ImmuLisa™ Anti-Cardiolipin Antibody (ACA) Screen ELISA
For in vitro diagnostics use

“ CLIA Complexity: High
”Vl MCO© CDC Analyte Identification Code: 0434
CDC Test System Identification Code: 28515
DIAGNOSTICS
- PRODUCT INSERT

1118S Anti-Cardiolipin Antibody Screen ELISA 96 Determinations

INTENDED USE

An enzyme linked immunoassay (ELISA) for the detection of IgG, IgA and IgM class anticardiolipin antibodies as
an aid in assessing the risk of thrombosis in individuals with anti-phospholipid syndrome.

SUMMARY AND EXPLANATION

Antiphospholipid antibodies are a heterogeneous group of autoantibodies against negatively charged phospholipids'.
They are detected primarily by the anti-cardiolipin antibody (ACA) test, the biological false positive test for syphilis
and the lupus anticoagulant test. These three tests detect related, but not necessarily identical antibodies. Thus,
more than one of these tests is sometimes necessary to identify antiphospholipid antibodies.

Of the various tests for the detection of antiphospholipid antibodies, the anti-cardiolipin antibody test performed by
ELISAis the most sensitive?. The presence of anti-cardiolipin antibodies helps to identify patients at risk of venous
and/or arterial thrombosis often accompanied by thrombocytopenia, a syndrome referred to as antiphospholipid
syndrome’-'2. The antiphospholipid syndrome most commonly occurs in patients with systemic lupus
erythematosus (SLE) or lupus-like disease where the criteria for SLE are not fulfilled 7. High levels of anti-cardiolipin
antibodies occur in thrombosis, fetal loss, thrombocytopenia and several other disorders '-'°. Low levels of anti-
cardiolipin antibodies are found in a variety of clinical disorders which are unrelated to antiphospholipid syndrome.
Therefore, low levels of these antibodies are of limited significance.

IgG and IgA class anti-cardiolipin antibodies appear to be more closely associated with antiphospholipid syndrome
than the IgM class antibodies. However, IgM antibodies appear to be more influenced by treatment >°. Low levels
of IgM antibodies can be identified in other autoimmune diseases such as rheumatoid arthritis, primary Sjogren’s
Syndrome, drug induced lupus erythematosus, Lyme disease, and syphilis 0.

The ImmuLisa™ ACA Screen ELISA offers a convenient method of screening patient sera for the presence of
ACA before further identifying positive samples for individual isotypes with the ImmuLisa™ ACA-IgG, -IgA and-IgM
ELISA.

PRINCIPALS OF THE PROCEDURE

Cardiolipin antigen is bound to the wells of a polystyrene microwell plate followed by blocking the unreacted sites
to reduce non-specific binding. Controls, calibrator and diluted patient sera are added to separate wells, allowing
any cardiolipin antibodies present to bind to the immobilized antigen. Unbound sample is washed away and an
enzyme labeled anti-human conjugate is added to each well. These enzyme conjugated antibodies bind specifi-
cally to the human immunoglobulin of the appropriate class. After washing away any un-bound 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 ELISA units per milliliter (EU/ml).

REAGENTS

Storage and Preparation

Store all reagents at 2-8°C. Do not freeze. Do not use if reagent is not clear or if a precipitate is present. All
reagents must be brought to room temperature (20-25°C) prior to use. 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.
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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 en-sure 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™ Anti-Cardiolipin Antibody Screen ELISA [REF]1118S

Kits contain sufficient reagents to perform 96 determinations each.

12x 8 | MICROPLATE | ACA | Microplate with individual breakaway microwells
coated with cardiolipin antigen.

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

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

1x1.5ml CONTROL . * Ready to use Negative Control (white cap).

Contains human serum.

1x12 ml I R * Ready to use anti-human Alk. Phos. Conjugate.
gA/lgG/igM - CONJ | ALKPHOS
| | Color coded pink.
2 x 60 ml * Ready to use Serum Diluent. Color coded blue.

1x12 mi SUBSTRATE | * Ready to use Enzyme Substrate. Contains pNPP.

Protect from light.

1x12 mi STOP Ready to use Stop Solution.
2 x Powder Wash Buffer. Reconstitute to one liter each.

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

Lot number

Catalog number

Use by

Storage temperature
Read instructions for use

In vitro diagnostic use

Manufacturer

4R [( B~ [{8

Number of Tests
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Materials Required But Not Provided

0

O

Pilellellcalable [ fdelilelilg 5 ulI11000 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.

Squeeze bottle to hold diluted wash buffer

Timer

Absorbent paper

Altoe atic * icroplate [lasher 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.

Careful timing is important. Incubation periods begin after dispensing reagents.

Assay procedure

1.

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.

Prepare a 1:201 dilution of the patient specimen by mixing 5 (17 of the patient specimen with 1.0 ml of Serum
Diluent.

Remove the required microwells from pouch and return unused strips in the sealed pouch to refrigerator.



EN

10.
11.
12.
13.

14,

QUALITATIVE DETERMINATION

(can)(s8)(
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THTMMOD P

Add 100 (I 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 (1 of the Serum Diluent as a reagent blank. Zero the ELISA reader against the
reagent blank. The absorbance of this well should not be greater than 0.3.

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

Wash step: Thoroughlaspirate 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 1 00pL of the Conjugate to each well.

Incubate the wells for 30 minutes (+ 5 min) at room temperature.
Wash step: Repeat step 7.

Add 100pL of Enlyme Substrate to each well.

Incubate for 30 minutes (£ 5 min) at room temperature.

Add 1 00uL of Stop Solution to each well. Maintain the same sel uence 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

Cali

brator, 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 should have an
absorbance reading of not less than 1.0, otherwise the test must be repeated. The negative control must be <20
EU/ml. If the test is run in duplicate, the mean of the two readings should be taken for determining EU/ml.

RESULTS

Calculations

The

following method should be used to determine whether the specimen is positive or negative for ACA.

QUALITATIVE DETERMINATION

Abs. of Test Sample
X EU/mlI of Calibrator = EU/ml Test Sample

Abs. of Calibrator
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Interpretation

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

ACA Screen Value Interpretation
<20 EU/ml Neg (-)

20-25 EU/mI Borderline
>25 EU/mI Pos (+)

The literature suggests that, low positive anti-cardiolipin antibody levels may occur in a variety of clinical disorders
unrelated to antiphospholipid antibody syndrome. Hence according to the investigators recommendations the
diagnosis of antiphospholipid antibody syndrome should be made only when the test results are moderately or
highly positive™.

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

A diagnosis cannot be made on the basis of ACA results alone. The results of other laboratory tests and clinical
findings must be considered. Tests for rheumatoid factor (RF) should be performed because RF may interfere with
this assay. When a negative ACA test occurs in the presence of clinical indications, a lupus anticoagulant test or
other additional testing is indicated. ACA also occur transiently in a variety of infectious diseases. In these cases
patients positive for ACA should be retested following an appropriate interval. Confirmed active or seropositive
syphilis patients can have elevated ACA levels. To rule out syphilis, confirmatory tests should be performed.

EXPECTED VALUES
The incidence of ACA in various disease conditions is summarized in the following tables:
Incidence of ACA in SLE '5:7

Antibody Isotype % Incidence
IgG 39-44
IgA 17-57
IgM 5-33
Any isotype 53

Disease Association of ACA

Condition % Incidence
Recurrent Venous Thrombosis 28-71
Recurrent Fetal Loss 28-64
Transverse Myelitis 50
Hemolytic Anemia 38
Thrombocytopenia 27-33
Arterial Occlusions 25-31
Livedo Reticularis 25
Pulmonary Hypertension 20-40
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PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Comparison of ELISA Methods for the Detection of ACA

Immco™IgG-ACA
POS (+) NEG () TOT (=)

ImmuLisa™ POS (+) 31 0 31
ACA IgG/A/M NEG (-) 2 42 44
TOT (=) 33 42 75

relative specificity: 95.5%
relative sensitivity: 100.0%
relative agreement: 97.3%

Precision:

Two samples with known concentrations of ACA were assayed in 10 replicates over a period of two weeks. Intra-
and inter-assay coefficient of variation (CV) were as follows:

Intra- plate Inter-plate
cv cv
1. 7.6% 5.9%
2. 10.4% 6.3%

Recovery:

Samples with known concentrations of ACA were mixed with the appropriate dilutions of another positive sample
with known amounts of ACA. The ACA values of the spiked samples were then determined and from the values
obtained the percent recovery calculated.

ACA added ACA obtained % Recovery
1. 127.0 135.8 106.9
2. 103.8 103.2 99.4
3. 64.3 61.2 95.2



ImmuLisa™ Mé8odog ELISA SiaAoyRAg yia avTiow aTa Katd Tng kapSioAiTivng (ACA)

“ ENOETO MPOIONTOE

| M M CO 1118S [1é60d0¢ [111SA diatoyng yia avriowuara kard g kapdioAimivng (AUA) 96 Mpoodiopiouoi
DIAGNOSTICS
MPOOPIZOMENH XPHZH

Mia péBodog eviupikoU avoooTrpoapo@nTikoU TTpoadiopiopol (ELISA) yia Tnv avixveuon avTiowudaTwy Tagng
IgG, IgA kai IgM katd Tng kapdioAITTivng, wg Bordnua otnv agioAdynon Tou kivduvou Bpdupwong o€ AToua JE
avTIQWOPOAITTIOIKO GUVOPOLO.

MEPIAHWH KAI ENME=HIMHZH

Ta avTIQOQONITTIBIKA QVTICWPATA E€ival PIa ETEPOYEVIS OPAdA AUTOAVTICWHATWY KATA apvNTIKA QOPTIOPEVWV
Q@WO@OANITTIdIWV!. AvixvelovTal KUpiwg TNV avaAuon avTiowddtwy Katd Tng kapdioAirivng (ACA), Tn BioAoyikd
weudwg OeTIKN avaAuon yia cU@IAN Kal Tn BOKIPACia yla TO QVTITINKTIKO Tou AUKOU. AUTEG oI TPEIG avaAUoElg
QavIXVEUOUV OXETICOUEVA, OAAG OXI ATTAPAITNTA TTAVOPOIOTUTIA AVTIOCWHOTA. ZUVETTWG, MEPIKEG POPEG aTTalirouvTal
TTEPIOTOTEPEG ATTO i a1rd QUTEG TIG AVAAUCEIG YIa VA AvayvVwPICTOUV T avTIQWOPONITTIOIKG avTICWHATA.

ATTO TIG BIGPOPEG aVOAUOTEIG YIA TNV AVIXVEUCH AVTIQWOPONITTIOIKWY AVTICWHATWY, N avdAuon avTIOWPATWY Katd
NG KAPJSIOAITTiVNG TToU ekTeAEiTal e ELISA givai n o euaiobnTn?. H TTapoucsia avTICwWPATwY Katd TNG KapdIoAITTivng
OUpBdAAel oTnv avayvwpion acBevwy e Kivouvo QAERIKAG Kai/fy apTnplaknig BpouBwaong, o1 otroieg auyvd
ouvodelovTal atré BpoUBOKUTTAPOTTEVIA, EVOS CUVOPOUOU TTOU AVAPEPETAl WG AVTIQWOPOAITTIOIKSO aUvdpouo™2,
To avTIpua@oAITIdIKG oUVOPOUO eP@avifeTal CUXVOTEPA OE AOBEVEIG UE CUOTNUATIKO puBnuaTwdn AUKo (ZEA) A
Ta0NoEIg TTaPSUOIES e AUKO OTIG 0TToieg Oev TTAnpoUVTal Ta KPITAPIC Tou ZEAS7. YnAd emrireda avTiowudTwy KaTd
NG KapdioAiTTivng ep@avidovrial otn BpopPwon, otnv amoBoAn eyBpuou, oTn BPOPPBOKUTTAPOTTEVIA KOI APKETEG
AAAeg dlaTapaxEg' 1S, XaunAd eTmiTeda avTICWHATWY KATd TNG KAPdIOAITTivNG ep@avifovTial ag OIAQPOoPES KAIVIKEG
dlaTapaxéG o1 oTroieg dev OXETICOVTAI PME TO OUVOPOUO QVTIQWOPONITTIOIKWY QVTIOWUATWY ZUVETTWGS, TA XAPNAd
ETMTTEDA AUTWV TWV AVTIOWHATWY €ival TTEPIOPIOUEVNG ONUATIOG.

Ta avriowpata 1a¢ng IgG kai IgA KaTd TnG KapdIoAITTivNG QaiveTal va OXETICOVTAI TTIO OTEVA E TO AVTIQWOPOAITTIOIKO
ouvdpopo atréd 6T Ta avTicwuaTa Tagng IgM. QaTtdoo, Ta IgM avTiowuaTa QaiveTal va eTTNPEAOVTAl TTEPICOOTEPO
ammd TN BepatreuTikh) aywyn >1° XapnAd emimeda IgM avTiowpdtwy ptmopolv va avayvwpioTouv og AAAEG
auToAvooEeg TTaBNoeIg OTTWG N peupaTtosidng apdpinda, To TTPWTOTTABEG oUvdpopo Sjdgren, o eTTayOuEVOg aTTO
@ApuaKa epudNuaATwoNg AUKo, N vOoog Lyme kail n aU@IAn®1°,

H pébodog ELISA diahoyrg yia avticwpata ACA ImmulLisa™ mpoo@épel pia eUkoAn péBodo SIGAOYAG TwV 0pwV
aoBevwy yia TNV Trapouacia avTiowpdTwy ACA, TTpIv aTrd TNV TTEPAITEPW AVAYVWPIOT TWV dIaPOpwV UTTOTUTTWYV
TWV BETIKWV delypdTwy pe Tn péBodo ELISA yia avriowparta ACA-IgG, -IgA kai -IgM ImmulLisa™.

APXEZ THZ AIAAIKAZIAZ

To avTiyévo Tng KapdIoAITTivng deCUeUETAI OTIG KUWEAIDEG VOGS TTAOKISIOU HIKPOKUWEAISWYV aTTO TTOAUCTUPEVIO Kal,
OTn OUVEXEIQ, Ta onueia TTou dev TTapouaiacav avTidpaon attokAgiovTal WoTe va PelwBei n un €181k déopeuan. Ta
SlaAUpaTa EAEyXOU, O BaBUOVOUNTAG KAl Ol apaiwPEVOl 0POi TWV 0GBEVWY TTPOCTIOEVTAl O€ EEXWPIOTEG KUWEAIDEG,
EMTPETTOVTAG €101 TN O€0pEUON OAWV TWV UTTAPXOVTWY AVTIOWHAETWY KATA TNG KApSIOAITTiVNG 0TO KABNAWMEVO
avTiyévo. To deiypya TTou Oev OeOMEUTNKE EKTTAEVETAI KOl TTPOCTIOETaI O KABe KuweAida €va onuUACUEVO HE
€vCUMO OUCEUKTIKO avTiowpa KATd TG avBpwITivng avoocoo@aipivng. Autd Ta ouleuypéva e EVCUPO avTIoCWUaTa
deopelovTtal €I0IKA OTnV avBpwITivi) avoooo@alpivn TNG avTioToiXnNG TA¢ns. AQou ekTTAUBOUV Ta TUXOV HN
Oeopeupéva OUCEUKTIKG avTIOWPOTA, TTPOOTIBETaI OTIG KUWEAIOEG TO €10IKO UTTOOTPpWHA Tou e€viUuou (pNPP).
Metd Tov TEpPATIONO TNG EVUMIKAG avTidpaong, N éviaon TG aAAayig ToU XpWHOTOG, N oTroia gival avdaAoyn Tng
OUYKEVTPWONG TOU QVTICWHATOG, JETPATAI JE PACUATOPWTOUETPO, OE PNKOG KUPaTog 405 nm. Ta atroteAéopata
ekppadovtal o€ povadeg ELISA avd xiAlooTtoAirpo (EU/mI).
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ANTIAPAZTHPIA
®UAagn Kal TpoeToI aTia

OAa ta avmidpacTrpia TTPETTEI va QUAGCGoovTal o€ Beppokpacia 2-8°C. Mnv Ta katawUxeTe. Mn xpnoIUoTIOIEiTE
Ta avTidpacTApla €dv dev gival diauyn r €dv TepiExouv iCnua. OAa Ta avTidpacTApia TTPETTEI va GTACOUV O€
Beppokpaaia dwpatiou (20-25°C) rpiv atd T xpron. Otav puAdooeTal o€ Beppokpaacia 2-8°C, To avacuoTabEév
PUBUIOTIKO BIGAUMO EKTTAUCNG TTAPAMEVEI avOAAOIWTO PEXPI TNV nuUEPopNvia ARENG Tou kIT. H avacuaoTtaon Tou
PUBUIOTIKOU SIOAUMATOG TTPETTEI VA YIVETOI JE ATTEOTAYMUEVO 1] ATTIOVIOPEVO vEPD, 0€ OYKO 1 AiTpou. O1 ETTIKAAUPPEVES
TAIViEG MIKPOKUWEAIBWY TTpoopifovTal yia pia ydvo xpron.

Mpo@uAdgeig

Ma in vitro diayvwaoTikA Xprion. OAa Ta ouoTaTIKa avOpwTTIVNG TTPOEAEUONG TTOU XPNOIUOTTOIOUVTal £XOUV eAEYXOEi
yla TNV Trapoucdia Tou avtiyoévou HBsAg, Twv 1wv HCV, HIV-1 kai 2, kaBwg kai Tou 100 HTLV-I kai £€xouv BpeBei
apvnTIKd, oUPQwva Pe TIG e€eTdoelg TTou atraitei o Opyaviopds Tpogipwyv kal Papudkwy Twv H.I.A. (FDA).
QoTtdo0, Ta TTApdywya avBpwITivou aipatog kal Ta deiypata aoBevwyv Ba TTpéTrel va BewpouvTal wg duvnTikd
Aoipoydva. AkoAouBnoTe TIG OPBEG EpYAOTNPIOKES TTPOKTIKEG KATA TN QUAAEN, TNV £€yxXuon Kal TNV ammoppiyn Twv
UAIkwV auTwv'®. TMIPOEIAOIMOIHXH — To adidio Tou varpiou (NaN,) evBéxetal va avTIBpAoel e CWANVWOEIG aTTo
MOAUBOO ) XaAKO Kal va OXNHATIOE! I0XUPWS EKPNKTIKA adidia peTdAAwy. Katd Tnv ammdppiyn uypwy, eKTTAUVETE PE
MEYAAES TTOOOTNTEG VEPOU, £T01 WOTE Va atmoPeuxBei N cucowpeuon adidiwv. To adidio Tou vaTpiou evOEXETAI VO
€ival TOEIKO o€ TTEPITITWON KATATTOONG. Z€ TTEPITITWON KATATIOONG, AVOPEPETE AUETWG TO TTEPIOTATIKO OTO BIEUBUVTA
TOU £pYQCTNPIOU 1] GTO KEVTPO £AEyXOU dNANTNPIGCEWV.

MNa tn diaoc@aAlion EéyKupwv ammoteAeo AdTwv, akoAouBnoTe TIg 0dnyieg akpIBWG OTTwWG £/ QavifovTal o€
auTo TO £€vBETO TOU KIT. MV eVOAGOOCETE TG GUOTATIKA TOU KIT JE GUATATIKA GAANG TTpoéAEUONG TTOU dEV £XOUV
ToV i810 apIBué kataAdyou Tng Immco Diagnostics Inc.

Na XpnOIMOTIOIEITE TIG OPOEG EPYOATTNPIAKEG TEXVIKEG TTPOKEINEVOU VA EAXIOTOTTOIEITAI O KivOUVOG PIKPOBIAKAG Kal
XNMIKAG pOAuvong. Na punv xpnoidoTrolgiTal HETA TNV TTAPEAEUCT TNG NUEPOUNViag AREng.

YAIKA TTOU TTapéXOoVTal

MéBodog ELISA diaAoyng yia avriowpaTa Katd NG kapdioAimivng (ACA) Immco™ 11188

KdBe kIt TTepI€xel ETTOPKA avTIOPACTAPIA VIO TNV EKTEAEON 96 TTPOCBIOPICHWV.

12x 8 [ MICROPLATE | ACA | MAoKiB10 EEXWPIOTWY OTTOCTIWHPEVWV HIKPOKUYEAIBWY
ETMKAAUPPEVWY PE avTiyovo KapdIoAITTivng.

1x1,5ml [CALIBRATOR [ ACA SCREEN | * ‘Etoipog  mpog  xprion Ba®CovolntAg (mpdaivo
mwyua).OpdG avBpwTTou TTOU TTEPIEXEI AVTICWHATA
KOTA TNG KAPBIOAITTIVNG.

1x1,5ml [ CONTROL [ + | ACA SCREEN |* ‘Etoipo  mpog  xprion SidAulia BeTikoU  gAéyxou
(kOKKIvo mmwua).MepiExel opd avBpwtTou BETIKO YIa
avtiowpata ACA.

1x1,5ml CONTROL * ‘EToigo TTpog xprion S1dAuL o apvnTikoU gAéyyxou

(Aeuko mwua). Mepigxel opd avBpwTTou.
1x12 mi IgA/lgG/igM - CONJ [ ALKPHOS |*  'ETOIHO TTpog Xprion OUZeukTIKG avTiowla Katd
NG avlpwIrivng avoooo@aipivng oudeuylévo [ &
OoAKAAIKA @wo@aTdon. XpwuaTog pod.

2 x 60 mi * ‘ETOlu0 TTpOG  Xprion  apaiwTiké SidAulla opou.
XpwuaTtog PTTAE.
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1x12ml SUBSTRATE |* ‘ETolyo - mpog xprion  €vQUIIKO  UTTOCTPW! a.

MepiExel p-vitpo@aivuliky ewo@atdon (pNPP). Na
TTPOCTATEUETAI OTTO TO PWG.

1x12 ml STOP ‘EToIM0 TTpOG Xprion S1dAu a Tep aTicoU.
2 x >kovn pullioTikoU SiaAuarog ékmAuong. H

avacUoTaon TTPETTEl va yiveTal £wg OyKo evog AiTpou
yla To KaBéva.

* Mepigxer < 0,1% NaN,

ATraiTou[ eva UAIKG TTOU Sev TTapéxovTal

0

O o o o

O o o O

Méreg pe duvaroTnTa xopriynong 5 pl €éwg 1000 pi

AvoAwaoipga akpo@uaola TTITTETWYV

KaBapoi dokipaoTikoi OwArveg dlacTdoewy 12 [175 mm Kal @opEag OOKINACTIKWY CWANVWY
ATTIOVIOUEVO 1] ATTECTAYPEVO VEPO

>uokeun avayvwong TAakidiwy pe duvatdtnta avdyvwaong TIHWY aTToppoPnong o€ JKog KUupartog 405 nm.
Edv umrdpxel diaBéoiun ocuokeury avdyvwong TTAakIdiwy dITTAOU PrKoug KUPATOG, TO QiATpO ava@opdg Ba
TpéTTel va pubuioTei ota 600-650 nm.

EUkaptrTn TTAACTIKA QIAAN YIO TO apaiwpEVO pUBUICTIKO SIGAUPa EKTTAUCNG
XpovoueTpnTAg
ATToppOPNTIKO XaPTi

AuTtopaTtn ouokeur EKTTAuong TTAakidiwyv pe duvatotnTa xopriynong 200 pl

2YANOI'H KAI XEIPIZMOZ AEIrMATOZ

Oa mpémel va xpnoigotrolouvTal pévo deiypata opou yia auTtr) Tn diadikaoia. Agiyyata TTou €XOuv UTTOOTER
peydAou BaBuou aipdAuon, AITTaIIKG 1) deiypaTa JOAUCUEVA UE PIKPORIO EVOEXETAI VO ETTNPEACOUV TNV aTTO000N
NG avdAuong kal dev Ba Tpétel va xpnoiyotrololvtal. PuAdETe Ta Seiypata og Bepuokpacia 2°- 8°C, eti OxI
TEPIOTOTEPO aTTO pia Bdopada. MNa euAagn peyaAuTtepng didpkelag, Ta deiypaTa opou Ba TTPETTEI va KaTayUuxovTal.
Na amogelyeTtal N eTaveAnuuévn Katawuén Kai atroyuén Twv delyudTwy.

AIAAIKAZIA

Znleiwoeig Tng diadikaoiag

O
U

MpoTtoU EekivroeTe TNV avdAuon, dIaBAaTE TTPOCEKTIKA AUTEG TIG 0ONYiEG.

AopnoTe 6Aa Ta avTidpacTApia Kal Ta deiypaTa va @Tdoouv o€ Beppuokpaaia dwpatiou (20-26°C) etmi 30 AeTrTd.
EmoTtpéyTe Ta UAIKG OTO YUYEIO APECWG PETA TN XPrion TOUG.

MpoeToipdoTe OAEG TIG APAIWCEIG TWV BEIYUATWY a0BEVWV TTPOTOU EEKIVAOETE TNV avdAAuon.
EmoTpéyTte al l€0WG TUXOV [N XPNOolL oTroln éVeg Talvieg aTn OAKN (€ T ATTO{NPAVTIKA KOl GQPAYIOTE
TNV aoPAaAwg, WoTe va eAaxioTotroindei n €k@gon o€ udpari oug.

>1ad10 €KTTAUCNG: €ival ONPAVTIKR N Xxpron opBbng TEXVIKAG. ZUVIOTATAI N XPARoN (oG auTé[ TG CUOKEUNG
ékmmAuong TAaKISiwv.

XpnOoIYOoTToINOTE Pia TTOAUKAVOAN TTITTETA e SuvaTdTnTa TAUTOXPOVNG XOPrynong o€ 8 KuweAideg. Me Tov 1pOTTO
auTo emTayuveTal n d1adIKaoia Kal ETTITUYXAVETAI TTIO OPOIOPOPPOG XPOVOG ETTWOCNG.

H 1pooekTIKA TApPNON Twv Xpovwy gival onuavTikh. O1 Trepiodol TWwaong gekivolv PETA TN XOoprynon Twv
avTIOPOOTNPIWV.
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Aiadikagia Tng pe8o6SoU

1.

10.
11.
12.
13.

14.

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

ZNUAVETE TO apyEio Tou TTPWTOKOAAOU WOTE va UTTOBEIKVUETAI N TOTTOBETNON TWY dEIYPATWY oTo TTACKIBIo. H
avaiuan Twv delypdTwy €1g dITTAoUV atroTeAei opBr) EpyaaTnPIaKr TTRAKTIK.

MpoeToipdoTe pia apaiwaon Tou deiypartog acBevolg ot avaioyia 1:201, avapiyviovrag 5 pl Tou deiypartog Tou
aoBevoug pe 1,0 ml Tou apaiwtikoU diaAlparog opod.

AQaIpECTE TIG ATTAITOUUEVES HIKPOKUWEAIDES aTTd T BAKN Kl ETTIOTPEWTE TUXOV KN XPNOIYOTTOINUEVES TAIVIES
TTOU UTTAPXOUV OTN o@payiopévn BrKn, oTo Wuyeio.

MoloTIKoZ NPOZAIOPIZMOZ

‘ -
A |{ousead) ( 55 \
|
B ‘u‘\EG 56 )(
Ci pos) (57
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|
I( 52 ) (w0
(A
|

I[ 83 )(sn

MpooBéate 100 pl BaBuovountwv, SiIaAupdTwy BeTIKOU Kal apvnTIKOU €AEYXOU Kal QpOIWUEVWY JEIYPATWY
aoBevoug aTIG KATAAANAES PIKPOKUWEAIDES TTOU UTTOSEIKVUOVTAI OTO APXEIO TOU TTPWTOKOAAOU.

Inueiwon: ZuptrepIAdpeTe pia kKuweAida pe 100 pl apaiwTikol diahipaTog opol wg TUPAS avTidpacTnpiou.
MndevioTe Tn ouokeury avdyvwong ELISA pe 1o TupAd avTidpacTtnpiou. H amoppognaon autrig Tng KUWEAISag
dev TTPETTEl va gival yeyaAuTtepn atéd 0,3.

EmrwdoTe e1i 30 AeTrTd (£ 5 AeTT1d) 0€ Beppokpaoia dwuatiou, ETTAVW TE HIa ETTITTESN EMIPAVEIQ.

Z1dd10 EKTTAUONG: Avappo@rioTe OXOAAOTIKA TO TTEPIEXOUEVO KABe KuweAidag. MpoaBiote 200-300 pL Tou
avaouoTafévrog pubuioTikoU SiaAdpatog €KTTAUCNG Kal ETTEITA avappo@ioTe To. EmavaidBere auti tnv
akohouBia evepyelv AAAEG TPEIG QOPES, WOTE VA TIPAYHATOTIOINCETE £va OUVOAO TECTAPWY EKTTAUCEWV.
AvaoTpEWTE TO TTACKIBIO KaI KTUTTAOTE TO eAa@pd ETTAVW O £va ATTOPPOPNTIKO UAIKO WOTE va aTTOUaKpUVOEi
TUXOV UTTOAEITTOPEVO UYPO atrd Tnv TeAeuTaia £KTTAUGT. Mnv atrognpaiveTe TTARPWG TIG KUWEAIDEG.

MpooBeaTe 100 pL oudeukTikKoU avTIOWPATOG OE KABE KUWeAida.

EmwdoTte Tig kuweAideg etmi 30 AemrTd (+ 5 AeTiTd) o€ Beppokpagia dwpartiou.
214810 £KTTAUONG: ETTavaAdBeTe 1o oTddio 7.

MpooBeaTe 100 pL evupikol uTTOOTPWUATOG OE KABE KUWEAIDQ.

Emwdore e1mi 30 Aemrd (+ 5 AeTrTdl) o€ Beppokpacia dwyartiou.

MpooBéaTte 100 pL daAdpartog Teppariogol ot kdBe Kuwehida. AlatnprioTe Tnv idla oeipd Kal Toug idloug
Xpovoug atnv TTpoodrikn SiaAluaTog TEpUATIoUOU, OTTWG KAl aTNY TTPOCBKN TOU UTTOOTPWUATOS Tou eviUuou.
Aapdote v amoppdéenon (OD) kdBe kuwelidag oe pAkog kUparog 405 nm, eviog piIag wWpag amod Tov
TEpUATIONG TNG avTidpaong.

AlaBdote Vv amoppdpnaon (OD) kaBe kuyeAidag og prikog kUparog 405 nm, XpNOIHOTIOIVTAS HIO CUOKEUR
avayvwaong TAakidiwv povou f dITTAoU PAKoUG KUPATog, £vavTl Tou Tu@AoU avTidpacTnpiou TToU pubuioTnke
va £XEl aTToppO@ENON UNdEV.
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"EAeyxog 1To16TNTAG

¢ KABe avdAuon Ba Tpétel va xpnoiyotrololvial BadpovounTég, diaAlpaTa BeTIKOU Kal apvnTikoU €AEyXOU
Kal éva TUPAG avTiIOpaaTnpiou, TTPOKEINEVOU va eTTIBERAILVETAI N AKEPAIOGTNTA Kal N akpifeia Tng egétaong. H
METPNON aTTOPPOPNONG Tou TUPAOU avTidpaoTnpiou TTpétel va gival <0,3. O BabuovounTig TTPETTEI va SWOEl TIUN
atmoppoenong oOx1 HIkpoTepn ato 1,0, diIaopeTIka n avdAucon TTpETTel va eravaAneBei. To didAupa apvnTikou
eAéyxou Trpétrel va dwaoel Tiu <20 EU/mI. Edv n avdAuon die€dyeTal €1G SITTAoUV, XPNOIMOTIOINGTE TN MECN TIUA TWV
OU0 PETPATEWY YIa VA TTPOCBIOPICETE TN CUYKEVTPWON TWV AvTICWUATWY og EU/mI.

AMNOTEAEZMATA

YmoAoyic [ oi

MNa va kaBopioete €dv 10 dciyua eival BeTIkO | apvnTIkO yia ACA Ba TTpETTEl va XPNOIUOTIOINCETE TNV TTAPAKATW
péBodo.

OOIOTIKOZ MPOZAIOPIZMOZ

ATr/on £8e1ad6 ‘evou deiy laTog
X EU/11Tou BaBlovolintTA = EU/11 e§eTald ‘evou Seiy aTog

ATtr/on Tou BaBllovol nTA
Eplnveia

O1 TTapaKdTW TTANPOPOPIES TTAPEXOVTAI HOVOV WG 0BNYOG OTNV EPUNVEIQ TWV EPYACTNPIOKWY ATTOTEAECUATWY. To
KGBe epyaoTrplo TTPETTEI va TTPOCdIOPITEl TIG BIKEG TOU QUGCIOAOYIKEG TIUEG.

Til)A ACA SioAoyng Epinveia/
<20 EU/ml ApvnTIKO (-)
20-25 EU/m Opiakod

>25 EU/mI O¢TIKS (+)

A6 Tn BiBAIoypagia avagépetal 0TI EAaPPWG BETIKA €TTITTESN QVTIOWHATWY KATA TNG KAPBIOAITTIVNG evOEXETAI
va egeavioTouv o€ dIAPopeg KAIVIKEG dlaTapax£g Ol oTroieg dev OXETICOVTAl PE TO OUVOPONO aVTIQWOPONITTIOIKWY
QVTICWHATWY. ZUVETTWG, CUPQWVA UE TIG CUCTACEIG TWV EPEUVNTWY, N SIAYVWOn cuvPOHUOoU avTIQWOPOAITTIOIKWY
QVTIOWHATWY Ba TTPETTEN va TIETAI JOVO OTAV TA ATTOTEAECUATA TWV ECETATEWY €ival HETPIWG 1 TTOAU UNnAG™.

MEPIOPIZMOI THZ AIAAIKAZIAZ

H didyvwon degv utropei va 1eBei pévo pe 1o atroTeAéopata Twv avTiowpdTwy ACA. Oa mpétrel va AngBolv
uTTOWn Ta aTTOTEAECMATO KAl GAAWV EPYOOTNPIOKWY €EETACEWY, KOBWG Kal Ta KAIVIKG €uprjpata. Oa TTpéTrel
va dievepynBouv e€etdoelg yia peupaToeldn Trapdyovta (PI1), kabwg o Pl evdéxetal va eTnpedcel auth Tnv
avdAuon. Otav gpgavifetal apvnTikd attotéAeopa otnv avdAuon ACA trapouacia KAIVIKWY evoeifewy, evoeikvuTal
n dievépyela piag avdAuong yia To avTITINKTIKO Tou AUKOU A KATTolog AAANG TTpOaOeTNG avaAuong. AvTiowaTa
ACA gu@avidovtal €TTiong TTEPIOTACIAKA G€ dIA@OPa ACINWAN VOO UOTA. Z€ AUTEG TIG TTEPITITWOEIG, Ol A0BEVEIQ
Tou gu@avidovtal BeTikoi yia ACA Ba Trpétrel va eAéyxovtal €K VEOU HETA TNV TTAPodo €vdg eUAOYOU XPOVIKOU
dlaoTtripaTog. AcBeveig pe emIREBaIwWPEVN evepYO GUPIAN ) OPOBETIKOI yIa GUPIAN PTTOPOUV ETTIONG VA EUPAVICOUV
auénuéva etmimeda avriowpdtwy ACA. Mo va atrokAeIoTel TO evOeXOUEVO GUPIANG, Ba TTPETTEI VA EKTEAEGTOUV
eeTdoelg empBePRaiwong.

ANAMENOMENEZX TIMEZ
H ouxvotnTa ep@dviong Twv avtiowpudtwy ACA o€ didgopeg TTaBACEIG CUVOWICETAI OTOUG TTAPAKATW TTIVAKEG:

ZuxvotnTa eueaviong avricwpdtwyv ACA ato ZEA 517

lo6TUTTOG AVTIOW! OTOG % ZuxvoTnta €L pAviong
1gG 39-44

IgA 17-57

IgM 5-33
OT1T01008ATTOTE 1I00TUTTOG 53
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Zuoxérion avriow! dtwv ACA (& TraBnoeig

Kardaoraon % Zuxvotnta gL lpdaviong
Ymrotpotmidlouaa QAeRIKr Bpoupwaon 28-71

Ka®’ €€1v atroBoAég 28-64

Eykdpoia pueAitida 50

AIJOAUTIKN avaiyia 38
OpouBoKkuTTapoTTEVia 27-33
ATTOQPAEEIG apTNPIWV 25-31

AIKTUWTA TTEAiwON 25
Mveupovikn uTTépTOon 20-40

XAPAKTHPIZTIKA ANMOAOZHZ
2Uykpion Twv ueBodwy ELISA yia Tnv avixveuon avriowudtwyv ACA

Immco™ IgG-ACA
OETIKA (+) ApvnTikd (-) ZgvoAo (=)

ImmuLisa™ OeTIKA (+) 31 0 31
ACA IgG/A/M  ApvnTiKd (-) 2 42 44
Zuvolo (=) 33 42 75

oxeTikA €18IKoTNTA: 95,5%
OXeTIKN evalobnaia: 100,0%
OXETIKA cupgwvia: 97,3%

AxkpiBeia:

AvaAlBnkav dUo deiypaTa PE YVWOTEG OUYKEVTPWOEIG avTiowpdTtwy ACA oe 10 avtiypaga o€ pia trepiodo dUo
eBdopadwyv. O TINEG TwV ouvTEAEOTWYV TTOIKIAOTNTAG (CV) evTOG O€Ipdg Kal JETagU oeIpwv ATAV O aKOAOUBEG:

Evrog mAakiSiou  MeTagu mAakiSiwv

Ccv cv
1. 7,6% 5,9%
2, 10,4% 6,3%

AvdkTnon:

AgiyyoTa uE YVWOTEG CUYKEVTPWOEIG avTIowUdTwyv ACA avauixBnkav pe KatdAANAeg apaiwaoelg evodg GAAouU BeTIKOU
OeiyHaTOog TTOU TTEPIEIXE YVWAOTEG TTOOOTNTEG avTIowWUATWV ACA. TpoadiopioTnkav ol TINEG TwV avTIowUdaTwy ACA
TWV aVOPIXOEVTWY BEIYPATWY Kal aTTO TIG TIUEG TTOU TTPOEKUWAV UTTOAOYIOTNKE N ETTi TOIG EKOTO avAKTNON.

ACA 1mrou ACA 1mrou Avaktnon %
TTPOOTEBNKE AQ@Onke
1. 127,0 135,8 106,9
2. 103,8 103,2 99,4
3. 64,3 61,2 95,2
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ImmuLisa™ Detecci n de anticuerpos anticardiolipina (ACA) ELISA Screen

“ PROSPECTO

©
| M M CO 1118S ELISA Screen anticl erpos anti-cardiolipina 96 analisis
DIAGNOSTICS

USO PREVISTO

Inmunoensayo ligado a enzima (ELISA) para deteccil n de anticuerpos anticardiolipina de clase IgG, IgA 'y IgM,
como herramienta para evaluar el riesgo de trombosis en individuos con sindrome antifosfolpido.

RESUMEN Y EXPLICACITN

Los anticuerpos antifosfol’pido son un grupo heterogineo de auto anticuerpos contra fosfolpidos de carga
negativa '. Los ml[todos fundamentales de detecciln son el ensayo de anticuerpos anticardiolipina (ACA), el
anl lisis bioll gico falsamente positivo de sffilis y el ensayo de lupus anticoagulante. Estos tres an(lisis detectan
anticuerpos emparentados pero no necesariamente id[ nticos, raz/ n por la que a veces es necesario efectuar mi’s
de uno de estos ensayos para identificar los anticuerpos antifosfolpido.

De los diferentes anllisis para detectar anticuerpos antifosfolpido, el m(s sensible es el de anticuerpos
anticardiolipina efectuado mediante ELISA 2. La presencia de anticuerpos anticardiolipina es una herramienta
eficaz para identificar a pacientes con riesgo de trombosis venosa o arterial, frecuentemente acompalada de
trombocitopenia, denominada sindrome antifosfol(pido’'2. Este sindrome se presenta con mayor frecuencia en
pacientes con lupus eritematoso sistl mico (LES) o patolog(as similares al lupus que no cumplen con los criterios
del LES 57. Niveles elevados de anticuerpos anticardiolipina se registran en trombosis, plrdida del feto y otras
patologlas 5. Niveles bajos de anticuerpos anticardiolipina se encuentran en una serie de trastornos clnicos que
no est n relacionados con el sindrome antifosfolpido[ de todos modos, niveles bajos de estos anticuerpos tienen
una importancia limitada.

Los anticuerpos anticardiolipina de clase IgG e IgA parecen estar m( s estrechamente relacionados con el sindrome
antifosfol pido que los de clase IgM. Sin embargo, los anticuerpos IgM parecen responder mejor al tratamiento 5°.
Tambiln en otras patologlas autoinmunes se encuentran niveles bajos de anticuerpos IgM: artritis reumatoide,
sindrome primario de Sjogren, lupus eritematoso inducido por drogas, enfermedad de Lyme y sffilis 81°.

El ensayo Elisa Screen ACA ImmuLisa™ ofrece un mtodo eficaz de detectar ACA en el suero del paciente antes de
someter las muestras positivas a la determinaci n de isotipos individuales mediante los an( lisis ELISA ACA-IgG,
-lgA and y IgM ImmuLisa™.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

El antigeno cardiolipina se une a los pocillos de una placa de poliestirenoa continuacii n se bloquean los puntos
que no han reaccionado para reducir las uniones no espec(ficas. Controles, calibradores y muestra diluida de
suero del paciente se aladen a pocillos separados, permitiendo que los anticuerpos cardiolipina presentes se
unan al ant’geno inmovilizado. Las muestras no unidas se eliminan mediante lavadoa cada pocillo se al‘ade un
conjugado anti-humano marcado con un enzima. Este conjugado se une espec/ficamente a la inmunoglobulina
humana de su correspondiente clase. El conjugado no unido se elimina mediante lavado y a continuacil h se al ade
a los pocillos un substrato enzim( tico especifico (bNPP). Se detiene la reaccil n enzimltica y se lee la intensidad
del cambio de color, que es proporcional a la concentracil n del anticuerpo, mediante un espectrofot metro 405
nm. Los resultados se expresan en unidades ELISA por mililitro (EU/mI).

REACTIVOS
Conservacil n y preparacil n
Conserve los reactivos a 2-8°C. No los congele.

No utilice el reactivo si se presenta turbio o se advierten precipitados. En el momento de usarlos, los reactivos
tienen que estar a temperatura ambiente (20-25°C).
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Las tiras de micropocillos recubiertos deben usarse una sola vez.

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

Precauciones

Para uso en diagn( stico in vitro. Todo suero de donante empleado para fabricar este producto ha sido analizado
mediante m{todos aprobados por FDA y resultl ] negativo al anticuerpo anti HCV (HIV 1 e HIV 2), al antigeno
de superficie del virus de la hepatitis B (HBsAg) y al anticuerpo del virus de la hepatitis C (HCB). De todos
modos, los derivados de sangre humana y las muestras del paciente han de considerarse potencialmente
infecciosos. Resp! tense las buenas pri cticas de laboratorio para la conservacil n, dispensacil n y eliminacil n
de estos materiales'. ADVERTENCIA: la azida de sodio (NaN,) puede reaccionar con el plomo y el cobre de
las tuberias, dando origen a azidas met(licas altamente explosivas. Despul's de utilizar los liquidos, lave con
abundante agua para impedir la acumulacil n de azida. La azida de sodio es tlxica por ingestiin. En caso
de ingestil n accidental, informe de inmediato al director del laboratorio o acuda a un centro de control de
envenenamientos.

Pala alelllalllel [ ladvild[} ellmelelle e Il lIlal M Il ccll e[ lelaclamelle cim[l e [lelel lal]
en este prospecto. No mezcle los componentes del kit con componentes de otro origen o que no tengan el mismo
nmero de catllogo de Immco Diagnostics Inc. Respete las buenas técnicas de laboratorio para reducir al
m(nimo la contaminacil ’h microbiana y qu/mica. No utilice el producto despuls de la fecha de caducidad.

Material suministrado
ELISA Screen para anticuerpos anticardiolipina ImmuLisa™ 1118S

El kit contiene reactivos suficientes para efectuar 96 anl lisis.

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

1x1,5ml [CALIBRATOR | ACA SCREEN |* Calibrador listo para usar (tapa verde). Suero
humano con anticuerpos anticardiolipina.

1x1,5ml [CONTROL [ + [ ACA SCREEN |* Control positivo listo para usar (fapa verde).
Contiene suero humano positivo a ACA.

1x1,5ml CONTROL * Control negativo listo para usar (tapa blanca).

Contiene suero humano.

1x12 mi IgA/lgG/igM - CONJ | ALKPHOS |* Conjugado anti humano con fosfatasa alcalina
listo para usar. Color rosado.
2 x 60 mli * Diluyente de suero listo para usar. Color azul.

1x12 mi SUBSTRATE |* Substrato enzim(tico listo para usar. Contiene

pNPP. Prot jase de la luz.

1x12ml STOP Solucion Stop lista para usar.

2x | BUF [ WASH Tampén de lavado en polvo. Reconstituir cada
unidad hasta un litro.

* Contiene < 0.1% NaN,

Smbolos utilizados en las etiquetas:

N mero de lote
N[ mero de catl logo
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Fecha de caducidad
Temperatura de conservacion
Léanse las instrucciones de uso
Para diagnéstico in vitro
Fabricante

NuUmero de analisis

Materiales necesarios no suministrados

0

0

Pipetas con capacidad de 5 pl a 1000 pl

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 tampén de lavado diluido
Temporizador
Papel absorbente

Lavador autom( tico 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 antes de dar comienzo a la
prueba. Vuelva a poner de inmediato en la nevera los materiales y muestras no utilizados.

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

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.
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Procedimiento del ensayo

1.

10.
1.
12.
13.

14.

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

Sefiale en la hoja de protocolo la colocacion de la muestra en la microplaca. Es buena practica de laboratorio
efectuar los ensayos de muestras por duplicado.

Prepare una dilucion de 1:201 de la muestra del paciente, mezclando 5 [l de la muestra del paciente con 1,0
ml de diluyente de suero.

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

(ca)(s8)(
('s1)( 59 )(
(s2) 'sm:.

.33 _5||' §

THTMOoOO™>

Afiada 100 (I 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. La absorbancia de este pocillo no debe ser superior a 0,3.

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

Lavado: aspire completamente el contenido de cada pocillo. Afiada 200-300ul de tampén 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.

Afiada 100ul de conjugado a cada pocillo.

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

Afiada 100ul de substrato enzimatico a cada pocillo.

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

Afada 100pl de soluciéon Stop a cada pocillo, en la misma secuencia y tiempos en que afiadi6 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.

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 andlisis. La lectura de absorbancia del blanco de reactivo debera 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 analisis se efectua por duplicado, se tomara la media de
ambas lecturas para determinar las EU/m.
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RESULTADOS
Calculo

Para determinar si una muestra es positiva o negativa a ACA puede utilizarse el siguiente método.

DETERMINACION CUALITATIVA
Abs. de muestra analizada

X EU/ml del calibrador = EU/ml muestra analizada

Abs. del calibrador

Interpretacion

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

Valor Screen ACA Interpretacion

<20 EU/mi Neg (-)

20-25 EU/mlI Incierto (Borderline)
>25 EU/ml Pos (+)

La literatura especifica indica que en diferentes trastornos clinicos no relacionados con el sindrome de anticuerpo
antifosfolipido pueden presentarse valores bajos de anticuerpos anticardiolipina. Siguiendo las sugerencias de
los investigadores, se debe diagnosticar el sindrome de anticuerpo antifosfolipido solamente en aquellos casos
en que los resultados del andlisis sean moderada o fuertemente positivos™.

LIMITES DEL PROCEDIMIENTO

El diagnostico no debe basarse solamente en el resultado del andlisis de ACA, sino que se han de ponderar
los resultados de otros analisis de laboratorio y los aspectos clinicos. Se debe efectuar el analisis del factor
reumatoide porque el FR pude interferir con este ensayo. Cuando el ensayo ACA resulta negativo en presencia
de indicaciones clinicas, es aconsejable efectuar un andlisis de lupus anticoagulante u otro anadlisis adicional.
También pueden encontrarse ACA transitoriamente en una serie de enfermedades infecciosas. En estos casos,
sera necesario volver a efectuar el analisis ACA después de un tiempo prudencial. Los pacientes con sifilis
evidente o seropositivos pueden presentar niveles altos de ACA; para descartar la sifilis son necesarios analisis
de confirmacion.

VALORES ESPERADOS

La incidencia de ACA en varias patologias se resume en las siguientes tablas:

Incidencia de ACA en LES 57

Isotipo de anticuerpo % Incidencia
IgG 39-44
IgA 17-57
IgM 5-33
Cualquier isotipo 53
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Asociacion de ACA con la dolencia

Condicién % Incidencia
Trombosis venosa recurrente 28-71
Pérdida del feto recurrente 28-64
Mielitis transversal 50
Anemia hemolitica 38
Trombocitopenia 27-33
Oclusiones arteriales 25-31
Livedo reticularis 25
Hipertension pulmonar 20-40

CARACTERISTICAS DE EJECUCION

Comparacion de métodos ELISA para deteccion de ACA

Immco™ IgG-ACA
POS (+) NEG () TOT (=)

ImmuLisa™ POS (+) 31 0 31
ACA IgG/A/IM NEG (-) 2 42 44
TOT (=) 33 42 75

especificidad relativa: 95,5%
sensibilidad relativa: 100,0%
correspondencia relativa: 97,3%

Precision:

Se analizaron por diez veces dos muestras con concentracion conocida de ACA a lo largo de dos semanas. Los
coeficientes de variacion (CV) intra y entre ensayo son los siguientes:

Intra- placa Inter-placa
cv cv
1. 7,6% 5,9%
2, 10,4% 6,3%

Recuperacion:

Muestras con concentracion conocida de ACA se mezclaron con la dilucién adecuada de otra muestra positiva
con cantidad conocida de ACA. Se determinaron los niveles de ACA en las muestras mezcladas y se calculd el
porcentaje de recuperacion a partir de los valores obtenidos.

ACA alladido ACA obtenido % Recuperacion

1. 127,0 135,8 106,9
2. 103,8 103,2 99,4
3. 64,3 61,2 95,2
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ImmuLisa™ Anti-Cardiolipin-Antikorper-ELISA-Screeningtest (ACA)

“ BEIPACKTEXT

©
| M M CO 1118S Anti-Cardiolipin-ELISA-Screeningtest 96 Bestimmungen
DIAGNOSTICS

VERWENDUNGSZWECK

Enzymgekoppelter Immunabsorptionstest (ELISA) f(r den Nachweis von Anti-Cardiolipin-Antikoérpern der Klassen
IgG, IgA und IgM als Hilfsmittel fir die Bewertung des Thromboserisikos bei Patienten mit Antiphospholipid-
Syndrom.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Anti-Phospholipid-Antikérper sind eine heterogene Gruppe von Autoantikdérpern gegen negativ geladene
Phospholipide’. Sie werden hauptschlich mit Hilfe des Anti-Cardiolipin-Antikorpertests (ACA), des biologischen
falsch positiven Syphilistests und des Lupus-Antikoagulanz-Tests nachgewiesen. Diese drei Tests weisen
verwandte, aber nicht unbedingt identische Antikdrper nach. Daher ist manchmal mehr als einer dieser Test
erforderlich, um Anti-Phospholipid-Antikérper zu identifizieren.

Unter den verschiedenen Tests fi r den Nachweis von Anti-Phospholipid-Antikérpern hat der mit der ELISA-Methode
durchgefChrte Anti-Cardiolipin-Antikérpertest die grofite Sensitivitt2. Das Vorhandensein von Anti-Cardiolipin-
Antikérpern hilft dabei, Patienten zu identifizieren, bei denen die Gefahr einer vendsen und/oder arteriellen
Thrombose, oftmals begleitet von einer Thrombozytopenie, besteht; dieses Syndrom wird als Antiphospholipid-
Syndrom bezeichnet''2. Es tritt am h[ufigsten bei Patienten mit systemischem Lupus erythematodes (SLE) oder
mit Lupus-[hnlichen Krankheiten, bei denen die SLE-Kriterien nicht erf(llt sind, auf®”. Ein hoher Spiegel von Anti-
Cardiolipin-Antikérpern tritt bei Thrombose, Fehlgeburten, Thrombozytopenie und mehreren anderen Krankheiten
auf''®, Niedrige Spiegel von Anti-Cardiolipin-Antikérpern sind bei einer Reihe von klinischen Krankheiten zu
finden, die nicht mit dem Antiphospholipid-Syndrom in Verbindung stehen. Niedrige Spiegel dieser Antikdrper
haben daher eine eingeschri nkte Bedeutung.

Anti-Cardiolipin-Antikérper der Klassen IgG and IgA scheinen enger mit dem Antiphospholipid-Syndrom verbunden
zu sein als die Antikérper der Klasse IgM. IgM-Antikérper scheinen jedoch eher durch eine Behandlung beeinflusst zu
werden®'°. Niedrige Konzentrationen von IgM-Antikérpern kénnen bei anderen Autoimmunkrankheiten identifiziert
werden, darunter rheumatoide Arthritis, primres Sjégren-Syndrom, arzneimittelinduzierter Lupus erythematodes,
Borreliose und Syphilis®°.

Der ImmuLisa™ ACA-ELISA-Screeningtest stellt eine praktische Methode dar, mit der Patientenseren auf das
Vorhandensein von ACA untersucht werden k™nnen, bevor bei positiven Proben mit dem ImmuLisa™ ACA-IgG-,
-IgA- und -IgM-ELISA die einzelnen Isotypen identifiziert werden.

TESTPRINZIP

Cardiolipin-Antigen wird an die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte aus Polystyrol gebunden. Anschliel3end
werden die unreagierten Stellen blockiert, um die nicht-spezifische Bindung zu reduzieren. Kontrollseren, der
Kalibrator und verd[ hnte Patientenseren werden in separate Vertiefungen gegeben; dies ermdglicht die Bindung
der eventuell vorhandenen Cardiolipin-Antikérper an das immobilisierte Antigen. Ungebundene Proben werden
durch Waschen entfernt, und jeder Vertiefung wird ein enzymmarkiertes Anti-human-Konjugat hinzugef[ gt. Diese
enzymkonjugierten Antikorper binden sich spezifisch an das menschliche Immunglobulin der entsprechenden
Klasse. Nachdem eventuell nicht gebundenes Konjugat durch Waschen entfernt wurde, wird den Vertiefungen
ein spezifisches Enzymsubstrat (pNPP) hinzugefl gt. Nachdem die enzymatische Reaktion gestoppt wurde,
wird die Intensit't der Farbver nderung, welche proportional zur Konzentration der Antikérper ist, bei 405 nm
mit einem Spektrophotometer gemessen. Die Ergebnisse werden in ELISA-Einheiten pro Milliliter (EU/ml)
angegeben.
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REAGENZIEN
Lagerung und Zubereitung
Alle Reagenzien bei 2-8 °C lagern. Nicht einfrieren.

Verwenden Sie das Reagenz nicht, falls es tr[ b ist oder Partikel enth [ It. Alle Reagenzien m(ssen 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.

VorsichtsmaRnahmen

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 f[ r negativ befunden. Auf menschlichem Blut basierende
Produkte sowie Patientenproben sollten jedoch als potentiell infektids angesehen werden. Befolgen Sie bei der
Lagerung, Verteilung und Entsorgung dieser Materialien die Regeln der Guten Laborpraxis®.

WARNUNG O NatriumatCid (NaN,) kann mit Blei- und Kupferrohren reagieren und dabei hochexplosive Metalazide
bilden. Spllen Sie bei der Entsorgung von Fll ssigkeiten mit reichlich Wasser nach, um eine Anhlufung von
Azid zu vermeiden. Natriumazid kann giftig sein, wenn es verschluckt wird. Bei Verschlucken muss sofort der
Laborleiter oder die Vergiftungszentrale informiert werden.

Die Anlleisungen sollten genau [Jie in diesem Beipac/text dargestellt befolgt [lerden, um glltige
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™ Anti-Cardiolipin-ELISA-Screeningtest 1118S

Die Kits enthalten ausreichend Reagenzien zur Durchfl hrung von jeweils 96 Bestimmungen.

12x 8 | MICROPLATE | ACA | Mikrotiterplatte mit einzeln abbrechbaren
Mikrotitervertiefungen, mit Cardiolipin-Antigen
beschichtet

1x1,5ml [CALIBRATOR [ ACA SCREEN | * Gebrauchsfertiger Kalibrator (griine [lappe).

Humanserum mit Antikérpern gegen Cardiolipin.

1x1,5ml [CONTROL |+ | ACA SCREEN | * Gebrauchsfertiges positives Kontrollserum (rote
[lappe). Enth( 1t ACA-positives Humanserum.

1x1,5ml CONTROL [ - |* Gebrauchsfertiges negatives Kontrollserum (weil’e

[appe). Enth( 1t Humanserum.

1x12ml I - x»  Gebrauchsfertiges Anti-human-alk.-Phos.-
gA/lgG/igM - CONJ | ALKPHOS
I— | | Konjugat. Farbkennzeichnung rosa.
2 x 60 mi * Gebrauchsfertiger Serumverd( nner.

Farbkennzeichnung blau.

1x12 mi SUBSTRATE |* Gebrauchsfertiges Enzymsubstrat. Enthlt pNPP.

Vor Lic[t scltren.

1x12 mi STOP Gebrauchsfertige Stopplisung.
2x | BUF | WASH Waschpuffer in Pulverform. Auf jeweils einen Liter

rekonstituieren.

* EnthLlt < 0,1% NaN,
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Auf den Etiketten verwendete Symbole:

xd MEEE S

Chargennummer

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

Anzahl an Tests

Ben[ tigte, nicht mitgelieferte Materialien

Pipetten mit einem Volumenbereich von 5 [1 bis 1000 (1
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 Wellenl nge verwendet wird, sollte der Referenzfilter auf 600-650 nm eingestellt werden.

Spritzflasche f(r den verd hnten Waschpuffer

Stoppuhr

Saugf( hige Papiert. cher

Automatischer Mikrotiterplattenwascher mit einer Verteilungskapazit' t von 200 (1|

PROBENENTNAHME UND -HANDHABUNG

F(r dieses Verfahren sollten nur Serumproben verwendet werden. Stark hi molysierte, lip_ mische 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 I ngeren Aufbewahrung sollten Serumproben eingefroren
werden. Vermeiden Sie ein wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Proben.

VERFAHREN

Hinweise zum Verfahren

Lesen Sie sorgf( Itig 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 K[ hilschrank.

Bereiten Sie alle Verd nnungen 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 miglich zu halten.

Waschschritt— Eine gute Methode ist wunerlisslich. 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 gleichm[ RBigeren Inkubationszeiten.

Eine sorgflltige zeitliche Koordinierung ist wichtig. Die Inkubationszeitrl ume beginnen nach der Verteilung
der Reagenzien.
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Testverfahren

1.

10.
11.
12.
13.

14.

ALLE REAGENZIEN MIISSEN 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.

Verdinnen Sie die Patientenproben im Verh(ltnis 1:201, indem Sie 5 pl der Patientenprobe mit 1,0 ml
Probenverd nner vermischen.

Entnehmen Sie dem Beutel die benétigte Anzahl Vertiefungen und legen Sie die nicht verwendeten Streifen
im versiegelten Beutel wieder in den K[ hlschrank.

QUALITATIVE BESTIMMUNG

(s1)( 59 )(
(s2)(s10)(

'SS _5||' (

TOTMOO®>

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

Anmerkung: Geben Sie in eine Vertiefung 100 pl Serumverdnner als Blindprobe. Stellen Sie den ELISA-
Reader gegen diese Blindprobe auf Null. Die Extinktion dieser Vertiefung sollte nicht ['ber 0,3 liegen.

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

Waschschritt: Saugen Sie den Inhaltjeder Vertiefung griindlich aus. Geben Sie 200-300 uL des rekonstituierten
Waschpuffers in alle Vertiefungen und saugen Sie ihn anschlieBend 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.

Geben Sie 100 pL Konjugat in jede Vertiefung.

Inkubieren Sie die Vertiefungen 30 Minuten (x 5 min) lang bei Raumtemperatur.
Waschschritt—Wiederholen Sie Schritt 7.

Geben Sie 100 pL Enzimsubstrat in jede Vertiefung.

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

Geben Sie 100 yL Stopplosung in jede Vertiefung. Bellahren Sie bei der Zugabe der Stopplésung dieselbe
Reihenfolge und Geschwindigkeit bei, die Sie fiir das Enzymsubstrat verwendet haben. Lesen Sie die Extinktion
(OD) jeder Vertiefung innerhalb einer Stunde bei 405 nm ab.

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.
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Qualit tskontrolle

Bei jedem Testlauf missen der Kalibrator, die positiven und negativen Kontrollseren und eine Blindprobe mitgetestet
werden, um die Unverfalschtheit und Genauigkeit des Tests zu Uberprifen. Der Extinktionswert der Blindprobe
sollte <0,3 sein. Der Kalibrator sollte einen Extinktionswert von mindestens 1,0 haben, anderenfalls muss der
Test wiederholt werden. Der Wert des negativen Kontrollserums muss <20 EU/ml sein. Falls der Test doppelt
durchgefihrt wurde, verwenden Sie den Mittelwert der beiden Messungen, um die EU/ml zu bestimmen.

ERGEBNISSE Berechnungen
Die folgende Methode sollte verwendet werden, um zu bestimmen, ob die Probe ACA-positiv oder ACA-negativ ist.

QUALITATIVE BESTIMMUNG
Ext. der Testprobe

X EU/ml von Kalibrator = EU/ml der Testprobe
Ext. von Kalibrator
Interpretation

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

ACA-Screening-Wert Interpretation

<20 EU/ml Neg (-)
20-25 EU/mI Grenzbereich
>25 EU/ml Pos (+)

Aus der Literatur geht hervor, dass niedrige positive Konzentrationen von Anti-Cardiolipin-Antikdrpern bei einer
Reihe von klinischen Krankheiten, die nicht mit dem Antiphospholipid-Syndrom in Verbindung stehen, auftreten
kénnen. Die Forscher empfehlen daher, ein Antiphospholipid-Syndrom nur dann zu diagnostizieren, wenn die
Ergebnisse mittelmaRig bis stark positiv sind'.

EINSCHRANKUNGEN DES VERFAHRENS

Eine Diagnose kann nicht allein aufgrund der ACA-Ergebnisse gestellt werden. Die Ergebnisse anderer Labortests
und die klinischen Befunde missen bericksichtigt werden. Ein Test auf Rheumafaktoren (RF) sollte durchgefihrt
werden, da RF diesen Test beeintrachtigen kénnen. Wenn ein ACA-Test negativ ausféllt, obwohl klinische
Anzeichen vorhanden sind, sind ein Lupus-Antikoagulanz-Test oder andere zusétzliche Tests angezeigt. ACA
treten auch voriibergehend bei einer Reihe von Infektionskrankheiten auf. In solchen Féllen sollten ACA-positive
Patienten nach Ablauf eines angemessenen Zeitraums erneut getestet werden. Patienten mit bestétigter aktiver
oder seropositiver Syphilis kbnnen hohe ACA-Spiegel aufweisen. Bestatigungstests sollten durchgefiihrt werden,
um Syphilis auszuschlief3en.

ERWARTETE WERTE
Die Haufigkeit von ACA bei verschiedenen Erkrankungen wird in den folgenden Tabellen zusammengefasst:
Haufigkeit von ACA bei SLE""7

Antikorper-lsotyp % Hl ufigkeit

IgG 39-44
IgA 17-57
IgM 5-33
beliebiger Isotyp 53
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Krankheitszusammenhang von ACA

Krankheit % HI ufigkeit
Wiederholte Venenthrombose 28-71
Wiederholte Fehlgeburten 28-64
Querschnittsmyelitis 50
Hamolytische Anamie 38
Thrombozytopenie 27-33
Arterienverschluss 25-31
Livedo Reticularis 25
Lungenhochdruck 20-40
LEISTUNGSMERKMALE

Vergleich von ELISA-Methoden fir den Nachweis von ACA

Immco™ IgG-ACA
POS (+) NEG () GESAMT (=)

ImmuLisa™ POS (+) 31 0 31
ACA IgG/A/M NEG (-) 2 42 44
GESAMT (=) 33 42 75

relative Spezifitat: 95,5%
relative Sensitivitat: 100,0%
relative [Ibereinstimmung: 97,3%

Genauigkeit:

Zwei Proben mit bekannten AGA-Konzentrationen wurden tber einen Zeitraum von zwei Wochen hinweg zehnmal
getestet. Die intraseriellen und interseriellen Variationskoeffizienten (VK) sind nachfolgend angezeigt:

Intraserieller Interserieller
VK VK
1. 7,6% 5,9%
2. 10,4% 6,3%

Wiederfindung:

Proben mit bekannten ACA-Konzentrationen wurden mit geeigneten Verdiinnungen einer anderen positiven Probe
mit einer bekannten Menge an ACA gemischt. Die ACA-Werte der gemischten Proben wurden bestimmt und die
Wiederfindung in Prozent wurde aus den erhaltenen Werten errechnet.

ACA ACA %
zugef( gt gemessen Wiederfindung
1. 127,0 135,8 106,9
2. 103,8 103,2 99,4
3. 64,3 61,2 95,2
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ImmuLisa™ D[ pistage ELISA par anticorps anti-cardiolipine (ACA)

“ ENCART DU PRODUIT
|M MCO© 1118S ACA Screen ELISA 96 Tests

DIAGNOSTICS

UTILISATION PREVUE

Technique de dosage immunoenzymatique de type ELISA. destinée [1la détection des anticorps anti-cardiolipine
IgG, IgA et IgM, servant de support dans I'évaluation du risque de thrombose chez des individus souffrant du
syndrome anti-phospholipide.

RESUME ET EXPLICATION

Les anticorps antiphospholipides sont un groupe hétérogine d’auto-anticorps contre les phospholipides
négativement chargés’. lls sont essentiellement détectés par le test anticorps anti-cardiolipine (ACA), le faux positif
biologique pour la syphilis ou le test du lupus anticoagulant. Ces trois tests détectent des anticorps apparentés,
mais non nécessairement identiques. Par conséquent, plus d’'un de ces tests peut s’avérer nécessaire pour
identifier les anticorps antiphospholipides.

Des différents tests servant [lla détection d’anticorps antiphospholipides, le test de I'anticorps anti-cardiolipine réalisé
par ELISA est le plus sensible?. La présence d’anticorps anti-cardiolipine permet d’identifier des patients exposés
[1des risques de thrombose veineuse et/ou artérielle, souvent accompagnée de thrombocytopénie, un syndrome
connu sous le nom de syndrome des antiphospholipides 2. Il se produit le plus communément chez les patients
présentant un lupus érythémateux systemique (SLE) ou des maladies (I effet lupus pour lesquels les crit/ res de SLE
ne sont pas réunis >". Des niveaux élevés d’anticorps anti-cardiolipine se manifestent dans la thrombose, la mortalité
embryonnaire, la thrombocytopénie et plusieurs autres maladies '-'°. De bas niveaux d’anticorps anti-cardiolipine
sont décelés dans une vaste gamme de maladies cliniques qui ne sont pas liées avec le syndrome antiphospholipide.
Par conséquent, de faibles niveaux de ces anticorps ne présentent qu’une signification limitée.

Les anticorps anti-cardiolipine de la classe IgG et IgA apparaissent plus étroitement liés au syndrome
antiphospholipide que les autres anticorps de la classe IgM. Cependant, les anticorps IgM apparaissent [tre
davantage influencés par le traitement®'°. On peut constater de bas niveaux d’anticorps IgM dans d’autres maladies
auto-immunes telles que la polyarthrite rhumatoide, le syndrome de Sjégren primaire, le lupus érythémateux
provoqués par des médicaments, la maladie de Lyme et la syphilis 8.

Le dépistage des anticorps anti-cardiolipine par méthode ELISA ImmuLisa™ représente une méthode pratique
d’analyse du sérum de patient [1la recherche des anticorps ACA avant I'identification ultérieure des échantillons
positifs pour les isotypes individuels avec la méthode ELISA ImmuLisa™ ACA-IgG, - IgA et -IgM.

PRINCIPES DE LA METHODE

L'antigl ne cardiolipine est li¢ aux puits d’'une plaquette de puits en polystyr( he, suivi d’'un blocage des sites sans
réaction afin de limiter 'agglutination non spécifique. Les régulateurs, les calibreurs er le sérum dilué du patient sont
ajoutés aux puits séparés, en permettant aux anticorps anti-cardiolipine présents de se lier [1'antigi ne immobilisé.
L’échantillon non lié est éliminé par lavage et un conjugué d’anticorps (| marquage enzymatique humain est
ajouté [chaque puits. Ces anticorps conjugués [une enzyme se lient de manil re spécifique [II'immunoglobuline
humaine de la classe appropriée. Apris avoir éliminé par lavage tout le conjugué lié, un substrat spécifique
(PNPP- paranitrophénylphosphate) est ajouté aux puits. Apris I'arr[ t de la réaction enzymatique, I'intensité du
changement de la couleur, qui est proportionnelle [Ila concentration d’anticorps est lue par un spectrophotom(tre
[1405 nm. Les résultats sont exprimés en unités ELISA par millilitre (EU)/ml.

REACTIFS
Stockage et pr( paration

Entreposer tous les réactifs [12-8°C. Ne pas congeler. Ne pas utiliser si le réactif n’est pas clair ou si un précipité
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est présent. Tous les réactifs doivent [tre amenés [ température ambiante (20-25°C) avant 'usage. Quand elle
est entreposée [12-8°C, la solution de lavage reconstituée est stable jusqu’[/la date d’expiration de I'équipement.
Reconstituer la solution de lavage dans 1 litre avec de I'eau distillée ou de I'eau désionisée. Les bandes des
microplaques [1puits enduites sont destinées [ [ tre utilisées une fois seulement.

Pricautions

Destiné [Tun usage diagnostique in vitro Tous les composants humains dérivés utilisés ont été testés pour HBsAg,
HCV, HIV 1 et 2 et HTLV et se sont révélés négatifs sur la base des tests qui sont exigés par 'administration FDA.
Cependant, les dérivés du sang humain et les spécimens des patients doivent toujours [ tre considérés comme
étant potentiellement infectieux. Il faut appliquer de bonnes pratiques de laboratoire au cours des opérations de
stockage, de distribution et de manipulation de ce matériel®. AVERTISSEMENT (] L’azide de sodium peut réagir
avec les tuyauteries en plomb et en cuivre pour former des azides de métal qui sont trés explosifs. Au moment de
I'élimination des liquides, rincer avec de grands volumes d’eau afin de prévenir l'intensification de 'azide. L’'azide
de sodium peut étre toxique en cas d’'ingestion. En cas d’ingestion, il faut immédiatement signaler I'accident au
directeur du laboratoire ou au centre antipoison.

Les instructions doivent [tre suivies exactement dans I'ordre dans lequel elles sont fournies dans la
prisente brochure de I’ quipement pour garantir ’'obtention de r( sultats valables. Il ne faut pas échanger
les composants de I'équipement avec d’autres provenant d’autres sources si ce n’est ceux qui portent le méme
numéro de catalogue Immco Diagnostics Inc.

Il faut avoir recours a de bonnes techniques de laboratoire pour minimiser la contamination microbienne et
chimique. Ne pas utiliser aprés I'expiration de la date de péremption.

Mat( riel fourni
ImmuLisa™ ACA Screen ELISA 1118S

Le kit contient des réactifs qui sont suffisants pour exécuter 96 tests

12x 8 [ MICROPLATE [ ACA | Microplaques avec micropuits individuels séparables
enduits
d’antigéne cardiolipine.

1x1,5ml |CAL|BRATOR| ACA SCREEN |* Calibreur prét a I'emploi (couvercle vert). Sérum
humain contenant des anticorps a la cardiolipine

1x1,5ml [ CONTROL [ + | ACA SCREEN |* Régulateur positif prét a I'emploi (couvercle rouge).

Contient du sérum humain positif pour les anticorps
anti-cardiolipine ACA.

1x1,5ml CONTROL . * Régulateur négatif prét a I'emploi (couvercle blanc).

Contient du sérum humain.

1x12 ml IgA/lgG/igM - CONJ | ALKPHOS |* Cor|1jugué Phos. Alc. humain prét a 'emploi. Codé en
couleur rose.

2 x 60 mi * l:I?Iiluant de sérum prét a I'emploi. Codé en couleur
eue.

1x12 mi SUBSTRATE | * Substrat d’enzyme prét a I'emploi. Contient du pNPP.

Conserver [1I’abri de la lumilre

1x12 mi STOP Solution d’arrét préte a I'emploi.
2x Poudre Wash Buffer (solution de lavage). Reconstituer

en un litre chacun

* Contient < 0.1% NaN,

Symboles utilisés sur les étiquettes:

Numéro de lot
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Numéro de référence catalogue
A utiliser avant

Température de conservation
Lire les instructions d’utilisation
Pour usage diagnostique In vitro
Fabricant

Nombre de tests

Matériel nécessaire mais non fourni

Pipettes en mesure de délivrer de 5 yl a 1000 pl

Bouchons de pipette jetables

Eprouvettes de test propres 12 x 75 mm et porte-éprouvettes de test
Eau distillée ou désionisée

Lecteur de microplague en mesure de lire des valeurs d'absorption a 405 nm. Si un lecteur de microplaque a
double longueur d'onde est disponible, le filtre de référence doit étre placé a 600-650 nm.

Pissette en plastique pour contenir la solution de lavage diluée
Compte-minutes

Serviettes de papier absorbant

Nettoyeur automatique de microplaque en mesure de dispenser 200 pl

RECOLTE DES SPECIMENS ET MANIPULATION

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

PROCEDURE Notes de procédure

Avant de commencer I'essai, il faut lire les présentes instructions avec soin.

Amener tous les réactifs et les échantillons a température ambiante (20-26°C) pendant 30 minutes. Remettre
le sachet dans le réfrigérateur immédiatement aprés son utilisation.

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

Remettre immédiatement les bandes inutilisées dans le sachet contenant des produits dessicatifs et
sceller avec soin pour limiter le plus possible I'exposition [la vapeur d'eau.

Etape du lavage: Le recours & une bonne technique de lavage s’avére fondamentale. On conseille de recourir
[lun dispositif automatique de lavage de la microplaque.

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

Un chronométrage soigneux est important. Les périodes d'incubation commencent aprés avoir dispensé les
réactifs.

Procédure d’essai

1.

TOUS LES REACTIFS DOIVENT ETRE AMENES A TEMPERATURE AMBIANTE (20-26°C) AVANT
USAGE.
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10.
11.
12.
13.

14.

Etiqueter le feuillet du protocole pour indiquer 'emplacement du spécimen dans la microplaque. Une bonne
pratique de laboratoire consiste a traiter les échantillons en double.

Préparer une dilution 1 :201 d’échantillon patient en mélangeant 5 pl d’échantillon patient avec 1,0 ml de
diluant de sérum.

Enlever les microplaques a puits nécessaires du sachet et remettre les bandes inutilisées dans le sachet
scellé au réfrigérateur.

DETERMINATION QUALITATIVE

('s1)( 59 )(
(s2)(s10)(

'53 _5||' (

TOTMOO®>

Ajouter 100 pl de calibreurs, les régulateurs positif et négatif et les échantillons de patient dilués dans les
micropuits appropriés indiqués dans le dossier du protocole.

Note : Inclure un puits qui contient 100 pl de diluant de sérum a titre de réactif a blanc. Mettre le lecteur ELISA
a zéro par rapport au réactif a blanc. L’absorption de ce puits ne doit pas étre supérieure a 0,3.

Incuber 30 minutes (+ 5 minutes) a température ambiante sur une surface a niveau.

['tape du lavage: Aspirer soigneusement le contenu de chaque puits. Ajouter 200-300[ L de la solution de
lavage reconstituée aux puits et ensuite aspirer. Répéter cette séquence trois fois pour un total de quatre
lavages. Renverser la plaque et la tapoter sur un matériau absorbant pour enlever tout le fluide résiduel aprés
le dernier lavage. Ne pas sécher complétement les puits.

Ajouter 1 00['L de conjugul][]chaque puits.

Incuber pendant 30 minutes (+ 5 min) a température ambiante.
Etape du lavage: Recommencer I'étape 7.

Ajouter 1 00uL de substrat d’enzyme a chaque puits.

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

Ajouter 1 00(L de solution d’arrét & chaque puits. Maintenir la méme séquence et le méme chronométrage
pour I'addition de la solution d’arrét que celles qui furent utilisées pour le substrat d’enzyme. Lire I'absorption
(OD) de chacun puits a 405nm dans I'’heure qui suit I'arrét de la réaction.

Lire I'absorption (OD) de chaque puits a 405nm, en utilisant un lecteur de microplaques a simple ou a double
longueur d’onde (405/630nm) par rapport au réactif & blanc programmé sur une absorption zéro.

Contrlle de qualité

Des calibreurs, des régulateurs positif et négatif et un réactif a blanc doivent étre utilisés a chaque test pour
vérifier I'intégrité et I'exactitude du test. La lecture de I'absorption du réactif a blanc doit étre inférieure a 0,3 Le
calibreur doit présenter une mesure de I'absorption qui ne doit pas étre inférieure a 1,0, sans quoi le test doit étre
recommencé. Le contrl le négatif doit étre inférieur a 20 EU/ml. Si le test est effectué en double, la moyenne des
deux lectures devrait étre prise pour déterminer EU/mlI
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RESULTATS Calculs
La méthode suivante devrait étre utilisée pour déterminer si le spécimen est positif ou négatif aux anticorps ACA.

DOSAGE QUALITATIF

Abs. de I’échantillon d’essai
X EU/ml de calibreur = EU/ml échantillon d’essai

Abs. du calibreur
Interprétation

Ce qui figure ci-dessous sert uniquement comme guide pour l'interprétation des résultats. Chaque laboratoire doit
déterminer ses propres valeurs normales.

Valeur dépistage ACA Interprétation

<20 EU/mlI Neg (-)
20-25 EU/mI Indéterminé
>25 EU/ml Pos (+)

La littérature scientifique suggére que des niveaux bas d’anticorps anti-cardiolipine positifs peuvent se
manifester dans le cadre de diverses maladies cliniques qui sont sans rapport avec le syndrome de I'anticorps
antiphospholipide. Il en résulte que, d’aprés les recommandations des chercheurs, le diagnostic du syndrome
de I'anticorps antiphospholipide ne devrait étre posé que lorsque les résultats du test sont modérément ou
hautement positifs'.

LIMITES DE LA PROCEDURE

Un diagnostic ne peut étre posé uniquement sur la base des résultats ACA. Il faut prendre en ligne de compte les
résultats d’autres tests de laboratoire et d’autres constatations cliniques. Des tests pour le facteur rhumatoide
(RF) devraient étre exécutés parce que ce facteur RF est en mesure de perturber cet essai. Quand un test négatif
ACA est obtenu en présence d’indications cliniques, un test lupus anticoagulant ou un autre essai supplémentaire
est recommandé. LACA se manifeste également dans une vaste gamme d’autres maladies infectieuses. Dans
ces cas, les patients positifs aux anticorps anti-cardiolipine devraient étre retestés selon un intervalle approprié.
Les patients atteints de syphilis active confirmée ou séropositifs peuvent présenter des niveaux d’anticorps anti-
cardiolipine élevés. Pour éliminer la syphilis, des tests de confirmation doivent étre réalisés.

VALEURS ATTENDUES

L'incidence des anticorps anti-cardiolipine dans différentes conditions de maladies est résumée dans le tableau
suivant :

Incidence des ACA dans le Lupus érythémateux systémique ">

Isotope anticorps Incidence %
IgG 39-44
IgA 17-57
IgM 5-33
Tout isotype 53

Association de maladie des ACA

Condition Incidence %
Thrombose veineuse récurrente 28-71
Mortalité embryonnaire récurrente 28-64
Myélite transverse 50
Anémie hémolytique 38
Thrombocytopénie 27-33
Obstructions artérielles 25-31
Livedo Reticularis 25
Hypertension pulmonaire 20-40
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DONNEES DE RENDEMENT

Comparaison de méthodes ELISA pour la détection des anticorps anti-cardiolipine ACA

Immco™ IgG-ACA
POS (+) NEG (-) TOT (=)

ImmuLisa™ POS (+) 31 0 31
ACA IgG/A/M NEG (-) 2 42 44
TOT (=) 33 42 75

spécificité relative: 95,5%

sensibilité relative: 100,0%

concordanceo: 97,3%
Précision :

Deux échantillons avec des concentrations connues d’ACA ont été analysés dans 10 mesures sur une période de
deux semaines. Les coefficients de variation Intra - et inter-essai (CV) étaient les suivants :

Intra-plaque Inter-plaque
cv cvVv
1. 7,6% 5,9%
2. 10,4% 6,3%

Récupération :

Des échantillons avec des concentrations connues d’anticorps anti-cardiolipine ACA ont été mélangés avec des
dilutions appropriées d’un autre échantillon avec des montants connus d’anticorps de type ACA. Les valeurs ACA
des échantillons étudiés en solution ont été déterminées et on a calculé le pourcentage de récupération a partir
des valeurs obtenues.

ACA supplémentaire ACA obtenu % Rétablissement

1. 127,0 135,8 106,9
2. 103,8 103,2 99,4
3. 64,3 61,2 95,2
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ImmuLisa™ Anticorpi Anti-cardiolipina (ACA) ELISA

M  INSERTO DEL PRODOTTO

©
| M M CO 1118S Anticorpi Anti-Cardiolipina ELISA 96 Determinaioni

DIAGNOSTICS

FINALITA’ D’USO

Test immunoenzimatico (ELISA) per la rilevazione di anticorpi anti-cardiolipina di classe IgG, IgA o IgM, come aiuto
nella valutazione del rischio di trombosi in individui affetti da sindrome antifosfolipidi.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE DEL TEST

Gli anticorpi anti-fosfolipidi sono un gruppo eterogeneo di autoanticorpi contro i fosfolipidi caricati negativamente’.
Vengono rilevati primariamente dal test per gli anticorpi anti-cardiolipina (ACA), il test falso positivo biologico
per la sifilide e il lupus anticoagulant (LAC). Questi tre test rilevano anticorpi correlati, ma non necessariamente
identici, pertanto & spesso necessario eseguire pilldi uno di questi test per individuare la presenza di anticorpi
anti-fosfolipidi.

Dei vari test per la rilevazione degli anticorpi anti-fosfolipidi, il test per gli anticorpi anti-cardiolipina eseguito
mediante il metodo ELISA ¢ il pil]sensibile?. La presenza degli anticorpi anti-cardiolipina aiutano ad identificare
i pazienti a rischio di trombosi venosa e/o arteriosa spesso accompagnata da trombocitopenia, una sindrome
conosciuta anche come sindrome antifosfolipidi™-'2. La sindrome antifosfolipidi occorre con maggior frequenza in
pazienti con lupus eritematoso sistemico (LES) o disturbi analoghi che non rientrano nei criteri per il LESS”. Livelli
elevati di anticorpi anti-cardiolipina si hanno in caso di trombosi, perdita fetale, trombocitopenia e in una serie
di altri disturbi®s. Livelli bassi di anticorpi anti-cardiolipina si riscontrano in una varieta di patologie cliniche non
collegate alla sindrome antifosfolipidi. Pertanto, i livelli bassi di questi anticorpi hanno significativita limitata.

Le classi IgG e IgA degli anticorpi anti-cardiolipina appaiono essere pil | strettamente associate con la sindrome
antifosfolipidi rispetto agli anticorpi di classe IgM. Tuttavia, gli anticorpi IgM sembra siano maggiormente influenzati
dal trattamento®'°. Livelli bassi di anticorpi IgM possono essere individuati con altre patologie autoimmuni quali
I'artrite reumatoide, la Sindrome di Sjégren primitiva, il lupus eritematoso indotto da farmaci, la malattia di Lyme
e la sifilide®1°.

Il test ACA ELISA ImmuLisa™ offre un metodo conveniente per lo screening dei sieri dei pazienti per la presenza
degli ACA da eseguire prima di un’ulteriore identificazione dei campioni positivi per gli isotipi individuali da eseguire
con il test ELISA ACA-IgG, -IgA e -IgM ImmuLisa™.

PRINCIPI DELLE METODICHE

L'antigene cardiolipina 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 del siero del
paziente vengono aggiunti in pozzetti separati, cil| permette agli anticorpi anti-cardiolipina 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, IgA o IgM umane marcato con enzima. Questi anticorpi coniugati con I'enzima silegano in modo
specifico allimmunoglobulina umana di classe appropriata. Successivamente alla rimozione mediante lavaggio
del coniugato non legato, nei pozzetti viene aggiunto un substrato enzimatico specifico (PNPP). La reazione viene
stoppata e I'intensita del cambiamento di colore, che € proporzionale alla concentrazione di anticorpo, viene letta
da uno spettrofotometro a 405 nm. | risultati sono espressi in unita ELISA (EU)/ml.

REAGENTI
Conservazione e preparazione

Conservare tutti i reagenti a 2-8°C. Non congelare. Non usare il reagente se non & limpido o se & presente un
precipitato. Tutti i reagenti devono essere portati a temperatura ambiente (20-25°C) prima dell’'uso. Se conservato
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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,)
pullreagire con gli scarichi idraulici in piombo e rame per formare azidi metalliche altamente esplosive. Durante
lo smaltimento dei liquidi, diluire con acqua corrente per evitare 'accumulo di azide. L’azide sodica pul essere
tossica se ingerita. In caso di ingestione riferire immediatamente l'incidente al direttore del laboratorio o al centro
antiveleni.

Per garantire la validit(’ dei risultati [1indispensabile seguire scrupolosamente le istruzioni contenute in
questo foglio illustrativo. Per eventuali sostituzioni di materiali del kit, usare solo materiali Immco Diagnostics
Inc. aventi lo stesso numero di catalogo.

Usare tecniche di laboratorio idonee per minimizzare la contaminazione microbica e chimica. Non usare oltre la
data di scadenza indicata sull’etichetta.

Materiali forniti
Anticorpi Anti-cardiolipina ELISA ImmuLisa™ 1118S

| kit contengono reagenti sufficienti ad eseguire 96 determinazioni ciascuno.

12x 8 | MICROPLATE | ACA | Micropiastra con micropozzetti asportabili rivestiti
con antigene cardiolipina.

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

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

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

1x12 mi laA/laG/laM - CONJ | ALKPHOS | * Coniugato in Fosf. Alc. anti-lgG/IgA/lgM umane

M | | pronto all’uso; di colore rosa.
2 x 60 mi * Diluente siero pronto all’'uso; di colore blu.

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

pNPP. Proteggere dalla luce.
1x12ml STOP Soluzione di Stop pronta all’'uso.

2x Tampone di Lavaggio in polvere. Ricostituire a un

litro ciascuno.
* Contiene < 0,1% NaN,

Simboli usati sulle etichette:

Numero di lotto
Numero catalogo

% Scadenza
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X Temperatura di conservazione

ﬁl Leggere le istruzioni per 'uso
Uso diagnostico in vitro

d Produttore
W Numero di test

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.
Timer
Carta assorbente

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 di iniziare 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 pil’
rapida e il tempo di incubazione piluniforme.

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.
11.
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.

Preparare una diluizione 1:201 del campione del paziente mescolando 5ul di campione con 1,0 ml di Diluente
del Siero.

Rimuovere i pozzetti necessari dalla busta e riporre nuovamente le strisce inutilizzate nella busta sigillata nel
frigo.
a ."ss )(

(NeG) [ 56 ) (

(can)(s8)(
s51)(s9
(s2)(si0)

.33 _5|" {

THTMmMODw>

Aggiungere 100 (1 di Calibratore, di Controlli Positivi e Negativi e di campioni del paziente diluiti nei
pozzetti appropriati come indicato sul foglio protocolio.

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

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

Fase di lavaggio: Aspirare completamente i contenuti di ciascun pozzetto. Aggiungere 200-300( L 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 100" L di Coniugato in ogni pozzetto.

Incubare i pozzetti per 30 minuti (£ 5 min) a temperatura ambiente.
Fase di lavaggio: Ripetere la procedura 7.

Aggiungere 100( L di Substrato Enzimatico in ogni pozzetto.
Incubare per 30 minuti (£ 5 min) a temperatura ambiente.

Aggiungere 100 pl di Soluzione di Stop in ciascun pozzetto. Per I'aggiunta della Soluzione di Stop rispettare lo
stesso ordine e gli stessi tempi usati per I'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. |l calibratore
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A dovrebbe avere una lettura dell’assorbanza non inferiore a 1, altrimenti € necessario ripetere il test. Il controllo
negativo deve essere inferiore < 20 EU/ml. Se il test viene eseguito in duplicato, per determinare le EU/ml si deve
prendere la media delle due letture.

RISULTATI
Calcoli

Per determinare se il campione & positivo o negativo agli ACA usare il seguente metodo:

DETERMINAZIONE QUALITATIVA

Assorbanza del campione del test

X EU/mI del Calibratore = EU/ml del Campione del Test

Assorbanza del calibratore

Interpretazione

Quanto segue serve solo da guida nell’'interpretazione dei risultati di laboratorio. Ciascun laboratorio deve stabilire
i propri valori normali.

Valore ACA Interpretazione
<20 EU/mI Neg (-)

20-25 EU/ml Borderline

>25 EU/mI Pos (+)

La letteratura suggerisce che livelli positivi bassi di anticorpi anti-cardiolipina possono essere riscontrati in una
varieta di patologie cliniche non collegate alla sindrome da anticorpi anti-fosfolipidi. Pertanto, in accordo con le
raccomandazioni degli investigatori, una diagnosi di sindrome da antifosfolipidi dovrebbe essere effettuata solo in
caso di risultati moderatamente o altamente positivi .

LIMITAZIONI DEL TEST

Una diagnosi non puo essere effettuata unicamente sulla base dei risultati ACA. Dovranno essere considerati
i risultati di altri esami di laboratorio e le valutazioni cliniche. Occorrera eseguire la serie di test per il fattore
reumatoide (FR) in quanto quest’ultimo puo interferire con il test per gli ACA. Nel caso di risultati negativi al
test ACA in presenza della condizione clinica, € indicata 'esecuzione di un test per il lupus anticoagulante o
di una serie di analisi aggiuntive. Gli ACA sono presenti in forma transitoria anche in una varieta di malattie
infettive. In questi casi i pazienti che sono risultati positivi agli ACA dovrebbero essere testati nuovamente
ad intervalli appropriati. | pazienti per i quali & confermata la presenza di sifilide attiva o la sieropositivita alla
malattia possono mostrare livelli elevati di ACA. Per escludere la sifilide, € necessario eseguire dei test di
conferma.

VALORI ATTESI

L'incidenza degli ACA in alcune patologie € riassunta nella tabelle seguenti:

Incidenza degli ACA in LES 517

Isotipo Anticorpo % Incidenza
19G 39-44
IgA 17-57
IgM 5-33
Qualsiasi isotipo 53
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Associazione patologica degli ACA

Condizione % Incidenza
Trombosi Venosa Ricorrente 28-71
Perdita Fetale Ricorrente 28-64
Mielite trasversa 50
Anemia Emolitica 38
Trombocitopenia 27-33
Occlusioni arteriose 25-31
Livedo Reticolare 25
Ipertensione Polmonare 20-40

CARATTERISTICHE DI PERFORMANCE
Comparazione dei Metodi ELISA per 'Individuazione degli ACA

IgG-ACA Immco™
POS (+) NEG (-) TOT (=)

ImmuLisa”  POS (+) 31 0 31
ACA IgG/A/M NEG (-) 2 42 44
TOT (=) 33 42 75

Specificita: 95,5%
Sensibilita: 100,0%
Concordanza: 97,3%

Precisione:

Due campioni con concentrazioni note di ACA sono state analizzate in 10 replicati nell’arco di un periodo di due
settimane. Il coefficiente di variazione (CV) all'interno di uno stesso saggio e tra un saggio e l'altro € il seguente:

Intra-piastra Inter-piastra
cv cv
1. 7,6% 5,9%
2. 10,4% 6,3%

Recupero:

Campioni con concentrazioni note di ACA sono stati miscelati con la diluizione appropriata di un altro campione
positivo con quantitativi noti di ACA. | valori ACA dei campioni addizionati sono stati successivamente determinati
e dai valori ottenuti & stata calcolata la percentuale di recupero.

ACA addizionato ACA ottenuto % Recupero
1. 127,0 135,8 106,9
2, 103,8 103,2 99,4
3. 64,3 61,2 95,2
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ImmuLisa™ ELISA para Despiste de Anticorpos Anti-Cardiolipina (ACA)

“ FOLHETO DO PRODUTO

©
| M M CO 1118S ELISA para Despiste de Anticorpos Anti-Cardiolipina 96 Determina’l'es
DIAGNOSTICS

APLICATAO

E um imunoensaio enzimatico (ELISA) para a detecTo de anticorpos anti-cardiolipina da classe 1gG, IgA e IgM
para aux!/lio na avalial I o do risco de trombose em individuos com sindroma antifosfol(pidos.

RESUMO E EXPLICACAO

Os anticorpos antifosfollpidos sl o um grupo heterogéneo de auto-anticorpos a fosfollpidos carregados
negativamente'. Esses sl 0 detectados principalmente pelo teste de anticorpos anti-cardiolipina (ACA), o teste
biolgico falsamente positivo a slfilis e o teste anticoagulante para L[ pus. Estes trés testes detectam anticorpos
relacionados mas nl 0 necessariamente idénticos. Assim, por vezes é necessario mais do que um destes testes
para identificar anticorpos antifosfol(pidos.

Dos diversos testes para a detecl [ o de anticorpos antifosfol(pidos, o teste de anticorpos anti-cardiolipina efectuado
por ELISA é o mais sensivel?. A presenla de anticorpos anti-cardiolipina ajuda a identificar doentes com risco de
trombose venosa e/ou arterial muitas vezes acompanhada por trombocitopenia, uma sindroma referida como
sindroma antifosfolpidos’'2. A sindroma antifosfollpidos apresenta-se com maior frequéncia em doentes com
L pus eritematoso sistémico (LES) ou doenlas tipo LI pus nas quais n[ o se apresenta o critério para LES®.
Apresentam-se n(veis elevados de anticorpos anti-cardiolipina em trombose, perda do feto, trombocitopenia e em
muitas outras patologias''s. Foram registados niveis baixos de anticorpos anti-cardiolipina numa variedade de
patologias clinicas que nl o estl b relacionadas com a sindroma antifosfol(pidos. Por conseguinte, niveis baixos
destes anticorpos tém um significado limitado.

Os anticorpos anti-cardiolipina da classe 1gG e IgA parecem estar mais estreitamente associados a sindroma
antifosfol pidos do que os anticorpos da classe IgM. Todavia, os anticorpos IgM parecem ser mais influenciados
pelo tratamento *'°. Niveis baixos de anticorpos IgM podem ser identificados noutras doenlas auto-imunes tais
como a artrite reumat(ide, Sindroma de Sjégren primaria, L[ pus eritematoso induzido por medicamentos, doenla
de Lyme e sffilis®°.

O ELISA para Despiste de ACA ImmuLisa™ oferece um método de despiste conveniente do soro do doente da
presen( a de ACA antes de outra identifical [ 0 de amostras positivas a is! tipos individuais com o ELISA ACA-IgG,
-IgA e -IgM ImmuLisa™.

PRINCiPIOS DO PROCEDIMENTO

O antigénio cardiolipina liga-se aos pol 0s de uma placa de micropol 0os em polistireno seguida pelo bloqueio dos
locais nl o reactivos para reduzir uma ligal o n[o especifica. Os controlos, calibradores e soros diluldos dos
doentes sl o deitados em polos separados, permitindo que todos os anticorpos anti-cardiolipina presentes se
possam ligar ao antigénio imobilizado. A amostra que nl o se tenha ligado € eliminada por lavagem e junta-se um
conjugado titulado com enzima a cada pol 0. Estes anticorpos conjugados com enzima aderem especificamente
a imunoglobulina humana da classe apropriada. Depois de eliminar por lavagem todo o conjugado que nl o se
tiver ligado, junta-se um substrato enzimatico especi/fico (pPNPP) aos polos. Depois de interromper a reacl 10
enzimatica a intensidade da cor altera-se, a qual € proporcional a concentral [ o de anticorpos, e é lida por um
espectrofot metro a 405 nm. Os resultados s 0 apresentados em unidades ELISA por mililitro (UE/m).

REAGENTES
Conserval [ o e Prepara’ | o

Conserve todos os reagentes entre 2 e 8 °C. N[ o congele. N[ o0 utilize o reagente se n[ o estiver IImpido ou se
apresentar precipita [ 0. Os reagentes devem estar todos a temperatura ambiente (20-25 °C) no momento da
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utilizagdo. Quando é conservado entre 2 e 8 °C, o tamp&o de lavagem reconstituido permanece estavel até a data
de validade indicada no kit. Reconstitua o tamp&o de lavagem em 1 litro com agua destilada ou desionizada. As
tiras de micropogos revestidos s6 devem ser utilizadas uma vez.

Precaull es

Para uso em diagnéstico in vitro. Todos os componentes de origem humana utilizados foram testados contra
HBsAg, VHC, VIH-1 e 2 e HTLV-l, e apresentaram resultados negativos pelos testes requeridos pela FDA.
Contudo, os derivados de sangue humano e de amostras de doentes devem ser considerados potencialmente
infecciosos. Devem-se respeitar as boas praticas laboratoriais de conservacgéo, distribuicdo e eliminagéo destes
materiais'®. AVISO: A azida de sodio (NaN,) pode reagir com as canalizages de cobre ou chumbo e formar azidas
metalicas altamente explosivas. Quando eliminar os liquidos deve deitar grandes quantidades de agua para evitar
a formagéo dessas azidas. A azida de sodio pode ser tdxica se for ingerida. Se ingerida, informe imediatamente
o director de laboratério ou um Centro Anti-Venenos.

As instrul| es devem ser seguidas exactamente como est o indicadas no folheto do kit para assegurar
resultados validos. Nao misture componentes do kit com componentes de outras origens que ndo sejam do
mesmo numero de catalogo da Immco Diagnostics Inc.

Respeite as técnicas laboratoriais em vigor para reduzir a possibilidade de contaminagdo microbiana e quimica.
N&o use apods a data de validade indicada no rétulo.

Materiais fornecidos
ELISA para Despiste de Anticorpos Anti-Cardiolipina ImmuLisa™ 11188

Cada kit contém reagentes suficientes para executar 96 determinagles.

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

1x1,5ml [ CALIBRATOR | ACA SCREEN |* Calibrador pronto a usar (tampa verde). Soro
humano contendo anticorpos anti-cardiolipina.

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

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

1x12 mi IgA/lgG/igM - CONJ | ALKPHOS |* Conjugado anti-humano com fosfatase alcalina
pronto a usar. Cor-de-rosa.

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

1x12mi SUBSTRATE |* Substrato enzimatico pronto a usar. Contém pNPP.

Proteger da luz.

1x12 ml STOP Solugao de paragem pronta a usar.

2 x Tampao de lavagem em pll. Reconstituir cada

unidade em um litro.

* Contém < 0.1% NaN,

Smbolos utilizados nos r tulos:

Numero de lote
Numero de catalogo
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% Prazo de validade

X Temperatura de armazenamento

[ﬁ Ler as instruges de utilizacéo
Utilizagao em diagnéstico in vitro

d Fabricante
W Numero de testes

Materiais necessarios mas nao fornecidos

0

0

Pipetas para 5 a 1000 1

Pontas de pipetas descartaveis

Tubos de ensaio limpos 12 x 75 mm e suporte para tubos de ensaio
Agua destilada ou desionizada

Leitor de microplacas para a leitura de valores de absorv( ncia a 405 nm. Se estiver a disposi¢cao um leitor de
microplacas de dois comprimentos de onda, o filtro de referéncia deve ser regulado para 600-650 nm.

Frasco de esguicho para o tampéo de lavagem diluido
Temporizador
Papel absorvente

Lavador autom(tico de microplacas com capacidade de distribui’T o de 200 [l

COLHEITA E MANUSEAMENTO DA AMOSTRA

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

PROCEDIMENTO

Notas sobre o procedimento

Leia atentamente estas instrugl es antes de iniciar o teste.

Deixe que todos os reagentes e amostras estabilizem a temperatura ambiente (20-26 °C) por 30 minutos.
Guarde os produtos imediatamente no frigorifico depois do uso.

Prepare todas as diluigl es das amostras do doente antes de iniciar o teste.

Guarde imediatamente as tiras ndo usadas no pacote com dessecantes e feche bem para reduzir a
exposicdo a vapor de agua.

Passo de lavagem: E imprescindivel uma boa técnica. Aconselha-se um lavador automatico de
microplacas.

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

Os tempos sdo muito importantes. Os periodos de incubagéo iniciam apo6s a distribuicdo dos reagentes.

Método de teste

1.

OS REAGENTES DEVEM ESTAR TODOS A TEMPERATURA AMBIENTE (20-26 °C) ANTES DE INICIAR
O TESTE.
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10.
11.
12.
13.

14.

Indique na folha de protocolo a colocagéo das amostras nas microplacas. E uma boa pratica de laboratério
testar as amostras em duplicado.

Prepare uma diluigdo da amostra do doente a 1:201 misturando 5 (I da amostra do doente com 1,0 ml de
Diluente de Soro.

Retire do pacote os micropogos necessarios e guarde no frigorifico o pacote selado com as tiras ndo
utilizadas.

DETERMINAGAO QUALITATIVA

('s1)( 59 )(
(s2)(s10)(

'33 _5||' (

THTMMOD T

Junte 100 [l de Calibradores, Controlos Positivo e Negativo e amostras do doente diluidas aos respectivos
micropogos indicados na folha de protocolo

Nota: Inclua um pogo com 100 (I de Diluente do Soro como branco de reagente. Ponha o leitor ELISA a zeros
em relagdo ao branco de reagente. A absorvancia deste pogo ndo deve ser superior a 0,3.

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

Passo de lavagem: Aspire muito bem o conteudo de cada polo. Junte 200-300 [ 1 do tamp/ o de lavagem
reconstituido a todos os pogos e depois aspire. Repita esta sequéncia mais trés vezes por um total de quatro
lavagens. Vire a placa ao contrario e bata em material absorvente para eliminar todos os residuos fluidos
apos a ultima lavagem. Nao enxugue completamente os pogos.

Junte 100 (1 de Conjugado a cada polo.

Incube os pogos por 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.
Passo de lavagem: Repita o passo 7.

Junte 100 (1 de Substrato enziml tico a cada po!o.

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

Junte 100 (1 de Solul I o de Paragem em cada pol 0. Mantenha a mesma sequéncia e tempos da Solull o de
Paragem como efectuado para o Substrato Enzimatico. Leia a absorvancia (OD) de cada pogo a 405 nm no
prazo de uma hora da interrupgéo da reacgao.

Leia a absorvancia (OD) de cada pogo a 405 nm usando um leitor de comprimento de onda simples ou duplo
em relagdo ao branco de reagente definido em absorvéancia zero.

Controlo de qualidade

Os Calibradores, os Controlos Positivo e Negativo e o reagente nulo devem ser ensaiados em cada teste para
verificar a integridade e a precisdo do teste. A leitura da absorvancia do reagente nulo devera ser < 0,3. O
Calibrador devera ter uma leitura de absorvancia n&o inferior a 1,0, caso contrario o teste devera ser repetido. O
controlo negativo deve ser <20 UE/mI. Se o teste for efectuado em duplicado, para determinar UE/ml devera ser
calculada a média das duas leituras.
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RESULTADOS
Calculos
O meétodo seguinte deve ser utilizado para determinar se a amostra é positiva ou negativa a ACA.

DETERMINACAO QUALITATIVA

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

Abs. do Calibrador

Interpretagao

As seguintes informagdes servem apenas como guia na interpretagdo dos resultados de laboratério. Cada
laboratério deve determinar os seus préprios valores normais.

ACA Screen Valor Interpretagao
<20 EU/ml Neg (-)
20-25 EU/mlI Indeterminado
>25 EU/ml Pos (+)

Aliteratura sugere que, niveis de anticorpos anti-cardiolipina positivos baixos podem apresentar-se numa variedade
de patologias clinicas n&o relacionadas com a sindroma de anticorpos antifosfolipidos. Consequentemente, de
acordo com as recomendagdes dos investigadores o diagnoéstico da sindroma de anticorpos antifosfolipidos s6
deve ser efectuado quando os resultados dos testes forem moderadamente ou altamente positivos™.

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

N&o se podera elaborar um diagnéstico apenas em base nos resultados de ACA. Devem ser considerados os
resultados de outros testes de laboratério e exames clinicos. Os testes do factor reumatoide (FR) devem ser
efectuados porque o FR pode interferir com este teste. Quando se regista um teste ACA negativo na presenca de
indicagbes clinicas, é aconselhavel um teste anticoagulante para Lupus ou outro teste adicional. Os ACA também
se apresentam passageiramente numa variedade de doencgas infecciosas. Nestes casos os doentes positivos a
ACA devem ser novamente testados apés um intervalo de tempo adequado. Os doentes confirmados activos ou
seropositivos para sifilis podem ter niveis elevados de ACA. Para excluir a sifilis devem ser efectuados testes de
confirmacéo.

VALORES PREVISTOS
Aincidéncia de ACA em diversas condigdes de doenga esta resumida nas seguintes tabelas:
Incidncia de ACA em LES "*"7

Isé6tipo de Anticorpo Incid ncia %
IgG 39-44
IgA 17-57
IgM 5-33
Qualquer isétipo 53

Associagdo de Doenga com ACA

Condigao Incid ncia %
Trombose Venosa Recorrente 28-71
Perda de Feto Recorrente 28-64
Mielite Transversa 50
Anemia Hemolitica 38
Trombocitopenia 27-33
Oclusbes Arteriais 25-31
Livedo Reticularis 25
Hipertensdo Pulmonar 20-40
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CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO
Comparagéo dos Métodos ELISA para a Detecgédo de ACA

Immco™ IgG-ACA
POS (+) NEG(-) TOT (=)

ImmuLisa™ POS (+) 31 0 31
ACA IgG/A/M NEG (-) 2 42 44
TOT (=) 33 42 75

especificidade relativa: 95,5%
sensibilidade relativa: 100,0%
concordancia relativa: 97,3%

Precisao:

Foram testadas duas amostras com concentra¢des conhecidas de ACA em 10 repetigbes durante um periodo de
duas semanas. O coeficiente de variagao intra- e inter-teste (CV) foi o seguinte:

Intra- Placa Inter-Placa
cv Ccv
1. 7,6% 5,9%
2. 10,4% 6,3%

Amostras com concentragdes conhecidas de ACA foram misturadas com diluigdes apropriadas de outra amostra
positiva com quantidades conhecidas de ACA. Os valores IgG-, IgA- e IgM-ACA das amostras indicadas foram
entdo determinados e dos valores obtidos foi calculada a percentagem de recuperacéo.

ACA adicionado ACA obtido % Recuperagao

1. 127,0 135,8 106,9
2. 103,8 103,2 99,4
3. 64,3 61,2 95,2
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