a usar (frasco com
tampa amarela).
ou Para uma determinall o semiquantitativa use os Calibradores A a D prontos a usar, como
descrito no esquema abaixo.

DETERMINA /0 QUALITATIVA DETERMINAL_O SEMIQUANTITATIVA
A [ 55 A Jn 52
B neciis6 B ineeiis3
C poS || S7 C POs || S4
D < ss D % ss
E s1 59 E < s
F s2s10 F % s
G 3 811 G 9 s8
H 's4 812 H s s9
1 2 3 4 1 2 3 4
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Passo 4

Passo 5

Passo 6

Passo 7

Passo 8

Passo 9
Passo 10
Passo 11

Passo 12

Passo 13

Passo 14

Passo 15

Prepare uma diluicdo a 1:101 das amostras do doente misturando 5 pl de soro do doente com 0,5
ml de Diluente para Soro. Misture bem.

Retire do pacote os micropogos necessarias e guarde no frigorifico o pacote selado com as tiras ndo
utilizadas. Coloque correctamente os micropogos no suporte extra fornecido.

Com uma pipeta, deite 100 pl de Calibradores prontos a usar, Controlos Positivos e Negativos e
amostras do doente diluidas nos respectivos micropogos como ilustrado no esquemas das amostras
acima.

Nota: Inclua também um micropogo com 100 pl de Diluente do Soro como branco de reagente. Ponha
o leitor ELISA a zeros em relagdo ao branco de reagente. A absorvancia do branco de reagente nao
devera ser superior a 0,3 quando lido em relagao ao ar.

Incube por 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.

Lave 4 vezes com tamp&o de lavagem. Para lavagem manual, encha cada micropogo com tampao
de lavagem reconstituido. Elimine o fluido virando ao contrario e batendo com os dedos para eliminar
o conteldo de cada pogo ou aspirando o liquido de cada pogo. Para enxugar no fim da ultima
lavagem, vire as tiras ao contrario e bata com forga os pogos em toalhetes de papel absorvente. Em
caso de lavadores automaticos, programe o lavador de acordo com as instrug/ es do fabricante.

Com uma pipeta, deite 100 yl de Conjugado nos micropogos.
Incube por 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.
Lave todos os micropogos como no Passo 7.

Com uma pipeta, deite 100 pl de Substrato Enzimatico em cada micropogo, na mesma ordem e
tempos, como descrito para o Conjugado.

Incube por 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.

Com uma pipeta, deite 100 pyl de Solugédo de Paragem em cada micropogo na mesma ordem e
tempos descritos para o Substrato Enzimatico. Leia os valores de absorvancia no prazo de 1 hora
depois de juntar a Solugédo de Paragem.

Leia a absorvancia de cada micropogo a 405 nm usando um leitor de microplacas a comprimento
de onda simples ou duplo de 405/630 nm em comparagao com o branco de reagente definido em
absorvancia zero.

Controlo de qualidade

Os Calibradores, os Controlos Positivo e Negativo e o branco de reagente devem ser ensaiados em cada teste
para verificar a integridade e a precisao do teste. A leitura da absorvancia do branco de reagente devera ser <
0,3. O Calibrador A devera ter uma leitura de absorvancia ndo inferior a 1,0, caso contrario o teste devera ser
repetido. O controlo negativo deve ser < 20 UE/ml. Se o teste for efectuado em duplicado, para determinar UE/ml
devera ser calculada a média das duas leituras. Quando se efectuam determinagies qualitativas, a absorvancia
do Calibrador D deve ser superior a do controlo negativo e inferior a do controlo positivo. Para determinagies
semiquantitativas, o controlo positivo deve dar valores dentro do intervalo indicado na ampola.

RESULTADOS

Calculos

As concentracgl es das amostras do doente podem ser determinadas em dois métodos:
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1. DETERMINACAO QUALITATIVA

Abs. da Amostra de Teste
X UE/ml de Calibrador D = UE/ml da Amostra de Teste

Abs. do Calibrador D

2. DETERMINACAO SEMIQUANTITATIVA

Registe a absorvancia dos Calibradores A a D em relagéo a respectiva concentragdo num papel milimétrico
linear. Registe a concentracdo em UE/ml na coordenada X em relagéo a absorvancia na coordenada Y e trace
a curva de melhor ajuste. Determine as concentragl es das amostras do doente a partir da curva em relagédo ao
correspondente valor de absorvancia.

O.D. @ 405/630nm

0
[ [T [ I I [
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Calibrador

Os calibradores prontos a usar sdo incluidos para assegurar uma semiquantificagdo e devem ser usados em
cada teste. As amostras dos doentes com niveis de anticorpos mais elevados devem dar valores de absorvancia
mais elevados do que os do Calibrador A. Para a determinag&o com preciséo dos valores semiquantitativos essas
amostras de soro devem ser mais diluidas de modo que entrem no intervalo da curva do calibrador quando forem
novamente testadas. Para a determinacdo de UE/ml, multiplique as unidades obtidas pelo factor de solugéo.

Interpreta’ [ o

As seguintes informagles servem apenas como guia na interpretagdo dos resultados de laboratorio. Cada
laboratorio deve determinar os seus proprios valores normais. Esses poderdo variar em fungao da populagao
examinada.

Valor Anti-ENA UE/ml  Interpretal i o

< 20 UE/mi Negativo
20-25 UE/mlI Indeterminado (Limiar)
>25 UE/mI Positivo

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

O teste para anticorpos anti-ENA ImmuLisa™ ndo deve ser efectuado em amostras muito hemolisadas,
contaminadas com microbios ou lipémicas. Este método sé deve ser utilizado para testar amostras de soro
humano. O diagnéstico ndo deve ser efectuado apenas em base aos resultados do teste ELISA.

VALORES PREVISTOS

Aincidéncia de anticorpos ENA em diversas doengas sistémicas do tecido conjuntivo esta resumida na seguinte
tabela:
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Significado Diagnéstico de Anticorpos a varios Antigénios Nucleares Sol veis

Isé6tipo de Anticorpo Associall o adoen’a
Sm LES - 10-40%
RNP LES - 20-30%
DMTC - 95-100%

SS-A (Ro) LES - 15-33%
LECS - 60%

LE Neonatal - 100%

Sindroma de Sjégren - 40-70%

SS-B (La) LES - 10-15%
LECS - 25%

Sindroma de Sjégren - 15-60%

LES = L[ pus eritematoso sist mico
DMTC = doenl a mista do tecido conjuntivo
LECS = L[ pus eritematoso cutAneo subagudo

Nota: A frequéncia de especificidade de cada anticorpo numa doencga representa uma compilagédo extraida da
literatura®. A incidéncia varia em fungdo da populagdo de doentes.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Os testes para anticorpos anti-ENA ImmuLisa™ [Sm, RNP, SS-A (Ro) ou SS-B (La)] foram comparados a outros
kits de teste ELISA obtidos comercialmente. Um total de 67 soros, de um laboratério clinico de referéncia, foi
identificado por imunodifusdo como positivos ou negativos a anticorpos anti-RNP, anti-Sm, anti-SS-A (Ro) ou
anti-SS-B (La).

Estes soros foram testados de acordo com o processo recomendado pelo fabricante. Os resultados estdo
resumidos na seguinte Tabela:

Comparagdo dos Métodos ELISA para a Detecgdo de Anticorpos anti-ENA

RNP ImmuLisa™

Positivo Negativo Total
Positivo 11 0 11
OUTROS Negativo 5 46 51
Total 16 46 62

Concordancia: 92%
Sensibilidade: 100%
Especificidade: 90%

Sm ImmuLisa™

Positivo Negativo Total
Positivo 3 1 4
OUTROS Negativo 5 53 58
Total 8 54 62

Concordancia: 90%
Sensibilidade: 75%
Especificidade: 91%
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S$S-A (Ro) ImmuLisa™

Positivo Negativo Total
Positivo 25 1 26
OUTROS Negativo 9 27 36
Total 34 28 62

Concordancia: 84%
Sensibilidade: 96%
Especificidade: 75%

SS-B (La) ImmuLisa™

Positivo Negativo Total
Positivo 14 1 15
OUTROS Negativo 5 42 47
Total 19 43 62

Concordancia: 90%
Sensibilidade: 93%
Especificidade: 89%

Dependendo da concentragéo do analisado o Coeficiente de Variagao intra-teste (CV) para o Teste para anticorpos
anti-ENA ImmuLisa™ & 4-11%. O inter-teste CV & 4-10%.
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