Anti-Liver/Kidney Microsomal-1 (LKM1) Antibody ELISA

M PRODUCT INSERT

©
| M M CO 1168 LKM1 ELISA 96 Determinations

DIAGNOSTICS

INTENDED USE

An enzyme-linked immuno-sorbent assay (ELISA) for the detection and semi-quantitation of anti-liver/kidney
microsomal-1 (LKM1) antibodies in human serum. The presence of LKM1 antibody can be used as an adjunct to
clinical and other laboratory findings in the diagnosis of autoimmune hepatitis.

SUMMARY AND EXPLANATION

Autoimmune hepatitis (AIH) is a distinct chronic inflammatory liver disease, characterized by the attack of the
immune system directed against “self” antigens, especially those expressed in the liver" 2. It occurs in both sexes
and all age groups, however, women are more likely victims of AIH than men. In women, 70 % of diagnosed cases
of AIH occur between the ages of 15 and 40.™#

Hepatomegaly and splenomegaly are the most common pathological findings associated with AIH. Abnormalities
of the immune system that mark AlH include autoantibodies to liver antigens, hyper-gammaglobulinemia, and an
increased CD4/CD8 ratio in peripheral blood and liver. Liver-Kidney Microsomal (LKM1) antibodies can be induced
not only by autoimmune mechanisms, but also by drugs such as tienic acid, dihydralazine, halothane, phenytoin,
phenobarbital, carbamazepine and by Hepatitis C and D infections.*®

The International Autoimmune Hepatitis Group categorizes AlH into two separate disease groups: Type 1 and Type
2. This distinction is based on the presence of marker autoantibodies in serum of affected patients.> AIH Type 1 is
characterized by antinuclear autoantibodies (ANA’'s) and smooth-muscle antibodies (SMA’s). Type 1 is the more
common type of AIH, accounting for 60-70% of patients with AIH. Type 2 is a somewhat rarer disease (prevalance
of AIH Type 2 is about 10 cases per million) characterized by the presence of autoantibodies against microsomal
antigens of liver and kidney (LKM) and the absence of ANA and SMA3. 70% of these patients are young, from 2
to 14 years old at onset. The consequences of Type 2 AIH are severe: typically, acute onset progresses rapidly to
cirrhosis and liver failure.

The autoantigen associated with LKM1 antibodies is cytochrome P4502D6. Antibodies to LKM1 occur predominantly
in patients with AIH but can also be detected in some patients with HCV infection’'°. The Immco™ anti-LKM1
assay uses specific antigen to assure a high degree of specificity for AIH.”-°

* manufactured under patent # 5,830,067

PRINCIPALS OF THE PROCEDURE

LKM1 antigen is bound to the wells of a polystyrene microwell plate followed by blocking the unreacted sites to
reduce non-specific binding. Controls, calibrators and diluted patient sera are added to separate wells, allowing
any LKM1 antibodies present to bind to the immobilized antigen. Unbound sample is washed away and an enzyme
labeled anti-human IgG conjugate is added to each well. These enzyme conjugated antibodies bind specifically
to the human immunoglobulin of the IgG class. After washing away any unbound conjugate, specific enzyme
substrate (pNPP) is then added to the wells. After stopping the enzymatic reaction, the intensity of color change,
which is proportional to the concentration of antibody, is read by a spectrophotometer at 405 nm. Results are
expressed in Enzyme Units per milliliter (EU/mI).

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
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reagents must be brought to room temperature (20-25°C) prior to use. When stored at 2-8°C, the reconstituted
wash buffer is stable until the kit expiration date. Reconstitute the wash buffer to 1 liter with distilled or deionized
water. Coated microwell strips are for one time use only.

Precautions

For in vitro Diagnostic Use. All human derived components used have been tested for HBsAg, HCV, HIV-1 and 2 and
HTLV-I and found negative by FDA required tests. However human blood derivatives and patient specimens should
be considered potentially infectious. Follow good laboratory practices in storing, dispensing and disposing of these
materials™. WARNING - Sodium azide (NaN,) may react with lead and copper plumbing to form highly explosive
metal azides. Upon disposal of liquids, flush with large volumes of water to prevent azide buildup. Sodium azide may
be toxic if ingested. If ingested, report incident immediately to laboratory director or poison control center.

Instructions should be followed exactly as they appear in this kit insert to ensure valid results. Do not
interchange kit components with those from other sources other than the same catalog number from Immco
Diagnostics Inc. Use good laboratory techniques to minimize microbial and chemical contamination. Do not use
after expiration date.

Materials provided
ImmuLisa™ LKM1 ELISA 1168

Kits contain sufficient reagents to perform 96 determinations each.

12x 8 [ MICROPLATE |LKM1| Microplate with individual breakaway microwells coated with
LKM1 antigen.

1x1.5ml [CALIBRATOR[A[LKM1|* Ready to use Calibrator A (green cap). Human serum
containing antibodies to LKM1.

1x1.5ml [CALIBRATOR[B| LKM1 |*  Readytouse Calibrator B (violetcap). Human serum containing
antibodies to LKM1.

1x1.5ml [CALIBRATOR[C|LKM1 |* Readytouse Calibrator C (blue cap). Human serum containing
antibodies to LKM1.

1x1.5ml [CALIBRATOR[D| LKM1 |* Ready to use Calibrator D (yellow cap). Human serum
containing antibodies to LKM1.

1x1.5ml [CONTROL [ +] LKM1 |* Ready to use Positive Control (red cap). Contains human
serum positive for LKM1.

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

1x12ml [19G-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 |* Ready to use Enzyme Substrate. Contains pNPP. Protect
from light.

1x12 mi STOP Ready to use Stop Solution.

2Xx Powder Wash Buffer. Reconstitute to one liter each.

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

Lot number

Catalog number

Use by

Storage temperature
Read instructions for use
In vitro diagnostic use
Manufacturer

Number of Tests

dRE B~ [E

Materials Required But Not Provided

Pipettes capable of delivering 5 pl to 1000 pl

Disposable pipette tips

Clean test tubes 12 x 75 mm and test tube rack

Deionized or distilled water

*  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.

e Squeeze bottle to hold diluted wash buffer
e Timer
e Absorbent paper

»  Automatic microplate washer capable of dispensing 200 pl

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
» Before starting the assay read these instructions carefully.

* Bring all reagents and samples to room temperature (20-26°C) for 30 minutes. Return materials to refrigerator
immediately after use.

*  Prepare all dilutions of the patient specimens before starting the test.

* Immediately return unused strips to the pouch containing desiccants and seal securely to minimize
exposure to water vapor.

*  Wash step: Good technique is critical. An automated microplate washer is recommended.

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

e Careful timing is important. Incubation periods begin after dispensing reagents.
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Assay procedure

1.

10.
1.
12.
13.

14.

ALL REAGENTS MUST BE BROUGHT TO ROOM TEMPERATURE (20-26°C) PRIOR TO BEGINNING THE
ASSAY.

Label protocol record to indicate specimen placement in the microplate. It is good laboratory practice to test
specimens in duplicate.

Qualitative determination: use only Calibrator D. Semi-quantitative determination: use Calibrators A - D
as shown in the example below.

QUALITATIVE DETERMINATION SEMI-QUANTITATIVE DETERMINATION

TOTMMOO ™ >

Prepare a 1:101 dilution of the patient specimen by mixing 5 pl of the patient specimen with 0.5 ml of Serum
Diluent.

Add 100 pl of Calibrators, Positive and Negative controls and diluted patient specimens to the appropriate
microwells indicated on the protocol record.

Note: Include one well with 100 ul of the Serum Diluent as a reagent blank. Zero the ELISA reader against the
reagent blank.

Incubate 30 minutes (£ 5 minutes) at room temperature on a level surface.

Wash step: Thoroughly aspirate the contents of each well. Add 200-300uL of the reconstituted wash buffer to
all wells then aspirate. Repeat this sequence thrice more for a total of four washes. Invert the plate and tap it
on absorbent material to remove any residual fluid after the last wash. Do not dry wells completely.

Add 100pL of the Conjugate to each well.
Incubate the wells for 30 minutes.

Wash step: Repeat step 7.

Add 100uL of Enzyme Substrate to each well.
Incubate for 30 minutes at room temperature.

Add 100uL of Stop Solution to each well. Maintain the same sequence and timing of Stop Solution addition
as was used for the Enzyme Substrate. Read the absorbance (OD) of each well at 405nm within one hour of
stopping the reaction.

Read the absorbance (OD) of each well at 405nm using a single or dual wavelength microplate reader against
the reagent blank set at zero absorbance.

Quality Control

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

2. SEMI-QUANTITATIVE DETERMINATION

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

Calibrator

The calibrators are included to provide semi-quantitation and must be used with each test. Patient specimenOs
containing higher antibody levels may give absorbance values greater than that of the 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/mI, multiply the units obtained by the dilution factor.

Interpretation

The following information serves only as a guide in the interpretation of the laboratory results. Each laboratory
must determine its own normal values.

anti-LKM1 value Interpretation

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

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

The results obtained serve only as an aid in the diagnosis of AIH type 2 and should not be interpreted as diagnostic
in themselves. Serum of some AIH type 2 patients may be negative for anti-LKM1 antibodies

EXPECTED VALUES

Thereis nossingle sensitive and specific marker for AIlH. Diagnosis is made from a combination of clinical, biochemical,
serological and histological features. The presence of a variety of autoantibodies helps in the identification and
diagnosis of AIH. Based on the type of antibodies present, AIH can be divided into subtypes. Autoantibodies to
LKM1 are specific indicators of type 2 AlH (see tables 1 and 2 at the end of this document).

Precision

Two LKM1 positive sera were tested with the Immco™ LKM1 to determine inter- and intra-assay variability. See
table 3 at the end of this document.

Recovery:

Samples with known LKM1 concentrations were mixed with appropriate dilutions of another positive sample with
known amounts of LKM1. LKM1 levels of the mixed samples were determined and from the values obtained the
percent recovery calculated. See table 4 at the end of this document.
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“ ENOETO MPOIONTOZ

| M M CO© 1168 MéBodog ELISA yia pikpoowuiakd avriowuara Ararog-veppou (LKM1) 96 lMNpoadiopiopoi
DIAGNOSTICS
MPOOPIZOMENH XPHZH

Mia péBodog evCupikoUu avoooTrpoopo@nTikoU TTpoadiopiopol (ELISA) yia Tnv avixveuon Kal Tov nUI-TTOCOTIKO
TTPOCBIOPICHO TWV HIKPOCWHIAKWY avTiIowudTwy ATTatog/veppou (LKM1) oe opd avBpwtrou. H TTapouacia Tou
avtiowpatog LKM1 utropei va xpnoigotroindei wg €TmKOUpIKO PECO TwV KAIVIKWY KAl GAAWV €PYaOTNPIOKWY
eupnudTwy, yia Tn didyvwaon TG autodvoons Niraritdag.

MEPIAHWH KAI ENME=HIMHZH

H auroavoon nrrarinda (AAH) gival pia ca@ig Xpovia @Aeypovwdng véoog Tou ATTATOG, N OTToia XapakTnpideTal atmd
€TMIBECN TOU AVOOOTTIOINTIKOU CUCTHATOG EVAVTIOV QVTIYOVWY TOU €QUTOU, IBIQITEPWG EVAVTI EKEIVWY TTOU eKPpAovTal
oTo ATrap’-2. Epgavigetal kal ota dU0 QUAA Kal g€ OAES TIC NAIKIOKES OUADdES, WOTOOO, 01 YUVAIKES gival TTIBavETEPO Va
avattuéouv AAH o€ oxéon Pe TOUG AVTPEG. ZTIG yuvaikeg, T0 70% Twv diayvwouévwy TrepioTaTikwyv AAH gugavidovTal
METAEU Twv NAIKIWV 15 kai 40.™4

H nmaroueyadia kai n amAnvoueyalia gival Ta ouvnBEoTepa TTaBoAoyIKa eupruata TTou oxeTiovral ue Tnv AAH.
O1 avwpaAieg Tou avoooTroiNTIKoU CUCTAPATOG TTou gival evOEIKTIKES yia AHH TTepIAapdvouv autoavTiowpaTa Katd
avTiyévwy Tou ATTATOG, UTTER-yauuaoeaipivaiyia kol auénuévo Aoyo CD4/CD8 oTo Trepipepikd aipa kal oTo ATTOp.
Ta PIKPOOWHIOKA avTiowpata ATTaTog-ve@poU (LKM1) dev emrdyovTal povo atmd auTodvoooug PNXAVIOHOUG, aAAd
€TMIONG Kal atmd PApHAKa OTTWG TO TIEVIKO 0€U, n diudpaAadivn, 1o aAobdvio, n gaivuroivn, n eaivoBapBITdAn kai n
kapBaualerivn, KABWGS kal atrd Aoipwen pe Tov 16 NG nTraTimdag C kai D.46

H AigBvrg Opada yia Tnv Autodvoon HtmaTimida katnyopiotroiei Tnv AAH o€ 800 exwpIoTEG VOOOAOYIKEG OUADEG: TUTTOU
1 kai TUTTOU 2. H di1dKpion auTr BacieTal 0TNV TTAPOUCIa AUTOAVTICWHATWY BEIKTWY OTOV 0pd TwV TTPOCRERANUEVWV
aoBevwyv.® H AAH TUTTOU 1 XopakTnpIZeTal omtd TNV UTTIAPEN QVTITTUPNVIKWY QUTOOVTICWUGTWY

(ANA) kal avTICWPATWV KATA TwV Agiwv UKWV Ivwv (SMA). O 1Utmog 1 givai o Mo auvnBiopévog TUTTog AAH, Kail avTIoTOIXE
0e 11000016 60-70% Twv acBevwov pe AAH. O TUTTOG 2 £ivail i OXETIKA OTTAVIOTEPN VOOOG (0 £TTITTOAAC OGS TNGAAH TUTTOU 2 €ival
TrepitTou 10 TTEPIMTTWOEIG OVA EKOTOUUUPIO) TTOU XOPOAKTNPICETAI OTTO TNV TIAPOUCIC AUTOAVTICWHATWY KOTA TWV IKPOOWHIOKWY
avTIyOVWV Tou ATTOTOG Kal Tou veppoU (LKM) kai Tnv attouaia avtiowudtwy ANAkal SMA3.

To 70% Twv acBevov autwy gival véol, nAIKiag 2 ¢wg 14 eTwv Katd TNV ekdRAwon Tng vooou. O1 EMITTITWOEIG TNG
AAH TUTTOU 2 €ival cofapég: Zuvnbwg, n ogia évapln eCeNicoeTal TaXEWG O€ Kippwan Kal NTTOTIKA aVETTAPKEIA. To
QUTOAVTIYOVO TTOU OXETICETaI PE Ta avTiowpaTa LKM1 gival To kutdxpwpa P4502D6. Ta avricwpata katd Tou LKM1
gp@avidovTal Kupiwg o€ aoBeveig ye AAH aAAG UTTopoUv €TTioNG va aviXveuBouv Kal o€ KATToIoUG aoBeveiG pe Aoipwén
pe Tov 16 TNG nTaTindag C (HCV)™'°. H avdAuon avTi-LKM1 Immco™ ypnaoiyotroiei €101kd avTiydvo TTPOKEINEVOU va
dlaopahiioel upnAoU Babuou 1dIkOTNTA yia TV AAH.7-10

* KaTaokeuddeTal oUupwva ue 1o SiTAwua eupeoitexviag umr.ap. 5.830.067

APXEZ THZ AIAAIKAZIAZ

To avmiyévo LKM1 deopevetal oTIG KUWEAIDEG €vog TTAOKISIOU MIKPOKUWEAIDWY aTTd TTOAUCTUPEVIO Kal, OTNn
OuVExEla, Ta onueia TTou dev Ba TTapouaIdoouy avTidpaaon atrokAgiovTal, WoTe va PeIwBEei N un €181kr déapeuan. Ta
dlaAupaTa eAéyxou, oI BaBuovounTég Kal Ol apalwPEVOl 0POi TV aoBeVWV TTPOCTIBEVTAI OE EEXWPIOTEG KUWENIDEG,
EMTPETTOVTAG £TO1 TN O€0pEUT OAWY Twv LKM1 avTiowpdTwy oTo KaBnAwpévo avtiyovo. To deiypa 1rou &€ OeoueUTNKE
EKTTAEVETAI KO TTPOOTIOETAI O€ KABE KUWEAIDD €va ONUACHEVO PE €VOUNO, CUCEUKTIKO avTioWwHa KaTd TNG avOpwITivng
avoooa@aipivng IgG. Autd Ta culeuypéva pe EvCUPOo avTICWaTa deapelovTal EI8IKA GTNV AVOPWITTIVI aVOCOTQaIpivn
Ta¢NG 1gG. AQou ekTTAUBOUYV Ta TUXOV N SEOPEUPEVO OUZEUKTIKA AVTIOWHOTA, TTPOCTIOETAI OTIG KUWENIDEG TO €10IKO
uTTooTpwpa Tou evfupou (pNPP). Metd Tov TepuaTiopd Tng evCUUIKNAG avTidpaong, n €viacn Tng aAAayng Tou
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XPWHATOG, N oTroia gival avdAoyn TNG CUYKEVTPWONG TOU AVTIOWHATOG, METPATAI PE VA QACHATOPWTOUETPO, OF
MRKog KUpaTog 405 nm. Ta ammoteAéopaTta ek@pdlovTal o€ Jovadeg eviUpou avd xIAlooTtohiTpo (EU/mI).

ANTIAPAZTHPIA

®UAagn Kal TTpoETOINATIa

OAa 1a avTidpacTripia TTPETTEl va UAdooovTal o€ Beppokpaaia 2-8°C. Mnv Ta katapUxeTe. Mn XpnOIWOTIOIEITE TA
avTiIdpacTApla edv dev gival diauyn f av TrepiExouv iCnua. OAa Ta avTIdPaoTrpIa TTPETTEI VO PTACOUV O€ BepoKpaaia
dwuartiou (20-25°C) Trpiv amd Tn xprion. Otav @uAdooetal oe Bepuokpaaia 2-8°C, 10 avacuoTabév pubuIoTIKO
OIdAupa éKTTAUCNG TTopapével avaAAoiwTo PEXPI TV nuEpopnvia ARéng Tou kIT. H avacuoToon Tou pubpIoTIKOU
SIGAUUATOG TTPETTEI VA YIVETOI JE QTTECTAYHEVO 1 OTTIOVIOHEVO VEPO, o€ OYKO 1 AiTpou. O eMKAAUPPEVES TaIVIEG
MIKpOKUWEAIdWV TTpoopidovTal yia pia yovo xprion.

MPO®YAAZEIX

Main vitro diayvwoTikA Xprion. OAa Ta CUCTATIKA avOPWITTIVNG TTPOEAEUCNG TTOU XPNOIMOTTOIOUVTAl £XOUV EAeYXOEI
yla Tnv Tmapoucia Tou avtiyévou HBsAg, Twv 1wv HCV, HIV-1 kai 2, kaBwg kal Tou 100 HTLV-I kai éxouv Bpebei
apvnTIKd, oUPQwva Pe TIG €€eTdoelg TTou atraitei o Opyaviopog Tpoipwy kal @appdkwy Twv H.IMA. (FDA).
QoTtb60o0, Ta TTApAywya avlpwITivou aipatog kal Ta dsiypyata acBevwy Ba TpETel va BewpouvTtal wg duvNnTIKA
Aoipgoyova. AKoAouBnoTE TIG OPBEG EPYACTNPIAKES TTPAKTIKEG KATA TN QUAAEN, TNV £KXUON Kal TRV atroppIyn Twv
UAIKWV auTtwv™.

MPOEIAOMNOIHZH - To agidio Tou varpiou (NaN,) evdéxetal va avnidpdoel he CWANVWOEIG atrd HOAUBDO f XOAKO
KOl VO OXNMATIOE! IoXUPWG EKPNKTIKA adidia peTAAAwv. Katd Tnv ammoppiyn uypwy, EKTTAUVETE e HEYAAEG TTOOOTNTEG
vepoU, £T01 WOTE va aTToPeuxBei N cuocowpeuan adidiwv. To adidio Tou vaTpiou evOEXETAI va €ival TOEIKO O€ TTEPITITWON
KOTATIOONG. Z€ TTEPITITWON KATATIOONG, OVAPEPETE APECWS TO TTEPIOTATIKO OTO BIEUBUVTA TOU EPyacTNPIoU 1 OTO
KEVTPO €AEyxoU dnANTNPIACEWY.

MNa 1™ 3100@AAIoN TNG EYKUPOTNTOG TWV OTTOTEAECUATWY, OKOAOUBAOTE TIG 0dnyieg aKpPIBWG OTTWG
gp@avifovral o auto To £€vBETO TOU KIT. MNV eVOAAGOOETE TA GUCTATIKA TOU KIT UE GUGTATIKA GAANG TTPoéAEUaNG
TT0U BV €xouv Tov idlo apiBuod kaTaAdyou Tng Immco Diagnostics Inc.

Na XpNnOIUOTIOIEITE TIG OPBEG EPYACTNPIAKEG TEXVIKEG TTPOKEINEVOU VA EAOXIOTOTIOIEITAI O KivOUVOG MIKPOBIOKAG KOl
XNMIKNAG pOAuvong. Na pnv XpnoIYoTIOIEiTal PETA TNV TTAPENEUON TNG NUEPOMNVIAg AENG.

YAIKA TTOU TrapEXOoVTal

MéBodog ELISA yia pikpoowpiokd avTiowpata Amatog-veppou (LKM1) ImmuLisa™ 1168

KdBe KIT TTEpIEXEI ETTAPKI QVTIOPACTAPIA YIa TNV eKTEAETN 96 TTPOCOIOPICUWV.

12x 8 [ MICROPLATE |LKM1| MAakidlo  EeXWPIOTWV  ATTOOTIWHEVWY  PIKPOKUWEAIBWY
EMKAAUPPEVWYV PE avTiyovo LKM1.

1x1,5ml | CALIBRATOR | A| LKM1 |* ‘ET0o1M0OG TTPOG Xprion BaBpovounTng A (mpdoivo mwua). Opdg
avBpWITTOU TTOU TTEPIEXEI AVTIOWHATA KaTd Tou LKM1.

1x1,5ml |CALIBRATOR | B| LKM1 |* ‘EToipog 1pog xprion BaBpovountig B (10wdeg Twpua). Opdg
avOpWTTOU TTOU TTEPIEXEI AVTIOWPATA KaTd Tou LKM1.

1x1,5ml |CALIBRATOR|C| LKMA1 |* ‘EToiuog TTpog xprion Ba®povountAg C (umAe mwua). Opdg
avOpWITTOU TTOU TTEPIEXEI AVTIOWHATA KATd Tou LKM1.

1x1,5ml [CALIBRATOR[D| LKM1 |*  'EToluog pog xprion BaBuovountig D (kiroivo maua). Opdg
avOpWTTOU TTOU TTEPIEXEI AVTIOWPATA KaTd Tou LKM1.

1x1,5ml | CONTROL | + | LKM1 |* ‘EToIM0 TTPOG Xpron SidAupa BETIKOU EAEyXOU (KOKKIVO TTWLA).
Mepiéxel opd avBpwtTou BETIKOG yia LKM1.
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1x1,5ml CONTROL * ‘Etoigo Trpog Xprion SidAupa apvnTikoU €Aéyxou (Agukd

mwpa). MepiExel opod avBpwIToU.

1x12 ml [ 1gG-CONJ | ALKPHOS |* ‘ETolyo  TTpog  XprioN  OUJEUKTIKO avTiowpa Katd Tng
avlpwITIVIG avoooo@aIpivng OUfeUyHéVO HE aAKOAIKA
PwoEatdon. XpwuaTtog pod.

1 x 60 ml DIL |* ‘ETOIuO TTPOG Xprion apaiwTiKG SidAupa opou. XpwuaTog
MTTAE.

1x12 ml SUBSTRATE |* ‘ETOiuo Tpog  Xpron &viupikO uTrooTpwHa. [lepiéxel p-

vITpo@aIVUAIKT) wo@atdon (PNPP). Na TrpooTaTteUeTal amro
TO QWG.

1x12 ml STOP ‘EToIhO TTpOG Xpron S1IGAUNA TEPUOTICUOU.

2x m WASH >kovn pubuioTikoU dlaAUparog ékmmAuong. H avacuoToaon

TIPETTEl VA YiveTal £wg OYKO £vVOG AiTpou yia To Kabéva.

* Mepigxer < 0,1% NaN,

ZUpBoAa TTou XpNOIUOTTOIOUVTAI OTIG ETIKETEG:
Ap1Bu6GS TTapTidag

ApIBu6G kKatahdyou

Huepopnvia Agng

O¢eppokpaoia atTodrikeuong

AloBdoTe TIg 0dnyieg xprong

In vitro diayvwaoTikA xprion

KataokeuooTng

< REEESY 4]

Ap1Bubdg avaAloewy

AMAITOYMENA YAIKA MOY AEN NMAPEXONTAI

o [limréreg pe duvardmnTta xopriynong 5 pl éwg 1000 pl

*  AvoAwaoipa akpo@Uaoia TTITTETWY

*  KoBapoi dokipaoTikoi cwAARveS diaoTdoewy 12 X 75 mm kal @opEag SOKIPAOTIKWY CWAAVWY
e ATTIoVIOPEVO 1] ATTECTAYUEVO VEPO

*  JUOKEUN avayvwong TTAaKIBiwv Pe duvatoTnTa avdayvwaong TIWY ammoppdPnong o€ YRkog Kupatog 405 nm.
Edv uttdpxer d1a6€o1un ocuokeun avayvwong TTAAKIBiwY SITTAOU PrKOUG KUPATOG, TO GIATPO ava@opdg Ba TTPETTEl
va puBuioTei ota 600-650 nm.

*  EUxkoptrTn TAQOTIKA QIGAN yIa TO apaiwpévo puBuIoTIKG dIGAUpa

e XpovouetpnTng

e ATTOppo®nTIKO XOPTi

e Autbpuatn ouokeun €KTTAuonG TTAaKIiwv pe duvatotnTa xoprynong 200 pll
ZYANOIH KAI XEIPIZMOZ AEIrMATOZ

Oa PETTEl va XpnoldoTrolouvTal pévo deiypata opou yia auTh Tn diadikacia. Agiyparta TTou £XouV UTTOOTET HEyGAoU
BaBuoUu aiyoAucn, MNiTTaipikd R deiypata poAuopéva PE PIKPORIa eVOEXETOI va €TTNPECOOUV TNV aTTGdO0N TNG
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ava@Auong kai dev Ba TTPETTEl va XpnaolpotrolodvTal. PUAGETE Ta deiypaTta o€ Beppokpacia 2°- 8°C, TTi 61 TTEPICCOTEPO
atré pia eBdopdda. MNa 1o pakpoxpdvia eUAaEN Ta deiypata opou Ba TTpETTEl va KaTawuxovTal. ATTOQUYETE TV
emavaAapBavopevn Katawuén Kai atroyusn Twv delyudTwy.

AIAAIKAZIA

Znueiwoeig TnG diadikaoiag

* T[lpotou &ekivioeTe TNV avaAuon dIaBAOTE TTIPOOEKTIKA QUTEG TIG 0dNyiEg.

e AgnoTte 6Aa Ta avTidpacTrpia Kal Ta deiypaTta va gtdoouv o€ Bepuokpacia dwpartiou (20-26°C) etri 30 AeTTTa.
EmoTpéwTe Ta UNIKG 0TO Wuyeio apéowg PJETA TN XpHon TOuG.

e TlpocToIudoTe OAES TIG APAIWTEIG TWV JEIYUATWY aoBevWIV TTPOTOU EEKIVATETE TNV avdaAuaon.

EmOTpEéYTE QOHECWG TUXOV UN XPNOIMOTTOINUEVEG TAIVIEG OTN BAKN PE TO ATTOSNPAVTIKA KOI CQPAYIOTE
TNV ac@aAwg, WoTe va eAaxioTotroinBei n ékBeon oe udpaTuoUg.

e 273010 €KTTAUONG: €ival onuavTikA N xprion opBng TeXVIKNAG. ZUVIOTATAI N XPAON OQUTOMOTNG OUCKEUNG
éKAuong TTAaKISiwv.

e XpnoIYOTIOINOTE pia TTOAUKAVOAN TTITTETA E BUVOTOTNTA TAUTOXPOVNG XopHynong o€ 8 KuyweAideg. Me Tov TpoTTO
auTd, emTaxUveral n dladikacia Kal ETTITUYXAVETAI TTIO OPOIOUOPPOG XPOVOG ETTWACNG.

* H mpooekTik TAPNON Twv Xpdévwv gival onuavTikh. O1 Trepiodol emMWaong Eekivouv PETA Tn Xoprynon Twv
avTidpacTnpiwy.
Aladikacia Tng peOO6S0U

1. OAA TA ANTIAPAZTHPIA MPEMNEI NA ®TAZOYN ZE OEPMOKPAZIA AQMATIOY (20-26°C) MPIN ANO
THN ENAP=H THZ MEGOAOY.

2. ZnUAveTE TO APXEIO TOU TTPWTOKOAAOU WOTE va UTTODEIKVUETAI N TOTTOBETNON TwV BElyPATWY oTo TTAakidio. H
avaAuon Twv SelyuaTwy €1 dITTAOUV atroTeAei 0pB epyacTnpIakr TTPOKTIKA.

3. ToloTikdég TPoodiopIioudg: XpnolyotroifoTe Yyovo 1o Babuovount D.HuI-TToooTIKOG TTpOocdiopiopog:
XpnolgoTroinoTe Toug BaBuovountég A — D, 6TTwG @aiveTal 0TO TTAPAKATW TTapAdElyua.

MoIOTIKOE MPOZAIOPIZMOE HMI-Moz0TIKOE MPO3AIOPIZMOS

TOTMTMQOO® P>
o ‘j.'/ =% 7 "3,

4  TpoeToIpdoTe pia apaiwon Tou deiypatog aoBevoug ae avahoyia 1:101, avauiyviovtag 5 pl Tou deiypatog Tou
aoBevoug pe 0,5 ml Tou apaiwTikoU diaAUpaTog opou.

5. TpooBéote 100 pl BaBuovountwy, SICAUPATWY BETIKOU Kal apvnTIKOU €AEYXOU Kal ApAIWUEVWY OEIYUATWY
000evoUg OTIG KATAAANAEG HIKPOKUWEAIDEG TTOU UTTOdEIKVUOVTAlI OTO OPXEIO TOU TTPWTOKOAAOU.ZnuEiwon:
SupTtrepIAdBeTe pia kuweAida pe 100 pl apaiwTikou SiaAUpaTog opou wg TUPAS avTidpacTnpiou. MndevioTe Tn
ouokeur avayvwong ELISA pe 1o TupAS avTidpacTnpiou.

6. Emwdore e1mi 30 AemrTd (+ 5 AeTTTd) 0€ Beppokpacia dwuatiou, ETTAVW G PIa ETTITTEDN ETTIPAVEIQ.

7. 218010 €KTTAUONG: AvVOpPPOoPAOTE GXOAAOTIKA TO TTEPIEXOUEVO KABe KuweAidag. Mpoabéote 200-300uL ToU
avaouoTafévTog pubuioTIKOU OIGAUMOTOG €KTTAUCNG Kal £TTEITA avappo@roTe To. ETtavaAdBere autr tnv



EL

aKoAoubBia evepyelwV GAAEG TPEIG POPEG, WOTE VA TIPAYUOTOTIOINCETE €va OUVOAO TEOOAPWY EKTTAUCEWV.
AvaoTpEéwTe TO TTAAKIOIO KAl KTUTTAOTE TO EAAPPA ETTAVW O€ VO ATTOPPOPNTIKO UAIKO WOTE VA ATTOPOKPUVOET
TUXOV UTTOAEITTOMEVO UYPO aTTO TNV TeAeuTaia EKTTAUCN. Mnv atmoénpaivete TTANPWG TIG KUWEAIDEG.

8. TpooBéoTe 100 pL ouleuKTIKOU AVTICWHATOG O€ KABE KUWEAIDQ.
9. EmwdoTe Tig KuweAideg eT1i 30 AeTTTA.

10. 213810 ékTTAUONG: ETTOVOAGBETE TO OTAdIO 7.

11. TMpoobéoTte 100 pL evQupIKoU UTTOOTPWHATOG O€ KABE KuweAida.
12. EmmwdorTe e11i 30 AeTrTd 0€ Beppokpaaia dwpaTiou.

13. MNpooBéoTe 100 YL SiaAUpaTOG TEPUATIONOU O€ KABE KUWEAIDA. AlaTnERAOTE TNV idIa GEIPG Kal TOUG idIoUg XpOVOUG
oTnv TPoaBnkn SIOAUPATOG TEPUATIONOU, OTTWG KAl OTNV TTPOCOAKN TOU UTTOOTPWHATOG Tou ev{Upou. AlaBdoTe
TNV atmoppd®naon (OD) kdbe kuyweAidag o€ pAkog kUpatog 405 nm, evidg PIOG WPAg aTTd TOV TEPUATIONO TNG
avTidpaong.

14. AiapdoTe TNV amoppdéenon (OD) kdBe kuweAidag oe pAKog Kupatog 405 nm, XpnOIMOTTOIWVTOG MIO CUCKEUN
avdyvwong TTAaKIBiwv povou 1 SITTAoU uAKOUG KUPATOG, évavTl Tou TUQAOU avTiIdpaoTnpiou TTou pubuioTnke va
£XEl atTOoppOPNON UNdEV.

EAErXOZ MNOIOTHTAZ

>¢ kGBe avaAuon Ba TTpETTel va xpnoipoTrolouvTal BabuovounTég, diaAupaTta BeTIKOU Kal apvnTIKoU eAEyXOU Kal éva
TUQAS avTIdPOCTNPIOU, TTPOKEINEVOU VO ETTIBEBAILOVETAI N OKEPAIGTNTA KAl N akpifeia TNG avdAuong. H pétpnon
atroppoéPNoNg Tou TUPAOU avTidpacTnpiou mpétrel va eival <0,3. O BaBupovountig A mrpétrel va dWaoEl TIUA
atoppoenong ox1 piIkpdTepn amd 1,0, diagopeTikd n avdAuon Tpétrel va emavoAneBei. To didAupa apvnTikou
eAéyxou TTpéTmel va dwaoel TipR <20 EU/mI. Edv n e€€taon die€dyeTal €1g SITTAOUV, XPNOIYOTIOINCTE TN YEON TIPA TWV
OU0 PETPACEWY VIO VA TTPOCBIOPICETE TN CUYKEVTPWON TWV avTIowPATwy o€ EU/mI. Katd mn diggaywyr| TTOIOTIKWYV
TTPOCSIOPITHWY, N OTITIKA TTUKVOTNTA Tou BaBuovountr D trpémrel va eival peyaAdTtepn attd auThAv Tou SIOAUUATOG
apvnTIKOU EAEyXOU Kal MIKPOTEPN OTTO AUTAV Tou SIGAUMATOG BETIKOU eAEyxou. lMa NuUI-TTOC0TIKOUG TTPOCdIopIoOoUG,
10 SIdAUpa BETIKOU eAEyxou TTPETTEI va Bivel TINEG EVTOG TOU EUPOUG TTOU avaypa@eTal aTo QIaAidIO.

ATMOTEAEZMATA

YmoAoyiopoi

O1 OUYKEVTPWOEIG TwV dEIYUATWY Tou aoBevoug UTmopoUlv va TTpoadiopioTouV e Jia aTrod TIg £EAG dUo peBOdOUG:

1. MOIOTIKOZ NMPOZAIOPIZMOZ

Arr/on g&eTadépevou deiyparog

X EU/ml tou BaBuovopuntq D = EU/mI e§eTaopevou Seiypatog
Atr/on Tou BaBuovountA D
2. HMI-NMOZOTIKOZ NMPOZAIOPIZMOZ

ATTeIKovioTe O€ ypa@IKf TTapdoTacn Tnv ammoppdenon Twv BabBuovountwyv A £€wg kal D wg TTpog Tnv avTioToIxn
OUYKEVTPWOT TOUG, O€ éva XapTi JE YpauMIKoUg dgoveg. TotroBeTAOTE OTOV Afova Twv X Tn ouykévipwaon oe EU/mI
Kal oTov déova Twv Y TNV ammoppd@non Kal oXedIAaTe TNV KAPTTUAN BEATIOTNG TTpocapuoyng. MpoadiopioTe Tig
OUYKEVTPWOEIG TV BEIYUATWY TwV aoBevWv atrd TNV KAPTIUAN, 0€ OXE€0N WE TIG QVTIOTOIXEG TINEG OTTOPPOPNOTIG
TOUG.

BaBuovounTtig

O1 BaBuovountég ouptreplAauBdvovtal yia va €EUTTNPETACOOUV TOV NUI-TTOCOTIKO TTPOCGdIOPIoUd Kal TTPETTEl VO
XPnolgoTrolouvTal o€ KABe avdaAuaon. Tuxov deiypata acBevwyv TTou TTEPIEXOUV UWNAOTEPQ ETTITTEDA AVTICWHATWYV
evOEXETaI va OWOOUV TIHEG ATTOPPOPNONG UWNAOTEPES aTTd auTEG Tou BaBuovopnt A. MNa tov akpif TTpoodiopiopd

10



EL

TWV TIUWV NUI-TTOCOTIKOU TTPoadlopicpou, Ta dgiypata autd Ba TTPETTEl va apalwbouv TTEpaITEPw, E€TOI WOTE
OTaV ETTAVELETAOTOUV VA EUTTITITOUV EVTOG TOU €UPOUG TNG KANTTUANG BaBuovounong. lMNa va mTpoodiopiceTe TN
ouykévipwaon oe EU/mI, TToAaTTAQCIA0TE TIG HJOVADEG TTOU TTPOKUTITOUV ETTi TO CUVTEAECTI GPAIWONG.

Epunveia

O1 TTapakdTw TTANPOYPOPIEG TTAPEXOVTAl HOVOV WG 0ONYOS VIO TNV EPUNVEIN TWV EPYACTNPIOKWY ATTOTEAETUATWY.
Kdbe epyaaTtipio TTpETTEl VO TTPOOBIOPIcE! TIG OIKEG TOU (PUCIOAOYIKEG TIMEG.

TipR avri-LKM1 Epupnveia

<20 EU/ml ApvnTiKO

20-25 EU/ml AtrpocdiépiaTo (Oplako)
>25 EU/mI O¢TIKO

MEPIOPIZMOI THZ AIAAIKAZIAZ

Ta amroteAéopata Tou AapBdvovtal uttofonBouv pévo tn didyvwaon Tng AAH kai dev Ba TTpETTEl va epunvelovTal
atré péva Toug we diayvwaTikd. O 0p6g apkeTwy acBevwy pe AAH TUTTOU 2 evBEXETaI va gival apvnTIKOGS yIa avTI-
LKM1 avricwpuara.

ANAMENOMENEZ TIMEZ

Aev uttdpxel Povadikdg euaioBbntog kai €18iIk6g deiktng yia Tnv AAH. H didyvwon Baciletal 010 ouvOUaouo Twv
KAIVIKWV, BIOXNHIKWYV, 0POAOYIKWY KAl IGTOAOYIKWY XAPOKTNPIOTIKWY. H TTapouadia dia@opwy autoavTIowUdTwy Fond
oTnv avayvwpion kai Tn didyvwon g AAH. Me Bdon Tov TUTTO Twv TTapOVTWY autoavTiowudtwy, N AAH ptropei
va diaipebei og uttoTUTTOUG. Ta auToavTIcwaTa katd Tou LKM1 givar eidikoi deikteg Tng AAH TUTTOU 2 (BA. TTivaKEg 1
Kal 2 oTo TEAOG auToU TOU €VTUTIOU).

AxkpiBeia

Auvo opoi BeTikoi oTa avriowpaTa Katd Tou LKM1 avaAubnkav pe 10 kit LKM1 Immco™ trpokeipyévou va
TTPOCBIOPIOTEI O CUVTEAEGTAG TTOIKINOTNTOG EVTOG CGEIPAG Kal HETAEU aelpwv. BA. Tov TTivaka 3 o1o TEAOG auTOU TOU
evTUTIOU.

AvakTtnon:

Agiypata YE YVWOTEG OUYKEVTPWOEIG avTIOWHATWY LKM1 avapixBnkav pe KatdAANAeG apaiwoelg evog aAAou
BeTIKOU dEiyUOTOG TTOU TTEPIEIXE YVWOTEG TTOOOTNTEG avTiIowudTwy LKM1. Mpoacdiopiotnkav Ta eTmimeda LKM1 twv
QVaUIXBEVTWVY BEIYHATWY Kal atrd TIG TIMEG TTOU TTPOEKUWAV UTTOAOYIOTNKE N €TTi TOIG EKATO avaKTnan. BA. Tov TTivaka
4 oT0 TENOG AuTOU TOU EVTUTTOU.

11



Ensayo ELISA para anticuerpos anti microsomales 1 de higado y rinén (LKM1)

7\
‘ PROSPECTO

©
| M M CO 1168 ELISA LKM1 96 anélisis

DIAGNOSTICS

USO PREVISTO

Ensayo inmunenzimatico (ELISA) para deteccion y semi cuantificacién de anticuerpos anti microsomales-1 de
higado y rifion (LKM1) en suero humano. La presencia de anticuerpos LKM1 es una ayuda en el diagnostico de
la hepatitis autoinmune, junto con los examenes clinicos y otros analisis de laboratorio.

RESUMEN Y EXPLICACION

LA HEPATITIS AUTOIMMUNE (HAI) es una enfermedad hepatica inflamatoria diferenciada, en la que el sistema
inmunitario ataca los auto antigenos, especialmente los que se manifiestan en el higado' 2. La enfermedad es
comun a ambos sexos y a todas las edades, aunque las mujeres son mas propensas que los hombres a contraer
HAI. En las mujeres, el 70% de los casos de HAI diagnosticada se producen entre los 15 y los 40 afios.'™*

La hepatomegalia y la esplenomegalia son los hallazgos patoldgicos mas comunes asociados a HAI. Entre las
anormalidades del sistema inmunitario que marcan la HAI estan los anticuerpos contra los antigenos hepaticos,
la hipergamaglobulinemia y un aumento del cociente de linfocitos CD4/CD8 en sangre periférica y en el higado.
Los anticuerpos anti microsomales de higado y riidn (LKM1) pueden ser inducidos no sélo por mecanismos
autoinmunes sino también por farmacos como acido tidnico, dihidralazina, halotano, fenitoina, fenobarbital,
carbamazepina y por infecciones de hepatitis C y D.4®

El Grupo Internacional de Hepatitis Autoinmune clasifica la HAI en dos grupos separados: tipo 1 y tipo 2. La
distincién se basa en la presencia de autoanticuerpos marcadores en el suero de los pacientes afectados.’ La
HAI de tipo 1 se caracteriza por autoanticuerpos antinucleares (ANA) y anti musculo liso (SMA); es el tipo mas
comun de HAI: pertenecen a este tipo el 60-70% de los pacientes con HAI. El tipo 2 es una patologia bastante
rara (la prevalencia de la HAI de tipo 2 es alrededor de 10 casos en un millén), caracterizada por la presencia de
autoanticuerpos contra los antigenos microsomales de higado y rifion (LKM) y la ausencia de ANA y SMA3. El
70% de estos pacientes son jovenes y tienen entre 2 y 14 afios en el momento en que se manifiesta la dolencia.
Las consecuencias de la HAI de tipo 2 son graves: normalmente, un comienzo agudo que progresa rapidamente
hacia la cirrosis hepéatica e insuficiencia hepatica.

El autoantigeno asociado a los anticuerpos LKM1 es el citocromo P4502D6. Los anticuerpos anti LKM1 estan
presentes sobre todo en pacientes con HAI, pero pueden detectarse también en algunos pacientes con infeccion
por VHC™ El ensayo anti LKM1 Immco™ utiliza un antigeno especifico para garantizar un alto grado de
especificidad para HAIL.""0

* fabricado bajo patente n° 5.830.067

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

El antigeno LKM1 se une a los pocillos de una placa de poliestireno; a continuacién se bloquean los puntos
que no han reaccionado para reducir las uniones no especificas. Controles, calibradores y muestra diluida de
suero del paciente se afaden a pocillos separados, permitiendo que los anticuerpos anti LKM1 presentes se
unan al antigeno inmovilizado. Las muestras no unidas se eliminan mediante lavado; a cada pocillo se afiade un
conjugado de IgG anti humana marcado con enzima. Este conjugado se une especificamente a la inmunoglobulina
humana de clase IgG. El conjugado no unido se elimina mediante lavado y a continuacién se afiade a los pocillos
un substrato enzimatico especifico (PNPP). Se detiene la reaccién enzimatica y se lee la intensidad del cambio
de color, que es proporcional a la concentracion del anticuerpo, mediante un espectrofotometro 405 nm. Los
resultados se expresan en unidades enzimaticas por mililitro (EU/ml).

12
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REACTIVOS
Conservacion y preparacion
Conserve los reactivos a 2-8°C. No los congele.

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

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

Precauciones

Para uso en diagnéstico in vitro. 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 eliminacion de estos
materiales’'. ADVERTENCIA: |a 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 acumulacion de azida. La azida de sodio es toxica 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 anti LKM1 ImmuLisa™ 1168

Los reactivos del kit son suficientes para efectuar 96 analisis.

12x 8 [ MICROPLATE |LKM1| Microplaca con micropocillos individuales separables
recubiertos con antigeno LKM1.

1x1.5ml [CALIBRATOR[A[LKM1 |+  Calibrador A listo para usar (tapa verde). Suero humano con
anticuerpos anti LKM1.

1x1.5ml [CALIBRATOR|[B| LKM1 |* Calibrador B listo para usar (tapa morada). Suero humano
con anticuerpos anti LKM1.

1x1.5ml [CALIBRATOR[C|LKM1 |* Calibrador C listo para usar (tapa azul). Suero humano con
anticuerpos anti LKM1.

1x1.5ml [CALIBRATOR[D| LKM1 |*  Calibrador C listo para usar (tapa amarilla). Suero humano
con anticuerpos anti LKM1.

1x1.5ml [CONTROL [ +] LKM1 |* Control positivo listo para usar (tapa verde). Contiene suero
humano positivo a LKM1.

1x1.5ml CONTROL |- |* Control negativo listo para usar (tapa blanca). Contiene suero
humano.

1x12ml [ 1gG-CONJ [ ALKPHOS | * Conjugado anti humano con fosfatasa alcalina listo para
usar. Color rosado.

1 x 60 ml * Diluyente de suero listo para usar. Color azul.

1x12 ml SUBSTRATE |* Substrato enzimatico listo para usar. Contiene pNPP.

Protéjase de la luz.
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1x12ml STOP Solucién Stop lista para usar.
2x Tampon de lavado en polvo. Reconstituir cada unidad hasta

un litro.
* Contiene < 0.1% NaN,

Simbolos utilizados en las etiquetas:
Numero de lote

Numero de catélogo

Fecha de caducidad
Temperatura de conservacion
Léanse las instrucciones de uso

Para diagnéstico in vitro

Fabricante

4R B> -~ G

NuUmero de analisis

Materiales necesarios no suministrados

* Pipetas con capacidad de 5 ul a 1000 pl

e Puntas de pipetas desechables

*  Tubos de ensayo limpios 12 x 75 mm y gradilla de ensayo
* Agua desionizada o destilada

* 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.

* Botella dispensadora para el tampdn de lavado diluido
e Temporizador
*  Papel absorbente

* 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.

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

* Deje que los reactivos y las muestras se estabilicen a temperatura ambiente (20-26°C) por 30 minutos.
Después de usarlos, vuelva a poner de inmediato en la nevera los materiales y las muestras.

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

* Guarde inmediatamente en el sobre con sustancias desecantes las tiras que no utilice; ciérrelo
herméticamente para reducir al minimo la exposicion al vapor de agua.
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Fase de lavado: la buena técnica es crucial. Se recomienda el uso de un lavador automatico de
microplacas.

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

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

Procedimiento del ensayo

1.

10.
1.
12.
13.

14.

LOS REACTIVOS DEBEN ESTAR A TEMPERATURA AMBIENTE (20-26°C) ANTES DE DAR COMIENZO
AL ENSAYO.

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

Determinacion cualitativa: use solo el calibrador D. Determinaciéon semi cuantitativa:

TOTMMOQO® >

Prepare una diluciéon de 1:101 de la muestra del paciente mezclando 5 pl de la muestra con 0.5 ml de
diluyente de suero.

Afiada 100 pl de calibradores, control positivo y negativo y muestras diluidas del paciente a los pocillos
indicados 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.

Incube 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente sobre una superficie plana.

Lavado: aspire completamente el contenido de cada pocillo. Afilada 200-300ul de tampon de lavado
reconstituido a todos los pocillos y aspire. Repita tres veces hasta completar cuatro lavados. Invierta la placa
sobre papel absorbente y sacudala para eliminar todo resto de liquido después del lavado. No seque del todo
los pocillos.

Anada 100pl de conjugado a cada pocillo.

Incube los pocillos durante 30 minutos (+ 5 min).
Lavado: proceda como en el punto 7.

Afiada 100ul de substrato enzimatico a cada pocillo.
Incube 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.

Afiada 100ul de solucion Stop a cada pocillo, en la misma secuencia y tiempos en que afiadié la solucion stop
y el substrato enzimatico. Lea la absorbancia (DO) de cada pocillo a 405nm en el plazo de una hora después
de haber detenido la reaccion.

Lea la absorbancia (DO) de cada pocillo a 405 nm mediante un lector de microplacas de longitud de onda
simple o doble, comparandola con el blanco de reactivo regulado en absorbancia cero.
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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 deberé ser <0,3.
La lectura de absorbancia del calibrador 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 efectia por duplicado, se tomara la media de ambas
lecturas para determinar las EU/ml. Cuando se efectian determinaciones cualitativas, la densidad optica del
Calibrador D debe ser superior a la del control negativo e inferior a la del control positivo. En las determinaciones
semi cuantitativas, los valores del control positivo deben estar dentro de los limites establecidos en el vial.

RESULTADOS

Calculo

Las concentraciones en la muestra del paciente pueden determinarse por uno de los siguientes métodos::
1. DETERMINACION CUALITATIVA

Abs. de muestra analizada

X EU/ml de calibrador D = EU/m|l muestra analizada

Abs. de calibrador D
2. DETERMINACION SEMI CUANTITATIVA

Registre la absorbancia de los Calibradores A a D en relacion a sus respectivas concentraciones en una hoja
de papel milimetrado. Registre la concentracion en EU/ml en el eje X 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.

Calibrador

Los calibradores 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

La informacion siguiente se da Unicamente a titulo de guia para la interpretacion de los resultados de laboratorio.
Cada laboratorio establecera sus propios valores normales.

Valor anti-LKM1 Interpretacion

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

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Los resultados de este ensayo son sélo una ayuda en el diagnéstico de la hepatitis autoinmune de tipo 2 y no
constituyen un diagnéstico por si solos. El suero de algunos pacientes con HAI de tipo 2 podria ser negativo a
anticuerpos anti LKM1

VALORES ESPERADOS

No existe un marcador Unico sensible y especifico de HAI. El diagnostico se formula a través de una combinacion
de examenes clinicos, bioquimicos, serolégicos e histologicos. La presencia de una variedad de anticuerpos
ayuda a identificar y diagnosticar la hepatitits autoinmune. Segun el tipo de anticuerpos presentes, la hepatitis
autoinmune puede clasificarse en dos subtipos. Los autoanticuerpos anti LKM1 son indicadores especificos de la
HAI de tipo 2 (véanse las tablas 1 y 2 al final de este documento).
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Precision

Se analizaron dos sueros positivos a LKM1 con el sistema LKM1 Immco™ con la finalidad de establecer la
variabilidad inter ensayo e intra ensayo. Véase la tabla 3 al final de este documento.

Recuperacion:

Se mezclaron muestras con concentraciones conocidas de LKM1 con las diluciones adecuadas de otra muestra
positiva con cantidad conocida de LKM1. Se determinaron los niveles de LKM1 de las muestras mezcladas
y a partir de los valores obtenidos se calculd el porcentaje de recuperacion. Véase la tabla 4 al final de este
documento.
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Anti-Leber-Nieren-Mikrosomen-1-Antikorper-ELISA (LKM1)

“ BEIPACKTEXT

©
| M M CO 1168 LKM1 ELISA 96 Bestimmungen

DIAGNOSTICS

VERWENDUNGSZWECK

Enzymgekoppelter Inmunabsorptionstest (ELISA) fir den Nachweis und die semi-quantitative Bestimmung von
Anti-Leber-Nieren-Mikrosomen-1-Antikérpern (LKM1) in Humanserum. Das Vorhandensein von LKM1-Antikérpern
kann als zuséatzlicher Faktor neben klinischen Befunden und anderen Laborergebnissen bei der Diagnose von
autoimmuner Hepatitis dienen.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Autoimmune Hepatitis (AIH) ist eine eigensténdige chronische entziindliche Lebererkrankung, die durch einen
Angriff des Immunsystems auf kérpereigene Antigene, insbesondere in der Leber exprimierte, gekennzeichnet
ist"2. Sie tritt bei beiden Geschlechtern und in allen Altersgruppen auf; Frauen sind jedoch haufiger von AlH
betroffen als Manner. Bei Frauen treten 70% der diagnostizierten Félle von AIH im Alter zwischen 15 und 40
Jahren auf'4.

Hepatomegalie und Splenomegalie sind die am haufigsten mit AIH assoziierten pathologischen Befunde.
Zu den Stoérungen des Immunsystems, die AIH kennzeichnen, zdhlen Autoantikdrper gegen Leberantigene,
Hypergammaglobulindmie und ein erhéhtes CD4/CD8-Verhaltnis im peripheren Blutund in der Leber. Leber-Nieren-
Mikrosomen-Antikérper (LKM1) kénnen nicht nur durch Autoimmunmechanismen induziert werden, sondern auch
durch Arzneimittel, z.B. Tienylsdure, Dihydralazin, Halothan, Phenytoin, Phenobarbital und Carbamazepin, und
durch Hepatitis-C und -D-Infektionen*®.

Die International Autoimmune Hepatitis Group teilt AIH in zwei separate Krankheitsgruppen ein: Typ 1 und Typ
2. Diese Unterscheidung wird auf der Grundlage des Vorhandenseins von Markerautoantikérpern im Serum der
betroffenen Patienten getroffen®. AIH vom Typ 1 wird durch antinukleare Antikérper (ANA) und Antikdrper gegen
glatte Muskulatur (SMA) gekennzeichnet. Typ 1 ist die haufiger vorkommende Form von AIH und betrifft 60-70%
der AlH-Patienten. Typ 2 ist eine etwas seltenere Krankheit (die Verbreitung von Typ-2-AlH liegt bei etwa 10
Fallen pro Millionen), die durch das Vorliegen von Autoantikdrpern gegen mikrosomale Antigene der Leber und
der Nieren (LKM) und die Abwesenheit von ANA und SMA gekennzeichnet ist®. 70% dieser Patienten sind beim
Ausbruch der Krankheit jung, zwischen 2 und 14 Jahre alt. Typ-2-AlH hat schwere Folgen: ein akuter Ausbruch
fuhrt gewdhnlich rapid zu Zirrhose und Leberversagen.

Das mit den LKM1-Antikérpern assoziierte Autoantigen ist Zytochrom P4502D6. Antikérper gegen LKM1 treten
hauptséchlich bei Patienten mit AIH auf, kbnnen aber auch bei einigen Patienten mit HCV-Infektionen nachgewiesen
werden’%. Der Immco Anti-LKM1-Test verwendet ein spezifisches Antigen, um ein hohes MaR} an Spezifitat fur
AlH sicherzustellen™°,

* hergestellt unter Patent # 5,830,067

TESTPRINZIP

LKM1-Antigen wird an die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte aus Polystyrol gebunden. AnschlieRend werden
die unreagierten Stellen blockiert, um die nicht-spezifische Bindung zu reduzieren. Kontrollseren, Kalibratoren
und verdinnte Patientenseren werden in separate Vertiefungen gegeben; dies ermdglicht die Bindung der
eventuell vorhandenen LKM1-Antikérper an das immobilisierte Antigen. Ungebundene Proben werden durch
Waschen entfernt, und jeder Vertiefung wird ein enzymmarkiertes Anti-human-lgG-Konjugat hinzugefiigt. Diese
enzymkonjugierten Antikdrper binden sich spezifisch an das humane Immunglobulin der Klasse IgG. Nachdem
eventuell nicht gebundenes Konjugat durch Waschen entfernt wurde, wird den Vertiefungen ein spezifisches
Enzymsubstrat (pNPP) hinzugeftigt. Nachdem die enzymatische Reaktion gestoppt wurde, wird die Intensitat der
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Farbveranderung, welche proportional zur Konzentration der Antikérperist, bei405 nm miteinem Spektrophotometer
gemessen. Die Ergebnisse werden in Enzymeinheiten pro Milliliter (EU/ml) angegeben.

REAGENZIEN

Lagerung und Zubereitung

Alle Reagenzien bei 2-8 °C lagern. Nicht einfrieren. Verwenden Sie das Reagenz nicht, falls es trib ist oder
Partikel enthalt. Alle Reagenzien miissen vor der Anwendung auf Raumtemperatur (20-25 °C) gebracht werden.
Bei Lagerung bei 2-8 °C ist der rekonstituierte Waschpuffer bis zum Verfallsdatum des Kits haltbar. Rekonstituieren
Sie den Waschpuffer auf 1 Liter mit destilliertem oder entionisiertem Wasser. Die beschichteten Mikrotiterstreifen
sind nur zur einmaligen Anwendung bestimmt.

VorsichtsmafRnahmen

In-vitro-Diagnostikum. Alle Bestandteile menschlicher Herkunft wurden mit von der FDA vorgeschriebenen Tests
auf HbsAg, HCV, HIV-1 und -2 und HTLV-I getestet und fur negativ befunden. Auf menschlichem Blut basierende
Produkte sowie Patientenproben sollten jedoch als potentiell infektiés 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 gultige Ergebnisse
sicherzustellen. Tauschen Sie Kitbestandteile nicht gegen Produkte aus anderen Quellen aus, sondern nur gegen
Produkte von Immco Diagnostics Inc. mit derselben Bestellnummer.

Befolgen Sie die Gute Laborpraxis, um mikrobielle Verunreinigungen und Verschleppungen so gering wie méglich
zu halten.

Nicht nach dem Verfallsdatum verwenden.
Mitgelieferte Materialien
ImmuLisa™ LKM1-ELISA 1168

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

12x 8 | MICROPLATE | LKMA1 | M.ikrogiterpla!tte mit einz_eln abbrechparen -
Mikrotitervertiefungen, mit LKM1-Antigen beschichtet

1x1,5ml [CALIBRATOR[A[LKM1 |*  Gebrauchsfertiger Kalibrator A (griine Kappe). Humanserum
mit Antikbrpern gegen LKM1.

1x1,5ml [CALIBRATOR[B| LKM1 |*  Gebrauchsfertiger Kalibrator B (lila Kappe). Humanserum mit
Antikérpern gegen LKM1.

1x1,5ml [CALIBRATOR|C| LKM1 |* Gebrauchsfertiger Kalibrator C (b/laue Kappe). Humanserum
mit Antikbrpern gegen LKM1.

1x1,5ml [CALIBRATOR|[D| LKM1 |*  Gebrauchsfertiger Kalibrator D (gelbe Kappe). Humanserum
mit Antikbrpern gegen LKM1.

1x1,5ml [CONTROL [+ LKM1 |* Gebrauchsfertiges positives Kontrollserum (rote Kappe).
Enthalt LKM1-positives Humanserum.

1x1,5ml CONTROL [ - |* Gebrauchsfertiges negatives Kontrollserum (weil3e Kappe).
Enthélt Humanserum.
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1x12ml |LgG-CONJ [ ALKPHOS |* Gebrauchsfertiges Anti-human-alk.-Phos.-Konjugat.
Farbkennzeichnung rosa.

1 x 60 ml * Gebrauchsfertiger Serumverdiinner. Farbkennzeichnung
blau.

1x12 ml SUBSTRATE | * Gebrauchsfertiges Enzymsubstrat. Enthalt pNPP. Vor Licht
schiitzen.

1x12 ml STOP Gebrauchsfertige Stopplésung.

2x | BUF [ WASH Waschpuffer in Pulverform. Auf jeweils einen Liter

rekonstituieren.

* Enthalt <0,1% NaN,

Auf den Etiketten verwendete Symbole:

-
j{ Lagerungstemperatur
A
\4

Chargennummer

Bestellnummer

Verwendbar bis

Gebrauchsanleitung lesen
In-vitro-Diagnostikum
Hersteller

Anzahl an Tests

Bendtigte, nicht mitgelieferte Materialien

Pipetten mit einem Volumenbereich von 5 pl bis 1000 pl
Pipettenspitzen zur einmaligen Verwendung

Saubere Probenréhrchen 12 x 75 mm und Réhrchenhalter
Entionisiertes oder destilliertes Wasser

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

Spritzflasche fiir den verdiinnten Waschpuffer
Stoppuhr
Saugféahige Papierttcher

Automatischer Mikrotiterplattenwascher mit einer Verteilungskapazitdt von 200 pl

PROBENENTNAHME UND -HANDHABUNG

Fir dieses Verfahren sollten nur Serumproben verwendet werden. Stark hadmolysierte, 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.
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VERFAHREN

Hinweise zum Verfahren

Lesen Sie sorgfaltig diese Anweisungen, bevor Sie mit dem Test beginnen.

Bringen Sie alle Reagenzien und Proben 30 Minuten lang auf Raumtemperatur (20-26 °C). Stellen Sie die
Materialien sofort nach ihrer Anwendung wieder in den Kihlschrank.

Bereiten Sie alle Verdiinnungen der Patientenproben vor Beginn des Tests vor.

Geben Sie nicht verwendete Streifen sofort wieder in den Beutel mit dem Trockenmittel und verschlieRen
Sie diesen fest, um den Kontakt mit Wasserdampf so gering wie méglich zu halten.

Waschschritt: Eine gute Methode ist unerldsslich. Die Anwendung eines automatischen
Mikrotiterplattenwaschers wird empfohlen.

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

Eine sorgfaltige zeitliche Koordinierung ist wichtig. Die Inkubationszeitrdume beginnen nach der Verteilung
der Reagenzien.

Testverfahren

1.

ALLE REAGENZIEN MUSSEN VOR BEGINN DES TESTS AUF RAUMTEMPERATUR (20-26 °C)
GEBRACHT WERDEN.

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

Qualitative Bestimmung: Verwenden Sie nur Kalibrator D. Semi-quantitative Bestimmung: Verwenden
Sie Kalibratoren A-D wie im unten stehenden Beispiel gezeigt.
QUALITATIVE BESTIMMUNG SEMI-QUANTITATIVE BESTIMMUNG

TOTMMTQO®>

Verdinnen Sie die Patientenproben im Verhaltnis 1:101, indem Sie 5 pl der Patientenprobe mit 0,5 ml
Probenverdinner vermischen.

Geben Sie 100 pl der Kalibratoren, der positiven und negativen Kontrollseren und der verdinnten
Patientenproben in die auf dem Protokollbogen angezeigten entsprechenden Vertiefungen.

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

Inkubieren Sie 30 Minuten (+ 5 Minuten) lang bei Raumtemperatur auf einer ebenen Oberflache.

Waschschritt: Saugen Sie den Inhalt jeder Vertiefung gréondlich aus. Geben Sie 200-300 pL des rekonstituierten
Waschpuffers in alle Vertiefungen und saugen Sie ihn anschlie3end ab. Wiederholen Sie diese Schritte noch
dreimal, bis Sie insgesamt viermal gewaschen haben. Drehen Sie die Platte um und klopfen Sie sie Uber
saugfahigem Material ab, um jegliche nach dem letzten Waschen verbliebene Flissigkeit zu entfernen. Trocknen
Sie die Vertiefungen nicht vollstéandig.
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8. Geben Sie 100 yL Konjugat in jede Vertiefung.

9. Inkubieren Sie die Vertiefungen 30 Minuten lang.

10. Waschschritt: Wiederholen Sie Schritt 7.

11. Geben Sie 100 yL Enzymsubstrat in jede Vertiefung.
12. Inkubieren Sie 30 Minuten lang bei Raumtemperatur.

13. Geben Sie 100 pL Stopplésung in jede Vertiefung. Bewahren Sie bei der Zugabe der Stopplésung dieselbe
Reihenfolge und Geschwindigkeit bei, die Sie fir das Enzymsubstrat verwendet haben. Lesen Sie die Extinktion
(OD) jeder Vertiefung innerhalb einer Stunde nach Zufiigen der Stopplésung bei 405 nm ab.

14. Lesen Sie die Extinktion (OD) jeder Vertiefung bei 405 nm mit einem Mikrotiterplattenreader mit einer oder
zwei Wellenldngen gegen die auf Null-Extinktion eingestellte Blindprobe ab.
Qualitatskontrolle

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
sollte <0,3 sein. Kalibrator A sollte einen Extinktionswert von mindestens 1,0 haben, anderenfalls muss der Test
wiederholtwerden. Der Wert des negativen Kontrollserums muss <20 EU/ml sein. Falls der Test doppelt durchgefihrt
wurde, verwenden Sie den Mittelwert der beiden Messungen, um die EU/ml zu bestimmen. Bei der Durchfiihrung
von qualitativen Bestimmungen muss die Extinktion von Kalibrator D gréer als die des negativen Kontrollserums
und kleiner als die Extinktion des positiven Kontrollserums sein. Fir semi-quantitative Bestimmungen miissen 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/ml der Testprobe

Ext. von Kalibrator D

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.

Kalibrator

Die Kalibratoren sind im Kit enthalten, um die semi-quantitative Bestimmung zu erméglichen; sie missen bei
jedem Testlauf verwendet werden. Patientenproben mit hohen Antikérperspiegeln kénnen hdéhere Extinktionswerte
aufweisen als Kalibrator A. Um genaue semi-quantitative Werte bestimmen zu kénnen, 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 die erhaltenen Einheiten mit dem Verdtnnungsfaktor multiplizieren.

Interpretation

Die folgenden Angaben dienen nur als Leitfaden bei der Interpretation der Laborergebnisse. Jedes Labor muss
seine eigenen Normalwerte festlegen.
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Anti-LKM1-Wert Interpretation

<20 EU/mI negativ

20-25 EU/ml unbestimmt (Grenzbereich)
> 25 EU/mi positiv

EINSCHRANKUNGEN DES VERFAHRENS

Die erhaltenen Ergebnisse dienen nur als Hilfsmittel bei der Diagnose von AIH und sollten nicht allein als
diagnostisch gedeutet werden. Das Serum einiger Typ-2-AlH-Patienten kann beim Test auf Anti-LKM1-Antikorper
ein negatives Ergebnis zeigen.

ERWARTETE WERTE

Es gibt keinen einzelnen sensitiven und spezifischen Marker fir AIH. Die Diagnose wird aufgrund einer Kombination
von klinischen, biochemischen, serologischen und histologischen Faktoren gestellt. Das Vorliegen verschiedener
Autoantikdrper hilft bei der Identifikation und Diagnose von AlH. Je nach der vorliegenden Antikérperart kann AIH
in Untergruppen aufgeteilt werden. Autoantikdrper gegen LKM1 sind spezifische Indikatoren fur Typ-2-AlH (siehe
Tabellen 1 und 2 am Ende dieses Dokuments).

Genauigkeit

Zwei LKM1-positive Seren wurden mit dem Immco LKM1 getestet, um die interserielle und intraserielle Variabilitat
zu bestimmen. Siehe Tabelle 3 am Ende dieses Dokuments.

Wiederfindung:

Proben mit bekannten LKM1-Konzentrationen wurden mit geeigneten Verdiinnungen einer anderen positiven
Probe mit einer bekannten Menge an LKM1 gemischt. Die LKM1-Spiegel der gemischten Proben wurden bestimmt
und die Wiederfindung in Prozent wurde aus den erhaltenen Werten errechnet. Siehe Tabelle 4 am Ende dieses
Dokuments.
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Test ELISA de détection des Anticorps Anti-Microsomiaux Foie/Rein (LKM1)

“ ENCART DU PRODUIT
|MMCO® 1168 LKM1 ELISA 96 Tests

DIAGNOSTICS

Immco™ LKM1 est un test ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) pour la détection et la semi-
quantification des anticorps anti-microsomiaux-1 foie-rein (LKM1) dans le sérum humain. La présence de ces
anticorps constitue une aide précieuse pour le diagnostic de 'hépatite auto-immunitaire.

GENERALITES

L’hépatite auto-immunitaire (AlH), est une inflammation chronique du foie bien distincte, caractérisée par I'attaque
du systéme immunitaire contre ses propres antigénes, spécialement ceux se trouvant dans le foie'2. Cette maladie
se retrouve chez les deux sexes et dans tous les groupes d’age, bien que les femmes en soient plus souvent
victimes que les hommes. Chez les femmes, 70% des cas d’AlH sont diagnostiqués entre 15 et 40 ans™.

L'hépatomégalie et la splénomégalie sont les relevés pathologiques les plus courants associés a I'AlH. Les
anormalités du systéme immunitaire qui traduisent I'AlIH incluent les autoanticorps des antigenes du foie, I'hyper-
gammaglobulinémie, et un rapport CD4/CD8 augmenté dans la circulation périphérique et le foie. Les anticorps
microsomiaux foie-rein (LKM1) peuvent étre produits non seulement par des mécanismes auto-immunitaires mais
aussi par des drogues telles que l'acide tiénique, la dihydralazine, I'halothane, la phénytoine, le phénobarbital, la
carbamazépine et par les infections des hépatites C et D #5.

L'International Autoimmune Hepatitis Group catégorise I'AIH en deux groupes distincts : Type1 et Type 2. Cette
distinction est basée sur la présence de autoanticorps marqueurs dans le sérum des patients affectés®. LAIH de
Type 1 est caractérisée par la présence d’autoanticorps anti-nucléaires (ANA) et d’anticorps anti-muscle lisse
(SMA). Le Type 1 est le type d’AlH le plus courant, il représente 60 a 70% des patients souffrant d’AlH. Le Type
2 est un peu plus rare (la prévalence du type 2 est d’environ 10 cas sur 1 million) et caractérisé par la présence
d’autoanticorps contre les antigénes microsomiaux du foie et du rein (LKM) et 'absence d’ANA et de SMA3. 70%
de ces patients sont jeunes, ils ont de 2 a 14 ans lors du développement de la maladie. Les conséquences de
I'AIH de type 2 sont séveéres : typiquement, un développement aigu évolue rapidement en cirrhose et destruction
du foie.

L'autoantigéne associé aux anticorps LKM1 est le cytochrome P4502D6. Les anticorps au LKM1 se retrouvent
principalement chez des patients souffrant d’AIH mais peuvent également étre détectés chez certains patients
souffrant d’infection HCV 7. Le kit Immco™ anti-LKM1 utilise un antigene spécifique pour assurer une spécificité
élevée pour I'AIH 710,

*fabriqué sous brevet n°5 830 067

PRINCIPES DU TEST

L’antigéne LKM1 recombinant est fixé sur les puits d'une plaque de microtitration en polystyréne et, ensuite,
les sites n’ayant pas réagi sont bloqués pour réduire I'attache non spécifique. Les controles, les étalons et
les sérums de patients dilués sont ajoutés dans différents puits, autorisant chaque anticorps LKM1 présent a
se lier a I'antigéne en place. Les molécules non liées aux antigénes sont éliminées par lavage. Un conjugué
enzymatique anti- IgG humaines est alors ajouté dans chaque puit pour révéler les anticorps du patient. Ces
anticorps se lient spécifiquement a 'immunoglobuline humaine. Aprés une étape d’incubation, le conjugué non
fixé est éliminé par lavage. L activité enzymatique résiduelle est quantifiée grace a |I'addition d’un substrat
enzymatique (pNPP) suivie d'une étape de mesure de l'intensité de la coloration ainsi développée. Apres
avoir arrété la production enzymatique de produit coloré, la présence ou I'absence d’anticorps LKM1 sera
déterminée par lecture au spectrophotométre a 405 nm. Les résultats sont exprimés en unités enzyme par
millilitres (EU/ml).
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INFORMATION PRODUIT

Conservation et préparation des réactifs

Conserver tous les réactifs du coffret entre 2 et 8°C. Ne pas congeler. Ne pas employer le réactif si il est trouble
ou si un précipité s’est formé. Tous les réactifs doivent étre portés a la température ambiante (20-25°C) avant de
les utiliser. Le tampon de lavage est stable jusqu’a la date limite d’utilisation dans des conditions de stockage
et d’utilisation conformes. Reconstituer le tampon de lavage en y ajoutant de I'eau distillée ou déionisée pour un
volume de 1 L. Les micropuits ne peuvent étre utilisés qu’une seule fois.

Précautions

Utilisation comme test de diagnostic in vitro. Le matériel d’origine humaine utilisé dans la préparation des réactifs a
éteé testé en respectant les recommandations de la FDA et résulte non réactif aux antigénes de surface du virus de
I'hépatite B (Ag HBs), en anticorps dirigés contre le virus de I'hépatite C (anti-HCV) et en anticorps dirigés contre
les virus de 'immunodéficience humaine (anti-VIH1, anti-VIH2 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 est dépendante du respect des instructions figurant dans la présente notice. Ne
pas échanger des réactifs du kit par d’autres provenant d’autres fabricants. Ne pas utiliser au-dela de la date de
péremption.

Respecter les techniques de laboratoire réduisant au minimum la contamination microbienne et chimique. Ne pas
employer apres la date d’échéance.

Matériel fourni
ImmuLisa™ LKM1 ELISA 1168

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

12x 8 [ MICROPLATE [LKM1| Micro-lamelle avec micropuits individuels, revétus dantigéne
LKM1.
1x1,5ml [CALIBRATOR[A[LKM1 |+ Etalon A (couvercle vert), prét a I'emploi. Contient sérum

humain positif anticorps anti-LKM1.

1x1,5ml |CAL|BRATOR|B| LKMA1 |* Etalop B (.cguve/.’cle violet_), prét a I'emploi. Contient sérum
humain positif anticorps anti-LKM1.

1x1,5ml [CALIBRATOR[C[LKM1 |* Etalon C (couvercle bleu), prét a 'emploi. Contient sérum
humain positif anticorps anti-LKM1.

1x1,5ml [CALIBRATOR|D| LKM1 |+ Etalon D (couvercle jaune), prét a I'emploi. Contient sérum
humain positif anticorps anti-LKM1.

1x1,5ml [CONTROL [ +] LKM1 |* Controéle positif (couvercle rouge), prét a 'emploi. Contient
sérum humain positif pour LKM1.

1x1,5ml CONTROL [ - |* Contréle négatif (couvercle blanc), prét a I'emploi. Contient

sérum humain.
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1x12ml | 1I9G-CONJ | ALKPHOS | *

1 x 60 ml *
1x12ml SUBSTRATE |*

1x12 ml
Zx | BUF | WASH |

* Contient < 0.1% NaN,

Symboles utilisés sur les étiquettes:

Numéro de lot

Numeéro de référence catalogue
A utiliser avant

Température de conservation
Lire les instructions d’utilisation

Pour usage diagnostique In vitro

Fabricant

< REEESY ']

Nombre de tests

Matériel nécessaire mais non fourni

* Pipettes de 5a 1000 pl

* Bouts de pipette jetables

*  Petits tubes (ex : 12 X 75 mm) et porte-tubes

* Eau distillée ou déionisée

Conjugué Alk. phos. anti-lgG humaines. Prét a I'emploi.
Code couleur rose.

Diluant pour sérum prét a I'emploi. Code couleur bleue.
Substrat enzymatique prét a I'emploi. Contient du pNPP.
Protéger de la lumiére.

Solution d’arrét préte a I'emploi.

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

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

600-650 nm.
*  Bouteille pour le tampon de lavage
e Timer

* Papier absorbant

* 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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METHODE

Préparation du test
« Lire ces instructions attentivement avant de commencer I'analyse.

» Porter tous les réactifs et échantillons a la température ambiante pendant 30 minutes (20-26°C) avant de les
utiliser. Replacer les produits au réfrigérateur juste apres I'utilisation.

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

* Remettre immédiatement les micro-lamelles non utilisées dans le récipient contenant le dessiccateur,
refermer hermétiquement pour minimiser toute exposition a ’humidité.

« Lavage: il est important d’utiliser une bonne technique. Il est recommandé d’utiliser un bac de lavage des
micro-lamelles automatique.

Utiliser une pipette multicanaux capable de remplir 8 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.

Exécution du test
1. Porter tous les réactifs et échantillons a température ambiante (20-26°C) avant de commencer le test.

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.

3. Détermination qualitative : employer uniquement I'étalon D. Détermination semi-quantitative : employer
étalons A - D comme montré dans I'exemple ci-dessous.

DOSAGE QUALITATIF DOSAGE SEMI-QUANTITATIF

TOTMMQOO® >

4. Préparer une dilution de 1:101 de I'’échantillon patient en mélangeant 5 ul de I'échantillon patient & 0.5 ml de
diluant pour échantillons.

5. Ajouter 100 pl des étalons, des échantillons de patients dilués, des contréles négatif et positif dans les puits
indiqués sur la feuille de protocole.
Note : Inclure un puit avec 100 ul de diluant pour échantillons comme blanco de réactif. La lecture ELISA de
ce blanco devrait étre nulle.

Laisser incuber pendant 30 minutes (+- 5 minutes) a température ambiante.

Lavage: aspirer soigneusement le contenu de chaque puit. Ajouter 200 a 300ul de tampon reconstitué dans
tous les puits et aspirer ensuite complétement. Répéter cette opération trois fois supplémentaires pour un
total de quatre lavages. Aprés le dernier lavage, retourner la plaque et la tapoter sur du papier absorbant pour
enlever tout liquide de lavage résiduel. Ne pas sécher complétement les puits.

Ajouter 100 pl de conjugué dans chaque puit.

Laisser incuber pendant 30 minutes.
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10. Lavage: Répéter la procédure décrite a I'étape 7.
11. Ajouter 100 pl de substrat enzymatique dans chaque puit.
12. Laisser incuber 30 minutes a température ambiante.

13. Ajouter 100 pl de solution d’arrét dans chaque puit. Maintenir la méme séquence et le méme timing lors de
|"addition de la solution d’arrét que ceux utilisés lors de la distribution du substrat enzymatique. Lire la densité
optique (D.0O.) dans I'heure qui suit I'arrét de la réaction.

14. Lire la densité optique (D.O.) de chaque puit a 405nm en utilisant un lecteur simple ou a longueur d’onde
double en prenant le blanco de réactif comme référence de D.O. nulle.

Contréle qualité

Les étalons, les contrdles positifs et négatifs et un blanco doivent étre présents dans chaque série de test pour
garantir l'intégrité et la précision de ce dernier. La lecture de densité optique du blanco doit étre inférieure a 0.3.
L’étalon A doit avoir une lecture de densité optique supérieure a 1.0, sinon le test doit étre répété. Le contrble
négatif doit étre inférieur a 20 EU/ml. Si le test est réalisé en double, prendre la moyenne des deux lectures pour
déterminer les concentrations en anticorps anti-hu tTG. Lors des déterminations qualitatives, la densité optique
de I'étalon D doit étre plus grande que celle du contréle négatif et plus petite que celle du contrdle positif. Pour
les déterminations semi-quantitatives, le contrdle positif doit donner des valeurs dans les fourchettes figurant sur
le flacon. Nous recommandons de tester les échantillons a la limite de péremption avec des échantillons frais
prélevés plus tard pour assurer la précision.

RESULTATS

Calcul des résultats
Les concentrations des échantillons patients peuvent étre déterminées par l'une ou l'autre de ces deux
méthodes
1. DETERMINATION QUALITATIVE
D.O. Echantillon

X EU/ml étalon D = EU/ml Echantillon
D.O. Etalon D

2. DETERMINATION SEMI-QUANTITATIVE

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

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

L'information suivante sert seulement de guide dans I'interprétation des résultats de laboratoire. Chaque laboratoire
doit déterminer ses propres valeurs normales.
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Valeurs anti-LKM1 Interprétation
<20 EU/ml Négatif (-)
20 - 25 EU/mI Indéterminé
>25 EU/ml Positif (+)

LIMITES D’UTILISATION

Les résultats obtenus servent seulement d’aide dans le diagnostic de I'AIH de type 2 et ne devraient pas étre
interprétés en tant que diagnostic a part entiére. Le sérum de quelques patients AIH Type 2 pourrait étre négatif a
la recherche des anticorps anti-LKM1.

VALEURS PREVUES

Il n’y a pas de marqueur AlH unique et spécifique. Le diagnostic est réalisé en interprétant les relevés cliniques,
biochimiques, sérologiques et histologiques. La présence d’une variété d’anticorps est une aide pour I'identification
et le diagnostic de I'AIH. En fonction du type d’anticorps présent, 'AIH peut étre subdivisée en sous-types.
Les autoanticorps LKM1 sont des indicateurs spécifiques de I'AIH de type 2 (voir tableaux 1 et 2 a la fin de ce
document).

Précision :

Deux sérums positifs aux LKM1 ont été testés avec le kit Immco™ LKM1 pour déterminer la variabilité inter et
intra-test. Voir tableau 3 a la fin de ce document.

Récupération

Des échantillons avec des concentrations connues de LKM1 ont été mélangés aux dilutions appropriées d’'un
autre échantillon positif avec des quantités connues de LKM1. Les niveaux d’anticorps LKM1 des échantillons
mélangés ont été déterminés et a partir de ces valeurs le pourcentage de récupération calculé. Voir tableau 4 a
la fin de ce document.
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Anticorpi Anti-microsomiali-1 Fegato/Rene (LKM1) ELISA

’ |
‘ INSERTO DEL PRODOTTO

©
| M M CO 1168 LKM1 ELISA 96 Determinazioni

DIAGNOSTICS

FINALITA’ D’USO

Test immunoenzimatico (ELISA) per la rilevazione e la semiquantificazione di anticorpi anti-microsomiali-1 fegato/
rene (LKM1) nel siero umano. La presenza di anticorpi anti-LKM1 pu0 essere usata in congiunzione alle evidenze
cliniche e ai risultati di altre analisi di laboratorio per la diagnosi dell’epatite autoimmune.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE DEL TEST

L'epatite autoimmune (AIH) & una distinta patologia infammatoria epatica cronica caratterizzata dall’attacco
da parte del sistema immunitario diretto contro gli autoantigeni, particolarmente quelli espressi nel fegato'?. Si
manifesta in entrambi i sessi e in tutti i gruppi di eta, anche se le donne sono vittime piu probabili rispetto agli
uomini. Nelle donne, il 70% dei casi di AIH diagnosticati si presentano nella fascia di eta dai 15 ai 40 anni'*.

L'epatomegalia e la splenomegalia sono le pit comuni manifestazioni patologiche associate con ’AlH. Le anormalita
del sistema immunitario che indicano la presenza di AlH includono l'occorrenza di autoanticorpi agli antigeni
epatici, ipergammaglobulinemia, e un un aumento nel rapporto CD4/CD8 nel sangue periferico e nel fegato. Gli
anticorpi anti-microsomiali di fegato/rene (LKM1) possono essere indotti non solo da meccanismi autoimmuni, ma
anche da farmaci quali I'acido tienico, la diidralazina, I'alotano, la fenitoina, il fenobarbital, la carbamazepina e da
infezioni derivanti da epatite C e D.

Il Gruppo Internazionale dell’Epatite Autoimmune classifica I’AlH in due gruppi separati e distinti: Tipo 1 e Tipo 2.
Questa distinzione si basa sulla tipologia degli autoanticorpi marcatori che compaiono nel siero dei pazienti affetti®.
L'AIH Tipo 1 & caratterizzata dalla presenza di autoanticorpi anti-nucleari (ANA) e di anticorpi anti-muscolo liscio
(ASMA). Il Tipo 1 & la forma piu comune di AlH riscontrabile nel 60-70% dei pazienti con AlH. Il Tipo 2 € in un certo
qual modo una patologia piu rara (la prevalenza dell’AlH Tipo 2 & di circa 10 casi in un milione), caratterizzata dalla
presenza di autoanticorpi contro gli antigeni anti-microsomiali di fegato e reni (LKM) e dall’assenza di ANA e ASMA3.
Il 70% di questi pazienti sono giovani di eta compresa trai 2 e i 14 anni all’esordio. Le conseguenze dell’AlH Tipo
2 sono gravi: tipicamente, I'esordio acuto progredisce rapidamente verso la cirrosi e la compromissione epatica.
L'autoantigene associato agli anticorpi anti-LKM1 & il citocromo P4502D6. Gli anticorpi anti-LKM1 compaiono
prevalentemente in pazienti con AIH, ma possono anche essere individuati in alcuni pazienti con infezione da
HCV™°_ |l test anti-LKM1 Immco™ utilizza un antigene specifico per assicurare un grado elevato di specificita
per 'AIH™0,

*prodotto con brevetto # 5,830,067

PRINCIPIO DELLE METODICA

L'antigene LKM1 si lega ai pozzetti presenti su una micropiastra in polistirene; segue poi il blocco dei siti che
non hanno reagito, per ridurre i legami non specifici. Controlli, calibratori e campioni diluiti di siero del paziente
vengono aggiunti in pozzetti separati, e cid permette agli anticorpi anti-LKM1 presenti nel siero di legarsi all’antigene
immobilizzato. Il campione non legato viene lavato via e in ciascun pozzetto viene aggiunto un coniugato anti-IgG
umane marcato con enzima. Questi anticorpi coniugati con I'enzima silegano in modo specifico all'immunoglobulina
umana di classe IgG. Successivamente alla rimozione mediante lavaggio del coniugato non legato, nei pozzetti
viene aggiunto un substrato enzimatico specifico (obNPP). 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. |
risultati sono espressi in unita di enzima per millilitro (EU/m).
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REAGENTI
CONSERVAZIONE E PREPARAZIONE

Conservare tutti i reagenti a 2-8°C. Non congelare. Non usare il reagente se non € limpido o se € presente un
precipitato. Tutti i reagenti devono essere portati a temperatura ambiente (20-25°C) prima dell’'uso. Se conservato
a 2-8°C, il tampone di lavaggio ricostituito & stabile fino alla data di scadenza del kit. Ricostituire il tampone a 1
litro con acqua distillata o deionizzata. Le strisce con i pozzetti sono monouso.

Precauzioni

Per uso diagnostico in vitro. Tutti i componenti di derivazione umana sono stati analizzati per HbsAg, HCV, HIV-1
e 2 e HTLV-I e sono risultati negativi nei test prescritti dalla FDA. Tuttavia, i derivati del sangue umano e i campioni
del paziente devono essere considerati potenzialmente infettivi. Attenersi alle buone prassi di laboratorio per la
conservazione, la dispensazione e lo smaltimento di questi materiali''. ATTENZIONE — L'azide sodica (NaN,) pud
reagire con gli scarichi idraulici in piombo e rame per formare azidi metalliche altamente esplosive. Durante lo
smaltimento dei liquidi, diluire con acqua corrente per evitare I'accumulo di azide. L’azide sodica puo essere tossica se
ingerita. In caso di ingestione riferire immediatamente l'incidente al direttore del laboratorio o al centro antiveleni.

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

Inc. aventi lo stesso numero di catalogo. Usare tecniche di laboratorio idonee per minimizzare la contaminazione
microbica e chimica. Non usare oltre la data di scadenza indicata sull’etichetta.

Materiali forniti
LKM1 ELISA ImmuLisa™ 1168

Il kit contiene reagenti sufficienti ad eseguire 96 determinazioni

12x 8 [ MICROPLATE [LKM1] Micropiastra con micropozzetti asportabili rivestiti con antigene
LKM1.

1x1.5ml [CALIBRATOR|A|LKM1 |+  Calibratore A (tappo verde) pronto alluso. Siero umano
contenente anticorpi anti-LKM1.

1x1.5ml [CALIBRATOR[B| LKM1 |+ Calibratore B (tappo viola) pronto alfuso. Siero umano
contenente anticorpi anti-LKM1.

1x1.5ml [CALIBRATOR[C[LKM1 |+ Calibratore C (tappo blu) pronto alluso. Siero umano
contenente anticorpi anti-LKM1.

1x1.5ml [CALIBRATOR|D| LKM1 |+ Calibratore D (tappo giallo) pronto alluso. Siero umano
contenente anticorpi anti-LKM1.

1x1.5ml [CONTROL [+ LKM1 |* Controllo Positivo (tappo rosso) pronto all’'uso. Contiene siero
umano positivo per LKM1.

1x1.5ml CONTROL |- |* Controllo Negativo (tappo bianco) pronto all'uso. Contiene
siero umano.

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

1x60 ml * Diluente siero pronto all’'uso; di colore blu.

1x12 mi SUBSTRATE | * Substrato Enzimatico pronto all’'uso. Contiene pNPP.

Proteggere dalla luce.

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

2x Tampone di Lavaggio in polvere. Ricostituire a un litro

ciascuno.

* Contiene < 0,1% NaN,
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Simboli usati sulle etichette:

Numero di lotto

Numero catalogo

Scadenza

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

Numero di test

< REEESN 4]

Materiali necessari ma non forniti
* Pipette con capacita di dispensazione da 5 ul a 1000 pl
*  Puntali monouso delle pipette

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

Acqua distillata o deionizzata

»  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

* Flacone per contenere il tampone di lavaggio diluito.

e Timer

« Carta assorbente

e 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.

PROCEDURA
Note sul test
* Prima diiniziare il test leggere attentamente questo foglio illustrativo.

* Portare a temperatura ambiente i campioni di siero e i reagenti (20-26°C) per 30 minuti. Immediatamente dopo
l'uso trasferire in frigo tutti i materiali non utilizzati.

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

* Riporre immediatamente le strisce inutilizzate nella busta di confezionamento dove sono presenti
disseccanti e sigillare per minimizzare I’esposizione a vapore acqueo.

« Fase di lavaggio: Una buona tecnica di lavaggio & di importanza decisiva. Si consiglia di utilizzare un
dispositivo automatico di lavaggio della micropiastra.

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

e Per tutte le fasi € importante controllare accuratamente i tempi. Tutti i periodi di incubazione iniziano con il
completamento dell’aggiunta dei reagenti.
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Metodo del test

1.

10.
1.
12.
13.

14.

TUTTI | REAGENTI DEVONO ESSERE PORTATI A TEMPERATURA AMBIENTE (20-26°C) PRIMA
DELL’INIZIO DEL TEST.

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

Determinazione qualitativa: usare solo il Low Calibrator D. Determinazione semi-quantitativa: usare i
Calibratori da A a D pronti all’'uso, come illustrato nell’esempio di disposizione riportato sotto:

DETERMINAZIONE QUALITATIVA DETERMINAZIONE SEMI-QUANTITATIVA

Nte

P

A o

TETMOO®

Preparare una diluizione 1:101 del campione del paziente mescolando 5 pl di campione con 0,5 ml di Diluente
del Siero.

Aggiungere 100 pl di Calibratori, di Controlli Positivi e Negativi e di campioni del paziente diluiti nei
pozzetti appropriati come indicato sul foglio protocollo.

Nota: Includere un pozzetto contenente 100 pl di Diluente del Campione come bianco. Azzerare il lettore
ELISA contro il bianco.

Incubare per 30 minuti (+ 5 min) a temperatura ambiente su una superficie piana.

Fase di lavaggio: Aspirare completamente i contenuti di ciascun pozzetto. Aggiungere 200-300uL del tampone
di lavaggio ricostituito in tutti i pozzetti e poi aspirare. Ripetere questa sequenza per altre tre volte per un
totale di quattro lavaggi. Invertire la piastra e batterla su materiale assorbente per rimuovere residui di liquido
dell’ultimo lavaggio. Non asciugare i pozzetti completamente.

Aggiungere 100pL di Coniugato in ogni pozzetto.

Incubare i pozzetti per 30 minuti.

Fase di lavaggio: Ripetere la procedura 7.

Aggiungere 100puL di Substrato Enzimatico in ogni pozzetto.
Incubare i vetrini per 30 minuti a temperatura ambiente.

Aggiungere 100puL di Soluzione di Stop in ciascun pozzetto. Per I'aggiunta della Soluzione di Stop rispettare lo
stesso ordine e gli stessi tempi usati per 'aggiunta del substrato enzimatico. Leggere I'assorbanza di ciascun
pozzetto a 405 nm 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 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. |l controllo
negativo deve essere inferiore <20 EU/ml. Se il test viene eseguito in duplicato, prendere la media delle due letture
per determinare il valore EU/mI. Se si eseguono le determinazioni qualitative, la densita ottica del calibratore D deve
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essere maggiore di quella del controllo negativo e minore dell’assorbanza 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/ml del Calibratore D = EU/ml del Campione del Test

Assorbanza del calibratore D
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/ml sull’asse X contro I'assorbanza sull’asse Y e disegnare la
curva. Determinare le concentrazioni dei campioni del paziente dalla curva contro il suo corrispondente valore di
assorbanza.

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

Le informazioni che seguono servono unicamente da guida nell’interpretazione dei risultati di laboratorio. Ciascun
laboratorio deve stabilire i propri valori normali.

Valore anti-LKM1 Interpretazione
<20 EU/mI Negativo

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

LIMITAZIONI DEL TEST

| risultati ottenuti rappresentano unicamente un elemento di supporto alla diagnosi dell’AlH Tipo 2, considerati
singolarmente non hanno valenza diagnostica. Il siero di alcuni pazienti con AlH Tipo 2 possono risultare negativi
per gli anticorpi anti-LKM1.

VALORI ATTESI

Non esiste un singolo marcatore sensibile e specifico per 'AlH. La diagnosi viene effettuata valutando una
combinazione di fattori clinici, biochimici e istologici. La presenza di una varieta di autoanticorpi € di aiuto
nell'identificazione e nella diagnosi dell’AlH. Basandosi sul tipo di anticorpi presenti, I'AIH puo essere suddivisa in
due sottotipi. Gli autoanticorpi anti-LKM sono indicatori specifici dell’AIH Tipo 2 (vedere Tabelle 1 e 2 alla fine di
questo foglio illustrativo).

Precisione

Due sieri positivi per LKM1 sono stati testati con il kit LKM1 Immco™ per determinare la variabilita all'interno di
un saggio e tra un saggio e I'altro. Vedere Tabella 3 alla fine di questo foglio illustrativo.

Recupero

| campioni con concentrazioni note di LKM1 sono stati miscelati con diluizioni appropriate di un altro campione
positivo con quantitativo noto di LKM1. Sono stati determinati i livelli di anticorpi anti-LKM1 nei campioni miscelati
e dai valori ottenuti & stata calcolata la percentuale di recupero. Vedere Tabella 4 alla fine di questo foglio.
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ELISA para anticorpos anti-microssomais-1 de figado/rim (LKM1)

‘ FOLHETO DO PRODUTO

| M M CO© 1168 ELISA LKM1 96 determinagoes

DIAGNOSTICS

APLICAGAO

Um ensaio de imunoabsorgdo enzimatica (ELISA) para detecgdo e semiquantificagdo de anticorpos anti-
microssomas-1 do figado/rim em soro humano. A presenca de anticorpos LKM1 pode ser utilizada como um
auxiliar a sintomas clinicos e outros achados laboratoriais no diagnostico de hepatite auto-imune.

RESUMO E EXPLICAGAO

A hepatite auto-imune (HAI) € uma doenga hepatica inflamatéria cronica diferenciada, que se caracteriza pelo
ataque do sistema imunitario contra “auto-antigénios”, em particular os que s&do expressos no figado' 2. Ocorre
em ambos 0s sexos e em todos os grupos etarios sendo, no entanto, as mulheres vitimas mais provaveis desta
hepatite do que os homens. Nas mulheres, 70% dos casos de hepatite auto-imune diagnosticados ocorrem entre
os 15 e 40 anos de idade.™

A hepatomegalia e a esplenomegalia sdo os achados patologicos mais frequentemente associados a hepatite
auto-imune. As anomalias do sistema imunitario que marcam a hepatite auto-imune incluem auto-anticorpos
contra antigénios hepaticos, hipergamaglobulinemia e um aumento da raz&o de linfécitos CD4/CD8 no sangue
periférico e no figado. Os anticorpos anti-microssomas do figado/rim (LKM1) podem ser induzidos n&o sé por
mecanismos auto-imunes, como também por farmacos como o acido tiénico, di-hidralazina, halotano, fenitoina,
fenobarbital, carbamazepina e pelas infeccdes de hepatite C e D.*¢

O Grupo Internacional da Hepatite Auto-imune classifica esta doenga em dois grupos separados: tipo 1 e tipo
2. Esta diferenciagédo baseia-se na presenga de auto-anticorpos marcadores no soro de doentes afectados.’A
hepatite auto-imune tipo 1 caracteriza-se pela presenca de auto-anticorpos anti-nucleares (ANA) e auto-anticorpos
anti-musculo liso (SMA). O tipo 1 é o tipo mais comum de hepatite auto-imune, contribuindo para 60—70% dos
doentes com esta doenga. O tipo 2 €&, de alguma forma, uma doenga mais rara (a prevaléncia de hepatite auto-
imune tipo 2 é de cerca de 10 casos por milhdo), caracteriza-se pela presenga de auto-anticorpos contra antigénios
microssomais do figado e rim (LKM) e pela auséncia de ANA e SMA3. 70% destes doentes sdo jovens e ttm 2 a
14 anos no inicio da doencga. As consequéncias da hepatite auto-imune sao graves: caracteristicamente, um inicio
agudo que progride rapidamente para cirrose e insuficiéncia hepatica.

O auto-antigénio associado aos anticorpos anti-LKM1 é o citocromo P4502D6. Os anticorpos anti-LKM1 ocorrem
predominantemente em doentes com hepatite auto-imune, embora possam ser igualmente detectados em alguns
doentes com infecgao pelo VHC™'°. O ensaio para anticorpos anti-LKM1 Immco™ utiliza um antigénio especifico
de forma a garantir um elevado grau de especificidade para a hepatite auto-imune.”°

*fabricado ao abrigo da patente n.° 5,830,067
PRINCiPIOS DO PROCEDIMENTO

O antigénio LKM1 é ligado aos pogos de uma placa de micropogos de poliestireno; segue-se o bloqueio dos
locais ndo reactivos para reducdo da ligagdo ndo especifica. Os controlos, calibradores e soros de doentes
diluidos foram adicionados a pogos separados, permitindo a ligagao de anticorpos LKM1 presentes ao antigénio
imobilizado. A amostra n&o ligada € removida por lavagem e é adicionado a cada pogo um conjugado de IgG
anti-humana marcado com enzima. Estes anticorpos conjugados com enzima ligam-se especificamente a
imunoglobulina humana da classe IgG. Apés a remogé&o por lavagem do conjugado ndo ligado, € adicionado aos
pogos um substrato enzimatico especifico (PNPP). Apds a paragem da reacc¢do enzimatica, € lida a intensidade
da mudanga de cor, proporcional a concentragéo de anticorpos, por um espectofotdmetro a 405 nm. Os resultados
s&o expressos em unidades de enzima por mililitro (UE/ml).
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REAGENTES
Conservagao e preparagao

Conserve todos os reagentes a uma temperatura entre 2 e 8 °C. Nao congele. N&o utilize se o reagente n&o estiver
limpido ou se existir algum precipitado. Todos os reagentes tém de estar a temperatura ambiente (20-25 °C) antes
de serem utilizados. Desde que conservado a uma temperatura entre 2 e 8 °C, o tampao de lavagem reconstituido
mantém-se estavel até ao fim do prazo de validade do kit. Reconstitua o tampao de lavagem com 1 | de agua
destilada ou desionizada. As tiras de micropogos revestidas destinam-se a ser utilizadas uma unica vez.

Precaugoées

Para diagnéstico in vitro. Todos os componentes obtidos a partir de seres humanos foram testados relativamente
a presencga de HBsAg, VHC, VIH-1, VIH-2 e HTLV-I, tendo-se obtido resultados negativos em testes exigidos
pela FDA. Porém, os derivados de sangue humano e as amostras de doentes devem ser considerados como
potencialmente infecciosos. Siga as boas praticas de laboratério em relagdo a conservagéo, distribuicdo e
eliminacdo destes materiais''. ADVERTENCIA — A azida de sédio (NaN,) pode reagir com a canalizagéo de
cobre e chumbo e formar azidas metalicas altamente explosivas. Elimine os liquidos com um grande volume de
agua para impedir a acumulacéo de azidas. A azida de s6dio pode ser toxica por ingestdo. Em caso de ingestéo,
avise imediatamente o director do laboratério ou o centro anti-venenos.

Para garantir resultados validos deve seguir-se com rigor as instrugées descritas neste folheto informativo
do kit. Nao troque componentes do kit com componentes de outras origens que ndo tenham 0 mesmo numero de
catalogo da Immco Diagnostics Inc. Empregue boas praticas de laboratorio para minimizar a contaminagéo
microbiana e quimica. Nao utilize apos o fim do prazo de validade.

Materiais fornecidos
ELISA LKM1 ImmuLisa™ 1168

Cada kit contém reagentes suficientes para executar 96 determinacdes.

12x 8 [ MICROPLATE |LKM1| Microplaca com micropogos individuais destacaveis revestidos
com antigénio LKM1.

1x1,5ml [CALIBRATOR|A|LKM1 |+  Calibrador A pronto a usar (tampa verde). Soro humano
contendo anticorpos anti-LKM1.

1x1,5ml [CALIBRATOR[B| LKM1 |*  Calibrador B pronto a usar (tampa violeta). Soro humano
contendo anticorpos anti-LKM1.

1x1,5ml [CALIBRATOR[C[LKM1 |* Calibrador C pronto a usar (tampa azul). Soro humano
contendo anticorpos anti-LKM1.

1x1,5ml [CALIBRATOR|D| LKM1 |+ Calibrador D pronto a usar (tampa amarela). Soro humano
contendo anticorpos anti-LKM1.

1x1,5ml [CONTROL [+ LKM1 |* Controlo positivo pronto a usar (tampa vermelha). Contém
soro humano positivo para LKM1.

1x1,5ml CONTROL [ - |* Controlo negativo pronto a usar (tampa branca). Contém
soro humano.

1x12ml mG-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.
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1x12 ml SUBSTRATE | * Substrato enzimatico pronto a usar. Contém pNPP. Proteger
da luz.

1x12 ml STOP Solugéo de paragem pronta a usar.

2x | BUF | WASH Tan:_pt)éo de lavagem em pé. Reconstituir cada unidade em
um litro.

* Contém < 0,1% NaN,

Simbolos utilizados nos rétulos:
Numero de lote

Numero de catalogo

Prazo de validade

Temperatura de armazenamento
Ler as instrugdes de utilizagcao
Utilizagdo em diagnéstico in vitro

Fabricante

4R [EFB> ~x<[Ff

Numero de testes

Materiais necessarios mas nao fornecidos

* Pipetas com capacidade para distribuir 5 a 1000 pl

* Pontas de pipeta descartaveis

e Tubos de ensaio de 12 x 75 mm, limpos, e respectivo suporte

Agua desionizada ou destilada

» Leitor de microplacas com capacidade para leitura de valores de absorvancia a 405 nm. Se estiver disponivel
um leitor de microplacas com duplo comprimento de onda, o filtro de referéncia deve ser definido para 600-
650 nm.

* Frasco de esguicho para o tampé&o de lavagem diluido

e Temporizador

* Papel absorvente

» Dispositivo automatico de lavagem de micropipetas com capacidade para distribuir 200 pl
COLHEITA E MANUSEAMENTO DE AMOSTRAS

Neste procedimento s6 devem ser utilizadas amostras de soro. Amostras muito hemolisadas, lipémicas ou com
contaminagdo microbiana podem interferir com o desempenho do teste e ndo devem ser utilizadas. Conserve
as amostras a uma temperatura entre 2 e 8 °C durante um periodo ndo superior a uma semana. Para um
periodo de armazenamento mais prolongado, € necessario congelar as amostras de soro. Evite ciclos repetidos
de congelacéo e descongelacao das amostras.

PROCEDIMENTO

Notas sobre o procedimento

» Leia atentamente estas instrugdes antes de comegar o ensaio.

* Coloque os reagentes e as amostras a temperatura ambiente (20-26 °C) durante 30 min. Imediatamente
apos a utilizagdo, volte a colocar os materiais no frigorifico.

37



PT

Prepare todas as diluigbes das amostras de doentes antes de dar inicio ao teste.

Volte a colocar imediatamente as tiras ndo usadas na bolsa com dessecante e feche bem para minimizar
a exposicao a vapor de agua.

Passo de lavagem: uma boa técnica € fundamental. Recomenda-se um dispositivo automatico de lavagem
de microplacas.

Utilize uma pipeta multicanal com capacidade para distribuir em simultdneo material para 8 pogos. Isto acelera
0 processo e permite um tempo de incubag&o mais uniforme.

E importante controlar cuidadosamente o tempo. Os periodos de incubagdo comegam ap6s a distribuicéo de
reagentes.

Procedimento de ensaio

1.

10.
1.
12.

TODOS OS REAGENTES TEM DE ESTAR A TEMPERATURA AMBIENTE (20-25 °C) ANTES DE COMEGAR
O ENSAIO.

Indique na folha do protocolo a posi¢cdo das amostras na microplaca. Faz parte das boas praticas de laboratério
executar os testes das amostras em duplicado.

Determinagao qualitativa: utilize apenas o calibrador D. Determinagdo semiquantitativa: utilize os
calibradores A—D como mostrado no exemplo abaixo.

DETERMINAGAO QUALITATIVA DETERMINAGAO SEMIQUANTITATIVA

S

TOTMMOO ™ >
:.’ =~ f‘é, SNz E

Prepare uma diluicdo a 1:101 da amostra do doente misturando 5 pl de amostra do doente com 0,5 ml de
diluente de soro.

Adicione 100 pl de calibradores, controlos negativo e positivo e a amostra do doente diluida aos micropogos
adequados indicados na folha do protocolo.

Nota: inclua também um pogo com 100 ul de diluente de soro como um branco de reagente. Ponha o leitor
de ELISA a zero em relagédo ao branco de reagente.

Incube durante 30 min (+ 5 min) a temperatura ambiente numa superficie plana.

Passo de lavagem: aspire totalmente o conteudo de cada pogo. Adicione 200-300 ul de tamp&o de lavagem
reconstituido a todos os pogos e, em seguida, aspire. Repita mais trés vezes esta sequéncia, num total de
quatro lavagens. Inverta e bata ligeiramente com a placa sobre um material absorvente para remover qualquer
residuo de liquido que possa existir depois da ultima lavagem. N&o seque completamente os pogos.

Adicione 100 ul de conjugado a cada pogo.

Incube os pogos durante 30 min.

Passo de lavagem: repita o passo 7.

Adicione 100 ul de substrato enzimatico a cada pogo.

Incube durante 30 min a temperatura ambiente.
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13. Adicione 100 pl de solugdo de paragem a cada pogo. Para adicdo da solugédo de paragem, mantenha a
mesma sequéncia e tempos usados para o substrato enzimatico. Leia a absorvancia (DO) de cada pogo a
405 nm no prazo de uma hora apés ter parado a reacgao.

14. Leia a absorvancia (DO) de cada pogo a 405 nm usando um leitor de microplacas de comprimento de onda
Unico ou simples contra o branco de reagente num valor de absorvancia zero.

Controlo de qualidade

Para cada ensaio realizado € necessario executar os calibradores, os controlos positivo e negativo e um branco
de reagente para confirmagéo da integridade e exactiddo do teste. A leitura de absorvancia do branco de reagente
deve ser < 0,3. O calibrador A deve ter uma leitura de absorvancia nao inferior a 1,0, caso contrario, o teste tem
de ser repetido. O controlo negativo tem de ser < 20 UE/ml. Se o teste for executado em duplicado, utilize a média
das duas leituras para determinar as UE/ml. Durante a execucao de determinagdes qualitativas, a densidade
optica do calibrador D tem de ser superior a do controlo negativo e inferior a absorvancia do controlo positivo. No
caso de determinagdes semiquantitativas, os valores do controlo positivo tém de se situar no intervalo indicado
no frasco.

RESULTADOS
Calculos

As concentragbes das amostras de doentes podem ser determinadas por um de dois métodos:

1. DETERMINAGAO QUALITATIVA

Absorv. da amostra de teste
X UE/ml do calibrador D = UE/ml da amostra de teste

Absorv. do calibrador D

2. DETERMINAGAO SEMIQUANTITATIVA

Trace em papel milimétrico linear um grafico tendo como eixos as absorvancias dos calibradores A a D e as
respectivas concentragdes. Represente a concentragdo em Ul/ml no eixo X e a absorvancia no eixo Y e desenhe a
curva de melhor ajuste linear. Determine as concentragdes das amostras do doente a partir da curva relacionando-
as com os valores de absorvancia correspondentes.

Calibrador

Os calibradores sé&o fornecidos para permitir determina¢des semiquantitativas e tém de ser utilizados em cada
execucgdo do ensaio. As amostras de doentes que contenham niveis de anticorpos mais elevados podem produzir
valores de absorvéancia superiores aos do calibrador A. Para determinar os valores semiquantitativos exactos,
essas amostras de soro devem ser ainda mais diluidas de modo a que os resultados se situem dentro do intervalo
da curva de calibragdo quando forem novamente testadas. Para determinar as UE/mI, multiplique as unidades
obtidas pelo factor de diluigéo.

Interpretacao

Ainformacao indicada constitui apenas um guia para interpretagédo dos resultados laboratoriais. Cada laboratério
deve determinar os seus valores normais.

Valor anti-LKM1 Interpretagao

< 20 UE/mi Negativo
20-25 UE/mi Indeterminado (no limiar)
> 25 UE/mi Positivo

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

Os resultados obtidos servem apenas como auxiliar no diagnéstico e ndo devem ser interpretados como sendo
eles proprios diagnosticos. O soro de alguns doentes com hepatite auto-imune de tipo 2 pode ser negativo para
os anticorpos anti-LKM1.
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VALORES ESPERADOS

N&o ha um marcador Unico especifico e sensivel para a hepatite auto-imune. O diagnéstico é feito através da
combinagdo de caracteristicas clinicas, bioquimicas, serolégicas e histologicas. A presenca de varios auto-
anticorpos ajuda a identificar e a diagnosticar a hepatite auto-imune. Com base no tipo de anticorpos presente,
a hepatite auto-imune pode dividir-se em subtipos. os auto-anticorpos anti-LKM1 s&o indicadores especificos de
hepatite auto-imune tipo 2 (ver tabelas 1 e 2 na parte final deste documento).

Precisao

Foram testados com o ensaio LKM1 Immco™ dois soros positivos para LKM1, para determinar a variabilidade
intra-ensaio e inter-ensaios. Ver tabela 3 na parte final deste documento.

Recuperagao:

Amostras com concentragdes de LKM1 conhecidas foram misturadas com diluicdes adequadas de outra amostra
positiva com niveis de LKM1 conhecidos. Foram determinados os niveis de LKM1 das amostras misturadas e a
partir desse valores foi calculada a percentagem de recuperacao. Ver tabela 4 na parte final deste documento.
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Table 1. Antibodies in Autoimmune Hepatitis

Antibodies in Autoimmune Hepatitis

Type of Antibody Incidence (%)
Type 1 Type 2
Anti-nuclear Antibody (ANA) 60 0
Smooth Muscle Antibody 70 0
Liver Kidney Microsomal Antibody (LKM1) 0 100

From van Den Berg, Autoimmune Hepatitis, pathogenesis, diagnosis and treatment, Scand J Gastroenterol, 1998;
33 suppl 225; 66-69.

Table 2. Autoantibodies to LKM 1 antigen by ELISA can be detected in almost all cases of AlH and in
none with HCV infection induced hepatitis.

Indirect IF ELISA
AlH 100% >95%
HCV Infection 1.5% 0%

Table 3: Precision

inter-assay intra-assay

%CV %CV
Sample 1 7.2 5.0
Sample 2 8.5 7.0
Table 4: Recovery
LKM1 conc. LKM1 conc.
added (EU/ml) obtained (EU/mI) % Recovery

Sample 1 121.2 128.7 106.2
Sample 2 102.4 112.1 109.5
Sample 3 63.3 61.4 97.0
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For technical assistance please contact:
IMMCO Diagnostics, Inc.
60 Pineview Drive

Buffalo, NY 14228-2120
“ Telephone: (716) 691-0091

: Fax: (716) 691-0466

IMMCOQO  Toll Free usA/Canada: 1-800-537-TEST
DIAGNOSTICS  E-Mail: info@immco.com
or your local product distributor

Ce

EU Authorized Representative/Autorisierter Reprasentant/Rappresentante
Autorrizzato/Representante Autorizado/Représentant Autorisé
EMERGO Group, Inc.

Molenstraat 15, 2513 BH, The Hague,

The Netherlands
Tel (+31) 345 8570, Fax (+31) 346 7299
WWW.emergogroup.com
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