Anti-Extractable Nuclear Antigen (ENA) Screen ELISA
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DIAGNOSTICS

INTENDED USE

Enzyme-linked immunosorbent assay for the detection and semi-quantitation of IgG antibodies to extractable
nuclear antigens RNP, Sm, SS-A (Ro), SS-B (La), Jo-1 and Scl-70 in human serum of patients suspected with
collagen vascular disorders.

SUMMARY AND EXPLANATION

Extractable nuclear antigens (ENA) are soluble ribonucleoprotein (snurps) complexes. Auto-antibodies directed
against various ENA have proven to be of value in the diagnosis and monitoring of various systemic connective
tissue diseases. Anti-Sm antibodies are disease specific and thus are a marker for systemic lupus erythematosus
(SLE). Antibodies to Sm occur in approximately 30-40% of SLE patients. They are rare in other systemic connective
tissue diseases and if present, indicate either overlap of disease or patients that have not yet fulfilled the ARA
criteria for SLE™®. Other antibodies such as those directed against SS-A (Ro), SS-B (La) and RNP are not disease
specific. Antibodies to RNP occur in 35-45% of SLE patients and in over 95% of patients with mixed connective
tissue disease (MCTD). Occasionally they are also found in scleroderma, rheumatoid arthritis and drug induced
LE"™S. Patients with anti-RNP antibodies have a lower incidence of renal disease as compared to patients with
anti-Sm antibodies. Antibodies to SS-A (Ro) and SS-B (La) occur in approximately 30-40% and 10-15% of SLE
patients and 60-70% and 40-60% of patients with Sjégren’s syndrome respectively. Antibodies to SS-B (La) occur
frequently in association with SS-A (Ro) antibodies. Antibodies to SS-A (Ro) also occur in 60% of patients with
Subacute cutaneous LE, in almost all cases of neonatal LE and in two thirds of SLE patients with C2 deficiency'®3.
Antibodies to Scl-70 are a specific serological marker for systemic scleroderma. Varying frequencies of Scl-70
antibodies have been reported. In early studies this antibody was detected in approximately 20% of patients
with scleroderma but later studies reported an incidence of 75% in patients with diffuse scleroderma and 44% in
patients with acrosclerosis®.

Myositis specific antibodies are present in 25-40% of adult patients with idiopathic inflammatory myopathies and are
mostly specific for cytoplasmic t-RNA synthetases'. Of the five anti-synthetase antibodies described, anti-histidyl-
tRNA synthetase (Jo-1) antibodies in patients with myositis are associated with clinical features like interstitial lung
disease, pulmonary fibrosis, Raynaud’s phenomenon, fever and non-erosive symmetric small joint arthritis'2.

Antibodies against extractable nuclear antigens can be detected by various methods. Due to complexities in
obtaining highly purified ENA antigens, gel immunodiffusion methods have traditionally been used. However, the
ELISA methodology has many advantages over gel immunodiffusion:greater sensitivity'4, reduced assay times,
no subjectivity in reading results, quantitation without serum titration and potential for automation. The ImmuLisa™
ENA Screen ELISA utilizes highly purified antigens to detect ENA antibodies.

PRINCIPLES OF PROCEDURES

The testis performed as a solid phase enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). Microwells are coated with
purified Sm, RNP, SS-A (Ro) or SS-B (La), Scl-70 and Jo-1 antigens followed by blocking the unreacted sites to
reduce non-specific binding. Controls, calibrator and patient serum samples are incubated in the antigen coated
wells which allows specific anti-ENA antibodies present in the serum to bind. Unbound-antibody and other serum
proteins are removed by washing the microwells. Bound antibodies are detected by an enzyme labeled anti-
human IgG conjugate added to the wells. Unbound conjugate is removed by washing. Specific enzyme substrate
(PNPP) is then added to the wells and the presence of antibodies is detected by a color change produced by the
conversion of pNPP substrate. The reaction is stopped and the intensity of the color change, which is proportional
to the concentration of antibody, is read by a spectrophotometer. Results are expressed in ELISA units (EU)/ml and
the results are reported as positive, borderline or negative.
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REAGENTS

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

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

Coated microwell strips are for one time use only.

Precautions

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

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

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

Materials provided

ImmuLisa™ Anti-ENA Screen ELISA 1149

Kits contain sufficient reagents to perform 96 determinations each.

12x8 | MICROPLATE | ENA | Microplate with individual breakaway microwells coated with ENA
antigens.
1x1.5ml |CALIBRATOR| ENA |* Ready to use Calibrator (green cap). Human serum containing

antibodies to ENA.

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

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

serum.

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

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

1x12ml SUBSTRATE |* Ready to use Enzyme Substrate. Protect from light.
1x12 ml STOP Ready to use Stop Solution.

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

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

Lot number

AR B>~ [f

Catalog number

Use by

Storage temperature
Read instructions for use
In vitro diagnostic use
Manufacturer

Number of Tests

Materials Required But Not Provided

Deionized or distilled water

Squeeze bottle to hold diluted wash buffer or Automatic microplate washer capable of dispensing 200 pl
Pipettes capable of delivering 5 pl to 1000 pl

Disposable pipette tips

Clean test tubes 12 x 75 mm and test tube rack

Timer

Absorbent paper

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

SPECIMEN COLLECTION AND HANDLING

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

PROCEDURE

Procedural Notes

Before starting with the assay read carefully the product insert.

Let serum specimens and test reagents equilibrate at room temperature for at least 30 minutes before starting
with the test procedure. Return all unused specimens and reagents to refrigerator immediately after use.

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

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

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

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

Addition of all samples and reagents should be performed at the same rate and in the same sequence.
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* Remove required microwell strips from the pouch and carefully reseal the pouch to prevent condensation in
the unused wells. Return pouch immediately to refrigerator.

Test Method

Step 1
Step 2

Step 3

Step 4

Step 5

Step 6
Step 7

Step 8
Step 9
Step 10
Step 11
Step 12
Step 13

Step 14

Let all reagents equilibrate at room temperature.

Label protocol sheet to indicate sample placement in the wells. It is good laboratory practice to run
samples in duplicate.
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Prepare a 1:101 dilution of patient specimen by pipetting 5ul of serum into 0.5 ml of Serum Diluent.
Mix well.

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

Pipette 100 pl of Ready to Use Calibrator, Positive and Negative  controls and patient samples to
the appropriate microwells as per the sample layout below.

Note: Include one well which contains 100 ul of the Serum Diluent as a reagent blank. Zero the ELISA
reader against the reagent blank. The absorbance of the reagent blank should not be more than 0.3
when read against air.

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

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

Pipette 100 pl of Conjugate into microwells.

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

Wash all microwells as in Step 7.

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

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

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

Quality Control

Calibrator, 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 positive control must give
EU/ml in the range stated on the vial. If the test is run in duplicate the mean of the two readings should be taken
for determining EU/ml.
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RESULTS

Calculations

QUALITATIVE DETERMINATION
Abs. of Test Sample

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

This method of calculation should be used only to determine whether a specimen is negative or positive.
Calibrator

The Calibrator must be included with each run. Patient samples containing higher antibody levels may give absorbance
values greater than that of the Calibrator. In such an instance, these serum samples should be diluted further with
Serum Diluent and retested. For determining EU/mI, multiply the units obtained by this dilution factor.

Interpretation

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

Anti-ENA EU value Interpretation

<20 EU/mI Negative

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

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

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

EXPECTED VALUES

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

Diagnostic Significance of Antibodies to Various Soluble Nuclear Antigens

Antibody Isotype Disease Association
Sm SLE - 10-40%
RNP SLE - 20-30%
MCTD - 95-100%

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

Neonatal LE - 100%
Sjoégren’s syndrome - 40-70%

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

Sjoégren’s syndrome - 15-60%

Jo-1 Polymyositis - 32%

Polymyositis overlap

Dermatomyositis - 20%

Scl-70 Scleroderma - 20-40%
Acrosclerosis - 44%

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

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

The ImmuLisa™ Anti-ENA Antibody Screen ELISA Test was compared with the ENA ImmunoBlot. A total of 125
sera from a clinical reference laboratory were identified by immunodiffusion as being positive or negative for anti-
RNP, anti-Sm, anti-SS-A (Ro) or anti-SS-B (La), anti-Scl-70 and anti-Jo-1.

These sera were tested according to the procedure recommended by the manufacturer. The results are summarized
in the following table:

Comparison of ELISA Methods for the Detection of Antibodies to ENA

ImmuLisa™ ENA Screen

Positive Negative Total

Positive 50 2 52

Immunoblot Negative 0 73 73
Total 50 75 125

Agreement: 98%

Sensitivity: 96%

Specificity: 100%
Precision:

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

inter-assay intra-assay

%CV %CV
IgG lgG
Sample 1 3.6 4.5
Sample 2 5.4 3.7

Recovery:

Samples with known anti-ENA concentrations were mixed with appropriate dilutions of another sample with known
amounts of anti-ENA. Anti-ENA levels of the mixed samples were determined and from the values obtained the
percent recovery were calculated. These results are as follows:

Anti-ENA Anti- ENA
Ab. conc. added Ab. conc. obtained % Recovery
(EU/miI) (EU/mlI)
Sample 1 85 81 95
Sample 2 34 37 107
Sample 3 51 57 112



Mé8odog ELISA Siahoyng yia avTiowpaTta Katd Tou eKXuAi{dpevou Trupnvikou avtiyévou (ENA)

 ENoETO nPOiONTOZ

©
| M M CO 1149 MéBodog ELISA diadoyris yia avriowuara kard Tou ekxuAi{éuevou mmupnvikou aviyévou (ENA) 96 MNpoadiopiopoi

DIAGNOSTICS

MPOOPIZOMENH XPHZH

MéEBodog evlupIKOU avoooTTpoopo@nTIKOU TTPOCOIOPICUOU YIa TNV QVIXVEUCN KAl TOV NUI-TTOOOTIKO TTPOCSIOPITHO
avTiIowpaTwy IgG katd Twv ekXUAICOpEVWY TTupnVIKwy avtiyévwy RNP, Sm, SS-A (Ro), SS-B (La), Jo-1 ka1 Scl-70,
o€ opd acBevwv Pe uTTOWia KOAAQYOVWOEWV.

MEPIAHWH KAI ENEZHIHZH

Ta ekxuhioueva Trupnvikd avtiyéva (ENA) eival SioAutd oUPTTAOKO  PIBOVOUKAEOTTPWTEIVWY  (snhurp). Ta
auToavTIowHaTa Katd Twv diaeopwv ENA €xouv ammodeixBei TToAUTIMa 0T dIdyvwaon Kal TRV TTapakoAouBnon
SI0POPWY CUCTNUOTIKWY VOOWVY TOU CUVOETIKOU I0TOU. Ta avTiowuaTa avti-Sm ival €18IKd yia pia pévo vooo Kal
€101 atroTEAOUV BEIKTN VIO TO oUOTHUATIKO £pubnuaTwdon Auko (ZEN). AvTicwuaTta Katd Tou avTiyovou Sm atraviouv
mrepiTrou o€ 30-40% Twv aoBevwy pe ZEA. Eival omrdvia o€ AAAeG GUCTNUATIKEG VOOOUG TOU GUVOETIKOU I0TOU Kal, EAV
BpeBouv, uttodeIKVUOUV €iTe aAANAOETTIKAAUWN TwV VOOWV €iTe OTI 01 aoBeveig dev TTANPoUV akdun Ta kpitipia ARA
yla 1o ZEA™. Ta dAAa avTiowpaTa Katd Twy avTiyovwy SS-A (Ro), SS-B (La) kal RNP dev givai €181kd yia pia pévo
véoo. Ta avTiowpata Katd Tou avtiyévou RNP gpgavidovral ato 35-45% Twv acBevwv pe ZEA kal o€ TepIcOOTEPO
atré 10 95% Twv aoBevwv e WIKTH vooo auvdetikoU iotold (MNZI). MeploTaoiakd, Ptropei €mmiong va Bpebolv o€
aoBeveig e okAnpodeppia, peuparoeidn apbpitida Kal eTTayouevo amé apuaka epubnuarwdn Auko™s. O acBeveig
pe avmiowpata avT-RNP gugavifouv pikpdtepn ouxvoTnTa EPPAVIONG VEQPOTIABEIag O oxEon Ye aoBeveig TTou
ep@avidouv avTiowuaTa avTi-Sm. Ta avTIoWwaATa Katd Twv avtiyovwy SS-A (Ro) kal SS-B (La) epgavidovTal Trepitrou
010 30-40% ka1 10-15% Twv acBevv pe ZEA kai 010 60-70% Kkai 40-60% Twv aoBevwv pe ouvdpouo Sjdgren,
avtioToixa. Ta avTiowpata Katd Tou SS-B (La) epgpavifovrar ouxvd va ouoxeTi(ovTal YE TA AVTICWHATA KATd TOU
avTiyévou SS-A (Ro). Ta avriowpata katd Tou SS-A (Ro) epgavifovtal emmiong o1o 60% Twv aoBevov pe umoéu
OepuaTiko epubnuarwdn AUko, o€ 6Aa oxedOV Ta TTEPIOTATIKG £puUBNUATWON AUKOU VEOYVWV Kal oTa dUO TPITA TWV
aoBevwv pe ZEA TTou TTdoxouv a1rd avettdpkela oto C2'%3, Ta avriowpaTta katd Tou Scl-70 atroteAolv évav €101k
0poAoyIké OgikTn yia Tn cuoTnUaTikr) okAnpodepuia. ‘Exouv avagepOei TTOIKIAEG OUXVOTNTEG TWV AVTICWHUATWY KATd
Tou Scl-70. & apyIKEG HEAETEG, TO AVTIOWMA AUTO aVIXVEUTNKE TTEPITTOU 0TO 20% Twv acBevwyv pe okAnpodeppia,
OAAG PETOYEVEDTEPEG PEAETEG AQVEPEPAV OUXVOTNTA EUPAVIONG 75% o€ aoBeveig pe didxuTn okAnpodeppia Kail 44%
o€ 000¢eveig e okANpodEpUia TwV AKPWVS.

AvTiowpaTa €18IKG yia TN puociTida BpiokovTtal 1o 25-40% Twv evnAiKwy aoBevwyv pe 1010TTOBEIG PAEYHOVWDEIG
MUOTTABEIES Kall gival KUPIWG EIDIKA YIO KUTTAPOTTAAOUOTIKEG t-RNA ouvOeTdoeg!?. ATTO T TTEVTE QVTICWHATA KATA TWV
OUVOETOOWY TTOU £XOUV TTEPIYPAPE], TA AVTIOCWHATA KOTA TG ouvBeTdong Tou 10TIdIKoU tRNA (Jo-1) o€ acbeveig pe
MuoaiTida gival auTd TToU OXETICOVTAI PIE KAIVIKG XAPAKTNPIOTIKG, OTTWG N SIAPEDT TTVEUUOVOTTABEIQ, N TTVEUUOVIKN
ivwan, 1o paivopevo Raynaud, o TTUpETOG Kail N pn SIaBEWTIKK, CUPUETPIKN apBpiTida PIKPWY apBpwoewv .

Ta avTiowpaTa KATd Twv €KXUAICOPEVWYV TTUPNVIKWY QVTIYOVWY UTTOPOUV va avixveuBouv pe did@opeg ueBodoug.
Noyw Tng TrepimAokng diadikaciag TTapaywyng avtiydvwyv ENA uywnAng kaBapdtntag, oto TapeAbov €xouv
xpnoigotroinBei péBodor avooodidxuong o€ THKTwUA. QaTdo0, n peBodoloyia ELISA €xel TTOMG TTAEOVEKTHHATO
o¢ OoxéOon WeE TNV avooodidxuon oe TIAKTWHA: PeyaAlTepn gualodnaoia™, peiwpévo Xpodvo avdaAuong, atrouacia
UTTOKEIMEVIKOTNTOG OTNV avAyvwon TwV OTTOTEAECUATWY, TTOCOTIKO TTPOCBIOPIOUO XwpPig TITAo®OTNON opou Kal
duvatétnta autoparotoinong. H pébodog ELISA dialoyng yia Tnv avixveuon avtiowudtwyv ENA ImmuLisa™
XpnaoigoTrolei avtiyéva uwnAng kaBapdTnTtag yia TNV avixveuon avtiowpdaTwy ENA.

APXEZ TQN AIAAIKAZIQON

H avdAuon digvepyeital wg evquuikr avoootrpoopo@nTikh avdAucn (ELISA) otepedg @aong. O pIKpoKuweAideg
emMKaAUTITOVTAI pE KeKaBapuéva avtiyova Sm, RNP, SS-A (Ro) 1 SS-B (La), Scl-70 ka1 Jo-1 kai, 0Tn ouvéxeia, Ta
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onueia Tou dev Ba TTAPOUCIACOUV avTIOPAOT ATTOKAEIOVTAl WOTE va PEIwBEl N un €181k 6éoueuon. Ta diaAupata
eAéyxou, ol BaBuovounTég kal Ta deiypata opoUu aoBevwv €TTWALOVTOl OTIG ETTIKOAUPMPEVEG PE TO aAvTIyOvo
KUWeAideG, emTpETTOVTAG £T01 TN dé0PEUON OAWV TWV EIBIKWY avTiIowudTwy avTl-ENA Tou opou. Ta avTicwuara
TToU Ogv OeTEUTNKAY, KOBWG Kal AAAEG TTPWTEIVEG TOU 0pOU, ATTOUAKPUVOVTAI PE EKTTAUCH TWV HIKPOKUWEAIDWV.
Ta avriowparta Tmou OeOUeUTNKAV QVIXVEUOVTAlI PE TNV TTPOCONAKN €vOG onuacpévou pe €vCUUO OUCEUKTIKOU
avTIowpaTog Katd NG avBpwtvng IgG. To pn deopeUnéVO OULEUKTIKO QVTIOWHO ATTOPAKPUVETAl PE EKTTAUCT).
2Tn Ouvéxela, TTPooTiBeTal OTIG KUWEAIDEG TO €101KO UTTOOTPpWHA Tou eviupou (pNPP) kal avixveUeTal n Tapouacia
QVTICWHATWY PE TNV aAAayh XPWHATOG TTOU TTPOKUTITEl Adyw TNG PETOTPOTING Tou uttooTpwuatog pNPP. H
avTidpaon TepuaTiCeTal Kal N €vTaon TG aAAayrg ToU XpWHATOG, N OTToia €ival avaAoyn TNG OUYKEVTPWONG TOou
QVTICWHATOG, AVIXVEUETAI OTTO £Va QACUOTOPWTOPETPO. Ta aTtoTEAéopaTa eKppdadovTal o€ povadeg ELISA (EU)/m
KOl ava@EpovTal wg BETIKG, oplakd i apvnTIKA.

ANTIAPAZTHPIA

®UAagn kal TpoeTOIpOTia
OAa 10 avTidpacTApla TTPETTEI va QUAdoTovTal o€ Beppokpaaia 2-8°C. Mnv Ta KOTAWUXETE.

Mn xpnoipotroigite Ta avTiIdpacTipia av dev gival diauyn ) eav TepIEXouV iCnua. OAa Ta avTidpacTApIa TTPETTEI va
@Tdcouv o€ Beppokpaaia dwpaTiou (20-25°C) rpiv atrd Tn Xpron.

O1 emKOAUPPEVES TAIVIEG HIKPOKUWEAIDWY TTpoopidovTal yia pia yovo Xpron.

MpoguAdgeig

‘OAa Ta ouoTaTIKA avOpPWTTIVNG TTPOEAEUCNG TTOU XPNOIUOTToIoUVTal €XOUV EAEYXOE yia TNV TTapoudia Tou avTiydvou
HBsAg, Twv 1wv HCV, HIV-1 ka1 2, kaBwg kai Tou 100 HTLV-I kal éxouv BpeBei apvnTikd, CUPQWVA PE TIG EEETACEIG
Trou atraitei 0 Opyaviouédg Tpogipwy kal Papudkwy Twv H.IM.A. (FDA). Qotdo0, Ta TTapdywya avBpwITIVOU aiaTog
Kal Ta deiypoTa acBevwv Ba TTpéTrel va BewpolvTal wg duvnTiKA Aoiyoyova. AKOAOUBAOTE TIG 0OpBEG EpYacTNPIOKES
TIPAKTIKEG KATA TN QUAAEN, TNV £€yXUON KAl TV OTTOPPIYN TWV UAIKWV auTwV'S.

MPOEIAOIMOIHZH - To adidio Tou vatpiou (NaN,) evdéxetar va avnidpdoel ye owhnvwaoelg amd pyoAuBdo N
XOAKO Kal va oXnUATIoEl IOXUPWG EKPNKTIKA adidia PeTdAAwv. Katd Tnv atméppiyn uypwy, EKTTAUVETE PE UEYAAEG
TTO0OTNTEG VEPOU, E€TOI WOTE va atmopeuxBei N cucowpeuon adidiwv. To aidlo Tou vaTtpiou evdExeTal va gival
TOgIKO O€ TTEPITITWAON KATATIOONG. Z€ TTEPITITWON KOTATIOONG, OVAPEPETE APECWG TO TTEPIOTATIKO OTO dIEUBUVTH TOU
€pPyacTnpiou 1 aTo KEVTPO €AEyXOU dNANTNPIGTEWV.

MNa tn dlac@AAion EyKUPWYV aTTOTEAEOUATWY, OKOAOUBAOTE TIG 00nyieg akpIBWG OTTWG eu@avifovial oe autd To
€vBeTo TOU KIT. MV evOAAGOOCETE TO CUOTATIKG TOU KIT HE OUOTATIKA GAANG TTPOEAEUONG TTOU BeV £XOUV TOV idI0
apiBud katahdyou Tng Immco Diagnostics Inc. AkoAouBroTe TIG 0pBEG EPYOOTNPIOKEG TTPOKTIKEG YIO VO
eAaxioToTToinBei o Kivduvog JIkpoBIakng A dilaoTaupoUuevng HOAUVONG Twv avTIdPACTNEIWY KATA TO XEIPIOKO TOUG.
Na pn xpnoigoTrolgital JeTd TNV TTapEAEUON TNG NUEPOPNVIAg ARENG TToU avaypda@eTal OTNV ETIKETA.

YAIKA TTOU TrapEXOVTal
MéBodog ELISA diaAoyrg yia avTIoWuaTa KaTd Tou eKXUAICOPEVOU TTupnvikoU avTtiydvou (ENA) ImmuLisa™ 1149

KdBe KIT TTEpIEXEI ETTAPKN AVTIOPACTAPIA VIO TNV eKTEAETN 96 TTPOCOIOPICHWV.

12x8 [ MICROPLATE | ENA | MAaKid10 EEXWPIOTWY OTTOCTIWHEVWY HIKPOKUWEAIBWY
EMKAAUPPEVWY PE avTiyovo ENA.

1x1,5ml | CALIBRATOR | ENA |* ‘ETOIMOG TTPOG Xprion BaBpovounTtig (mpdoivo mwua). Opodg
avBpWITTOU TTOU TTEPIEXEI AVTICWHATA KOTA Tou ENA.

1x1,5ml | CONTROL | + | ENA |* ‘ET0IMO TTPOG Xprion Si1dAupa BeTIKOU EAEYXOU (KOKKIVO TTWUAQ).
Op66 avBpwTToU TTOU TTEPIEXEI AVTIOWHATA KaTd Tou ENA.




EL

1x1,5ml [CONTROL - * ‘ETOIMO TTPOG Xprion SiIdAupa apvnTIKoU eAéyxou (Acuko mwua).
Mepiéxel opd avBpwTTOU.

1x12 mil mG-CONJ | ALKPHOS |* ‘ETOIMO TTPOG XpPron O‘U§£UK’TIK6 qvn’crwp'q KATA TNG ]
aAvOPWITIVNG aVOCO0Oo@aIPivNG OUJEUYHEVO PE OAKOAIKE
Pwoeatdon. XpwuaTog pod.

1x 60 ml * ‘ETOIMO TTPOG XPrON APAIWTIKO SIGAUNO 0pOoU. XPWHATOG MTTAE.

1x12 ml * "EToIyo TTpog Xprion €vEUMIKO utréoTpwia. Na TrpooTateUsTal
a1rd TO PWG.

1x12 ml ‘ETOIMO TTPOG Xprion SidAupa TEpHATIOHOU.

2 x | BUF | WASH | Zkévn pubpIoTIKOU SiaAUpaTog ékrAuong. H avacuoTtaon

TTPETTEl VA YiveETal £WG OYKO £VOG AiTpou yia To Kabéva.
* Mepiéxel < 0,1% NaN,
ZUuBOAQ TTOU XPNOIMOTTIOIOUVTAI OTIG ETIKETEG:
Ap1Bu6g TTapTidag
Ap1BubdGg kaTtaldyou
Huepounvia Agng
O¢eppokpaaia amobAkeuong

AloBdoTe T1IG 0dnyieg xprnong
In vitro diayvwaoTiKA xprion

KataokeuooTng

< RS I

ApIBu6G avaAloewy

AtTaiToUpeva UAIKG TTou Bev TrapéxovTal
e ATTioviouévo 1| aTTECTAYUEVO VEPO

e EUKouTITN TTAQOTIKA QIGAN yia TO apaiwpévo pubuioTikd SIdAupa EKTTAUCNG 1 AQUTOUATN CUOKEUN £KTTAUCNG
TAaKIBiwv pe duvarotnta xoprynong 200 pl

MirréTeg e duvarotnTa xopriynong 5 pl €wg 1000 pl

¢ AvoAwaoipa akpo@Uaoia TTTTETWY

*  KaBapoi dokipaaTikoi cwArveg dlaatdoswy 12 x 75 mm Kal @op£ag SOKINATTIKWY TWARVWY
«  XpovoueTpnTng

e Atoppo@nTIKO XOPTi

e 2uokeun avdyvwaong TTAaKISiwv Pe duvaTtotnTa avdyvwong TINWY atroppod®nong o€ NAKOG KUpaTog 405 nm.
Edv utrdpxel diaBéoiun ouokeun avdyvwong TTAakidiwv SITTAoU PAKoUG KUPATOG, To @QIATPO avagopdg Ba
TPETEl va puBuioTei ota 600-650 nm.

ZYANOT'H KAI XEIPIZMOZ AEIrMATOZ

Oa TpéTel va xpnaolyoTtrolodvtal poévo OeiydaTta opou yia auth Tn oiadikacia. Aciypata TTou €Xouv UTTOOTEN
peydAou Babuol aipdAucn, NITTaipikaG ) deiypata yoAuouéva pe PIKPORIa EVOEXETAI VO ETTNPEACOUV TNV aTTOd0GN
NG avdAuong kal dev Ba TTPéTTel va xpnolgoTrolouvTal. QuAdgTe Ta deiypata o€ Bepuokpaaoia 2°- 8°C, et ol
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TTEPIOTOTEPO aTTO pia dopadda. MNa euAagn peyaAuTepng didpkelag, Ta deiyuata opou Ba TTPETTEI va KAaTayUuxXovTal.
Na atmmogelyetal n emaveiAnuuévn KaTawugn Kal amroywuén Twv OeIyuATwV.

AIAAIKAZIA

Znueiwoeig Tng diadikaoiog
. Mpotou EekivijoeTe TNV avaAuon, SIoBA0TE TTPOCEKTIKA TO £VOETO TTPOIOVTOG.

*« AgnoTte Ta deiyyoTta opou Kal To avTIBPOOTHPIO TG avaAuong va @Tacouv o€ Bepuokpacia dwuaTiou, €TTi
TouAdxioToVv 30 AETTTd, TTPOTOU EeKIVIOETE TN dladikaacia TG avdAuong. EToTpéwTe dAa Ta Un XPNOIUOTIOINKEVO
deiypara Kal avTidpacTrpIa OTO WUYEIO apéowg PETA TN XPron TOUG.

¢ OAegg o1 apaiwaoelg Twy dEIyPIATWY acBeVWV TTPETTEI VO TTPOETOINACTOUV TTPOTOU EEKIVATEI N avdAuaon.

e Eivai onpavTikn n xprion opdng texvikAg EKTTAuong. Edv n €KTTAucn dev eKTEAEITOI QUTOPATA, ETTOPKAG EKTTAUCN
ETMTUYXAVETAI KATEUBUVOVTOG HIa I0XUPR PITI PUBUICTIKOU SIoAUPaTOG EKTTAUGNG aTTO HIa QIGAN €KTTAUCNG
ME eupU aKPOoPUOIo KATA PAKOG OAGKANPOU Tou TTACKISiOU. ZUVIGTATAI N XPAOT MIOG QUTOMOTNG CUCKEUNG
ékAuong TTAaKISiwv.

e XpnoipotroinoTe pia TToAUKAvaAn ITTETa e duvatdtnTta Tautdxpovng xopriynong o€ 8 kuyweAideg. Me Tov 1poTT0
auTo emmITaxUveTal N O1adIKooia Kal ETTITUYXAVETAI TTIO OPOIOPOPPOG XPOVOG ETTWACNG.

e Xg 6Aa Ta BrpoTa gival onPAvTikOG 0 TTPOCEKTIKOG EAEYXOG TwV Xpovwy. OAeg ol Trepiodol emwaong {eKIvouv
ME TNV oAoKARpwan TNG TTPocORKNG Tou avTidpacTnpiou.

*  H mpooBrkn 6Awv Twv JelyPdTwy Kal avTidpaoTnpiwy TTPETTEl va yiveTal e Tov idlo puBud kal he Tnv idia
ogIpd.

* AgaipéoTe ammd Tn OKn TIG OTTAITOUPEVEG TAIVIEG MIKPOKUWEAIOWYV KOl ETTAVACPPAYIOTE TTPOCEKTIKA TN ORKN
WOTE VO ATTOTPATTEI TUXOV CUNTTUKVWON USPATHWY OTIG AXPNOIMOTIOINTEG MIKPOKUWEAIDES. ETIOTpEWTE apEéowg
TN Bnkn oTo Yuyeio.

MéBodog avaAuong
BApa 1 AprioTte 6Aa Ta avTidpaaTrpIia va TAcouv o€ Beppokpaaia TTeEPIBAAAOVTOG.
BApa 2 2nNUAveTE TO QUAAO TOU TTPWTOKOANOU WOTE va UTTOdEIKVUETAI N TOTTOBETNON Twv OEIYUATWY OTIG
MIKpoKUWEAIdEG. H avaAuon Twv delyhdTwy €1G SITTAOUV aTtoTEAEI 0pOr) EpyacTNPIAKK TTPOKTIKH.
A w55
B neelse
C posi 7
D CAL S8
E s 59
F 20
G S3 | s
H S4 | s12
1 2 3 4
BApa 3 MpoeToipdoTe pia apaiwon Tou deiypaTog aobevoug ae avaloyia 1:101, mpooBETovTag 5 pl opol o€

0,5 ml apaiwTikoU diaAUpaTog opoU. Avapi§Te eTIPEAWS.

BAua 4 AQaIpETTE TIG ATTAITOUMEVES MIKPOKUWEAISEG aTTO TN BAKN KOl ETTIOTPEWTE TUXOV UN XPNOIUOTIOINKEVEG
TAIViEG TTOU UTTAPXOUV OTn oppayIcpévn Brkn oTo wuyeio. ToTToBeTAOTE 0TABEPA TIG MIKPOKUWEAIDEG
oTo TTAaiolo oTAPIENG TTou dIaTiBETal.

BApa 5 MpooBéaTe 100 pl £Toipwy TTPOG Xpron BaBuovountwy, dIGAUPATWY BETIKOU Kal apvnTIKOU €AEYXOU
Kal OelyudTWwY a0Bevwv OTIG KATAAANAEG MIKPOKUWEAIDEG, OTTWG OTTEIKOVICETAI OTNV TTAPAKATW
OlIaPOPPWOTN BEIYUATWY.
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BRpa 6
BAupa 7

BAua 8
BApa 9
BApa 10
BApa 11

BApa 12
BAua 13

BAua 14

Inueiwon: ZuptrepIAdBeTe pia kuweAida pe 100 pl apaiwTikoU SI0AUPATOC 0poU WG TUPAS
avTidpacTtnpiou. MndevioTe Tn cuokeur avayvwaong ELISApe 1o TUAS avTidpaoTnpiou. H ammoppdenon
Tou TUPAOU avTidpacTnpiou dev Ba TrpéTrel va gival peyaAutepn amd 0,3 6tav peTpdTal évavTl Tou
agpa.

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

EKTTAUveTE 4X pe TO puBuIoOTIKO diIGAupa €kTTAuoNG. Mo pn autépatn éKTTAUCH, TTANPWOTE KABE
MIKpOKUWEAIDQ pe avaouoTaBév pubuIoTIKO BIGAUNA EKTTAUCNG. ATTOPPIWTE TO UYPO AVACTPEPOVTAG
TO TTAQKIBIO KAl KTUTTWVTAG TO EAQPPA WOTE va adeIdoouv OAEG Ol KUWEAIDEG 1 avappoPwvTag To uypd
atréd KABe KUWeAida. MNa va oTUTTWOETE OTO TEAOG TNG TEAEUTAIAG EKTTAUCNG, QVACTPEYTE TIG TAIVIEG KAl

KTUTTOTE duvaTd TIG KUWEAISEG eTTAVW € atroppo@nTIKO XapTi. A auTOPATEG CUOKEUEG EKTTAUONG,
TIPOYPANMATIOTE TN CUCKEUN GUP@QWVA HE TIG 00NYIEG TOU KOTAOKEUAOTH.

Mpocbéate 100 pl cUZEUKTIKOU QVTICWHOTOG OTIG MIKPOKUWEAIDEG.
EmmwdoTe €11i 30 Aemrtd (£ 5 AeTiTd) 0€ Beppokpacia dwpaTiou.
EKTTAUVETE OAEG TIC HIKPOKUWEAIDEG OTTWG aTO BAua 7.

MpocBéoTe 100 pl evCuuiKoU UTTOOTPWHATOG O€ KABE KUWeAiIda, pe Tnv idla ogIpd Kal e Toug idloug
XPOVoUg OTTWG TO OULEUKTIKO avTiowa.

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

Mpocbéate 100 pl diaAUpaTOG TEPUATIONOU O€ KABE WIKPOKUWEAIDA, PE TNV idIa OEIpd Kal JE TOUG
idloug xpovoug O6TTwg To evlUpIKO uTTOaoTpwaA. AlaBdoTe TRV ammoppdPnon eviog 1 wpag amodé Tnv
TTPOC0BNKN Tou SIGAUPATOG TEPUATIOUOU.

AloBdoTe TNV aTroppodPnon KaBe KUWEAIdAG O€ UAKOG KUPATOG 405 nm XPNOIKOTIOIWVTOG HIG CUCKEUN

avayvwong TTAaKISiwv Jovou 1 SITTAoU prkoug KUpaTog 405/630 nm, évavTi Tou TUQAoU avTidpacTnpiou
TTOU puBMIoTNKE va £xel atToppOPNan INOEV.

‘EAeyxog mo16TNnTOg

¢ KABe avdAuon Ba TTpETEl va xpnolgoTrolouvTal Babuovountég, diaAlpata BeTIKOU Kal apvnTIKoU e€Aéyxou
Kol éva TUQAG avTidpacTnpiou, TTPOKEINEVOU va ETTIBERAILIVETAI N AKEPAIOTNTA Kal N okpifeia Tng €¢€Taong. H
METPNON aTTOPPOPNONG Tou TUPAOU avTidpacTnpiou TTpéTTel va gival <0,3. O BaBuovopunTthg TPETTE va dWOEl TIUN
atroppoPnong OxlI HIkpoTePN atro 1,0, S1Ia@OPETIKA N avaAuon TTpETTel va eTTavaAngBei. To SidAupa BeTiKoU EAEyXoU
mpétel va divel TIEG EU/mI evtdg Tou e0poug TTou avaypd@etal ato giaAidio. EAv n avdAuon die€ayeTai €1g SITTAoUY,
XPNOIUOTIOINGTE TN PEON TIUNA TwV dUO PETPROEWYV VIO VO TTPOCBIOPICETE TN CUYKEVTPWON TWV AVTICWHUATWY O€

EU/mI.

ANOTEAEZMATA

YtmoAoyiopoi

NOIOTIKOZ MPOZAIOPIZMO2

ATtr/on e&eTalopevou deiyparog

X EU/mI Tou BaBpovountn) = EU/mI e§eTtalopevou deiypaTtog

ATtr/on Tou BaBuovopunTtn

AuTA n nEBOBOG UTTOAOYIOUOU TTPETTEI VA XPNOIMOTTOIEITAI OVO YIa va TTPoadIopIoTEi GV Eva deiyua ival apvnTiKO

1 BeTIKS.

Ba@uovountig

O BaBuovountAg Tpétel va ouptrepIAapBdveTal o€ kdBe avdAuon. Tuxov dciypata acBevwov TTou TTEPIEXOUV
uwnAoTEPA ETTITTEDA QVTIOWHATWY EVOEXETAI va OWOOUV TIMEG ATTOPPOPNONG MEYOAUTEPEG QTTO QUTH TOU
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BaBuovounTtn. Ze pia T€ETOIQ TTEPITITWON, AUTA Ta BEiyPaTa 0poU TTPETTEl VA apaiwBoUV TTEPAITEPW HE APAIWTIKO
d1dAupa opou Kal va avaAuBouv ek véou. Na va TTpoodiopiceTe TN ouykévipwon oe EU/mI, ToAatmAacidoTe Tig
MOVAdEG TTOU TTPOKUTITOUV ETTi TO CUVTEAEDTH apaiwong.

Epunveia

O1 TTapakdTw TTANPOQOPIES TTAPEXOVTAI HOVOV WG 0ONYOG OTNV EPUNVEIR TwV OTTOTEAEOUATWY. To KABE EpyaoTHPIO
TIPETTEl VO TTPOCDIOPIOEI TIG OIKEG TOU QUOIONOYIKEG TIUEG.

TiyA EU avriowpdtwy avti-ENA  Epunveia

<20 EU/mI ApvnTikO
20-25 EU/mlI AT1TpocdIopIoTo (0pIaKd)
>25 EU/ml OeTIKO

MEPIOPIZMOI THZ AIAAIKAZIAZ

H pébodog ELISA Sialoyng yia avticwuata avti-ENA ImmuLisa™ dev Oa mpétrel va ekTeAeiTal o€ deiypaTta TTou
€Xouv UTToOoTEl peydAou BaBuou aipdAuon, oe poAuopéva ammd pikpoRia i Aimraipikd deiypata. H pébodog autr| Ba
TIPETTEI VA XpNoIPoTTolEiTal uévo yia TNy e€étaon delyudTwy opol avBpwtrou. H didyvwan dev TrpéTrel va BacideTal
ATTOKAEIOTIKA OTa atroTeAéopata Tng avaiuong ELISA.

ANAMENOMENEZ TIMEZ

H cuxvotnta ep@aviong Twv avTiowudTwy Katd Twv ENA o€ d1d@opeg cuaTnuaTiKEG VOOOUG TOU CUVOETIKOU I0TOU
ouvoyiZeTal OTOV TTAPAKATW TTiVOKA:

AlayvwoTIKn onuacia Twv avriowudarwy Kara d1apopwv SIQAUTWYV TTUPNVIKWY avTlyovwv

lo6TUTTOG AVTICWMATOG Zuox£Tion JE TN VOO O

Sm ZEN - 10-40%

RNP 2EN - 20-30%
MNZI - 95-100%

SS-A (Ro) 2EN-15-33%
YAEA - 60%

EA veoyvwy - 100%
2uvdpopo Sjégren - 40-70%

SS-B (La) SEN-10-15%

YAEA - 25%

ZUvdpopo Sjégren - 15-60%
Jo-1 MoAupuocitida - 32%

ETmKaAuTITOPEVN TTOAUPUOGITIOO
AeppaTtopuocitida - 20%

Scl-70 >kAnpodeppia - 20-40%
ZkAnpodeppia Twv dkpwv - 44%

>EA = ouoTnuatikog epubnuaTtwdng AUKog

MNZI = piktAi véoog ouvdeTiKoU I0TOU

YAEA = utto&ug deppaTikdg epubnuatwdng AUKOG

2nueiwon: H ouxvotnTta NG €181IKOTNTOG KABE AVTICWHOTOG O€ PIa VOOO AVTITTPOOWTTEUEI OTOIXEIQ TTOU GUAAEXBNKOV
o116 TN BIBAIoypagiad. H ouxvotnTta eU@AvVIong TTOIKIAAEL, avdAoya pe Tov TTANBUCUO aaBeviv.
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XAPAKTHPIZTIKA AMOAOZHZ

H pébBodog ELISA dialoyng yia avricwpata Anti-ENA ImmuLisa™ ouykpiBnke pe avoooarmotutiwon ENA. Eva
oUvoAo 125 opwv atrd éva KAIVIKO EpyaaTrpIo ava@opds avayvwpeioTnKav JE avooodidxuon wg BETIKG A apvnTIKA

yia 1o avriowpara avti-RNP, avti-Sm, avtl-SS-A (Ro) i avtl-SS-B (La), avti-Scl-70 kai avTi-Jo-1. O1 opoi auToi

avaAubnkav cUpgwva pe Tn diadikaoia TToU ouVIOTA O TTOPOOKEUAOTHG. Ta aTroTeAéopaTa cuvowidovTal oTov

TTOPOKATW TTivaKa:

2U0ykpion Twv ue@odwyv ELISA yia tnv avixveuon avriowudrwy Kard rwv ENA

AvdAuon diahoyig ImmuLisa™ ENA

OeTikGd  ApvnTIKA Z0voAo
O¢€TIKA 50 2 52
Avoooatrotumrwon ApvnTikd 0 73 73
ZUvolo 50 75 125

Jupowvia: 98%
EvaioBnaoia: 96%
EidikétnTa: 100%

Akpipeia:

AvaAuBnkav 800 deiypata Pe yWWOTEG CUYKEVTPWOEIG avTiowudTtwy ENA oe 10 avrtiypaga o€ pia repiodo duo
eBdopadwv. O1 TINEG TwV ouvTEAEGTWYV TTOIKIANOTATAG (CV) €VTOG O€Ipdg Kal PETAU GEIPWYV ATAV O OKOAOUBEG:

MeTagu ocipwv Evtog ocipdg

%CV %CV
IgG lgG
Acgiypa 1 3,6 4.5
Acgiypa 2 5,4 3,7

AvakTtnon:

Agiypata ye YVWOTEG CUYKEVTPWOEIG avTIOWPATwY ENA avapixBnkav pe KatadAANAeg apaiwoelg evdg aANou BeTikoU
OeiypaTtog Trou Treplgixe YvwaoTEG ToootnTeG avTiowudTwy ENA. Mpoodiopiotnkav Ta emmiTeda avriowudTwy ENA
TWV avapixBEvTwy SelyATwyY Kal aTTd TIG TIMEG TTOU TTPOEKUWAVY UTTOAOYIOTNKE N €TTi TOIG €KaTO avdkTnon. Ta
OTTOTEAETUATO EXOUV WG EENG:

AvTI-ENA AvTI-ENA
I'IpoopOspsvn I\r|<!>9£|oa AvakTnon%
OUYKEVTPWOT  OUYKEVTPWON
(EU/mI) (EU/ml)
Acgiypa 1 85 81 95
Acgiypa 2 34 37 107
Acgiypa 3 51 57 112
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ENSAYO ELISA Screen PARA DETECCION DE ANTI-ANTIGENOS NUCLEARES EXTRAIBLES (ENA)

“ PROSPECTO

©
| M M CO 1149 ELISA Screen anti ENA 96 anélisis

DIAGNOSTICS

USO PREVISTO

Enzimoinmunoensayo para la deteccion y semi cuantificacion de anticuerpos IgG anti-antigenos nucleares
extraibles RNP, Sm, SS-A (Ro), SS-B (La), Jo-1 y Scl-70 en suero humano de pacientes en que se sospechan
trastornos del colageno vascular.

RESUMEN Y EXPLICACION

Los antigenos nucleares extraibles (ENA) son complejos de ribonucleoproteinas solubles (snurps). Los auto
anticuerpos contra los diferentes ENA son importantes en el diagnoéstico y control de varias enfermedades
sistémicas del tejido conectivo. Los anticuerpos anti-Sm son especificos de una enfermedad y constituyen un
marcador del lupus eritematoso sistémico (LES). Los anticuerpos anti-Sm se detectan en aproximadamente
el 30-40% de los pacientes afectados de LES. Son raros en otras patologias sistémicas del tejido conectivo
y si estan presentes, podrian indicar un solapamiento de la enfermedad o bien pacientes que todavia no
satisfacen plenamente los criterios ARA para el LES'™®. Otros anticuerpos, tales como los dirigidos contra SS-A
(Ro), SS-B (La) y RNP no son especificos de una enfermedad. Los anticuerpos anti-RNP estan presentes en
el 35-45% de los pacientes con LES y en mas del 95% de pacientes con enfermedad mixta del tejido conectivo
(MCTD). Ocasionalmente se los encuentra también en la esclerodermia, artritis reumatoide y LE inducido por
medicamentos °. En los pacientes con anticuerpos anti-RNP se registra una incidencia menor de patologias
renales en comparaciéon con aquellos pacientes que presentan anticuerpos anti-Sm. Los anticuerpos anti-SS-A
(Ro) y SS-B (La) se registran en aproximadamente el 30-40% y el 10-15% respectivamente de pacientes con
LES, y en el 60-70% y 40-60% respectivamente de pacientes con sindrome de Sjégren. Los anticuerpos anti-SS-
B (La) se presentan frecuentemente asociados con anticuerpos anti-SS-A (Ro). Los anticuerpos anti-SS-A (Ro)
estan presentes también en el 60% de los pacientes que padecen LE cutaneo subagudo, en la mayoria de los
casos de LE neonatal y en los dos tercios de pacientes de LES con deficiencia de C2'%"3.

Los anticuerpos anti-SCL-70 son un marcador serolégico de la esclerodermia sistémica. Se ha reportado
de frecuencias variables de anticuerpos SCL-70. En los primeros estudios, este anticuerpo se detect6 en
aproximadamente el 20% de pacientes afectados de esclerodermia; estudios posteriores indican una incidencia
del 75% en pacientes con esclerodermia difusa y del 44% en pacientes con acrosclerosis®.

Los anticuerpos especificos de miositis se detectan en el 25-40% de pacientes adultos con miopatias inflamatorias
idiopaticas y son mas especificos en las t-RNA sintetasas citoplasmaticas'?.

De los cinco anticuerpos anti-sintetasas descritos, los anticuerpos anti-histidil-tRNA sintetasas (Jo-1) se asocian
en pacientes con miositis a aspectos clinicos tales como patologias pulmonares intersticiales, fibrosis pulmonar,
fenédmeno de Raynaud, fiebre y artritis no erosiva simétrica de las pequefias articulaciones™.

Los anticuerpos contra antigenos nucleares extraibles pueden detectarse por diferentes métodos. Dadas las
dificultades en obtener antigenos ENA altamente purificados, tradicionalmente se ha utilizado el método
de inmunodifusion por gel; sin embargo, la metodologia ELISA presenta muchas ventajas con respecto a la
inmunodifusién por gel: mayor sensibilidad™, menor duracién del ensayo, eliminacion de la subjetividad en la
lectura de resultados, cuantificacion sin titulacion del suero y posibilidad de automatizacion. El ensayo ELISA
Screen ENA ImmuLisa™ utiliza antigenos altamente purificados para detectar anticuerpos ENA.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

La prueba consiste en un ensayo inmunoenzimatico de fase solida (ELISA). Los pocillos se recubren con antigenos
purificados Sm, RNP, SS-A (Ro) o SS-B (La), Scl-70 y Jo-1; a continuacién se bloquean los puntos que no han
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reaccionado para reducir las uniones no especificas. Se incuban los controles, calibradores y muestra de suero
del paciente en los pocillos recubiertos de antigeno, permitiendo que se unan los anticuerpos especificos anti
ENA presentes en el suero. Los anticuerpos no unidos y demas proteinas del suero se eliminan mediante lavado.
Los anticuerpos unidos se detectan mediante un conjugado de IgG antihumano marcado con un enzima afadido
a los pocillos. El conjugado que no se ha unido se elimina mediante lavado. Luego se afiade a los pocillos un
substrato enzimatico especifico (PNPP). La presencia de anticuerpos se detecta por el cambio de color provocado
por la conversion del substrato pNPP. Se detiene la reaccion y con un espectrofotémetro se lee la intensidad del
cambio de color, que es proporcional a la concentracion del anticuerpo. Los resultados se expresan en unidades
ELISA (EU/ml) y se indican como positivos, inciertos (valores limite) o negativos.

REACTIVOS
Conservacion y preparacion

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

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

Las tiras de micropocillos revestidos deben usarse una sola vez.

Precauciones

Todo suero de donante empleado para fabricar este producto ha sido analizado mediante métodos aprobados por
FDA 'y resulté negativo al anticuerpo anti HCV (HIV 1 e HIV 2), al antigeno de superficie del virus de la hepatitis
B (HBsAg) y al anticuerpo del virus de la hepatitis C (HCB). De todos modos, los derivados de sangre humana y
las muestras del paciente han de considerarse potencialmente infecciosos. Respétense las buenas practicas de
laboratorio para la conservacion, dispensacion y eliminacion de estos materiales’®.

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

Para asegurar resultados validos, es menester seguir las instrucciones exactamente como se presentan
en este prospecto. No mezcle los componentes del kit con componentes de otro origen o que no tengan el mismo
numero de catalogo de Immco Diagnostics Inc. Respete las buenas técnicas de laboratorio para reducir al
minimo la contaminacién microbiana y quimica. No utilice el producto después de la fecha de caducidad.

Material suministrado
ELISA Screen anti ENA ImmuLisa™ 1149

El kit contiene reactivos suficientes para efectuar 96 analisis.

12x8 | MICROPLATE | ENA| Microplaca con micropocillos individuales separables
recubiertos con antigenos ENA

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

1x1,5ml | CONTROL | + | ENA |* Control Positivo listo para usar (tapa roja). Suero humano con
anticuerpos anti ENA.

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

1x12ml [IgG-CONJ | ALKPHOS |* Conjugado anti humano con fosfatasa alcalina listo para usar.
Color rosado.
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1x 60 ml * Diluyente de suero listo para usar. Color azul.

1x12 ml SUBSTRATE | * Substrato enzimatico listo para usar. Protéjase de la luz.
1x12 ml STOP Solution Stop lista para usar.
2x Tampén de lavado en polvo. Reconstituir cada unidad hasta un

litro.

* Contiene <0.1% NaN3

Simbolos utilizados en las etiquetas:
Numero de lote

Numero de catalogo

Fecha de caducidad
Temperatura de conservacion
Léanse las instrucciones de uso

Para diagnéstico in vitro

Fabricante

4R [FB =[G

Numero de analisis

Materiales necesarios no suministrados
e Agua desionizada o destilada

* Botelladispensadora para el tampoén de lavado diluido o bien lavador automatico de microplacas con capacidad
de 200 pl

Pipetas con capacidad de 5 pl a 1000 pl

¢ Puntas de pipetas desechables

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

«  Papel absorbente

* Lector de microplacas 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.

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 ensayo. Conserve las muestras a
2°- 8°C durante 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 durante 30 minutos por lo menos
antes de dar comienzo a la prueba. Vuelva a poner de inmediato en la nevera los materiales y muestras no
utilizados.
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* Prepare todas las diluciones de las muestras del paciente antes de comenzar el andlisis.

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

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

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

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

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

Procedimiento del ensayo

Paso 1

Paso 2

Paso 3

Paso 4

Paso 5

Paso 6

Paso 7

Paso 8
Paso 9
Paso 10

Los reactivos deben estar a temperatura ambiente.

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

BLANK| | S5
NEG | | S6
POS | S7
S8
S1 9
$2 || s10
S3 s

S4 || 812

T MmO ®>

1 2 3 4

Prepare una dilucién de 1:101 de la muestra del paciente, pipeteando 5ul de suero en 0,5 ml de
diluyente de suero. Mezcle bien.

Coja los pocillos necesarios del sobre; guarde las tiras no utilizadas en el sobre hermético y péngalo
en la nevera. Coloque los pocillos en el soporte suplementario.

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

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 del blanco de reactivo no
debe ser superior a 0.3 leida contra el aire.

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

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

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

Lave los pocillos repitiendo el paso 7.
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Paso 11 Pipetee 100 pl de substrato enzimatico en cada pocillo, en la misma secuencia y tiempos del
conjugado.

Paso 12 Incube 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.

Paso 13 Pipetee 100 pl de solucion Stop en cada pocillo, en la misma secuencia y tiempos en que afadio
el substrato enzimatico. Lea la absorbancia en el plazo de una hora después de haber afiadido la
solucién Stop.

Paso 14 Lea la absorbancia de cada pocillo a 405 nm mediante un lector de microplacas de longitud de onda
simple o doble 405/630nm, comparandola con el blanco de reactivo regulado en absorbancia cero.
Control de Calidad

En cada ensayo es necesario procesar calibradores, controles positivo y negativo y un blanco de reactivo para
comprobar la integridad y precision del analisis. La lectura de absorbancia del blanco de reactivo debera ser
<0,3. La lectura de absorbancia del calibrador no debe ser inferior a 1,0; de lo contrario sera necesario repetir el
analisis. Los valores de EU/ml del control positivo deben estar dentro de los limites establecidos en el vial. Si el
analisis se efectua por duplicado, se tomara la media de ambas lecturas para determinar las EU/ml.
RESULTADOS

Calculo

DETERMINACION CUALITATIVA

Abs. de muestra analizada

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

Abs. de calibrador

Este método de calculo se utilizara Unicamente para establecer si una muestra es negativa o positiva.

Calibrador

El calibrador debe utilizarse en todos los ensayos. Las muestras de paciente que contengan niveles altos de
anticuerpos podrian dar valores de absorbancia superiores a los del calibrador. En estos casos, las muestras con
esas caracteristicas se han de volver a diluir con diluyente de suero y se analizaran nuevamente. Para determinar
las EU/mI, multiplique las unidades obtenidas por el factor de dilucion.

Interpretacion

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

Valor anti-ENA EU Interpretacion

<20 EU/mI Negativo

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

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

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

VALORES ESPERADOS

La incidencia de anticuerpos ENA en varias patologias sistéemicas del tejido conectivo se resume en la siguiente
tabla:
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Importancia diagnéstica de anticuerpos contra diferentes antigenos nucleares solubles

Isotipo de anticuerpo Asociacion con la dolencia

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

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

LE Neonatal - 100%
Sindrome de Sjégren - 40-70%

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

Sindrome de Sjégren - 15-60%

Jo-1 Polimiositis - 32%

Polimiositis solapada

Dermatomiositis - 20%

Scl-70 Esclerodermia - 20-40%
Acrosclerosis - 44%

LES = lupus eritematoso sistémico
MCTD = enfermedad mixta del tejido conectivo
SCLE = lupus eritematoso cutaneo subagudo

Nota: La frecuencia de especificidad de cada anticuerpo en una enfermedad resulta de datos tomados de la
literatura®. La incidencia varia segun la poblacién de pacientes.

CARACTERISTICAS DE EJECUCION

Elensayo ELISAScreen anti-ENAImmuLisa™ se comparo con el analisis ENAImmunoBIlot. Mediante inmunodifusion
se identificaron 125 sueros procedentes de un laboratorio clinico de referencia, indicandolos como positivos o
negativos a anti-RNP, anti-Sm, anti-SS-A (Ro) o anti-SS-B (La), anti-Scl-70 y anti-Jo-1.

Dichos sueros se analizaron siguiendo el procedimiento indicado por el fabricante. Los resultados se resumen en
las siguientes tablas.

Comparacion de métodos ELISA para deteccion de anticuerpos anti ENA

ImmuLisa™ ENA Screen

Positivo Negativo Total

Positivo 50 2 52

Immunoblot Negativo 0 73 73
Total 50 75 125

Correspondencia: 98%
Sensibilidad: 96%
Especificidad: 100%
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Precision:
Se analizaron por diez veces dos muestras con concentracion conocida de ENA a lo largo de dos semanas. Los
coeficientes de variacién (CV) intra y entre ensayo son los siguientes:

entre ensayo intra-ensayo

%CV %CV
IgG lgG
Muestra 1 3.6 4.5
Muestra 2 54 3.7

Recuperacion:

Muestras con concentracion conocida de anti-ENA se mezclaron con la dilucion adecuada de otra muestra positiva
con cantidad conocida de anti-ENA. Se determinaron los niveles de anti-ENA en las muestras mezcladas y se
calcul6 el porcentaje de recuperacion a partir de los valores obtenidos. Los resultados se indican a continuacion:

Anti-ENA Anti- ENA
Ab. conc. afiadida Ab. conc. obtenida % Recuperacion
(EU/mI) (EU/m)
Muestra 1 85 81 95
Muestra 2 34 37 107
Muestra 3 51 57 112
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ELISA-Screeningest fiir Antikérper gegen extrahierbare nukledre Antigene (ENA)

“ BEIPACKTEXT

| M M CO© 1149 Anti-ENA-ELISA-Screeningtest 96 Bestimmungen

DIAGNOSTICS

VERWENDUNGSZWECK

Enzymgekoppelter Immunabsorptionstest (ELISA) fir den Nachweis und die semi-quantitative Bestimmung von
IgG-Antikérpern gegen die extrahierbaren nukledren Antigene RNP, Sm, SS-A/Ro, SS-B/La, Jo-1 und Scl-70 in
Humanserum von Patienten, bei denen ein Verdacht auf eine KollagengefalRkrankheit besteht.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Extrahierbare nukledre Antigene (ENA) sind I8sliche Ribonukleoproteinkomplexe (Snurps). Autoantikdrper gegen
verschiedene ENA haben sich als wertvoll fiir die Diagnose und Uberwachung von verschiedenen systemischen
Bindegewebserkrankungen erwiesen. Anti-Sm-Antikorper sind krankheitsspezifisch und sind daher ein Marker fir
systemischen Lupus erythematodes (SLE). Antikdrper gegen Sm treten in etwa 30-40% von SLE-Patienten auf.
Sie erscheinen nur selten mit anderen systemischen Bindegewebserkrankungen, und ihr Auftreten zeigt in diesem
Fall entweder ein Uberschneiden von Krankheiten oder Patienten, die die ARA-Kriterien fiir SLE noch nicht erfullt
haben, an™®. Andere Antikérper, z.B. gegen SS-A/Ro, SS-B/La und RNP, sind nicht krankheitsspezifisch. Antikorper
gegen RNP treten in 35-45% von Patienten mit SLE und Giber 95% von Patienten mit Mischkollagenose (MCTD) auf.
Sie erscheinen gelegentlich auch bei Sklerodermie, rheumatoider Arthritis und medikamenteninduziertem LE™®.
Im Vergleich mit Patienten mit Anti-Sm-Antikdrpern weisen Patienten mit Anti-RNP-Antikorpern eine geringere
Haufigkeit von Nierenkrankheiten auf. Antikérper gegen SS-A/Ro und SS-B/La treten in etwa 30-40% bzw. 10-
15% von SLE-Patienten und 60-70% bzw. 40-60% von Patienten mit Sjégren-Syndrom auf. Antikérper gegen SS-
B/La treten haufig gemeinsam mit Antikérpern gegen SS-A/Ro auf. Antikdrper gegen SS-A/Ro treten auch in 60%
von Patienten mit subakutem kutanen LE, in fast allen Fallen von neonatalem LE und in zwei Dritteln der SLE-
Patienten mit C2-Mangel auf'®'®. Antikérper gegen Scl-70 sind spezifische serologische Marker flr systemische
Sklerodermie. Es wurden unterschiedliche Haufigkeiten fir Scl-70-Antikdrper gemeldet. In frihen Studien wurde
dieser Antikdrper in etwa 20% von Patienten mit Sklerodermie nachgewiesen, spatere Studien berichteten jedoch
Uber eine Haufigkeit von 75% in Patienten mit diffuser Sklerodermie und 44% in Patienten mit Akrosklerose®.

Myositis-spezifischeAntikdrperliegenin25-40% vonerwachsenenPatientenmitidiopathischenMuskelentziindungen
vor und sind meist spezifisch fir zytoplasmische tRNA-Synthetasen'. Eine der fiinf beschriebenen Arten von
Anti-Synthetase-Antikdrpern, Anti-Histidyl-tRNA-Synthetase-Antikdrper (Jo-1), steht bei Patienten mit Myositis mit
klinischen Merkmalen wie interstitieller Lungenkrankheit, Lungenfibrose, Raynaud-Phdnomen, Fieber und nicht-
erosiver symmetrischer Arthritis in kleinen Gelenken in Verbindung'2.

Antikérper gegen extrahierbare nukledre Antigene kénnen mit verschiedenen Methoden nachgewiesen werden.
Aufgrund der Schwierigkeiten bei der Beschaffung von stark gereinigten ENA-Antigenen wurden traditionell
Gel-Immunodiffusionsmethoden verwendet. Die ELISA-Technik bietet jedoch zahlreiche Vorteile gegeniiber der
Immunodiffusion: gréBere Sensitivitat', kiirzere Testzeiten, keine Subjektivitdt beim Ablesen der Ergebnisse,
Quantifizierung ohne Serumtitrierung und die Méoglichkeit einer Automatisierung. Der ImmuLisa™ ELISA-
Screeningtest fir ENA verwendet stark gereinigte Antigene fur den Nachweis von ENA-Antikérpern.

TESTPRINZIP

Der Test wird als Festphasen-ELISA durchgefihrt. Mikrotiterplattenvertiefungen werden mit gereinigten Sm-, RNP-,
SS-A/Ro- oder SS-B/La-, Scl-70- und Jo-1-Antigenen beschichtet, und die unreagierten Stellen werden blockiert,
um die nicht-spezifische Bindung zu reduzieren. Kontrollseren, Kalibrator und Serumproben von Patienten
werden in den antigenbeschichteten Vertiefungen inkubiert; dies erlaubt die Bindung der im Serum vorhandenen
spezifischen Anti-ENA-Antikorper. Nicht gebundene Antikérper und andere Serumeiweil3e werden durch Waschen
der Vertiefungen entfernt. Gebundene Antikdrper werden durch Zugabe eines enzymmarkierten Anti-human-
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IgG-Konjugats in die Vertiefungen nachgewiesen. Nicht-gebundenes Konjugat wird durch Waschen entfernt.
Anschlie3end wird ein spezifisches Enzymsubstrat (pNPP) in die Vertiefungen gegeben. Das Vorhandensein von
Antikdrpern wird mittels einer Farbveranderung festgestellt, die durch die Umwandlung des pNPP-Substrats entsteht.
Die Reaktion wird gestoppt, und die Intensitadt der Farbverdnderung, welche proportional zur Konzentration der
Antikérper ist, wird mit einem Spektrophotometer gemessen. Die Ergebnisse werden in ELISA-Einheiten (EU)/ml
angegeben und als positiv, Grenzfall oder negativ gemeldet.

REAGENZIEN

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

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

Die beschichteten Mikrotiterstreifen sind nur zur einmaligen Anwendung bestimmt.

VorsichtsmafRnahmen

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

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

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

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

Mitgeliefertes Material
ImmuLisa™ Anti-ENA-ELISA-Screeningtest 1149

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

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

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

1x1,5ml [CONTROL|+[ENA |* Gebrauchsfertiges positives Kontrollserum (rote Kappe).
Humanserum mit Antikérpern gegen ENA.

1x1,5ml | CONTROL - * Gebrauchsfertiges negatives Kontrollserum (weil3e Kappe).

Enthalt Humanserum.

1x12 ml mG-CONJ | ALKPHOS |* Gebrauchsfertiges Anti-human-alk.-Phos.-Konjugat.
Farbkennzeichnung rosa.
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1 x 60 ml * Gebrauchsfertiger Serumverdiinner. Farbkennzeichnung blau.

1x12ml | SUBSTRATE |* Gebrauchsfertiges Enzymsubstrat. Vor Licht schiitzen.
1x12 ml STOP Gebrauchsfertige Stopplésung.
2x Waschpuffer in Pulverform. Auf jeweils einen Liter

rekonstituieren.
* Enthélt <0,1% NaN,

Auf den Etiketten verwendete Symbole:
Chargennummer

Bestellnummer

Verwendbar bis
Lagerungstemperatur
Gebrauchsanleitung lesen
In-vitro-Diagnostikum

Hersteller

4RG> =< G

Anzahl an Tests

Bendtigte, nicht mitgelieferte Materialien
« Entionisiertes oder destilliertes Wasser

« Spritzflasche fur den verdinnten Waschpuffer oder automatischer Mikrotiterplattenwascher mit einer
Verteilungskapazitat von 200 pl

Pipetten mit einem Volumenbereich von 5 pl bis 1000 ul

«  Pipettenspitzen zur einmaligen Verwendung

*  Saubere Probenréhrchen 12 x 75 mm und R&hrchenhalter

e Stoppuhr

e Saugfahiges Papier

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

PROBENENTNAHME UND -HANDHABUNG

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

VERFAHREN

Hinweise zum Verfahren

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

* Lassen Sie den Serumproben und Testreagenzien mindestens 30 Minuten Zeit, um Raumtemperatur zu
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erreichen, bevor Sie mit dem Test beginnen. Stellen Sie alle nicht verwendeten Proben und Reagenzien sofort
nach der Anwendung wieder in den Kihlschrank.

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

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

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

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

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

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

Testmethode

Schritt 1 Lassen Sie alle Reagenzien Raumtemperatur erreichen.

Schritt2  Verwenden Sie den Protokollbogen, um die Positionen der Proben in den Vertiefungen zu notieren.

Es entspricht der Guten Laborpraxis, Proben zweifach zu testen.
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Schritt 3  Verdinnen Sie die Patientenprobe im Verhéltnis 1:101, indem Sie 5 pyl des Serums in 0,5 ml

Probenverdinner pipettieren. Gut mischen.

Schritt4  Entnehmen Sie dem Beutel die bendétigte Anzahl Vertiefungen und legen Sie die nicht verwendeten

Streifen im versiegelten Beutel wieder in den Kiihlschrank. Setzen Sie die Vertiefungen sicher in den
mitgelieferten Halter ein.

Schritt 5  Pipettieren Sie 100 pl des gebrauchsfertigen Kalibrators, der positiven und negativen Kontrollseren

sowie der Patientenproben wie auf der Probenanordnung unten angezeigt in die entsprechenden
Vertiefungen.

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

Schritt 6  Inkubieren Sie 30 Minuten (£ 5 Minuten) lang bei Raumtemperatur.

Schritt7  Waschen Sie 4x mit Waschpuffer. Wenn Sie manuell waschen, fiillen Sie jede Vertiefung mit

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

Schritt 8  Pipettieren Sie 100 pl Konjugat in die Vertiefungen.
Schritt 9  Inkubieren Sie 30 Minuten (+ 5 Minuten) lang bei Raumtemperatur.
Schritt 10 Waschen Sie alle Vertiefungen wie in Schritt 7 beschrieben.

Schritt 11  Pipettieren Sie 100 pl Enzymsubstrat in jede Vertiefung; gehen Sie dabei in derselben Reihenfolge
und mit derselben Geschwindigkeit vor wie beim Konjugat.

Schritt 12 Inkubieren Sie 30 Minuten (+ 5 Minuten) lang bei Raumtemperatur.

Schritt 13 Pipettieren Sie 100 pl Stopplésung in jede Vertiefung; gehen Sie dabei in derselben Reihenfolge
und mit derselben Geschwindigkeit vor wie beim Hinzufiigen des Enzymsubstrats. Lesen Sie den
Extinktionswert innerhalb 1 Stunde nach Hinzufiigen der Stopplésung ab.

Schritt 14 Lesen Sie die Extinktion jeder Vertiefung bei 405 nm gegen die Blindprobe, fiir die der Extinktionswert
Null eingestellt wurde, ab; verwenden Sie einen Mikrotiterplattenreader mit einer einzigen Wellenldnge
oder mit einer doppelten Wellenldnge von 405/630 nm.

Qualitatskontrolle

Bei jedem Testlauf miissen der Kalibrator, die positiven und negative Kontrollseren und eine Blindprobe mitgetestet
werden, um die Unverfalschtheit und Genauigkeit des Tests zu Uberprifen. Der Extinktionswert der Blindprobe
sollte <0,3 sein. Der Kalibrator sollte einen Extinktionswert von mindestens 1,0 haben, anderenfalls muss der Test
wiederholt werden. Die EU/mI-Werte des positiven Kontrollserums muissen innerhalb des auf dem Flaschchen
angegebenen Bereichs liegen. Falls der Test doppelt durchgefihrt wurde, sollte der Mittelwert der beiden
Messungen verwendet werden, um die EU/mI zu bestimmen.

ERGEBNISSE
Berechnungen

QUALITATIVE BESTIMMUNG
Ext. der Testprobe

X EU/ml des Kalibrators = EU/ml Testprobe
Ext. von Kalibrator D

Diese Berechnungsmethode sollte nur verwendet werden um festzustellen, ob eine Probe negativ oder positiv
ist.
Kalibrator

Der Kalibrator muss bei jedem Testlauf mitverwendet werden. Patientenproben mit hohen Antikérperspiegeln
kénnen héhere Extinktionswerte aufweisen als der Kalibrator. In diesem Fall sollten diese Serumproben nochmals
mit Serumverdinner verdinnt und erneut getestet werden. Um die EU/ml zu bestimmen, missen Sie den
erhaltenen Wert mit dem Verdiinnungsfaktor multiplizieren.

Interpretation

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

Anti-ENA-EU-Wert Interpretation

<20 EU/mI negativ

20-25 EU/mlI unbestimmt (Grenzbereich)
>25 EU/mlI positiv

25



DE

EINSCHRANKUNGEN DES VERFAHRENS

Der ImmuLisa™ Anti-ENA-ELISA-Screeningtest sollte nicht an stark hadmolysierten, mikrobiologisch verunreinigten
oder lipadmischen Proben durchgefihrt werden. Diese Methode sollte nur verwendet werden, um menschliche
Serumproben zu testen. Eine Diagnose sollte nicht ausschliel3lich aufgrund der ELISA-Testergebnisse gestellt
werden.

ERWARTETE WERTE

Die Haufigkeit von ENA-Antikérpern bei verschiedenen systemischen Bindegewebserkrankungen wird in der
nachfolgenden Tabelle zusammengefasst:

Diagnostische Bedeutung von Antikdrpern gegen
verschiedene Iésliche nukleédre Antigene

Isotyp des Antikérpers Assoziierung mit Krankheiten

Sm SLE - 10-40%

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

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

Neonataler LE - 100%
Sjogren-Syndrom - 40-70%

SS-Bl/La SLE - 10-15%
SCLE - 25%
Sjégren-Syndrom - 15-60%
Jo-1 Polymyositis - 32%

Polymyositis-Uberschneidung

Dermatomyositis - 20%
Scl-70 Sklerodermie - 20-40%

Akrosklerose - 44%

SLE = systemischer Lupus erythematodes
MCTD = Mischkollagenose

SCLE = subakuter kutaner Lupus erythematodes

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

LEISTUNGSMERKMALE

Der ImmuLisa™ Anti-ENA-Antikdrper-ELISA-Screeningtest wurde mit dem Test ENA ImmunoBlot verglichen.
Insgesamt 125 von einem klinischen Referenzlabor bezogene Seren wurden mittels Immunodiffusion als positiv
oder negativ fur Anti-RNP-, Anti-Sm-, Anti-SS-A/Ro- oder Anti-SS-B/La-, Anti-Scl-70- und Anti-Jo-1-Antikdrper
identifiziert.
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Diese Seren wurden gemafl® dem vom Hersteller empfohlenen Verfahren getestet. Die Ergebnisse sind in den
folgenden Tabellen zusammengefasst:

Vergleich von ELISA-Methoden fiir den Nachweis von Antikérpern gegen ENA

ImmuLisa™ ENA-Suchtest

Positiv Negativ Gesamt
Positiv 50 2 52
Immunoblot Negativ 0 73 73
Gesamt 50 75 125

Ubereinstimmung: 98%
Sensitivitat: 96%
Spezifitat: 100%

Genauigkeit:

Zwei Proben mit bekannter ENA-Konzentration wurden Gber einen Zeitraum von zwei Wochen 10-mal getestet. Es
ergaben sich folgende intraserielle und interserielle Variationskoeffizienten (VK):

interseriell intraseriell
% VK % VK
IgG IgG
Probe 1 3,6 45
Probe 2 54 3,7

Wiederfindung:

Proben mit bekannter Anti-ENA-Konzentration wurden mit geeigneten Verdiinnungen einer anderen positiven
Probe mit einer bekannten Menge an Anti-ENA-Antikdrpern gemischt. Die Anti-ENA-Spiegel der gemischten
Proben wurden bestimmt und die Wiederfindung in Prozent wurde aus den erhaltenen Werten errechnet. Folgende
Ergebnisse wurden erhalten:

Anti-ENA Anti- ENA
AK-Konz. zugefiigt AK-Konz. gemessen % Wiederfindung
(EU/ml) (EU/ml)
Probe 1 85 81 95
Probe 2 34 37 107
Probe 3 51 57 112
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Dépistage anti-antigénes nucléaires solubles (ENA) ELISA

M  ENCART DU PRODUIT

©
| M M CO 1149 Test Anti-ENA Screen 96 Tests

DIAGNOSTICS

USAGE PREVU

Dosage immunoenzymatique de type ELISA destiné a la détection et la quantification des anticorps IgG des
antigénes nucléaires solubles (ENA) [RNP, Sm, SS-A (Ro), ou S-B (La)] dans le sérum humain de patients chez
qui I'on soupgonne des collagénoses vasculaires.

RESUME ET EXPLICATION

Les antigénes nucléaires solubles (ENA) sont des complexes ribonucléoprotéiques solubles (snurps). Les auto-
anticorps dirigés contre divers antigénes nucléaires solubles (ENA) se sont montrés utiles dans le diagnostic
et le contréle de diverses maladies du tissu systémique connectif. Les anticorps anti-Sm sont spécifiques de la
maladie et représentent donc un marqueur pour le lupus érythémateux systémique (SLE). Les anticorps anti-
Sm se manifestent chez approximativement 30-40% des patients atteints de SLE. Ils sont rares dans les autres
maladies du tissu conjonctif systémique et, s’ils sont présents, ils indiquent des formes de chevauchement ou
des patients qui n’ont pas encore répondu aux critéres ARA (American Rheumatism Association) pour le SLE '°.
D’autres anticorps tels que ceux qui sont dirigés contre SS A (Ro), SS-B (La) et RNP ne sont pas spécifiques de
la maladie. Les anticorps anti-RNP (ribonucléoprotéine) se manifestent chez 35-45% des patients atteints de
SLE et chez 95% des patients atteints de connectivité mixte (MCTD). Parfois ils apparaissent €galement dans
la sclérodermie, la polyarthrite rhumatoide et le lupus érythémateux induit par des médicaments . Les patients
présentant des anticorps anti-RNP présentent une incidence plus basse d’affections rénales par rapport aux
patients avec des anticorps anti-Sm. Les anticorps anti-SS A (Ro) et SS-B (La) se manifestent respectivement
chez approximativement 30-40% et 10-15% des patients atteints de SLE et 60-70% et 40-60% des patients
atteints du syndrome de Sjégren. Les anticorps anti-SS-B (La) se manifestent plus fréquemment en association
avec des anticorps anti-SS A (Ro). Les anticorps anti-SS A (Ro) se manifestent également chez 60% des patients
avec lupus érythémateux subaigu (LE), dans presque tous cas de lupus érythémateux (LE) néo-natal et chez
les deux-tiers des malades SLE avec déficit en C2'%', Les anticorps anti-Scl-70 sont un marqueur sérologique
spécifique pour la sclérose systémique. Des fréquences variables d’anticorps Scl-70 ont été signalées. Dans les
premieres études, cet anticorps a été détecté chez approximativement 20% de malades avec sclérodermie mais
des études plus récentes mentionnent une fréquence de 75% chez les patients avec sclérodermie diffuse et 44%
chez les patients avec acrosclérose®

Des anticorps spécifiques de la myosite sont présents chez 25-40% des patients adultes souffrant de myopathies
inflammatoires idiopathiques et sont principalement spécifiques pour les t-ARN synthétases cytoplasmiques™?.
Sur les cing anticorps anti-synthétases décrits, les anticorps anti-histidyl-tRNA synthétase (Jo-1) chez les
patients souffrant de myosite sont associés avec des caractéristiques cliniques telles que maladie du poumon
interstitielle, fibrose pulmonaire, phénoméne de Raynaud, fievre et polyarthrite symétrique non-érosive des petites
articulations.

Les anticorps contre les antigeénes nucléaires solubles peuvent étre détectés par plusieurs méthodes. En raison
des difficultés pour obtenir des antigenes ENA hautement purifiés, les méthodes de I'immunodiffusion sur gel
sont traditionnellement utilisées. Cependant, la méthode ELISA présente de nombreux avantages par rapport a
limmunodiffusion sur gel : une plus grande sensibilité', des délais de test limités, aucune subjectivité dans la lecture
des résultats, une quantification sans titrage du sérum et la possibilité de procéder a une automatisation. Le dépistage
ImmuLisa™ ENA Screen ELISA a recours a des antigénes hautement purifiés pour détecter les anticorps ENA.

PRINCIPE DE LA METHODE

Le test est réalisé sous la forme d’'une méthode immuno-enzymatique (solid phase enzyme labeled immunosorbent
assay - ELISA). Des microplaques a puits sont enduites d’antigénes purifiess Sm, RNP, SS-A (Ro) ou SS-B
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(La), Scl-70 et Jo-1, suivi par un blocage des sites inaltérés pour réduire I'agglutination non-spécifique. Les
régulateurs, les étalons et les échantillons de sérum des patients sont incubés dans les puits enduits d’antigene
qui permettent aux anticorps spécifiques anti-antigenes nucléaires solubles (ENA) qui sont présents dans le sérum
de s’agglutiner. L’anticorps non agglutiné et les autres protéines du sérum sont éliminés en nettoyant les puits
des microplaques. Les anticorps agglutinés sont détectés par un conjugué d’anticorps a marquage enzymatique
pour I'lgG humain ajouté aux puits. Le conjugué non-agglutiné est éliminé par lavage. La phosphatase alcaline
et son substrat spécifique (pNPP) sont ensuite ajoutés aux puits et la présence d’anticorps est détectée par un
changement de couleur engendré par la conversion du substrat pNPP. La réaction est arrétée et I'intensité du
changement de la couleur, qui est proportionnelle a la concentration d’anticorps, est lue par un spectrophotomeétre
a 405 nm. Les résultats sont exprimés en unités ELISA (EU)/ml et les résultats sont rapportés sous la forme de
positif, cas limite ou négatif.

REACTIFS
Stockage et préparation
Entreposer tous les réactifs a 2-8°C. Ne pas congeler.

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

Les bandes des microplaques a puits enduites sont destinées a étre utilisées une fois seulement.
Précautions

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 I'administration FDA. Cependant, les dérivés du sang
humain et les spécimens des patients doivent toujours étre considérés comme étant potentiellement infectieux.
Il faut appliquer de bonnes pratiques de laboratoire au cours du stockage, de la distribution et de la manipulation
de ces matériaux®.

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

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

Matériel fourni
ImmuLisa™ Test Anti-ENA Screen 1149

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

12x8 | MICROPLATE | ENA | Microplaques avec micropuits individuels séparables enduits
d’antigénes ENA.

1x1,5ml | CALIBRATOR | ENA I* Etalon prét a 'emploi (couvercle vert). Sérum humain contenant
des anticorps anti-ENA.

1x1,5ml [CONTROL | +[ENA |* Régulation Positive préte a 'emploi (couvercle rouge). Sérum
humain contenant des anticorps anti-ENA.

1x1,5ml |[CONTROL . * Régulation Négative préte a 'emploi (couvercle blanc). Contient

du sérum humain.
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1x12ml [1gG-CONJ | ALKPHOS |* Conjugué Alk. phos. anti-lgG humaines. Prét a 'emploi. Code

couleur rose.

1x 60 ml * Diluant de sérum prét a I'emploi. Codé en couleur bleue.

1x12ml | SUBSTRATE |* Substrat d’enzyme prét a 'emploi. Conserver a I’abri de la

lumiére.

1x12 ml STOP Solution d’arrét préte a 'emploi.

2x

Poudre Wash Buffer (solution de lavage). Reconstituer dans

un litre chacun.

* Contient <0,1% NaN,

Symboles utilisés sur les étiquettes:

Numéro de lot

< REEESN 4]

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

Eau distillée ou désionisée

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

Pipettes en mesure de délivrer de 5 ul a 1000 pl

Bouchons de pipette jetables

Eprouvettes de test propres 12 x 75 mm et porte-éprouvettes
Compte-minutes

Serviettes de papier absorbant

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

RECOLTE DES SPECIMENS ET MANIPULATION

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

Notes de procédure

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

Laisser les spécimens de sérum et les réactifs de test arriver a température ambiante avant d’entreprendre la
procédure de test. Remettre immédiatement tous les spécimens inutilisés et les réactifs au réfrigérateur aprés
usage.

Toutes les dilutions des échantillons des patients doivent étre préparées avant de commencer 'essai.

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

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

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

L’addition de tous les échantillons et des réactifs doit avoir lieu au méme taux et selon la méme séquence.

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

Méthode de test

Etape 1 Laisser tous les réactifs atteindre la température ambiante.

Etape 2 Etiqueter la feuille de protocole pour indiquer le placement de I'échantillon dans les puits. Une bonne

pratique de laboratoire consiste a traiter les échantillons en double.

A e s5
B neel se
C rosi 7
D ca ss
E s1)(s9
F s2 | silo
G $3 s
H S4 11812
12 3 4
Etape 3 Préparer une dilution 1:101 de spécimens patient en pipetant 5yl de sérum dans 0.5 ml de diluant de

sérum. Bien mélanger.

Etape 4 Enlever les microplaques a puits nécessaires du sachet et remettre les bandes inutilisées dans le

sachet scellé au réfrigérateur. Placer solidement les microplaques a puits dans le support fourni
comme accessoire.

Etape 5 Pipeter 100 pl de étalon prét a 'emploi, de régulateur positif et négatif et d’échantillons patients dans

les puits appropriés, comme dans le schéma de I'échantillon ci-dessus.

Note : Inclure un puits qui contient 100 pl de diluant de sérum a titre de réactif blanco. Mettre a zéro
le lecteur ELISA sur le réactif blanco. L’absorption du réactif a blanc ne doit pas étre supérieure a 0,3
quand elle est mesurée par rapport a l'air.

Etape 6 Incuber pendant 30 minutes (+ 5 min) a température ambiante.

Etape 7 Laver 4x avec de la solution de lavage. En cas de lavage manuel, remplir chaque puits avec de la

solution de lavage reconstituée. Eliminer le fluide en renversant et en tapotant le contenu de chaque
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Etape 8
Etape 9
Etape 10
Etape 11

Etape 12
Etape 13

Etape 14

puits ou en aspirant le liquide de chaque puits. Pour absorber a la fin du dernier lavage, renverser
les bandes et tapoter vigoureusement les puits sur les serviettes de papier absorbant. Dans le cas de
dispositifs de lavage automatiques, programmer le dispositif de lavage en suivant les instructions du
fabricant.

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

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

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

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

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

Contréle de qualité

Les étalons, les régulateurs positif et négatif et un réactif blanco doivent étre utilisés lors de chaque test pour
vérifier I'intégrité et I'exactitude du test. La lecture de I'absorption du réactif blanco doit étre inférieure a 0,3.
L’étalon doit présenter une mesure de I'absorption qui ne doit pas étre inférieure a 1,0, sans quoi le test doit étre
recommencé. Le régulateur positif doit fournir des valeurs EU/ml dans la plage figurant sur le flacon. Si le test est
effectué en double, la moyenne des deux lectures devrait étre prise en considération pour déterminer EU/m

RESULTATS

Calculs

DOSAGE QUALITATIF

Abs. de I’échantillon d’essai

X EU/ml de ’étalon = EU/ml échantillon d’essai

Abs. de I’étalon

Cette méthode de calcul doit étre utilisée uniquement pour déterminer si un spécimen est négatif ou positif.

Etalon

L’étalon doit étre inclus a chaque opération. Les échantillons patients qui contiennent des niveaux d’anticorps trés
élevés peuvent produire des taux d’absorption plus élevés que ceux de I'étalon. Dans un tel cas, ces échantillons
de sérum doivent étre dilués davantage avec du diluant de sérum et retestés. Pour la détermination EU/m,
multiplier les unités obtenues par le facteur de dilution.

Interprétation

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

Valeur anti-ENA EU Interprétation

<20 EU/mI Négatif

20-25 EU/mI Indéterminé (cas limite)
>25 EU/mI Positif
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LIMITES DE LA PROCEDURE

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

VALEURS ATTENDUES

L'incidence des anticorps ENA dans plusieurs maladies du tissu conjonctif systémique est résumée dans le tableau
suivant :

Signification diagnostique des anticorps de différents antigénes nucléaires solubles

Isotype anticorps Association maladie
Sm SLE - 10-40%
RNP SLE - 20-30%
MCTD - 95-100%

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

Lupus érythémateux néo-natal - 100%
Syndrome de Sjogren - 40-70%

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

Syndrome de Sjogren - 15-60%

<Jo-1 Polymyosite — 32%

Chevauchement polymyosite

Dermatomyosite - 20%

Scl-70 Sclérodermie - 20-40%
Acrosclérose - 44%

SLE = Lupus érythémateux systémique
MCTD = connectivité mixte
SCLE = Lupus érythémateux cutané subaigu

Note : La fréquence de la spécificité de chaque anticorps dans une maladie représente une compilation de la
littérature®. L'incidence varie selon la population des patients

DONNEES DE RENDEMENT

Le test ImmuLisa™ Anti-ENA Antibody Screen ELISA a été comparé avec I'ENA ImmunoBlot. Un total de 125
sérums d’'un laboratoire clinique de référence ont été identifiés par immunodiffusion comme étant positifs ou
négatifs pour les anticorps anti-RNP, anti-Sm, anti-SS A (Ro) ou anti SS-B (La), anti-Scl-70 et anti-Jo-1.

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

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

ImmuLisa™ ENA Screen
Positif Négatif Négatif

Positif 50 2 52
Immunoblot Négatif 0 73 73
Négatif 50 75 125

Accord : 98%
Sensibilité : 96%
Spécificité : 100
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Précision :

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

inter-essai  intra-essai

%CV %CV

IgG lgG
Echantillon 1 3.6 4.5
Echantillon 2 5.4 3.7

Récupération :

Des échantillons avec des concentrations connues anti-ENA ont été mélangés avec des dilutions appropriées d’'un
autre échantillon avec des quantités connues d’anti-ENA. Les niveaux anti-ENA des échantillons mélangés ont
été déterminés et on a calculé le pourcentage de récupération a partir des valeurs obtenues. Les résultats sont
les suivants :

Anti-ENA Anti- ENA
Ab. conc. ajoutée  Ab. conc. obtenue % Récupération
(EU/ml) (EU/ml)
Echantillon 1 85 81 95
Echantillon 2 34 37 107
Echantillon 3 51 57 12
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Anticorpi Anti-Antigene Nucleare Estraibile (ENA) ELISA
“ INSERTO DEL PRODOTTO

©
| M M CO 1149 Anticorpi Anti-ENA ELISA 96 Determinazioni

DIAGNOSTICS

FINALITA’ D’USO

Test immunoenzimatico (ELISA) per la ricerca e la semiquantificazione di anticorpi anti-ENA RPN, Sm, SS-A (Ro),
SS-B (La), Jo-1 e Scl-70 di classe IgG nel siero umano di pazienti con sospette malattie collagene-vascolari.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE DEL TEST

Gli ENA sono complessi di ribonucleoproteine solubili (snurps). Gli autoanticorpi diretti contro i vari ENA si sono
dimostrati importanti nella diagnosi e nel monitoraggio di diverse malattie sistemiche del tessuto connettivo. Gli
anticorpi anti-Sm sono specifici della malattia, e quindi sono un marcatore per il lupus eritematoso sistemico (LES).
Gli anticorpi anti-Sm compaiono nel 30-40% circa dei pazienti con LES; sono rari in altre malattie sistemiche
del tessuto connettivo e, se presenti, indicano o sovrapposizione di patologie o pazienti che non hanno ancora
soddisfatto i criteri ARA per il LES'®. Altri anticorpi, come quelli diretti contro SS-A (Ro), SS-B (La) e RNP non sono
specifici della malattia. Gli anticorpi anti-RNP sono presenti nel 35-45% dei pazienti con LES e in piu del 95% dei
pazienti con malattia mista del tessuto connettivo (MCTD). In alcuni casi sono stati individuati anche in pazienti
con sclerodermia, artrite reumatoide e LE indotto da farmaci'. | pazienti con anticorpi anti-RNP presentano una
minore incidenza di nefropatie rispetto ai pazienti con anticorpi anti-Sm. Gli anticorpi anti SS-A (Ro) e SS-B (La)
compaiono rispettivamente in circa il 30-40% e nel 10-15% dei pazienti con LES e nel 60-70% e 40-60% dei
pazienti con sindrome di Sjogren. Gli anticorpi anti SS-B (La) si trovano spesso in associazione con gli anticorpi
anti SS-A (Ro). Gli anticorpi anti SS-A (Ro) sono presenti anche nel 60% dei pazienti con LE cutaneo subacuto, in
quasi tutti i casi di LE neonatale e nei due terzi dei pazienti LES con carenza di C2'°-'3.

Gli anticorpi anti Scl-70 rappresentano un marcatore sierologico specifico per la sclerodermia sistemica. Sono
state riscontrate frequenze variabili di anticorpi anti Scl-70. Negli studi iniziali questo anticorpo € stato rilevato nel
20% circa dei pazienti con sclerodermia, studi successivi hanno riportato un’incidenza del 75% in pazienti con
sclerodermia cutanea diffusa e del 44% in pazienti con acrosclerosi®.

Anticorpi miosite-specifici sono presenti nel 25-40% dei pazienti adulti con miopatie infiammatorie idiopatiche e
sono maggiormente specifici per le t-RNA sintetasi citoplasmiche'?. Delle cinque sintetasi descritte, gli anticorpi
anti-istidil-tRNA sintetasi (Jo-1) in pazienti con miosite sono associati con manifestazioni cliniche quali malattia
interstiziale del polmone, fibrosi polmonare, fenomeno di Raynaud, febbre e artrite simmetrica non-erosiva delle
piccole articolazioni 2.

Gli anticorpi agli antigeni anti-nucleari estraibili possono essere individuati utilizzando varie metodologie. A causa

della complessita nell'ottenere antigeni ENA altamente purificati, tradizionalmente sono stati utilizzati metodi di

immunodiffusione su gel. Tuttavia, la metodologia ELISA presenta numerosi vantaggi rispetto allimmunodiffusione

su gel: viene garantita una maggiore sensibilita', i tempi di analisi sono piu brevi, viene eliminata la soggettivita

individuale nella lettura dei risultati, la quantificazione si ottiene senza titolazione sierica, esistono potenzialita di

automazione. Il Test ENA ELISA ImmuLisa™ utilizza antigeni in forma altamente purificata per rilevare gli anticorpi
anti-ENA.

PRINCIPIO DELLA METODICA

Il test viene eseguito come test immunoenzimatico (ELISA) in fase solida. | pozzetti vengono rivestiti con antigeni
purificati Sm, RNP, Sm, SS-A (Ro) o SS-B (La), Scl-70 e Jo-1; segue poi il blocco dei siti che non hanno reagito,
per ridurre i legami non specifici. Controlli, calibratore e campioni di siero del paziente vengono incubati nei
pozzetti rivestiti di antigene, cid permette agli anticorpi specifici anti-ENA presenti nel siero di legarsi. L'anticorpo
non legato e altre proteine sieriche vengono rimossi lavando i pozzetti. Gli anticorpi legati sono rilevati da un
anticorpo anti IgG umane marcato con un enzima aggiunto ai pozzetti. Il coniugato non legato viene rimosso
mediante lavaggio. Nei pozzetti viene poi aggiunto un substrato enzimatico specifico (pNPP) e la presenza di
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anticorpi viene indicata da un cambiamento di colore prodotto dalla conversione del substrato pNPP. La reazione
viene stoppata e I'intensita del cambiamento di colore, che € proporzionale alla concentrazione di anticorpo, viene
letta da uno spettrofotometro. | risultati sono espressi in unita ELISA (EU/mI) e vengono riportati come positivi,
borderline o negativi.

REAGENTI
Conservazione e preparazione
Conservare tutti i reagenti a 2-8°C. Non congelare.

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

Le strisce con i pozzetti sono monouso.
Precauzioni

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

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

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

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

Materiali forniti
Anticorpi Anti-ENA ELISA ImmuLisa™ 1149

Il kit contiene reagenti sufficienti ad eseguire 96 determinazioni ciascuno.

12x8 | MICROPLATE | ENA| Micropiastra con micropozzetti asportabili rivestiti con antigene
ENA

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

1x1,5ml |CONTROL |+ [ENA |* Controllo Positivo (tappo rosso) pronto all’'uso. Siero umano
contenente anticorpi anti ENA.

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

1x12 ml mG_CONJ | ALKPHOS |* Coniugato in Fosf. Alc. anti-lgG umane pronto all’'uso; di colore
rosa.

1x 60 ml * Diluente siero pronto all’'uso; di colore blu.

1x12ml | SUBSTRATE |* Substrato Enzimatico pronto all’'uso. Proteggere dalla luce.

1x12ml STOP Soluzione di Stop pronta all’'uso.
2 x Tampone di Lavaggio in polvere. Ricostituire a un litro ciascuno.

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

Numero di lotto

<l REEESN ]

Numero catalogo

Scadenza

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

Numero di test

Materiali necessari ma non forniti

Acqua distillata o deionizzata

Flacone per contenere il tampone di lavaggio diluito o lavatore automatico per micropiastre, in grado di
dispensare 200 pl

Pipette con capacita di dispensazione da 5 pl a 1000 pl
Puntali monouso delle pipette

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

Carta assorbente

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

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 per almeno 30 minuti i campioni di siero e i reagenti prima di iniziare la
procedura di analisi. Immediatamente dopo I'uso trasferire in frigo tutti i campioni e reagenti non utilizzati.

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

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

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

Per tutte le fasi & importante controllare accuratamente i tempi. Tutti i periodi di incubazione iniziano con il
completamento dell’aggiunta di reagente.

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

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

Fase 1

Fase 2

Fase 3

Fase 4

Fase 5

Fase 6

Fase 7

Fase 8
Fase 9
Fase 10
Fase 11

Fase 12
Fase 13

Fase 14

Portare tutti i reagenti a temperatura ambiente.

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

BLANK| | S5

NEG = S6

POS || S7

CAL | S8

S1 S9

$2 || s10

83 [ sn

TOTMUQO®>

S4 || s12

1 2 3 4

Preparare una diluizione 1:101 del campione del paziente pipettando 5 pl di siero in 0,5 ml di Diluente
del Campione. Miscelare bene.

Rimuovere i pozzetti necessari dalla busta e riporre nuovamente le strisce inutilizzate nella busta
sigillata nel frigo. Sistemare in modo sicuro i pozzetti nel supporto extra fornito di corredo.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Controllo di Qualita

In ciascun test devono essere utilizzati calibratori, controllo positivo, controllo negativo e un bianco allo scopo di
verificare l'integrita e I'accuratezza del test. La lettura dell’assorbanza del bianco deve essere <0,3. Il calibratore
A dovrebbe avere una lettura dell’assorbanza non inferiore a 1, altrimenti & necessario ripetere il test. Il Controllo
Positivo deve dare EU/ml che rientrano nell’intervallo indicato sul flacone. Se il test viene eseguito in duplicato, per
determinare le EU/ml si deve prendere la media delle due letture.
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RISULTATI
Calcoli
DETERMINAZIONE QUALITATIVA

Assorbanza del campione del test

X EU/mI di Calibratore = EU/ml del Campione
Assorbanza del calibratore

Questo metodo di calcolo dovrebbe essere usato unicamente per determinare se un campione € negativo o
positivo.

Calibratore

Usare il Calibratore in ciascuna serie di analisi. | campioni di pazienti contenenti livelli di anticorpo piu alti possono
dare valori di assorbanza maggiori di quelli del calibratore. In questi casi, i campioni di siero devono essere
ulteriormente diluiti con il Diluente del Siero e testati nuovamente. Per determinare le EU/mI moltiplicare le unita
ottenute per il fattore di diluizione.

Interpretazione

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

Valore anti-ENA EU/ml Interpretazione

<20 EU/mlI Negativo
20-25 EU/ml Borderline
>25 EU/ml Positivo

LIMITAZIONI DEL TEST

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

VALORI ATTESI

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

Significato diagnostico degli anticorpi a differenti antigeni nucleari solubili

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

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

LE neonatale - 100%
Sindrome di Sjoégren - 40-70%

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

Sindrome di Sjégren - 15-60%

Jo-1 Polimiosite - 32%

Polimiosite sovrapposta

Dermatomiosite - 20%

Scl-70 Scleroderma - 20-40%
Acrosclerosi - 44%

LES = lupus eritematoso sistemico

MCTD = malattia mista del tessuto connettivo
LECS = lupus eritematoso cutaneo subacuto
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Nota: La frequenza della specificita di ciascun anticorpo in una malattia & presa dalla letteratura®. L'incidenza varia
a seconda della popolazione di pazienti.

Caratteristiche di PERFORMANCE

| test ImmuLisa ' per la ricerca di anticorpi anti-ENA ELISA e stato confrontato con il test ENA ImmunoBlot. 125
sieri provenienti da un laboratorio clinico di riferimento sono stati identificati mediante immunodiffusione, come
positivi 0 negativi per gli anticorpi anti-RNP, anti-Sm, anti-SS-A (Ro) o anti-SS-B (La), anti-Scl-70 e anti-Jo-1.

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

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

ImmuLisa™ ENA

Positivo Negativo Totale
Positivo 50 2 52
Immunoblot Negativo 0 73 73
Totale 50 75 125

Concordanza: 98%
Sensibilita: 96%
Specificita: 100%

Precisione:

Due campioni con concentrazioni note di ENA 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:

Inter-analisi Intra-analisi

%CV %CV
IgG IgG
Campione 1 3,6 45
Campione 2 54 3,7

Recupero:

| campioni con concentrazioni note di anti-ENA sono stati miscelati con diluizioni appropriate di un altro campione
positivo con quantitativo noto di anti-ENA. Sono stati determinatiilivelli di anticorpi anti-ENA dei campioni miscelati e
dai valori ottenuti € stata calcolata la percentuale di recupero. | risultati sono riassunti nelle tabelle che seguono:

Anti-ENA Anti- ENA
Ass. conc. add. Ass. conc. add. % Recupero
(EU/mI) (EU/ml)
Campione 1 85 81 95
Campione 2 34 37 107
Campione 3 51 57 112
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ELISA para Despiste de Anticorpos Anti-Antigénio Nuclear Extraivel (ENA)
“ FOLHETO DO PRODUTO

| M M CO© 1149 ELISA para Despiste de Anticorpos Anti-ENA 96 Determinagbes
DIAGNOSTICS

APLICACAO

E um imunoensaio de absorcdo enzimatica para a detecgdo e semiquantificacdo de anticorpos IgG contra
antigénios nucleares extraiveis RNP, Sm, SS-A (Ro), SS-B (La), Jo-1 e Scl-70 em soro humano de doentes
suspeitos com doencgas vasculares de colagénio.

DESCRIGAO E EXPLICAGAO

Os antigénios nucleares extraiveis (ENA) sdo compostos de ribonucleoproteinas soltveis (“snurps”). Os auto-
anticorpos dirigidos contra diversos ENA provaram ser de valor no diagndstico e monitorizagéo de variadas doengas
sistémicas do tecido conjuntivo. Os anticorpos anti-Sm s&o especificos da doenga e portanto sdo marcadores
para Lupus eritematoso sistémico (LES). Os anticorpos contra Sm apresentam-se em aproximadamente 30 a
40% dos doentes com LES. Esses sdo raros noutras doengas sistémicas do tecido conjuntivo e, se presentes,
indicam também sobreposi¢do da doenga ou doentes que ainda ndo correspondem aos critérios ARA para LES™.
Outros anticorpos tais como os designados contra SS-A (Ro), SS-B (La) e RNP nao sao especificos da doencga. Os
anticorpos contra RNP apresentam-se em 35 a 45% dos doentes com LES e em mais de 95% dos doentes com
doencgas mistas do tecido conjuntivo (DMTC). Ocasionalmente também se podem apresentar na esclerodermia,
artrite reumatdide e LE induzida por medicamentos™®. Os doentes com anticorpos anti-RNP tém uma menor
incidéncia de doenca renal se comparados com os doentes com anticorpos anti-Sm. Os anticorpos contra SS-
A (Ro) e SS-B (La) apresentam-se em aproximadamente 30 a 40% e 10 a 15% dos doentes com LES e em 60
a 70% e 40 a 60% dos doentes com Sindroma de Sjégren, respectivamente. Os anticorpos contra SS-B (La)
apresentam-se frequentemente em associagcdo com os anticorpos SS-A (Ro). Os anticorpos contra SS-A (Ro)
também se apresentam em 60% dos doentes com LE cuténeo subagudo, em quase todos os casos de LE neonatal
e em dois tergos dos doentes com LES com deficiéncia de C2'%'3, Os anticorpos contra Scl-70 sdo um marcador
serolégico especifico de esclerodermia sistémica. Foram registadas variagdes de frequéncia dos anticorpos Scl-
70. Em antigos estudos este anticorpo foi detectado em aproximadamente 20% dos doentes com esclerodermia,
mas em estudos mais recentes foi registada uma incidéncia de 75% em doentes com esclerodermia difusa e 44%
em doentes com acrosclerose®.

Os anticorpos especificos de Miosite estdo presentes em 25 a 40% dos doentes adultos com Miopatias inflamatérias
idiopaticas e sado principalmente especificos de Sintetases t-ARN citoplasmaticas'?. Dos cinco anticorpos anti-
sintetase descritos, os anticorpos anti-histidil-tARN sintetase (Jo-1) em doentes com miosite estdo associados
a patologias clinicas como a doenga pulmonar intersticial, a fibrose pulmonar, o Fenémeno de Raynaud, febre e
artrite simétrica ndo erosiva das pequenas articulagdes'2.

Os Anticorpos contra os Antigénios nucleares extraiveis podem ser detectados por diversos métodos. Em virtude
da complexidade na obtencéo de antigénios ENA altamente purificados, tradicionalmente tém sido utilizados os
métodos a imunodifusdo em gel. Contudo, a metodologia ELISA tem muitas vantagens em relagdo a imunodifusao
em gel: maior sensibilidade', tempos de exame reduzidos, nenhuma subjectividade na leitura dos resultados,
quantificagdo sem a titulagdo do soro e potencial de automatizagdo. O exame ELISA para Anticorpos Anti-ENA
ImmuLisa™ utiliza antigénios altamente purificados para detectar os anticorpos anti-ENA.

PRINCIiPIOS DO PROCEDIMENTO

O teste € executado como imunoensaio de absorgao enzimatica de fase soélida. Os micropogos s&o revestidos com
antigénios Sm, RNP, SS-A (Ro) ou SS-B (La), Scl-70 e Jo-1 purificados seguidos por um bloqueio dos locais nao
reactivos para reduzir a ligacdo ndo especifica. Os controlos, os calibradores e as amostras de soro do doente
sdo incubados nos pocos revestidos com antigénio o que permite a ligacdo especifica dos anticorpos anti-ENA
presentes no soro. Os anticorpos que ndo se ligaram e as outras proteinas do soro sado eliminados com a lavagem
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dos micropogos. Os anticorpos que se ligaram s&o detectados juntando um conjugado de IgG anti-humana
marcado com enzima aos pogos. O conjugado que nao se tiver ligado € eliminado por lavagem. Depois junta-se aos
micropogos um substrato enzimatico especifico (PNPP) e a presenca de anticorpos é detectada por uma alteragao
de cor provocada pela conversao do substrato pNPP. A reaccao € interrompida e a intensidade de alteragéo da cor, a
qual é proporcional a concentragao de anticorpos, € lida por um espectrofotometro. Os resultados s&o apresentados
em unidades ELISA (UE)/ml e registados como positivos, indefinidos ou negativos.

REAGENTES
Conservacgao e Preparagao
Conserve todos os reagentes entre 2 e 8 °C. Nao congele.

N&o utilize o reagente se ndo estiver limpido ou se apresentar precipitagdo. Os reagentes devem estar todos a
temperatura ambiente (20-25 °C) no momento da utilizag&o.

As tiras de micropogos revestidas s6 devem ser utilizadas uma vez.
Precaugées

Todos os componentes de origem humana utilizados foram testados contra HBsAg, VHC, VIH-1 e 2 e HTLV-I, e
apresentaram resultados negativos pelos testes requeridos pela FDA. Contudo, os derivados de sangue humano
e de amostras de doentes devem ser considerados potencialmente infecciosos. Respeite as normas laboratoriais
em matéria de conservagao, distribuigdo e eliminagdo desses materiais’®.

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

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

Materiais fornecidos
ELISA para Despiste de Anticorpos Anti-ENA ImmuLisa™ 1149

Cada kit contém reagentes suficientes para executar 96 determinagdes.

12x8 | MICROPLATE | ENA | Microplaca com micropogos individuais destacaveis revestidos
com antigénio ENA.

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

1x1,5ml | CONTROL | + | ENA |* Controlo positivo pronto a usar (tampa vermelha). Soro humano
contendo anticorpos anti-ENA.

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

humano.

1x12ml mG-CONJ | ALKPHOS |* Conjugado anti-humano com fosfatase alcalina pronto a usar.
Cor-de-rosa.

1x60ml * Diluente de soro pronto a usar. Cor azul.
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1x12ml | SUBSTRATE |* Substrato enzimatico pronto a usar. Proteger da luz.
1x12 ml STOP Solugao de paragem pronta a usar.

2x | BUF | WASH Tampéo de lavagem em pé. Reconstituir cada unidade em um
litro.

* Contém < 0,1% NaN,

Simbolos utilizados nos rétulos:
Numero de lote

Numero de catalogo

Prazo de validade

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

Fabricante

4R [FB =~ G

Numero de testes
Materiais necessarios mas nao fornecidos
+ Agua destilada ou desionizada

* Frascode esguicho para o tampéo de lavagem diluido ou lavador automatico de microplacas com a capacidade
de 200 pl

Pipetas para 5 a 1000 pl

« Pontas de pipetas descartaveis

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

e Papel absorvente

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

COLHEITA E MANUSEAMENTO DA AMOSTRA

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

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

« Deixe que as amostras de soro e os reagentes do teste estabilizem a temperatura ambiente por cerca de 30
minutos antes de iniciar o teste. Guarde imediatamente no congelador todas as amostras e reagentes que
nao forem utilizados.

* As diluicdes das amostras do doente devem ser todas preparadas antes de iniciar o teste.
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E essencial uma boa técnica de lavagem. Se a lavagem for executada manualmente, o método de lavagem
adequado é o de aplicar um jacto forte e directo de tamp&o de lavagem utilizando um frasco de lavagem com
uma boca larga abrangendo toda a microplaca. Aconselha-se um lavador automatico de microplacas.

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

Em todos os passos € importante um cuidadoso controlo do tempo. O inicio de todos os periodos de incubacao
da-se quando se adiciona o reagente.

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

Retire do pacote as tiras de micropogos necessarias e feche bem o pacote para evitar condensacdo nos

pogos nao utilizados. Guarde imediatamente o pacote no congelador.
Método do teste

Passo 1

Passo 2

Passo 3

Passo 4

Passo 5

Passo 6

Passo 7

Passo 8

Passo 9

Deixe que todos os reagentes estabilizem a temperatura ambiente.

Indique na folha de protocolo a colocagdo das amostras nos pogos. E aconselhavel executar o teste
nas amostras em duplicado.

BLANK | S5
NEG | | S6
POS || S7

S8

S2 S10

S3 s

T TMOO®>

sS4 §12

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

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

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

Nota: Inclua também uma micropogo com 100 pl de Diluente do Soro como branco de reagente.
Ponha o leitor ELISA a zeros em relagéo ao branco de reagente. A absorvancia do branco de reagente
nao deve ser superior a 0,3 quando lida em relag&o ao ar.

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

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

Com uma pipeta, deite 100 pl de Conjugado nos micropogos.

Incube por 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.
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Passo 10 Lave todos os micropogos como no Passo 7.

Passo 11 Com uma pipeta, deite 100 pl de Substrato Enzimatico em cada micropogo, na mesma ordem e
tempos, como descrito para o Conjugado.

Passo 12 Incube por 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.

Passo 13 Com uma pipeta, deite 100 pl de Solugdo de Paragem em cada micropogo na mesma ordem e
tempos descritos para o Substrato Enzimatico. Leia os valores de absorvancia no prazo de 1 hora
depois de juntar a Solugdo de Paragem.

Passo 14 Leia a absorvancia de cada micropog¢o a 405 nm usando um leitor de microplacas a comprimento
de onda simples ou duplo a 405/630 nm em comparagdo com o branco de reagente definido em
absorvancia zero.

Controlo de qualidade

Os Calibradores, os Controlos Positivo e Negativo e o branco de reagente devem ser ensaiados em cada teste
para verificar a integridade e a precisédo do teste. A leitura da absorvancia do branco de reagente devera ser <
0,3. O Calibrador devera ter uma leitura de absorvancia nao inferior a 1,0, caso contrario, o teste devera ser
repetido. O Controlo Positivo devera dar valores dentro do intervalo referido na ampola. Se o teste for efectuado
em duplicado, para determinar UE/ml devera ser calculada a média das duas leituras.

RESULTADOS

Calculos

DETERMINAGAO QUALITATIVA

Abs. da Amostra de Teste

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

Abs. do Calibrador D

Este método de célculo s6 deve ser utilizado para determinar se uma amostra é negativa ou positiva.
Calibrador

O Calibrador deve ser incluido em cada teste. As amostras do doente que contenham niveis de anticorpos
elevados podem dar valores de absorvancia superiores aos do Calibrador. Nessa condigdo, essas amostras
de soro devem ser mais diluidas com Diluente de Soro e testadas novamente. Para a determinagdo de UE/ml,
multiplique as unidades obtidas pelo factor de dilui¢ao.

Interpretagao

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

Valor EU Anti-ENA Interpretacao

<20 UE/ml Negativo

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

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

O teste ELISA para Despiste de Anticorpos Anti-ENA ImmuLisa™ ndo deve ser efectuado em amostras muito
hemolisadas, contaminadas com micrébios ou lipémicas. Este método s6 deve ser utilizado para testar amostras
de soro humano. O diagnéstico ndo deve ser efectuado apenas em base aos resultados dos testes ELISA.
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VALORES PREVISTOS

A incidéncia de anticorpos ENA em diversas doengas sistémicas do tecido conjuntivo esta resumida na seguinte
tabela:

Significado Diagnéstico de Anticorpos a varios Antigénios Nucleares Soluveis

Isétipo de Anticorpo Associacao de doenca
Sm LES - 10-40%
RNP LES - 20-30%
DTCM - 95-100%

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

LE Neonatal - 100%
Sindroma de Sjogren - 40-70%

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

Sindroma de Sjogren - 15-60%

Jo-1 Polimiosite - 32%

Polimiosite sobreposta

Dermatomiosite - 20%

Scl-70 Escleroderma - 20-40%
Acrosclerose - 44%

LES = Lupus eritematoso sistémico
DMTC = Doenga mista do tecido conjuntivo
LECS = Lupus eritematoso cutaneo subagudo

Nota: A frequéncia de especificidade de cada anticorpo numa doenca representa uma compilagao extraida da
literatura®. A incidéncia varia em fungéo da populagdo de doentes.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

O Teste ELISA para Despiste de Anticorpos Anti-ENA ImmuLisa™ foi comparado com o ImmunoBlot ENA. Um total
de 125 soros de um laboratorio clinico de referéncia foi identificado por imunodifusdo como positivo ou negativo
a anti-RNP, anti-Sm, anti-SS-A (Ro) ou anti-SS-B (La), anti-Scl-70 e anti-Jo-1.

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

Comparacao dos Métodos ELISA para a Detecgao de Anticorpos a ENA

Exame ENA Immco™

Positivo Negativo Total

Positivo 50 2 52

Immunoblot Negativo 0 73 73
Total 50 75 125

Concordancia: 98%
Sensibilidade: 96%
Especificidade: 100%

Precisao:

Foram testadas duas amostras com concentracdes conhecidas de ENA em 10 copias por um periodo de duas
semanas. Os coeficientes de variagdo (CV) intra- e inter-teste foram os seguintes:
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inter-teste intra-teste

%CV %CV
lgG lgG
Amostra 1 3,6 4,5
Amostra 2 5,4 3,7

Recuperagao:

As amostras com concentragdes anti-ENA conhecidas foram misturadas com diluicdes apropriadas de outra
amostra com quantidades conhecidas de anti-ENA. Foram determinados os niveis de Anti-ENA das amostras
misturadas e dos valores obtidos foi calculada a percentagem de recuperagéo. Os resultados s&do os seguintes:

Anti-ENA Anti- ENA
Conc. ac. adicionada Conc. ac. obtida % Recuperagio
(UE/mI) (UE/ml)
Amostra 1 85 81 95
Amostra 2 34 37 107
Amostra 3 51 57 112
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For technical assistance please contact:
IMMCO Diagnostics, Inc.
60 Pineview Drive

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

: Fax: (716) 691-0466

”VlMCO Toll Free USA/Canada: 1-800-537-TEST
DIAGNOSTICS  E-Mail: info@immco.com
or your local product distributor
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EMERGO Group, Inc.

Molenstraat 15, 2513 BH, The Hague,

The Netherlands
Tel (+31) 345 8570, Fax (+31) 346 7299
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