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Anti-Nuclear Antibody (ANA) Screen ELISA
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| M M CO |REF| 1175 Anti-Nuclear Antibody Screen ELISA 96 Determinations
DIAGNOSTICS

INTENDED USE

An enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) for the detection of antinuclear and cytoplasmic antibodies in
human serum to aid in the diagnosis of autoimmune diseases such as Systemic Lupus Erythematosus (SLE),
Sjogren’s Syndrome (SS), Mixed Connective Tissue Disease (MCTD), and Scleroderma.

SUMMARY AND EXPLANATION

Anti-nuclear antibodies (ANA) are a group of antibodies directed against various nuclear and some cytoplasmic
antigens. Serological tests for ANA play an important role towards the diagnosis of various autoimmune connective
tissue disorders especially systemic lupus eruthematosus (SLE), scleroderma, mixed connective tissue disorder
(MCTD) and sjogren’s syndrome °. ANA are usually detected by indirect immunofluorescence on HEp2 &1
Because of certain limitations of IFA, a need for non-subjective method of detecting ANA has been realized.
The enzyme immunoassay (ELISA) offer several advantages over IFA method of detecting ANA such as ease
of operation and not requiring skills needed to perform and read IFA reactions "''°. As the ANA are sensitive but
not specific indicators of a connective tissue disease, it is recommended that more specific antibody tests be
performed in patients with positive ANA suspected of having an autoimmune connective tissue disorder. Also it is
suggested that positive ANA results on ELISA may be confirmed by indirect IF on Hep2 as this may also help to
identify the reaction pattern of the ANA reaction which has significance .

PRINCIPLES OF PROCEDURES

The ANA test is performed as a solid phase immunoassay (ELISA). Microwells of the microplate are coated with
antigens from the Hep2 supplemented with other nuclear and cytoplasmic antigens followed by blocking the
unreacted sites to reduce nonspecific binding. Controls, calibrator and patient serum samples are incubated in the
antigen coated wells which allows ANA present in the serum to bind to the adsorbed antigen on the microwells.
Unbound antibody and other serum proteins are removed by washing the microwells. Antibodies bound to the
microwells are detected by adding enzyme labeled anti-human IgG conjugates to the wells. These enzyme
conjugated antibodies bind specifically to the ANA bound to the antigen coated wells. Unbound enzyme conjugate
is removed by washing. Specific enzyme substrate (TMB) is then added to the wells and the presence of ANA are
detected by a color change produced by the conversion of the substrate to a color product. The reaction is stopped
by the addition of stop solution and the intensity of color change, which is proportional to the concentration of
antibody, is read by a spectrophotometer at 450nm. Results are expressed in ELISA units per milliliter (EU/ml).

REAGENTS

Storage and Preparation

Store all reagents at 2-8°C. Do not freeze. Do not use if reagent is not clear or if a precipitate is present. All
reagents must be brought to room temperature (20-25°C) prior to use. When stored at 2-8°C, the reconstituted
wash buffer is stable until the kit expiration date. Reconstitute the wash buffer to 1 liter with distilled or deionized
water. Coated microwell strips are for one time use only.

Precautions

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



EN

WARNING - Sodium azide (NaN3) 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.

Dispose of reagent solutions containing sodium azide and Proclin as preservatives according to all local, state and
national regulations.

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 lot number from Immco Diagnostics Inc.
Follow good laboratory practices to minimize microbial and cross contamination of reagents when handling. Do not
use beyond expiration date on the label.

Materials Provided
ImmuLisa™ Anti-Nuclear Antibody Screen ELISA 1175

Kits contain sufficient reagents to perform 96 determinations each.

12x 8 | MICROPLATE [ ANA | Microplate with individual breakaway microwells coated with
anti-nuclear antigen.

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

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

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

1x12ml | IgG-CONJ | HRP |* Ready to use HRP Conjugate. Color coded pink.

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

1x12ml | SUBSTRATE | TMB |* Ready to use Enzyme Substrate. Protect from light.

1x12ml | STOP | H2S04 | Ready to use Stop Solution. Contains 0.5M H,SO,

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

* Contains <0.1% NaN3

Symbols used on labels:

Lot number

Catalog number

Use by

Storage temperature
Read instructions for use

In vitro diagnostic use

Manufacturer

4R BB = < [§

Number of Tests
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Materials Required But Not Provided

Deionized or distilled water

Squeeze bottle to hold diluted wash buffer
Pipettors capable of delivering 5 ul 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 450nm. If dual wavelength microplate reader is
available, the reference filter should be set at 600-650 nm.

Automatic microplate washer capable of dispensing 200 pl

SPECIMEN COLLECTION AND HANDLING

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

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

Test Method

Step 1 Let all reagents and specimens equilibrate at room temperature.

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

samples in duplicate.

Step 3 Consult the specimen layout for a proper distribution of specimens and reagents.
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Step 4

Step 5

Step 6
Step 7

Step 8
Step 9
Step 10
Step 11

Step 12
Step 13

Step 14

SEMI-QUANTITATIVE
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Specimen Layout
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Prepare a 1:101 dilution of the patient samples by mixing 5 pl of the patient sera with 500 ul of Serum
Diluent.

Pipette 100 ul of Ready to Use Calibrator, Positive and Negative controls and diluted patient samples
to the appropriate microwells as per protocol sheet.

Note: Include one well which contains 100 pl of the Serum Diluent as a reagent blank. Zero the ELISA
reader against the reagent blank. 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 wash buffer. For manual washing, fill each microwell with reconstituted wash buffer.
Discard the fluid by inverting and tapping out the contents of each well or by aspirating the liquid from
each well. To blot at the end of the last wash, invert strips and tap the wells vigorously on absorbent
paper towels. For automatic washers, program the washer as per manufacturer’s instructions.

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 into each microwell in the same order and timing as for the
Conjugate.

Incubate microwells 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 450 nm using a single wavelength microplate reader set at
zero absorbance. If a dual wavelength is used, set the reference filter to 620 nm.

Quality Control

Calibrators, Positive and Negative Controls and a reagent blank must be run with each assay to verify the
integrity and accuracy of the test. The absorbance reading of the reagent blank should be <0.3. The negative
control must be <20 EU/m. If the test is run in duplicate, take the mean of the two readings to determine the
concentration of ANA. We recommend borderline samples be tested with a fresh sample taken at a later date
to ensure accuracy.
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RESULTS

Calculations

Concentrations of the patient samples can be determined as follows:
QUALITATIVE DETERMINATION

Results obtained by this method should be reported as positive or negative.

Abs. of Test Sample

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

Interpretation

The following serves only as a guide in the interpretation of the laboratory results. These values were determined
by testing 64 adult normal blood donors. The values depicted below are the mean of the normal subjects plus 3SD.
Each laboratory must determine its own normal values.

ANA value Interpretation

<20 EU/mI Negative

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

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

ANA should not be performed on grossly hemolyzed, microbially contaminated or lipemic samples. The method
should be used for testing human serum samples only. Results obtained serve only as an aid in the diagnosis
and should not be interpreted as diagnostic in themselves. Some patients with some of the connective tissue
disorders may be ANA negative. Similarly as the ANA occur in other than connective tissue disorders and hence
the presence of ANA must be interpreted in light of clinical and other laboratory findings which may include antigen
specific tests such as to RNP, Sm, SS-A (Ro), SS-B(La) and other nuclear and cytoplasmic antigens.

EXPECTED VALUES

The expected values in a normal population are negative (<20 EU/ml for adults and children). However, it has been
determined that some apparently healthy, asymptomatic individuals may test positive for ANA.

Anti-Nuclear Antibodies (ANA) and Disease Association

Disease % Incidence
SLE 95-100
Scleroderma 60-90
MCTD 100
Sjogren’s syndrome 40-70
Poly/Dermato-myositis 30-80
Juvenile arthritis 20-50
Raynaud’s 20-60
Rheumatoid arthritis 30-50
Infectious disease ?
Thyroid disease 30-50
Fibromyalgia 15-25
Normal subjects ~10

Kavanaugh A et al Arch :Pathol Lab Med 2000;124:71-81
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PERFORMANCE CHARACTERISTICS

The utility of the ImmuLisa™ ANA ELISA was determined by comparing the results with:
a) another commercially available ANA ELISA method and

b) ANA immunofluorescence method on Hep2.

Normal Range: The normal range was established by testing 64 serum samples from apparently healthy donors
obtained from the Red Cross. The mean plus three standard deviations of the mean of this normal population was
used to determine the cut-off between normal and borderline positive individuals.

Comparative Specificity and Sensitivity

ImmuLisa™ ANA ELISA vs. another commercial ANA ELISA Method: A total of 66 samples were tested on the
ImmuLisa™ ANA kit and another commercially available FDA approved ANA ELISA kit. The results of these studies
follow:

ImmuLisa™ ANA ELISA

Positive Negative Total
Positive 41 5 46
Other ELISA Negative 8 12 20
Total 49 17 66

Relative Agreement: 80%
Relative Sensitivity: 89%
Relative Specificity: 60%

B. To ensure the reliability of ImmuLisa™ ANA in detecting ANA , sera were also tested on HEp2, the substrate of
choice of detecting ANA by immunofluorescence. ImmuLisa™ ANA ELISA vs. ImmuLisa™ ANA on HEp2: A total of
292 samples were tested for ANA and the results are summarized below:

ImmuLisa™ ANA

Positive Negative Total
Positive 123 7 130
ANA HEp2 Negative 6 156 162
Total 129 163 292

Relative Agreement: 96%
Relative Sensitivity: 95%
Relative Specificity: 96%

C. Cross Reactivity: A total of 55 disease controls from other autoimmune diseases usually known to be ANA
negative such as pemphigus were tested. Only four were tested positive which is about the same number reported
to be positive in normal subjects.

Precision:

Based on 10 replicates, the intra-assay and inter-assay Coefficient of Variation (CV) of the ANA ELISA test were
calculated.

Inter-assay Intra-assay
EU/mI (Y EU/ml cv
High 107.7 6.4% 125.9 6.8%
Medium 514 6.2% 52.7 7.0%
Low 19.5 5.2% 20.3 8.1%



EN

Recovery:
Samples with known ANA antibody concentrations were mixed with appropriate dilutions of another positive sample
with known amounts of ANA antibody. ANA levels of the mixed samples were determined and from the values

obtained the percent recovery calculated. The results are as follows:

Anti-ANA anti-hu tTG
Abs. conc. added Abs. conc. obtained % Recovery
(EU/ml) (EU/mlI)
Sample 1 91.6 82.2 111.4
Sample 2 93.5 93.4 100.1
Sample 3 66.9 68.0 98.4
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NMPOOPIZOMENH XPHZH

Mia p€Bodog evlupikou avoooTTpoopo@nTikoU Trpoadiopiopol (ELISA) yia tnv avixveuon avTITTUpnVIKWY
QVTICWHATWY KAl aVTIOWHUATWY KOTG TOU KUTTOPOTTAGOHMATOG 0 avBpwTTivo opod, TTou utroBondd otn didyvwon
TWV QUTOAVOOWYV TTaBACEWY OTTIWG O CUCTNUATIKOG epuBnuaTwdng Aukog (ZEA), To olvdpopo Sjogren (SS), n
MIKTA vOo0G Tou ouvdeTIkoU 1I0ToU (MNZI) Kai n okAnpodeppia.

MEPIAHWH KAI ENME=HIMHZH

Ta avTtirrupnvikd avriowpata (ANA) gival gia ogada avTiowWPATwY Ta OTToia OTPEPOVTAI KATA dIAQOPWY TTUPNVIKWV
QVTIYOVWY KOl KATE OPICHEVWY KUTTAPOTTAQOUATIKWY avTiyovwy. O1 opohoyikég e¢eTdaelg yia ANA diadpapartifouv
onuavtiké pdAo yia T didyvwon dIo@opwyY AUTOAVOOWY dIOTOPAXWY ToU GCUVOETIKOU I0TOU, €ISIKA TOU
ouoTNPaTIKOU gpuBnuaTwdoug AUkou (ZEA), Tng okAnpodepuiag, TG MIKTAG vOoou Tou ouvdeTIKoU 10Tou (MNZI)
Kal Tou guvdpbduou Sjogren’s. Ta avriowuata ANA avixvelovTtal ouvhBwg Pe EUUECO avoooPBopIoud ag KUTTaPO
HEp2 &'°. E¢aitiag oplouévwy TTEPIOPITUWY TNG HEBGDOU éupeaou avooo@Bopiapol (IFA), €xel avayvwplioTei n
QavAyKn PIOG PN UTTOKEIPEVIKAG HeBOdoU avixveuons Twv ANA. H péBodog evqupikol avoooTrpoodiopicpou (ELISA)
0106£Tel Didgopa TTAeoveKTAPATA EvavTi TG HEBOGDoU IFA yia Tnv avixveuon avTiowpdtwy ANA, 6TTwg gival n ukoAia
XPNoNg Kal To yeyovog OT1 Oev atmaiTei TIG OEEIOTNTEG TTOU €ival ATTAPAITNTEG YIO TNV EKTEAEON KAl AVAYVWON TWV
avTidpdocwy IFA15. KaBwg Ta ANA atroteAoUv euaiobnToug, aAAG 6xI €181koUG BeiKTEG TTABACEWY TOU GUVIETIKOU
I0TOU, OUVIOTATOI N EKTEAECN TTIO EIBIKWY AVAAUCEWY QVTICWHATWY o€ aoBeveig e BeTikd ANA, yia TOug OTToioug
UTTAPXEl UTToWia autodvoaong dIaTapaxig Tou ouvdeTIKoU 10ToU. ETriong, TrpoTeiveTal Ta BeTIKG atroTeAéouaTa yia
avticwpata ANA pe Tn péBodo ELISA va emBeBaiwvovtal pe éupeoo IF og kUTTapa Hep2, kabwg autd evdéxeTal
€TTIONG va CUPBAAAEI OTNV avayvwpion Tou TTPoTUTToU TNG avTidpaong ANA, To oTToio gival onuavTiko™.

APXEZ TQN AIAAIKAZIQN

H avdAuon avtiowpdtwy ANA digvepyeital wg avoooTrpoadiopiondg oTepeds @aong (ELISA). O1 pikpokuyweAideg
ToU TTAOKISIOU ETTIKAAUTITOVTAI JE avTIyOva atrd KUTTapa Hep2 kal GAAG TTUpnVIKA Kal KUTTOPOTTAGOHOTIKG avTiyova
Kal, OTn OUVEXEIQ, Ta OnEia TTou Ogv TTapouciacav avtidpaon attokAEiovTal woTe va PEIwBE n un €181k d€oueuon.
Ta diaAvpata eAéyxou, o BaBuovounTig Kai Ta deiypara opolU acBevdv eTwAovVTal OTIG ETTIKOAUMMPEVEG PE TO
QavTIYOVO KUWEAISEG, emITPETTOVTAG £TOI1 TN OEGHEUCN OAWV TWV EIBIKWY avTIoWPATwy ANA Tou 0poU pe avTiydvo
TToU €xel amoppoPnBei TTAvw OTIG PIKPOKUWEAIdeG. Ta avTiowpata Tou dev deopelTNKaAY, KOBWG Kal AAAEG
TTPWTEIVEG TOU 0poU, atropakpUvovTal hE EKTTAUCH TWV PIKPOKUWEAIdwY. Ta avTiowuaTta Tou 0eoueUTNKAY OTIG
MIKPOKUWEAIDEG avixveUovTal PE TNV TTPOCHONKN O€ QUTEG ONUACHEVWY ME €VCUUO OUCEUKTIKWV QVTIOCWHATWY
KoTd TnG avBpwTrivng IgG. Autd Ta culeuypéva pe Evqupo avTicwpata dsopevovTal €10IKA otnv ANA TTou €Xel
OeopeUBEi OTIG ETTIKOAUPMPEVEG PE TO QVTIYOVO KUWEAIDES. To Un OEOUEUNEVO OUCEUKTIKO QVTIOWHA PE TO £VUMO
QTTOPOKPUVETAI PE EKTTAUCT). ZTn OUVEXEIQ, TTPOOTIOETaI €18IKO UTTOOTPpWHA Tou eviUpou (TMB) oTig KuweAideg
Kal avixveueTtal n mapouadia avriowudTwy ANA a1mé Tnv aAAayr] XpWHOTOG TTOU TTPOKUTITEI AOYyWw TNG METATPOTTAG
TOU UTTOOTPWHOTOG O€ €va EyXpwHO TTPoidv avtidpaong. H avtidpaon TepuaTifeTal Je TNV TTPooBNKN dIGAUUOTOG
TEPHATIOPOU Kal N €vTaon TNG AAAayrG TOU XPWHOTOG, N OTToid gival avaAoyn TG CUYKEVTPWONG TOU QVTICWHATOG,
QVIXVEUETAI NE QACHOATOPWTOPETPO, O€ PAKOG KUPATOg 450nm. Ta atmmoteAéopata ekppdlovTal o€ povadeg ELISA
avd xIAlooTtoAiTpo (EU/mI).

ANTIAPAZITHPIA
®UAagn kai TTpoeTOIPOTia

OAa Ta avTidpaaThpia TTPETTEI va QUAGooovTal o€ Beppokpacia 2-8°C. Mnv Ta kartayuxeTe. Mn XpnoIPOTIOIEITE
Ta avTidpaoThpia €dv Oev gival diauyr i €dv TepiExouv iCnua. OAa Ta avTidpacTrpia TTPETTEI VO @TACOUV OF
Beppokpaaia dwpuaTiou (20-25°C) piv atmo mn xprnon. Otav guAdooetal o€ Beppokpaaia 2-8°C, To avacuoTabév
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PUBUIOTIKO BIGAUpa EKTTAUCNG TTApPANEVEI aVOAAOIWTO PEXPI TNV NuEpounvia ARgng Tou KIT. H avacuoTaon Tou
PUBUICTIKOU SI0AUMATOG TTPETTEN VA YIVETAI JE ATTECTAYMEVO N ATTIOVIOUEVO VEPO, 0€ OYKO 1 AiTpou. OI ETTIKAAUPMEVES
TaIVieg MIKPOKUWEAIDWY TTpoopidovTal yia pia yovo XprRon.

Mpo@uAdgeig

Ma in vitro diayvwaoTikA Xprion. OAa Ta cuoTaTIKA avBpwTTIVRG TIPOEAEUCNG TTOU XPNOIKOTTOIOUVTAl £X0UV eAeYXOEi
yla Tnv TTapouaia Tou avtiyévou HBsAg, Twv 1v HCV, HIV-1 kai 2, kaBwg kai Tou 100 HTLV-I kai éxouv Bpebei
apvnTikd, oUpwva Pe TIG €€eTdoelg TTou atraitel 0 Opyaviouds Tpogipwyv kal Papudkwy Twv H.M.A. (FDA).
QoTt600, T TTApdywya avBpwTTIVOU aiaTog Kal Ta deiypaTta acBevwyv Ba TpéTmel TTdvTa va BswpolvTal wg duvnTIKA
Aoipoyova. AKoAouBnoTe TIG 0pPBEG EpYaOTNPIAKES TTPAKTIKEG KATA TN QUAAEN, TNV £yXuon Kal TNV atmoppiyn Twv
UNIKWV autv 7,

MPOEIAOMOIHZH — To alidio Tou vartpiou (NaN3) evdéxetal va avmidpdoel pe owAnvwoelg atmdé HoAupdo 1
XOAKO Kal v oXNUATIOE! IOXUPWGS EKPNKTIKA adidia HETAAAWY. KaTd Tnv atrdéppiyn uypwy, eKTTAUVETE PE PEYAAEG
TT000TNTEG VEPOU, ETOI WOTE VA ammoPeuxBei N ouocowpeuon adidiwv. To alidio Tou varpiou evdéxeTal va gival
TOgIKO O€ TTEPITTITWON KATATIOONG. Z€ TTEPITITWON KOTATIOONG, GVAPEPETE AUECWG TO TTEPIOTATIKO OTO dIEUBUVTH TOU
EPyaoTnpiou | 0TO KEVTPO EAEyXOU dNANTNPIGOEWV.

AtroppiyTe Ta dloAUpaTa Twv avTidpacTnEiwy TTou TrepIEXouv adidlo Tou varpiou kal Proclin wg ouvinpnrikd,
oUp@wva pe 6AOUG TOUG TOTTIKOUG Kal €BVIKOUG KavovIGUOoUG.

MNa 1N dlac@AAion EyKupwy aTTOTEAECUATWY, aKOAOUBROTE TIG 0dnyieg akpIBWs OTTWG eugavifovtal g autd T
€vBeTo TOU KIT. MV evOAGOOCETE TO CUOTATIKG TOU KIT HE OUOTATIKA GAANG TTPOoEAEUONG TTOU Bev £XOuV ToV iB10
apiBud maptidag NG Immco Diagnostics Inc. AkoAouBnoTe TIG 0pBEG EPYOOTNPIOKEG TTPAKTIKES YIO va
eAaxioToTToInei o Kivduvog JIKpoBIakng A dilaoTaupouuevng HOAUVONG Twv avTIdPACTNEIWY KATA TO XEIPIOKO TOUG.
Na pnv xpnoldoTrolgiTal HETA TNV TTAPEAEUCN TNG NUEPOUNVIAg ANENG TTOU avaypd@ETal OTNV ETIKETA.

YAIKA TTOU TrapEXOoVTal

MéBodog ELISA diahoynig yia avtimupnvikd avtiowparta (ANA) ImmuLisa™ 1175

KdBe kIT TrepIEXEl ETTAPKA avTIOPACTAPIA VI TNV eKTEAETN 96 TTPOGOIOPICHUWV.

12x 8 | MICROPLATE | ANA | MAakidio EexwpioTwv QATTOCTTWHEVWV MIKPOKUWEAIDWV
ETMKAAUPPEVWYV JE QVTITTUPNVIKO avTiyovo.

1x1.5ml |CALIBRATOR | ANA |* ‘EToigog TTpo¢ Xpron BalupovopnTig (mpdovo mwua). Opdg
avBpwITToU TToU TTEPIEXEI avTICWHaTA KaTd Tou ANA.

1x1.5ml |CONTROL |+ |ANA |* "EToIO TTPOC XProN SIGAUpA BETIKOU €AéyXOU (KOKKIVO TTWLQ).
MepiExel opd avBpwtTou BETIKO yia avTiowpaTa IgG ANA.

1x1.5ml | CONTROL . * ‘EToipo 1Tpog xprion SidAupa apvnTikoU eAEyXou (AcUKS TwWua).
Mepiéxel opd avBpwTOU.

1x12 ml |_IgG-CONJ | HRP |* ‘Etoipo 1rpog xprion HRP ouluyég. Xpwpatog pod.

1 x 60 ml * "ETOINO TTPOG XPHON APAIWTIKG SIGAUMA 0poU. XPWHATOS UTTAE.

1x12 ml | SUBSTRATE |TMB |* ‘ETOINO TTPOG Xprion €vUHIKG utréoTpwia. Na TrpooTarteUeTal
aTTo TO PWG.

1x12 ml | STOP | H2S04 | ‘Etoigo Tpog  xprion Oi1dAupa TepupaTtiopol. [lepiéxer 0,5 M
H,SO,.
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2 x >KOvn puBpIOTIKOU B1aAUpaTOG éKTTAUONG. H avacuoTaon TTpETTEl

va yiveTal £wg OyKo evOg AiTpou yia To KaBéva.
* Mepiexer < 0,1% NaN,
ZUuBOAA TTOU XPNOIMOTIOIOUVTAI OTIG ETIKETEG:
Ap1Bu6S TTapTISaGg
ApIBUOS KATAAGYOU
Huepounvia Aigng
O¢eppokpacia atTodrkeuaNg

AloBdoTe TIG 0dnyieg xprnong
In vitro diayvwaoTiKA xprion

KataokeuooTng

R FP ~x<

Ap1Bub6g avaoAloewy

AtraiToUpeva UAIKA TTou Bev TTapEXoVTal

e ATTIoVIOPEVO 1] ATTECTAYUEVO VEPO

e EUKoUTITN TTAQOTIKA @QIGAN yia TO apaiwpévo pubuioTikd SIdAupa EKTTAUCNG

e [liréreg pe duvardtnTa xopriynong 5 ul €wg 1000 pl

AvoAwoiya akpo@Uaoia TIITTETWV

¢ KoBapoi dokipaoTikoi cwARveg diaoTdoewy 12 x 75 mm kal @opEag SOKIYAOTIKWY CWARVWYV
e XpovopeTpnTng

e ATTOppOo@NTIKO XOPTi

e Yuokeun avdyvwong TTAaKISiwv Pe duvaTotnTa avAyvwong TINWY atroppd®nong o€ NAKOg KupaTog 450 nm.
Edv umtdpxel diaBéoiun ouokeur avdyvwong TTAakidiwv SITTAoU PAKOUG KUPATOG, TO @QIATPO avagopds Ba
TpéTTel va pubuioTei ota 600-650 nm.

e AutopaTtn ouokeun éktTAuong TTAakidiwv pe duvartdtnta xopriynong 200 pl

2YANOI'H KAI XEIPIZMOZ AEIrMATOZ

Oa TpETEl va xpnolgoTrolouvTal pévo deiyyata opou yia autr) Tn dladikaoia. Agiypata TTou €XOUV UTTOOTEN
peyaAou BaBuol aipdAucn, AITTalikd r deiyuaTta JoAucopéva Pe PIKpORIa evaéxeTal va eTTnNpedoouy Tnv amdédoaon
NG avdAuong Kal dev Ba TTpETTel va XpnaiyotroiouvTal. Ta deiypata guAdooovTtal o€ Beppokpaaoia 2-8°C, etTi OxI
TEPIO0OTEPO aTTd pia eOoudda. MNa UAagN peyaAlTepng didpKeIag, Ta deiypata opou Ba TTPETTEI va KATayUXovTal.
Na atmrogelyeTtal n emavelAnuuévn KaTawugn Kal atréyuén Twv OeIyHATWV.

AIAAIKAZIA
Znueiwoeig TnG diadikaoiag
* T[lpotou &ekiviioeTe TNV avdAuon, dIaBACTE TTPOCEKTIKG TO EVOETO TTPOIOVTOG.

* AgnoTte Ta deiypata opol Kal Ta avTIdPACTHPIa TNG avdAuong va @Tdoouv o€ Bepuokpaaia dwuaTiou, €TTi
TouAdyioTov 30 AETTTd, TTPOTOU EeKIVIOETE TN dladikaacia TNg avaAuong. EToTpéwTe OAa Ta Un XPNOIUOTIOINKEVO
dciypata Kal avTidpacTrpIa OTO WUYEIO apéowg PETA TN XPrion TOUG.

e OAeg o1 apaiwaoelg Twv SEIYUATWY aoBEVWV TTPETTEI VA TTPOETOINACTOUV TIPOTOU EEKIVAOEI N avdAuon.

«  Eivai onpavTikn n xprion opdng texvikAg EKTTAuoNnG. Edv n €KTTAuGn dev eKTEAEITOI QUTOPATA, ETTOPKAG EKTTAUCN
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ETMITUYXAVETAI KATEUBUVOVTOG MIO 10XUPN PITIH PUBUICTIKOU SIOAUPOTOG EKTTAUONG ATTO pIa QIGAN €KTTAUCNG
ME EUPU OKPOPUOIO KOTA PHAKOG OAOKANPOU Tou TTACKISIOU. ZUVIGTATAI N XPAON MIOG QUTOUOTNG CUCKEUNG
éKAuong TTAaKISiwv.

XpNOIYOTIOINOTE PIa TTOAUKAVOAN TTITTETA JE SUVATOTNTA TAUTOXPOVNG XOPrynong o€ 8 kuweAideg. Me Tov TpoTTO
auTo emmiTayuveTal N S1adIKooia Kal ETTITUYXAVETAI TTIO OPOIOPOPPOG XPOVOG ETTWACNG.

2¢ OAa Ta BAPaTa gival onUAvTiKGG 0 TTPOCEKTIKOG EAEYXOG TWV Xpovwy. OAeS ol Trepiodol eTTwaong {ekivouv
ME TNV oAOKARpwaon TNG TTPOCOKNG Tou avTidpacTnpiou.

H mpooBnkn 6Awv Twv delyudTwy Kal avTidpacTnpiwy TTEETTEl va YiveTal he Tov idlo pubuod kal he Tnv idia
ogipd.

A@aipéoTe a1TO TN BNAKN TIG ATTAITOUPEVES TAIVIEG MIKPOKUWEAIDWY Kal ETTAVOC@PAYIOTE TTPOCEKTIKA TN BrKn
WOTE VA ATTOTPATTE TUXOV CUPTTUKVWOT UBPATHWY OTIG AXPNOIMOTIOINTEG MIKPOKUWEAIDES. ETTIOTPEWTE AUEoWG
N OrKkn oTo Yuyeio.

MéBodog avdAuong
BAua 1 AopnroTe 6Aa Ta avTIdpacTApIa Kal Ta deiyuaTa va Tdoouv o€ Bepuokpacia dwuaTiou.

BApa 2 2nUAveETE TO QUAAO TOU TTPWTOKOANOU WOTE VO UTTOBEIKVUETAI N TOTTOBETNON TwV OEIYUATWY OTIG

MIKpokuyweAideg. H avaAuon Twv SelypdTwy €ig dITTAOUV attoTEAEI 0pOr EpyacTNPIAKK TTPOKTIK.

BApa 3 ZUMBOUAEUTEITE TN JIOPOPPWON TWV JEIYUATWY OXETIKA UE TNV KATAAANAN KATAVOWN TwV JEIYUATWY

KOl TwV avTidpacTnpiwv.
HMI-NOZOTIKH

9= OC
9EOC
EEOC
@OC
@EOC
EOC
EEOC
CIEOC

1 2 3 4

T TMMUOUQO)®>

Alapépewon deiypdTwyv

BAua 4 MpoetoiydoTe pia apaiwon Twv delypdtwy acBevwyv oe avaloyia 1:101, avauiyviovtag 5 pl Tou

deiyparog Tou acBevoug pe 500 pl Tou apaiwTikoU diIoAUpaTog opou.

BApa 5 MpoobéaTe 100 pl £Toipwy TTPOG Xprion Baduovountwy, dIaAUPdTWY BETIKOU Kal apvnTIKOU EAEyXOU

KOl apaIWPEVWY BEIYUATWY aoBevwdv OTIG KOTAAANAEG HIKPOKUWEAIDEG, OTTWG UTTOOEIKVUETAI OTO PUAAO
TTPWTOKOAAOU.

Znueiwon: ZuptrepIAdBeTe pia kuweAida pe 100 pl apaiwTikoU SI0AUPATOS 0poU WG TUPAS
avTidpacTtnpiou. MndevioTe Tn cuokeur avayvwong ELISApe 1o TuQAS avTidpaoTnpiou. H ammroppdenon
Tou TUPAOU avTidpacTnpiou dev Ba Tpétrel va gival geyaAutepn amd 0,3 6tav peTpdTal évavTl Tou

aépa.
BAua 6 EmmwdoTe €11i 30 Aemrtd (£ 5 AeTiTd) 0€ Beppokpacia dwuaTiou.
BApa 7 EKTTAUvETE 4Xx pe TO puBUIOTIKO diIdAupa ékTTAuonG. MNa pn autdépaTn €KTTAUCT, TTANPWOTE KABE

MIKpoKuWeAida pe avacuoTaBév puBuIoTIKO didAupa EKTTAUCNG. ATTOPPIYTE TO UYPO AVOACTPEPOVTAG
TO TTAQKIBIO KAl KTUTTWVTAG TO EAAPPA WOTE va adeIdoouv OAEG Ol KUWEAIDEG 1 avappoPwvTag To uypd
atréd KABe KUWeAida. MNa va oTUTTWOETE OTO TEAOG TNG TEAEUTAIAG EKTTAUCGNG, AVACTPEWTE TIG TAIVIEG KAl
KTUTTAOTE BUVOTA TIG KUWEAIDEG ETTAVW O€ aTToppo®nTIKO XapTi. Mo auTtduATEG OUOKEUEG EKTTAUONG,
TIPOYPAPUOTIOTE TN CUCKEUN CUPNQWVA UE TIG 0BNYIEG TOU KOTAOKEUOOTH.
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BAua 8 MpooBéaTe 100 pl cUZEUKTIKOU QVTIOCWHOTOG OTIG MIKPOKUWENIDEG.
BApa 9 EmmwdoTe €1mi 30 AemrTd (+ 5 AeTrTd) 0€ Beppokpaaia dwuaTtiou.
BApa 10  EkTAUveTE OAEG TIG HIKPOKUWEAIDEG OTTWG OTO BrAua 7.

BApa 11 MpooBéoTe 100 pl evQUUIKOU UTTOOTPWHATOG 0€ KABe KuweAida pe Tnv idla oeipd Kal Ye Toug idloug
XPOVOUG OTTWG TO CUZEUKTIKO QVTICWHA.

BApa 12  EmwdoTte Ta mAakidia e1ri 30 Aetrtd (+ 5 AeT11d) 0€ Bepuokpacia dwyartiou.

BApa 13  TMpooBéote 100 pl SioAUpATOC TEPPATIONOU O€ KABE PIKpoKUWEeAida e TNV idla OgIpd Kal JE Toug id1oug
XPOVOUG OTTWG TO EVCUMIKO UTTOOTPpWHA. AlaBdoTe TNV aTToppd@non eviog 1 wpag atrd TNV TTPoadnkn
TOU OI0AUUOTOG TEPHATIOHOU.

BApa 14  AioBdoTte Tnv otmmoppo@non kdBe kuweAidag o€ prkog kuparog 450 nm xpnoIPoTTIoIVTAG HId
ouokeun avayvwaong TTAaKISiwv Jovou PAKOUG KUPATOG TTOU pUBUIoTNKE va £XEl aTTOppOPNon INOEV.
Edv xpnoipotroin®ei ocuokeur avayvwong TTAakidiwy dITTAOU PRKoug KUPOTOG, puBuioTe To QIATPO
ava@opdg ota 620 nm.

‘EAeyxog mo16TNnTOg

>¢ KGBe avdAuon Ba TTPETTEl va xpnolpotrolouvTal BaBuovounTtég, diaAupata BETIKOU Kal apvnTIKOU EAEyXOU Kal
€va TUPAS avTIdpacTnpiou, TTPOKEINEVOU Va ETTIRERAILOVETAI N OKEPAIOTNTA KaI N aKpiela Tng e€€Taong. H pétpnon
aTroppOPNONG ToUu TUPAOU avTidpaoTnpiou TTPETTEl va gival <0,3. To didAupa apvnTIKOU eAEyXOU TTPETTEI va DWCEI
TiuA <20 EU/ml. EAv n avdAuon diggdyetal €i1G dITTAOUV, XPNOIPOTIOINOTE T JEGN TIUR Twv dUO PETPHAOEWV YIa va
TTPOCBIOPIcETE TN CUYKEVTPWON TwV avTIowudTwy ANA. O1 avaAloeig Twv SelyudTwy TTou SiVOuV OPIOKEG TIUEG
OuVIOTATal VO ETTAVOAAUBAvVOVTal JE PPETKO OEiyUa TTOU AaUBAVETOI O€ HETAYEVEDTEPN NUEPOUNVIA, TTPOKEIPNEVOU
va dlac@aAifeTal n akpipela.

ANMOTEAEZMATA

YmroAoyiopoi

O1 ouyKeVTPWOEIG TV OEIYNATWY 00BevoUg UTTopoUV va TTPocdIoploTolV WG €EAG:
MOIOTIKOZ MPOZAIOPIZMOZ

Ta atroteAéopaTta Tou AapBdvovTal ge auTtr Tn PEBodo Ba TTPETTEl va ava@épovTal wg BETIKA i WG apvnTIKA.

ATtr/on e§eTalopevou deiyparog

X EU/mI tou BaBpovountr = EU/mI e§eTadépevou deiyparog
ATtr/on Tou BaBuovounTi

Epunveia

Ta TTapakdTw TTApEXOVTAl JOVOV WG 0dNYOG OTNV EPUNVEIO TWV EPYACTNPIAKWY OTTOTEAEOUATWY. AUTEG Ol TIUEG
TPOCBIOPICTNKAV PE TNV avAAuon 64 @UOIOAOYIKWY evNAIKwY aipodotwy. O1 TINEG TTOU aTTelkovifovTal TTapaKATw
gival n péon TIUA TWV QUOIOAOYIKWY aTOPWY oUV 3 TUTTIKEG ATTOKAICEIG. To KABE pyaoTrpIo TTPETTEI VA TTPOCDIOPICE!
TIG OIKEG TOU PUCIOAOYIKEG TIUEG.

Tipyq ANA Epunveia

<20 EU/mlI ApvnTikO

20-25 EU/mlI ATTpoodI6PIoTO (0PIaKO)
>25 EU/ml OeTIKO

MEPIOPIZMOI THZ AIAAIKAZIAZ

H avdAuon ANA dev Ba mrpétmel va exTeAeiTal og deiyyaTta mTou €xouv uttooTel peydAou Babuol aipdAuon, oe
MoAuopéva atrd pikpoBia i Airmaipikd deiypata. H pébodog Ba tpétrel va xpnaoldoTroigital gdvo yia Tnv eEEtaon
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Oclyudtwy opou avBpwTrou. Ta atroteAéoparta TTou AapBdvovtal uttofonBouv pévo Tn didyvwan kal dev Ba
TPETTEI VO gppnvedovTal atmd poéva Toug wg dlayvwaoTikd. Opiopévol acBeveig pe diaTapaxéG Tou oUuvOETIKOU
10ToU evdéxeTal va gival apvntikoi yia ANA. Mapopoiwg, epdoov Ta ANA atmravTwvTal Kal o€ AAAEG diatapaxEg,
eKTOG aTTO TIG dIATAPAXEG TOU GUVOETIKOU 10TOU, N TTapoudia Toug Ba TTPETTEl va eppnveUETal UTTO TO TTPICHO TWV
KAIVIKWV Kal TwV AOITTWV £PYOCTNPIOKWY EUPNMATWY, Ta OTToia eVOEXETAI va TTEPIAANPBAVOUV avaAUoEIG €10IKEG
yia Kdtrolo avtiyovo, 6Twg 10 RNP, To Sm, 10 SS-A (R0), T0 SS-B(La) ka1l dAAa TTupnVvIKA Kail KUTTOPOTTAQCG UATIKA
avTiyova.

ANAMENOMENEZ TIMEZ

O1 avapevopeveg TIHEG O€ éva @UAIoAOYIKS TTANBUo UG gival apvnTIkES (<20 EU/mI yia evAAikeg kal TTaidid). QoTéoo, £XEl
Bpedei OTI OpIoUEVA OCUUTITWHATIKA, QAIVOUEVIKA UYIN dTopa, evOEXETAI va BpeBoulv BeTIKA ae avTiowpaTa ANA.

AvTi TTupnvika avticwpata (ANA) kal ouoxETion NE VOOO

Noéoog % Zuxvornta
EMPAVIONG
YEA 95-100
>kAnpodepuia 60-90
MNZI 100
>0vdpopo Sjogren 40-70
MoAu/AgpuaTopuoaiTida 30-80
Neaviki apBpiTida 20-50
Raynaud 20-60
Peupartosidrig apBpinda 30-50
Noipwdng vdéoog ?
OupeocIdoTTaEIa 30-50
IvopuaAyia 15-25
duoiohoyikd dropa ~10

Kavanaugh A et al Arch :Pathol Lab Med 2000,124:71-81

XAPAKTHPIZTIKA AMMOAOZHZ

H xpnoiuétnta 1ng pebddou ELISA yia avriowpara ANA ImmuLisa™ mpoodiopioTnke ouykpivovTag Ta atroTeAéouaTa
ME:

a) pia GAAN péBodo ELISA ANA tTou diaTiBeTal 0TO EUTTOPIO KAl

B) pia péBodo avooopBopiopou ANA oe kUTTapa Hep2.

duaioloyikd €0pog: To @ualoloyikd €UPog KaBopioTnKe e TNV avdAuon 64 delyudTwy opoU atrd QAIVOUEVIKA
uyIgig 80TeG TToU TTponABav aTtd Tov Epubpod Zraupd. MNa Tov Tpoadiopiopud TnG oplakng TIWAG (cut-off) petalu Twyv
QPUOIOAOYIKWVY KAl TWV OPIaKA BETIKWY aTOHWY, XPNOIMOTIOINONKE N PEON TIUA OUV TPEIG TUTTIKEG ATTOKAICEIG TNG
Méong TIMAG auToU Tou QualoAoyikoU TTAnBucuoU.

ZUYKPITIKA €1I51KOTNTA KAl Euaiodnaoia

A. MéBodog ELISA ANA ImmuLisa™ évavT piag dAAnG pebddou ELISA ANA: ZuvoAikd avaAuBnkav 66 deiypata
pe 1o KIT ANA ImmuLisa™ kai éva dAAo kiT ELISA, eykekpipévo atréd tov FDA, 10 otroio diatiBetal oto gumrépio. Ta
OTTOTEAEOUATA QUTWV TWV PEAETWV gival Ta akOAouba:
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ANA ELISA ImmuLisa™
O¢eTIKA ApvnTikd ZuvoAo
AAAN péBodog  OeTikd 41 5 46
ELISA ApvnTikd 8 12 20

Zovolo 49 17 66

ZXeTIKA cuppwvia: 80%
2xeTiknA evaiocBnaoia: 89%
ZXETIKA €101KOTNTA: 60%

B. TNa va emBeBaiwBei n aglomoTia Tng pebddou yia ANA ImmuLisa™ oTnv avixveuan ANA, ol opoi avaAuBnkav
eTmiong Kai o€ KUTTapa HEp2, 1o utmtdoTpwpua ekAoyng yia Tnv avixveuon ANA pe avoocopBopiopd. MéBodog ELISA
yia ANA ImmuLisa™ évavTi peB6dou yia ANA ImmuLisa™ oe kUtTapa HEp2: ZuvoAikd avaAuBnkav 292 deiyuaTa yia
avTiowpata ANA kal Ta atmroTeAéopaTa ouvoyidovTal TTapaKATw:

ANA ELISA ImmuLisa™

OeTIKA ApvnTikd Z0volo
OeTIKA 123 7 130
ANA HEp2 ApvnTikd 6 156 162
Zuvolo 129 163 292

ZXETIKA cuppwvia: 96%
2xeTIKA evaioBnaoia: 95%
ZXETIKA €10IKOTNTA: 96%

I. AlaoTaupoUpevn avtidpaon: AvaAlBnkav ouvoAikd 55 pdpTupeg TNG vooou pe AAAEG auToAvooEG TTABNOEIG Ol
oTT0iEG €ival ouvABwg apvnTIKEG yia avTiowpaTta ANA, 6TTwg n Tép@Iya. Mévo TE00€pIG aTTO aUTOUG TTOU £EETACTNKAV
BpéBnkav BeTikoi, TTEPiITTOU 6oOI BPEBNKAV BETIKOI KAl GTNV OPAdA TWV UYIWV OTOUWV.

AxpiBeia:

Me Bdon avdAuon 10 avTiypd@wv, UTToAoyioTnNKE 0 cuvTEAEGTAG TTOIKIANOTATAG (CV) EVTOG O0€IpAG Kal JETALU OEIpWIV
NG avdAuong ANA ELISA.

MeTau ocipwv Evtog ocipdg
EU/mI Ccv EU/mI cv
YynAég 107,7 6,4% 125,9 6,8%
MéTpiog 51,4 6,2% 52,7 7,0%
XapunAoég 19,5 5,2% 20,3 8,1%

AvdkTnon:

AgiypoTa ge yvwoTEG CUYKEVTPWOEIG avTiIowudTwy ANA avapixOnkav pe KaTAAANAES apaiwaelg evog AAAou BeTIKOU
OeiyhaTog TToU TTEPIEiXE YVWOTEG TTOOOTNTES avTIOWUATWY ANA. TNpoadiopioTnkav Ta eTTITTEdA avTIOWUATWY ANA
TWV aVOPIXBEVTWY SEIlyNATWY Kal a1t TIG TIMEG TTOU TTPOEKUWAV UTTOAOYIOTNKE N €TTi TOIG €KATO avdkTnon. Ta
atroTeAéopaTa ATav wg €ENG:

AvTi-ANA AvTI{TG
ZUYKEVTPWOT) TTOU ZUYKEVTPWON TTOU Avaktnon %
mpooTédnke (EU/mI) AQqpOnke (EU/mI)
Acgiypa 1 91,6 82,2 11,4
Acgiypa 2 93,5 93,4 100,1
Aciypa 3 66,9 68,0 98,4
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Ensayo ELISA Screen para deteccion de anticuerpos anti nucleares (ANA)

“ PROSPECTO

©
| M M CO 1175 Ensayo ELISA Screen para deteccion de anticuerpos anti nucleares 96 analisis
DIAGNOSTICS

USO PREVISTO

Enzimoinmunoensayo ELISA para la deteccion de anticuerpos antinucleares y citoplasmaticos en suero humano,
como herramienta de diagnostico en patologias autoinmunes tales como lupus eritematoso sistémico (LES),
sindrome de Sjogren (SS), enfermedad mixta del tejido conectivo (MCTD) y esclerodermia.

RESUMEN Y EXPLICACION

Los anticuerpos antinucleares (ANA) son un grupo de anticuerpos dirigidos contra diferentes antigenos nucleares
y algunos citoplasmaticos. Los analisis serologicos para deteccion de ANA desempefian un papel importante en el
diagnostico de varias patologias autoinmunes del tejido conectivo, en especial lupus eritematoso sistémico (LES),
esclerodermia, enfermedad mixta del tejido conectivo (MCTD) y sindrome de Sjogren 5. Los anticuerpos ANA
se detectan habitualmente mediante inmunofluorescencia indirecta en HEp2 &0,

Sin embargo, algunas limitaciones del método por IF hicieron sentir la necesidad de un método no subjetivo para
detectar los ANA. El ensayo inmunoenzimatico (ELISA) ofrece numerosas ventajas con respecto al método IFA
en la deteccion de ANA, tales como ser mas facil de ejecutar y no requerir la preparacion especial necesaria para
efectuar y leer las reacciones IF "5, Dado que los ANA, aun siendo sensibles, no son marcadores especificos de
una patologia determinada del tejido conectivo, se recomienda efectuar analisis de anticuerpos mas especificos
en pacientes positivos a ANA en los que se sospeche la presencia de una enfermedad autoinmune del tejido
conectivo. Ante resultados positivos a ANA obtenidos con ELISA, es aconsejable confirmarlos mediante IF
indirecta en HEp2, porque podria ser de ayuda en la identificacion del patron de reaccion de ANA que reviste
importancia '®.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

El analisis ANA consiste en un inmunoensayo de fase soélida (ELISA). Los pocillos de la microplaca se recubren
con antigenos procedentes de HEp2 complementados con otros antigenos nucleares y citoplasmaticos; a
continuacién se bloquean los puntos que no han reaccionado para reducir uniones no especificas. Se incuban
los controles, calibradores y muestra de suero del paciente en los pocillos recubiertos de antigeno permitiendo
que los anticuerpos ANA presentes en el suero se unan al antigeno absorbido en los pocillos. 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 afiadido en los pocillos. Estos anticuerpos de conjugado
enzimatico se unen especificamente a los ANA ligados al antigeno que recubre los pocillos. El conjugado que
no se ha unido se elimina mediante lavado. Luego se afiade a los pocillos un substrato enzimatico especifico
(TMB). La presencia de ANA se detecta por el cambio de color provocado por la conversion del substrato en un
producto coloreado. Se detiene la reaccion afadiendo solucién stop y se lee la intensidad del cambio de color,
que es proporcional a la concentracion del anticuerpo, mediante un espectrofotometro a 450 nm. Los resultados
se expresan en unidades ELISA por mililitro (EU/ml).

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).

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

Precauciones

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

ADVERTENCIA: 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.

Elimine las soluciones de reactivos que contienen azida de sodio y Proclin conforme con la normativa local y
nacional sobre la materia.

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 para anticuerpos anti nucleares ImmuLisa™ 1175

El kit contiene reactivos suficientes para efectuar 96 analisis.
12x8 [ MICROPLATE [ ANA | Microplaca con micropocillos individuales separables
recubiertos con antigenos antinucleares.

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

1x1.5ml | CONTROL | + | ANA|* antrol Positi\(o listo para usar (fapa roja). Suero humano con
anticuerpos anti IgG ANA.

1x1.5ml [coNTROL . * Control Negativo listo para usar (tapa blanca). Contiene suero

humano.
1x12 ml [ 1I9G-CONJ | HRP |* Conjugado HRP listo para usar. Color rosado.
1 x 60 ml * Diluyente de suero listo para usar. Color azul.
1x12ml  [SUBSTRATE | TMB |* Substrato enzimatico listo para usar. Protéjase de la luz.
1x12ml [ sTOP | H2S04 | Solucion Stop lista para usar. Contiene 0,5M H2S04
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
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i

Fecha de caducidad

Temperatura de conservacion

/i\ Léanse las instrucciones de uso
Para diagnéstico in vitro

d Fabricante

W Numero de analisis

Materiales necesarios no suministrados

Agua desionizada o destilada

Botella dispensadora para el tampén de lavado diluido
Pipetas con capacidad de 5 pl a 1000 pl

Puntas de pipetas desechables

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

Papel absorbente

Lector de microplacas para lectura de valores de absorbancia a 450 nm. Si se dispone de un lector de doble
longitud de onda, el filtro de referencia debe regularse en 600-650 nm.

Lavador automatico de microplacas con capacidad de 200 pl

RECOGIDA Y MANIPULACION DE MUESTRAS

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

PROCEDIMIENTO

Advertencias preliminares

Lea detenidamente estas instrucciones antes de comenzar el analisis.

Deje que los reactivos y las muestras se estabilicen a temperatura ambiente 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.

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

Una buena técnica de lavado es crucial. Si efectia el lavado manualmente, rocie toda la microplaca con un
fuerte chorro de 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 simultaneamente 8 pocillos; de este modo se agiliza el proceso
y el tiempo de incubacion es mas uniforme.

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

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

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

Paso 1
Paso 2

Paso 3

Paso 4

Paso 5

Paso 6
Paso 7

Paso 8
Paso 9
Paso 10
Paso 11

Paso 12
Paso 13

Paso 14

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.
Consulte el esquema de muestras para la correcta distribuciéon de muestras y reactivos.

SEMI CUANTITATIVO

9= OC
©OC
@OC
IE@OC
@EOC
@EOC
GEOC
EOC

1 2 38 4

Esquema de muestras

IO TMTMOQO®>

Prepare una dilucién de 1:101 de la muestra del paciente mezclando 5 pl del suero del paciente con
500 pl de diluyente de suero.

Pipetee 100 pl de calibrador listo para usar, controles positivo y negativo y muestras del paciente en
los correspondientes pocillos siguiendo la hoja de protocolo.

Nota: Incluya un pocillo con 100 pl de diluyente de suero como blanco de reactivo. Ponga el
lector ELISA en cero con respecto al blanco de reactivo. La absorbancia 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 tampdn de lavado. Para lavado manual, llene cada pocillo con el tampén de lavado
reconstituido. Elimine el liquido invirtiendo y sacudiendo el pocillo, o bien aspire el liquido de cada pocillo.
Al terminar el Ultimo lavado, invierta las tiras y sacudalas enérgicamente sobre papel absorbente. Si utiliza
un lavador automatico, programe el ciclo de lavado siguiendo las instrucciones del fabricante.

Pipetee 100 ul de conjugado en los pocillos.
Incube 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.
Lave los pocillos repitiendo el paso 7.

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

Incube los pocillos 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.
Pipetee 100 pl de solucion Stop en cada pocillo, en la misma secuencia y tiempos en que afadio

el substrato enzimatico. Lea la absorbancia en el plazo de una hora después de haber afiadido la
solucion Stop.

Lea la absorbancia de cada pocillo a 450 nm mediante un lector de microplacas de longitud de onda
simple regulado en absorbancia cero. Si dispone de un lector de longitud de onda doble, ajuste el
filtro de referencia en 620 nm.

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. El resultado del control negativo debe ser <20 EU/ml. Si el andlisis se efectia por duplicado, se tomara
la media de ambas lecturas para determinar la concentracion de ANA. Con la finalidad de verificar la precision,
aconsejamos analizar las muestras de resultado incierto con una muestra nueva tomada en fecha posterior.
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RESULTADOS
Calculo

La concentracion en las muestras del paciente pueden determinarse como sigue:

DETERMINACION CUALITATIVA
Los resultados obtenidos por este método se indicaran como positivos o negativos.

Abs. de muestra analizada

X EU/mI de calibrador = EU/ml de muestra analizada
Abs. del calibrador

Interpretacion

La informacion siguiente se da Unicamente a titulo de guia para la interpretacion de los resultados de laboratorio.
Los valores se establecieron analizando sangre de 64 donantes adultos sanos. Los valores indicados mas abajo
representan el promedio de los sujetos normales mas 3DS.

Cada laboratorio establecera sus propios valores normales.

Valores ANA Interpretacion

<20 EU/mI Negativo

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

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

El ensayo ANA no debe efectuarse en muestras muy hemolizadas, contaminadas por microbios o lipémicas. Este
método debe utilizarse Unicamente par analizar muestras de suero humano. Los resultados obtenidos son una
herramienta mas en el diagnéstico y no deben interpretarse como diagnéstico en si mismos. Algunos pacientes
con patologias del tejido conectivo pueden resultar negativos a ANA. Del mismo modo, los ANA pueden estar
presentes en otras patologias que no sean del tejido conectivo y por tanto la presencia de ANA debe interpretarse
a la luz de otros estudios de laboratorio, que podrian incluir analisis especificos de deteccion de antigenos anti-
RNP, Sm, SS-A (Ro), SS-B (La) y otros antigenos nucleares y citoplasmaticos.

VALORES ESPERADOS

Los valores esperados en una poblacion normal son negativos (<20 EU/ml en adultos y nifios). Pese a ello, se ha
demostrado que algunos individuos aparentemente sanos y asintomaticos pueden resultar positivos a ANA.

Asociacion entre anticuerpos anti nucleares (ANA) y enfermedad

Enfermedad % Incidencia
LES 95-100
Esclerodermia 60-90
MCTD 100
Sindrome de Sjégren 40-70
Poli/dermatomitosis 30-80
Artritis juvenil 20-50
Raynaud 20-60
Artritis reumatoide 30-50
Enfermedad infecciosa ?
Enfermedad de tiroides 30-50
Fibromialgia 15-25
Individuos normales ~10

Kavanaugh A et al Arch :Pathol Lab Med 2000;124:71-81
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CARACTERISTICAS DE EJECUCION

La utilidad del ensayo ImmuLisa™ ANA ELISA se determindé comparando los resultados con:
a) otro método ANA ELISA disponible en comercio;

b) método inmunofluorescente ANA en Hep2.

Valores normales: los valores normales se determinaron analizando 64 muestras de suero de donantes sanos.
Para establecer la linea de demarcacién entre individuos sanos e inciertos positivos se tomd la media mas 3DS
de esta poblacién normal.

Especificidad y sensibilidad comparadas

A. ImmuLisa™ ANA ELISA comparado con otro método comercial ANA ELISA: se analizaron 66 muestras con
el ensayo ImmuLisa™ ANA y con otro sistema ANA ELISA disponible en comercio y aprobado por la FDA. Los
resultados se indican a continuacion:

ELISA ANA ImmuLisa™

Positivo Negativo Total
Positivo 41 5 46
Otro ELISA Negativo 8 12 20
Total 49 17 66

Correspondencia relativa: 80%
Sensibilidad relativa: 89%
Especificidad relativa: 60%

B. Para garantizar la fiabilidad de ImmuLisa™ ANA en la deteccion de ANA, los sueros se analizaron también en
HEp2, el substrato de eleccién para detectar ANA mediante inmunofluorescencia. Ensayo ELISA ANA ImmuLisa™
comparado con ANA en HEp2 ImmuLisa™: se analiz6 un total de 292 muestras, los resultados se indican abajo:

ANA ImmuLisa™

Positivo Negativo Total

Positivo 123 7 130

ANA HEp2 Negativo 6 156 162
Total 129 163 292

Correspondencia relativa: 96%
Sensibilidad relativa: 95%
Especificidad relativa: 96%

C. Reactividad cruzada: se analizé un total de 55 controles de patologias de otras enfermedades autoinmunes
habitualmente negativas a ANA, tales como penfigus. Solo cuatro resultaron positivas, nimero practicamente
equivalente al establecido como positivo en individuos normales.

Precision:

Basandose en 10 duplicados, se calculd el coeficiente de variacion (CV) intra ensayo e inter ensayo de la prueba
ELISAANA.

Inter-ensayo Intra-ensayo
UE/mlI (Y EU/ml Ccv
Alto 107,7 6,6% 125,9 6,8%
Medio 51,4 6,2% 52,7 7,0%
Bajo 19,5 5,2% 20,3 8,1%
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Recuperacion:

Muestras con concentracion conocida de anticuerpos ANA se mezclaron con la dilucion adecuada de otra
muestra positiva con cantidad conocida de anticuerpos ANA. Se determinaron los niveles de ANA en las muestras
mezcladas y se calculd el porcentaje de recuperacion a partir de los valores obtenidos. Los resultados se indican

a continuacion:

Anti-ANA anti-hu tTG
Abs. conc. afiadida Abs. conc. obtenida % Recuperacion
(EU/ml) (EU/mI)
Muestra 1 91,6 82,2 11,4
Muestra 2 93,5 93,4 100,1
Muestra 3 66,9 68,0 98,4
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ELISA-Screeningtest fiir antinukleare Antikorper (ANA)

“ BEIPACKTEXT

©
| M M CO 1175 Antinuklegre-Antikérper-ELISA-Screeningtest 96 Bestimmungen
DIAGNOSTICS

VERWENDUNGSZWECK

Enzymgekoppelter Immunabsorptionstest (ELISA) fir den Nachweis von antinukledren und zytoplasmatischen
Antikérpern in Humanserum als Hilfsmittel bei der Diagnose von Autoimmunkrankheiten wie systemischem Lupus
erythematodes (SLE), Sjogren-Syndrom (SS), Mischkollagenose (MCTD) und Sklerodermie.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Antinukleare Antikdrper (ANA) sind eine Gruppe von Antikérpern, die gegen verschiedene nukledre und einige
zytoplasmatische Antigene gerichtet sind. Serologische Tests fir ANA spielen eine wichtige Rolle bei der Diagnose
verschiedener autoimmuner Bindegewebskrankheiten, insbesondere fir systemischen Lupus erythematodes
(SLE), Sklerodermie, Mischkollagenose (MCTD) und Sjégren-Syndrom'™s. ANA werden normalerweise mittels
indirekter Immunfluoreszenz auf HEp2 nachgewiesen®'°. Aufgrund gewisser Einschréankungen der IFA-Methode
bestand die Notwendigkeit einer nicht-subjektiven Methode fiir den Nachweis von ANA. Der Enzymimmuntest
(ELISA) bietet mehrere Vorteile gegentber der IFA-Methode fir den Nachweis von ANA, z.B. eine einfache
Anwendung und die Tatsache, dass das fir die Durchfihrung und das Ablesen von IFA-Reaktionen notwendige
Fachkonnen Uberflissig ist'''*. Da ANA sensitive aber nicht spezifische Anzeichen fir eine Bindegewebskrankheit
sind, wird empfohlen, bei Patienten mit einem positiven ANA-Ergebnis, bei denen ein Verdacht auf eine autoimmune
Bindegewebskrankheit besteht, spezifischere Antikdrpertests durchzufihren. Es wird auRerdem empfohlen,
positive ANA-Ergebnisse mit ELISA durch indirekte IF auf HEp2 zu bestatigen, da dies dabei helfen kann, das
Reaktionsmuster der ANA-Reaktion, welches ebenfalls Bedeutung hat, zu identifizieren’.

TESTPRINZIP

Der ANA-Test wird als Festphasen-Immuntest durchgefiihrt. Die Vertiefungen der Mikrotiterplatte werden mit
Antigenen von HEp2, die um andere nukledre und zytoplasmatische Antigene erganzt wurden, beschichtet,
und die unreagierten Stellen werden blockiert, um die nicht-spezifische Bindung zu reduzieren. Kontrollseren,
Kalibrator und Serumproben vom Patienten werden in den antigenbeschichteten Vertiefungen inkubiert; dies
erlaubt die Bindung der im Serum vorhandenen ANA an die in der Mikrotitervertiefung vorhandenen absorbierten
Antigene. Nicht-gebundene Antikérper und andere Serumeiweile werden durch Waschen der Vertiefungen
entfernt. An die Vertiefungen gebundene Antikdrper werden durch Zugabe eines enzymmarkierten Anti-human-
IgG-Konjugats in die Vertiefungen nachgewiesen. Diese enzymkonjugierten Antikdrper binden sich spezifisch
an die ANA, die an die antigenbeschichteten Vertiefungen gebunden sind. Nicht-gebundenes Enzymkonjugat
wird durch Waschen entfernt. AnschlieRend wird ein spezifisches Enzymsubstrat (TMB) in die Vertiefungen
gegeben. Das Vorhandensein von ANAwird mittels einer Farbveranderung festgestellt, die durch die Umwandlung
des Substrats in ein farbiges Reaktionsprodukt entsteht. Die Reaktion wird durch Zugabe von Stopplésung
gestoppt, und die Intensitat der Farbveranderung, welche proportional zur Konzentration der Antikérper ist, wird
bei 450 nm mit einem Spektrophotometer gemessen. Die Ergebnisse werden in ELISA-Einheiten pro Milliliter
(EU/ml) angegeben.

REAGENZIEN
Lagerung und Zubereitung

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

In-vitro-Diagnostikum. Alle Bestandteile menschlicher Herkunft wurden mit von der FDA genehmigten 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.

Entsorgen Sie Reagenzienldésungen, die Natriumazid oder Proclin als Konservierungsmittel enthalten, allen
ortlichen, regionalen und nationalen Regelungen entsprechend.

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 Chargennummer. Befolgen Sie die Gute Laborpraxis,

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

Mitgelieferte Materialien
ImmuLisa™ Antinukledre-Antikérper-ELISA-Screeningtest 1175

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

12x 8 | MICROPLATE | ANA | Mikrotiterplatte mit einzeln abbrechbaren Mikrotitervertiefungen,
mit antinukledrem Antigen beschichtet

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

1x1.5ml | CONTROL | + | ANA | * Gebrauchsfertiges positives Kontrollserum (rote Kappe).
Enthalt IgG-ANA-positives Humanserum.

1x1.5ml | CONTROL . * Gebrauchsfertiges negatives Kontrollserum (wei8e Kappe).
Enthalt Humanserum.

1x12 ml wG-CONJ | HRP |* Gebrauchsfertiges HRP-Konjugat. Farbkennzeichnung rosa.

1 x 60 ml * Gebrauchsfertiger Serumverdiinner. Farbkennzeichnung blau.

1x12ml | SUBSTRATE | TMB |* Gebrauchsfertiges Enzymsubstrat. Vor Licht schiitzen.

1x12ml | STOP | H2S04 | Gebrauchsfertige Stopplésung. Enthalt 0,5M H,SO,

2x Waschpuffer in Pulverform. Auf jeweils einen Liter

rekonstituieren.

* Enthalt <0,1% NaN,

Auf den Etiketten verwendete Symbole:

Chargennummer
Bestellnummer

E Verwendbar bis
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X Lagerungstemperatur

& Gebrauchsanleitung lesen
In-vitro-Diagnostikum
d Hersteller

W Anzahl an Tests

Bendétigte, nicht mitgelieferte Materialien

Entionisiertes oder destilliertes Wasser

Spritzflasche fir den verdiinnten Waschpuffer

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

Saubere Probenréhrchen 12 x 75 mm und Réhrchenhalter
Stoppuhr

Saugféahiges Papier

Mikrotiterplattenreader, der Extinktionswerte bei 450 nm ablesen kann. Falls ein Mikrotiterplattenreader mit
doppelter Wellenldnge verwendet wird, sollte der Referenzfilter auf 600-650 nm eingestellt werden.

Automatischer Mikrotiterplattenwascher mit einer Verteilungskapazitat von 200 pl

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 Proben und Testreagenzien mindestens 30 Minuten bei Raumtemperatur stehen, 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 gleichmé&figeren Inkubationszeiten.

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

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

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

Testmethode

Schritt 1 Lassen Sie alle Reagenzien und Proben Raumtemperatur erreichen.

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

Schritt 3  Konsultieren Sie die Probenanordnung fir einen korrekte Verteilung der Proben und Reagenzien.

SEMI-QUANTITATIV
A [ OC
B [t OC
CleeOC
D@ OC
E (&&0OC
F (&e0OC
GEOC
H (6 0OC

1 2 3 4
Probenanordnung

Schritt4  Verdiinnen Sie die Patientenprobenim Verhaltnis 1:101, indem Sie 5 pl des Patientenserums mit 500 pl
Probenverdiinner vermischen.

Schritt 5  Pipettieren Sie 100 pl der gebrauchsfertigen Kalibratoren, der positiven und negativen Kontrollseren
und der verdinnten Patientenproben in die auf dem Protokollbogen angezeigten entsprechenden
Vertiefungen.

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

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
zum Trocknen am Ende des letzen Waschens die Streifen um und klopfen Sie Giber saugfahigem Papier
kréaftig 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.

Schritt9  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 die Mikrotitervertiefungen 30 Minuten (+ 5 Minuten) lang bei Raumtemperatur.

Schritt 13 Pipettieren Sie 100 pl Stoppldsung in jede Vertiefung; gehen Sie dabei in derselben Reihenfolge
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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 Mikrotitervertiefung bei 450 nm mit einem auf Null-Extinktion
eingestellten Mikrotiterplattenreader mit einer einzigen Wellenldnge ab. Falls eine doppelte
Wellenlange verwendet wird, stellen Sie den ReferenZfilter auf 620 nm ein.

Qualitatskontrolle

Bei jedem Testlauf missen Kalibratoren, positive und negative Kontrollseren und eine Blindprobe mitgetestet
werden, um die Unverfalschtheit und Genauigkeit des Tests zu Uberprifen. Der Extinktionswert der Blindprobe
sollte <0,3 sein. Der Wert des negativen Kontrollserums muss <20 EU/ml sein. Falls der Test doppelt durchgefiihrt
wurde, verwenden Sie den Mittelwert der beiden Messungen, um die Konzentration der ANA zu bestimmen. Im
Fall von Proben im Grenzbereich empfehlen wir, mit einer frischen, zu einem spateren Zeitpunkt entnommenen
Probe den Test zu wiederholen, um die Genauigkeit zu gewahrleisten.

ERGEBNISSE

Berechnungen

Die Konzentrationen der Patientenproben kénnen wie folgt bestimmt werden:

Qualitative Bestimmung

Die mit dieser Methode erhaltenen Ergebnisse sollten als positiv oder negativ gemeldet werden.

Ext. der Testprobe

X EU/mI des Kalibrators = EU/mI Testprobe

Ext. von Kalibrator

Interpretation

Die folgenden Angaben dienen nur als Leitfaden bei der Auslegung der Laborergebnisse. Diese Werte wurde
bestimmt, indem 64 normale, erwachsene Blutspender getestet wurden. Die unten angezeigten Werte sind der
Durchschnitt der normalen Testpersonen plus 3 SD. Jedes Labor muss seine eigenen Normalwerte festlegen.

ANA-Wert Interpretation

<20 EU/mI negativ

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

EINSCHRANKUNGEN DES VERFAHRENS

Der ANA-Test sollte nicht an stark hamolysierten, mikrobiologisch verunreinigten oder lipdmischen Proben
durchgefihrt werden. Diese Methode sollte nur verwendet werden, um menschliche Serumproben zu testen. Die
erhaltenen Ergebnisse dienen nur als Hilfsmittel bei der Diagnose und sollten nicht allein als diagnostisch gedeutet
werden. Einige Patienten mit einigen der Bindegewebskrankheiten kénnen ANA-negativ sein. Andererseits
kénnen ANA bei anderen als den Bindegewebskrankheiten auftreten, und ihr Vorhandensein muss daher unter
Bertcksichtigung der klinischen Befunde und anderer Laborbefunde, zu denen antigen-spezifische Tests wie z.B.
auf RNP, Sm, SS-A/Ro, SS-B/La und andere nukleére und zytoplasmatische Antigene z&hlen, ausgelegt werden.

ERWARTETE WERTE

Die erwarteten Werte in einer normalen Bevdlkerung sind negativ (<20 EU/ml in Erwachsenen und Kindern). Es
wurde jedoch festgestellt, dass bei einigen anscheinend gesunden Personen ohne Symptome der Test auf ANA
positiv ausfallt.
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Anti-nukleére Antikérper (ANA) und Krankheitszusammenhang

Krankheit Haufigkeit %
SLE 95-100
Sklerodermie 60-90
MCTD 100
Sjogren-Syndrom 40-70
Poly-/Dermatomyositis 30-80
Juvenile Arthritis 20-50
Raynaud-Syndrom 20-60
Rheumatoide Arthritis 30-50
Infektionskrankheit ?
Schilddriisenkrankheit 30-50
Fibromyalgie 15-25
Normale Testpersonen ~10

Kavanaugh A et al Arch :Pathol Lab Med 2000,124:71-81

LEISTUNGSMERKMALE

Die Nutzlichkeit des ImmuLisa™ ANA ELISA wurde bestimmt, indem die Ergebnisse mit folgenden Methoden
verglichen wurden:

a) einer anderen im Handel erhaltlichen ANA-ELISA-Methode und
b) ANA-Immunfluoreszenz-Methode auf HEp2.

Normaler Bereich: Der normale Bereich wurde bestimmt, indem 64 vom Roten Kreuz erhaltene Serumproben
von anscheinend gesunden Spendern getestet wurden. Der Durchschnitt plus drei Standardabweichungen vom
Durchschnitt dieser normalen Bevdlkerung wurde verwendet, um die Trennlinie zwischen normalen und grenzwertig
positiven Personen festzulegen.

Vergleichende Spezifitit und Sensitivitat

ImmuLisa™ ANA ELISA gegen eine andere im Handel erhéltliche ANA-ELISA-Methode: Insgesamt 66 Proben
wurden mit dem ImmuLisa™ ANA-Kit und einem anderen im Handel erhéltlichen, von der FDA genehmigten ANA-
ELISA-Kit untersucht. Die Ergebnisse dieser Studien waren wie folgt:

ImmuLisa™ ANA ELISA
Positiv Negative Gesamt

Positiv 41 5 46
anderer Negativ 8 12 20
ELISA

Gesamt 49 17 66

Relative Ubereinstimmung: 80%
Relative Sensitivitat: 89%
Relative Spezifitat: 60%

B. Um die Zuverlassigkeit von ImmuLisa™ ANA fir den Nachweis von ANA zu gewahrleisten, wurden die Seren
auch auf HEp2 getestet, dem beim Nachweis von ANA mittels Immunfluoreszenz gewéhlten Substrat. ImmuLisa™
ANA-ELISA gegen ImmuLisa™ ANA auf HEp2: Insgesamt 292 Proben wurden auf ANA getestet. Die Ergebnisse
sind untenstehend zusammengefasst:

27



DE

ImmuLisa™ ANA
Positiv Negative Gesamt

Positiv 123 7 130
ANA HEp2 Negativ 6 156 162
Gesamt 129 163 292

Relative Ubereinstimmung: 96%
Relative Sensitivitat: 95%
Relative Spezifitat: 96%

C. Kreuzreaktivitat: Insgesamt 55 Krankheitskontrollen von anderen Autoimmunkrankheiten, die normalerweise
ANA-negativ sind (z.B. Pemphigus), wurden untersucht. Von diesen zeigten nur vier ein positives Ergebnis, was
in etwa der Anzahl der positiven Ergebnisse bei normalen Testpersonen entspricht.

Genauigkeit:

Auf der Grundlage von 10 Wiederholungen wurden der intraserielle und der interserielle Variationskoeffizient (VK)
des ANA-ELISA-Tests berechnet.

interseriell intraseriell
EU/mI VK EU/mI VK
Hoch 107,7 6,4% 125,9 6,8%
Mittel 51,4 6,2% 52,7 7,0%
Niedrig 19,5 5,2% 20,3 8,1%

Wiederfindung:

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

Anti-ANA anti-hu tTG
AK-Konz. zugefiigt = AK-Konz. gemessen % Wiederfindung
(EU/mI) (EU/mI)
Probe 1 91,6 82,2 11,4
Probe 2 93,5 93,4 100,1
Probe 3 66,9 68,0 98,4
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Anticorps anti-nucléaires (ANA) Screen ELISA

’ |
‘ ENCART DU PRODUIT

©
| M M CO |REF| 1175 Anticorps Anti-nucléaires Screen Elisa 96 Tests
DIAGNOSTICS

USAGE PREVU

Technique de dosage immunoenzymatique de type ELISA destinée a la détection des anticorps antinucléaires
et cytoplasmiques dans le sérum humain fournissant un support pour le diagnostic de maladies auto-immunes
tels que le lupus érythémateux systémique (SLE), le syndrome de Sjoégren, la connectivité mixte (MCTD), la
sclérodermie.

RESUME ET EXPLICATION

Les anticorps antinucléaires (ANA) représentent un groupe d’anticorps dirigés contre divers antigénes nucléaires
et certains antigénes cytoplasmiques. Les tests sérologiques pour les antigeénes antinucléaires jouent un réle
important pour le diagnostic de différentes maladies auto-immunes du tissu conjonctif, spécialement le lupus
érythémateux systémique (SLE), la sclérodermie, la connectivité mixte (MCTD) et le syndrome de Sjogren . Les
antigénes antinucléaires (ANA) sont normalement détectés par 'immunofluorescence indirecte sur HEp2 ¢'°. En
raison de certaines limites de I'IFA, le besoin d’'une méthode de détection non-subjective des ANA s’est fait sentir.
Le test de dosage immuno-enzymatique (ELISA) offre de nombreux avantages par rapport a la méthode par
immunofluoresence indirecte (IFA) de détection des ANA, tels que la facilité des opérations et le fait que aucune
des compétences techniques nécessaires pour réaliser et lire les réactions en IFA (test immuno-fluorescent n’est
exigée "5, Dans la mesure ou les ANA sont des indicateurs sensibles mais pas spécifiques d’une maladie
du tissu conjonctif, il est conseillé de procéder a des tests d’anticorps plus spécifiques chez les patients qui
présentent une positivité ANA et chez qui on suspecte une maladie auto-immune du tissu conjonctif. On conseille
également que les résultats positifs aux anticorps anti-nucléaires ANA obtenus avec ELISA soient confirmés par
une IF indirecte sur Hep2, dans la mesure ou cela peut aider a identifier le modéle de réaction de la réaction ANA
qui présente une signification ©,

PRINCIPES DE LA METHODE

Le test ANA est réalisé sous la forme d’un dosage immunologique sur phase solide (ELISA). Des microplaques
a puits sont enduites d’antigénes du Hep2 additionnés d’autres antigénes nucléaires et cytoplasmiques, suivi
par un blocage des sites inaltérés pour reduire 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
ANA 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 en ajoutant un
conjugué d’anticorps a marquage enzymatique pour I'lgG humain aux puits. Ces anticorps conjugués a une
enzyme se lient spécifiquement aux ANA liés aux puits enduits d’antigénes. Le conjugué a une enzyme non-lié
est éliminé par lavage. Un substrat enzyme spécifique est ensuite ajouté aux puits et la présence d’anticorps
antinucléaires (ANA) est détectée par un changement de couleur engendré par la conversion du substrat vers
un produit coloré. La réaction est arrétée par I'addition d’'une solution d’arrét et l'intensité du changement de la
couleur, qui est proportionnelle a la concentration d’anticorps est lue par un spectrophotometre a 450nm. Les
résultats sont exprimés en unités ELISA par millilitre (EU)/ml.

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 I'usage. Quand il
est entreposé a 2-8°C, la solution de lavage reconstituée est stable jusqu’a la date d’expiration de I'équipement.
Reconstituer la solution de lavage dans 1 litre avec de I'eau distillée ou de I'eau désionisée. Les bandes des
microplaques a puits enduites sont destinées a étre utilisées une fois seulement.
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Précautions

Pour usage diagnostique in vitro Tous les composants humains dérivés utilisés ont été testés pour HBsAg, HCV,
HIV 1 et 2 et HTLV-I et se sont révélés négatifs sur la base des tests qui sont exigés par 'administration FDA.
Cependant, les dérivés du sang humain et les spécimens des patients doivent toujours étre considérés comme
etant 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 (NaN3) 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 '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.

Il faut éliminer les solutions de réactif qui contiennent de I'azide de sodium et du Proclin comme agents conservants
conformément aux normes locales, régionales et nationales.

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

Matériel fourni
ImmuLisa™ Anticorps Anti-nucléaires Screen Elisa 1175

L’équipement contient des réactifs qui sont suffisants pour exécuter 96 tests.

12x8 [ MICROPLATE [ ANA | Microplaques avec micropuits individuels séparables enduits
d’antigene anti-nucléaire.

1x1.5ml [CALIBRATOR|ANA |* Calibreur prétal’emploi (couvercle vert), sérum humain contenant
des anticorps antinucléaires ANA.

1x1.5ml | CONTROL | + | ANA | * Régulateur positif prét a I'emploi (couvercle rouge). Contient du
sérum humain positif pour anti-lgG ANA.

1x1.5ml [CONTROL]-]|* Régulateur négatif prét a 'emploi (couvercle blanc). Contient du

sérum humain.

1x12 ml mG-CONJ | HRP |* Conjugué HRP prét a 'emploi. Codé en couleur rose.

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

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

1x12ml | STOP | H2S04 | Solution d’arrét préte a 'emploi. Contient H,SO, 0.5M

2 x | BUF | WASH Poudre Wash Buffer (solution de lavage). Reconstituer en un litre
chacun.

* Contient <0,1% NaN,

Symboles utilisés sur les étiquettes:

Numéro de lot
Numéro de référence catalogue
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A

A utiliser avant
Température de conservation

Lire les instructions d’utilisation

Pour usage diagnostique In vitro

d Fabricant

\

Nombre de tests

Matériel nécessaire mais non fourni

Eau distillée ou désionisée

Pissette en plastique pour contenir la solution de lavage diluée
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 de test

Compte-minutes
Serviettes de papier absorbant

Lecteur de microplaque en mesure de lire des valeurs d’absorption a 450nm. Si un lecteur de microplaque a
double longueur d’onde est disponible, le filtre de référence doit étre placé a 600-650 nm.

Nettoyeur automatique de microplaques en mesure de dispenser 200 pl

RECOLTE DES SPECIMENS ET MANIPULATION

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

PROCEDURE

Notes de procédure

Avant de commencer le test, 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 refrigérateur apres
usage.

Toutes les dilutions des échantillons des patients devraient étre préparées avant de commencer I'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.
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Méthode de test

Etape 1
Etape 2

Etape 3

Etape 4

Etape 5

Etape 6
Etape 7

Etape 8
Etape 9
Etape 10
Etape 11

Etape 12
Etape 13

Laisser tous les réactifs et les spécimens atteindre la température ambiante.

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.

Consulter le schéma des spécimens pour avoir une répartition appropriée des spécimens et des
réactifs.

SEMI-QUANTITATIF

9= OC
©OC
EOC
WEOC
OEHOC

I@‘HI‘I‘IUOUUZD

Schéma des spécimens

Préparer une dilution 1:101 des échantillons patients en mélangeant 5 pl du sérum patient avec 500 pl
de diluant de sérum.

Pipeter 100 ul des étalons préts a I'emploi, des régulateurs positifs et négatifs et des échantillons
patients dilués dans les puits appropriés, conformément au feuillet de protocole.

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

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

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

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 pl de substrat d’enzyme dans chaque puits dans le méme ordre et chronométrer comme
pour le conjugué.

Incuber les micropuits 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.
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Etape 14 Lire I'absorption de chaque puits a 450 nm en utilisant un lecteur de microplaques a simple ou a
double longueur d’onde 450/630nm, programmeé sur une absorption zéro. Si une longueur d’onde
double est utilisée, il faut placer le filtre de référence a 620 nm.

Contréle de qualité

Des étalons, des régulateurs positif et négatif et un réactif blanco doivent étre utilisés a chaque essai pour vérifier
lintégrite et I'exactitude du test. La lecture de I'absorption du réactif blanco devrait étre inférieure a 0,3. Le
régulateur négatif doit étre inférieur a 20 EU/ml. Si le test est effectué en double, il faut prendre la moyenne des
deux lectures pour déterminer la concentration d’ANA. Nous conseillons de tester les échantillons limites avec
un échantillon frais pris a une date plus tardive pour garantir I'exactitude.

RESULTATS

Calculs

Les concentrations des échantillons patients peuvent étre déterminées comme suit :

DOSAGE QUALITATIF

Les résultats obtenus par cette méthode doivent étre enregistrés comme étant positifs ou négatifs.
Abs. de I’échantillon d’essai

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

Abs. de I’étalon
Interprétation

Ce qui figure ci-dessous sert uniguement comme guide pour l'interprétation des résultats. Ces valeurs ont été
déterminées en testant 64 donateurs de sang adultes normaux. Les valeurs fournies ci-dessous représentent la
moyenne des sujets normaux plus 3SD. Chaque laboratoire doit déterminer ses propres valeurs normales.

Valeur anticorps antinucléaires ANA  Interprétation

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

LIMITES DE LA PROCEDURE

Le test ANA 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. Les résultats obtenus servent seulement comme aide dans le diagnostic et ne devraient pas
étre interprétés comme un diagnostic par eux-mémes. Certains malades atteints de certaines maladies du tissu
conjonctif peuvent étre négatifs aux anticorps antinucléaires. De la méme fagon les anticorps antinucléaires
ANA se manifestent dans d’autres maladies que les maladies du tissu conjonctif, en conséquence de quoi la
présence de ceux-ci doit étre interprétée sur la base des résultats cliniques et sur d’autres résultats de laboratoire
qui peuvent inclure les tests antigénes spécifiques tels que RNP, Sm, SS A (Ro), SS-B(La) et d’autres antigénes
nucléaires et cytoplasmiques.

VALEURS ATTENDUES

Les valeurs attendues dans une population normale sont négatives (< 20 EU/ml pour les adultes et les enfants).
Cependant, on a remarqué que certains individus apparemment sains, asymptomatiques peuvent apparaitre
positifs aux anticorps antinucléaires.
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Association anticorps anti-nucléaires (ANA) et maladies

Maladie Incidence %
SLE 95-100
Sclérodermie 60-90
Connectivité mixte 100
Syndrome de Sjogren 40-70
Poly/dermato-myosite 30-80
Arthrite juvénile 20-50
Raynaud 20-60
Polyarthrite rhumatoide 30-50
Maladie infectieuse ?
Maladie thyroidienne 30-50
Fibromyalgie 15-25
Sujets normaux ~10

Kavanaugh A et al Arch :Pathol Lab Med 2000;124:71-81

DONNEES DE RENDEMENT

L utilité du test ImmuLisa™ ANA ELISA a été déterminée en comparant les résultats avec :
a) une autre méthode ELISA ANA disponible dans le commerce et

b) une méthode ANA par immunofluorescence sur Hep2.

Gamme normale : La gamme normale a été établie en testant 64 échantillons de sérum de donateurs apparemment
sains obtenus par la Croix Rouge. La moyenne plus trois écarts types de la moyenne de cette population normale
a été utilisée pour déterminer la valeur limite entre individus normaux et individus positifs limites.

Spécificité et sensibilité comparatives :

ImmuLisa™ ANA ELISA vis-a-vis d’'une autre méthode ELISA ANA disponible dans le commerce : Un total de 66
échantillons ont été testés sur le kit ImmuLisa™ ANA et un autre kit ANA ELISA approuvé par I'administration FDA.
Les résultats de ces études sont les suivants :

ImmuLisa™ ANA ELISA
Positif Negative Total
Positif 41 5 46
Autre ELISA  Négatif 8 12 20
Total 49 17 66

Concordance relative : 80%
Sensibilité relative : 89%
Spécificité relative : 60%

B. Pour garantir la précision de ImmuLisa™ ANA pour la détection ANA, les sérums ont également été testés
sur HEp2, le substrat courant de détection ANA par immunofluorescence. ImmuLisa™ ANA ELISA vis-a-vis de
ImmuLisa™ ANA sur HEp2 : un total de 292 échantillons ont été testés pour ANA et les résultats sont fournis ci-
dessous :
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ImmuLisa™ ANA

Positif Negative Total

Positif 123 7 130

ANA HEp2 Négatif 6 156 162
Total 129 163 292

Concordance relative : 96%

Sensibilité relative : 95%
Spécificité relative : 96%

C. Réactivité croisée : Un total de 55 systémes de contréle des maladies liées a d’autres maladies auto-immunes
qui sont habituellement réputées étre négatives ANA, telles que le pemphigus, ont été testés. Quatre seulement
ont été testés positifs, ce qui équivaut au méme nombre que celui qui est considéré comme étant positif chez les

sujets normaux.

Précision :

Su la base de 10 mesures, le Coefficient de Variation intra et inter-test (CV) du test ANA ELISA a été calculé.

inter-essai
EU/mI (47
Elevée 107,7 6,4%
Moyenne 51,4 6,2%
Basse 19,5 5,2%

Récupération :

intra-essai
EU/mI Ccv
125,9 6,8%
52,7 7,0%
20,3 8,1%

Des échantillons avec des concentrations connues d’anticorps antinucléaires ont été mélangés avec des dilutions
appropriées d’'un autre échantillon avec des montants connus d’anticorps de type ANA Les niveaux ANA 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-ANA
Ab. conc. ajoutée
(EU/mI)
Echantillon 1 91,6
Echantillon 2 93,5
Echantillon 3 66,9
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Ab. conc. obtenue % Récupération
(EU/ml)
82,2 11,4
93,4 100,1
68,0 98,4



Anticorpi Anti-nucleari (ANA) ELISA

INSERTO DEL PRODOTTO

|REF| 1175 Anticorpi Anti-nucleari ELISA 96 Determinazioni

IMMCO

DIAGNOSTICS

FINALITA’ D’USO

Test immunoenzimatico (ELISA) per la rilevazione di anticorpi anti-nucleari e anti-citoplasmatici nel siero umano
come strumento di aiuto nella diagnosi di malattie autoimmuni quali il lupus eritematoso sistemico (LES), la
sindrome di Sjogren (SS), la malattia mista del tessuto connettivo (MCTD) e lo scleroderma.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE DEL TEST

Gli anticorpi antinucleari (ANA) sono un gruppo di anticorpi diretti contro vari antigeni nucleari e alcuni antigeni
citoplasmatici. | test sierologici per gli ANA hanno un ruolo importante nella formulazione della diagnosi di una
serie di malattie autoimmuni del tessuto connettivo, particolarmente del lupus eritematoso sistemico (LES),
della sclerodermia, della malattia mista del tessuto connettivo e della sindrome di Sjogren's. Gli ANA vengono
solitamente individuati con il metodo dellimmunofluorescenza indiretta su cellule epiteliali HEp25'°. A causa
di alcune limitazioni presentate dal metodo IFA, si € resa necessaria la realizzazione di una metodologia non
soggettiva per la rilevazione degli ANA. Il test immunoenzimatico (ELISA) per 'individuazione degli ANA, offre una
serie di vantaggi rispetto al metodo IFA: una maggiore facilita di operazione e nessuna esperienza necessaria
nell'esecuzione e nella lettura delle reazioni richiesta invece per il metodo IFA™-'5. E stato inoltre suggerito che i
risultati ANA positivi su ELISA possono essere confermati con IF indiretta su cellule epiteliali HEp2 ed essere utili
per l'identificazione dei pattern della reazione ANA che mostrano significativita's.

PRINCIPI DELLE METODICHE

Il test ANA viene eseguito come test immunoenzimatico (ELISA) in fase solida. | pozzetti vengono rivestiti con
antigeni da cellule epiteliali HEp2 supplementate con altri antigeni nucleari e citoplasmatici; 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-ANA presenti nel siero di
legarsi all’antigene assorbito sul pozzetto. 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. Questi anticorpi coniugati con I'enzima si legano in maniera specifica agli ANA legati ai pozzetti rivestiti
di antigene. Il coniugato non legato viene rimosso mediante lavaggio. Nei pozzetti viene poi aggiunto un substrato
enzimatico specifico (TMB) e la presenza di anticorpi ANA viene indicata da un cambiamento di colore causato
dalla conversione del substrato in un prodotto colorato. La reazione viene stoppata e l'intensita del cambiamento
di colore, che € proporzionale alla concentrazione di anticorpo, viene letta da uno spettrofotometro a 450nm. |
risultati sono espressi in unita ELISA (EU)/ml.

REAGENTI
Conservazione e preparazione

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

Precauzioni

Per uso diagnostico in vitro. Tutti i componenti di derivazione umana sono stati analizzati per HbsAg, HCV, HIV-1
e 2 e HTLV-Il 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'’.
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ATTENZIONE - L'azide sodica (NaN,) puo 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.

Smaltire le soluzioni reagenti contenenti azide sodica e Proclina come conservanti secondo le normative locali e
nazionali specifiche.

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

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

Materiali forniti
Anticorpi Antinucleari ELISA ImmuLisa™ 1175

| kit contengono reagenti sufficienti ad eseguire 96 determinazioni ciascuno.

12x 8 [ MICROPLATE [ ANA | Micropiastra con micropozzetti asportabili rivestiti con antigeni
antinucleari.
1x1.5ml [CALIBRATOR|ANA |* Calibratore (tappo verde) pronto all'uso. Siero umano contenente

anticorpi anti-ANA.

1x1.5ml [cONTROL [+ ANA|* Controllo Positivo (tappo rosso) pronto alluso. Contiene siero
umano positivo per ANA IgG.

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

umano.

1x12 ml [ 1IgG-CONJ [ HRP |* Coniugato HRP pronto all’'uso. di colore rosa.

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

1x12ml [ SUBSTRATE [TMB |* Substrato Enzimatico pronto all’'uso. Proteggere dalla luce.
1x12ml [ sTOP | H2S04 | Soluzione di Stop pronta all'uso. Contiene 0,5M H,SO,

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

* Contiene < 0,1% NaN,

Simboli usati sulle etichette:
Numero di lotto

Numero catalogo

Scadenza

Temperatura di conservazione
Leggere le istruzioni per 'uso

Uso diagnostico in vitro

Produttore

i RS I

Numero di test
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Materiali necessari ma non forniti

Acqua distillata o deionizzata

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

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

Carta assorbente

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

Lavatore automatico per micropiastre, in grado di dispensare 200 pl

RACCOLTA DEL CAMPIONE

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

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. Inmediatamente 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.

Metodo del test

Fase 1 Portare tutti i reagenti a temperatura ambiente.

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

laboratorio eseguire il test in duplicato.

Fase 3 Consultare la disposizione dei campioni per una distribuzione appropriata di campioni e reagenti.
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Fase 5

Fase 6

Fase 7

Fase 8
Fase 9
Fase 10
Fase 11

Fase 12
Fase 13

Fase 14
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Disposizione Campioni

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

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 pl di Diluente del Campione come bianco. Azzerare |l
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 I'ultimo lavaggio,
capovolgere le strisce e battere vigorosamente i pozzetti su carta assorbente. Per i dispositivi di
lavaggio automatico, programmare il dispositivo secondo le istruzioni del produttore.

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

Pipettare 100 ul 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 450 nm usando un lettore di micropiastre con lunghezza
d’onda singola impostato su assorbanza 0. Se viene utilizzato un lettore di micropiastre con lunghezza
d’onda doppia, impostare il filtro di riferimento a 620 nm.

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 controllo
negativo deve essere inferiore <20 EU/mI. Se il test viene eseguito in duplicato, prendere la media delle due letture
per determinare la concentrazione degli ANA. Si raccomanda che i campioni borderline vengano testati con un
campione fresco prelevato ad una data successiva per assicurare I'accuratezza.

39



IT

RISULTATI

Calcoli

Le concentrazioni dei campioni del paziente possono essere determinate con:
DETERMINAZIONE QUALITATIVA:

| risultati ottenuti con questo metodo dovrebbero essere riportati come positivi o negativi.

Assorbanza del campione del test

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

Assorbanza del calibratore

Interpretazione

Quanto segue serve solo da guida nell’interpretazione dei risultati. Questi valori sono stati determinati analizzando
campioni da 64 donatori adulti normali. | valori illustrati sotto corrispondono alla media dei valori da individui
normali + 3DS. Ciascun laboratorio deve stabilire i propri valori normali.

Valore ANA Interpretazione
<20 EU/mI Negativo

20-25 EU/mlI Borderline

>25 EU/ml Positivo

LIMITAZIONI DEL TEST

Il test per gli ANA non deve essere eseguito su campioni fortemente emolizzati, microbiologicamente contaminati
o lipemici. Questa metodica deve essere usata per analizzare solo campioni di siero umano. | risultati ottenuti
rappresentano unicamente un elemento di supporto alla diagnosi, ma considerati singolarmente non hanno valenza
diagnostica. Alcuni pazienti affetti da determinate malattie del tessuto connettivo possono risultare negativi agli
ANA. Similmente, dato che gli ANA possono essere presenti anche in patologie diverse da quelle che interessano
il tessuto connettivo, la presenza degli ANA dovrebbe essere interpretata alla luce delle evidenze cliniche e dei
risultati di altri esami di laboratorio che possono includere test specifici per gli antigeni come ad esempio quelli per
RNP, SM, SS-A (Ro), SS-B (La) e per altri antigeni nucleari e citoplasmatici.

VALORI ATTESI

| valori attesi in una popolazione normale sono negativi (<20 EU/ml per adultii bambini). Tuttavia, € stato determinato
che alcuni individui apparentemente sani e asintomatici possono risultare positivi agli ANA.

Associazione Patologica degli Anticorpi Antinucleari (ANA)

Malattia % Incidenza
LES 95-100
Scleroderma 60-90
MCTD 100
Sindrome di Sjégren 40-70
Poli/Dermato-miosite 30-80
Artrite giovanile 20-50
Raynaud 20-60
Artrite reumatoide 30-50
Malattie infettive ?
Patologia tiroidea 30-50
Fibromialgia 15-25
Individui normali ~10

Kavanaugh A et al Arch :Pathol Lab Med 2000;124:71-81
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CARATTERISTICHE DI PERFORMANCE

L'utilita del Test per gli Anticorpi ANA (ELISA) ImmuLisa™ e stata determinata confrontando i risultati con:
a) un altro metodo ANA ELISA disponibile In commercio e

b) il metodo ANA in immunofluorescenza su cellule epiteliali HEp2.

Intervallo normale: L’intervallo normale € stato stabilito analizzando 64 campioni di siero da donatori apparentemente
sani ottenuti dalla Croce Rossa. Per determinare il valore cut-off di questa popolazione normale & stata utilizzata
la media + tre deviazioni standard della media.

Comparabilita, Specificita e Sensibilita

A. Metodo ANA ELISA ImmuLisa™ rispetto a un altro Metodo ANA ELISA disponibile in commercio: sono stati
testati complessivamente 66 campioni con il Kit ANA ImmuLisa™ e con un altro kit ANA ELISA approvato dalla FDA
disponibile in commercio. | risultati di questi studi sono i seguenti:

ANA ELISA ImmuLisa™

Positivo Negativo Totale
Positivo 41 5 46
Altro ELISA Negativo 8 12 20
Totale 49 17 66

Concordanza: 80%

Sensibilita: 89%

Specificita: 60%
B. Per assicurare I'affidabilita della metodologia ANA ImmuLisa™ nella rilevazione degli ANA, i sieri sono stati testati
anche su cellule epiteliali HEp2, il substrato privilegiato per la rilevazione degli ANA in immunofluorescenza.

Metodo ANA ELISA ImmuLisa™ rispetto a Metodo ANA ImmuLisa™ su cellule HEp2: sono stati testati per la presenza
di ANA complessivamente 292 campioni e i risultati sono riassunti nella tabella che segue:

ANA ImmuLisa™

Positivo Negativo Totale
Positivo 123 7 130
ANA HEp2 Negativo 6 156 162
Totale 129 163 292

Concordanza: 96%
Sensibilita: 95%
Specificita: 96%

C. Reattivita incrociata: Sono stati testati complessivamente 55 controlli patologici prelevati da pazienti affetti da
malattie autoimmuni, per le quali & nota la negativita agli ANA, quali il pemfigo. Solo 4 sono risultati positivi, cio
rappresenta approssimativamente lo stesso valore considerato come positivo in individui normali.

Precisione:

Il coefficiente di variazione (CV) per il test ANA ELISA all’interno di uno stesso saggio tra un saggio e I'altro € stato
calcolato sulla base dei risultati di 10 replicati.

Inter-analisi Intra-analisi
EU/mI CVv EU/mI CVv
Alto 107,7 6,4% 125,9 6,8%
Medio 51,4 6,2% 52,7 7,0%
Basso 19,5 5,2% 20,3 8,1%
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Recupero:

I campioni con concentrazioni note di anticorpi ANA sono stati miscelati con diluizioni appropriate di un altro
campione positivo con quantitativo noto di anticorpi ANA. Sono stati determinati i livelli di anticorpi ANA nei
campioni miscelati e dai valori ottenuti € stata calcolata la percentuale di recupero. | risultati sono riassunti nelle

tabelle che seguono:

Anti-ANA anti-hu tTG Recupero:

Ass. conc. add. (EU/ml) Ass. conc. add. (EU/mlI) ’
Campione 1 91,6 82,2 11,4
Campione 2 93,5 93,4 100,1
Campione 3 66,9 68,0 98,4
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ELISA para Despiste de Anticorpos Anti-nucleares (ANA)

7\
‘ FOLHETO DO PRODUTO

©
| M M CO 1175 ELISA para Despiste de Anticorpos Anti-Nucleares 96 Determinagdes
DIAGNOSTICS

APLICAGAO

E um teste de imunoabsorgédo enzimatica (ELISA) para a detecgdo de anticorpos anti-nucleares e citoplasmicos
em soro humano para auxiliar o diagnostico de doengas auto-imunes tais como Lupus Eritematoso Sistémico
(LES), Sindroma de Sjogren (SS), Doenga Mista do Tecido Conjuntivo (DMTC) e Esclerodermia.

DESCRIGAO E EXPLICACAO

Os anticorpos anti-nucleares (ANA) sdo um grupo de anticorpos contra varios antigénios nucleares e alguns
antigénios citoplasmicos. Os testes serolégicos de ANA tém um papel importante no diagnéstico de diversas
doencas auto-imunes do tecido conjuntivo, especialmente no Lupus eritematoso sistémico (LES), esclerodermia,
doenga mista do tecido conjuntivo (MCTD) e sindroma de Sjogren'S. Geralmente, os ANA sao detectados por
imunofluorescéncia indirecta em HEp2%'°. Em virtude de certas limitagées de IFA, apresentou-se a necessidade
de um método ndo subjectivo de detecgdo de ANA. O imunoensaio enzimatico (ELISA) oferece muitas vantagens
em relacdo ao método de IFA de detecgdo de ANA tais como a facilidade de utilizacdo e ndo necessita de
capacidades especiais para a execucgdo e leitura das reacg¢des IFA™'5. Como os ANA sado indicadores sensiveis
mas ndo especificos de uma doenga do tecido conjuntivo, recomenda-se a execugdo de testes de anticorpos
mais especificos em doentes com ANA positivo suspeitos de terem doenga auto-imune do tecido conjuntivo.
Também se sugere que os resultados de ANA positivos em ELISA sejam confirmados por IF indirecta em Hep2
pois também poderao auxiliar na identificagdo do padrédo de reacgdo a ANA que tem significado’®.

PRINCiPIOS DO PROCEDIMENTO

O teste de ANA ¢ executado como um imunoensaio de fase soélida (ELISA). Os micropogos das microplacas sao
revestidos com antigénios Hep2 complementados com outros antigénios nucleares e citoplasmicos seguidos pelo
bloqueio dos locais n&o reactivos para reduzir a ligagéo ndo especifica. Os controlos, calibradores e amostras de
soro dos doentes sao incubados nos micropogos o que permite que os ANA, presentes no soro, se ligem ao antigénio
adsorvido nos micropogos. Os anticorpos que ndo se ligaram e as outras proteinas do soro sao eliminados com a
lavagem dos micropogos. Os anticorpos que se ligaram aos micropogos sédo detectados juntando aos micropogos
um conjugado de IgG anti-humano marcado com enzima. Estes anticorpos com conjugado enzimatico ligam-se
especificamente aos ANA que se ligaram aos micropogos revestidas com antigénio. O conjugado enzimatico que
nao se ligou € eliminado por lavagem. Depois junta-se um Substrato Enzimatico especifico (TBM) aos pogos e
a presenga de ANA é detectada por uma alteragcéo da cor provocada pela conversédo do substrato num produto
colorido. Areacgéo é interrompida pela adicdo de uma solugao de paragem e a intensidade de alteragéo da cor, a
qual & proporcional a concentragao de anticorpos, € lida por um espectrofotometro a 405 nm. Os resultados sao
apresentados em unidades ELISA por mililitro (UE/ml).

REAGENTES
Conservagao e Preparagao

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

Precaugoées

Para uso em diagnostico in vitro. Todos os componentes de origem humana utilizados foram testados contra
HBsAg, VHC, VIH-1 e 2 e HTLV-I, e apresentaram resultados negativos pelos testes aprovados pela FDA. Contudo,
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os derivados de sangue humano e de amostras de doentes devem ser considerados potencialmente infecciosos.
Respeite as normas laboratoriais em matéria de conservacao, distribuicdo e eliminagdo desses materiais™’.

ATENCAO - a azida de sddio (NaN3) 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 azida. A azida de sodio pode ser toxica se for ingerida. Se ingerida, informe imediatamente o director
do laboratério ou o Centro Anti-Venenos.

Elimine as solu¢des reagentes que contém como conservantes azida de sodio e Proclin de acordo com todas as
normas locais, estatais e nacionais em vigor.

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

Materiais fornecidos
ELISA para Despiste de Anticorpos Anti-Nucleares ImmuLisa™ 1175

Cada kit contém reagentes suficientes para executar 96 determinacdes.

12x 8 | MICROPLATE | ANA | Microplaca com micropogos individuais destacaveis revestidos
com antigénio anti-nuclear.

1x1.5ml | CALIBRATOR| ANA | * Calibrador pronto a usar (fampa verde). Soro humano contendo
anticorpos anti-ANA.

1x1.5ml | CONTROL | + | ANA | * Controlo positivo pronto a usar (tampa vermelha). Contém soro
humano positivo para anti-lgG ANA.

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

1x12 ml wG-CONJ | HRP |* Conjugado de HRP pronto a usar. Cor-de-rosa.

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

1x12ml | SUBSTRATE | TMB |* Substrato enzimatico pronto a usar. Proteger da luz.

1x12ml | STOP | H2S04 | Solugdo de paragem pronta a usar. Contém H,SO, 0,5 M

2x Tampao de lavagem em po6. Reconstituir cada unidade em um
litro.

* Contém < 0,1% NaN,

Simbolos utilizados nos rétulos:

Numero de lote
Numero de catalogo
E Prazo de validade
X Temperatura de armazenamento

A Ler as instrugdes de utilizagao

44



PT

Utilizagao em diagnéstico in vitro

d Fabricante
W Numero de testes

Materiais necessarios mas nao fornecidos

Agua destilada ou desionizada

Frasco de esguicho para o tamp&o de lavagem diluido

Pipetas para 5 a 1000 pl

Pontas de pipetas descartaveis

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

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.

Lavador automatico de microplacas com capacidade de distribuicdo de 200 pl.

COLHEITA E MANUSEAMENTO DA AMOSTRA

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

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 pelo menos por
30 minutos antes de iniciar o teste. Guarde imediatamente no frigorifico todas as amostras e reagentes que
nao forem utilizados.

As dilui¢des das amostras do doente devem ser todas preparadas antes de iniciar o teste.

E essencial uma boa técnica de lavagem. Se a lavagem for executada manualmente, o método de lavagem
adequado é o de aplicar um jacto forte e directo de tampé&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 incubagéo
da-se quando se adiciona o reagente.

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

Retire do pacote as tiras de micropogos necessarias e feche bem o pacote para evitar condensacédo nos
pocos ndo utilizados. Guarde imediatamente o pacote no frigorifico.
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Método do teste

Passo 1

Passo 2

Passo 3

Passo 4

Passo 5

Passo 6

Passo 7

Passo 8
Passo 9
Passo 10

Passo 11

Passo 12

Passo 13

Passo 14

Deixe que todos os reagentes estabilizem a temperatura ambiente.

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

Consulte o0 esquema das amostras para uma distribuigdo correcta das amostras e dos reagentes.
SEMIQUANTITATIVA

9= OC
9 OC
EOC
..OC

I@‘HI‘I‘IUOWZD

Esquema das amostras

Prepare uma diluicao a 1:101 das amostras do doente misturando 5 pl de soro do doente com 500
ul de Diluente para Soro.

Com uma pipeta, deite 100 ul de Calibrador, pronto a usar, Controlos Positivos e Negativos e amostras
do doente diluidas nas respectivas micropogos de acordo com a folha de protocolo.

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

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

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

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

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.

Leia a absorvancia de cada micropogo a 450 nm usando um leitor de microplacas de comprimento
de ondas individual regulado em absorvancia zero. Se for usado um comprimento de onda duplo,
regule o filtro de referéncia para 620 nm.

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 <
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0,3. O controlo negativo deve ser < 20 UE/ml. Se o teste for executado em duplicado, faga a média das duas
leituras para determinar a concentragdo de ANA. Aconselhamos efectuar um teste das amostras que estiverem
nos limites de leitura com amostras frescas recolhidas numa data posterior para assegurar a preciséo.

RESULTADOS

Calculos

As concentragdes das amostras do doente podem ser assim determinadas:
DETERMINACAO QUALITATIVA

Os resultados obtidos por este método devem ser indicados como positivo ou negativo.

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

Abs. do Calibrador
Interpretacao

As seguintes informagdes servem apenas como guia na interpretacdo dos resultados de laboratério. Estes valores
foram determinados testando 64 amostras de sangue de dadores adultos normais. Os valores abaixo descritos sdo
a média dos sujeitos normais mais 3 DP. Cada laborato6rio deve determinar os seus préprios valores normais.

Valor ANA Interpretacao

<20 UE/ml Negativo

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

LIMITES DO PROCEDIMENTO

O teste de ANA n&o deve ser efectuado em amostras muito hemolisadas, contaminadas com micrébios ou
lipémicas. Este método so6 deve ser utilizado para testar amostras de soro humano. Os resultados obtidos servem
apenas como auxilio no diagnostico e ndo devem ser interpretados como um verdadeiro diagnoéstico. Alguns
doentes com algumas das doengas do tecido conjuntivo podem ser negativos para ANA. Do mesmo modo, como
os ANA ocorrem noutras doengas do tecido conjuntivo e como a presenca de ANA deve ser interpretada a luz de
exames clinicos e outros exames laboratoriais 0os quais poder&o incluir testes especificos antigénios como RNP,
Sm, SS-A (Ro), SS-B(La) e outros antigénios nucleares e citoplasmicos.

VALORES PREVISTOS

Os valores previstos numa populagdo normal sdo negativos (< 20 UE/mI nos adultos e criangas). Todavia, foi determinado
que alguns individuos assintomaticos, aparentemente saudaveis podem dar resultados positivos a ANA.

Anticorpos Antinucleares (ANA) e Associagao a Doengas

Doenca Incidéncia %
LES 95-100
Esclerodermia 60-90
DMTC 100
Sindroma de Sjégren 40-70
Poli/Dermatomiosite 30-80
Artrite juvenil 20-50
Raynaud 20-60
Artrite reumatoide 30-50
Doenga infecciosa ?
Doenga da Tiréide 30-50
Fibromialgia 15-25
Sujeitos normais ~10

Kavanaugh A et al Arch :Pathol Lab Med 2000;124:71-81
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CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

A utilidade do ELISA para ANA ImmuLisa™ foi determinada comparando os resultados com:
a) outro método ELISA para ANA adquirido no comércio e

b) método de imunofluorescéncia de ANA em Hep2.

Intervalo normal: O intervalo normal foi estabelecido testando 64 amostras de soro de dadores aparentemente
saudaveis obtidos através da Cruz Vermelha. A média mais trés desvios padrdo da média desta populagdo normal
foram usados para determinar a diferenga entre individuos normal e positivos no limiar.

Especificidade e sensibilidade comparativas

A. ELISA para ANA ImmuLisa™ comparado com outro método ELISA para ANA comercial: Foi testado um total
de 66 amostras com o Kit para ANA ImmuLisa™ e outro Kit ELISA para ANA aprovado pela FDA adquirido no
comeércio. Os resultados destes estudos foram:

ELISA para ANA ImmuLisa™

Positivo Negativo Total
Positivo 41 5 46
Outros ELISA Negativo 8 12 20
Total 49 17 66

Concordancia Relativa: 80%
Sensibilidade Relativa: 89%
Especificidade Relativa: 60%

B. Para assegurar a fiabilidade do kit para ANA ImmuLisa™ na detecgdo de ANA, o soro também deve ser testado
em HEp2, o substrato de eleicdo da deteccdo de ANA por imunofluorescéncia. ELISA para ANA ImmuLisa™
comparado com kit para ANA ImmuLisa™ em HEp2: Foi testado um total de 292 amostras para detecgédo de ANA
e os resultados estdo indicados abaixo:

ANA ImmuLisa™

Positivo Negativo Total

Positivo 123 7 130

ANA HEp2 Negativo 6 156 162
Total 129 163 292

Concordancia Relativa: 96%
Sensibilidade Relativa: 95%
Especificidade Relativa: 96%

C. Reactividade cruzada: Foi testado um total de 55 controlos de outras doengas auto-imunes normalmente
conhecidas como negativas a ANA tais como pénfigo. Somente quatro foram positivas, o que se trata da mesma
quantidade registada como positiva em sujeitos normais.

Precisao:

Baseadas em 10 repetigbes, foi calculado o Coeficiente de variagdo (CV) intra-teste e inter-teste do teste ANA
ELISA.

inter-teste intra-teste
UE/ml cVv EU/mi cv
Alta 107,7 6,4% 125,9 6,8%
Média 51,4 6,2% 52,7 7,0%
Baixa 19,5 5,2% 20,3 8,1%

48



PT

Recuperagao:

Amostras com concentragdes conhecidas de anticorpos ANA foram misturadas com diluigbes apropriadas de
outra amostra positiva com quantidades conhecidas de anticorpos ANA. Foram determinados os niveis de ANA
das amostras misturadas e dos valores obtidos foi calculada a percentagem de recuperagéo. Os resultados sdo

0s seguintes:

Anti-ANA anti-hu tTG
Abs. conc. adicionada Abs. conc. obtida % Recuperagao
(EU/ml) (EU/mI)
Amostra 1 91,6 82,2 11,4
Amostra 2 93,5 93,4 100,1
Amostra 3 66,9 68,0 98,4
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