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| M M CO 1164 Anti-Intrinsic Factor Antibody ELISA 96 Determinations

DIAGNOSTICS

INTENDED USE

Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) for the qualitative and semi-quantitative detection of antibodies to
intrinsic factor in human serum to aid in the diagnosis of pernicious anemia.

SUMMARY AND EXPLANATION

Pernicious anemia is one of the most common causes of Vitamin B,, (cobalamin) deficiency. Vitamin B,, deficiency
can result in hematological, neurological, and psychiatric complications. Histologically, pernicious anemia
is characterized by gastric mucosal atrophy, selective loss of parietal and chief cells from the gastric mucosa
and sub mucosal lymphocytic infiltrate. Immunologically, the hallmark of pernicious anemia is the presence of
autoantibodies against gastric parietal cells, proton pump (H+K+ATPase), and against the cobalamin absorbing
protein, intrinsic factor.™*

Intrinsic factor is a 60 kD glycoprotein produced by the parietal cells of the stomach lining and enables the absorption
of vitamin B, ,. In acquired pernicious anemia there is a significant decrease in intrinsic factor expression due to the
loss of intrinsic factor producing gastric parietal cells, which results in the body’s inability to absorb vitamin B, in
the stomach. Approximately 2% of the population aged >60 have undiagnosed pernicious anemia*®

Intrinsic factor antibodies are of the IgG isotype and occur in about 70% of patients with pernicious anemia.”® Anti-
gastric parietal cell antibodies (AGPA) are usually detected by immunofluorescence on mouse stomach substrate or
by ELISA using gastric H+K+ATPase as the antigen. These antibodies are diagnostic of autoimmune gastritis and
not of pernicious anemia. For the diagnosis of pernicious anemia, intrinsic factor antibodies are more specific and
very closely associated with pernicious anemia®'°. Antibodies to intrinsic factor are detected by radioimmunoassay
(RIA) or by enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)."-"3

ELISA offers advantages over RIA and other methods that rely on the ability of autoantibodies to inhibit the binding
of labeled vitamin B, to intrinsic factor. First, ELISA detects antibodies of both Type | and Il whereas RIA or other
inhibiting assays detect only Type | antibodies. Second, RIA and other B, inhibiting antibody methods give false
positive results as these assays are subject to interference by high B, levels. Patients with a suspected diagnosis
of pernicious anemia may already be on vitamin B,, therapy causing elevated levels of B, in circulation.

The Immco™ Intrinsic Factor Antibody ELISA incorporates a very pure recombinant glycosylated holoenzyme
as the antigen. This provides appropriate purity, antigenicity and assures that the antigen is not bound by vitamin
B,,, which may interfere in detection of intrinsic factor antibodies.

PRINCIPLES OF PROCEDURE

The test is performed as a solid phase immunoassay. Microwells are coated with a recombinant glycosylated
human intrinsic factor antigen followed by a blocking step to reduce non-specific protein binding during the assay
run. Controls, calibrator(s) and patient sera are incubated in the antigen coated wells to allow specific antibodies
present in the serum to bind to the intrinsic factor antigen. Unbound antibodies and other serum proteins are
removed by washing the microwells. Bound antibodies are detected by adding an enzyme labeled anti-human
IgG conjugate to the microwells. Unbound conjugate is removed by washing. Specific enzyme substrate (pNPP)
is then added to the wells and the presence of antibodies is detected by a color change produced by the
conversion of pNPP substrate to a colored reaction product. The reaction is stopped and the intensity of the
color change, which is proportional to the concentration of antibody, is read by a spectrophotometer at 405
nm. Specimen optical density is compared with optical density of a calibrator (qualitative result) or a four point
standard curve (semi-quantitative result). Results reported as positive or negative and expressed in ELISA units
per milliliter (EU/ml).
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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
(22-30°C) prior to use.

Reconstitute the wash buffer to 1 liter with distilled or deionized water. When stored at 2-8°C, the reconstituted
wash buffer is stable until the kit expiration date. Coated microwells are for one time use only.

Precautions

All human derived components used have been tested for HBsAg, HCV, HIV-1 and 2 and HTLV-l 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. Follow good laboratory practices to minimize microbial and
cross contamination of reagents when handling. Do not use kit components beyond expiration date on the labels.

Materials provided
ImmuLisa™ Anti-Intrinsic Factor Antibody ELISA 1164

Kit contains sufficient reagents to perform 96 determinations.

12x 8 [ MICROPLATE | IF | Microplate with individual breakaway microwells coated with
recombinant human intrinsic factor antigen.

1x1.5ml [CALIBRATOR[ A [IF |* Ready to use Calibrator A (green cap), human serum positive for anti-
intrinsic factor antibodies.

1x1.5ml [CALIBRATOR] B [IF |* Ready to use Calibrator B (violet cap), human serum positive for anti-
intrinsic factor antibodies.

1x1.5ml [cALIBRATOR] C [IF |* Ready to use Calibrator C (blue cap), human serum positive for anti-
intrinsic factor antibodies.

1x1.5ml [CALIBRATOR] D [IF |* Ready to use Calibrator D (yellow cap), human serum positive for
anti-intrinsic factor antibodies.

1x1.5ml |CONTROL | +| IF |* Reqdy to use_l?o;itiye Control .(red_ cap). Contains human serum
positive for anti-intrinsic factor antibodies.

1x1.5ml [CONTROL |- |* Ready to use Negative Control (white cap). Contains human serum.

1x12 ml [1gG-CONJ [ ALKPHOS |* Ready to use. anti-human Alk. Phos. Conjugate. Color coded pink.

1 x 60 ml * Ready to use. Serum Diluent. Color coded blue.

1x12ml [SUBSTRATE |* Feﬁfy to use Enzyme Substrate. Contains pNPP. Protect from
ight.

1x12 ml STOP Ready to use Stop Solution.

2x | BUF [ WASH Powder Wash Buffer. Reconstitute to one liter each.

* Contains <0.1% NaN,
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Symbols used on labels:

Lot number

< REEESN 4]

Catalog number

Use by

Storage temperature
Read instructions for use
In vitro diagnostic use
Manufacturer

Number of Tests

Materials Required But Not Provided

Deionized or distilled water

Squeeze bottle to hold diluted wash buffer
Pipettes capable of delivering 5 pl to 1000 pl
Disposable pipette tips

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

Absorbent paper towels

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

Automatic microplate washer capable of dispensing 200 ul

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.

PROCEDURE

Procedural Notes

Carefully read the product insert before starting the assay.

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

Let patient specimens and test reagents equilibrate to 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 or 12 wells simultaneously. This speeds the process and
provides more uniform incubation times.
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«  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.

Test Method
Step 1 Let all reagents and specimens equilibrate to 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 the Ready to Use Low Calibrator D (vial with yellow cap) only.
or For a semi-quantitative determination use the Ready to Use Calibrators A through D as depicted
in the sample layout below.
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Step 4 Prepare a 1:101 dilution of the patient samples by mixing 5 pl of the patient sera with 500ul of Serum
Diluent.

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 Calibrators, Positive and Negative controls and diluted patient samples
(1:101) to the appropriate microwells as per protocol sheet.
Note: Include one well which contains 100 pl of the Serum Diluent as a reagent blank. Zero the ELISA
reader against the reagent blank.

Step 7 Incubate 30 minutes (+ 5 min) at room temperature.

Step 8 Wash 4x with 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 towels. 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 8.

Step 12 Pipette 100 pl of Enzyme Substrate into each microwell 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 values within 1 hour of adding Stop Solution.
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Step 15 Read absorbance of each microwell at 405 nm using a single or at 405/630nm using a 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/ml. If the test is run in duplicate, the mean of the two readings should be taken for determining EU/ml.
While performing Qualitative determinations, the optical density of Calibrator D must be greater than that of the
negative control and less 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/ml of Calibrator D = EU/mI Test Sample

Abs. of Calibrator D
Sample Absorbance = 1.0
Calibrator D Absorbance = 0.26
Calibrator D EU/mI = 20 EU/mI
Sample EU/mI = 1.0/.26x20 = 76.9 EU/m|
2. SEMI-QUANTITATIVE DETERMINATION

Plot the absorbance of Calibrator A through D against their respective concentrations on linear-linear graph paper.
Plot the concentrations in EU/mI on the X-axis against the absorbances on the Y-axis and draw the best fit curve.
Determine the concentrations of the patient samples from the curve according to corresponding absorbance
values. A sample curve has been provided below:

Example:

Standard Curve
R*=0.9992
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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 high antibody levels may give absorbance values greater than that of Calibrator A. For determining
accurate semi-quantitative values, such specimens should be further diluted so they fall within the range of the
calibrator curve when retested. For determining EU/ml values, multiply the units obtained by the dilution factor.

Interpretation

Interpretation values were determined by testing 40 adult normal blood donors. The mean of the normal subjects
plus 3SD was established as the assay cutoff and assigned an arbitrary value of 20 EU/mI. This initial study
was validated with a normal population of 30 patients in the age range at-risk for pernicious anemia. Immco
Diagnostics Inc. suggests use of the reference range below. Each laboratory should validate assay values for
their own conditions.

anti-IF value Interpretation

<20 EU/mI Negative

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

LIMITATIONS OF PROCEDURE

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.

The anti-intrinsic factor autoantibodies may be present in association with other autoimmune diseases, but rarely
in normal subjects. A negative intrinsic factor antibody result does not rule out the presence of pernicious anemia.
A negative intrinsic factor antibody result does not rule out the presence of the antibody because the concentration
of antibody may be below the detection limit of the assay. A positive test result only indicates the presence of
intrinsic factor antibodies and does not necessarily indicate the presence of autoimmune or other disease. The
assay performance characteristics have not been established for matrices other than serum. Test results obtained
by this assay should be considered in conjunction with clinical and other laboratory findings such as B, levels and
the Schilling test.

EXPECTED VALUES

Test results in a normal population are expected to be negative. However, 0.1% - 0.2% of apparently healthy,
asymptomatic individuals may test positive for anti-intrinsic factor antibodies.

The following table depicts the incidence of intrinsic factor antibodies in individuals diagnosed with pernicious
anemia as reported in the literature.

Prevalence of Intrinsic Factor Antibodies in Pernicious Anemia

Study No. of Patients Intrinsic Factor
Antibodies
Carmel 11 34 78-88%
Carmel 2 147 73%
Davidson 7 324 70%

Performance Characteristics

The ImmuLisa™ Intrinsic Factor Antibody ELISA for the detection of intrinsic factor antibodies was evaluated by
testing well-characterized sera from patients with pernicious anemia alongside disease controls and “normal’
human sera as indicated in studies A and B below. These specimens were also tested on other commercially
available kits and the results compared. Specimens were obtained from a reference laboratory utilizing a RIA
method and from research groups studying cobalamin deficiency.
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Normal Range: 64 normal human sera specimens were tested on the Intrinsic Factor ELISA and the mean value
was less than 9 EU/ml.

Comparative Sensitivity and Specificity

A. Clinical Correlation: ImmuLisa™ Intrinsic Factor Antibody ELISA was tested with well characterized sera of
patients with pernicious anemia: A total of 110 samples were tested on the Immco™ ELISA, including 20
pernicious anemia specimens, 20 healthy controls and 70 controls from patients with rheumatoid arthritis, celiac
disease, Hashimoto’s thyroiditis, Graves’ disease, elevated H. pylori antibody levels, and hepatitis C.

CLINICAL DIAGNOSIS

Positive Negative Total
Immco™ Positive 20 5 25
IF ELISA Negative 0 85 85
Total 20 90 110

Clinical Sensitivity: 100 %
Clinical Specificity: 94%
Positive Predictive Value: 80%
Negative Predictive Value: 100%

B. ImmuLisa™ anti-IF ELISA vs. a commercially available radioimmunoassay (RIA): A total of 47 specimens were
tested on both systems, including 33 suspected pernicious anemia cases and 14 healthy controls. This study
showed strong correlation in patients with low B12 levels, which is indicative of patients with pernicious anemia,
but poor correlation in patients with normal or elevated B12 levels, which may be indicative of patients receiving
B12 therapy. B12 therapy is known to cause false positive results on the RIA systems.™

i. All specimens:

RIA
Positive Negative Total
Immco™ Positive 16 0 16
ELISA Negative 17 14 31
Total 33 14 47

Relative Agreement: 64%
Positive Percent Agreement: 48%
Negative Percent Agreement: 100%

ii. Suspected pernicious anemia patients with low B12 levels (<200pg/ml):

RIA
Positive  Negative Total
Immco™ Positive 13 0 13
ELISA Negative 0 0 0
Total 13 0 13

Relative Agreement: 100%
Positive Percent Agreement: 100%
Negative Percent Agreement: 100%
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iii. Suspected pernicious anemia patients with elevated B12 levels (>2000pg/ml):

RIA
Positive Negative Total
Immco™ Positive 3 0 3
ELISA Negative 17 0 17
Total 20 0 20

Relative Agreement: 15%
Positive Percent Agreement: 15%
Negative Percent Agreement: 100%

iv: Controls:
RIA
Positive Negative Total
Immco™ Positive 0 0 0
ELISA Negative 0 14 14
Total 0 14 14

Relative Agreement: 100%
Positive Percent Agreement: 100%
Negative Percent Agreement: 100%

C. Cross Reactivity: A total of 111 potentially cross-reactive specimens from individuals with other autoimmune
disorders or infectious diseases were tested for IF antibodies using the ImmuLisa™ system.

Condition #Tested % Positive
Rheumatoid Arthritis 10 0%
Celiac Disease 10 0%
Hashimoto’s Thyroiditis 10 0%
Graves' Disease 10 0%
H. Pylori positive 11 0%
Hepatitis C positive 20 0%
Normal Human Sera 40 0%

Precision

Based on 40 replicates of three specimens in one run, the inter-assay Coefficient of Variation (CV) for the IF
Antibody ELISA test was calculated.

Specimen (EU/mI) Inter-assay CV
1(24.9 EU/ml) 4.6%
2 (50.3 EU/mI) 4.7%
3(89.7 EU/mI) 1.2%
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Based on 16 replicates (specimens 1 and 2) or 8 replicates (specimen 3) of three specimens, the intra-assay
Coefficient of Variation (CV) of the IF Antibody ELISA test was calculated.

Specimen (EU/mI) Intra-assay CV
1(26.3 EU/ml) 4.6%
2 (46.7 EU/mI) 3.0%
3(83.1 EU/mI) 2.6%

Linearity

To determine acceptable linearity, plates were assayed with a calibrator set produced using doubling dilutions
from 20 EU/ml to 160 EU/ml. The r-squared values of the resulting standard curves were determined for multiple
assays. An r? value greater than 0.95 is deemed to be acceptable. The average r? value for this assay was
than 0.99. r2 values ranged from 0.9935 to 0.9999.

Recovery

For each test, two discreet samples of equal volume with known Intrinsic Factor antibody levels were mixed.
Antibody concentration for the mixture was expected to be the average of the antibody concentration of the
discrete samples. The antibody levels of the mixed samples were determined and used to calculate percent
recovery. The results follow:

Anti-IF Ab. conc. Ab. conc. % Recovery
expected (EU/ml) obtained (EU/ml)
Test 1 30 27 90
Test 2 45 42 93
Test 3 40 41 103
Test 4 75 60 80
Test 5 47 43 92
Test 6 42 42 100
Test 7 57 59 104
Test 8 76 73 96



Mé6odog ELISA yia avriowpata Katd Tou evdoyevoug mrapdyovra (EIM)

“ ENOETO NPOIONTOX

| M M CO© 1164 Mé6odoc ELISA yia avriowuara kard Tou evdoyevous mapdyovia 96 [poadiopiouoi
DIAGNOSTICS
MPOOPIZOMENH XPHZH

Mia péBodog evluuikoU avoooTTpoopo®nTikou TTpocdiopicpou (ELISA) yia Tov TTOIOTIKO KOI NUI-TIOCOTIKO
TTPOCBIOPICHS AVTICWHATWY KATA Tou evdoyevoug TTapdyovTa og opd avBpwtrou, wg Boribnua otn didyvwaon TnNg
Kakor®oug avaiyiag.

MEPIAHWH KAI ENEZHIHZH

H kakorBng avaipia givar pia atro TIG M0 KOIVEG AITiEG TNG AVETTAPKEIag o€ Birapivn B, (koBaAayivn). H avetrdpkela
Brrapivng B,, evdéxetal va odnyrjoel o€ AINATOAOYIKEG, VEUPOAOYIKEG KOl WUXIATPIKEG ETTITTAOKEG. |OTOAOYIKD, N
KoKoning avaipio xapakTnpIiZeTal amro aTtpoia Tou YaoTPIKOU BAEVVOYOVOU, ETTIAEKTIKA ATTWAEIQ TWV TOIXWHATIKWY
KO TwV BEPENIWV KUTTAPWY OTTO TO YOO TPIKO BAEVVOYSVO KOl UTTOBAEVVOYOVIA AEQOKUTTAPIKA BIRONan. AvoooAoyIKd,
N XOPOKTNPIOTIKH £vOEIEN KAKOABOUG avalpiag gival N TTopoudia auToavTICWHATWY KOTA TWV TOIXWHOTIKWY KUTTAPWY
TOU GTOPGXOU, TNG avTAiag TTpwToviwv (H+K+ATPdan) kail Tng TpwTeivng atmoppdenong koBaAapivng, dnAadr Tou
evdoyevoulg TrapayovTa. '’

O evdoyevng TTapdyovTag gival pia YAUKOTTpwTEivn poplakoU Bdpoug 60 kD TTou TrapdyeTtal atmd Ta TOIXWHOTIKA
KUTTapa Tou BAgevvoyOovou TOU GOTOHGXOU Kal EMITPETTEI TNV amoppoenon Tng Pirapivng B,,. v emikinm
Kokonén avaiyia, TTapatnpeeital onuavTikg Peiwon NG éK@pacng Tou evOoyevoug TTapdyovTa Adyw OTTWAEING
TWV TOIXWUATIKWY KUTTAPWYV TOU OTOPAXOU TTOU TTAPAYOuUV EVOOYEVI TTAPAYOVTA, TTPOKAAWVTAG £T01 QVIKOVOTNTA
amoppdenang g Brrapivng B,, amd 1o atépaxo. Mepitmou 2% tou TANBUoHOU nAIKiag >60 eTwWV TTAOXEI ATTO N
dlayvwaopévn Kakonen avaiyio*s.

Ta avTiowpaTta KaTd Tou evdoyevoug TTapdyovTa gival IcoTutrou IgG kai atmravtolv 1o 70% Trepitrou Twv aoBevwv
ME kakorBn avaipia’™®. Ta avTICWPATO KOTG TwV TOIXWHOTIKWY KUTTApwv Tou atopdxou (AGPA) avixvelovTal
ouvnlwg pe avooo@Bopiopd o€ UTTOOTPWHO OTOPAXOU TTOVTIKOU 1] pE pEBOdO ELISA xpnoigotmoiwvtag wg
avTiyovo Tnv H+K+ATPdon Tou otopdyou. Ta avTioWHATa autd atmoteAoUv diayvwaTikG TTapdyovTta yia Thv
auTodvoon yaoTpiTida Kal 01 yia TNV Kakonon avaiyia. Ma tn didyvwon Tng KakorBoug avaiyiag, Ta avTiowuara
KaTd Tou evOOyEVOUG TTapAyovTa €ival TTEPITOOTEPO EIOIKA KAl TTOAU OTEVA OXETICOUEVA WE TNV KaKoNOn avaipia®10.
Ta avTiowpaTa Katd Tou vdoyevoug TTapdyovta avixveuovTal pe padloavoooloyikr] avdAuon (RIA) i ye pébodo
€vCUUIKOU avoooTTpoopo®nTIkoU TTpoadiopicpou (ELISA). W13

H péBodog ELISA éxer mAcovektipaTa €vavt Tng peBddou RIA kai dAwv peBddwv ol otroieg Baaifovral oTnv
IKAVOTNTA TWV OUTOAVTIOWHATWY va avaoTéNouv Tn déoueuan Tng onuacuevng Birapivng B,, atov evdoyevn
mapdyovTa. MNpwTov, n pébodog ELISA avixvelel avricwpata 1600 Tutou | 6oo kai Tutrou I, evwy n péBodog RIA
N dAAeg pEBOBOI avaaTOAAG avixveuouv poévo avriowpata Tuttou |. Agltepov, n péBodog RIA kai dAAeG péBodol
avaoToAg Tng Bitayivng B,, TTou Xpnoidotrololv avTiowpaTta divouv Weudwg BeTIKG atroteAéopaTa, Kabwg ol
pEBodoI auTEG eTTNpeddovTal aTro Tuxov uwnAd emritreda Birapivng B,,. AcBeveig pe utroyia didyvwong kakorBoug
avaipiag evdéxetal va Aappdvouv ndn Bepatreia pe Birapivn B.,, TTpokaAwvTag €101 auénuéva emmimeda BiIrapivng
B,, 07NV KukAogopia Toug.

127

H avdAuon avTiowpaTtog katd Tou evdoyevoug Trapdyovta yia ELISA tng Immco™ tmrepidaufBdvel wg avTiyovo
éva TTARPWG KekaBappévo avaouvduaopévo YAUKOCUAIWPEVO oAoéviupo. 'ETal TTapéxeTal N KAaTAAANAN kaBapdTnTa
Kal avTIyoVIKOTNTa Kal Siac@aAiCeTal 0TI To avTiyovo &g deapeleTal amoé T Birapivn B,,, n omoia 8a utopouae va
ETTNPEACEI TNV AViXVEUON AVTIOWHATWY KATA TOU evdoyevoug TTapdyovTa.

APXEZ THZ AIAAIKAZIAZ

H avdAuon Oievepyeital wg avoooTrpoodiopiopds oTepeds @dong. O UIKPOKUWEAIDEG ETTIKAAUTITOVTAI ME
avaouvouaopévo, YAUKOCUAIWPEVO avTiyovo evdoyevoUug TrapdyovTa avlpwTtou Kal akoAouBei éva oTddio

10
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aTTOoKAEIOPOU YIa TN PEIWON TNG KN EIBIKAG TTPWTEIVIKAG dE0PEUONG KATA TN dievépyela TNG avaAuong. Ta diaAvpara
eAEyXoU, oI BaBuovounTég Kal 01 0poi A0BEVWV ETTWALOVTAI OTIG ETTIKAAUPMUEVEG JE AVTIYOVO KUWEAIDEG, ETTITPETTOVTAG
€101 TN OETPEUTN OAWV TWV EIBIKWY AVTICWHATWY Tou 0poU OTO aVTIYOVO Tou evOoyevoUg TTapdyovTa. Ta avTiowuara
TToU Ogv OeTEUTNKAY, KOBWG Kal AAAEG TTPWTEIVEG TOU 0poU, ATTOUAKPUVOVTAI PE EKTTAUCH TWV HIKPOKUWEAIDWV.
Ta avTiowpaTa TTou deOPEUTNKAV AVIXVEUOVTAI PE TNV TTPOCHONKN OTIG MIKPOKUWEAIDEG ONUACUEVOU PE €VEUUO
OUCeUKTIKOU QvTIOWHPOTOG KaTtd TNG avBpwtmivng IgG. To pun deopeupévo OUCEUKTIKO aVTIOWHA OTTOUOKPUVETAI JE
EKTTAUON. TN OUVEXEIQ, TTPOCTIOETAI OTIG KUWEAIDES €101KO evCUMIKSG uTTdoTpwHa (PNPP) kal avixveleTal n TrTapouacia
QVTICWHATWY PE TNV oAAQY XPWHATOG TTOU TTPOKUTITEI AOyw TNG METATPOTIAG Tou uTtooTpwpaTog pNPP o€ éva
EyXpwpo Tpoidv avtidpaong. H avtidpaon Teppatifetal Kai n €viacn Tng aAAayrg Tou XpWwHaTog, n oTroia gival
avdAoyn TNG CUYKEVTPWONG TOU AVTIOCWHATOG, dIaRAZeTal ATTO £Va QACUATOPWTONETPO, O€ NNKOG KUPaTOG 405 nm.
H oTTTIKA TTUKVOTNTA TOU BEiYPATOG CUYKPIVETAI IE TNV OTTTIKA TTUKVOTNTA VOGS BaBuovounTr (TTOIOTIKG ATTOTEAETHQ)
1 ME YIa TUTTIKR KAUTTUAN TEOGAPWYV ONMEIWVY (NUI-TTO0OTIKG aTTOTEAECHA). Ta ATTOTEAETUATA AVAPEPOVTAI WG BETIKA
1 apvnTIKA Kal ekppdlovTal o€ povddeg ELISA avd xiAlootoMiTpo (EU/mI).

ANTIAPAXTHPIA
®UAAEN Kal TTpoETOINATIa
OAa 10 avTidpacTApla TTPETTEI va UAdoTovTal o€ Beppokpaaia 2-8°C. Mnv Ta KOTAWUXETE.

Mn xpnoipotroigite Ta avTidpacTripia av dev gival diauyr ) eav TTepIEXOUV iCnua. OAa Ta avTidpacTApIa TTPETTEI va
@TAacouv o€ Beppokpaacia dwpaTiou (22-30°C) Trpiv atrd Tn Xpron.

H avacuoTtaon Tou puBuIoTIKOU SIGAUUATOG TTPETTEI VA YIVETAI JE ATTECTAYUEVO I ATTIOVIOPEVO VEPD, O€ OYKO 1 AiTpou.
Otav @uAdooeTal og Bepuokpacia 2-8°C, 1o avaouoTaBév puBpIoTIKO SIdAUpA EKTTAUGNG TTOPAMEVEI AVOAAOIWTO
MEXPI TV nUEPOPNVia ARENG Tou KIT. O1 ETTIKOAUMMEVES MIKPOKUWEAIDEG TTpoopilovTal yia pia pévo xpron.

Mpo@uAdageig

OAa Ta ouoTaTIKA avOpWTTIVNG TTPOEAEUCNG TTOU XPNOIUOTToIoUVTal £XOUV EAEYXOE yia TNV TTapoudia Tou avTiydvou
HBsAg, Twv 1wv HCV, HIV-1 ka1 2, kaBwg kai Tou 100 HTLV-I kail éxouv BpeBei apvnTikd, CUPQWVA PE TIG ECETACEIG
mou ataitei o Opyaviopdg Tpogiywv kar Gapudkwyv Twv H.IM.A. (FDA). Qotdéoo, Ta TTapdywya avBpwTrivou
aipgatog kal Ta dciypata acBevwv Ba TTpETel va BswpolvTal wg duvnTikd Aoipyoyova. AkoAouBnoTe TIG 0pBEg
£PYAOTNPIOKES TIPAKTIKEG KATA TN QUAAEN, TN XOPrlynon Kal TNV atréppiyn Twv UAIKWY autwv'™,

MPOEIAOIMOIHZH — To adidio Tou vatpiou (NaN,) evdéxetar va avnidpdoel ye owhnvwaoelg amd pyoAuBdo n
XOAKO Kal va oXnUATIoEl IOXUPWG EKPNKTIKA adidia PeTdAAwy. Katd Tnv atméppiyn uypwy, EKTTAUVETE PE JEYAAEG
TTO0OTNTEG VEPOU, E€TOI WOTE va atmoPeuxBei N oucowpeuon adidiwv. To aidlo Tou vaTpiou evOEXETAl va gival
TOgIKO O€ TTEPITITWON KATATTOONG. € TIEPITITWON KATATIOONG, OVAPEPETE APECWG TO TTEPIOTATIKO OTO SIEUBUVTH TOU
€pPyaoTnpiou 1 oTo KEVTPO EAEyXOU dNANTNPIACEWV.

a ™ diaocpdlion éykupwv amorsAsoudrwy, akoAoubnaorte 1is odnyiss akpiBwe Oomwgs supavifovral o€
auTo 1o €vBero Tou KIT. Mnv evOAAAOOETE TO GUCTATIKA TOU KIT JE OUOTATIKG GAANG TTpoéAeuang. AKOAOUBAROTE
TIG 0PBEG EPYACTNPIAKES TIPAKTIKEG YIa va eAaxioToTToinBei o Kivduvog pikpoBIakng r diaoTtaupoupevng JOAUVONG
TWV avTIdPACTNPIWY KATA TO XEIPIOWO Toug. Mnv XPpnOIUOTIOIEITE TO CUCTOTIKA TOU KIT PETA TNV TTapEAEUCN TNG
nUepounviag ARENG TTou avaypd@eTal OTIG ETIKETEG.

YAIKA TTOU TrapEXOVTa
MéBodog ELISA yia avTiowpata KaTtd Tou vdoyevoug rapdyovTta ImmuLisa™ 1164

To KIT TTEPIEXEI ETTAPKNA AVTIOPACTAPIA YIa TNV EKTEAEON 96 TTPOCOIOPICUWV.

12x 8 | MICROPLATE | IF | MAGKiBIO {EXWPIOTWY ATTOOTIWHEVWY UIKPOKUWEAIBWY ETTIKAAUMHEVWY
ME aVaoUuVvOUOOHEVO QVTIYOVO avBpWITIVOU £vOOYEVOUG TTOPAYOVTA.

1x1,5ml | CALIBRATOR| A | IF |* ‘EToIp0G TTpOG Xprion BaBuovountig A (mpdoivo mwua). Opog
avBpwWTTOU TTOU TTEPIEXEI AVTICWHATA KATA TOU avTIyOVOU TOoU
evdoyevoug TTapdyovTa.
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1x1,5ml [CALIBRATOR]| B [IF |*

1x1,5ml [CALIBRATOR] C [IF |*

1x1,5ml [CALIBRATOR] D [IF |*

1x1,5ml [cONTROL[+] IF |*

1x15m! [coNTROL[]-

1x12ml [19G-CONJ | ALKPHOS |*

1x60ml [ |
1x12ml [ SUBSTRATE |*

1x1zm
2x

* MPOZOXH - Mepiéxer < 0,1% NaN,

‘EToiyog rpog xprion Baduovountng B (1wdeg mwua). Opdg

avBPWTTOU TTOU TTEPIEXEI AVTICWHATA KATA TOU avTIyOVOU TOU
evdoyevoug TTapdyovTa.

‘EToIpoG TTpOG xprion Baduovountig C (umAe mwua). Opdg

avOPWTTOU TTOU TTEPIEXEI AVTICWHATA KOTA TOU AvVTIYOVOU TOU
€vOOoyevoUG TTaPAyoVTa.

‘EToipog TTpOg xprion Ba®uovountAg D (kiTpivo mwua). Opog

avBpwWTTOU TTOU TTEPIEXEI AVTICWATA KATA TOU avTIyOVOU Tou
€vOOYEVOUG TTAPAYOVTA.

‘EToiyo TTpog Xprion SidAupa BeTIKOU eAéyXou (KOKKIVO TTWuQ).

MepiExel opd avBpwTTOU BETIKO YIa AVTICWPOTO KATE TOU evdoyevoug
TTapdyovTa.

‘EToigo mpog Xprion SidAupa apvnTIKoU €A€yXou (Asukd mmwua).

Mepi€xel opd avBpwITTOU.

"‘ETOIMO TTPOG XPriON GUEUKTIKO aVTICWHA KATA TNG avVOpWITIVNG

avoooo@aipivng ouleuyuévo pe aAKaAIKN pwo@aTdaon.
Xpwpatog pod.

‘ETOIMO TTPOG XPron apaiwTIKG S1dAUpa 0poU. XpWHATOG UTTAE.

‘ETOIMO TTPOG Xprion EVEUMIKO UTTOOTPpWHA. [epIéxel p-

vITPo@aIVUAIKN pwao@aTtdon (pPNPP). Na rpooTateUeTal a1rod 10
Ppwe.

‘EToIMO TTPOG Xpron SIGAupa TEpHATIOHOU.

2koévn pubpIoTIKOU SiaAupaTog EKTTAuoNG. H avacuoTtaon TTpETTEl
va yivetal €wg Oyko evog AiTpou yia To KaBéva.

ZUpBoAa TTou XpNOIUOTTOIOUVTAIl OTIG ETIKETEG:

Ap1BubGS TTapTidag

ApIBu6G KataAdyou
Huepounvia Aigng
Oeppokpaoia atTodrikeuong
AloBdoTe TIg 0dnyieg xprong
In vitro diayvwaoTikA xprion

KataokeuooTng

4R [EB ~<[FfE

Ap1Bubdg avaAloewy

AtraiToUpeva UAIKG TTou Bev TrapéxovTal

e ATTIOVIONEVO R aTTECTAYUEVO VEPD

e EUkauTrTn TAAOTIKA QIGAN IO TO apaiwpévo pubuioTikd SidAupa

e [hméreg pe duvardtnTa Xopriynong 5 pl éwg 1000 pl

*  AvoAwaoipa akpo@Uaolia TTITTETWY
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KaBapoi dokipaoTikoi CwARveg dilaoTdoewy 12 X 75 mm Kal ¢opEag SOKIHAOTIKWY CWARVWV
XPOVOUETPNTAG
ATTOppOoPNTIKA XOPTIA

>uokeun avdyvwong TTAakISiwy pe duvaToTnTa AvAyVWong TIWWY atroppoenong o€ PAKOG KUpaTog 405 nm.
Edv utrapxel diaBéoiun ouokeury avdyvwong TTAakIdiwv SITTAoU PAKOUG KUPATOG, TO QIATPO avagopds Ba
TPETTElN va puBuioTei ota 600-650 nm.

Autdparn ouokeur €kTAuong TTAaKISiwy pe duvatotnta xopriynong 200 pl

ZYAAOTI'H KAI XEIPIZMOZ AEIrMATOZ

Oa TpETEl va xpnolgoTrolouvTal poévo deiyyata opou yia auth Tn dladikaoia. Agiypata TTou €XOUV UTTOOTEN
peydAou BaBuou aipdAuan, AITTaipIKa ) dgiydaTa JOAUCHUEVA PE MIKPOPIA EVOEXETAI VA ETTNPEGCOUV TNV ATTOd00N
NG avdAuong kai dev Ba TTPETTEl va xpnoipoTtrolouvtal. Quldéte Ta deiyparta oe Beppokpacia 2°- 8°C, emi oxI
TEPIOaOTEPO aTTd pia eBdopada. MNa 1o pakpoxpovia @UAan, Ta dciypata opol Ba TTPETTEl va KaTaywUuxovTal.
ATTOQUYETE TNV eTTaVOAAUBavOPEVN KATAWUEN Kal aTTOWUEN TWV JEIYUATWY.

AIAAIKAZIA

ZnueIwoeig Tng diadikaoiag

AioBdoTe TTPOCEKTIKA TO £VOETO TTPOIOVTOG TTPOTOU EEKIVATETE TNV AvAAuon.

AgaipéoTe amd Tn BAKN TIG ATTAITOUPEVEG TAIVIEG MIKPOKUWEAIDWYV Kal ETTAVOT@PAYIOTE TIPOCEKTIKA Tn BAKN
WOTE VA ATTOTPATTEI TUXOV CUNTIUKVWON USPATHWY OTIG AXPNOIKNOTIOINTEG MIKPOKUWEAIDES. ETTIOTPpEWTE AUEo WG
TN Bnkn oTo Yuyeio.

ApAoTe Ta deiypata aoBevwy Kal Ta avTIdpacTApIa TNG avdAuong va Taoouv o€ Bepokpaaia dwpaTiou TTpoTou
gekivioeTe Tn diadikaoia TNG avdAuong. EmoTpéwTe OAa Ta pn xpnoigotroinuéva deiyyoTa Kal avTidpaoThpia
OTO WUyEio apéowG PETA TN XPrion TOUG.

'OAeg o1 0palwoelG TwV OEIYNATWY a0BeVWY TTPETTEI VO TTIPOETOIOCTOUV TTPOTOU EEKIVAOEl N avaAuon.
Eivar onuavrikn n xpnon opOng rexvikng ékmAuong. Edv n ékmmAuon dev ekTeAgiTal autduara, €TTAPKNG
EKTTAUCN ETTITUYXAVETAI KOTEUBUVOVTAG HIO I0XUPH PITI PUBUIOTIKOU SIOAUPOTOG EKTTAUCNG ATTO HIa QIGAN

€KTTAUONG PE €upl aKPOQUOIO KOTA PAKOG OAOKANpou Tou TTAakidiou. XZuvioTdrai n xprnon aurouarng
OUOKeUNS EKTTAUONC TTAAKISiWV.

XpNOIYOTIOINOTE PIa TTOAUKAVAAN TTITTETA JE UVATOTNTA TAUTOXPOVNG XoprHynong o€ 8 N 12 kuweAideg. Me Tov
TPOTTO QUTO, EMITOXUVETAI N dladIKaoia Kal ETTITUYXAVOVTAI TTIO OPOIOPOPPOI XPOVOI ETTWOONG.

>¢ OAa Ta BrpaTa gival onNUavTikOg 0 TTPOCEKTIKOG EAEYXOG TWV Xpdvwy. OAeg ol Trepiodol eTTwaong {eKIvouv
ME TNV oAoKARpwaon TNG TTPOcORKNG Tou avTidpaoTnpPiou.

H mpooBnkn 6Awv Twv delyudTwy Kal avTidpacTnpiwy TTEETTE va yiveTal pe Tov idlo pubuo kal pe Tnv idia
oglpd.

MéBodog avdAuong
BApa 1 ApnroTe 6Aa Ta avTIdpaaTrpIa Kal Ta dgiyuaTa va Tdoouv o€ Beppokpaacia dwuartiou.
BApa 2 Znuadvete 70 UANO TOU TTPWTOKOAAOU WOTE va UTTOOEIKVUETAI N TOTTOBETNON TwV JEIYUNATWY OTIG

KuweAideg. H avdAuon Twv SelyudTwy €1G SITTAOUV ATTOTEAEI 0POI| EPYACTNPIAKY TTPAKTIKH.

BApa 3 MNa Tro10TIKO TTPOCSI0PICHO XPNOIKOTTIOINOTE HGVO TOV £TOIMO TTPOG Xprion Babuovount D xapnAng

OUYKEVTPWONG (@IaAidio ue KiTpivo mwua)
i Mo NUI-TTOGOTIKO TTPOC3IoPIoHO XPNOIKOTIOIOTE TOUG £TOINOUG TTPOG XPpAan Babuovountég A
£€wg D, 6TTwg arreikovileTal oTNV TTAPAKATW dIauOpPwon OElyUATWV.
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BAua 4

BAua 5

BAua 6

BApa 7
BAua 8

BApa 9

BApa 10
BAua 11
BApa 12

BApa 13
BAua 14

Brpa 15

A lews(ss( Alems(s2( )
B (=569 C B (tes(s39(
C|e=3(C CCos(s9 I
D (@8 D (e
JOCOE E (Ds9(C
F (s26100 )C F DE0OC
G|E3EnIC G@E
H (s982( )C H (s(s9(C

1.2 3 4 1. 2 3 4

MpoeToiudoTe Pia apaiwon Twv delypdTtwy acBevwv oe avaloyia 1:101, avapiyvioviag 5 pl Twv
opwV Twv acBevwv pe 500 pl Tou apaiwTiKoU dIGAUPOTOG 0pOU.

AQaIpEOTE TIG ATTAITOUPEVEG MIKPOKUWEAIDEG aTTO TN BriKn Kal ETTIOTPEWTE TUXOV N XPNOIUOTTOINUEVEG
TAIViEG TTOU UTTAPYXOUV OTn oppayiopévn Brkn oTo yuyeio. ToTToBeTAOTE OTABEPA TIG MIKPOKUWEAIDEG
oTo TTAaioio oTApIENG TTou dIaTiBETal.

Mpocbéate 100 pl EToIpwy TTPOG Xprion Babuovountwy, diIaAupdTwy BETIKOU Kal apvnTiKoU EAEyXOU
KOl apalwpévwy delypdTwy aoBevwyv (1:101) oTig KATAAANAEG PIKPOKUWEANIDEG, OTTWG UTTOdEIKVUETAI
OTO QUAAO TTPWTOKOAAOU.

Inueiwon: ZuptepIAdBete pia kuweAida pe 100 pl apaiwTikoU SIaAUPATOG 0poU WG TUPAS
avTidpacTtnpiou. MndeviaTte Tn cuokeun avdyvwaong ELISA pe 1o TUAS avTi®paaTnpiou.

EmmwdoTe €11i 30 Aemrtd (£ 5 AeTiTd) 0€ Beppokpacia dwuaTiou.

EkTTAUveTE 4 OopEG e TO puBUICTIKG SidAupa ékTTAUONG. Ma pun autopaTn KTTAUCT, TTANPWAOTE KABE
MIKpoKuyeAida pe avacuoTaBév puBuIoTIkO didAupa EKTTAUCNG. ATTOPPIYTE TO UYPO AVOOTPEPOVTAG
TO TTAQKIBIO KAl KTUTTWVTAG TO EAQPPA WOTE va adeIdoouv OAEG Ol KUWEAIDEG 1 avappoPwvTag To uypd
atréd KABe KUWeAida. MNa va oTUTTWOETE OTO TEAOG TNG TEAEUTAIAG EKTTAUCNG, AVACTPEWTE TIG TAIVIEG KAl
KTUTTAOTE BUVOTA TIG KUWEAIBEG ETTAVW O€ aTToppo®nTIKO XapTi. Mo auTtdUATEG OUOKEUEG EKTTAUONG,
TIPOYPAPMUOTIOTE TN CUCKEUN CUPNQWVA PE TIG 0BNYIEG TOU KOTAOKEUOOTH.

MpooBéaTe 100 pl cUEUKTIKOU QVTIOWHATOG OTIG MIKPOKUWEAIDEG.
EmmwdoTe €11i 30 Aemrtd (£ 5 AeTiTd) 0€ Beppokpacia dwuaTiou.
EKTTAUOVETE OAEG TIC PIKPOKUWEAIDEG OTTWG aTO Brua 8.

Mpocbéate 100 pl evCuuIKoOU UTTOOTPWHATOG O€ KABE KUWeAIda, pe Tnv idla ogIpd Kal PE Toug idloug
XPOVoUg OTTWG TO OULEUKTIKO avTioWHA.

EmmwdoTe €11i 30 Aemrtd (£ 5 AeTiTd) 0€ Beppokpacia dwuaTiou.

Mpocbéate 100 pl diaAUpaTOg TEPUATIONOU O€ KABE UIKPOKUWEAIDA, PE TNV idIa OEIpd Kal JE TOUG
idloug XpOVOUG OTTWG TO EVCUMIKO UTTOOTPWUA. AIaBAOTE TIG TIHEG ATTOPPOPNONG VIOS 1 wpag atrd
TNV TTPOoCoBnKn Tou dIAAUPATOG TEPUATIOHOU.

AlaBdaoTe TNV aroppdPnon KABe KUWeAIdAG o€ KOG KUUATOG 405 nm, XpnOIUOTTOIWVTOG IO GUCKEUN
avayvwong TTAaKISiwv pgovou PAKOUG KUPATOG i 0€ PNRKOg KUpaTog 405/630 nm XpnOIMOTTOIWVTOG

MIa ouoKeur avayvwaong TTAakISiwv dITTAOU PAKOUG KUMATOG, £vavTl Tou TU@AOU avTidpacTnpiou TTou
pubpuioTnke va £xel ammoppodenon undév.
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"EAgyxog mo16TNTOG

& KABe avdAuon Oa TTpéTmel va xpnolgoTrolouvTal Babuovountég, diaAlparta BeTIKoU Kal apvnTIKoU g€Aéyxou
Kal €va TUPAG avTIdpaaTnpiou, TTPOKEINEVOU va eTTIRERAILVETAI N AKEPAIOTNTA Kal N akpifeia TG avaiuong. H
pETPNON aTTOPPOPNONG Tou TUPAOU avTidpacTtnpiou Trpémel va eival <0,3. O BaBuovounTtrg A TTPETTEl va dWOEl
TIUA atmoppdPnaong Ox1 MikpoTepn atd 1,0, Slo@opeTIKA N avaAucon TTPETEl va eTavaAngBei. To didAupa apvnTikou
eAéyxou Trpétrel va dwoel iy <20 EU/mI. Edv n e€étaon dig€dyeTai €1g SITTAoUvV, XPNOIKOTIOINCTE TN HEON TIMA TWV
OU0 PETPATEWY VIO VO TTPOCdIOPICETE TN CUYKEVTPWOT TWV aVTICWHATWY o€ EU/mI. Katd Tn die€aywyr] TToIoTIKWYV
TTPOCBIOPICHWY, N OTTTIKA TTUKVOTNTA Tou BaBuovounTtr) D mrpértrel va gival yeyaAuTepn atmod auTrv Tou SIaAUPOTOG
apvnTIKOU eAEyXOU Kal PIKPOTEPN atrd auTr)v Tou SIaAUNaTog BeTIKOU eAéyxou. MNa nUI-TTOGOTIKOUG TTPoadIopIooUg,
10 SIdAUpa BeTIKOU eAéyxoU TTPETTEI va Bivel TIMEG EVTOG TOU EUPOUG TTOU avaypa@eTal aTo QIaAidIO.

AMOTEAEZMATA

YmroAoyiopoi

O1 OUYKEVTPWOEIG TV OEIYUATWY Tou aoBevoUug uTropoUlv va TTpoodiopioTouv PE pia ammd Tig e€Ag dUo ueBOdOUG:
1. NOIOTIKOZ NMPOZAIOPIZMOZ

ATtrop/on e§eTadépevou deiyparog

X EU/ml Tou BaBpovounti D= EU/mI Tou £§eTaddpevou deiyparog

ATtrop/on Tou BaBuovounti D

Napdaderypa: Aroppdenaon deiypartog = 1,0

ATtroppbéenaon Tou Babuovountr D = 0,26

2uykévrpwan og EU/ml Tou BaBuovounti D = 20 EU/m
Zuykévipwaon ae EU/mI Tou deiypartog = 1,0/0,26x20 = 76,9 EU/mI
2, HMI-NOZOTIKOZ MPOZAIOPIZMOX

ATTEIKOVIOTE O€ YPAPIKI) TTAPAOTOOoN TNV aTToppoPnon Twv Baduovountwy A £éwg Kal D wg TTpog TNV avtioToIxn
OUYKEVTPWOT TOUG, O€ £va XapTi JE YPAMIKOUG déoveg. ToroBeTrioTe oToV dgova Twv X TIG oUyKevTpwaoelg ae EU/
ml kol aTov dfova Twv Y TIG aTTOPPOPAOEIG KOl OXEDIAOTE TNV KAUTTUAN BEATIOTNG TTpocappoyng. MNpoadiopioTe Tig
OUYKEVTPWOEIG TV OEIYHATWY TWV aaBevWV aTTd TNV KAUTTUAN, O OXEON WE TIG AVTIOTOIXEG TIEG ATTOPPOPNONG.
MapakdTw TTapaTiOeTal pia eVOEIKTIKA KAUTTUAN:

MpoéTUTTN KOPTTOAN
R?= 09992

4

1.8 )
1.6
pd
1.2

1 A&
0.s

Vd

0.6
04 /
0.z

0 T T !
1] a0 100 140

Anti- IF (EU/mL)

0.D.@405/630nm
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BaBuovountng

O1 £1o1por TTpog Xpron BaduovounTtég cupTrePIAQPBAvVOVTAl Yia TOV NUI-TTOCOTIKO TTPOCdIopICHS Kal TTPETTEl va
XpnolgoTrolouvTal g KABe avdAuon. Tuxov Ociypata aoBevwy TTou TTEPIEXOUV UWNAG €TTiTTEda QVTICWHATWY
eVOEXETAI VA SWOOUV TINEG aTTOPPOPNoNG UWNASTEPEG aTTO aUTEG Tou BaBuovounTt A. MNa Tov akpi TTpoodiopIoud
TWV TIHWV NMI-TTOCOTIKOU TTPOCdIopIoHOoU, Ta deiyhaTa autd Ba TTPETTEl va apalwBouyv TTepaITépw, £TO1 WOTE OTaV
ETTOVEEETAOTOUV VA EUTTITITOUV €VTOG TOU €UPOUG TNG KANTTUANG BaBuovopnong. MNa va TTpoodIopiceTe TIG TIMEG
ouykévipwaong oe EU/mI, ToAaTTAaoIdaTE TIG HOVABES TTOU TTPOKUTITOUV UE TO CUVTEAEDTH apaiwang.

Epunveia

O1 Tipég epunveiag TpoodiopioTnkav pe TNV avdAuon 40 @uaoioloyikwy evnAiKwv aigodoTtwy. H péon Tiyn twv
@uaolohoyikwy aoBevwyv ouv 3SD opioTnke wg TIPA ‘cutoff’ Tng avdAuong kai ekxwpndnke pia auBaipetn TR 20
EU/mI. Autr) n apxik HEAETN eTMIKUPWONKE Pe QualoAoyikd TTANBuoud 30 aoBevyv 0To0 €UPOG NAIKIag KivoUvou
yla kakorin avaigia. H Immco Diagnostics Inc. ouvioTd mn XpAon Twv TTopakdTw TIMWY avag@opdg. Kdabe
EPYOOTHPIO Ba TTPETTEI VA ETTIKUPWOEN TIG TINEG TNG avAAuong avdAoya pe TIG BIKEG TOU OUVORKEG.

TipA avri-EN Eppnveia

<20 EU/mi ApvnTikO
20-25 EU/ml ATTpoadi6pIoTo (0pIaKd)
>25 EU/ml OeTIKO

MEPIOPIZMOI THZ AIAAIKAZIAZ

Oa TpETEl va xpnolgoTrolouvTal povo deiyyata opou yia autr) Tn diadikaoia. Agiypyata TTou €XOUV UTTOOTEN
peyaAou BaBuol aipdAucn, AITTalIKA 1 deiyuaTa JoAucuEva Pe PIKPORIa evdéxeTal va eTTNPEdooOUY TNV amédoon
NG avaAuong kai dev Ba TTPETTEl va XpnaoiyotroiolvTal. Ta deiypata QuAdooovTtal o€ Beppokpaaia 2-8°C, et Ol
TEPIO0OTEPO aTTO pia eBdopada. MNa 1o pakpoxpovia @UAagn, Ta dciypata opoUu Ba TTPETTEN va KaTayuxovTal.
ATtro@uyeTe TNV emavaAauBavopevn Katdwuén Kal amoéyuén Twv SeIyHATwV.

Ta autoavTiowaTa KaTd Tou €vOoyevoug TTapdyovTa eVOEXETAI VA EUPAVICOVTAl O€ OXEON PE AANEG QUTOAVOOEG
voooug, oAAd oTTdvia o€ QuoIoAoyIKd dToua. ‘Eva apvnTikO ammoTEAECA yia avTIOWHATA KOTE Tou £vOOyEvoUG
TTapdyovTa eV ATTOKAEIEl TNV TTapouaia KakorBoug avaipiag. ‘Eva apvnTikd aTToTEAECHA YIa AVTICWHOTA KATA TOU
evdoyevoug TTapdyovTa Ogv atrokAgiel TNV UTTapgn Twv avTICWHATWY ETTEIDN N CUYKEVTPWON TWV AVTICWHATWY
eVOEXETaI Va Eival XapunAOTePN aTTd TO OpIo avixveuong Tng avaAuong. ‘Eva BeTIKO atroTEAEOUA UTTOBEIKVUEI OTTAWG
TNV TTOPOUCIA AVTIOWHATWY KATd TOou €vOOyevoUg TTapdyovTa Kal &ev UTTodEIKVUEI aTrapaitnTa TNV TTApoucia
auTodvoong 1 dAANG vooou. Ta xapakTnpIoTIKA amddoong Tng avdAuang Oev €xouv KaBopIoTE yia UAIKA EKTOG TOU
opoU. Ta atroTeAéopaTa TToU TTPOKUTITOUV aTTd AuTh TV avdAuan Ba TTpéTTel va AapBdvovTal uTToywn o€ cuvOUaaHd
ME KAIVIKA Kal GAAQ EpyaoTnpIakd eUparTa, 6Trwg Ta emitreda Tng Birapivng B, kai n dokipacia Schilling.

ANAMENOMENEZX TIMEZ

Ta amroteAéopara NG avdAuong o€ éva @uoloAoyIKO TTANBuoud avapéveral va gival apvnTikd. Qotoco, éva 0,1%
- 0,2% Twv QAIVOPEVIKA UYIWV, QCOUPTITWHOTIKWY aTOPWV evOEXETAI va dwaoel BETIKO atroTEAeopa o€ €¢ETO0N Yia
TNV TTAPOUCIa AVTICWHATWY KATA Tou evdoyevoug TTapdyovTa.

O TTapakdTw TTiVAKAG aTTEIKOVICEI TN CUXVOTNTA EUPAVIONG AVTIOCWHATWY KATd ToU £vOOYEVOUG TTapAyovTa o€ AToud
TToU €xouv dlayvwaoBei Pe kakonon avaipia, 6TTwg avagépetal atn BIBAIoypagia.

ZuxvoTnTa eueAavions avriowudTrwy Kard Tou eveoysvoug mapdyovra os acOeveic pe kakonén avaiyia

MeAérn Ap. aogBevwv AvTioOWMOTA KATG TOU
gevdoyevoUg TrapdyovTa

Carmel 1 1° 34 78-88%

Carmel 2 ¢ 147 73%

Davidson "7 324 70%
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XapaKTNPIoTIKA a1trédoong

H pébodog ELISA yia avricwpata katd Tou evdoyevoug TTapdyovta ImmuLisa™ yia Tnv avixveuon avTiowHATwyY
KOTA TOU evOOYEVOUG TTapAyovTa agloAoyRonke e avaAuon KaAd XapaKTNPIoUEVWY OPpWV aTTd aoBEVEIG e Kakoron
avaiyia, TTapdAANAa e HAPTUPEG TNG VOOOU KOl PE «PUOIOAOYIKOUG» OpOoUG avBpwTTou, OTTWG UTTOBEIKVUETAI OTIG
peAéTeg A kal B Trapakdtw. Ta deiypata autd avaAubnkav €1miong Kai ye dAAa S1a0€aiua aTo UTTOPIO KIT Kal £YIVE
oUyKpIon Twv atmoTeAeopdTwy. Ta deiypata cUAAEXBNKav atTd €va epyacThipio ava@opdg TTou XPNOIKOTIOIET TN
pEBodO RIA kal atrd epeuvnTIKEG OUADEG TTOU PEAETOUV TNV AVETTAPKEID O€ KOBaAaUivn.

®Puaoioloyikd gUpog: 64 deiypaTa QUOIOAOYIKWY OpwV avBpwTTou availibnkav pe 1o KIT ELISA yia Tov gvdoyevi
TTapdyovTa Kal N uéon TIPA ATav pikpotepn ammd 9 EU/m.
ZUYKPITIKA euaiodnoia kai gI5IKOTNTA

A. KAivikry ouoxétion: H péBodog ELISA yia avTiowpata Katd Tou evdoyevoug Trapdyovta Immulisa™ eAéyxOnke
ME KOAG XOPAKTNPIOPEVOUG OPOUG acBevwv Pe kakoriBn avaiyia: ‘Eva ouvolo 110 deiypdTwy eAéyxOnkav pe ELISA
Immco™, guutrepIAauBavouévwy Twv delyudtwy 20 aoBevwov Pe kakorBn avaiyia, 20 uyiwv paptupwy kal 70
HopTUpwV OTT6 000¢eVvEig U peupaToEldr] apBpiTida, KolAiokdkn, Bupeociditida Hashimoto, véoo Graves, auénuéva
emiTTeda AVTIOWUATWY Katd Tou H. pylori kai ntratitida C.

KAINIKH AIATNQZH
OcTIKO ApvnTiko Zovolo

ELISAEN OeTikd 20 5 25
Immco™ Apvnrikd 0 85 85
ZygvoAo 20 90 110

KAiviki euaioBnaoia: 100%

KAvikf €1dikotnTa: 94%

OeTikn TTPoyvVwOoTIKA aia: 80%
ApvnTikA TTpoyvwoTIKn agia: 100%

B. MéBodog ELISA avTI-EN ImmuLisa™ €vavti piag dia8éoiung oTo euTroplo padioavoooloyikng pebddou (RIA): ‘Eva
OUVOAO 47 delyudTwy eAEyxONKav Kal he Ta dU0 cuoThaTa, cUUTTEPIAAPBavouévwy 33 TTEPICTATIKWY e UTToWia
KakorBoug avaiyiag Kai 14 uyiwv papTupwv. AuTr N HEAETN £B€IEE UPNAR CUOYXETION O€ a0BEVEIG pE XapnAd eTTiTeda
Birapivng B12, Trou utrodeikvUel aoBeveig pe Kakoron avaipia, aAAd xapnAr ouox£Tion o€ aoBeveig Je puOIOAOYIKA
N augnuéva emmiteda Birapivng B12, mou evdéxetal va uttodeikvuel acBeveig TTou AauBdvouv Bepartreia ye Birapivn
B12. H B¢eparreia pe Birapivn B12 gival yvwoTd OTI TIPOKOAE TNV EPQAVION WEUDWG BETIKWY OTTOTEAEOUATWY OTA
ouoTpaTa RIA.™

i. OAa 10 deiypara:

RIA
O¢€TIKO ApvnTiko Z0voAo
Immco™ O¢eTIKO 16 0 16
ELISA ApvnTiko 17 14 31
Zuvolo 33 14 47

2XETIKN cup@wvia: 64%
Zupoewvia TTooooTou BeTIKWV: 48%
Zupoewvia ToooaTtou apvnTiKwv: 100%

17



EL

ii. AoBeveig pe uttowia kakori@oug avaipiag pe xapnAd etimeda B12 (< 200 pg/ml):

RIA
O¢eTIKO ApvnTiko Zovolo
Immco™ OeTIKO 13 0 13
ELISA ApvnTiké 0 0 0
Zuvolo 13 0 13

>xeTikA oupgwvia: 100%
>upowvia TooooTou BeTikwv: 100%
Zupoewvia ToooaTtou apvnTiKwv: 100%

iii. AoBeveig pe utToyia kakonBoug avaipiog Pe uwnAd emitreda B12 (> 2000 pg/ml):

RIA
O¢eTIKO ApvnTiKO Z0volo
Immco™ OeTIKO 3 0 3
ELISA ApvnTikO 17 0 17
Zuvolo 20 0 20

ZXETIKA oupewvia: 15%
Zup@wvia TTogoaTou BeTIKWV: 15%
Zupgwvia TooooTou apvnTIKwY: 100%

iv: MdpTupeg:
RIA
OeTIKO ApvnTikO >uvolo
Immco™ OeTIKO 0 0 0
ELISA Apvnriké 0 14 14
>U0voho 0 14 14

ZXeTIKA oupewvia: 100%
>Zupoewvia ToooaTou BeTikwv: 100%
>Zupoewvia TogoaTtou apvnTikwv: 100%

I. AlaoTaupoupevn avtidpaon: ‘Eva oluvolo 111 deryudtwy pe moavr diacTaupouuevn avTidpaon atrd dTtoua e
AAAEg auTodvoaeg dlaTapax£g 1 AOIMWOEIG VOTOUG EAEyXBNKaV yia TNV TTAPOUCIa AVTICWHATWY KaTA TOU EVOOYEVOUG
TTapdyovTa Ye 1o ouoTnua ImmuLisa™.

Ap. deiypdTtwyv

Néoog . % B¢eTIKOi
TTou £§eTAOTNKAV
PeupaToeidng apbpitida 10 0%
KoiAlokdikn 10 0%
Oupeocditida Hashimoto 10 0%
Noéoog Graves 10 0%
O¢eTIKA yia H. Pylori 11 0%
O¢eTIKA yia nmraTinda C 20 0%
duaioloyikoi opoi avepwiTou 40 0%
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EmravaAnyipértnTa

Me Bdon 40 eTavaAnTITIKEG HETPROEIG TPIWV OEIYUATWY O€ Hia avaAuoT, UTTOAOYIOTNKE O CUVTEAEOTAG TTOIKIAOTNTOG
(CV) petagl oeipwyv yia Tnv avaAuon ELISA avTiowudTwy Katd Tou evdoyevoUg TTapdyovTa.

Acgiypa (EU/ml) CV petadi ceipwv
1(249EU/ml) 4,6%
2 (50,3 EU/mI) 4,7%
3(89,7EUMI) 1,2%

Me Bdon 16 emavaAnTTikég peTproelg (Ociypata 1 kal 2) f 8 emavaAnTmikéG PeTpRoelg (Seiypa 3) atmmod Tpia
Oeiypara, uTToAoyioTnKe 0 GUVTEAEOTAG TTOIKIAGOTNTAG (CV) €vTOG OgIpdg yia Tnv avdAuon ELISA avTiowpdtwy katd
Tou gvdoyevoug TTapdyovTa.

Acgiypa (EU/ml) CV ev16g oc1pdg

1(26,3EU/ml) 4,6%

2 (46,7 EU/ml)  3,0%

3(83,1 EU/mI)  2,6%
FpappIKOTNTA

MNa Tov koBopiopd TNG ATmodeKTAG YPAUMIKOTATAG, T TTAOKISIO avaoAUuBnkav pe éva oeT Babuovountwy TTou
TIPOEKUWE XPNOIUOTIOIWVTAG apalwaelg diTAaaiacpol amé 20 EU/ml éwg 160 EU/mI. MpoaodiopioTnkav o TIYEG r?
TWV TUTTIKWV KAPTTOAWY TTOU TTpoéKuyay, yia TTOAATTAEG avaAlaoelg. Mia TipnA r? yeyaAutepn améd 0,95 Bewpeital
atmodekTh. H péon TiuA r? yia auTh TV avdAuon Atav yeyaAutepn améd 0,99. O1 Tiuég r? kupaivovTav améd 0,9935
€wg 0,9999.

AvdkTtnon

MNa kaBe avdaAuon, avapixdBnkav dUo dIa@OopEeTIKA SeiypaTa icou OyKOU PE YVWaOTA TTITTESA AVTIOWHATWY KATA TOU
evdoyevoug TTapdyovta. H ouykEéVTpwaon Twv avTICWHPATWY YIa TO Piypa avapevoTav va gival o HEoog 6pog Twv
OUYKEVTPWOEWY TWV AVTICWHATWY Twv U0 dIaQopeTIKWVY delyudTwy. NpoadiopioTnkav Ta eTTITTESA AVTICWHATWY
TWV avouIXBEVTWY BEIYUATWY Kal ol TIHEG XPNOIYOTIoINBnKav yia Tov UTTOAOYICHO TNG €TTi TOIG €KATO AVAKTNONG.
AkoAouBouUv Ta atroTeAéopaTa:

A T T e
Avaiuon 1 30 27 90
Avéhuon 2 45 42 93
AvaéAuon 3 40 41 103
Avdhuon 4 75 60 80
AvéAuon 5 47 43 92
AvaAuon 6 42 42 100
AvdAiuon 7 57 59 104
AvaAuon 8 76 73 96
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Ensayo ELISA para anticuerpos anti factor intrinseco (Fl)

“ PROSPECTO

©
| M M CO 1164 ELISA para anticuerpos anti factor intrinseco 96 analisis

DIAGNOSTICS

USO PREVISTO

Ensayo inmunoenzimatico (ELISA) para la deteccion y semi cuantificacion de anticuerpos anti factor intrinseco en
suero humano como ayuda en el diagnostico de la anemia perniciosa.

RESUMEN Y EXPLICACION

La anemia perniciosa es una de las causas mas comunes de deficiencia de vitamina B,, (cobalamina), que puede
provocar complicaciones hematoldgicas, neuroldgicas y psiquiatricas. Histologicamente, la anemia perniciosa se
caracteriza por atrofia de la mucosa gastrica, pérdida selectiva de células parietales y principales de la mucosa
gastrica e infiltracion linfocitica en la submucosa. Inmunolégicamente, la anemia perniciosa se distingue por la
presencia de autoanticuerpos contra las células parietales gastricas, bomba de protones (H+K+ATPasa), y contra
la proteina de absorcion de la cobalamina, es decir, el factor intrinseco.3

Elfactorintrinseco es una glicoproteina de 60 kD producida por las células parietales del revestimiento del estémago
y permite la absorcion de la vitamina B, ,. En la anemia perniciosa adquirida se registra una importante disminucion
de la expresion del factor intrinseco a causa de la pérdida de células parietales gastricas productoras del mismo,
cuyo resultado es la incapacidad del organismo de absorber la vitamina B, , en el estbmago. Aproximadamente el
2% de la poblacién con mas de 60 afios sufre de anemia perniciosa no diagnosticada*®

Los anticuerpos anti factor intrinseco pertenecen al isotipo IgG y estan presentes en alrededor del 70% de
pacientes con anemia perniciosa’® Habitualmente, los anticuerpos anti células parietales gastricas (AGPA) se
detectan mediante inmunofluorescencia en substrato de estbmago de rata, o bien mediante ELISA utilizando
como antigeno H+K+ATPasa gastrica. Estos anticuerpos diagnostican gastritis autoinmune y no anemia
perniciosa. Para diagnosticar esta ultima, los anticuerpos anti factor intrinseco son mas especificos y estan
estrechamente relacionados con la anemia perniciosa®'. Los anticuerpos anti factor intrinseco se detectan
mediante radioinmunoensayo (RIA) o bien con un enzimainmunoensayo (ELISA)."-13

El método ELISA presenta ventajas con respecto a RIA y otros métodos que se basan en la capacidad de los
anticuerpos de inhibir la unién de la vitamina B,, marcada al factor intrinseco. En primer lugar, ELISA detecta los
anticuerpos tanto del tipo | como del tipo I, mientras que RIA u otros ensayos inhibidores detectan solamente
los anticuerpos de tipo I. En segundo lugar, RIA y otros métodos inhibidores de anticuerpos de vitamina B,, dan
resultados falsamente positivos porque estan sujetos a la interferencia de altos niveles de B,,. Pacientes con
sospecha de diagndstico de anemia perniciosa podrian estar ya bajo tratamiento con vitamina B, provocando
elevados niveles de B,, en circulacion.

127

El ensayo ELISA para anticuerpos anti factor intrinseco Immco™ incorpora como antigeno una holoenzima
glicosilada recombinada sumamente pura, que proporciona la pureza y antigenicidad necesarias, garantizando que
el antigeno no esta unido a vitamina B,,, que interferiria en la deteccion de los anticuerpos anti factor intrinseco.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

Ensayo inmunoenzimatico de fase solida. Los pocillos se recubren con un antigeno factor humano glicosilado
recombinante; sigue un paso de bloqueo para reducir las uniones no especificas de proteinas durante el ensayo.
Controles, calibradores y muestras de suero del paciente se incuban en los pocillos para permitir que los anticuerpos
presentes en el suero se unan al antigeno factor intrinseco. Los anticuerpos no unidos y demas proteinas séricas
se eliminan mediante lavado. Los anticuerpos unidos se detectan afiadiendo a los pocillos un conjugado de I1gG
anti humana marcado con enzima. El conjugado que no se ha unido se elimina mediante lavado. A continuacion,
se afiade a los pocillos un substrato enzimatico especifico (bNPP); la presencia de anticuerpos es revelada por
el cambio de color producido por la conversion del substrato pNPP en un producto de reaccion coloreado. Se

12?
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detiene la reaccion y la intensidad del cambio de color, que es proporcional a la concentracion de anticuerpos,
se lee con espectrofotdmetro a 405 nm. La densidad optica de la muestra se compara con la densidad optica de
un calibrador (resultado cualitativo) o con una curva estandar de cuatro puntos (resultado semi cuantitativo). Los
resultados se registran como positivos 0 negativos y se expresan en unidades ELISA por mililitro (EU/m).

REACTIVOS
Conservacion y preparacion

Conservelosreactivosa2-8°C. Nolos 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). Conservado a 2-8°C,
el tampon de lavado reconstituido permanece estable hasta la fecha de caducidad indicada en el kit. Reconstituya
el tampodn de lavado hasta 1 litro con agua destilada o desionizada. Las tiras de micropocillos recubiertos deben
usarse una sola vez.

Precauciones

Todo suero de donante empleado para fabricar este producto ha sido analizado mediante métodos aprobados por
FDA y resulté 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 humana y
las muestras del paciente han de considerarse potencialmente infecciosos. Respétense las buenas practicas de
laboratorio para la conservacion, dispensacion y eliminaciéon de estos materiales™.

ADVERTENCIA: la azida de sodio (NaN,) puede reaccionar con el plomo y el cobre de las tuberias, dando origen
a azidas metalicas altamente explosivas. Después de utilizar los liquidos, lave con abundante agua para impedir
la acumulacién de azida. La azida de sodio es tdxica por ingestion. En caso de ingestion accidental, informe de
inmediato al director del laboratorio o acuda a un centro de control de envenenamientos.

Para asegurar resultados validos, 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 numero de catalogo de Immco Diagnostics Inc.

Respete las buenas técnicas de laboratorio para reducir al minimo la contaminacién microbiana y quimica. No
utilice el producto después de la fecha de caducidad.

Material suministrado
ELISA para anticuerpos anti factor intrinseco ImmuLisa™ 1164

Los reactivos del kit son suficientes para efectuar 96 analisis.

12x 8 | MICROPLATE | IF | Microplaca con micropocillos individuales separables recubiertos con
antigeno factor intrinseco humano recombinante.

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

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

1x1.5ml [CALIBRATOR] C [IF |* Calibrador C listo para usar (tapa azul). Suero humano con anticuerpos
anti factor intrinseco.

1x1.5ml [CALIBRATOR] D [IF |* Calibrador D listo para usar (tapa amarilla). Suero humano con
anticuerpos anti factor intrinseco.

1x1.5ml [coNTROL[+] IF |* Control positivo listo para usar (tapa roja). Contiene suero humano
positivo a anticuerpos anti factor intrinseco.
1x1.5ml [coNTROL[-]|* fl:ontrol negativo listo para usar (fapa blanca). Contiene suero
umano.
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1x12 ml

1x 60 ml

1x12 ml

1x12 ml

2x

| IgG-CONJ | ALKPHOS |*

[ow J-
[ SUBSTRATE |*

| BUF | WASH |

* Contiene <0.1% NaN,

Simbolos utilizados en las etiquetas:

4R [EB> -~ [}

Materiales necesarios no suministrados

Numero de lote

Numero de catalogo

Fecha de caducidad
Temperatura de conservacion
Léanse las instrucciones de uso
Para diagnéstico in vitro
Fabricante

Numero de analisis

e Agua desionizada o destilada

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

Diluyente de suero listo para usar. Color azul.

Substrato enzimatico listo para usar. Contiene pNPP. Protéjase
de la luz.

Solucién Stop lista para usar.

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

* Botella dispensadora para tampon de lavado diluido

* Puntas de pipetas desechables

Pipetas con capacidad de 5 pl a 1000 pl

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

*  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.

e Lavador automatico de microplacas con capacidad de 200 pl

RECOGIDA Y MANIPULACION 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.
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PROCEDIMIENTO
Advertencias preliminares
* Lea detenidamente estas instrucciones antes de comenzar el analisis.

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

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

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

* 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 automatico de microplacas

* Use una pipeta multicanal que pueda servir simultdneamente 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.

Procedimiento del ensayo
Paso 1 Los reactivos deben estar a temperatura ambiente antes de dar comienzo al ensayo.

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

Paso 3 Para la determinacion cualitativa, use Unicamente el Low Calibrator listo para usar (tapa amarilla).
Para la determinacién semi cuantitativa, utilice los calibradores listos para usar de Aa D como
se muestra en el ejemplo siguiente:

DETERMINACION CUALITATIVA  DETERMINACION SEMI CUANTITATIVA

A Jews(ss( Aemi(s2( )
JGIC0E B (tes(s39(

C (s C (eea(sa(OC
GICIOE BIWICIOE
E (5909 E (s
F [(s2610( )C F(s0C
G (30 G (@
H (896120 ) H (s1(s9()
Paso 4 Prepare una dilucion en proporcion 1:101 de las muestras del paciente mezclando 5 pl de muestras

con 500pl de diluyente de suero.

Paso 5 Utilice los pocillos necesarios del sobre; guarde las tiras no utilizadas en el sobre hermético y pongalo
en la nevera. Coloque los pocillos en el soporte suplementario.

Paso 6 Pipetee 100 ul de calibrador listo para usar, de controles positivo y negativo y muestras diluidas del
paciente (1:101) en los correspondientes pocillos, como se indica en la hoja de protocolo.
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.
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Paso 7

Paso 8

Paso 9

Paso 10
Paso 11
Paso 12

Paso 13
Paso 14

Paso 15

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

Lave 4 veces con el tampon de lavado. Para lavado manual, llene cada pocillo con el tampdn de
lavado reconstituido. Elimine el liquido invirtiendo y sacudiendo el pocillo, o bien aspire el liquido de
cada pocillo. Al terminar el uUltimo 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 pl de substrato enzimatico en cada pocillo, en la misma secuencia y tiempos del
conjugado.

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

Pipetee 100 pl de solucion Stop en cada pocillo, en la misma secuencia y tiempos en que afadio
el substrato enzimatico. Lea la absorbancia en el plazo de una hora después de haber afiadido la
solucién 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/ml. Si el andlisis se efectda por duplicado, se tomara la
media de las dos lecturas para determinar las EU/ml. En las determinaciones cualitativas, la densidad 6ptica 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 indicados

en el vial.

Calculo

La concentracion en la muestra del paciente puede determinarse por uno de los dos métodos siguientes:
1. DETERMINACION CUALITATIVA

Abs. de muestra analizada

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

Abs. de calibrador D

Ejemplo:

Absorbancia de muestra = 1.0
Absorbancia calibrador D = 0.26

EU/mI calibrador D = 20 EU/ml

EU/mI muestra = 1.0/.26x20 = 76.9 EU/mlI

2. DETERMINACION SEMI CUANTITATIVA

Registre la absorbancia de los Calibradores A a D en relaciéon a sus respectivas concentraciones en una hoja
de papel milimetrado. Registre la concentracion en EU/ml en el eje X en relacion a 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. A continuacion se da un modelo de curva:
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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/ml, multiplique las unidades obtenidas por el factor de dilucion.

Interpretacion

Los valores de interpretacion se determinaron analizando muestras de 40 donantes de sangre adultos normales.
Como valor limite del ensayo se establecié la media de los individuos normales mas 3 DS y se le asignd un valor
arbitrario de 20 EU/mI. Este estudio inicial fue validado con una poblacién normal de 30 pacientes con una edad
considerada a riesgo de anemia perniciosa. Immco Diagnostics Inc. recomienda tomar como referencia

los valores indicados abajo. Cada laboratorio debera establecer valores de analisis adecuados a sus propias
condiciones.

Valores anti FI Interpretacion

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

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

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.

Los anticuerpos anti factor intrinseco pueden presentarse en asociacién con otras enfermedades autoinmunes,
pero son raros en individuos normales. Un resultado negativo a anticuerpos anti factor intrinseco no descarta la
presencia de anemia perniciosa, dado que la concentracion podria estar por debajo del limite de deteccion del
ensayo. Por su parte, un resultado positivo indica solamente la presencia de anticuerpos anti factor intrinseco
y no necesariamente que se esté ante una enfermedad autoinmune u otra patologia. Las caracteristicas de
rendimiento del ensayo se establecieron unicamente para muestras de suero. Los resultados obtenidos con este
analisis se han de considerar en conjunto con los examenes clinicos y otros analisis de laboratorio, tales como
niveles de vitamina B,, y analisis de Schilling.
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VALORES ESPERADos

Los valores esperados en una poblacién normal son negativos. Sin embargo, alrededor del 0.1% - 0.2% de
individuos aparentemente sanos y asintomaticos puede resultar positivo a los anticuerpos anti factor intrinseco.

En la siguiente tabla se ilustra la incidencia de anticuerpos anti factor intrinseco en individuos con diagnéstico de
anemia perniciosa segun se informa en la literatura.

Prevalencia de anticuerpos anti factor intrinseco en la anemia perniciosa

Estudio N° de pacientes Anticuerpos anti
factor intrinseco
Carmel 1 1® 34 78-88%
Carmel 2 '® 147 73%
Davidson 7 324 70%

Caracteristicas de rendimiento

El ensayo ELISA para anticuerpos anti factor intrinseco ImmuLisa™ se evalu6 analizando suero bien caracterizado
de pacientes con anemia perniciosa junto con controles de la enfermedad y suero de pacientes normales, como
se indica mas abajo en los estudios A y B. Las mismas muestras se analizaron con otros kits disponibles en
comercio y se compararon los resultados. Las muestras fueron proporcionadas por un laboratorio de referencia
utilizando un método RIA 'y por grupos de investigacién que estudian la deficiencia de cobalamina.

Niveles normales: con ELISA factor intrinseco se analizaron 64 muestras de suero humano normal y el valor
medio resulté inferior a 9 EU/m.

Sensibilidad y especificidad comparadas

A. Correlacién clinica: el ensayo ELISA para anticuerpos anti factor intrinseco ImmuLisa™ se evalu6 con
suero bien caracterizado de pacientes con anemia perniciosa, analizando un total de 110 muestras de las
cuales 20 eran de anemia perniciosa, 20 controles sanos y 70 controles de pacientes con artritis reumatoide,
enfermedad celiaca, tiroiditis de Hashimoto, enfermedad de Graves, niveles altos de anticuerpos H. pylori
y hepatitis C.

DIAGNOSTICO CLIiNICO

Positivo  Negativo Total
Immco™ Positivo 20 5 25
ELISAFI Negativo 0 85 85
Total 20 90 110

Sensibilidad clinica: 100 %
Especificidad clinica: 94%
Valor predicitivo positivo: 80%
Valor predicitivo negativo: 100%

B. ELISA anti FI ImmuLisa™ vs. radioinmunoensayo (RIA) disponible en comercio; se analizaron con ambos
sistemas un total de 47 muestras que incluian 33 casos sospechosos de anemia perniciosa y 14 controles sanos.
Este estudio mostrdé una fuerte correlacién en pacientes con niveles bajos de B12, que indica pacientes con
anemia perniciosa, pero escasa correlacion en pacientes con niveles de B12 normales o altos, hecho que podria
sefalar pacientes que estan recibiendo una terapia con B12; es sabido que la terapia con B12 provoca resultados
falsamente positivos en los sistemas RIA.™
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i. Todas las muestras:

RIA
Positivo  Negativo Total
Immco™ Positivo 16 0 16
ELISA Negativo 17 14 31
Total 33 14 47

Correlacion relativa: 64%
Porcentaje correlacion positiva: 48%
Porcentaje correlacién negativa: 100%

ii. Pacientes con sospecha de anemia perniciosa con niveles de B12 bajos (<200pg/ml):

RIA
Positivo  Negativo Total
Immco™ Positivo 13 0 13
ELISA Negativo 0 0 0
Total 13 0 13

Correlacion relativa: 100%
Porcentaje correlacién positiva: 100%
Porcentaje correlacién negativa: 100%

iii. Pacientes con sospecha de anemia perniciosa con niveles de B12 altos (>2000pg/ml):

RIA
Positivo  Negativo Total
Immco™ Positivo 3 0 3
ELISA Negativo 17 0 17
Total 20 0 20

Correlacion relativa: 15%
Porcentaje correlacién positiva: 15%
Porcentaje correlacién negativa: 100%

iv: Controles:
RIA
Positivo  Negativo Total
Immco™ Positivo 0 0 0
ELISA Negativo 0 14 14
Total 0 14 14

Correlacion relativa: 100%
Porcentaje correlacién positiva: 100%
Porcentaje correlacion negativa: 100%

C. Reactividad cruzada: utilizando el procedimiento ImmuLisa™ para anticuerpos Fl, se analizaron un total de 111
muestras potencialmente reactivas de individuos con otras patologias autoinmunes o enfermedades infecciosas.
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Condicion #analizado % Positivo
Artritis reumatoide 10 0%
Enfermedad celiaca 10 0%
Tiroiditis de Hashimoto 10 0%
Enfermedad de Graves 10 0%

H. Pylori positivo 11 0%
Hepatitis C positivo 20 0%
Sueros humanos 40 0%
normales

Precision
Basandose en 40 repeticiones de tres muestras en un ciclo, se calculd el coeficiente de variacion (CV) inter
ensayo del andlisis ELISA para anticuerpos anti FI.

Muestra (EU/ml) CV inter ensayo
1(24.9 EU/mI) 4.6%
2 (50.3 EU/mI) 4.7%
3 (89.7 EU/m) 1.2%

Basandose en 16 repeticiones (muestras 1 y 2) u 8 repeticiones (muestra 3) de tres muestras, se calcul6 el
coeficiente de variacion (CV) intra ensayo del analisis ELISA para anticuerpos anti Fl.

Muestra (EU/ml) CV intra ensayo CV
1 (26.3 EU/ml) 4.6%
2 (46.7 EU/mI) 3.0%
3 (83.1 EU/mI) 2.6%

Linealidad

Para determinar la linealidad aceptable, las placas se analizaron con un juego de calibradores, utilizando diluciones
duplicadas desde 20 EU/ml hasta 160 EU/ml. Los valores de la raiz cuadrada de las curvas estandar resultantes
se determinaron para ensayos multiples. Se considera aceptable un valor de raiz cuadrada superior a 0.95. El
valor promedio de raiz cuadrada de este ensayo resultd superior a 0.99. Los valores de raiz cuadrada van de
0.9935 a 0.9999.

Recuperacion

Para cada analisis se mezclaron dos muestras de igual volumen con niveles conocidos de anticuerpos anti factor
intrinseco. La concentracion esperada de anticuerpos de la muestra era el promedio de la concentracion de cada
muestra. Se determinaron los niveles de las muestras mezcladas y se utilizaron para calcular el porcentaje de
recuperacion. Los resultados fueron los siguientes:

Anti FI Conc. ab Conc. ab % Recuperacion
esperada (EU/ml) obtenida (EU/mI)
Analisis 1 30 27 90
Analisis 2 45 42 93
Analisis 3 40 41 103
Analisis 4 75 60 80
Andlisis 5 47 43 92
Andlisis 6 42 42 100
Andlisis 7 57 59 104
Andlisis 8 76 73 96
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Anti-Intrinsic-Faktor-Antikorper-ELISA (IF)

“ BEIPACKTEXT

©
| M M CO 1164 Anti-Intrinsic-Faktor-Antikrper-ELISA 96 Bestimmungen
DIAGNOSTICS

VERWENDUNGSZWECK

Enzymgekoppelter Immunabsorptionstest (ELISA) fir den qualitativen und semi-quantitativen Nachweis von
Antikdrpern gegen Intrinsic-Faktor in Humanserum.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Perniziése Anamie ist eine der am weitesten verbreiteten Ursachen fur Vitamin-B, ,-Mangel (Cobalamin-Mangel).
Vitamin-B,,-Mangel kann zu hématologischen, neurologischen und psychiatrischen Komplikationen fiihren.
Histologisch gesehen ist perniziése Anamie durch Atrophie der Magenschleimhaut, selektiven Verlust von Parietal-
und Hauptzellen aus der Magenschleimhaut und submukdses lymphozytéres Infiltrat gekennzeichnet. Das
immunologische Kennzeichen pernizidserAndmie istdas Vorliegen von Autoantikdrpern gegen Magenparietalzellen,
gegen Protonenpumpe (H+K+ATPase) und gegen das Cobalamin-absorbierende Protein Intrinsic-Faktor'.

Intrinsic-Faktor ist ein 60 kD Glykoprotein, das von den Parietalzellen der Magenschleimhaut gebildet wird
und die Absorption von Vitamin B,, ermdglicht. Bei einer erworbenen perniziésen Andmie kommt es zu einer
deutlichen Verringerung der Intrinsic-Faktor-Expression aufgrund des Verlusts der Intrinsic-Faktor-bildenden
Magenparietalzellen; dies hat zur Folge, dass der Kérper nichtin der Lage ist, im Magen Vitamin B, , zu absorbieren.
Etwa 2% der Bevdlkerung tber 60 Jahre leiden an einer nicht diagnostizierten perniziésen Anamie*®.

Intrinsic-Faktor-Antikdrper sind vom Isotyp 1gG und treten bei etwa 70% der Patienten mit perniziéser Anamie
auf’8, Antikorper gegen Magenparietalzellen (AGPA) werden normalerweise mittels Immunfluoreszenz auf
M&ausemagensubstrat oder mittels ELISA mit Magen-H+K+ATPase als Antigen nachgewiesen. Diese Antikdrper
dienen der Diagnose von Autoimmungastritis und nicht von perniziéser Anamie. Intrinsic-Faktor-Antikérper sind
spezifischer fur die Diagnose von pernizidser Andmie und sind sehr eng mit dieser verbunden®°. Antikdrper gegen
Intrinsic-Faktor werden mit Radioimmuntests (RIA) oder enzymgekoppelten Immunabsorptionstests (ELISA)
nachgewiesen-13,

ELISA bietet Vorteile gegentiber RIA und anderen Methoden, die sich auf die Fahigkeit der Autoantikdrper, die
Bindung von markiertem Vitamin B,, an Intrinsic-Faktor zu hemmen, stiitzen. Erstens weist ELISA sowohl Typ-
I- als auch Typ-llI-Antikérper nach, wahrend RIA und andere hemmende Tests nur Antikdrper des Typs | finden.
Zweitens flihren RIA und andere B, -hemmende Antikdrpermethoden zu falschen positiven Ergebnissen, da diese
Tests durch hohe B, -Spiegel beeintrachtigt werden kénnen. Patienten, bei denen ein Verdacht auf pernizitse
Anamie besteht, befinden sich mdéglicherweise bereits in Behandlung mit Vitamin B,,, was zu einem erhéhten B, -
Spiegel im Kreislauf fihrt.

12?

Der Immco™ Intrinsic-Faktor-Antikdrper-ELISA verwendet ein sehr reines rekombinantes glykolisiertes
Holoenzym als Antigen. Dies sorgt fiir eine angemessene Reinheit und Antigenitat und garantiert, dass das Antigen
nicht durch Vitamin B, , das den Nachweis der Intrinsic-Faktor-Antikdrper beeintrachtigen kdnnte, gebunden
wird.

TESTPRINZIP

Der Test wird als Festphasenimmuntest durchgefihrt. Die Mikrotiterplattenvertiefungen werden mit einem
rekombinanten glykolisierten menschlichen Intrinsic-Faktor-Antigen beschichtet. Anschlielend werden die
unreagierten Stellen blockiert, um die nicht-spezifische Proteinbindung wahrend des Testlaufs zu reduzieren.
Kontrollseren, Kalibrator(en) und Patientenseren werden in den antigenbeschichteten Vertiefungen inkubiert,
um die Bindung der im Serum vorliegenden spezifischen Antikérper an das Intrinsic-Faktor-Antigen zu
ermdglichen. Ungebundene Antikdrper und andere Serumproteine werden durch Waschen der Vertiefungen
entfernt. Gebundene Antikérper werden durch Zugabe eines enzymmarkierten Anti-human-lgG-Konjugats in die

127
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Vertiefungen nachgewiesen. Nicht gebundenes Konjugat wird durch Waschen entfernt. Anschlieffend wird ein
spezifisches Enzymsubstrat (pNPP) in die Vertiefungen gegeben. Das Vorliegen von Antikdrpern wird mittels einer
Farbveranderung festgestellt, die durch die Umwandlung des pNPP-Substrats in ein farbiges Reaktionsprodukt
entsteht. Die Reaktion wird gestoppt, und die Intensitét der Farbverdnderung, welche proportional zur Konzentration
der Antikorper ist, wird bei 405 nm mit einem Spektrophotometer gemessen. Die optische Dichte der Probe wird
mit der optischen Dichte eines Kalibrators (qualitatives Ergebnis) oder einer Standardkurve mit vier Punkten (semi-
quantitatives Ergebnis) verglichen. Die Ergebnisse werden als positiv oder negativ angegeben und in ELISA-
Einheiten pro Milliliter (EU/mI) ausgedrickt.

REAGENZIEN
Lagerung und Zubereitung
Alle Reagenzien bei 2-8 °C lagern. Nicht einfrieren.

Verwenden Sie das Reagenz nicht, falls es triib ist oder Partikel enthalt. Alle Reagenzien missen vor der
Anwendung auf Raumtemperatur (22-30°C) gebracht werden.

Rekonstituieren Sie den Waschpuffer auf 1 Liter mit destilliertem oder entionisiertem Wasser. BeiLagerung bei2-8 °C
ist der rekonstituierte Waschpuffer bis zum Verfallsdatum des Kits haltbar. Die beschichteten Mikrotitervertiefungen
sind nur zur einmaligen Anwendung bestimmt.

VorsichtsmaBnahmen

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

WARNUNG - Natriumazid (NaN,) kann mit Blei- und Kupferrohren reagieren und dabei hochexplosive Metallazide
bilden. Spulen Sie bei der Entsorgung von Flussigkeiten mit reichlich Wasser nach, um eine Anhaufung 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 giiltige Ergebnisse
sicherzustellen. Tauschen Sie Kitbestandteile nicht gegen Materialien aus anderen Quellen aus. Befolgen Sie
die Regeln der Guten Laborpraxis, um beim Umgang mit Reagenzien deren mikrobielle Verunreinigung und
Verschleppungen so gering wie moglich zu halten. Die Kitbestandteile nicht nach dem auf dem Etikett angegebenen
Verfallsdatum verwenden.

Mitgelieferte Materialien
ImmuLisa™ Anti-Intrinsic-Faktor-Antikérper-ELISA 1164

Der Kit enthalt ausreichend Reagenzien, um 96 Bestimmungen durchzufthren.

12x8 [ MICROPLATE [ IF | Mikrotiterplatte mit einzeln abbrechbaren Mikrotitervertiefungen, mit
rekombinantem humanem Intrinsic-Faktor-Antigen beschichtet.

1x1,5ml [CALIBRATOR] A [IF |* Gebrauchsfertiger Kalibrator A (griine Kappe). Humanserum mit
Antikérpern gegen Intrinsic-Faktor-Antigen.

1x1,5ml [CALIBRATOR] B [ IF |* Geprauchsfertiger Kalibr?tor B (lila Kgppe). Humanserum mit
Antikérpern gegen Intrinsic-Faktor-Antigen.

1x1,5ml [CcALIBRATOR] C [IF |* Gebrauchsfertiger Kalibrator C (blaue Kappe). Humanserum mit
Antikérpern gegen Intrinsic-Faktor-Antigen.

1x1,5ml [CALIBRATOR] D [IF |* Gebrauchsfertiger Kalibrator D (gelbe Kappe). Humanserum mit
Antikérpern gegen Intrinsic-Faktor-Antigen.
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1x1,5ml [cONTROL[+] IF |*

1x15ml [GoNTROL]*

1x12 ml

1x60 ml

1x12 ml

1x12 ml

2x

| IgG-CONJ | ALKPHOS |*

[ow J-
[ SUBSTRATE |*

* Enthalt <0,1% NaN,

Auf den Etiketten verwendete Symbole:

=
=]
-

<l REESY 4]

Auf den Etiketten verwendete Symbole:

Chargennummer

Bestellnummer
Verwendbar bis
Lagerungstemperatur
Gebrauchsanleitung lesen
In-vitro-Diagnostikum
Hersteller

Anzahl an Tests

e Chargennummer

¢ Bestellnummer

¢ Verwendbar bis

* Lagerungstemperatur

e Gebrauchsanleitung lesen

* In-vitro-Diagnostikum

e Hersteller

¢ Anzahl an Tests

Gebrauchsfertiges positives Kontrollserum (rote Kappe). Enthalt
Humanserum positiv fiir Anti-Intrinsic-Faktor-Antikérper

Gebrauchsfertiges negatives Kontrollserum (weiBe Kappe). Enthalt
Humanserum.

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

Gebrauchsfertiger Serumverdiinner. Farbkennzeichnung blau.

Gebrauchsfertiges Enzymsubstrat. Enthalt pNPP. Vor Licht
schiitzen.

Gebrauchsfertige Stopplésung.

Waschpuffer in Pulverform. Auf jeweils einen Liter rekonstituieren.

Bendtigte, nicht mitgelieferte Materialien

« Entionisiertes oder destilliertes Wasser

»  Spritzflasche fir den verdiinnten Waschpuffer
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Pipetten mit einem Volumenbereich von 5 pl bis 1000 pl
Pipettenspitzen zur einmaligen Verwendung

Saubere Probenréhrchen 12 x 75 mm und Réhrchenhalter
Stoppuhr

Saugféhige Papiertiicher

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

Automatischer Mikrotiterplattenwascher mit einer Verteilungskapazitat von 200 pl

PROBENENTNAHME UND -HANDHABUNG

Far dieses Verfahren sollten nur Serumproben verwendet werden. Stark hdmolysierte, lipdmische oder mikrobiell
verunreinigte Proben kénnen die Leistung des Tests beeinflussen und sollten nicht verwendet werden. Lagern Sie
die Proben hdéchstens 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.

Entnehmen Sie dem Beutel die benétigte Anzahl an Mikrotitervertiefungsstreifen; verschliefien Sie dann den
Beutel sorgfaltig, um Kondensation in den nicht verwendeten Vertiefungen zu vermeiden. Legen Sie den
Beutel sofort wieder in den Kihlschrank.

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

Alle Verdiinnungen der Patientenproben sollten vor Beginn des Tests vorbereitet werden.

Eine gute Waschmethode ist unerldsslich. Wenn von Hand gewaschen wird, erreichen Sie eine
angemessene Spulung, indem Sie eine Waschflasche mit einer breiten Diise 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 oder 12 Vertiefungen pipettieren kann. Dies
beschleunigt das Verfahren und resultiert in gleichmaRigeren Inkubationszeiten.

Fur alle Schritte ist eine sorgfaltige Kontrolle der zeitlichen Koordinierung wichtig. Alle Inkubationszeitrdume
beginnen, sobald das Zufiigen der Reagenzien abgeschlossen ist.

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

Testmethode

Schritt1  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 fur eine qualitative Bestimmung nur den gebrauchsfertigen niedrigen Kalibrator D

(Flaschchen mit gelber Kappe).
oder Verwenden Sie fiir eine semi-quantitative Bestimmung die gebrauchsfertigen Kalibratoren A
bis D, wie in der Probenanordnung unten angezeigt.
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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
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Verdiinnen Sie die Patientenproben im Verhaltnis 1:101, indem Sie 5 pl des Patientenserums mit 500
ul Probenverdiinner vermischen.

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

Pipettieren Sie 100 pl dergebrauchsfertigen Kalibratoren, der positiven und negativen Kontrollserenund
der verdinnten Patientenproben (1:101) in die auf dem Protokollbogen angezeigten entsprechenden
Vertiefungen.

Anmerkung: Geben Sie in eine Vertiefung 100 pl Serumverdinner als Blindprobe. Stellen Sie den
ELISA-Reader gegen diese Blindprobe auf Null.

Inkubieren Sie 30 Minuten (£ 5 min) bei Raumtemperatur.

Waschen Sie viermal mit Waschpuffer. Flllen Sie zum manuellen Waschen jede Vertiefung mit
rekonstituiertem Waschpuffer. Entfernen Sie die Flissigkeit, indem Sie jede Vertiefung umdrehen und
deren Inhalt ausklopfen, oder indem Sie die Fliissigkeit aus jeder Vertiefung absaugen. Drehen Sie zum
Trocknen am Ende des letzen Waschens die Streifen um und klopfen Sie Uber saugfédhigem 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 min) bei Raumtemperatur.
Waschen Sie alle Vertiefungen wie in Schritt 8 beschrieben.

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

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

Pipettieren Sie 100 pl Stopplésung in jede Vertiefung; gehen Sie dabei in derselben Reihenfolge
und mit derselben Geschwindigkeit vor wie beim Hinzufligen 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, fir die der Extinktionswert
Null eingestellt wurde, ab; verwenden Sie einen Mikrotiterplattenreader mit einer einzigen Wellenldnge
oder mit einer doppelten Wellenlange von 405/630 nm.

Qualitdtskontrolle

Bei jedem Testlauf missen Kalibratoren, positive und negative Kontrollseren und eine Blindprobe mitgetestet
werden, um die Unverfalschtheit und Genauigkeit des Tests zu Uberprifen. Der Extinktionswert der Blindprobe
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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/mI zu bestimmen.
Bei der Durchflihrung von qualitativen Bestimmungen muss die Extinktion von Kalibrator D gréRer als die des
negativen Kontrollserums und kleiner als die Extinktion des positiven Kontrollserums sein. Fur semi-quantitative
Bestimmungen mussen 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:

1. QUALITATIVE BESTIMMUNG
Ext. der Testprobe

X EU/ml von Kalibrator D = EU/mI der Testprobe
Ext. von Kalibrator D
Beispiel: Probenextinktion = 1,0
Extinktion von Kalibrator D = 0,26
EU/mI Kalibrator D = 20 EU/ml
EU/mI Probe = 1,0/0,26x20 = 76,9 EU/mI
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/ml 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. Nachfolgend sehen Sie einen Beispielkurve:

Standardkurve
R?=0.9992

18 >
J:i /

: ~

//

S

0.z

0.0D.@405/630nm

1] a0 100 140
Anti- IF (EU/mL)

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 kénnen héhere
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Extinktionswerte aufweisen als Kalibrator A. Um genaue semi-quantitative Werte zu bestimmen, 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 Interpretationswerte wurden bestimmt, indem 40 normale erwachsene Blutspender getestet wurden. Der
Durchschnitt der normalen Testpersonen plus 3 SD wurde als Grenzwert des Tests festgelegt; ihm wurde der
willktrliche Wert von 20 EU/ml zugeordnet. Die anfangliche Studie wurde mit einer normalen Population von 30
Patienten aus dem Altersbereich, in dem ein Risiko fir perniziése Anamie besteht, validiert. Immco Diagnostics

Inc. empfiehlt die Anwendung des unten angegebenen Referenzbereichs. Jedes Labor sollte die Testwerte fur
seine eigenen Umsténde validieren.

Anti-IF-Wert Interpretation

<20 EU/mI Negativ
20-25 EU/ml Unbestimmt (Grenzbereich)
> 25 EU/ml Positiv

EINSCHRANKUNGEN DES VERFAHRENS

Far dieses Verfahren sollten nur Serumproben verwendet werden. Stark hdmolysierte, lipdmische 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.

Anti-Intrinsic-Faktor-Autoantikdrper kbnnen zusammen mit anderen Autoimmunkrankheiten vorliegen, sind jedoch
bei normalen Testpersonen selten. Ein negatives Ergebnis fir Intrinsic-Faktor-Antikorper schlie3t das Vorliegen
einer pernizidsen Anamie nicht aus. Ein negatives Ergebnis fir Intrinsic-Faktor-Antikdrper schliet das Vorliegen
einer pernizidsen Anadmie nicht aus, da die Konzentration der Antikérper unter der Nachweisgrenze des Tests
liegen kann. Ein positives Testergebnis weist nur das Vorliegen von Intrinsic-Faktor-Antikérpern nach und zeigt
nicht unbedingt das Vorliegen einer Autoimmunerkrankung oder sonstigen Krankheit an. Die Leistungsmerkmale
des Tests wurden nur fir Serum und nicht fir anderen Probensubstanzen bestimmt. Die mit diesem Test erhaltenen
Ergebnisse sollten im Zusammenhang mit klinischen und anderen Laborbefunden bewertet werden, z.B. mit B, -
Werten und dem Schilling-Test.

ERWARTETE WERTE

Bei einer normalen Population werden negative Testergebnisse erwartet. Es kdnnen jedoch 0,1% -0,2% von
anscheinend gesunden, asymptomatischen Personen positive Ergebnisse fur Anti-Intrinsic-Faktor-Antikdrper zeigen.

Die folgende Tabelle zeigt die in der Literatur beschriebene Haufigkeit von Intrinsic-Faktor-Antikérpern bei Personen
mit diagnostizierter perniziéser Anamie.

Héufigkeit von Intrinsic-Faktor-Antikérpern bei perniziéser Andmie

Studie Anzahl der Intrinsic-Faktor-
Patienten Antikorper
Carmel 1 ® 34 78-88%
Carmel 2 ¢ 147 73%
Davidson "7 324 70%

Leistungsmerkmale

DerImmuLisa™ Intrinsic-Faktor-Antikorper-ELISAfirden Nachweis von Intrinsic-Faktor-Antikérpern wurde bewertet,
indem gut charakterisierte Seren von Patienten mit pernizidser Anamie zusammen mit Krankheitskontrollseren
und ,normalen“ Humanseren getestet wurden, wie in den unten genannten Studien A und B zu sehen. Diese
Proben wurden auch mit anderen im Handel erhéltlichen Kits getestet, und die Ergebnisse wurden verglichen.
Die Proben wurden von einem Referenzlabor, das eine RIA-Methode anwendet, und von Forschungsgruppen, die
Cobalamin-Mangel untersuchen, bezogen.
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Normalbereich: 64 normale Humanserumproben wurden mit dem Intrinsic-Faktor-ELISA getestet. Der Mittelwert
betrug weniger als 9 EU/ml.

Vergleichende Spezifitdt und Sensitivitat

A. Klinische Korrelation: Der ImmuLisa™ Intrinsic-Faktor-Antikérper-ELISA wurde mit gut charakterisierten
Seren von Patienten mit pernizidser Anamie geprift: Insgesamt 110 Proben wurden mit dem Immco™-ELISA
getestet, darunter 20 Proben mit perniziéser Anédmie, 20 gesunde Proben und 70 Kontrollproben von Patienten mit
rheumatoider Arthritis, Zéliakie, Hashimoto-Thyreoiditis, Graves-Krankheit, erhdhten H.-pylori-Antikdrper-Spiegeln
und Hepatitis C.

KLINISCHE DIAGNOSE

Positiv Negativ Gesamt
Immco™ Positiv 20 5 25
IF ELISA Negativ 0 85 85
Gesamt 20 90 110

Klinische Sensitivitat: 100%
Klinische Spezifitdt: 94%
Positiver Vorhersagewert: 80%
Negativer Vorhersagewert: 100%

B. ImmuLisa™ Anti-IF-ELISA gegen einen im Handel erhéltlichen Radioimmuntest (RIA): Insgesamt 47 Proben
wurden mit beiden Systemen getestet, darunter 33 Falle mit Verdacht auf perniziose Andmie und 14 gesunde
Kontrollseren. Diese Studie zeigte eine gute Korrelation bei Patienten mit niedrigem B, ,-Spiegel, der auf eine
pernizitse Andmie hinweist, aber eine schlechte Korrelation bei Patienten mit normalem oder erhéhtem B, -Spiegel,
der ein Anzeichen fur Patienten in Behandlung mit B,, sein kann. Es ist bekannt, dass eine B,,-Behandlung zu
falschen positiven Ergebnissen mit RIA-Systemen fiihren kann™.

i. Alle Proben:
RIA
Positiv Negativ Gesamt
Immco™ Positiv 16 0 16
ELISA Negativ 17 14 31
Gesamt 33 14 47

Relative Ubereinstimmung: 64%
Positive Ubereinstimmung in Prozent: 48%
Negative Ubereinstimmung in Prozent: 100%

ii. Patienten mit niedrigem B, -Spiegel (<200 pg/ml) und Verdacht auf perniziése Anamie:

RIA
Positiv Negativ Gesamt
Immco™ Positiv 13 0 13
ELISA Negativ 0 0 0
Gesamt 13 0 13

Relative Ubereinstimmung: 100%
Positive Ubereinstimmung in Prozent: 100%
Negative Ubereinstimmung in Prozent: 100%
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iii. Patienten mit erhchtem B_,-Spiegel (>2000 pg/ml) und Verdacht auf perniziése Andmie:

RIA
Positiv Negativ Gesamt
Immco™ Positiv 3 0 3
ELISA Negativ 17 0 17
Gesamt 20 0 20

Relative Ubereinstimmung: 15%
Positive Ubereinstimmung in Prozent: 15%
Negative Ubereinstimmung in Prozent: 100%

iv. Kontrollseren:

RIA
Positiv Negativ Gesamt
Immco™ Positiv 0 0 0
ELISA Negativ 0 14 14
Gesamt 0 14 14

Relative Ubereinstimmung: 100%
Positive Ubereinstimmung in Prozent: 100%
Negative Ubereinstimmung in Prozent: 100%

C.Kreuzreaktivitat: Insgesamt 111 potentiell kreuzreaktive Proben von Patienten mitanderen Autoimmunkrankheiten
oder Infektionskrankheiten wurden mit dem ImmuLisa™-System auf IF-Antikdrper getestet.

Krankheit Anzahl getestet % Positiv
Rheumatoide Arthritis 10 0%
Zoliakie 10 0%
Hashimoto-Thyreoiditis 10 0%
Graves-Krankheit 10 0%
H.-Pylori-positiv 11 0%
Hepatitis-C-positiv 20 0%
Normale Humanseren 40 0%

Genauigkeit:

Auf der Grundlage von 40 wiederholten Tests von drei Proben innerhalb eines Laufs wurde der interserielle
Variationskoeffizient (VK) des IF-Antikérper-ELISA berechnet.

Probe (EU/ml) Interserieller VK
1(24,9EU/ml)  4,6%
2 (50,3 EU/ml) 4,7%
3 (89,7 EU/ml) 12%

Auf der Grundlage von 16 (Proben 1 und 2) oder 8 (Probe 3) wiederholten Tests von drei Proben wurde der
intraserielle Variationskoeffizient (VK) des IF-Antikérper-ELISA berechnet.
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Probe (EU/ml) Intraserieller VK
1(26,3EU/ml) 4,6%
2 (46,7 EU/mI)  3,0%
3(83,1 EU/mI)  2,6%
Linearitat:

Zur Bestimmung der akzeptablen Linearitdt wurden Platten mit einem Kalibratorensatz unter Verwendung von
verdoppelnden Verdiinnungen von 20 EU/mI bis 160 EU/ml getestet. Die r>-Werte der resultierenden Standardkurven
wurden fiir mehrere Tests bestimmt. Ein r>-Wert tiber 0,95 wird als akzeptabel angesehen. Der mittlere r-Wert fiir
diesen Test war grofier als 0,99. Die r>-Werte lagen in einem Bereich von 0,9935 bis 0,9999.

Wiederfindung:

Fir jeden Test wurden zwei unterschiedliche Proben gleichen Volumens, deren Intrinsic-Faktor-
Antikdrperkonzentrationen bekannt waren, gemischt. Fir die Mischung wurde eine Antikérperkonzentration
erwartet, die dem Mittelwert der Antikdrperkonzentrationen der separaten Proben entspricht. Die Antikdrperspiegel
der gemischten Proben wurden bestimmt und zur Berechnung der Wiederfindung in Prozent verwendet. Folgende
Ergebnisse wurden erhalten:

Anti-IF erﬁaﬁ«le(toglzilml gemgsKs-(:(no(nEzL.Jlml) % Wiederfindung
Test 1 30 27 90
Test 2 45 42 93
Test 3 40 41 103
Test 4 75 60 80
Test 5 47 43 92
Test 6 42 42 100
Test 7 57 59 104
Test 8 76 73 96
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Anticorps Anti-Facteur Intrinséque (IF) ELISA

M  ENcART DU PRODUIT
| M M CO 1164 Anticorps Anti-facteur intrinséque ELISA 96 Tests

DIAGNOSTICS

USAGE PREVU

Ce test ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) pour la détection et la semi-quantification des anticorps
du facteur intrinséque dans le sérum humain peut étre utilisé comme aide pour le diagnostique de I'anémie
pernicieuse.

RESUME ET EXPLICATIONS

L’anémie pernicieuse est une des causes les plus fréquentes de carence en Vitamine B12 (cobalamine). La carence
en vitamine B, peut résulter en complications hématologiques, neurologiques et psychiatriques. Histologiquement,
I'anémie pernicieuse est caractérisée par une atrophie de la muqueuse gastrique, une perte sélective de cellules
pariétales et méres de la muqueuse gastrique et l'infiltration lymphocytique sub-muqueuse. Immunologiquement,
I'anémie pernicieuse se marque par la présence d’auto-anticorps des cellules pariétales gastriques, de la pompe
a protons (H+K+ATPase), et de la protéine d’absorption cobalamine, le facteur intrinséque.’3

Le facteur intrinseque est une glycoprotéine de 60 kD produite par les cellules pariétales de la paroi de I'estomac
et permet I'absorption de la vitamine B,,. En cas d’anémie pernicieuse acquise, il y a une diminution importante
de I'expression du facteur intrinséque due a la perte de facteur intrinséque produit par les cellules pariétales
gastriques, qui résulte dans l'incapacité pour le corps d’assimiler la vitamine B,, dans I'estomac. Environ 2% de la
population agée de plus de 60 ans a une anémie pernicieuse non diagnostiquée **

Les anticorps facteur intrinséque sont I'isotype IgG et se retrouvent chez environ 70% des patients présentant une
anémie pernicieuse.”® Les anticorps anti-cellules pariétales gastriques (AGPA) sont généralement détectés par
immunofluorescence sur un substrat d’estomac de souris ou par test ELISA en utilisant du H+K+ATPase gastrique
comme antigéne. Ces anticorps sont le diagnostique de la gastrite auto-immune et non de I'anémie pernicieuse.
Pour diagnostiquer 'anémie pernicieuse, les anticorps du facteur intrinséque sont plus spécifiques et étroitement
associés a I'anémie pernicieuse 80, Les anticorps facteur intrinseque sont détectés par radio-immuno-test (RIA)
ou par test ELISA."-13

Le test ELISA offre les avantages par rapport au RIA et a d’autres méthodes de dépendre de la capacité des auto-
anticorps d'inhiber la liaison de la vitamine B,, au facteur intrinseque. Premierement, ELISA détecte les anticorps
de Type | et de Type Il tandis que RIA ou d’autres tests d’inhibition détectent uniquement les anticorps de Type I.
Deuxiemement, RIA et les autres méthodes de B, inhibant les anticorps, donnent des résultats faussement positifs
VU que ces tests sont sujets aux interférences a des niveaux élevés de B,,. Les patients avec une suspicion de
diagnostique d’anémie pernicieuse peuvent étre déja sous thérapie vitamine B,, causant des niveaux élevés de
B,, en circulation.

Le test ELISA Anticorps Facteur Intrinséque Immco™ comprend une holoenzyme recombinante glycolysée tres
pure comme antigene. Ceci fournit une pureté et une antigénicité adaptées et permet que I'antigéne ne soit pas lié
par la vitamine B,,, ce qui peut interférer dans la détection des anticorps facteur intrinseque.

PRINCIPES DU TEST

Le test est réalisé comme un test immunitaire en phase solide. Les puits sont recouverts d’antigéne recombinant
facteur intrinséque humain glycolysé, suivi par une étape de blocage de l'attache protéique non spécifique
durant le test. Les contrOles, le(s) étalon(s) et les sérums de patients sont incubés pour permettre aux anticorps
spécifiques présents dans le sérum de se fixer aux antigénes facteur intrinséque. Les anticorps non-liés et les
autres protéines du sérum sont éliminés en ringant les micropuits. Les anticorps liés sont détectés en ajoutant un
conjugué enzymatique anti- IgG humaines aux micropuits. Le conjugué non fixé est éliminé par lavage. L’ajout
du substrat enzymatique pNPP aux micropuits entraine un changement de couleur produit par la conversion du
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substrat en un produit de réaction coloré. La réaction est arrétée et I'intensité du changement de couleur, qui est
proportionnelle a la concentration de I'anticorps, est lue sur un spectrophotométre a 405 nm. La densité optique
des échantillons est comparée avec la densité optique de I'étalon (résultat qualitatif) ou avec une courbe standard
a 4 points (résultat semi-quantitatif). Les résultats sont considérés positifs ou négatifs et exprimés en Unités ELISA
par millilitres (EU/mI).

REACTIFS
Conservation et préparation
Conserver tous les réactifs du coffret entre 2 et 8°C. Ne pas congeler.

Ne pas employer le réactif s’il est trouble ou si un précipité s’est formé. Tous les réactifs doivent étre portés a
température ambiante (22-30°C) avant I'utilisation.

Reconstituer le tampon de lavage avec 1 litre d’eau distillée ou déionisée. Lorsqu’il est conservé entre 2 et 8°C, le
tampon de lavage reconstitué est stable jusqu’a la date limite d’utilisation. Les micropuits recouverts sont a usage
unique.

Précautions

Le matériel d’origine humaine utilisé dans la préparation des réactifs a été testé en respectant les recommandations
de la FDA et résulte non réactif aux antigénes HBs Ag, HCV, HIV-1 et 2 et HTLV-I. Du fait qu’aucune méthode
de test connue ne peut offrir une garantie absolue de I'absence d’agents infectieux, considérer les réactifs ainsi
que tous les échantillons de patients comme potentiellement infectieux et les manipuler avec les précautions
d’'usage’.

ATTENTION - Certains réactifs contiennent de I'azide de sodium (NaN,). Ce composé peut former dans les
canalisations en plomb ou en cuivre des azotures métalliques hautement explosifs. Afin d’éviter la formation
et 'accumulation de tels azotures dans les canalisations, rincer I'évier a grande eau lors de I'élimination de
ces réactifs. L'azide de sodium est toxique en cas d’ingestion. En cas d’ingestion, informer immédiatement le
responsable du laboratoire et contacter le centre antipoison.

La qualité des résultats dépend du respect des instructions figurant dans la présente notice. Ne pas
échanger des réactifs du kit par d’autres provenant d’autres fabricants. Respecter les techniques de laboratoire
réduisant au minimum la contamination microbienne et chimique. Ne pas utiliser au-dela de la date de péremption
se trouvant sur I'étiquette.

Matériel fourni
ImmuLisa™ Anticorps Anti-facteur intrinséque ELISA 1164

Le kit contient les réactifs suffisants pour effectuer 96 tests chacun.

12x 8 [ MICROPLATE [ IF | Micro-lamelles avec micropuits individuels, revétus d’antigéne facteur
intrinséque humain recombinant.

1x1,5ml [CALIBRATOR] A [IF |* Etalon A (couvercle vert), prét a l'emploi. Sérum humain contenant les
anticorps a I'antigéne facteur intrinseque.

1x1,5ml [CALIBRATOR]| B [IF |* Etalon B (couvercle violet), prét a 'emploi. Sérum humain contenant
les anticorps a I'antigéne facteur intrinséque.

1x1,5ml [CALIBRATOR] C [IF |* Etalon C (couvercle bleu), prét a I'emploi. Sérum humain contenant
les anticorps a I'antigéne facteur intrinseque.

1x1,5ml [CALIBRATOR] D [IF |* Etalon D (couvercle jaune), prét a 'emploi. Sérum humain contenant
les anticorps a I'antigéne facteur intrinséque.

1x1,5ml [coNTROL[+] IF |* Contréle positif (couvercle rouge), prét a I'emploi. Contient sérum
humain positif aux anticorps anti -facteur intrinséque
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1x15mi [GONTROL]-]*
1x12ml  [19G-CONJ [ ALKPHOS |*

1x60ml [piL |*
1x12ml [ SUBSTRATE |*

tx1zm
2x

* Contient <0.1% NaN,

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

Fabricant

4R [E B~ [f

Nombre de tests

Matériel nécessaire mais non fourni

« Eau distillée ou déionisée

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

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

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

Solution d’arrét préte a 'emploi.

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

* Pissette pour le tampon de lavage dilué

* Pipettes de 5 a 1000 pl
* Bouts de pipette jetables

*  Petits tubes propres 12 X 75 mm et porte-tubes

e Timer

* Papier absorbant

e Lecteur ELISA avec filtre de 405nm. Si la longueur d’onde double est disponible, le filtre de référence sera de

600-650 nm.

e Bac pour le lavage automatique capable de dispenser 200 pl
PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

Utiliser uniquement du sérum pour réaliser ces tests. Il est recommandé de ne pas utiliser de sérums fortement
hémolysés, lipémiques ou sujets a une contamination bactérienne car cela peut provoquer des interférences et
modifier les performances du test. Conserver les sérums entre 2 et 8°C pendant maximum une semaine. Pour
une conservation plus longue, congeler les sérums a -20°C. Eviter les congélations/décongélations successives

des sérums.
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PROCEDURE
METHODE

Préparation du test

Lire ces instructions attentivement avant de commencer I'analyse.

Prélever rapidement les micro-lamelles dans le récipient contenant le dessiccateur, refermer hermétiquement
pour minimiser toute exposition a 'humidité. Replacer immédiatement le récipient au réfrigérateur.

Laisser le substrat enzymatique s’équilibrer a la température de la piéce avant utilisation. Replacer les produits
au refrigérateur juste apres I'utilisation.

Préparer toutes les dilutions des échantillons patients avant de commencer le test.

Il est important d’utiliser une bonne technique de lavage. SiI'opération est réalisée manuellement, diriger
un jet puissant de vapeur de tampon de lavage froid a I'aide d’une large bouteille sur toute la superficie de la
micro-lamelle. Il est recommandé d’utiliser un bac de lavage des micro-lamelles automatique.

Utiliser une pipette multicanaux capable de remplir 8 ou 12 puits simultanément. Ceci rend le processus plus
rapide et fournit un temps d’incubation plus uniforme.

La synchronisation est importante. Les périodes d’incubation commencent aprés la distribution des réactifs.

L’ajout de tous les échantillons et réactifs doit étre réalisé a la méme cadence et selon la méme séquence.
Chaque période d’incubation doit étre mesurée indépendamment de la précédente.

Exécution du test

Etape 1 Laisser tous les réactifs et les échantillons s’équilibrer a la température ambiante.
Etape 2 Indiquer sur une feuille du protocole la position des échantillons sur la micro-lamelle. Il est de bonne
pratique de vérifier les échantillons en double.
Etape 3 Détermination qualitative : employer uniquement I'étalon D. (flacon avec couvercle jaune).
ou Détermination semi-quantitative : employer étalons A - D comme montré dans I'exemple ci-
dessous.
DETERMINATION QUALITATIVE DETERMINATION SEMI-QUANTITATIVE
A fei(so)( A es2(
CIC0. B |G=3(s9()C
C (es(sn( C [o3(s9(OC
D |G D (s
E (599 E (s
F [(s2610( J)( F (0O
JEIOE G @
H|(s9612( ) H|(si(s9( )
1.2 3 4 1 2 3 4
Etape 4 Préparer une dilution de 1:101 de I'’échantillon patient en mélangeant 5 ul de I'échantillon patient &
500 pl de diluant sérum.
Etape 5 Prélever les micro-lamelles nécessaires du récipient et replacer les lamelles non utilisées dans le
récipient scellé au réfrigérateur. Placer les micro-lamelles sur le support fourni.
Etape 6 Pipeter 100 pl des Etalons, de Contrdles positifs et négatifs et des échantillons patients (1:101) préts

a 'emploi dans les micropuits comme indiqué sur la feuille de protocole.
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Note: Inclure un puit avec 100 pl de diluant pour échantillons comme blanco de réactif. La lecture
ELISA de ce blanco devrait étre nulle.

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

Etape 8 Laver 4x avec de la solution de lavage froide. Pour le lavage a la main, remplir chaque micropuit
avec de la solution de lavage reconstituée. Aspirer le contenu de chaque puit. Retourner la micro-
lamelle et vider par petits coups sur du papier absorbant. Pour le lavage automatique, s’en tenir aux
instructions du fabricant.

Etape 9 Pipeter 100 pl de Conjugué dans les micropuits.
Etape 10  Incuber pendant 30 minutes (+ 5 min) a température ambiante.
Etape 11 Rincer tous les micropuits comme a I'étape 8.

Etape 12  Pipeter 100 pl de Substrat Enzymatique dans chaque micropuit dans le méme ordre et timing que
pour le conjugué.

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

Etape 14  Pipeter 100 pl de solution d’arrét dans chaque puit. Maintenir la méme séquence et le méme timing
lors de I"addition de la solution d"arrét que ceux utilisés lors de la distribution du substrat enzymatique.
Lire la densité optique dans I’"heure qui suit |'arrét de la réaction.

Etape 15 Lire la densité optique de chaque puit a 405nm en utilisant un lecteur simple ou a longueur d’'onde
double a 405/630nm. Le zéro ELISA est la valeur du blanco.

Contréle Qualité

Les étalons, les Contréles positifs et négatifs et un blanco de réaction doivent étre utilisés dans chaque test pour
vérifier l'intégrité et la précision du test. La lecture de densité optique du blanco doit étre inférieure a 0.3. L'étalon
A ne doit pas avoir une lecture d’absorbance de moins de 1.0, sinon il faut répéter le test. Le contréle négatif doit
étre <20 EU/ml. Si le test est effectué en double, la moyenne des deux lectures doit étre prise en considération
pour déterminer les EU/ml. Lors de déterminations qualitatives, la densité optique de I'étalon D doit étre plus
grande que celle du contrble négatif et plus petite que celle du contrdle positif. Pour des déterminations semi-
quantitatives, le contréle positif doit donner des valeurs se trouvant dans la gamme figurant sur le flacon.

RESULTATS
Calculs

Les concentrations des échantillons patients peuvent étre déterminées par l'une ou l'autre de ces deux
méthodes :

1. DETERMINATION QUALITATIVE

Abs. de I’échantillon

X EU/mI de I’étalon D = EU/mI de ’échantillon
Abs, de I’étalon D

Exemple: Absorbance Echantillon = 1.0

Absorbance Etalon D = 0.26

Etalon D EU/ml = 20 EU/ml

Echantillon EU/ml = 1.0/.26x20 = 76.9 EU/ml|
2. DETERMINATION SEMI-QUANTITATIVE

Tracer I'absorbance des étalons A a D par rapport a leur concentration respective sur un graphique linéaire.
Tracer la concentration en EU / ml sur 'axe des X et I'absorbance sur I'axe Y et dessiner la courbe la plus proche.
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Déterminer les concentrations des échantillons patients provenant de la courbe par leurs valeurs correspondantes
d’absorbance. Un exemple de courbe se trouve ci-dessous :

Courbe standard
R¥=0.9992

25
18 V.
5 /

1.4 /
1.2

0.D.@405/630nm

na /
0.6

y /

0.z

a T T ]
1] a0 100 150

Anti- IF (EUmL})

Etalons

Les étalons sont fournis pour une détermination semi-quantitative et doivent étre employés lors de chaque
test. Les échantillons patients contenant les niveaux les plus élevés d’anticorps peuvent donner des valeurs
d’absorbance plus grandes que celles de I'étalon A. Pour la détermination des valeurs semi-quantitatives précises
de tels échantillons, il faut les diluer et les retester jusqu’a ce que les résultats puissent étre lus sur la courbe
d’étalonnage. Pour la détermination en EU / ml, multiplier les unités obtenues par le facteur de dilution.

Interprétation

Les valeurs d’interprétation ont été déterminées en testant 40 donneurs de sang adultes sains. La moyenne des
sujets sains plus 3SD a été établie pour la valeur limite du test et une valeur arbitraire de 20 EU/ml a été assignée.
Cette étude a été initialement validée avec une population normale de 30 patients dans la gamme d’age a risque
pour 'anémie pernicieuse. Immco Diagnostics Inc. suggeére I'utilisation de la gamme de référence ci-dessous.
Chaque laboratoire devrait valider les résultats en fonction de ses propres conditions.

valeur anti-IF Interprétation

<20 EU/mI Négatif

20-25 EU/mlI Indéterminé (Limite)
>25 EU/ml Positif

LIMITES D’UTILISATION

Utiliser uniquement du sérum pour réaliser ces tests. |l est recommandé de ne pas utiliser de sérums fortement
hémolyseés, lipémiques ou sujets a une contamination bactérienne car cela peut provoquer des interférences et
modifier les performances du test. Conserver les sérums entre 2 et 8°C pendant maximum une semaine. Pour
une conservation plus longue, congeler les sérums a -20°C. Eviter les congélations/décongélations successives
des sérums.

Les auto-anticorps anti-facteur intrinséque peuvent étre présents en association avec d’autres maladies auto-
immunes mais rarement chez des sujets sains. Un résultat anticorps anti-facteur intrinséque négatif n’élimine pas
forcément la présence d’anémie pernicieuse. Un résultat anticorps anti-facteur intrinséque négatif n’élimine pas
forcement la présence de 'anticorps car la concentration de I'anticorps peut étre sous la limite de détection du test.
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Un résultat de test positif indique la présence d’anticorps anti-facteur intrinseque mais n’indique pas forcément la
présence de maladie auto-immune ou autre. Les caractéristiques de performance du test n’ont pas été établies
pour d’autres matrices que le sérum. Les résultats obtenus par ce test doivent étre considérés en conjonction avec
des faits cliniques et de laboratoire tels que le niveau de B, et le test de Schilling.

VALEURS ATTENDUES

Les résultats de test dans une population saine sont négatifs. Cependant, 0.1% - 0.2% de personnes apparemment
en bonne santé et ne présentant aucun symptdome, peuvent étre positifs lors de la recherche des anticorps anti-
facteur intrinséque.

Le tableau suivant présente I'incidence des anticorps anti-facteur intrinséque chez les individus soufrant d’anémie
pernicieuse comme signalé dans la littérature.

Prévalence des Anticorps Anti-Facteur Intrinséque dans les cas d’Anémie Pernicieuse

Etude Nbre de Patients Anticorps Anti-
Facteur Intrinséque
Carmel 118 34 78-88%
Carmel 2 16 147 73%
Davidson 7 324 70%

Caractéristiques des performances

Le test ELISA Anticorps Anti-Facteur Intrinséque ImmuLisa™ pour la détection des anticorps anti-facteur intrinséque
a été évalué en testant des sérums bien caractérisés provenant de patients soufrant d’anémie pernicieuse durant
des contréles de maladie et des sérums humains « sains » comme indiqué dans les études A et B ci-dessous.
Ces échantillons ont également été testés sur d’autres kits disponibles dans le commerce et les résultats ont été
comparés. Des échantillons ont été obtenus a partir de laboratoire de référence utilisant la méthode RIA et a partir
de groupes de recherche étudiant les carences en cobalamine.

Gamme Normale: 64 sérums humains sains ont été testés par la méthode ELISA Anticorps anti-facteur intrinseque
et la moyenne a été de moins de 9 EU/ml.

Comparaison Sensibilité et Spécificité

A. Corrélation Clinique: Le test ELISA Anticorps Anti-Facteur Intrinséque ImmuLisa™ a été testé avec des sérums
bien caractérisés de patients soufrant d’anémie pernicieuse : Un total de 110 échantillons ont été testés avec
le test ELISA Immco™, y compris 20 échantillons d’anémie pernicieuse, 20 contrbles sains et 70 contrbles
de patients avec de l'arthrite rhumatoide, maladie coeliaque, thyroidite de Hashimoto, maladie de Graves, des
niveaux élevés d’'anticorps H. pylori et 'hépatite C.

DIAGNOSTIQUE CLINIQUE

Positif Négatif Total
Immco™ Positif 20 5 25
IF ELISA Négatif 0 85 85
Total 20 90 110

Sensibilité Clinique: 100%
Spécificité Clinique: 94%

Valeur de Prédiction Positive: 80%
Valeur de Prédiction négative: 100%

B. Le test ELISA Anticorps Anti-Facteur Intrinséque ImmuLisa™ vs. un test disponible dans le commerce de radio-
immuno-test (RIA): Un total de 47 échantillons ont été testés sur les deux systémes, y compris 33 cas suspectés
d’anémie pernicieuse et 14 contréles sains. Cette étude montre une corrélation étroite chez les patients avec des
niveaux de B12 faibles, ce qui indique des patients soufrant d’anémie pernicieuse, mais une faible corrélation chez
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les patients avec des niveaux normaux ou élevés de B12, qui peut indiquer des patients suivant une thérapie B12.
La thérapie B12 est connue pour générer des faux positifs sur les systéemes RIA .3

i. Tous les échantillons:

RIA
Positif Négatif Total
Immco™ Positif 16 0 16
ELISA Négatif 17 14 31
Total 33 14 47

Concordance Relative: 64%
Pourcentage Concordance Positive: 48%
Pourcentage Concordance Négative: 100%

ii. Patients suspectés d’anémie pernicieuse avec des niveaux bas de B12 (<200pg/ml):

RIA
Positif Négatif Total
Immco™ Positif 13 0 13
ELISA Négatif 0 0 0
Total 13 0 13

Concordance Relative : 100%
Pourcentage Concordance Positive: 100%
Pourcentage Concordance Négative: 100%

iii. Patients suspectés d’anémie pernicieuse avec des niveaux élevées de B12 (>2000pg/ml):

RIA
Positif Négatif Total
Immco™ Positif 3 0 3
ELISA Négatif 17 0 17
Total 20 0 20

Concordance Relative : 15%
Pourcentage Concordance Positive: 15%
Pourcentage Concordance Négative: 100%

iv: Controles:
RIA
Positif Négatif Total
Immco™ Positif 0 0 0
ELISA Négatif 0 14 14
Total 0 14 14

Concordance Relative : 100%
Pourcentage Concordance Positive: 100%
Pourcentage Concordance Négative: 100%
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C. Réactivité Croisée: Un total de 111 échantillons risquant potentiellement une réaction croisée a partir d’individus
avec des désordres auto-immune ou des maladies infectieuses ont été testés pour les anticorps IF en utilisant les
systeme de test ImmuLisa™.

Condition #Testé % Positif
Arthrite Rhumatoide 10 0%
Maladie Coeliaque 10 0%
Thyroidite de Hashimoto 10 0%
Maladie de Graves 10 0%
Positif H. Pylori 11 0%
Positif Hépatite C 20 0%
Sérums humains sains 40 0%

Précision
Base sur 40 réplications de 3 échantillons au cours d’une analyse, le Coefficient de Variation (CV) inter-test pour
les anticorps IF du test ELISA a été calculé.

Echantillon (EU/ml) CV Inter-test

1 (24,9 EU/ml) 4,6%
2 (50,3 EU/m) 4,7%
3 (89,7 EU/m) 1,2%

Basé sur 16 réplications (échantillons 1 et 2) ou 8 réplications (échantillon 3) de 3 échantillons, le Coefficient de
Variation (CV) intra-test pour les anticorps IF du test ELISA a été calculé.

Echantillon (EU/ml) CV Intra-test

1 (26,3 EU/ml) 4,6%
2 (46,7 EU/mI) 3,0%
3 (83,1 EU/mI) 2,6%

Linéarité

Pour déterminer les limites d’acceptation de la linéarité, les lamelles ont été testées avec un set d’étalons produit
en utilisant des doubles dilutions a partir de 20 EU/ml jusqu’a 160 EU/mI. Les valeurs r 2 des courbes standards
résultantes ont été déterminées pour des test multiples. Une valeur r2 plus grande que 0.95 est considérée

comme acceptable. La valeur moyenne r? pour ce test était plus grande que 0.99. Les valeurs r? se trouvent entre
0.9935 et 0.9999.

Recouvrement

Pour chaque test, deux échantillons discrets de volume égal avec des niveaux connus en anticorps anti-facteur
intrinséque ont été mélangés. La concentration en anticorps du mélange devant étre la moyenne des concentrations
en anticorps des échantillons. Les niveaux d’anticorps des échantillons mélangés ont été déterminés et utilisés
pour calculer le pourcentage de recouvrement. Le résultat est le suivant:

Anti-IF Ab. conc. Ab. conc. o, Recouvrement
attendue (EU/ml) obtenue (EU/mI)
Test 1 30 27 90
Test 2 45 42 93
Test 3 40 41 103
Test 4 75 60 80
Test 5 47 43 92
Test 6 42 42 100
Test 7 57 59 104
Test 8 76 73 96

47



Anticorpi Anti-fattore Intrinseco (IF) ELISA

INSERTO DEL PRODOTTO

|REF| 1164 Anticorpi Anti-fattore intrinseco ELISA 96 Determinazioni

IMMCO

DIAGNOSTICS

FINALITA’ D’USO

Test immunoenzimatico (ELISA) per la determinazione qualitativa e semiquantitativa di anticorpi anti-fattore
intrinseco nel siero umano come strumento di aiuto nella diagnosi dell’anemia perniciosa.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE DEL TEST

L'anemia perniciosa & una delle piu comuni patologie causate da carenza di vitamina B,, (cobalamina). La carenza
di vitamina B,, pud dar luogo a complicazioni ematologiche, neurologiche e psichiatriche. Dal punto di vista
istologico, 'anemia perniciosa & caratterizzata da atrofia della mucosa gastrica, da perdita selettiva delle cellule
parietali e zimogeniche dalla mucosa gastrica e da infiltrato linfocitico sub-mucosale. In termini immunologici, cio
che contraddistingue I'anemia perniciosa € la presenza di autoanticorpi diretti contro le cellule parietali gastriche,
la pompa protonica (H+K+ATPasi), e contro la proteina che favorisce I'assorbimento della cobalamina, il fattore
intrinseco™.

Il fattore intrinseco & una glicoproteina di 60kD prodotta dalle cellule parietali del fondo gastrico e permette
I'assorbimento della vitamina B,,. Nellanemia periciosa acquisita si verifica una diminuzione significativa
dell’espressione del fattore intrinseco a causa della perdita delle cellule parietali gastriche che producono il fattore
intrinseco. Questo fenomeno porta a un’incapacita dell’organismo di assorbire la vitamina B,, nello stomaco. Circa
il 2% della popolazione di eta superiore ai 60 anni viene diagnosticata con anemia perniciosa*®.

Gli anticorpi anti-fattore intrinseco sono dell'isotipo IgG e compaiono in circa il 70% dei pazienti con anemia
perniciosa”®. Gli anticorpi anti-cellule parietali gastriche (AGPA) vengono solitamente individuati con metodi in
immunofluorescenza su substrato di stomaco di topo o con la metodologia ELISA che utilizza come antigene
H+K+ATPasi gastrica. Questi anticorpi sono diagnostici della gastrite autoimmune, ma non dell’anemia perniciosa.
Per la diagnosi dell’anemia perniciosa, € preferibile rilevare la presenza di anticorpi anti-fattore intrinseco,
maggiormente specifici della patologia e che manifestano una forte associazione ad essa®'°. Questi anticorpi
vengono rilevati per radioimmunoanalisi (RIA) o con test immunoenzimatici (ELISA)"'3.

| test ELISA presentano dei vantaggi rispetto alla metodologia RIA e ad altri metodi che si basano sulla capacita
degli autoanticorpi di inibire il legame al fattore intrinseco della vitamina B,, marcata. Il primo vantaggio & che
il metodo ELISA rileva anticorpi di Tlpo | e di Tipo I, mentre la radioimmunoanalisi e gli altri metodi rilevano
unicamente anticorpi di Tipo I. Il secondo & che i metodi RIA e quelli di inibizione degli anticorpi per la vitamina
B,, possono dare risultati falso positivi in quanto soggetti ad interferenza da parte di livelli elevati di vitamina B, ,. |
pazienti con diagnosi sospetta di anemia perniciosa possono essere gia in terapia con vitamina B,, e questo puo
portare alla presenza di elevati livelli circolanti della vitamina.

Il Test per gli Anticorpi Anti-fattore Intrinseco ELISA Immco™ incorpora come antigene un oloenzima glicosilato
ricombinante altamente purificato, cid garantisce purezza e antigenicita appropriate e impedisce il legame 'antigene

alla vitamina B, ,, escludendo la possibilita di interferenza nell’individuazione di anticorpi anti-fattore intrinseco.

PRINCIPI DELLA METODICA

Il test viene eseguito come test immunoenzimatico (ELISA) in fase solida. | pozzetti vengono rivestiti con un
antigene del fattore intrinseco umano glicosilato ricombinante; segue poi il blocco dei siti che non hanno reagito
per ridurre il legame delle proteine aspecifiche durante I'esecuzione dell’analisi. Controlli, calibratore/i e campioni
di siero del paziente vengono incubati nei pozzetti rivestiti di antigene, e cid permette agli anticorpi specifici
presenti nel siero di legarsi all’antigene del fattore intrinseco. L'anticorpo non legato e altre proteine sieriche
vengono rimossi lavando i pozzetti. Gli anticorpi legati vengono rilevati da un coniugato anti IgG umane marcato
con un enzima aggiunto ai pozzetti. Il coniugato non legato viene rimosso mediante lavaggio. Nei pozzetti viene
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poi aggiunto un substrato enzimatico specifico (pNPP) e la presenza di anticorpi viene rivelata da un cambiamento
di colore prodotto dalla conversione del substrato pNPP in un derivato colorato della reazione. La reazione viene
stoppata e l'intensita del cambiamento di colore, che & proporzionale alla concentrazione di anticorpo, viene
letta da uno spettrofotometro a 405 nm. La densita ottica del campione viene confrontata con I'assorbanza di un
calibratore (risultato qualitativo) o con una curva standard a quattro punti (risultato semiquantitativo). | risultati
vengono riportati come positivi 0 negativi e sono espressi in unita ELISA (EU/ml).

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 (22-30°C) prima dell’'uso.

Ricostituire il tampone a 1 litro con acqua distillata o deionizzata. Se conservato a 2-8°C, il tampone di lavaggio
ricostituito & stabile fino alla data di scadenza del kit. Le strisce con i pozzetti sono monouso.

Precauzioni

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 I'accumulo
di azide. L'azide sodica puo 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. Non sostituire i componenti del kit con materiali di altri produttori. 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
Anticorpi Anti-fattore Intrinseco ELISA ImmuLisa™ 1164

Il kit contiene reagenti sufficienti ad eseguire 96 determinazioni.

12x 8 [ MICROPLATE | IF | Micropiastra con micropozzetti asportabili rivestiti con antigene fattore
intrinseco umano ricombinante.

1x1.5ml [CALIBRATOR[ A [IF |* Calibratore A (tappo verde) pronto all’'uso, siero umano positivo per
anticorpi anti-fattore intrinseco.

1x1.5ml [CALIBRATOR] B [IF |* Calibratore B (tappo viola) pronto alluso, siero umano positivo per
anticorpi anti-fattore intrinseco.

1x1.5ml [CcALIBRATOR] C [IF |* Calibratore B (tappo blu) pronto all'uso, siero umano positivo per
anticorpi anti-fattore intrinseco.

1x1.5ml [CALIBRATOR] D [IF |* Calibratore B (tappo giallo) pronto all'uso, siero umano positivo per
anticorpi anti-fattore intrinseco.

1x1.5ml [coNTROL[+] IF |* Controllo Positivo (tappo rosso) pronto all’'uso. Contiene siero umano
positivo per anticorpi anti-fattore intrinseco.

1x1.5ml [coNTROL[-]|* Controllo Negativo (tappo bianco) pronto alluso. Contiene siero

umano.
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1x12 ml [1gG-CONJ | ALKPHOS |* Coniugato in Fosf. Alc. anti-lgG umane pronto all’'uso; di colore

rosa.
1 x 60 ml * Diluente Siero pronto all'uso. di colore blu.
1x12ml [ SUBSTRATE |* 3u|li>stlrato Enzimatico pronto all’uso. Contiene pNPP. Proteggere
alla luce.

1x12 mi STOP Soluzione di Stop pronta all’'uso.

2x

| BUF | WASH Tampone di Lavaggio in polvere. Ricostituire a un litro ciascuno.

* Contiene < 0,1% NaN,

Simboli usati sulle etichette:

4R EPEP~x[E[}

Numero di lotto

Numero catalogo

Scadenza

Temperatura di conservazione
Leggere le istruzioni per 'uso
Uso diagnostico in vitro
Produttore

Numero di test

Materiali necessari ma non forniti

Acqua distillata o deionizzata

Flacone per contenere il tampone di lavaggio diluito.
Pipette con capacita di dispensazione da 5 pl a 1000 pl
Puntali monouso delle pipette

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

Carta assorbente

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

Lavatore automatico per micropiastre, in grado di dispensare 200 pl

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. Evitare congelamenti e scongelamenti ripetuti dei campioni.
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PROCEDURA

Note sul test

Prima di iniziare il test leggere attentamente questo foglio illustrativo.

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.

Portare a temperatura ambiente i campioni di siero e i reagenti prima di iniziare la procedura di analisi.
Immediatamente 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 é 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 i tempi di incubazione piu uniformi.

Per tutte le fasi € 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.

Metodo del test

Fase 1 Portare tutti i reagenti a temperatura ambiente.

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

Fase 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 fei(so)( A fes2( )
B (=39O B tes(s3( )
Cfos(s7( Cees(s9(OC
D |G D |9
E [(s0(s9()C E [Gs0()C
F [(s2610( ) F [GE0OC
G|(s3E3( G0N
H (89620 ) H (s9(s9(

1.2 3 4 1 2 3 4

Fase 4 Preparare una diluizione 1:101 del campione del paziente mescolando 5 pl di campione con 500 pl
di Diluente del Siero.

Fase 5 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.

Fase 6 Pipettare 100 pl di Calibratore pronto all’uso, di Controllo Positivo e Negativo e di campioni del

paziente (1:101) 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.
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Fase 7

Fase 8

Fase 9

Fase 10
Fase 11
Fase 12

Fase 13
Fase 14

Fase 15

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 I'ultimo lavaggio,
capovolgere le strisce e battere vigorosamente i pozzetti su carta assorbente. Per i dispositivi di
lavaggio automatico, programmare il dispositivo secondo le istruzioni del produttore.

Pipettare 100 ul di Coniugato nei pozzetti.
Incubare per 30 minuti (+ 5 min) a temperatura ambiente.
Lavare tutti i pozzetti come prescritto al punto 8.

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, altrimenti € necessario ripetere il test. Il controllo
negativo deve essere inferiore <20 EU/mI. 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, '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 uno dei due metodi seguenti:

1. DETERMINAZIONE QUALITATIVA:

Assorbanza del campione del test

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

Assorbanza del calibratore D

Esempio:

Assorbanza campione = 1

Assorbanza calibratore = 0,26

Calibratore D EU/ml = 20 EU/mI

Campione EU/ml = 1,0/ 26x20 = 76,9 EU/mI

2. DETERMINAZIONE 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/mI 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. Una curva campione ¢ fornita sotto:
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Calibratore

| calibratori pronti per 'uso servono per la semiquantificazione 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

Questi valori sono stati determinati analizzando campioni da 40 donatori adulti normali. La media dei soggetti
normali pit 3DS é stata stabilita essere il cut off dell’analisi e ad essa € stato assegnato un valore arbitrario di
20 EU/ml. Lo studio iniziale & stato convalidato con una popolazione di 30 pazienti normali nell'intervallo di eta
a rischio per I'anemia perniciosa. Immco Diagnostics Inc. suggerisce I'uso del range di riferimento indicato
sotto. Ciascun laboratorio deve convalidare i valori dell’analisi per le proprie condizioni.

Valore anti-IF Interpretazione

<20 EU/ml Negativo

20-25 EU/mI Indeterminato (Borderline)
>25 EU/ml Positivo

LIMITI DELLA PROCEDURA

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. Evitare congelamenti e scongelamenti ripetuti dei campioni.

Gli autoanticorpi anti-fattore intrinseco possono essere presenti in associazione con altre patologie autoimmuni,
ma sono rari in soggetti normali. Un risultato negativo per il fattore intrinseco non esclude la presenza dell’'anemia
perniciosa in quanto la concentrazione dell’anticorpo potrebbe essere inferiore al limite rilevabile con quest’analisi.
Un risultato positivo al test indica unicamente la presenza degli anticorpi anti-fattore intrinseco ma non
necessariamente la presenza della patologia autoimmune o di altre malattie. Le caratteristiche di performance
dell’analisi non sono state stabilite per matrici diverse dal siero. | risultati ottenuti con questo test dovrebbero
essere considerati in congiunzione con le evidenze cliniche e con i risultati di altre analisi di laboratorio quali i livelli
di vitamina B, e il test Schilling.
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VALORI ATTESI

| risultati attesi in una popolazione normale sono negativi. Tuttavia, lo 0,1% - 0,2% degli individui apparentemente
sani e asintomatici possono risultare positivi per gli anticorpi anti-fattore intrinseco.

La tabella che segue illustra l'incidenza degli anticorpi anti-fattore intrinseco in individui diagnosticati con anemia
perniciosa estrapolata dalla letteratura citata.

Prevalenza degli anticorpi anti-fattore intrinseco nell’anemia perniciosa

Studio N. di Pazienti Anticorpi Anti-fattore
Intrinseco
Carmel 1 1® 34 78-88%
Carmel 2 ¢ 147 73%
Davidson "7 324 70%

PERFORMANCE DEL TEST

Il Test per gli Anticorpi Anti-fattore Intrinseco ELISA ImmuLisa™ é stato valutato analizzando sieri ben caratterizzati
da pazienti con anemia perniciosa, controlli patologici e sieri normali come indicato negli studi A e B riportati
sotto. Questi campioni sono stati inoltre analizzati con altri kit disponibili in commercio comparando poi i risultati. |
campioni sono stati ottenuti da un laboratorio di riferimento che utilizza un metodo RIA e da gruppi di ricerca che
studiano la carenza di cobalamina.

Intervallo normale: Sono stati testati 64 sieri umani normali con il metodo per il fattore intrinseco ELISA e la media
del valore era inferiore a 9 EU/ml.

Comparabilita, Specificita e Sensibilita

A. Correlazione Clinica: Il test per gli Anticorpi Anti-fattore Intrinseco ELISA ImmuLisa™ é& stato valutato
utilizzando sieri ben caratterizzati di pazienti con anemia perniciosa: Con il kit ELISA Immco™ sono stati testati
complessivamente 110 sieri cosi composti: 20 campioni da pazienti con anemia perniciosa, 20 controlli sani e 70
controlli da pazienti con artrite reumatoide, celiachia, tiroidite di Hashimoto, malattia di Grave, livelli elevati di H.

pylori, e epatite C.
DIAGNOSI CLINICA

Positivo  Negativo Totale
IF ELISA Positivo 20 5 25
Immco™ Negativo 0 85 85
Totale 20 90 110

Concordanza: 100 %
Specificita: 94%

Valore predittivo positivo: 80%
Valore predittivo negativo: 100%

B. Anti-IF ELISA ImmuLisa™ confrontato con un metodo di radioimmunoanalisi disponibile in commercio (RIA):
Sono stati testati con i due sistemi complessivamente 47 campioni che includevano 33 sieri da casi con sospetta
anemia perniciosa e 14 controlli sani. Lo studio ha dimostrato una forte correlazione in pazienti con livelli bassi
di vitamina B,,, dato indicativo di pazienti con anemia perniciosa e una correlazione scarsa in pazienti con livelli
normali o elevati di vitamina B,, che pud essere indicativo di pazienti in terapia con vitamina B,,. E noto che la
terapia con vitamina B, pud dar luogo a risultati falso-positivi con i sistemi RIA™.
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i. Tutti i campioni:

RIA
Positivo  Negativo Totale
ELISA Positivo 16 0 16
Immco™ Negativo 17 14 31
Totale 33 14 47

Concordanza: 64%
Percentuale concordanza positiva: 48%
Percentuale concordanza negativa: 100%

ii. Pazienti con sospetta anemia perniciosa con livelli bassi di vitamina B12 (<200pg/ml):

RIA
Positivo  Negativo Totale
ELISA Positivo 13 0 13
Immco™ Negativo 0 0 0
Totale 13 0 13

Concordanza: 100%
Percentuale concordanza positiva: 100%
Percentuale concordanza negativa: 100%

iii. Pazienti con sospetta anemia perniciosa con livelli elevati di vitamina B12 (>2000pg/ml):

RIA
Positivo  Negativo Totale
ELISA Positivo 3 0 3
Immco™ Negativo 17 0 17
Totale 20 0 20

Concordanza: 15%
Percentuale concordanza positiva: 15%
Percentuale concordanza negativa: 100%

iv: Controlli:
RIA
Positivo  Negativo Totale
ELISA Positivo 0 0 0
Immco™ Negativo 0 14 14
Totale 0 14 14

Concordanza: 100%
Percentuale concordanza positiva: 100%
Percentuale concordanza negativa: 100%

C. Reattivita incrociata: Con il sistema ImmuLisa™ sono stati testati per gli anticorpi anti-IF complessivamente 111
campioni con potenziale reattivita incrociata ottenuti da individui con altri disturbi autoimmuni.
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Condizione #Analizzato % Positivo
Artrite reumatoide 10 0%
Malattia celiaca 10 0%
Tiroidite di Hashimoto 10 0%
Malattia di Grave 10 0%
H. Pylori positivo 11 0%
Epatite C positivo 20 0%
Sieri umani normali 40 0%

Precisione

Il coefficiente di variazione (CV) del test per gli anticorpi anti-IF ELISA all’interno di un saggio € stato calcolato sulla
base di 40 replicati di tre campioni in una serie.

Campione (EU/ml) Inter-analisi CV
1 (24,9 EU/mI) 4,6%
2 (50,3 EU/mI) 4,7%
3 (89,7 EU/mI) 1,2%

Il coefficiente di variazione (CV) del test per gli anticorpi anti-IF ELISA tra un saggio e l'altro & stato calcolato sulla
base di 16 replicati (campioni 1 e 2) o 8 replicati (campione 3) di tre campioni.

Campione (EU/mI) Intra-analisi CV
1 (26,3 EU/ml) 4,6%
2 (46,7 EU/mI) 3,0%
3 (83,1 EU/mI) 2,6%

Linearita

Per determinare una linearita accettabile, le piastre sono state analizzate con un set di calibratori prodotto
utilizzando diluizioni raddoppiate a partire da 20 EU/ml fino a 160 EU/ml. Sono stati determinati i valori dell’ r2della
curva standard risultante per le analisi multiple. Un valore r2maggiore di 0,95 € ritenuto accettabile. Il valore r?
medio per quest’analisi & superiore a 0,99. La gamma dei valori r?va da 0,9935 a 0,9999.

Recupero:

Per ciascun test sono stati miscelati due campioni discreti di volume uguale con livelli noti di anticorpi anti-fattore
intriseco. La concentrazione degli anticorpi dei campioni miscelati &€ prevista essere la media della concentrazione
degli anticorpi dei campioni discreti. Sono stati determinati i livelli anticorpali dei campioni miscelati e questi valori
sono stati usati per calcolare la percentuale di recupero. | risultati ottenuti sono i seguenti:

Anti-IF Conc. Ass. Conc. Ass. % Recupero
Atteso (EU/ml) Ottenuto (EU/mI)
Test 1 30 27 90
Test 2 45 42 93
Test 3 40 41 103
Test 4 75 60 80
Test 5 47 43 92
Test 6 42 42 100
Test 7 57 59 104
Test 8 76 73 96
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ELISA para Anticorpos Anti-Factor Intrinseco (Fl)

 FoLHETO DO PRODUTO

| M M CO© 1164 ELISA Anticorpos Anti-Factor Intrinseco 96 Determinagoes

DIAGNOSTICS

APLICAGAO

E um teste de imunoabsorgao enzimatico (ELISA) para a detecgdo qualitativa e semiquantitativa de anticorpos
contra o factor intrinseco em soro humano como auxiliar no diagnéstico de anemia perniciosa.

RESUMO E EXPLICAGAO

A anemia perniciosa € uma das causas mais comuns da deficiéncia em vitamina B,, (cobalamina). A deficiéncia
em vitamina B,, pode provocar complicagbes hematolégicas, neurologicas e psiquiatricas. Em termos histologicos,
a anemia perniciosa é caracterizada por uma atrofia da mucosa gastrica, perda selectiva de células parietais e
principais da mucosa gastrica e infiltragcao de linfocitos na submucosa. Imunologicamente, a anemia perniciosa
distingue-se pela presencga de anticorpos contra as células parietais gastricas, bomba de protdes (H+K+ATPase)
e proteina de absorgdo da cobalamina, factor intrinseco.'?

O factor intrinseco é uma glicoproteina de 60 kD produzida pelas células parietais do revestimento do estdmago,
que permite a absorgéo da vitamina B,,. Na anemia perniciosa adquirida da-se uma diminuig&o significativa da
expressao do factor intrinseco devida a uma perda de células parietais gastricas produtoras de factor intrinseco,
0 que provoca a incapacidade em absorver a vitamina B,, pelo estémago. Aproximadamente 2% da populagéo
com mais de 60 anos sofre de uma anemia perniciosa nao diagnosticada*®

Os anticorpos contra o factor intrinseco sdo do isétipo IgG e apresentam-se em cerca de 70% dos doentes
com anemia perniciosa. ® Geralmente, os anticorpos anti-células parietais gastricas (AGPA) sdo detectados por
imunofluorescéncia no substrato de estdbmago de murganho ou por ELISA usando H+K+ATPase gastrica como
antigénio. Estes anticorpos sao indicadores de gastrite auto-imune e ndo de anemia perniciosa. Para o diagnostico
de anemia perniciosa, os anticorpos anti-factor intrinseco sdo mais especificos e mais estreitamente associados a
anemia perniciosa®'°. Os anticorpos contra o factor intrinseco sdo detectados por radioimunoensaio (RIA) ou por
teste de imunoabsorgéo enzimatica (ELISA)."-13

O ELISA oferece vantagens em relagdo ao RIA e a outros métodos que se baseiam na capacidade dos auto-
anticorpos em inibir a ligag&o da vitamina B, ao factor intrinseco. Em primeiro lugar, o ELISA detecta os anticorpos
de ambos os Tipos | e Il enquanto o RIA e outros testes de inibicdo detectam apenas os anticorpos Tipo I. Em
segundo lugar, o RIA e outros métodos de anticorpos inibidores de B,, d&o resultados falsos positivos pois esses
testes est&o sujeitos a interferéncia por niveis elevados de B, ,. Os doentes com suspeita de diagnostico de anemia
perniciosa podem ja estar sob terapia com vitamina B, , provocando niveis elevados de B,, em circulag&o.

O ELISA para Anticorpos Anti-Factor Intrinseco Immco™ contém incorporada uma holoenzima glicosilada
recombinada muito pura como antigénio, o que fornece uma pureza e antigenicidade adequadas e garante que o

antigénio nao se liga a vitamina B, ,, a qual podera interferir na detecgéo de anticorpos contra o factor intrinseco.

PRINCiPIOS DO PROCEDIMENTO

O teste é efectuado como imunoensaio de fase solida. Os micropogos séo revestidos com um antigénio factor
intrinseco humano glicosilado recombinante, seguido por um passo de bloqueio para reduzir a ligagdo nao
especifica da proteina durante a realizagdo do teste. Os controlos, o(s) calibrador(es) e o soro do doente sédo
incubados nos pogos revestidos com antigénio para permitir que os anticorpos especificos presentes no soro
se possam ligar ao antigénio factor intrinseco. Os anticorpos que n&o se ligaram e outras proteinas do soro sao
eliminados por lavagem dos micropogos. Os anticorpos que se ligaram sao detectados juntando aos micropogos
um conjugado de IgG anti-humana marcado com enzima. O conjugado que nao tiver aderido é eliminado por
lavagem. Depois junta-se um substrato enzimatico especifico (pPNPP) aos pogos e a presenca de anticorpos
€ detectada por uma alteragdo da cor provocada pela conversédo do substrato pNPP num produto de reaccao
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colorido. Areacgéo é interrompida e varia a intensidade da alteragéo de cor, a qual é proporcional a concentragao
de anticorpos que € lida por um espectrofotometro a 405 nm. A densidade éptica da amostra € comparada com
a densidade optica do calibrador (resultado qualitativo) ou de uma curva padréo de quatro pontos (resultado
semiquantitativo). Os resultados sdo apresentados como positivos ou negativos e sdo expressos em unidades
ELISA por mililitro (EU/mI).

REAGENTES
Conservagao e preparagao
Conservar todos os reagentes entre 2 e 8 °C. Nao congelar.

N&o utilizar o reagente se néo estiver limpido ou se apresentar precipitagdo. Os reagentes devem estar todos a
temperatura ambiente (22-30 °C) no momento da utilizagdo.

Reconstituir o tamp&o de lavagem num 1 litro de agua destilada ou desionizada. Quando é conservado entre 2
e 8 °C, o tampéo de lavagem reconstituido permanece estavel até a data de validade indicada no kit. As tiras de
micropogos revestidas s6 devem ser utilizadas uma vez.

Precaugoées

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. Devem-se respeitar as boas
praticas laboratoriais de conservagéo, distribuicdo e eliminacdo destes materiais™.

AVISO: A azida de sodio (NaN,) pode reagir com as canalizagdes de cobre ou chumbo e formar azidas metalicas
altamente explosivas. Quando eliminar os liquidos deve deitar grandes quantidades de agua para evitar a formacao
dessas azidas. A azida de sédio pode ser toxica se for ingerida. Se ingerida, informe imediatamente o director de
laboratério ou um Centro Anti-Venenos.

As instrugées devem ser seguidas exactamente como estdo indicadas no folheto do kit para assegurar
resultados validos. Nao trocar os componentes do kit por outros de origem diferente. 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. N&o use os componentes do kit apos a data de validade
indicada nos rotulos.

Materiais fornecidos
ELISA Anticorpos Anti-Factor Intrinseco ImmuLisa™ 1164

O Kit contém uma quantidade de reagentes suficiente para 96 determinagoes.

12x 8 [ MICROPLATE | IF | Microplaca com micropogos individuais destacaveis revestidos com
antigénio factor intrinseco humano recombinante.

1x1,5ml [CALIBRATOR[ A [IF |* Calibrador A pronto a usar (tampa verde). Soro humano com
anticorpos contra antigénio factor intrinseco.

1x1,5ml [CALIBRATOR]| B [IF |* Calibrador B pronto a usar (fampa violeta). Soro humano com
anticorpos contra antigénio factor intrinseco.

1x1,5ml [CcALIBRATOR] C [IF |* Calibrador C pronto a usar (tampa azul). Soro humano com anticorpos
contra antigénio factor intrinseco.

1x1,5ml [CALIBRATOR| D [IF |* Calibrador D pronto a usar (fampa amarela). Soro humano com
anticorpos contra antigénio factor intrinseco.

1x1,5ml [coNTROL[+] IF |* Controlo positivo pronto a usar (tampa vermelha). Contém soro
humano positivo para anticorpos anti-factor intrinseco.

1x1,5ml [coNTROL[-]* gontrolo negativo pronto a usar (tampa branca). Contém soro
umano.
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1x12ml [1gG-CONJ | ALKPHOS |* Conjugado com fosfatase alcalina anti-humano pronto a usar. Cor-

de-rosa.

1 x 60 ml * Diluente de soro pronto a usar. Cor azul.

1x12ml [SUBSTRATE |* ISubstrato enzimatico pronto a usar. Contém pNPP. Proteger da
uz.

1x12 mi STOP Solugéo de paragem pronta a usar.
2x Tampao de lavagem em po6. Reconstituir cada unidade em um litro.

* Contéem < 0,1% NaN,

Simbolos utilizados nos roétulos:
Numero de lote

Numero de catalogo

Prazo de validade

Temperatura de armazenamento
Ler as instrugdes de utilizagcéo
Utilizacdo em diagnéstico in vitro

Fabricante

4R B>~ [Ff

Numero de testes

Materiais necessarios mas néao fornecidos

+  Agua destilada ou desionizada

* Frasco de esguicho para o tampéao de lavagem diluido

e Pipetas para 5 pl a 1000 pl

¢ Pontas de pipetas descartaveis

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

* Toalhetes de papel absorvente

* Leitor de microplacas para a leitura de valores de absorvéncia a 405 nm. Se estiver a disposi¢gdo um leitor de
microplacas de comprimento de onda duplo, o filtro de referéncia deve ser regulado para 600-650 nm.

e Lavador automatico de microplacas com capacidade de distribuigdo de 200 pl

COLHEITA E MANUSEAMENTO DA AMOSTRA

Nesta operacdo s6 devem ser utilizadas amostras de soro. As amostras muito hemolisadas, lipémicas ou
contaminadas com micrébios poderéo interferir com o rendimento do teste e portanto ndo deveréo 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.

59



PT

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

* Retire do pacote as tiras de micropogos necessarias e feche bem o pacote para evitar condensagéo nos
pogos nao utilizados. Guarde imediatamente o pacote no congelador.

* Deixe que as amostras dos doentes e os reagentes do teste estabilizem a temperatura ambiente antes
de iniciar o teste. Guarde imediatamente no congelador todas as amostras e reagentes que ndo forem
utilizados.

* As diluigbes 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 tamp&o 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 distribuigdo em 8 ou 12 pogos simultaneamente. Isso torna
mais rapido o processo e assegura um tempo de incubag&o mais uniforme.

* Emtodos os passos é importante um cuidadoso controlo do tempo. O inicio de todos os periodos de incubacgao
da-se quando com a conclus&o da adi¢do do reagente.

* A juncdo de todas as amostras e reagentes deve ser efectuada a mesma velocidade e na mesma
sequéncia.

METODO 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 pogos. E aconselhavel executar o teste
das amostras em duplicado.

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

A Jews(ss( A e )
B (=59 C B (tes(s39(
C|e=3n(C CCos(s9 I
D (@8 D (D9
E (s9690C E (@s9(C
F (s26100 )C F DE0OC
G|EIENOC G C
H (s982( )C H (s3(s9 ()

1 2 3 4 1 2 3 4

Passo 4 Prepare uma diluicdo a 1:101 das amostras do doente misturando 5 pl de soro do doente com 500
Ml de Diluente para Soro.

Passo 5 Retire do pacote os micropogos necessarios e guarde no frigorifico o pacote selado com as tiras ndo
utilizadas. Coloque correctamente os micropogos no suporte extra fornecido.
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Passo 6

Passo 7

Passo 8

Passo 9
Passo 10
Passo 11

Passo 12

Passo 13

Passo 14

Passo 15

Com uma pipeta, deite 100 pyl de Calibradores prontos a usar, Controlos Positivos e Negativos
e amostras do doente (1:101) diluidas nos respectivos micropogos de acordo com a folha de
protocolo.

Nota: Inclua também um micropogo com 100 ul de Diluente do Soro como branco de reagente.
Ponha o leitor ELISA a zeros em relagao ao branco de reagente.

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

Lave 4 vezes com tampéao de lavagem. Para lavagem manual, encha cada micropogo com tamp&o
de lavagem reconstituido. Elimine o fluido virando ao contrario e batendo com os dedos para eliminar
o conteudo de cada poco ou aspirando o liquido de cada pogo. Para enxugar no fim da ultima
lavagem, virar as tiras ao contrario e bater com for¢a os pogos em toalhetes de papel absorvente.
Em caso de lavadores automaticos, programe o lavador de acordo com as instrugbes do fabricante.

Com uma pipeta, deite 100 pl de Conjugado nos micropogos.
Incube por 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.
Lave todos os micropogos como no Passo 8.

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 uyl de Solugdo de Paragem em cada micropogo na mesma ordem e
tempos descritos para o Substrato Enzimatico. Leia os valores de absorvéncia no prazo de 1 hora
depois de juntar a Solugao de Paragem.

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

Controlo de qualidade

Os Calibradores, os Controlos Positivo e Negativo e o reagente nulo devem ser ensaiados em cada teste para
verificar a integridade e a precisdo do teste. A leitura da absorvéncia do reagente nulo devera ser < 0,3. O
Calibrador A devera ter uma leitura de absorvéncia n&o 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 as UE/mlI
devera ser calculada a média das duas leituras. Quando se efectuam determinagdes qualitativas, a densidade
optica do Calibrador D deve ser superior a do controlo negativo e inferior a absorvéncia do controlo positivo. Para
determinag¢des semiquantitativas, o controlo positivo deve dar valores dentro do intervalo indicado na ampola.

RESULTADOS

Calculos

As concentragdes das amostras do doente podem ser determinadas em dois métodos:

1. DETERMINACAO QUALITATIVA

Abs. da Amostra de Teste

X UE/ml do Calibrador D = UE/mI da Amostra de Teste

Abs. do Calibrador D

Exemplo:

Absorvancia da amostra = 1,0

Absorvéncia do calibrador D = 0,26

UE/ml do calibrador D = 20 UE/ml

UE/ml da amostra = 1,0/0,26 x 20 = 76,9 UE/mI
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2, DETERMINACAO SEMIQUANTITATIVA

Registe a absorvéncia dos Calibradores A a D em relagdo a respectiva concentragdo num papel milimétrico linear.
Registe as concentragdes em UE/ml na coordenada X em relagdo as absorvéncias na coordenada Y e trace a
curva mais logica. Determine as concentragdes das amostras do doente de acordo com a curva em relagdo ao
correspondente valor de absorvancia. E mostrado abaixo o exemplo de uma curva:

Curva padréao
R?= 09992

=

1.8 )
v /
/

0.D.@405/630nm

0.
0.6 /
0.4

&

0.2

1] T T |
1] a0 100 140

Anti- IF (EU/mL)

Calibrador

Os calibradores prontos a usar s&o incluidos para assegurar uma semiquantificagcdo e devem ser usados em todos
os testes. As amostras dos doentes que contém niveis altos de anticorpos podem dar valores de absorvéncia
superiores aos do Calibrador A. Para determinar valores semiquantitativos com precisdo, essas amostras devem
ser mais diluidas de modo que entrem no intervalo da curva do calibrador quando sdo novamente testadas. Para
a determinacado de UE/mI, multiplique as unidades obtidas pelo factor de diluigéo.

Interpretacao

Os valores de interpretagao foram determinados efectuando o teste em 40 doadores de sangue adultos normais.
A média dos sujeitos normais mais 3 DP foi estabelecida como o “cutoff’ do ensaio e foi-lhe atribuido um valor de
20 UE/ml. Este estudo inicial foi validado com uma populagdo normal de 30 doentes no grupo etario considerado
de risco para anemia perniciosa. Immco Diagnostics Inc. sugere que seja utilizado o intervalo de referéncia
abaixo indicado. cada laboratério deve validar os valores dos ensaios para as suas proprias condigdes.

Valor anti-IF Interpretagao

< 20 UE/mi Negativo

20-25 UE/mlI Indeterminado (Limiar)
> 25 UE/ml Positivo

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

Nesta operagéo s6 devem ser utilizadas amostras de soro. As amostras muito hemolisadas, lipémicas ou
contaminadas com microbios poderao interferir com o desempenho do teste e portanto ndo deveréo ser utilizadas.
Conservar entre 2 e 8 °C por ndo mais de uma semana. Para conservar as amostras de soro por mais tempo sera
necessario congela-las. Evite congelamentos e descongelamentos repetidos.

Os anticorpos anti-factor intrinseco podem estar presentes associados a outras doengas auto-imunes, mas
raramente em sujeitos normais. Um resultado negativo para o factor intrinseco ndo exclui a presenga de
anticorpos, uma vez que a concentragdo podera estar abaixo do limite de detecgdo do ensaio. Um resultado
positive indica apenas a presenga de anticorpos anti-factor intrinseco, mas n&o indica necessariamente a presenca
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de uma doenga auto-imune ou de outra doenca. N&o foram estabelecidas as caracteristicas de desempenho do
ensaio para outros tipos de amostra que nao o soro. Os resultados do teste, obtidos por este método, deverao
ser considerados em conjunto com outros exames clinicos e laboratorios tais como niveis de B,, e teste de
Schilling.

VALORES PREVISTOS

Os resultados do teste numa populagdo normal deverdo ser negativos. Todavia, 0,1% a 0,2% dos individuos
aparentemente saudaveis, ou assintomaticos, podem dar positivo aos anticorpos anti-factor intrinseco.

A tabela seguinte descreve a incidéncia dos anticorpos anti-factor intrinseco em individuos diagnosticados com
anemia perniciosa como indicado na literatura.

Prevaléncia de Anticorpos Anti-Factor Intrinseco na Anemia Perniciosa

Estudo Quant. de Doentes Anticorpos Anti-
Factor Intrinseco
Carmel 115 34 78-88%
Carmel 2 16 147 73%
Davidson "7 324 70%

Caracteristicas de desempenho

O ELISA para Anticorpos Anti-Factor Intrinseco ImmuLisa™ para a detecgao de anticorpos ao factor intrinseco foi
avaliado testando soros bem caracterizados de doentes com anemia perniciosa juntamente com controlos da
doenca e soro humano “normal”, conforme indicado os estudos A e B mais abaixo. Essas amostras também foram
testadas com outros kits obtidos no comércio e os seus resultados foram comparados. As amostras foram obtidas
num laboratério de referéncia utilizando um método RIA e em grupos de pesquisa que estudam a deficiéncia de
cobalamina.

Intervalo Normal: foram testadas 64 amostras de soro humano normal com ELISA para Factor Intrinseco e o valor
médio foi inferior a 9 UE/mI.

Comparacéo da Sensibilidade e da Especificidade

A. Correlagéo Clinica: o ELISA para Anticorpos Anti-Factor Intrinseco ImmuLisa™ foi testado com soros bem
caracterizados de doentes com anemia perniciosa: foi testado um total de 110 amostras com o ELISA Immco™ ,
incluindo 20 amostras de doentes com anemia perniciosa, 20 controlos saudaveis e 70 controlos de doentes com
artrite reumatoide, doenca celiaca, Tiroidite de Hashimoto, Doenca de Graves, niveis elevados de anticorpos anti-
H. pilori e Hepatite C.

DIAGNOSTICO CLiNICO

Positivo  Negativo Total
Immco™ Positivo 20 5 25
IF ELISA Negativo 0 85 85
Total 20 90 110

Sensibilidade clinica:  100%
Especificidade clinica: 94%
Valor preditivo positivo: 80%
Valor preditivo negativo: 100%

B. ELISA anti-FI ImmuLisa™ contra um radioimunoensaio obtido no comércio (RIA): foi testado um total de 47
amostras em ambos os sistemas, incluindo 33 casos suspeitos de anemia perniciosa e 14 controlos saudaveis.
Este estudo mostrou uma forte correlagdo em doentes com niveis baixos de B12, o que ¢ indicador de doentes
com anemia perniciosa, mas uma correlagao fraca em doentes com niveis de B12 normais ou elevados, o que
podera ser uma indicagéo de doentes a receber terapia de B12. Sabe-se que a terapia de B12 provoca resultados
falsos positivos nos sistemas de RIA."™
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i. Todas as amostras:

DIAGNOSTICO CLIiNICO

Positivo  Negativo Total
Immco™ Positivo 20 5 25
IF ELISA Negativo 0 85 85
Total 20 90 110

Sensibilidade clinica:  100%
Especificidade clinica: 94%
Valor preditivo positivo: 80%
Valor preditivo negativo: 100%

RIA
Positivo  Negativo Total
Immco™ Positivo 16 0 16
ELISA Negativo 17 14 31
Total 33 14 47

Concordancia relativa: 64%
Concordancia percentual positiva: 48%
Concordancia percentual negativa: 100%

ii. Doentes com suspeita de anemia perniciosa com baixos niveis de vitamina B12 (< 200 pg/ml):

RIA
Positivo  Negativo Total
Immco™ Positivo 13 0 13
ELISA Negativo 0 0 0
Total 13 0 13

Concordancia relativa: 100%
Concordancia percentual positiva: 100%
Concordancia percentual negativa: 100%

iii. Doentes com suspeita de anemia perniciosa com baixos niveis de vitamina B12 (> 2000pg/ml):

RIA
Positivo  Negativo Total
Immco™ Positivo 3 0 3
ELISA Negativo 17 0 17
Total 20 0 20

Concordancia relativa: 15%
Concordancia percentual positiva: 15%
Concordancia percentual negativa: 100%
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iv: Controlos:
RIA
Positivo  Negativo Total
Immco™ Positivo 0 0 0
ELISA Negativo 0 14 14
Total 0 14 14

Concordancia relativa: 100%
Concordancia percentual positiva: 100%
Concordancia percentual negativa: 100%

C. Reactividade cruzada: Foi testado com o sistema ImmuLisa™ um total de 111 amostras potencialmente reactivas
de individuos com outras doengas auto-imunes em relagéo a anticorpos anti-IF.

Doenca N.° testados % positivos
Artrite reumatoide 10 0%
Doenca celiaca 10 0%
Tiroidite de Hashimoto 10 0%
Doenca de Graves 10 0%
H. pylori positivo 11 0%
Hepatite C positivo 20 0%
Soros humanos normais 40 0%

Precisao

Com base em 40 replicados de trés amostras numa execugao, foi calculado o coeficiente de variagédo (CV) inter-
ensaio do teste de ELISA para Anticorpos Anti-IF.

Amostra (UE/ml) CV inter-ensaio
1(24,9 UE/ml)  4,6%
2 (50,3 UE/ml) 4,7%
3 (89,7 UE/ml) 1,2%

Com base em 16 replicados (amostras 1 e 2) ou 8 replicados (amostra 3) de trés amostras, foi calculado o
coeficiente de variagao (CV) intra-ensaio do teste de ELISA para Anticorpos Anti-IF.

Amostra (UE/ml) CV intra-ensaio

1(26,3 UE/ml) 4,6%

2 (46,7 UE/ml)  3,0%

3 (83,1 UE/ml)  2,6%
Linearidade:

Para determinar a linearidade aceitavel, as placas foram testadas com um conjunto de calibradores utilizando
diluigdes duplicadas desde 20 UE/ml a 160 UE/mI. Os valores da raiz quadrada das curvas padrao obtidas foram
determinados para testes multiplos. Um valor de raiz quadrada superior a 0,95 € considerado aceitavel. O valor
de raiz quadrado médio para este teste foi superior a 0,99. Os valores de raiz quadrada variaram entre 0,9935 e
0,9999.
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Recuperagao:

Para cada teste, foram misturadas duas amostras com niveis conhecidos de anticorpos anti-factor intrinseco.
Esta previsto que a concentragdo de anticorpos da mistura seja a média das concentra¢des de anticropos das
duas amostras. Os niveis de anticorpos das amostras misturadas foram determinados e usados para calcular a
percentagem de recuperacgéo. Os resultados sao indicados abaixo:

Anti-IF s % Eé?:ﬁ obﬁg:i.uplgl:r.nl) % Recuperagdo
Amostras 1 30 27 90
Amostras 2 45 42 93
Amostras 3 40 41 103
Amostras 4 75 60 80
Amostras 5 47 43 92
Amostras 6 42 42 100
Amostras 7 57 59 104
Amostras 8 76 73 96
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