Anti-B, GP1 Antibody ELISA

“ CLIA Complexity: High

o CDC Analyte Identification Code: 0529
| M M CO CDC Test System Identification Code: 28484 (IgG), 28494 (IgM)

DIAGNOSTICS PRODUCT INSERT

1152G Anti-8 -GP1 IgG ELISA 96 Determinations
1152M Anti-R, -GP1 Igh ELISA 96 Determinations

An enzyme linked immunoassay (ELISA) for the detection and semi-quantitation of IgG and IgM antibodies to [3,-
GP1, as an aid in assessing the risk of thrombosis in patients with Systemic Lupus Erythematosus (SLE) or lupus
like disorders.

SUMMARY AND EXPLANATION

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

Of the various tests for the detection of antiphospholipid antibodies, the anti-card iolipin antibody test performed by
ELISA s the most sensitive?. The presence of anti-cardiolipin antibodies helps to identify patients at risk of venous
and/or arterial thrombosis often accompanied by thrombocytopenia, a syndrome referred to as antiphospholipid
syndrome’'2. It most commonly occurs in patients with systemic lupus erythematosus (SLE) or lupus-like disease
where the criteria for SLE are not fulfilled®”. High levels of anti-cardiolipin antibodies occur in thrombosis, fetal loss,
thrombocytopenia and several other disorders''®. Anti-cardiolipin antibodies are routinely detected by ELISA, using
cardiolipin as the antigen. Recent observations have indicated that 50kD serum factor is necessary for ACA to
bind to cardiolipin. This co-factor was later identified as B,-GP1 (13,-glycoprotein |) or synonymously apolipoprotein
H'®'8. Though the function of §,-GP1 remains unclear it is certain that the presence of B-GP1 facilitates the
binding of the ACA to cardiolipin. Anti-cardiolipin antibodies, especially at low levels are found in a variety of
clinical disorders unrelated to anti-phospholipid syndrome. ACA present in sera of patients with SLE and other
autoimmune disorders is immunologically distinct from sera of patients with syphilis. The use of ,-GP1 protein as
a replacement for cardiolipin antigen on the solid matrix, helps to make this distinction. Furthermore, anti-3,-GP1
antibodies are very specific for the anti-phospholipid syndrome.

PRINCIPALS OF THE PROCEDURE

The test is performed as a solid phase immunoassay (ELISA) in 3,-GP1. coated microwells. Controls, Calibrators
and patient serum samples are incubated in the antigen coated microwells to allow antibodies present in the
serum to bind. Unbound antibody and other serum proteins are removed by washing the microwells. Antibodies
bound to the microwells are detected by adding an enzyme labeled anti-human IgG or IgM conjugate to the
microwells. These enzyme conjugated antibodies bind specifically to the human immunoglobulin of the appropriate
class. Unbound enzyme-labeled conjugate is removed by washing. Specific enzyme substrate (pNPP) is then
added to the wells and the presence of antibodies is detected by a color change produced by the conversion
of the pNPP substrate. The reaction is stopped and the intensity of color change, which is proportional to the
concentration of antibody, is read by a spectrophotometer at 405 nm. Results are expressed in enzyme units
per milliliter (EU/ml).

REAGENTS

Storage and Preparation

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

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

Instructions should be followed exactly as they appear in this kit insert to en-sure valid results. Do not
interchange kit components with those from other sources other than the same catalog number from Immco
Diagnostics Inc.

Use good laboratory techniques to minimize microbial and chemical contamination. Do not use after expiration date.

Materials provided
ImmuLisa™ R,-GP1 IgG ELISA [REF] 1152G
ImmuLisa™ R,-GP1 IgM ELISA [REF] 1152M

Kits contain sufficient reagents to perform 96 determinations each.
12x 8 [ MICROPLATE | B2GP1 | Microplate with individual breakaway microwells coated with (3,-
GP1 antigen.

1x1.5ml [cALIBRATOR|A[B2GP1]|* Ready to use Calibrator A (green cap). Human serum containing
antibodies to 3,-GP1.

1x1.5ml [cALIBRATOR|B[B2GP1|* Ready touse Calibrator B (violet cap). Human serum containing
antibodies to 3,-GP1.

1x1.5ml [cALIBRATOR|[C[B2GP1 |*t Ready touse Calibrator C (blue cap). Human serum containing
antibodies to 3,-GP1.

1x1.5ml [cALIBRATOR|[D[B2GP1 |*t Ready to use Calibrator D (yellow cap). Human serum containing
antibodies to 3,-GP1.

1x1.5ml TCONTROL [+ |B2GP1]* Ready to use Positive Control (red cap). Contains human serum
positive for B,-GP1.

1x1.5ml [cONTROL[-]* Ready to use Negative Control (whitecap). Contains human
serum.

1x12ml  [19G-CONJ [ ALKPHOS |*! Ready to use anti-human Alk. Phos. Conjugate. Color coded
pink.

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

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

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

1x12ml [ gTOP Ready to use Stop Solution.
2Xx Powder Wash Buffer. Reconstitute to one liter each.

* Contains <0.1% NaN3



EN

t 1152G contains B, -GP1 IgG calibrators, controls and IgG conjugate
1152M contains B -GP1 IgM calibrators, controls and IgM conjugate

Symbols used on labels:

Lot number

Catalog number

Use by

Storage temperature
Read instructions for use
In vitro diagnostic use

Manufacturer

dRE B~ [F[8

Number of Tests

Materials Required But Not Provided

[l Pilelellcalable [fdelilelilg5 plI11000 u’l

« Disposable pipette tips

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

Deionized or distilled water

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

e Squeeze bottle to hold diluted wash buffer

« Timer

*  Absorbent paper

[1 Altollatic [licroplate [lasher capable of dispensing 200 pl
SPECIMEN COLLECTION AND HANDLING

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

PROCEDURE
Procedural Notes
« Before starting the assay read these instructions carefully.

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

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

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

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

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

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

1.

10.
11.
12.
13.

14.

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

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

Qualitative determination: use only Calibrator D.
Semi-quantitative determination: use Calibrators A - D as shown in the ex-ample below.
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Prepare a 1:101 dilution of the patient specimen by mixing 5 [ of the patient specimen with 0.5 ml of Serum
Diluent.

Add 100 (1 of Calibrators, Positive and Negative controls and diluted patient specimens to the appropriate
microwells indicated on the protocol record.

Note: Include one well with 100 [l of the Serum Diluent as a reagent blank. Zero the ELISA reader against the
reagent blank. The absorbance of this well should not be greater than 0.3.

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

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

Add 100[ L of the Conjugate to each well.

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

Add 100LL of EnlI me Substrate to each well.

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

Add 1007L of Stop Solution to each well. Maintain the same seluence and timing of Stop Solution addition
as was used for the Enzyme Substrate. Read the absorbance (OD) of each well at 405nm within one hour of
stopping the reaction.

Read the absorbance (OD) of each well at 405nm using a single or dual wave-length (405/630nm) microplate
reader against the reagent blank set at zero absorbance.

Quality Control

Calibrators, Positive and Negative Controls and a reagent blank must be run with each assay to verify the integrity
and accuracy of the test. The absorbance reading of the reagent blank should be <0.3. Calibrator A should have an
absorbance reading of not less than 1.0, otherwise the test must be repeated. The Negative Control must be <20
EU/mL. If the test is run in duplicate, the mean of the two readings should be taken for determining EU/mI. When
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performing qualitative determinations, the optical density of Calibrator D must be greater than that of the Negative
Control and less than the absorbance of the Positive Control. For semi-quantitative determinations, the Positive
Control must give values in the range stated on the vial.

RESULTS

Calculations

The concentrations of the patient samples can be determined by either of two methods:

1. QUALITATIVE DETERMINATION
Abs. of Test Sample

X EU/ml of Calibrator D = EU/mI Test Sample
Abs. of Calibrator D
2. SEMI-QUANTITATIVE DETERMINATION

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

The calibrators are included to provide semi-quantitation and must be used with each test. Patient specimens
containing higher antibody levels may give absorbance values greater than that of the Calibrator A. For determining
accurate semi-quantitative values such specimens should be further diluted so they fall within the range of the
calibrator curve when retested. For determining EU/ml, multiply the units obtained by the dilution factor. See
sample standard curves (Figure 1) at the end of this document.

Interpretation

The information in Figure 2 at the end of this document serves only as a guide in the interpretation of the laboratory
results. Each laboratory must determine its own normal values.

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

The ImmuLisa™ Anti - B,-GP1 test should not be performed on grossly hemolyzed, microbially contaminated or
lipemic samples. This method should be used for testing human serum samples only.

Furthermore, a diagnosis cannot be made on the basis of anti - 3,-GP1 results alone. The results of other laboratory
tests and clinical findings must be considered. When a negative anti - 3,-GP1 test occurs in the presence of clinical
indications, a lupus anticoagulant test or other additional testing is recommended.

Expected Values

The incidence of anti B,-GP1 in SLE with thrombosis and pregnancy is summarized in the following table:

Incidence of ACA and Anti B,-GP1 Antibodies in SLE"

ACA Anti B,-GP1
IgG IgM IgG IigM
% % % %
SLE 10 6 12 4
with thrombosis 24 14 27 14
no thrombosis 8 5 10 3
in pregnancy 12 7 15 7
with recurrent fetal loss 20 0 27 0
no fetal loss 11 7 14 7
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PERFORMANCE CHARACTERISTICS

The utility of the ImmuLisa™ anti-R -GP1 IgG and IgM Antibody ELISA tests was determined by comparing the
results with other commercially available anti-8,-GP1 1gG and IgM ELISA methods.

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:

Test results for the comparison between the ImmuLisa™ anti-B,-GP1 IgG and IgM Antibody tests and other
commercially available assays for the same analytes appear in Tables 1 and 2 at the end of this document.
Cross-reactivity:

It is known that patients suffering from infectious diseases like syphilis have cardiolipin antibodies and lupus anti-
coagulant. To test the clinical specificity of the assays, we tested sera from patients with syphilis for the presence
of anti-cardiolipin and anti-R,-GP1 antibodies. The results appear below.

# Tested # Positive % Positive

Anti-Cardiolipin (ACA) IgG 49 49 100
Anti-B_-GP1 1gG 49 2 4
Anti-Cardiolipin (ACA) IgM 50 17 34
Anti-R,-GP1 IgM 50 4 8

These studies suggest that 3,-GP1 antibodies are more specific than anti-cardiolipin antibodies as only a small
percentage of the patients with syphilis are positive for ,-GP1 antibodies.

Precision:
Two samples with known concentrations of anti ,-GP1 were assayed in 10 replicates over a two weeks period.
Intra-and inter-assay coefficient of variation (CV) appear in tables 3 and 4 at the end of this document.

Recovery:

Three samples with known concentrations of anti - B,-GP1 were mixed with the appropriate dilutions of another
positive sample with known levels of anti - B,-GP1. The anti - B,-GP1 values of the spiked samples were then
determined and from the values obtained the percent recovery calculated. The results appear in tables 5 and 6 at
the end of this document.



M£Bobog ELISA yia avTiowata ATI-B, GP1
‘ M  EneETO NPOIONTOS

©
| M M CO 1152G Méodog EL1TIA yia avriowuara [gG kara tng § -GP1 96 Mpoodiopiouoi
DIAGNOSTICS 1152M Mé"odog ELISA yia avriowuara Igll kard g B,-GP1 96 Mpoodiopiouoi

Mia [£8080g €vCul IkoU avoooTTPoapPOPNTIKOU TTpoadiopicl bl (ELISA) yia Tnv avixveuon Kai Tov nLI-TTOCOTIKO
TPOoodIopIo 6 avTiowdTwv IgG kar IgM kard g B,-GP1 (B-yAukotrpwreivng 1), wg Boridnla yia v agiohdynon
ToU KIvOUvou Bpol Bwong oe drolia (€ cuatnlaTikd gpubnlaTtwdn Alko (ZEA) 1| (€ diatapaxés mapdloieg [
AUKo.

MEPIAHWH KAI EME=HIMHZH

Ta avTipwo@oNITISIKA avTiow ata gival (1o eTEpOYEVAG o dda auToavTiIow GTwV KATd apvnTIKA QOpTIoL Evwy
QeWo@ONITIdIWVY'. AvixvelovTal Kupiwg e TNV avdAuon avTiow dTwv Katd Tng kapdioAitrivng (ACA), Tn BloAoyikd
weudwg BeTikA avdAuan yia gU@IAN Kal TNV avdAuon yia TO AvTITINKTIKO Tou AUKou. AuTEG o1 TPEIG SOKILaaoieg
avixveuouv OXeTICO eva, aAAd OxI atrapaitnTa TTAVOl OIGTUTTA QVTIOW! aTA. ZUVETTWG, EVOEXETAI VA XPEIOOTOUV
TTEPICOOTEPEG aTTO [ aTTd QUTEG TIG AVAAUCEIG VI VA AVayVWPICTOUV T avTIQWO@ONITTIOIKG avTiow! aTa.

ATT6 TIG DIAPOPES AVAAUCEIG YIA TNV AViXVEUTH QVTIQWOQOAITTIBIKWY AvTIOW ATWY, N avdAuon avTiow ATwy Katd
NG KaPdIoAITTivNG TTou ekTeAEiTal [ e ELISA givai n o euaiobnTn?. H Trapoudia avTiow [ ATwv KaTtd TnG KapdIoAITTivng
oul BdAMAel otnv avayvwpion acBevwyv [£ Kivduvo QAEBIKAG Kai/f} apTnplaknig Bpol Bwaong, o1 oTroieg auxvd
ouvodelovtal amd [pouBokutraporevia, éva auvOpoL 0 TIOU AVAPEPETAl WG AVTIQWOPOAITTIOIKO OoUVOPOLO™ 2,
To avTipwo@oAImdikd cuvdpol o el kpavifeTal cuxvoTEPa OE aoBeveig [€ ouoTnUatiko epul nuarwdn Auko (ZEN)
N Tabnoeig mapdl oleg [€ AUKO OTIG oTToieg dev TTANpoUVTal Ta KPITAPIa Tou ZEAS7. YwnAd emitreda avTiow [ ATwv
Katd TnG KapdioAitrivng el @avifovtal otn 8pol Bwan, otnv atrooAn €[ Bpuou, oTn [pouBokuTraporrevia Kal
OpKETEG AAAeg dlaTapaxég'™. Ta avriowlata katd Tng kapdioAimivng avayvwpilovtal cuvABwg e Tn [£6000
ELISA, n omoia xpnaoil otrolei wg avtiyovo Tnv KapdioAimivn. Mpdo@arteg TTapartnpAoelg UTTOdEIKVUOUV OTI yIa TN
ouvdean TnG KapdIOAITTIVNG €ival atrapaitnTog £vag TTapdyovTag Tou opou [eyéBoug 500 D. AuTdG 0 oUL TTaPAyovTag
avayvwpioTnke wg n B,-GP1 (B -yAukomrpwreivn 1) A amohimompwreivn H'6'8. Mapoho tmou n Asitoupyia g B, -
GP1 mapal éver acagng, ival BEBaio 6T n Trapouacia B,-GP1 dicukoAlvel Tn oUvdeon Twv avriowdrwv ACA e
TNV KapdioAiTivn. Ta avriowl ata Katd NG KapdIoAITTivng, €I8IKA o€ xal NAd eTiTTeda, aveupiokovTal o€ SIAPOPES
KAIVIKEG Dlatapayxég ol oTroieg dev aoxeTidovtal [ € To avTIQwo@oAImdIké auvdpol 0. Ta ACA TTou UTTdp)XOouv OTOV
0p6 aoBevwv (€ ZEA Kal dAAeG auTodvooeg TTaBAaEIG SIaPEPOUV aVOTOAOYIKA aTTd auTd TTOU UTTAPYXOUV OTOV 0po
aoBevwv L& oU@IAN. H xprion Tng mpwreivng B,-GP1 wg avrikataoTdTn Tng KapdIoNITTivG aTo OTERES OTPW LA,
OU[BAMAel otV miTEUEN AUTOU Tou dlaxwpIo Y. EmimAéov, Ta avriowara kartd g B-GP1 ival oAU £18IKd yia
TO AVTIQWOQOAITTIOIKG OUVOPOL .

APXEZ THZ AIAAIKAZIAZ

H avdAuan exteAgital wg avoootrpoadlopio[6g oTepeds @dong (ELISA) o LikpokuyweAideg emKaAuLEveg [k B -
GP1. Ta dioAU oTa eAéyxou, ol Babllovol NTéG kal Ta Oeiyl aTa opol acOevwv eTTWALOVTAI OTIG ETTIKAAUL | €veg [
TO QVTIYOVO KUWEAIDEG, emITPETTOVTOG £TO1 TN O€0 Euon OAWV TWV avTIOW! ATwVv Tou opou. Ta avTiow! aTa TTou
Oev Oeol eUTnKav, KABWG Kal GANeG TTpwTEIVEG TOU 0poU, atrol lakpUvovTal [€ €KTTAUCT TwV [IKpOoKUWEAiIdwy. Ta
avTiow! ata TTou Oea UTNKAV OTIG [IKPOKUWEAIDEG avixveuovTal [ TNV TTPO0BNKN €vdG CUCEUKTIKOU QVTIOW ! aTOG
KaTd TG avBpwTivng IgG 1 IgM, onllaol €vou [ € €vqul 0. AuTtd Ta culeuyl €va [ € évul o avTiow oTa decl evovTal
€I0IKA OTNV avBpWTTIVN avoooa@aipivn TNG avTioToixng Ta&EnG. To [N deal eul £vo ouleukTikO avTiowl o [ € 10 évqul O
aTTOl OKPUVETAI [ € €KTTAUCT. ZTn OUVEXEIQ, TTPOOTIOETAI OTIG KUWEAIDEG TO €18IKO UTTOOTPpW I evlUl ou (PNPP)
KOl avIXVEUETAI N TTApoUCia avTiow! ATwv [€ TNV aAAayr XpwloTog TToU TTPOKUTITEl AOyWw TNG [ ETOTPOTING TOU
utrooTpw! atog pNPP. H avTtidpaon teplaTieTal Kal n €vracn TNG aAAayrg Tou Xpw!l aTog, n oTroia gival avaAoyn g
OUYKEVTPWONG TOU QVTIOW! aTOG, aviXVeUETal [ € @ac aToQwTd £TPO, 0€ [ KOG KU atog 405 nm. Ta amoteAéa arta
ek@padovTal o€ [ovadeg evCUiou avd xiAlooTéAhiTpo (EU/mI).
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ANTIAPAZTHPIA

®UAagn kai TpoeTOI OCia

OAa 1a avTidpaoTrpla TTPETTEl va QUAdooovTal o€ Bepllokpacia 2-8°C. Mnv Ta kataywuxete. Mn xpnoil oToIEiTe
Ta avTidpacTApla €dv dev gival diauyn 1 €dv TepiExouv iCnla. OAa Ta avTidpacTApIa TTPETTEI va GTACOUV O€
Bepl okpaaia dw! aTiou (20-25°C) trpiv atd T Xprion. Otav puAdooeTal o€ Bepl bkpaaoia 2-8°C, To avacucTabév
puB10TIKO BIGAU O €KTTAUONG TTapal €vel avaAAoiwTo [Expl TNV nlepol nvia Anéng Tou KIT. H avacuoTtaon Tou
puB10TIKOU SI0AU[ aTOG TTPETTEI VA YiveTal [ € atreoTay ! £vo i atmiovial €vo vepd, o€ OyKo 1 Aitpou. O1 eTTIKaAU [ €veg
Tavieg [IkpokuweAidwy TTpoopiovTal yia [ia [bvo xpron.

Mpo@uAdgeig

Ma in vitro diayvwaoTikA Xprion. OAa Ta ouoTaTIKA avBpwTTIVNG TTPOEAEUONG TTOU XPNOILoTToIoUVTal £XOUV eAEYXOEi
yla Tnv TTapouaia Tou avtiyévou HBsAg, Twv iwv HCV, HIV-1 kai 2, kaBwg kal Tou 100 HTLV-I kai £€xouv BpeBei
apvnTIKG, oUlpwva [ TIG €€eTdoelg TTou atraitei 0 Opyaviol16G Tpoeiwv kai Gapldkwv Twv H.M.A. (FDA).
QoTtéoo, Ta TTapdywya avlpwTTivou ail artog kal Ta deiy arta acBevwyv Ba TTpéTTel va BewpouvTal wg duvnTikd
Aol oybdva. AkoAouBnoTe TIG OpBEG EpYAOTNPIOKES TTPOKTIKEG KATA TN QUAAEN, TNV €KXUon Kal TNV atmmoppiyn Twv
UNIKWV auTwv®. NPOEIAOMOIHZH - To agidio Tou vatpiou (NaN,) evdéxeTtal va avTidpdoel (€ GWANVWAOEIG aTTo
[[6AUBDO 1 XaAKOS Kal va axnlaTioel IoXUpws EKPNKTIKA adidia [ETAAwY. KaTtd Tnv amtéppiyn uypwy, eKTTAUVETE [ €
[’eydAeg TTOOOTNTEG VEPOU, £TOI WOTE VO aTToPeUXOei N cucowpeuon adidiwv. To agidio Tou vaTpiou evOEXETAI VA
€ival TOEIKO o€ TTEPITITWON KATATTOONG. Z€ TTEPITITWON KOTATIOONG, AVOQEPETE Al E0WG TO TTEPIOTATIKO OTO dIEUBUVTA
TOU gpyacTnpiou 1} oTo KEVTPO eAEyXou dnNANTNPIACEWV.

MNa ™n S100@AAIon £yKUupwv a1roTeAECT IATWY, akoAouBnOTE TIG 03nYieg akpIfwg OTTWG & pavilovTal o€
auTo TO €vOETO TOU KIT. MNV €VOAAAOOETE TO OUCTATIKA TOU KIT [€ CUCTOTIKA GAANG TTPOEAEUONG TTOU OEV £XOUV
Tov id10 apiB 6 kataAdyou Tng Immco Diagnostics Inc.

Na xpnoil oTroIgiTe TIG OPOEG EPYOATTNPIAKES TEXVIKEG TTPOKEIL EVOU va EAAXIOTOTTOIEITAI O KivOUVOG [ IKPOBIAKNG KAl
XNLIKAG [6Auvong. Na [ nv xpnoil otoigital [ Ta TV TTapéAeucn Tng Nl epol nviag AR¢ng.

YAIKA TTOU TTapéXOovTal
MgBodog ELISA yia avriowata IgG kard ng (,-GP1 ImmuLisa™ 1152G
M£60dog ELISA yia avTiow  ata IgM katd g B,-GP1 ImmuLisa™ 1152M

KdBe kIt TepI€xel ETTOPKA avTIdOpACTAPIA yIa TNV eKTEAEON 96 TTPOCBIOPICT V.

12x 8 [ MICROPLATE | B2GP1 | MAoKiB10 EEXWPIOTWVY ATTOOTIWEVWY [IKPOKUYEAIBWY
emkahu I Evwv [ To avtiyévo R,-GP1.

101,501 | CALIBRATOR | A| B2GP1 |*1 ‘ETo1C0g Trpog xprion Ba®llovol nTAg A (mpdaoivo mwua). Opdg
avBpwTrou Tou TEPIEXEI avTIoW aTa Kard Tou B,-GP1.

1x1,5ml | CALIBRATOR | B| B2GP1 |*1 ‘ETo1og Trpog xprion Badllovol nTAg B (1wdes mwua). Opdg
avBpwtTou Tou TEPIEXEI avTIoW  aTa Kard Tou B,-GP1.

1x1,5ml | CALIBRATOR | C | B2GP1 |*1 ‘ETo1og Trpog xprion Ba® lovolnTAg C (umAs mwua). Opdg
avBpwTTou Tou TEPIEXEI avTIoW  aTa Kard Tou B,-GP1.

1x1,5ml | CALIBRATOR | D| B2GP1 |*1 ‘ETo1og Trpog xprion Badllovol nTAg D (kitpivo mwua). Opdg
avBpwtTou Tou TEPIEXEI avTIoW  aTa Kard Tou B,-GP1.

1x1,5ml | CONTROL | + | B2GP1 |*T ‘ETo1 0 TTpog Xprion S1dAulia BeTIKOU EAEYXOU (KOKKIVO TTWUA).
Mepiexer opd avBpwtrou BeTikd yia Ta B,-GP1.
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1x1,5ml [coNTROL ' * ‘ET010 TTpOG Xprion S1dAula apvnTikoU eAéyxou (Asukd muwua).
Mepiéxel opd avBpwTTOU.

1x12 ml mG-CONJ | ALKPHOS |*T ‘ETOIL 0 TTPOG XPHON OUJEUKTIKO avTiow a KATA TNG
avlpwITIvng avoooo@alpivng oufeuyl Evo [ & aAKaAIKA

pwoeatdon. Xpw aTog pod.

1x12ml ||_gM_CONJ | ALKPHOS |*1 ‘ETOIL 0 TTPOG XPrON OUJEUKTIKO avTiow! a KATA TNG
avOpwITIVNG avoooo@alpivng ouleuyl €vo [ &€ aAKaAIKA
pwo@ardon. Xpw/ atog pod.

1 x 60 ml * ‘ET0I110 TTPOG XPHoN apaiwTiKO Si1GAul o opoU. Xpw! aTog [ MTAE.

1x12ml SUBSTRATE | * ‘ET01l0 TTPpOG Xprion evqul Ikd utréoTpw! a. MepiExel p-

VITpo@aIVUAIKT wo@atdon (pPNPP). Na rpooTtareUeTal atrd 1o
Ppwe.

1x12 ml STOP ‘ET01L 10 TTpOG Xprion S1dAu a Tep aTic oU.

2x ZKOvn pubioTikoU S10AU aTog ékTTAuong. H avacuoTaon

TIPETTEN va yiveTal £wg OYKO £vOG AiTpou yia To Kabéva.

* Mepiéxer < 0,1% NaN,

T To kiT1152G TrepiAaBAvel BabLovolNTég, dlaliliaTa eAEyXou Kal OUEUKTIKO avTtiow i IgG katd ng B,-GP1
To ki 1152M Trepidal Bdvel BaBovol NTég, dlahulaTta eAEyxou Kal OUCEUKTIKG avTtiowla IgM katda Tng B,-GP1

ZU BoAa TToU XpNOI1[ OTTOI0UVTaI OTIG ETIKETEG:

ApIB6¢g TTapTidag

ApIB6G katahbyou

H epol nvia Ajgng

O¢eplokpaaia amodrkeuong

AloBdoTe TIg 0dnyieg xpriong
In vitro diayvwaoTIKn Xprion

KataokeuooTrhg

R (B~ [F 8

ApIB[6¢ avaAloewv

ATraiToU[ eva UAIKG TTOU Bev TrTapéXovTal

[l Miréteg e duvardtnTa xopriynong 5 [l €wg 1000 LI

[l AvoAwoli a akpo@Uala TTITTETWV

[l KaBapoi dokil aoTikoi cwAARveg diaoTdoewy 12 [175 mm kal popéag SOKILOOTIKWY CWARVWY
[]  AmoviclEvo i} atreoTay Evo vepo

[1  Zuokeun avdyvwaong TAakIdiwy [€ duvatotnta avdyvwaong TILWV amoppoenong o€ [Kog KUl atog 405 nm.
Edv utrdpxel 81a8éo1n ouokeur) avdyvwong TTAakidiwv dITTAoU [Koug KULIATOoG, TO QIATPO avagopds Ba
mpétel va publioTei ota 600-650 nm.

[1  EUkalTTn TTAAOTIKR @IGAN yia TO apaiwl €vo puBlioTiké dIGAUla EKTTAUCNG

[l XpovolEeTpnTng
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ATroppo@nTIKO XapTi

Autoparn ouokeun éktTAuong TTAakidiwv pe duvardtnta xopriynong 200 pl

ZYANOIH KAI XEIPIZMOZ AEITrMATOZ

Qa Tpémel va Xpnoldotrolouvral Yovo deiypata opol yia auth T Sladikaoia. Asiypara Trou éXouv UTTOOTEI
peydAou BaBuou aipdbAluon, AITTaipikd r) deiypaTta JoAuopéva PE PIKPORIa evOEXETAI VO ETTNPEACOUY TNV aTTéd00N
¢ avdAluong kai dev Ba TTpemel va ¥pnoipotroloUvTal. GuAalte Ta deiyyata oe Beppokpaoia 2°- 8°C, i oxl
eploadTEPO aTrd pia efdopdda. MNa eUAaln peyaliTepng didpkeiag, Ta deiypata opol Ba TTPETTEI va KaTawUXovTal.
Na arro@eUyeTal n eTaveIAnPuéVn Katdwuén Kal atroyugn Twv delyudrwy.

AIAAIKAZIA

Inueiwoelg Tng diadikaoiag

MpoTtou &ekvrioeTe TRV avaAuor, SIoBAaTe TTPOTEKTIKA QUTEG TIG 0BNYIES.

AgnroTe dha Ta avTidpacTipia kal Ta deiypata va @rdcouv o€ Beppokpacia dwpariou (20-26°C) i 30 AetrTd.
EmoTtpéyre Ta UAIKG OTO YuyEio apéowg PETA TN Xpron Toug.

MpoeToludoTe GAES TIC APAIWOEIG TWV BEIYHATWY A0BEVWV TIPOTOU EEKIVATETE TNV avAAuan.

EmioTpéwTe QUEOWS TUXOV MN XPNOIYOTIOINMEVES TAIVIEG OTN BAKN HE Ta amoénpavTIKG Kol CQPAYIoTE
TNV aoPaAwg, WOTE va eAayioTotroindei n ékBeon o uSparpoue.

Z1ad10 EKTTAUONG: €ival onHavTIKA N XpAon opBAg TEXVIKAG. ZuvIoTATAl N XpRon IO QuTOpaTNS CUOKEUAS
£EKTTAuo NG TTAAKISiwv.

XpnoIYOTTOINOTE MIA TIOAUKAVOAN TTITTETA YE SuvaToTnTa TAUTEXPOVNGS XOPyNnong ot 8 KuyweAideg. Me Tov 1pdTTO
auTo eTTITAXUVETaI N 1IadIKagia Kal ETTITUYXAVETAI TTIO0 OMOIOUOPPOG XPOVOG ETTWATNG.

H mpooekTikh TApnon Twv Xpdvwyv gival anuavTikhy. O1 epiodol emwaong ekivolv PETA T XoprAynaon Twy
avTIdpaoTnpiwy.

Aladikaoia Tng pe6ddou

1.

OAA TA ANTIAPAZTHPIA MPETEI NA ®TAZOYN ZE OGEPMOKPAZIA AOMATIOY (20-26°C) MNPIN AMNO
THN ENAP=H THZ MEGOAOQY.

ZNUAVETE TO apyEio Tou TTPWTOKOAAOU WOTE va UTTOBEIKVUETAI N TOTTOBETNON TWV SEIYHATWY OTo TTAOKIBIO. H
avdAuon Twv delypdTwy e1g diITTAoUv atroteAei opBr) EpyacTnpIaKh TTPOKTIKI.

MoloTik6g Trpoadiopiopdg: xpnoipoTioIfjoTe povo 1o BaBuovounth D.
Hui-rocomikdg TTpoodiopIiopog: XpnoiyoTrolfjoTe Toug BaBuovountég A — D, OTTw¢ @aiveTal OTO TTapaKATW
TTapddeypa.

A &) A (s )
B (e B (wes(
C (s C (s )
D @& I D G I
E GO0 E @O0
F G280 I F @60 C
G&& G &
H 8812 C H & OC

1 2 3 4 1 2 3 4
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10.
11.
12.
13.

14.

MpoeTtoil doTe [a apaiwon Tou deiyl aTog aoBevoug ae avaloyia 1:101, aval iyvuovtag 5 [l Tou deiyl aTog Tou
aoBevoug (€ 0,5 ml Tou apaiwTikoU SIaAU atog opou.

Mpoabéate 100 (1 Babl ovol NnTwyv, diIaAul ATwv BeTIKOU Kal apvnTIKOU €AEyXou Kal apaiwl Evwy ey ATwv
a0Bevoug oTIG KATAAANAEG [IKPOKUWENISEG TTOU UTTODEIKVUOVTAI OTO OPXEIO TOU TTPWTOKOAAOU.

Znleiwon: ZulTmepIAdBeTe [1a KuyweAida (€ 100 [ apaiwTikoU dIaAU[aTOG 0poU WG TUPAS avTIdPACTNPIOU.
MndevioTe Tn cuokeun avayvwong ELISA [€ To TupAG avTidpacTnpiou. H aroppdpnon autrg TG KUWEAIdOG
Oev TIpETTEl va gival [eyaAuTtepn atoé 0,3.

EmwdoTe e11i 30 AerTd (£ 5 AeTTTA) O€ Oepl oKpaoia dwl aTiou, ETTAVW O€ Lo eTTiTreEdn €mmMQAVEIQ.

>1adI0 €KTTAUONG: Avappo@roTe OXOAaaTIKG TO TTEPIEXO Vo KABe KuweAidag. MpooBéoTe 200-300 [L ToOU
avoaouoTaBévrog publioTiKoU BIaAULaTOg EKTTAUCNG KAl ETTEITO avappo@rioTe To. ETTavaAdBere autr Tnv
akohouBia evepyelv AANEG TPEIG QPOPEG, WOTE VA TTPAY[ OTOTIOINCETE €va OUVOAO TEOOAPWYV EKTTAUCEWV.
AvooTpEWTeE TO TTAOKIOIO KOl KTUTTFOTE TO €AA@PA ETTAVW O€ £va aTroppoPnTIKO UAIKO WOTE VO OTTOLaKPUVOEI
TUXOV UTTOAEITTOL EVO UypO atrd Tnv TeAeuTaia EKTTAUCT. Mnv atmmognpaivete TTAAPWG TIG KUYWEAIDEG.

MpooBéaTe 1001 L ouleukTIKOU QvVTIOW! aTOG O€ KABE KUWeAida.

EmmwdoTe 11 KuweAideg e1Ti 30 AeTrTd (+ 5 AeTTTd) 0€ Bepl oOKpacoia dwl aTiou.
>1adio ékmAuong: EtravaAdpere 1o o1ddio 7.

MpoabéaTe 100 [L evqul ikoU uTTOOTPWI 0TOG 0€ KABE KUWEAIDQ.

EmwdoTe TiIg kuweAideg eT1i 30 AeTrTd (£ 5 AeTTdl) 0€ Bep OKpaaia dwlaTiou.

MpoobéaTe 100 [ L &1oAU [ aTog Tepl aTIo 0U 0€ KABe KuweAida. AlaTnproTe TNV idIa €1pd Kal TOUG idIoug XpOvoug
oTnv MPooBikn d1IaAl L aTog TEpLaTIGL0U, 6TTWG Kal GTNV TTPOCBrKN TOU UTTOOTPW aTOG Tou £viU ou. AlodoTe
TNV ammoppdenaon (OD) kaBe kuweAidag o€ [kog KUl atog 405 nm, eviog [10¢ Wpag atrd Tov Teplanial 6 Tng
avTidpaong.

AloBdoTe TNV ammoppdéenaon (OD) kdBe kuyweAidag o€ [ koG KU aTtog 405 nm, XpnoI OTTOIWVTAG [0 CUOKEUN

avayvwong TAakISiwv [lovouU A dITTAoU [ koug KU laTog (405/630 nm), évavTi Tou TUQPAOU avTIdOPACTNPIOU TTOU
publioTnke va £xel ammoppoenon [ NdEv.

"EAgyxog mo16TNTOg

& KABe avaAuon Ba Tpétmel va xpnoilotroiolvTal Badlovol NTég, diaAU[loTa BeTIKOU Kal apvnTikoU €AEyXOU

Kal

éva TUQAG avTIdpaoTnpiou, TTPOKEIL £€vou va TTIRERAIOVETAI N akepaIOTNTA KAl N akpifeia NG €¢étaong. H

[£€Tpnon amoppoé@nong Tou TUPAoU avtidpacTtnpiou TrpéTel va eival <0,3. O BaBl ovol NTrg A TTpETTEl va dWOEl
TILR atmroppdenong Ox! [1kpoTepn atrd 1,0, SlapopeTIKA N avaAuon TTpETel va eTavaAngBei. To SidAul a apvnTikou
eAéyxou Trpétrel va dwoel TiL R <20 EU/mI. Edv n e€€taon diggdyeTal 1g dimTAoUv, xpno1l 0TToINCTE TN [€on TILA Twv
OU0 [ETPACEWV YIa va TTPOCDIOPICETE TN CUYKEVTPWON Twv avTiow! aTwv o€ EU/mI. Otav ekTeAeiTeE TTOIOTIKOUG
TTPOoCdIopIc 0UG, n oTImIKA TTUKVETNTA Tou Bab ovol ntA D Ba rpétrel va gival [eyaAUTepn atrd auTrv Tou S1aAU L aTog
apvnTIKOU €AEYXOU Kal [IKpOTEPN aTTd aUTAY Tou SIaAULaTog BETIKOU gAéyxou. MNa nCi-TrToooTiKoUg TTPoadiopic ouUg,
10 DIGAU[ @ BeTIKOU eAEéyxou TTPETTEI va Bivel TIL G EVTOG TOU EUPOUG TTOU avayPA@ETal GTO @IaAidIO.

AMNOTEAEZMATA

YmoAoyic [ oi

O1 ouyKevTpWOoEeIg Twv dely[ dTwv aoBevoug [ TTopouv va TTPoodiopicTouyV [ € [ia ammd Tig e€Ag dUo [ £60douG:

1.

NOIOTIKOZ MPOZAIOPIZMOX

ATtr/on e&eTaddl evou deiy laTog

X EU/ml tou BaBllovol nt D = EU/mI Tou £§eTad6( evou SeiyllaTtog

Atr/on Tou Ba@ ovolintTh D
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2. HMI-MO20TIKOZ MPOZAIOPI>MOZ

ATTeIKOVIOTE O€ YpaIKr TTapdoTacn TNV ammoppd@non Twyv Bablovol nTwyv A €éwg kal D wg TTpog Tnv avTioToIxn
OUYKEVTPWOT) TOUG, O€ éva XapTi [€ ypal [ 1koUg dfoveg. TotroBeTAGTE GTOV dfova Twv X Tn ouykévipwon o EU/mI
Kol oTov aéova Twv Y Tnv amoppdenaon Kai oxedIAoTe TNV KAl TMUAN BEATIOTNG TTpocap! oyng. MNpoadiopioTe TIg
OUYKEVTPWOEIG TwV dely ATwv acBevwy atrd TNV Kal TTUAN, o€ oXEon [€ TIG QvTIOTOIXEG TIL £ ATTOPPOPNOTG TOUG.

BaBlovolnTAg

O1 BaBl ovol NTég oul mmepIAal BAvovTal yia Tov NLI-TTOCOTIKO TTPOadIoPIc[ 6 Kal TTPETTEl va XpnolloTrolouvTal o€
KABe avdAuon. Tuxov deiyata aoBevwy TTou TTEPIEXOUV UWNASTEPA ETTITTESD AVTIOW [ ATWVY EVOEXETAI VO DWOOUV
TILEG ammoppdenong uwnAoTepeg ammd autég Tou BaBlovol N A. MNa Tov akpIf Tpoodiopicl 6 Twv TiILv nli-
TTO0OTIKOU TTPo0dIopIc| 0U, Ta deiy aTa auTd Ba TTPETTEI va apaiwBoUV TTEPAITEPW, £TCI WOTE OTAV ETTAVECETOCTOUV
va eLTTITITOUV €vTOG Tou €UPOUG TNG Kal ITUANG Bablovél nong. MNa va mpoodiopicete TN cuykévipwan oe EU/mI,
TTOAATTAQCIAOTE TIG [IOVABEG TTOU TTPOKUTITOUV ETTI TO OUVTEAEOTH apaiwaong. BA. TuTnikEG Kal TTUAEG dely[ ATwyv
(Eikéva 1) oto TéEAOG auToU Tou EVTUTTOU.

Eplnveia

Ta oToIxEia TNG €IKOVOG 2, O0TO TEAOG QUTOU TOu €VTUTTOU, AgIToupyoulv [Ovov wg odnyog yia Tnv eplnveia Twv
EPYOOTNPIOKWY ATTOTEAET ATWV. To KABE EpyaaTrpIo TTPETTEI VO TTIPOCOIOPIOEl TIG SIKEG TOU QUOIONOYIKEG TI £G.
MEPIOPIZMOI THZ AIAAIKAZIAX

H avdiuon avriow dTwv katd Tng RB,-GP1 Immulisa™ ev 8a TTpétrel va ekTeAeitan o€ SeiylaTa TTOU £XOUV UTTOOTEI
[eydAou BabloU ailBAucn, oe [oAucl éva atod [ikpoBia A Airrail ik deiylata. H [€60d0¢ auTtr Ba Trpétrel va
XpnoliloTroigital [16vo yia Tnv e&étaon dely dTwv opol avBpwITou.

EmmAéov, n diayvwon dev Cmopei va 1€6¢i 6vo L€ Ta amoTeAéolioTa Twv avTiow dTwv kartd g B,-GP1. ©a
TPETTEI va An@BoUV uTTOWnN Ta ATTOTEAET L OTO KOl GAAWY EPYAOTNPIAKWY £EETATEWY Kal Ta KAIVIKG guprjLaTa. Otav
elipavietar apvnTikG amotéAeda oTnv avaAuan avriow drwv kard 1ng B,-GP1, mapouaia KAIVIKWY evOEgigewy,
ouvioTdral n dievépyeia [1ag avaAuong yia To avTITTNKTIKO Tou AUKOU 1) KATToloG GAANG TTpdoBeTng avdAuong.

Aval gvolleveg TIl g

ZT0V TTOPOKATW TTiVaKa guvowiCetal n ouxvotnTa £Lipaviong avriowldrwy kartd 1ng B,-GP1 oto ZEA tmapoucia
0p6[ Bwong Kal KaTd TNV eyKu oouvn;:

ZuxvornTa L pdviong avTiow dtwv ACA Kal avTiow [ dTwv Katd Tng B.-GP1 og ZEA"

ACA AvticwUata Katd Tng B,-GP1
1gG IigM 1gG IgM
% % % %

ZEA 10 6 12 4
Trapouacia Bpd[ Bwong 24 14 27 14
armoucia Bpd Bwong 8 5 10 3
oTnVv KUnon 12 7 15 7
TTapouacia KaB’ €¢IV atrooAwv 20 0 27 0
artrouoia atmooAng e[ Bpuou 1" 7 14 7

XAPAKTHPIZTIKA ANNOAOZHZ

MpoadiopioTnke n xpnoi 6TNTa Twv avaAicewv ELISA yia avriow ata IgG kai IgM katd 1ng B,-GP1 ImmulLisa™,
OuyKpivovTag Ta ammoTeAéoard TngG (e dAAeg [€66doug ELISA yia avriowata IgG kai IgM katd tng ,-GP1, trou
dlaTiBevTal aTo £LTTOPIO.

duaoioloyikd €Upog: To pualoloyikd eUpog KaBopioTnke [€ TNV avdAuon 64 dely dtwv opol atrd PaIvo EVIKG
uyIgig 8OTEG TToU TTPOoNABav aTrd Tov EpuBpd Ztaupd. MNa Tov Tpoadiopic 16 TNG oplakng TiL NG (cut-off) [eTagl Twv
(PUOIOAOYIKWY KAl TwWV OPIaKA BETIKWV aTO WV, XPNOIL OTTOINBNKE N [€0N TIL T} CUV TPEIG TUTTIKEG OTTOKAIOEIG TNG
[€0ng TILNG auTou Tou QuaioAoyikoU TTANBuac( oU.
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ZUYKPITIKA €101KOTNTA Kal evaiodnoia:

2TOUG TTivakeg 1 Kal 2, aTo TEAOG AuTOU TOU EVTUTIOU, €1 paviovTal Ta ATTOTEAEDT OTA TWV £EETACEWV Yia TN oUYKpPION
avahioewv yia avriow ata IgG kai IgM katd tng R,-GP1 ImmulLisa™ (e GAAeg [ €6680ug avdiuang Trou diatiBevTal
oTO £ TTOPIO, 01 OTTOIEG XPNOIL OTTOIOUV TIG idIEG AVAAUO! EVEG OUTIEG.

AlaoTaupoU( evn avTidpaon:

Eivar yvwotd 611 o1 aoBeveig TTou TTdoxouv atmmod Aol wdn voorata, 6TTwg n oU@IAn, € @avifouv avTiow! ata
KOTd TNG KapdIoAITTivng Kal avTITINKTIKO Tou AUKou. MNa va gAeyxBei n KAIVIKA €101IKOTNTA QUTWY Twv avaAloEwy,
€geTA0TNKAV 0pOi a0Bevwv L€ GUQPIAN yIa TTAPOUTia avTIoOWLATWY KaTd NG kapdloAmTivng kail katd g B,-GP1. Ta
atroteAéo aTa TTapouciadovTal TTapaKATW.

Ap18.6g opwv TTOU  ApIB[16G BeTiIkwV MO0COOTO BETIKWV

egeTdoTnKOAV opwv opwvV %
Avtiow! ata IgG Kata NG 49 49 100
kapdioAitTivng (ACA)
AvtiowlLara IgG katd g B,-GP1 49 2 4
Avriow[ata IgM katd Tng 50 17 34
kapdioAittivng (ACA)
AvtiowLara IgM kard Tng B,-GP1 50 4 8

AuTEg o1 [eAETEG UTTOBEIKVUOULY OTI T avTiowaTa katd g B,-GP1 gival 1o €18Ikd améd Ta avriowlaTta KaTd g
KapdIOAITTiVNG, KaBWG [1Bvo éva [Ikpd TToo00TO aoBevwuv [€ OUPIAN BpéBnkav BeTIKOI yia avTiow! aTa KaTd TnNg
R,-GP1.

AkpiBeia:

AvoAuBnkav dUo deiylata L€ yVWOTEG GUYKEVTPWOEIG avTIow L dtwyv Katd Tng B,-GP1 og 10 avriypaga ot Cia
ePiodo dUo eBd0 Adwv. O1 ouvTeAeaTEG TTOIKIANGTATAG (CV) EVTOG O€IPAG Kal [ ETAEU OEIPWV TTOPOUCIALoVTal OTOUG
Tivakeg 3 Kal 4, 0To TEAOG auTOU TOU €VTUTTOU.

AvdkTnon:

AgiyTata [E yVWOTEG OUYKEVTPWOEIG avTIow dTwv Kkatd tng B-GP1 avalixBnkav [e katdAAnAeg apalwoelg
€vOg dMou BeTikoU deiylaTog [€ yvwoTd emieda avTiow Gtwv katd g B,-GP1. MNpoodiopioTnkav or TICEG Twv
avTiowdTwy Kard g B,-GP1 twv avalixBéviwy dely TATwy Kai atmd Tig TILEG TIOU TTPOEKUWAV UTTOAOYIOTNKE N ETTi
TOIG €KaTO AvAKTNOoN. Ta aTroTEAEC aTa TTAPOUCIAdoVTal GTOUG TTivaKeG 5 Kal 6, oTo TEAOG auToU Tou EVTUTTOU.
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ELISA para anticuerpos anti-B, GP1
‘ M rrosPeECTO

©
| M M CO 1152G ELISA Anti-8 -GP1 IgG 96 an lisis

DIAGNOSTICS 1152M ELISA Anti-B, -GP1 IgM 96 an lisis

Ensayo inmunoenzimatico (ELISA) para la deteccion y semi cuantificacion de anticuerpos de clase IgG e IgM anti
R,-GP1, como ayuda en la comprobacion del riesgo de trombosis en pacientes con lupus eritematoso sistémico
(LES) o trastornos asimilables al lupus.

RESUMEN Y EXPLICACION

Los anticuerpos antifosfol’pido son un grupo heterogéneo de auto anticuerpos contra fosfollpidos de carga
negativa '. Los métodos fundamentales de deteccidén son el ensayo de anticuerpos anti-cardiolipina (ACA), el
andlisis bioldgico falsamente positivo de sffilis y el ensayo de lupus anticoagulante. Estos tres analisis detectan
anticuerpos emparentados pero no necesariamente idénticos, razdn por la que a veces es necesario efectuar mas
de uno de estos ensayos para identificar los anticuerpos antifosfolpido.

De los diferentes analisis para detectar anticuerpos antifosfolpido, el mas sensible es el de anticuerpos anti-
cardiolipina efectuado mediante ELISA 2. La presencia de anticuerpos anti-cardiolipina es una herramienta
eficaz para identificar a pacientes con riesgo de trombosis venosa o arterial, frecuentemente acompalada de
trombocitopenia, denominada sindrome antifosfolpido’'2. Este sindrome se presenta con mayor frecuencia
en pacientes con lupus eritematoso sistCmico (LES) o patologias similares al lupus que no cumplen con los
criterios del LES%”. Niveles elevados de anticuerpos anticardiolipina se registran en trombosis, pérdida del feto,
trombocitopenia y varias otras patologlas™. En rutina, los anticuerpos anticardiolipina se detectan mediante
ELISA utilizando como antigeno la cardiolipina. Estudios recientes indican que para que los ACA se unan a la
cardiolipina es necesario un factor sérico de 50kD; este co-factor se identifico como R,-GP1 (B-glicoprotena I) o
también apolipoprotena H'¢'. Si bien la funcion de ,-GP1 todav(a no es clara, lo cierto es que la presencia de
R,-GP1 facilita la unidon de los ACA a la cardiolipina. Los anticuerpos anticardiolipina, especialmente en niveles
bajos, estan presentes en una variedad de trastornos clinicos sin relacion con el sindrome antifosfollpido. El
ACA presente en el suero de pacientes con LES y otras patologlas autoinmunes es inmunoldégicamente diferente
del suero de pacientes con sffilis. El empleo de la proteina ,-GP1 como sustituto del antigeno cardiolipina en
la matriz sélida ayuda a distinguirlos. Ademas, los anticuerpos anti 3,-GP1 son muy especfficos del sindrome
antifosfolpido.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

Ensayo inmunoenzimatico de fase sélida (ELISA) efectuado en micropocillos recubiertos de R,-GP1. Controles,
calibradores y muestra diluida de suero del paciente se incuban en los pocillos recubiertos de ant/geno permitiendo
que los anticuerpos presentes en el suero se unan. Los anticuerpos que no se han unido y demas protenas
séricas se eliminan mediante lavado. Los anticuerpos unidos se detectan mediante un conjugado de IgG o IgM
antihumano marcado con un enzima al adido a los pocillos. Estos anticuerpos conjugados con enzima se unen
especl(ficamente a la inmunoglobulina humana de la clase respectiva. El conjugado que no se ha unido se elimina
mediante lavado. Luego se alade a los pocillos un substrato enzimatico especifico (pNPP). La presencia de
anticuerpos se detecta por el cambio de color provocado por la conversion del substrato pNPP. Se detiene la
reaccion y con un espectrofotometro se lee la intensidad del cambio de color a 405nm, que es proporcional a la
concentracién del anticuerpo. Los resultados se expresan en unidades enzimaticas por mililitro (EU/ml).

REACTIVOS
Conservacil n y preparacil n

Conserve los reactivos a 2-8°C. No los congele. No utilice el reactivo si se presenta turbio o se advierten precipitados.
En el momento de usarlos, los reactivos tienen que estar a temperatura ambiente (20-25°C). Conservado a 2-8°C, el
tampon de lavado reconstituido permanece estable hasta la fecha de caducidad. Reconstituya el tampén de lavado
hasta un litro con agua destilada o desionizada. Las tiras de micropocillos recubiertos deben usarse una sola vez.
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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 metdlicas altamente explosivas. Después de utilizar los I'quidos, lave con abundante agua para impedir
la acumulacién de azida. La azida de sodio es tdxica por ingestion. En caso de ingestion accidental, informe de
inmediato al director del laboratorio o acuda a un centro de control de envenenamientos.

Pala aleg/llallle [itad 1] [11lid I}, e[/ menel te il eglilllallin[t(Tccil ne[lexactamente c[m( e [Ile[entan
en este prospecto. No mezcle los componentes del kit con componentes de otro origen o que no tengan el mismo
nCmero de catalogo de Immco Diagnostics Inc. Respete las buenas técnicas de laboratorio para reducir al
m(nimo la contaminaciéon microbiana y quimica. No utilice el producto después de la fecha de caducidad.

Material suministrado
ELISAR,-GP1 IgG ImmuLisa™ 1152G
ELISAR,-GP1 IgM ImmuLisa™ 1152M

Los reactivos del kit son suficientes para efectuar 96 analisis.

12x 8 [ MICROPLATE | B2GP1 | Microplaca con micropocillos individuales separables revestidos
con antigeno B,-GP1.

1x1,5ml [CcALIBRATOR[A[B2GP1 |*t Calibrador A listo para usar (tapa verde). Suero humano que
contiene anticuerpos B,-GP1.

1x1,5ml [CcALIBRATOR|[B[B2GP1 |*t Calibrador B listo para usar (tapa morada). Suero humano que
contiene anticuerpos R,-GP1.

1x1,5ml [cALIBRATOR|[C[B2GP1 |*t Calibrador C listo para usar (tapa a'ul). Suero humano que
contiene anticuerpos R,-GP1.
1x1,5ml [cALIBRATOR[D[B2GP1|*t Calibrador D listo para usar (tapa amarilla) Suero humano que
contiene anticuerpos BR,-GP1.

1x1,5ml [cONTROL [ +[B2GP1|*t Control Positivo listo para usar (tapa roja). Suero humano positivo
a anticuerpos anti 3,-GP1.

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

1x12 mi [1gG-CONJ | ALKPHOS | *t Conjugado anti humano con fosfatasa alcalina listo para usar.
Color rosado.

1x12 mi | IgM-CONJ | ALKPHOS | *t Conjugado anti humano con fosfatasa alcalina listo para usar.
Color rosado.

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

1x12ml * Substrato enziml( tico listo para usar. Contiene pNPP. Prot[ jase
de la luz.

1x12ml [sTOP Solucién Stop lista para usar.
2x Tampon de lavado en polvo. Reconstituir cada unidad hasta un

litro.

* Contiene <0.1% NaN,

T 1152G contiene calibradores IgG B, -GP1, controles [ conlugado IgG
1152M contiene calibradores IgM B, -GP1, controles y conjugado IgM
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Simbolos utilizados en las etiquetas:

xd MEEE S

NCmero de lote
N[mero de catalogo

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

NCmero de analisis

Materiales necesarios no suministrados

0

Pipetas con capacidad de 5 [1a 1000 (|

Puntas de pipetas desechables

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

Lector de microplaca para lectura de valores de absorbancia a 405 nm. Si se dispone de un lector de doble
longitud de onda, el filtro de referencia debe regularse en 600-650 nm.

Botella dispensadora para el tampdn de lavado diluido.
Temporizador
Papel absorbente

Lalador altom(tico de microplacas con capacidad de p00(l

RECOGIDA Y MANIPULACION DE MUESTRAS

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

PROCEDIMIENTO

Advertencias preliminares

Lea detenidamente estas instrucciones antes de comenzar el analisis.

Deje que los reactivos y las muestras se estabilicen a temperatura ambiente (20-26°C) durante 30 minutos antes
de dar comienzo a la prueba. Vuelva a poner de inmediato en la nevera los materiales y muestras no utilizados.

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

Guarde inmediatamente en el sobre con sustancias desecantes las tiras que no utilicelIciérrelo
herméticamente para reducir al mnimo la exposicion al vapor de agua.

Fase de lavado: la buena técnica es crucial. Se recomienda el uso de un lavador automatico de
microplacas.

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

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

1.

10.
11.
12.
13.

14.

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

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

Determinacion cualitativa: use [nicamente el Calibrador D. Determinacion semi cuantitativa: use los
Calibradores A - D como se muestra en el ejemplo siguiente.

DETERMINACICIN CUALITATIVA DETERMINACICIN SEMI CUANTITATIVA

e (s5)( )
GO0
ClOOE
SEOC
(U9
(2810 )(
(s60(C
sy )

SO0E
ClO0¢
(o) (s
WOOlE
DI
@EOC
@O
(D9

1 2 3 4 1 2 3 4

IQTMTMOO®>
IQmMmMOQOoQO®>

Prepare una dilucion de 1:101 de la muestra del paciente, mezclando 5 [l de la muestra del paciente con 0.5
ml de diluyente de suero.

Alada 100 [l de calibradores, controles positivo y negativo y muestras diluidas del paciente en los respectivos
pocillos como se indica en la hoja de protocolo.

Nota: Incluya un pocillo con 100 [ | de diluyente de suero como blanco de reactivo. Ponga el lector ELISA
en cero con respecto al blanco de reactivo. La absorbancia de este pocillo no debe ser superior a 0,3.

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

Fase de lavado: aspire totalmente el contenido de cada pocillo. Afiada p00-300(1 de tampén de lavado
reconstituido en todos los pocillos y aspire. Repita el procedimiento tres veces mas hasta completar cuatro
lavados. Después del [ Iltimo lavado, invierta la placa y sacl dala sobre material absorbente para eliminar todo
residuo de liquido. No seque completamente los pocillos.

Afiada 100 [1 de conjugado en cada pocillo.

Incube los pocillos durante 30 minutos (x 5 min) a temperatura ambiente.
Fase de lavado: repita el punto 7.

Anada 100L1 de substrato enlim[ tico a cada pocillo.

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

Afiada 100( 1 de solucion Stop a cada pocillo. Mantenga la misma secuencia [Itiempos de solucion Stop
utilizados para el substrato enzimatico. Lea la absorbancia (DO) de cada pocillo a 405nm en el plazo de una
hora después de haber detenido la reaccion.

Lea la absorbancia (DO) de cada pocillo a 405 nm mediante un lector de microplacas de longitud de onda
simple o doble comparandolo con el blanco de reactivo regulado en absorbancia cero.

Control de Calidad

En cada ensayo es necesario procesar calibradores, controles positivo y negativo y un blanco de reactivo para
comprobar la integridad y precision del andlisis. La lectura de absorbancia del blanco de reactivo debera ser
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<0,3. La lectura de absorbancia del calibrador A debe ser >1,0; de lo contrario sera necesario repetir el analisis.
El control negativo debe ser <20 EU/ml. Si el analisis se efectua por duplicado, se tomara la media de ambas
lecturas para determinar las EU/ml. Cuando se efectuan determinaciones cualitativas, la densidad éptica del
Calibrador D debe ser superior a la del control negativo e inferior a la del control positivo. En las determinaciones
semi cuantitativas, los valores del control positivo deben estar dentro de los limites establecidos en el vial.

RESULTADOS

Calculo

Las concentraciones en la muestra del paciente se pueden determinar mediante dos métodos:
1. DETERMINACION CUALITATIVA

Abs. de muestra analizada
X EU/mI de Calibrador D= EU/ml muestra analizada

Abs. de Calibrador D
2. DETERMINACION SEMI CUANTITATIVA

Registre la absorbancia de los calibradores A a D en relacion a sus respectivas concentraciones en una hoja
de papel milimetrado. Registre la concentracion en EU/ml en el eje X en relacion a la absorbancia en el eje Y y
trace la curva que mejor se adapte. Determine las concentraciones de la muestra del paciente segun la curva
comparandola con su correspondiente valor de absorbancia.

Calibrador

Los calibradores proporcionan la semi cuantificacion y deben utilizarse en todos los ensayos. Las muestras
de pacientes que contengan niveles altos de anticuerpos podrian dar valores de absorbancia superiores
a los del Calibrador A. Para determinar con precisil n los valores semi cuantitativos, las muestras con
esas caracter/sticas deben volverse a diluir, de modo [ue ['ueden dentro de los Iimites de la curva del
calibrador al ser analiCladas nuevamente. Para determinar las EU/ml, multipliCue las unidades obtenidas
por el factor de dilucién. En la figura 1 al final de este documento se muestran ejemplos de curvas estandar.

Interpretacion

La informacion de la figura 2 al final de este documento tiene sélo valor de guia para la interpretacion de los
resultados de laboratorio Cada laboratorio establecera sus propios valores normales.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

En ensayo Anti - 3,-GP1 ImmuLisa™ no debe efectuarse en muestras muy hemolizadas, contaminadas por microbios
o lipémicas. Este método debe utilizarse unicamente para analizar muestras de suero humano.

Los resultados obtenidos con la prueba anti - 3,-GP1 son una herramienta mas de diagnostico y no deben interpretarse
como un diagndstico por si solos, sino que se han de ponderar junto con los resultados de otros analisis de laboratorio y
las condiciones clinicas del paciente. Ante un resultado negativo del analisis anti - 3,-GP1 en presencia de indicaciones
clinicas, se aconseja efectuar un andlisis adicional de lupus anticoagulante u otros analisis.

VALORES ESPERADOS

La incidencia de anti 3,-GP1 en LES con trombosis y embarazo se resume en la siguiente tabla:
Incidencia de anticuerpos ACA y Anti B -GP1 en LES"”

ACA Anti B,-GP1

IgG IigM IgG IgM

% % % %
LES 10 6 12 4
con trombosis 24 14 27 14
sin trombosis 8 5 10 3
en el embarazo 12 7 15 7
con repetida pérdida del feto 20 0 27 0
sin pérdida del feto 1" 7 14 7
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CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

La utilidad del ensayo ELISA para anticuerpos anti-B,-GP1 IgG e IgM ImmuLisa™ se determiné comparando los
resultados con otros métodos ELISA anti-3,-GP1 1gG e IgM disponibles en comercio.

Valores normales: los valores normales se determinaron analizando 64 muestras de suero de donantes sanos.
Para establecer el limite entre individuos normales y borderline positivos se aplico la media mas tres desviaciones
estandar de esta poblacion normal.

Especificidad y sensibilidad comparadas:

En las tablas 1 y 2 al final de este documento se muestran los resultados de la comparacion entre el analisis de
anticuerpos anti-R_-GP1 IgG e IgM ImmulLisa™ y otro ensayo disponible en comercio.

Reactividad cruzada:

Es sabido que los pacientes con enfermedades infecciosas tales como tienen anticuerpos cardiolipina y lupus
coagulante. Para probar la especificidad clinica de los analisis, en suero de pacientes con sifilis se efectuaron
ensayos de anticuerpos anti-cardiolipina y anti-B,-GP1. Los resultados se muestran a continuacion:

# Analizados # Positivos % Positivos

Anti-cardiolipina (ACA) IgG 49 49 100
Anti-B,-GP1 1gG 49 2 4
Anti-cardiolipin (ACA) IgM 50 17 34
Anti-R,-GP1 IgM 50 4 8

Estos estudios indican que los anticuerpos B,-GP1 son mas especificos que los anti-cardiolipina, puesto que sélo
un pequefio porcentaje de pacientes con sifilis son positivos a los anticuerpos R,-GP1.
Precision:

Los coeficientes de variacion (CV) intra ensayo e interensayo de se anti R-GP1 calcularon sobre la base
de 10 repeticiones en un periodo de dos semanas. Los resultados se presentan en las tablas 3 y 4 al final
de este documento.

Recuperacion:

Tres muestras con concentraciones conocidas de anti - B,-GP1 se mezclaron con diluciones apropiadas de otra
muestra positiva con niveles conocidos de anti - R,-GP1. Se determinaron los valores de anti - 8,-GP1 de las
muestras mezcladas y a partir de los valores obtenidos se calcul6 el porcentaje de recuperacion. Los resultados
se presentan en las tablas 5y 6 al final de este documento.
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Anti-B,-GP1Antik ([ rper-ELISA

‘ M  BEPACKTEXT
| M M CO 1152G [,-GP1-IlgG-ELISA 96 Bestimmungen

DIAGNOSTICS 1152M ,-GP1-IgM-ELISA 96 Bestimmungen

VERWENDUNGSZWECK

Enzymgekoppelter Immunabsorptionstest (ELISA) f[r den Nachweis und die semi-quantitative Bestimmung von
IgG- und IgM-Antikrpern gegen B,-GP1 als Hilfsmittel bei der Bewertung des Thromboserisikos bei Patienten mit
systemischem Lupus erythematodes (SLE) oder Lupus-[_hnlichen Krankheiten.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Anti-Phospholipid-Antik rper sind eine heterogene Gruppe von Autoantik rpern gegen negativ geladene
Phospholipide'. Sie werden haupts( chlich mit Hilfe des Anti-Cardiolipin-Antik  rpertests (ACA), des biologischen
falsch positiven Syphilistests oder des Lupus-Antikoagulanz-Tests nachgewiesen. Diese drei Tests weisen
verwandte, aber nicht unbedingt identische Antik[ rper nach. Daher ist m[ glicherweise mehr als einer dieser Test
erforderlich, um Anti-Phospholipid-Antik [ rper zu identifizieren.

Unter den verschiedenen Tests fir den Nachweis von Anti-Phospholipid-Antik[ rpern hat der mit der ELISA-
Methode durchgefChrte Anti-Cardiolipin-Antik[rpertest die griRte Sensitivit't2. Das Vorhandensein von
Anti-Cardiolipin-Antik[ rpern hilft dabei, Patienten zu identifizieren, bei denen die Gefahr einer venisen und/
oder arteriellen Thrombose, oftmals begleitet von einer ["hrombolytopenie, besteht; dieses Syndrom wird
als Antiphospholipid-Syndrom bezeichnet''2. Es tritt am hlufigsten bei Patienten mit systemischem Lupus
erythematodes (SLE) oder mit Lupus-[hnlichen Krankheiten, bei denen die SLE-Kriterien nicht erf( It sind,
aufs’. Ein hoher Spiegel von Anti-Cardiolipin-Antik rpern tritt bei Thrombose, Fehlgeburten, Chrombolytopenie
und mehreren anderen Krankheiten auf'-'®. Anti-Cardiolipin-Antik rper werden routinemRBig mit ELISA unter
Verwendung von Cardiolipin als Antigen nachgewiesen. Neuere Beobachtungen haben gezeigt, dass fir die
Bindung von ACA an Cardiolipin 50 kD Serumfaktor erforderlich sind. Dieser Kofaktor wurde sp(ter als 3,-GP1
(R,-Glykoprotein I), auch Apolipoprotein H genannt, identifiziert'®'®. Obwohl seine genaue Funktion unklar bleibt,
ist es sicher, dass das Vorhandensein von ,-GP1 die Bindung von ACA an Cardiolipin erleichtert. Insbesondere
in niedrigen Konzentrationen werden Anti-Cardiolipin-Antik [ rper bei einer Vielzahl von klinischen Erkrankungen,
die nicht mit dem Antiphospholipid-Syndrom in Verbindung stehen, aufgefunden. ACA im Serum von Patienten
mit SLE und anderen Autoimmunkrankheiten unterscheidet sich immunologisch vom Serum von Patienten mit
Syphilis. Die Verwendung des B,-GP1-Proteins als Ersatz flr das Cardiolipin-Antigen auf der festen Matrix
hilft dabei, diese Unterscheidung zu treffen. Aulerdem sind Anti-R,-GP1-Antik(rper sehr spezifisch flr das
Antiphospholipid-Syndrom.

TESTPRINZIP

Der Test wird als Festphasen-Immuntest in ,-GP1-beschichteten Mikrotiterplattenvertiefungen durchgeflhrt.
Kontrollseren, Kalibratoren und Serumproben vom Patienten werden in den antigenbeschichteten Vertiefungen
inkubiert; dies erlaubt die Bindung der im Serum vorhandenen Antik( rper. Nicht gebundene Antik( rper und andere
Serumeiweife werden durch Waschen der Vertiefungen entfernt. An die Vertiefungen gebundene Antik rper
werden durch Zugabe eines enzymmarkierten Anti-human-IgG- oder Anti-Human-IgM-Konjugats in die Vertiefungen
nachgewiesen. Diese enzymkonjugierten Antik rper binden sich spezifisch an das humane Immunglobulin der
entsprechenden Klasse. Nicht gebundenes enzymmarkiertes Konjugat wird durch Waschen entfernt. Anschlie3end
wird ein spezifisches Enzymsubstrat (oNPP) in die Vertiefungen gegeben. Das Vorhandensein von Antik[ rpern wird
mittels einer Farbver( nderung festgestellt, die durch die Umwandlung des pNPP-Substrats entsteht. Die Reaktion
wird gestoppt, und die Intensit’t der Farbver'nderung, welche proportional zur Konzentration der Antik rper ist,
wird bei 405 nm mit einem Spektrophotometer gemessen. Die Ergebnisse werden in Enzymeinheiten pro Milliliter
(EU/ml) angegeben.
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REAGENZIEN

Lagerung und Zubereitung

Alle Reagenzien bei 2-8 °C lagern. Nicht einfrieren. Verwenden Sie das Reagenz nicht, falls es tri'b ist oder
Partikel enth(lt. 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.

VorsichtsmafRnahmen

In-vitro-Diagnostikum. Alle Bestandteile menschlicher Herkunft wurden mit von der FDA vorgeschriebenen Tests
auf HbsAg, HCV, HIV-1 und -2 und HTLV-I getestet und f[ r negativ befunden. Auf menschlichem Blut basierende
Produkte sowie Patientenproben sollten jedoch als potentiell infektil's angesehen werden. Befolgen Sie bei
der Lagerung, Verteilung und Entsorgung dieser Materialien die Regeln der Guten Laborpraxis'®. WARNUNG
U Natriumazid (NaN,) kann mit Blei- und Kupferrohren reagieren und dabei hochexplosive Metallazide bilden.
Spllen Sie bei der Entsorgung von Fllssigkeiten mit reichlich Wasser nach, um eine Anhdufung von Azid zu
vermeiden. Natriumazid kann giftig sein, wenn es verschluckt wird. Bei Verschlucken muss sofort der Laborleiter
oder die Vergiftungszentrale informiert werden.

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

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

Nicht nach dem Verfallsdatum verwenden.

Mitgeliefertes Material
ImmuLisa™ B—GP1-IgG-ELISA 1152G
ImmuLisa™ B—GP1-IgM-ELISA 1152M

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

12x 8 | MICROPLATE | B2GP1 | Mikrotiterplatte mit einzeln abbrechbaren Mikrotitervertiefungen,
mit B,-GP1 -Antigen beschichtet.

1x1,5ml [cALIBRATOR[A[B2GP1 |*t Gebrauchsfertiger Kalibrator A (grine [lappe). Humanserum mit
Antikérpern gegen B.-GP1.

1x1,5ml [CALIBRATOR|[B[B2GP1 |*t Gebrauchsfertiger Kalibrator B (/ila ['appe). Humanserum mit
Antikérpern gegen B,-GP1.

1x1,5ml [CALIBRATOR|C|B2GP1 |* Gebrauchsfertiger Kalibrator C (blaue [lappe). Humanserum mit
Antikérpern gegen B,-GP1.

1x1,5ml [CALIBRATOR|D|B2GP1 |* Gebrauchsfertiger Kalibrator D (gelbe [lappe). Humanserum mit
Antikérpern gegen B.-GP1.

1x1,5ml [cONTROL [ +[B2GP1|*t Gebrauchsfertiges positives Kontrollserum (rote [lappe).
Enth(lt B,-GP1-positives Humanserum.

1x1,5ml [cONTROL ' * Gebrauchsfertiges negatives Kontrollserum (weil3e [lappe).
Enthalt Humanserum.
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1x12 mi [1gG-CONJ | ALKPHOS | *t Gebrauchsfertiges Anti-human-alk.-Phos.-Konjugat.
Farbkennzeichnung rosa.

1x12 mi | IgM-CONJ | ALKPHOS | *t Gebrauchsfertiges Anti-human-alk.-Phos.-Konjugat.
Farbkennzeichnung rosa.

1 x 60 ml * Gebrauchsfertiger Serumverdnner. Farbkennzeichnung blau.

1x12ml [ SUBSTRATE |* Gebrauchsfertiges Enzymsubstrat. Enthalt pNPP. Vor Licht
schitlen.

1x12 ml STOP Gebrauchsfertige Stoppl(isung.

2x Waschpuffer in Pulverform. Auf jeweils einen Liter

rekonstituieren.

* Enthélt <0,1% NaN,
t 1152G enthalt B, -GP1-IgG-Kalibratoren und -Kontroliseren sowie IgG-Konjugat.
1152M enthalt B -GP1-IgM-Kalibratoren und -Kontrollseren sowie IgM-Konjugat.

Auf den Etiketten verwendete Symbole:
Chargennummer

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

Anzahl an Tests

xd MEE S

Bendtigte, nicht mitgelieferte Materialien

*  Pipetten mit einem Volumenbereich von 5 ul bis 1000 pl

* Pipettenspitzen zur einmaligen Verwendung

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

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

«  Spritzflasche f[r den verdl hnten Waschpuffer
«  Stoppuhr
*  Saugféhiges Papier

[l Automatischer Mikrotiterplattenwascher mit einer Verteilungskapazitat von —00 [1

PROBENENTNAHME UND -HANDHABUNG

Fir dieses Verfahren sollten nur Serumproben verwendet werden. Stark hdmolysierte, lipdmische oder mikrobiell
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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 diese Anweisungen, bevor Sie mit dem Test beginnen.

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

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

¢ Geben Sie nicht verwendete Streifen sofort wieder in den Beutel mit dem Trockenmittel und verschlieRen
Sie diesen fest, um den Kontakt mit Wasserdampf so gering wie m(iglich [u halten.

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

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

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

Testverfahren

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

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

3. Qualitative Bestimmung: Verwenden Sie nur Kalibrator D.
Semi-quantitative Bestimmung: Verwenden Sie Kalibratoren A-D wie im untenstehenden Beispiel gezeigt.

QUALITATIVE BESTIMMUNG SEMI-QUANTITATIVE BESTIMMUNG
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4. Verdinnen Sie die Patientenproben im Verhéltnis 1:101, indem Sie 5 pl der Patientenprobe mit 0,5 ml
Probenverdinner vermischen.

5. Geben Sie 100 pl der Kalibratoren, der positiven und negativen Kontrollseren und der verdiinnten
Patientenproben in die auf dem Protokollbogen angezeigten entsprechenden Vertiefungen.
Anmerkung: Geben Sie in eine Vertiefung 100 pl Serumverdinner als Blindprobe. Stellen Sie den ELISA-
Reader gegen diese Blindprobe auf Null. Die Extinktion dieser Vertiefung sollte nicht tber 0,3 liegen.

6. Inkubieren Sie 30 Minuten (+ 5 Minuten) lang bei Raumtemperatur auf einer ebenen Oberflache.
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7. Waschschritt: Saugen Sie den Inhaltjeder Vertiefung griindlich aus. Geben Sie—00-300 [ L des rekonstituierten
Waschpuffers in alle Vertiefungen und saugen Sie ihn anschlieRend ab. Wiederholen Sie diese Schritte
weitere drei Male, bis Sie insgesamt vier Mal gewaschen haben. Drehen Sie die Platte um und klopfen Sie sie
Uber saugfahigem Material ab, um jegliche nach dem letzten Waschen verbliebene Fliissigkeit zu entfernen.
Trocknen Sie die Vertiefungen nicht vollstandig.

8. Geben Sie 100 [L Konjugat in jede Vertiefung.

9. Inkubieren Sie die Vertiefungen 30 Minuten (+ 5 Minuten) lang bei Raumtemperatur.
10. Waschschritt: Wiederholen Sie Schritt 7.

11. Geben Sie 100 [L Enzymsubstrat in jede Vertiefung.

12. Inkubieren Sie die Vertiefungen 30 Minuten (x 5 Minuten) lang bei Raumtemperatur.

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

14. Lesen Sie die Extinktion (OD) jeder Vertiefung bei 405 nm mit einem Mikrotiterplattenreader mit einer einzelnen
oder doppelten (405/630 nm) Wellenlangen gegen die auf Null-Extinktion eingestellte Blindprobe ab.

Qualit_ tskontrolle

Bei jedem Testlauf missen Kalibratoren, positive und negative Kontrollseren und eine Blindprobe mitgetestet
werden, um die Unverfalschtheit und Genauigkeit des Tests zu Uberprifen. Der Extinktionswert der Blindprobe
sollte <0,3 sein. Kalibrator A sollte einen Extinktionswert von mindestens 1,0 haben, anderenfalls muss der Test
wiederholt werden. Der Wert des negativen Kontrollserums muss <20 EU/ml sein. Falls der Test doppelt durchgefiihrt
wurde, sollte der Mittelwert der beiden Messungen verwendet werden, um die EU/ml zu bestimmen. Bei qualitativen
Bestimmungen muss der Extinktionswert von Kalibrator D muss tUber dem Wert des negativen Kontrollserums und
unter dem Wert des positiven Kontrollserums liegen. Fir semi-quantitative Bestimmungen missen die Werte des
positiven Kontrollserums innerhalb des auf dem Flaschchen angegebenen Bereichs liegen.

ERGEBNISSE

Berechnungen

Die Konzentrationen der Patientenproben kdnnen mit einer der beiden folgenden Methoden bestimmt werden:

1. QUALITATIVE BESTIMMUNG
Ext. der Testprobe

X EU/ml von Kalibrator D = EU/mI Testprobe
Ext. von Kalibrator D

2. SEMI-QUANTITATIVE BESTIMMUNG

Tragen Sie aufkariertem Millimeterpapier die Extinktionen der Kalibratoren Abis D gegenihre jeweilige Konzentration
auf. Tragen Sie die Konzentration in EU/mI auf der X-Achse gegen die Extinktion auf der Y-Achse auf und zeichnen
Sie die passendste Kurve. Bestimmen Sie auf der Kurve die Konzentrationen der Patientenproben gegen ihre
entsprechenden Extinktionswerte.

Kalibrator

Die Kalibratoren sind im Kit enthalten, um die semi-quantitative Bestimmung zu ermdglichen; sie missen bei
jedem Testlauf verwendet werden. Patientenproben mit hohen Antikdrperspiegeln kdnnen héhere Extinktionswerte
aufweisen als Kalibrator A. Um genaue semi-quantitative Werte bestimmen zu kénnen, sollten solche Proben
nochmals verdinnt werden, damit sie bei einem erneuten Test innerhalb des Bereichs der Kalibratorenkurve
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fallen. Um die EU/mI zu bestimmen, missen Sie den erhaltenen Wert mit dem Verdinnungsfaktor multiplizieren.
Siehe die Beispiele fur Standardkurven (Abb. 1) am Ende dieses Dokuments.

Interpretation

Die in Abb. 2 am Ende dieses Dokuments enthaltenen Informationen dienen nur als Richtlinie fiir die Interpretation
der Laborergebnisse. Jedes Labor muss seine eigenen Normalwerte festlegen.

EINSCHRANKUNGEN DES VERFAHRENS

DerlmmulLisa™ Anti-3,-GP1-Test sollte nicht an stark hdmolysierten, mikrobiologisch verunreinigten oder lipdmischen
Proben durchgefihrt werden. Diese Methode sollte nur verwendet werden, um menschliche Serumproben zu
testen.

Aulerdem kann eine Diagnose nicht allein aufgrund der Ergebnisse des Anti-B,-GP1-Tests gestellt werden. Die
Ergebnisse anderer Labortests und die klinischen Befunde miissen bertuicksichtigt werden. Falls das Ergebnis des
Anti-B_-GP1-Tests negativ ist, obwohl klinische Indikationen vorliegen, werden ein Lupus-Antikoagulanz-Test oder
andere zusatzliche Tests empfohlen.

Erwartete Werte

Die Haufigkeiten von Anti-3,-GP1 bei SLE mit Thrombose und Schwangerschaft sind in der nachfolgenden Tabelle
zusammengefasst:

Hl ufigkeit von ACA und Anti-B,-GP1-Antik rpern bei SLE"

ACA Anti-B,-GP1
lgG IigM lgG IgM
% % % %
SLE 10 6 12 4
mit Thrombose 24 14 27 14
ohne Thrombose 8 5 10 3
bei Schwangerschaft 12 7 15 7
bei wiederholten Fehlgeburten 20 0 27 0
ohne Fehlgeburten 11 7 14 7
LEISTUNGSMERKMALE

Die Nutzlichkeit der ImmuLisa™ Anti-B,-GP1-IgG- und -IgM-Antikérper-ELISA-Tests wurde durch Vergleich mit den
Ergebnissen anderer im Handel erhéltlicher Anti-B_-GP1-IgG- und -IgM-ELISA-Methoden bestimmt.

Normalbereich: Der Normalbereich 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 Spezifitdt und Sensitivitat

Die Testergebnisse fur den Vergleich zwischen den ImmuLisa™ Anti-R,-GP1-IgG- und -IgM-Antikérper-Tests und
anderen im Handel erhéltlichen Tests fiir die gleichen Analyten sind in Tabellen 1 und 2 am Ende dieses Dokuments
angezeigt.

Kreuzreaktivit[ t:

Es ist bekannt, dass Patienten mit ansteckenden Krankheiten wie Syphilis Cardiolipin-Antikérper und Lupus-
Antikoagulans aufweisen. Um die klinische Spezifitdt der Tests zu Uberprifen, haben wir Seren von Patienten mit
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Syphilis auf das Vorhandensein von Anti-Cardiolipin- und Anti-B,-GP1-Antikérper getestet. Die Ergebnisse sind
unten angezeigt.

# getestet # positiv % positiv

Anti-Cardiolipin (ACA) IgG 49 49 100
Anti-B,-GP1 1gG 49 2 4
Anti-Cardiolipin (ACA) IgM 50 17 34
Anti-B,-GP1 IgM 50 4 8

Diese Studien legen nahe, dass B,-GP1-Antikérper spezifischer sind als Anti-Cardiolipin-Antikérper, da nur bei
einem geringen Anteil der Patienten mit Syphilis positive Ergebnisse fur B,-GP1-Antikérper auftraten.

Genauigkeit:

Zwei Proben mit bekannter Konzentration von Anti-3,-GP1 wurden Uber einen Zeitraum von zwei Wochen in 10
Wiederholungen getestet. Die intraseriellen und interseriellen Variationskoeffizienten (VK) sind in Tabellen 3 und
4 am Ende dieses Dokuments angezeigt.

Wiederfindung:

Drei Proben mit bekannten Konzentrationen von Anti-B_-GP1 wurden mit geeigneten Verdinnungen einer anderen
positiven Probe mit einer bekannten Menge an Anti-B,-GP1 gemischt. Die Anti-B-GP1-Werte der gemischten
Proben wurden bestimmt und die Wiederfindung in Prozent wurde aus den erhaltenen Werten errechnet. Die
Ergebnisse sind in Tabellen 5 und 6 am Ende dieses Dokuments angezeigt.
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Anticorps anti-8, GP1 ELISA

‘
‘ ENCART DU PRODUIT
| M M CO 1152G B -GP1 IgG ELISA 96 Tests

DIAGNOSTICS 1152M 3, -GP1 IgM ELISA 96 Tests

Technique de dosage immunoenzymatique de type ELISA destinée [/la détection et la quantification des anticorps
IgG et IgM anti-R_-GP1, servant de support dans I' valuation du risque de thrombose chez des patients souffrant
de lupus érythémateux systémique (SLE) ou des maladies a effet lupus.

RESUME ET EXPLICATION

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

Des différents tests servant [Ila détection d’anticorps antiphospholipides, le test de I'anticorps anti-cardiolipide
réalisé par ELISA est le plus sensible?. La présence d’anticorps anti-cardiolipide permet d’identifier des patients
exposés a des risques de thrombose veineuse et/ou artérielle, accompagnée de thrombocytopénie, un syndrome
connu sous le nom de syndrome des antiphospholipides ''2. |l se produit le plus communément chez les patients
présentant un lupus érythémateux systémique (SLE) ou des maladies a effet lupus pour lesquels les critéres de
SLE ne sont pas réunis®” Des niveaux élevés d’anticorps anti-cardiolipide se manifestent dans la thrombose, la
mortalité embryonnaire, la thrombocytopénie et plusieurs autres maladies''®. Les anticorps anti-cardiolipide sont
bien détectés par la méthode ELISA, en utilisant le cardiolipide comme antigene. De récentes observations ont
indiqué que le facteur sérique 50kD est nécessaire [ 1I'ACA pour s’agglutiner avec le cardiolipide. Ce cofacteur a été
identifié plus tard comme B,-GP1 (B, Glycoprotéine |) ou son synonyme apolipoprotéine H'¢'®. Bien que la fonction
de [3,-GP1 demeure encore mal connue, il est certain que la présence de 3,-GP1 facilite I'agglutination de I'ACA
au cardiolipide. Les anticorps anti-cardiolipide, surtout a de faibles niveaux se retrouvent dans un grand nombre
d’affections cliniques qui sont sans rapport avec le syndrome anti-phospholipide. L’ACA présent dans le sérum
des patients atteints de SLE et des autres désordres auto-immuns est distinct du point de vue immunologique du
sérum des patients atteints de syphilis. Le recours a la protéine 3,-GP1 comme substitut de I'antigéne cardiolipide
sur la matrice solide aide a faire cette distinction. En outre, les anticorps anti-i3,-GP1 sont trés spécifiques pour
le syndrome anti-phospholipide.

PRINCIPES DE LA METHODE

Le test est exécuté sous la forme d’'une méthode immuno-enzymatique (solid phase enzyme labeled immunosorbent
assay - ELISA) dans des microplaques a puits enduites de 3,-GP1 Les régulateurs, les étalons et les échantillons
de sérum des patients sont incubés dans les puits enduits d’antigéne qui permettent aux anticorps 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 liés aux micropuits sont détectés en ajoutant un conjugué
d’anticorps [ marquage enzymatique pour I'lgG ou IgM humain aux puits. Ces anticorps secondaires conjugué [
une enzyme se lient de maniére spécifique [1l'immunoglobuline humaine de la classe appropriée. Le conjugué
non-lié est éliminé par lavage. La phosphatase alcaline et son substrat spécifique (pPNPP) sont ensuite ajoutés
aux puits et la présence d’anticorps est détectée par un changement de couleur engendré par la conversion de
substrat pNPP. La réaction est arrétée et l'intensité du changement de la couleur, qui est proportionnelle [ la
concentration d’anticorps, est lue par un spectrophotométre (1405 nm. Les résultats sont exprimés en unités
enzyme par millilitre (EU/ml).

REACTIFS
Stockage et pr( paration

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
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est présent. Tous les réactifs doivent étre amenés (] température ambiante (—0-—5°C) avant l'usage. Quand il
est entreposé [1—8°C, la solution de lavage reconstituée est stable jusqu’ila 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 utilisée une fois seulement.

Pricautions

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

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

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

Matériel fourni
ImmuLisa™ R,-GP1 IgG ELISA 1152G
ImmuLisa™ R,-GP1 IgM ELISA 1152M

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

12x 8 | MICROPLATE | B2GP1 | l(\slllijc1ro-lamelle avec micropuits individuels, revétus dlantigéne B-

1x1,5ml |CALIBRATOR|A| B2GP1 |*T Calib!'eur A (coqverc/e vgn‘), prét [ 'emploi. Contient sérum
humain positif anticorps anti- 3,-GP1.

1x1,5ml |CALIBRATOR|B| B2GP1 |*T Calib!'eur B Ecoqverc/e vig/et), prét [ I'emploi. Contient sérum
humain positif anticorps anti- 3,-GP1.

1x1,5ml |CALIBRATOR|C| B2GP1 |*T Calib!'eur C (coqverc/e blgu), prét [ I'emploi. Contient sérum
humain positif anticorps anti- 3,-GP1.

1x1,5ml |CALIBRATOR|D| B2GP1 |*ar Calibreur D (coqvercle jaqne), prét (1 'emploi. Contient sérum
humain positif anticorps anti- 3,-GP1.

1x1,5ml | CONTROL | + | B2GP1 |*T Régulateur positif (couvercle rouge), prét [ I'emploi. Contient
sérum humain positif anticorps anti- 3,-GP1.
1x1,5ml [CONTROL]-|* Régulateur négatif (couvercle blanc), prét [ 'emploi. Contient
_. sérum humain.

1x12ml mG-CONJ | ALKPHOS |*T Conjugué Alk. phos. anti-lgG humaines. Code couleur rose.
1x12 ml mM-CONJ | ALKPHOS |*T Conjugué Alk. phos. anti-lgG humaines. Code couleur rose.
1x60ml * Diluant pour sérum prét [1I’emploi. Code couleur bleue.
1x12ml [gUBSTRATE |* Substrat enzymatique prét [ I'emploi. Contient du pNPP. Protéger

de la lumilre.
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1x12 ml STOP Solution d’arrét préte [/I'emploi.
2x Tampon de lavage en poudre. Reconstituer pour 1 litre/flacon.

* Contient < 0.1% NaN,
T 1152G contient les étalons B, -GP1 IgG, les solutions de contrLles et le conjugué 1gG
1152M contient les étalons B -GP1 IgM, les solutions de contrles et le conjugué IgM

Symboles utilisés sur les étiquettes:
Numéro de lot

Numéro de référence catalogue
A utiliser avant

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

Nombre de tests

1 EEE S

Matériel nécessaire mais non fourni

[1 Pipettes en mesure de délivrer de 5 [1 11000 [

* Bouchons de pipette jetables

* [prouvettes de test propres 12 x 75 mm et porte-éprouvettes de test
« Eau distillée ou désionisée

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

» Pissette en plastique pour contenir la solution de lavage diluée
e Compte-minutes
» Serviettes de papier absorbant

* 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 grossierement
hémolysés, lipémiques ou atteints de contamination microbienne peuvent avoir une influence sur les résultats de
I'essai et ne devraient pas étre utilisés. Entreposer les spécimens a — - 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 doivent étre congelés.
Eviter des congélations et des décongélations répétées des échantillons.

PROCEDURE
Notes de procédure
* Avant de commencer le test, lire les présentes instructions avec soin.

* Amener tous les réactifs et les échantillons a température ambiante (20-26°C) pendant 30 minutes. Remettre
le sachet dans le réfrigérateur immédiatement aprées son utilisation.
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Préparer toutes les dilutions des échantillons patients avant de commencer le test.

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

['tape du lavage : Le recours a une bonne technique de lavage s’avére fondamentale. On conseille de
recourir [un dispositif automatique de lavage de la microplaque.

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

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

Procédure de test

1.

10.
1.
12.

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

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

Dosage qualitatif : utiliser seulement le étalon D. Dosage semi-quantitatif : Utiliser les étalons A - D comme
montré dans I'exemple ci-dessous.

DOSAGE QUALITATIF DOSAGE SEMI-QUANTITATIF
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Préparer une dilution 1:101 de spécimen patient en mélangeant 5 (1 de spécimen patient 0.5 ml de diluant
de sérum.

Ajouter 100 (I d’étalons, de régulateurs positif et négatif et de spécimens patient dilués dans les micropuits
appropriés indiqué dans le feuillet du protocole.

Note : Inclure un puits qui contient 100 [l du diluant de sérum a titre de réactif blanco. Mettre a zéro le lecteur
ELISA sur le réactif blanco. L'absorption de ce puits ne doit pas étre supérieure a 0,3.

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

[tape du lavage : Aspirer soigneusement le contenu de chaque puits. Ajouter —00-3007L de la solution de
lavage reconstituée aux puits et ensuite aspirer. Répéter cette séquence trois fois pour un total de quatre
lavages. Renverser la plaque et la tapoter sur un matériau absorbant pour enlever tout le fluide résiduel aprés
le dernier lavage. Ne pas sécher complétement les puits.

Ajouter 1 007'L de conjugué a chaque puits.

Faire incuber les puits pendant 30 minutes (x 5 min) a température ambiante.
[tape du lavage : Recommencer I'étape 7.

Ajouter 1 00['L de substrat d’enzyme a chaque puits.

Faire incuber les puits pendant 30 minutes (x 5 min) a température ambiante.
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13. Ajouter 1 00[ L de solution d’arrét a chaque puits. Maintenir la méme séquence et chronométrage pour I'addition
de la solution d’arrét que celle qui fut utilisée pour le substrat d’enzyme. Lire 'absorption (OD) de chacun puits
a 405nm dans 'heure qui suit la réaction.

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

Contréle de qualité

Des étalons, des régulateurs positif et négatif et un réactif blanco doivent étre utilisés a chaque essai pour vérifier
l'intégrité et 'exactitude du test. La lecture de I'absorption du réactif blanco doit étre inférieure a 0,3. L'étalon doit
présenter une mesure de I'absorption qui ne doit pas étre inférieure a 1,0, sans quoi le test doit étre recommenceé. Le
controle négatif doit étre inférieur a 20 EU/m. Si le test est effectué en double, la moyenne des deux lectures devrait
étre prise pour déterminer EU/ml. Quand on procéde a des dosages qualitatifs, la densité optique de I'étalon D doit
étre supérieure a celle du régulateur négatif et inférieure a I'absorption du régulateur positif. Pour les dosages semi-
quantitatifs, le régulateur positif doit fournir des valeurs s’inscrivant dans la plage figurant sur le flacon.

RESULTATS

Calculs

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

1. DOSAGE QUALITATIF

Abs. de ’échantillon d’essai
X EU/ml de I’étalon D = EU/mI échantillon de test

Abs. de I’étalon D
2. DOSAGE SEMI-QUANTITATIE

Relever I'absorption des étalons A a D par rapport a leur concentration respective sur un papier quadrillé linéaire-
linéaire. Relever la concentration en EU/mI sur I'axe des abscisses contre I'absorption sur I'axe des ordonnées et
tracer la courbe meilleure. Déterminer les concentrations des échantillons patients de la courbe par rapport a la
valeur d’absorption correspondante.

Etalon

Les étalons préts a I'emploi sont inclus pour fournir la semi-quantification et doivent étre utilisés a chaque
opération. Les échantillons patients qui contiennent les niveaux d’anticorps les plus élevés peuvent produire des
taux d’absorption plus élevés que ceux de I'étalon A. Pour déterminer des valeurs semi-quantitatives précises, ces
échantillons de sérum doivent en outre étre dilués de telle maniére qu'ils s’inscrivent dans la plage de la courbe de
I'étalon quand on refait le test. Pour la détermination EU/ml, multiplier les unités obtenues par le facteur de dilution.
Consulter les courbes standards d’échantillon (Figure 1) a la fin de ce document.

Interprétation

Les informations figurant dans la figure 2 a la fin de ce document servent seulement a titre de guide pour
l'interprétation des résultats de laboratoire. Chaque laboratoire doit déterminer ses propres valeurs normales.

LIMITES DE LA PROCEDURE

Le test ImmuLisa™ Anti - R,-GP1 ne devrait pas étre exécuté sur des échantillons grossiérement hémolysés,
contaminés du point de vue microbien ou lipémiques. Cette méthode doit uniquement étre utilisée pour le test
d’échantillons de sérum humain.

En outre, un diagnostic ne peut étre posé uniquement sur la base des résultats de I'anti -R,-GP1. Il faut prendre
en ligne de compte les résultats d’autres tests de laboratoire et d’autres constatations cliniques. Quand un test
négatif anti-R,-GP1 est obtenu en présence d’indications cliniques, un test lupus anticoagulant ou un autre essai
supplémentaire est recommandé.
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Valeurs attendues

Lincidence de I'anti 3,-GP1 dans SLE avec thrombose et grossesse est résumée dans le tableau suivant :

Incidence des anticorps ACA et anti B,-GP1 dans le SLE"

ACA Anti B,-GP1

IgG IgM lgG IgM

% % % %
SLE 10 6 12 4
avec thrombose 24 14 27 14
pas de thrombose 8 5 10 3
en grossesse 12 7 15 7
avec morta[lte , 20 0 27 0
embryonnaire fréquente
Pas de mortalité 1 7 14 7

embryonnaire
DONNEES DE RENDEMENT

L'utilité des tests ImmuLisa™ anticorps anti-R,-GP1 IgG et IgM ELISA est déterminée par la comparaison des
résultats obtenus avec d’autre méthodes ELISA anti-,-GP1 IgG et IgM.

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 :

Les résultats du test pour la comparaison entre les tests anticorps ImmuLisa™ anti-R,-GP1 IgG et IgM et les autres
tests disponibles dans le commerce pour les mémes substances a analyser figurent dans les tableaux 1 et2 a la
fin de ce document.

Réactivité croisée :

Il est bien connu que les patients qui souffrent de maladies infectieuses comme la syphilis possedent des anticorps
du cardiolipide et du lupus anticoagulant. Pour tester la spécificité clinique des essais, nous avons testé le sérum
de patients atteints de syphilis pour rechercher la présence d'anti-cardiolipide et anticorps anti 5, GP1. Les
résultats figurent ci-dessous.

# Testé  # Positif % Positif

Anti-Cardiolipide (ACA) IgG 49 49 100
Anti-B_-GP1 IgG 49 2 4
Anti-Cardiolipide (ACA) IgM 50 17 34
Anti-B,-GP1 IgM 50 4 8

Ces études suggerent que les anticorps 3,-GP1 sont plus spécifiques que les anticorps anti-cardiolipide dans la
mesure ol]un petit pourcentage seulement de patients atteints de syphilis sont positifs pour les anticorps R,-GP1.

Précision :

Deux échantillons avec des concentrations connues d’anti B,-GP1 ont été analysés dans 10 mesures sur une
période de deux semaines. Le coefficient de variation intra et inter-essai (CV) apparait dans les tableaux 3 et 4 a
la fin de ce document.

Récupération :

Trois échantillons avec des concentrations connues d’anti-R,-GP1ont été mélangés avec des dilutions appropriées
d’un autre échantillon positif contenant des montants connus d'anti-R,-GP1. Les niveaux d’anti-R,-GP1 des
échantillons mélangés ont été déterminés et le pourcentage de récupération calculé sur la base des valeurs
obtenues. Les résultats figurent dans les tableaux 5 et 6 a la fin de ce document.
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Anticorpi Anti-B, GP1 ELISA
‘ M  INsErRTO DEL PRODOTTO

©
| M M CO 1152G Anti-8 -GP1 IgG ELISA 96 Determina’ioni

DIAGNOSTICS 1152M Anti-R -GP1 IgM ELISA 96 Determinal ioni

Test immunoenzimatico (ELISA) per la ricerca e la semiquantificazione di anticorpi anti-R,-GP1 di classe 1gG e
IgM, come aiuto nella valutazione del rischio di trombosi in individui affetti da lupus eritematoso sistemico (LES)
o patologie simili.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE DEL TEST

Gli anticorpi antifosfolipidi sono un gruppo eterogeneo di autoanticorpi contro i fosfolipidi con carica negativa.
Vengono rilevati primariamente con il test per gli anticorpi anti-cardiolipina (ACA), la falsa-positivita dei test biologici
per la sifilide e il lupus anticoagulant (LAC). Questi tre test rilevano anticorpi correlati, ma non necessariamente
identici, pertanto &€ spesso necessario eseguire pil/di uno di questi test per identificare gli anticorpi antifosfolipidi.

Dei vari test per la rilevazione degli anticorpi antifosfolipidi, il test per gli anticorpi anti-cardiolipina, eseguito con
il metodo ELISA, ¢ il pil]sensibile?. La presenza degli anticorpi anti-cardiolipina aiuta ad individuare i pazienti a
rischio di trombosi venosa e/o arteriosa spesso accompagnate da trombocitopenia, una sindrome conosciuta
anche come sindrome antifosfolipidi''2. La sindrome antifosfolipidi si riscontra con maggior frequenza in pazienti
con lupus eritematoso sistemico (LES) o disturbi analoghi che non rientrano nei criteri per il LESS”. Livelli elevati di
anticorpi anti-cardiolipina si hanno in caso di trombosi, perdita fetale, trombocitopenia e con una serie di altri disturbi’
'8, Livelli bassi di anticorpi anti-cardiolipina si riscontrano in una varieta di patologie cliniche non collegate alla
sindrome antifosfolipidi. Osservazioni recenti hanno indicato che affinché gli ACA possano legarsi alla cardiolipina
€ necessaria la presenza nel siero di un fattore da 50kD. Questo co-fattore € stato successivamente identificato
essere la ,-GP1 (B,-glicoproteina I) o apoliproteina H'®'®. Malgrado la funzione della 8,-GP1 non sia ancora
chiara, € certo che la sua presenza facilita il legame degli ACA alla cardiolipina. Gli anticorpi anti-cardiolipia, in
particolare a bassi livelli, si riscontrano in una varieta di patologie cliniche non correlate alla sindrome antifosfolipidi.
Gli ACA presenti nel siero dei pazienti con LES e con altri disturbi autoimmuni sono immunologicamente distinti
da quelli nei sieri di pazienti affetti da sifilide. L'uso della proteina 3,-GP1 come sostituto dell’antigene cardiolipina
sulla matrice solida aiuta a generare questa distinzione. Inoltre, gli anticorpi anti-B,-GP1 sono molto specifici per
la sindrome antifosfolipidi.

PRINCIPI DELLE METODICHE

Il test per la ricerca di anticorpi anti-B, GP1 viene eseguito come test immunoenzimatico (ELISA) in fase solida in
pozzetti rivestiti con B,-GP1. Controlli, calibratore e campioni di siero del paziente vengono incubati nei pozzetti
rivestiti di antigene, e cid permette agli anticorpi presenti nel siero di legarsi. L'anticorpo non legato e altre proteine
sieriche vengono rimossi lavando i pozzetti. Gli anticorpi legati vengono rilevati da un coniugato anti IgG o IgM
umane marcato con un enzima aggiunto ai pozzetti. Questi anticorpi coniugati con I'enzima si legano in modo
specifico allimmunoglobulina umana della classe appropriata. |l coniugato non legato viene rimosso mediante
lavaggio. Nei pozzetti viene poi aggiunto un substrato enzimatico specifico (pNPP) e la presenza di anticorpi viene
rivelata da un cambiamento di colore prodotto dalla conversione del substrato pNPP. La reazione viene stoppata
e l'intensita del cambiamento di colore, che € proporzionale alla concentrazione di anticorpo, viene letta da uno
spettrofotometro a 405 nm. | risultati sono espressi in unita di enzima per millilitro (EU)/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 (-0-—5°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.
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Precauzioni

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

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

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

Materiali forniti
R,-GP1I1gG ELISA ImmuLisa™ 1152G
R,-GP1 IgM ELISA ImmuLisa™ 1152M

| kit contengono reagenti sufficienti ad eseguire 96 determinazioni ciascuno.

12x 8 [ MICROPLATE | B2GP1 | Micropiastra con micropozzetti asportabili rivestiti con antigene
R,-GP1.

1x1,5ml [cALIBRATOR[A[B2GP1 |*t Calibratore A (tappo vede) pronto all'uso. Siero umano contenente
anticorpi anti-8,-GP1.

1x1,5ml [cALIBRATOR|B]|B2GP1|*t Calibratore B (tappo viola) pronto all'uso. Siero umano contenente
anticorpi anti-8,-GP1.

1x1,5ml [cALIBRATOR[C[B2GP1 |*t Calibratore C (tappo blu) pronto all'uso. Siero umano contenente
anticorpi anti-8,-GP1.

1x1,5ml [cALIBRATOR|D|B2GP1|*t Calibratore D (tappo giallo) pronto all'uso. Siero umano contenente
anticorpi anti-8,-GP1.

1x1,5ml [CONTROL [ +[B2GP1 |* Controllo Positivo (tappo rosso) pronto all’'uso. Contiene siero
umano positivo per R,-GP1.

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

umano.

1x12 mi [1gG-CONJ | ALKPHOS | *t Coniugato in Fosf. Alc. anti-lgG umane pronto all’uso; di colore
rosa.

1x12 mi | IgM-CONJ | ALKPHOS | *t Coniugato in Fosf. Alc. anti-lgM umane pronto all’'uso; di colore
rosa.

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

1x12ml [ SUBSTRATE |* Substrato Enzimatico pronto all’uso. Contiene pNPP.

Proteggere dalla luce.
1x12ml [ gsTOP Soluzione di Stop pronta all’'uso.

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

* Contiene < 0,1% NaNg
1152G contiene caliratori B, -GP1 IgG, controlli e coniugato IgG
1152M contiene calibratori B, -GP1 IgM, controlli e coniugato IgM
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Simboli usati sulle etichette:
Numero di lotto

Numero catalogo

Scadenza

Temperatura di conservazione
Leggere le istruzioni per 'uso

Uso diagnostico in vitro

Produttore

1 MEEE S

Numero di test

Materiali necessari ma non forniti

* Pipette con capacita di dispensazione da 5 ul a 1000 pl

* Puntali monouso delle pipette

*  Provette per analisi 12 x 75 mm pulite e rack per provette
* Acqua distillata o deionizzata

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

* Flacone per contenere il tampone di lavaggio diluito

« Timer

» Carta assorbente

* Lavatore automatico per micropiastre, in grado di dispensare 200 pl
RACCOLTA DEL CAMPIONE

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

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

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

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

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

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

* Usare una pipetta multicanale in grado di riempire 8 pozzetti contemporaneamente. La procedura risulta pi(l
rapida e il tempo di incubazione piluniforme.

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

1.

10.
11.
12.
13.

14.

TUTTI | REAGENTI DEVONO ESSERE PORTATI A TEMPERATURA AMBIENTE (20-26°C) PRIMA
DELL’INIZIO DEL TEST.
Etichettare il foglio protocollo per indicare la posizione del campione nella micropiastra. E’ buona prassi di
laboratorio eseguire il test in duplicato.
Determinazione qualitativa: usare unicamente il Calibratore D.
Determinazione semiquantitativa: usare i Calibratori da A a D pronti all'uso, come illustrato nellesempio di
disposizione riportato sotto:

DETERMINAZIONE QUALITATIVA DETERMINAZIONE SEMI-QUANTITATIVA

A es(s5)( A fes(s2)(
B (=G (UC GO0
Cle(s( O C e s9(C
D (@& D
E (06 E (@6
F (s2810( )C F(©60C
G| G
H (Gos20 ) H (s C

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

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

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

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

Fase di lavaggio: Aspirare completamente i contenuti di ciascun pozzetto. Aggiungere —00-300( L del tampone
di lavaggio ricostituito in tutti i pozzetti e poi aspirare. Ripetere questa sequenza per altre tre volte per un
totale di quattro lavaggi. Invertire la piastra e batterla su materiale assorbente per rimuovere residui di liquido
dell’'ultimo lavaggio. Non asciugare i pozzetti completamente.

Aggiungere 100 [L di Coniugato in ogni pozzetto.

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

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

Aggiungere 100[ L di Soluzione di Stop in ciascun pozzetto. Per I'aggiunta della Soluzione di Stop rispettare lo
stesso ordine e gli stessi tempi usati per I'aggiunta del substrato enzimatico. Leggere I'assorbanza di ciascun
pozzetto a 405 nm entro 1 ora dall’aggiunta della Soluzione di stop.

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

Controllo di Qualita

In ciascun test devono essere utilizzati calibratori, controllo positivo, controllo negativo e un bianco allo scopo di
verificare l'integrita e I'accuratezza del test. La lettura dell’assorbanza del bianco deve essere <0,3. |l calibratore
A dovrebbe avere una lettura dell’assorbanza non inferiore a 1, altrimenti € necessario ripetere il test. Il controllo
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negativo deve essere inferiore <20 EU/ml. Se il test viene eseguito in duplicato, per determinare le EU/ml si deve
prendere la media delle due letture. Se si eseguono le determinazioni qualitative, I'assorbanza del calibratore D
deve essere maggiore di quella del controllo negativo e minore di quella del controllo positivo. Nelle determinazioni
semiquantitative il controllo positivo deve dare valori che rientrano nell'intervallo indicato sul flacone.

RISULTATI
Calcoli
Le concentrazioni dei campioni del paziente possono essere determinate con uno dei due metodi seguenti:

1. DETERMINAZIONE QUALITATIVA

Assorbanza del campione del test

X EU/mlI di Calibratore D = EU/mI del Campione
Assorbanza del calibratore D

2. DETERMINAZIONE SEMIQUANTITATIVA

Tracciare I'assorbanza dei calibratori da A a D contro la loro rispettiva concentrazione su una carta millimetrata lineare-
lineare. Tracciare la concentrazione in EU/ml sull'asse X contro 'assorbanzasull’asse Y e disegnare la curva. Determinare
le concentrazioni dei campioni del paziente dalla curva contro il suo corrispondente valore di assorbanza.

Calibratore

| calibratori pronti per I'uso servono per la semiquantificazione e devono essere usati in ciascuna serie di analisi. |
campioni di pazienti contenenti livelli di anticorpo pil]alti possono dare valori di assorbanza maggiori di quelli del
calibratore A. Per determinare valori semiquantitativi accurati, tali campioni di siero devono essere ulteriormente
diluiti, in modo da farli rientrare nell'intervallo della curva del calibratore quando testati nuovamente. Per determinare
le EU/mI moltiplicare le unita ottenute per il fattore di diluizione. Vedere le curve standard del campione (Figura 1)
alla fine di questo foglio illustrativo.

Interpretazione

L'informazione inclusa nella Figura — alla fine di questo foglio serve unicamente da guida per l'interpretazione dei
risultati. Ciascun laboratorio deve stabilire i propri valori normali.

LIMITAZIONI DEL TEST

Il Test per gli Anticorpi Anti-B,-GP1 ImmuLisa™ non deve essere eseguito su campioni fortemente emolizzati,
microbiologicamente contaminati o lipemici. Questa metodica deve essere usata per testare solo campioni di
siero umano.

Inoltre, la diagnosi non pull essere effettuata unicamente sulla base dei risultati degli anticorpi anti- ,-GP1.
Dovranno essere considerati i risultati di altri esami di laboratorio e le manifestazioni cliniche. Nel caso di
risultati negativi al test anti- R-GP1, in presenza della condizione clinica, € indicata I'esecuzione di un test lupus
anticoagulant (LAC) o di una serie di analisi aggiuntive.

Valori Attesi
L'incidenza degli anticorpi anti-R,-GP1 nel LES con trombosi e gravidanza é riassunta nella tabella che segue:
Incidenza di anticorpi ACA e Anti-R,-GP1 nel LES"

ACA Anti B -GP1

IgG IgM IgG IgM

% % % %
LES 10 6 12 4
Con trombosi 24 14 27 14
Trombosi assente 8 5 10 3
In gravidanza 12 7 15 7
Perdita fetale ricorrente 20 0 27 0
Nessuna perdita fetale 11 7 14 7
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CARATTERISTICHE DI PERFORMANCE

Lutilita del test per gli anticorpi anti-B,-GP1 1gG e IgM ELISA ImmulLisa™ & stata determinata comparando i risultati
con quelli ottenuti con altri metodi ELISA per gli anticorpi anti-B,-GP1 1gG e IgM disponibili in commercio.

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:

| risultati ottenuti dalla comparazione tra il test per gli anticorpi anti-8,-GP1 IgG e IgM ImmuLisa™ e gli altri test
disponibili in commercio per gli stessi analiti sono inclusi nelle Tabelle 1 e 2 alla fine di questo foglio illustrativo.

Reattivita incrociata:

[1 noto che i pazienti affetti da malattie infettive come la sifilide presentano anticorpi anti-cardiolipina e lupus
anticoagulant, quindi per verificare la specificita clinica dellianalisi, sono stati analizzati per la presenza di anticorpi
anti-cardiolipina e anti-R,-GP1 sieri ottenuti da pazienti con sifilide. | risultati sono riportati sotto:

# Analizzato # Positivo % Positivo

Anti-Cardiolipina (ACA) IgG 49 49 100
Anti-B,-GP1 1gG 49 2 4
Anti-Cardiolipina (ACA) IgM 50 17 34
Anti-R_-GP1 IgM 50 4 8

Questi dati riportati suggeriscono che gli anticorpi anti-3,-GP1 sono pill specifici degli anticorpi anti-cardiolipina in
quanto solo una percentuale minima di pazienti con sifilide sono risultati positivi agli anticorpi anti-R,-GP1.

Precisione:

Due campioni con concentrazioni note di anticorpi anti ,-GP1 sono state analizzati in 10 replicati nelliarco di un
periodo di due settimane. Il coefficiente di variazione (CV) allinterno di uno stesso saggio e tra un saggio e laltro
e incluso nelle Tabelle 3 e 4 alla fine di questo foglio illustrativo.

Recupero:

Tre campioni con concentrazioni note di anticorpi anti- 3,-GP1 sono stati miscelati con diluizioni appropriate di un
altro campione positivo con livelli noti di anticorpi anti- 8,-GP1. | valori anti- B,-GP1 dei campioni addizionati sono
stati successivamente determinati e dai valori ottenuti & stata calcolata la percentuale di recupero. | risultati sono
raccolti nelle Tabelle 5 e 6 alla fine di questo foglio illustrativo.
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ELISA para Anticorpos Anti-B, GP1
‘ M FoLHETO DO PRODUTO

©
| M M CO 1152G ELISA para Anticorpos IgG & -GP1 96 Determina | es
DIAGNOSTICS 1152M ELISA para Anticorpos IgM & -GP1 96 Determinal T es

E um imunoensaio enzimatico (ELISA) para a detec( 10 e semiquantifical I o de anticorpos IgG e IgM contra B,-
GP1, como auxl(lio na avaliall o do risco de trombose em doentes com L[ pus eritematoso sistémico (LES) ou
doenlas semelhantes a | pus.

RESUMO E EXPLICAGAO

Os anticorpos anti-fosfollpidos s(0 um grupo heterogéneo de auto-anticorpos anti-fosfollpidos carregados
negativamente'. Esses slo detectados principalmente pelo teste de anticorpos anti-cardiolipina (ACA), pelo teste
biolégico falso positivo da slfilis ou pelo teste anticoagulante de I pus. Estes trés testes detectam anticorpos
relacionados mas nl o necessariamente idénticos. Assim, podera ser necessario um, ou mais, destes testes para
identificar os anticorpos antifosfol/pidos.

Dos diversos testes de detecl 1 0 dos anticorpos antifosfol pidos, o teste do anticorpo anti-cardiolipina, efectuado
pelo ELISA, é o mais sens(vel®. A presen’a de anticorpos anticardiolipina ajuda a identificar os doentes em risco
de trombose venosa e/ou arterial muitas vezes acompanhada por frombocitopenia, uma sindroma referida como
sihdroma antifosfolipidos''?. Apresenta-se principalmente em doentes com L[pus eritematoso sist_mico (LES)
ou doenlas semelhante a LI pus as quais n[ o correspondem aos critérios para LES®’. Os niveis elevados de
anticorpos anti-cardiolipina apresentam-se em trombose, perda fetal, frombocitopenia e muitas outras doen( as'°.
Os anticorpos anti-cardiolipina s o normalmente detectados pelo ELISA, usando a cardiolipina como antigénio.
Observal I es recentes indicaram que o factor serologico 50 kD & necessario para a ligal I 1de ACA a cardiolipina.
Este cofactor foi mais tarde identificado como B,-GP1 (,-glicoprotena I) ou também como apolipoprotena H6-8.
Apesar de a fun[Io de R,-GP1 nlo ser ainda clara, a verdade é que a presenla de [5,-GP1 facilita a ligalTo
de ACA a cardiolipina. Os anticorpos anti-cardiolipina, especialmente a niveis reduzidos, encontram-se numa
variedade de doenlas clinicas nl o relacionadas com a sindroma antifosfolpidos. Os ACA presentes no soro
de doentes com LES e outras doenl as auto-imunes sl o imunologicalmente distintos do soro de doentes com
sffilis. O uso da protena [3,-GP1 como substituto do antigénio cardiolipina na matriz sélida ajuda a efectuar esta
distin_o. Para além disso, os anticorpos anti-R_-GP1 sLo muito especl(ficos da sindroma antifosfolpidos.

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

O teste € executado como imunoensaio de fase solida (ELISA) em micropoLos revestidos de 3,-GP1. Os Controlos,
calibradores e amostras de soro do doente s 0 incubados nos polbs revestidos com antigénio o que permite
a ligallo dos anticorpos presentes no soro. Os anticorpos que nl o0 se ligaram e as outras prote/nas do soro
sl b eliminados com a lavagem dos micropol0s. Os anticorpos que se ligaram aos micropolos s/ o detectados
juntando aos micropolos um conjugado de IgG ou IgM anti-humana marcado com enzima. Estes anticorpos
conjugados com enzima ligam-se especificamente a imunoglobulina humana da classe apropriada. O conjugado
enzimatico que nl o se ligou é eliminado por lavagem. Depois junta-se aos micropol 0s um substrato enzimatico
especifico (PNPP) e a presen( a de anticorpos é detectada por uma alteral I o de cor provocada pela convers/ 0
do substrato pNPP.

A reacl 10 é interrompida e a intensidade da cor altera-se, a qual € proporcional a concentral o de anticorpos,
e é lida por um espectrofotometro a 405 nm. Os resultados s’ 0 apresentados em unidades enzima por mililitro
(UE/ml).

REAGENTES
Conservall o e Preparallo

Conserve todos os reagentes entre 2 e 8 °C. Nlo congele. N[ o utilize o reagente se nl b estiver Impido ou se
apresentar precipital [ 0. Os reagentes devem estar todos a temperatura ambiente (20-25 °C) no momento da
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utilizal Tlo. Quando é conservado entre 2 e 8 °C, o tampl o de lavagem reconstitu/do permanece estavel até a
data de validade indicada no kit. Reconstitua o tamp( o de lavagem em 1 litro de agua destilada ou desionizada.
As tiras de micropol 0s revestidas s6 devem ser utilizadas uma vez.

Precaull es

Para uso em diagnéstico in vitro. Todos os componentes de origem humana utilizados foram testados contra
HBsAg, VHC, VIH-1 e 2 e HTLV-l, e apresentaram resultados negativos pelos testes requeridos pela FDA.
Contudo, os derivados de sangue humano e de amostras de doentes devem ser considerados potencialmente
infecciosos. Respeite as normas laboratoriais em matéria de conservallb, distribuill 0 e eliminall b desses
materiais'™. ATENI[IO - a azida de sodio (NaN,) pode reagir com as tubagens de cobre ou chumbo para formar
azidas metalicas muito explosivas. Na eliminal [ o de liquidos, juntar quantidades abundantes de agua para evitar
a formallo de azidas. A azida de sddio pode ser téxica se for ingerida. Se ingerida, informe imediatamente o
director do laboratério ou o Centro de Anti-Venenos.

As instrul | es devem ser seguidas exactamente como est o indicadas no folheto do kit para assegurar
resultados validos. N[0 misture componentes do kit com componentes de outras origens que nLo sejam do
mesmo n mero de catalogo da Immco Diagnostics Inc.

Respeite as técnicas laboratoriais em vigor para reduzir a possibilidade de contaminal o microbiana e quimica.
N[0 use apés a data de validade indicada no rétulo.

Materiais fornecidos
ELISA para Anticorpos IgG R,-GP1 ImmuLisa™ 1152G
ELISA para Anticorpos IgM B,-GP1 ImmuLisa™ 1152M

Cada kit contém reagentes suficientes para executar 96 determinall es.

12x 8 [ MICROPLATE | B2GP1 | Microplaca com micropolos individuais destacaveis revestidos
com antigénio 3,-GP1.

1x1,5ml [cALIBRATOR[A[B2GP1]|*t CalibradorA pronto a usar (tampa verde). Soro humano contendo
anticorpos para B,-GP1.

1x1,5ml [cALIBRATOR|B|B2GP1|*t Calibrador B pronto a usar (tampa violeta). Soro humano
contendo anticorpos para [3,-GP1.

1x1,5ml [cALIBRATOR|C[B2GP1|*t Calibrador C pronto a usar (tampa azul). Soro humano contendo
anticorpos para B,-GP1.

1x1,5ml [cALIBRATOR|D|B2GP1|*t Calibrador D pronto a usar (tampa amarela). Soro humano
contendo anticorpos para 3,-GP1.

1x1,5ml [cONTROL [ + [B2GP1|*t Controlo positivo pronto a usar (tampa vermelha). Contém soro
humano positivo para ,-GP1.

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

1x12 mi | IgG-CONJ | ALKPHOS |*t Conjugado anti-humano com fosfatase alcalina pronto a usar.
Cor-de-rosa.

1x12 mi | IgM-CONJ | ALKPHOS | *t Conjugado anti-humano com fosfatase alcalina pronto a usar.
Cor-de-rosa.

1x 60 ml * Diluente de soro pronto a usar. Cor azul.
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1x12ml [gSUBSTRATE |* ISubstrato enzimatico pronto a usar. Contém pNPP. Proteger da
uz.

1x12 ml STOP Solugao de paragem pronta a usar.

2 x Tampao de lavagem em pé. Reconstituir cada unidade em um

litro.

* Contém < 0,1% NaN,
T 1152G contém calibradores IgG B, -GP1, controlos e conjugado IgG
1152M contém calibradores IgM B -GP1, controlos e conjugado IgM

Simbolos utilizados nos roétulos:

| MEEE S

NCmero de lote

NImero de catalogo

Prazo de validade

Temperatura de armazenamento
Ler as instrul I es de utilizal T o
Utilizal T'o em diagnéstico in vitro
Fabricante

NCmero de testes

Materiais necessarios mas nao fornecidos

0

Pipetas para 5 a 1000 (1

Pontas de pipetas descartaveis

Tubos de ensaio limpos 12 x 75 mm e suporte para tubos de ensaio
['gua destilada ou desionizada

Leitor de microplacas para a leitura de valores de absorvi ncia a 405 nm. Se estiver a disposi¢ao um leitor de
microplacas de comprimento de onda dual, o filtro de referéncia deve ser regulado para 600-650 nm.

Frasco de esguicho para o tampéo de lavagem diluido

Temporizador

Papel absorvente

Lavador autom( tico de microplacas com capacidade de distribui’l o de’ 00 [l

COLHEITA E MANUSEAMENTO DA AMOSTRA

Nesta operagéo 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 deverao ser utilizadas.
Conserve as amostras de 2 a 8 °C e por ndo mais de uma semana. Para conservar as amostras de soro por mais
tempo sera necessario congela-las. Evite congelamentos e descongelamentos repetidos.

PROCEDIMENTO

Notas sobre o procedimento

Leia atentamente estas instrugl es antes de iniciar o teste.

Deixe que todos os reagentes e amostras se estabilizem a temperatura ambiente (20-26 °C) por 30 minutos.
Guarde os produtos imediatamente no frigorifico depois do uso.
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Prepare todas as diluigl es das amostras do doente antes de iniciar o teste.

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

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

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

Os tempos sdo muito importantes. Os periodos de incubagéo iniciam ap6s a distribuicdo dos reagentes.

Método de teste

1.

10.
11
12.

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

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

Determinagédo qualitativa: use apenas o Calibrador D. Determinagao semiquantitativa: use os Calibradores
A - D como ilustrado no exemplo abaixo.

DETERMINAGAO QUALITATIVA DETERMINAGAO SEMIQUANTITATIVA

SIO06
ClO0e
ClO0E
@EOC
EEOC
(s2)819( )
60
so)d12( )

SO0e
ClO0e
(=) ()
WOelE
G
@EOC
e
(0 ()

1 2 3 4 1 2 3 4

T@@TMMOQO®>
TTMMOQO®>

Prepare uma diluigdo da amostra do doente a 1:101 misturando 5 I da amostra do doente com 0,5 ml de
Diluente de Soro.

Adicione 100 (I de Calibradores, Controlos Positivo e Negativo e amostras do doente diluidas nos respectivos
micropogos indicados na folha de protocolo

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

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

Passo de lavagem: Aspire muito bem o contetdo de cada polo. Junte * 00-300 [ 1 do tamp o de lavagem
reconstituido a todos os pogos e depois aspire. Repita esta sequéncia mais trés vezes por um total de quatro
lavagens. Vire a placa ao contrario e bata em material absorvente para eliminar todos os residuos fluidos
apos a ultima lavagem. Nao enxugue completamente os pogos.

Junte 100 (1 de Conjugado a cada polo.
Incube os pogos por 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.

Passo de lavagem: Repita o passo 7.

. Adicione 100 [1 de Substrato enzimatico a cada polo.

Incube os pogos por 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.
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13. Junte 100 1 de Solul 1o de Paragem a cada polo. Mantenha a mesma sequéncia e tempos da Solu(l o de
Paragem como efectuado para o Substrato Enzimatico. Leia a absorvancia (DO) de cada pogo a 405 nm no
prazo de uma hora da interrupgéo da reacgao.

14. Leia a absorvancia (DO) de cada pogo a 405 nm usando um leitor de comprimento de onda simples ou duplo
(405/630 nm) em relagéo ao branco de reagente definido em absorvéancia zero.

Controlo de qualidade

Os Calibradores, os Controlos Positivo e Negativo e o branco de reagente devem ser ensaiados em cada teste
para verificar a integridade e a precisédo do teste. A leitura da absorvancia do

branco de reagente deve ser < 0,3. O Calibrador A devera ter uma leitura de absorvancia nao inferior a 1,0,
caso contrario o teste devera ser repetido. O controlo negativo deve ser < 20 UE/ml. Se o teste for efectuado
em duplicado, para determinar UE/ml devera ser calculada a média das duas leituras. Quando se efectuam
determinag/ es qualitativas, a densidade oOptica do Calibrador D deve ser superior a do Controlo Negativo e
inferior a absorvancia do Controlo Positivo. Para determinagl es semiquantitativas, o controlo positivo deve dar
valores dentro do intervalo indicado na ampola.

RESULTADOS
Calculos
As concentrag/ es das amostras do doente podem ser determinadas em dois métodos:

1. DETERMINACAO QUALITATIVA

Abs. da Amostra de Teste

X UE/ml de Calibrador D = UE/ml da Amostra de Teste
Abs. do Calibrador D
DETERMINACAO SEMIQUANTITATIVA

Registe a absorvancia dos Calibradores A a D em relagédo a respectiva concentragdo num papel milimétrico
linear. Registe a concentragdo em UE/mI na coordenada X em relagdo a absorvancia na coordenada Y e trace
a curva de melhor ajuste. Determine as concentragl es das amostras do doente a partir da curva em relagdo ao
correspondente valor de absorvancia.

Calibrador

Os calibradores séo incluidos para assegurar uma semiquantificacao e devem ser usados em todos os testes. As
amostras de doente que contém niveis altos de anticorpos podem dar valores de absorvancia superiores aos do
Calibrador A. Para determinar valores semiquantitativos com precisdo, essas amostras devem ser mais diluidas
de modo que entrem no intervalo da curva do calibrador quando sdo novamente testadas. Para a determinagéo
de UE/ml, multiplique as unidades obtidas pelo factor de diluic&do. Veja as curvas padrdo das amostras (Figura 1)
no fim deste documento.

Interpretacao

As informag( es da Figura 2 no fim deste documento serve apenas como guia para a interpretagéo dos resultados
de laboratério. Cada laboratoério deve determinar os seus préprios valores normais.

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

O teste para Anticorpos Anti-B,-GP1 ImmuLisa™ n&o deve ser efectuado em amostras muito hemolisadas,
contaminadas com microbios ou lipémicas. Este método sé deve ser utilizado para testar amostras de soro
humano.

Para além disso, néo se deve efectuar um diagnostico apenas em base aos resultados anti-f,-GP1. Devem
ser considerados outros testes de laboratério e descobertas clinicas. Quando se regista um teste anti-R,-GP1
negativo na presencga de indicagl es clinicas, recomenda-se um teste anticoagulante de lipus ou outros testes
adicionais.
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Valores previstos

A incidéncia de anticorpos anti-R,-GP1 em LES na presenca de trombose e gravidez esta resumida na seguinte
tabela:

Incidéncia de Anticorpos ACA e Anti B -GP1 no LES "7

ACA Anti B,-GP1
IgG IigM IgG IigM
% % % %
LES 10 6 12 4
com trombose 24 14 27 14
sem trombose 8 5 10 3
em gravidez 12 7 15 7
com perda fetal repetitiva 20 0 27 0
sem perda fetal 11 7 14 7

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

A utilidade dos testes de ELISA Anticorpos anti-R,-GP1 1gG e IgM ImmulLisa™ foi determinada pela comparag&o dos
resultados com outros métodos ELISA para anticorpos anti-R,-GP1 IgG e IgM adquiridos no comércio.

Intervalo normal: O intervalo normal foi estabelecido testando 64 amostras de soro de dadores aparentemente
saudaveis obtidos pela Cruz Vermelha. Os desvios padréo da média, mais trés, da média desta populag&o normal,
foram usados para determinar a diferenca entre individuos normal e positivos no limite.

Especificidade e sensibilidade comparativas

Os resultados dos testes de comparagdo entre os testes para Anticorpos Anti-i,-GP1 IgG e IgM ImmulLisa™ e
outros testes adquiridos no comércio para o mesmo analisado estdo indicados nas Tabelas 1 e 2 no fim deste
documento.

Reactividade cruzada:

Sabe-se que os doentes que sofrem de doengas infecciosas tais como a sifilis tém anticorpos e cardiolipina e
anticoagulantes lupus. Para testar a especificidade clinica dos testes, testamos soros de doentes com sifilis para
verificar a presencga de anticardiolipina e anticorpos anti-3,-GP1. Os resultados estdo descritos abaixo.

N.° Testados N.° Positivos % Positivos

Anticardiolipina (ACA) IgG 49 49 100
Anti-B,-GP1 1gG 49 2 4
Anticardiolipina (ACA) IgM 50 17 34
Anti-R,-GP1 IgM 50 4 8

Estes estudos sugerem que os anticorpos anti-B,-GP1 s&o mais especificos que os anticorpos anti-cardiolipina
visto que apenas uma pequena percentagem de doentes com sifilis s&o positivos a anticorpos anti-,-GP1.

Preciséo:

Foram testadas duas amostras com concentragles conhecidas de anticorpos anti-R,-GP1 em 10 copias ao longo
de um periodo de duas semanas. O coeficiente de variagdo (CV) intra- e inter-teste esta ilustrado nas tabelas 3
e 4 no fim deste documento.

Recuperacgéo:

Trés amostras com concentragles conhecidas de anticorpos anti-R,-GP1 foram misturadas com diluigCes
apropriadas de outra amostra positiva com niveis conhecidos de anticorpos anti-3,-GP1. Os valores de anticorpos
anti-3,-GP1 das amostras misturadas foram ent&o determinados e dos valores obtidos foi calculada a percentagem
de recuperagédo. Os resultados encontram-se na tabelas 5 e 6 no fim deste documento.
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Figure 1. Standard Curve
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Figure 2. Interpretation

Anti-B -GP1 IgG/igM

Value Interpretation
<20 EU/ml Neg (-)

20 125 EU/mI Borderline
>25 EU/ml Pos (+)

Table 1. Immco™ Anti-B -GP1 IgG vs. Other ELISA

Immco™ AGA-IgA
POS (+) NEG(-) TOT (5)

Other POS (+) 17 0 17
ELISA  NEG () 1 74 75
TOT (=) 18 74 92

relative specificity: 99 %
relative sensitivity: 100%
relative agreement: 99 %

Table 2. Immco™ Anti-B -GP1 IgM vs. Other ELISA

Immco™ AGA-IgG
POS(+) NEG(-) TOT (=)

Other POS(+) 16 2 18
ELISA NEG (-) 1 49 50
TOT (=) 17 51 68

relative specificity: 96%
relative sensitivity: 89%
relative agreement: 98%
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Table 3. Anti-B,-GP1 1gG Precision

Intra-plate
B,-GP11g9G CcVv
1. 7.8%
2. 9.7%

Table 4. Anti-B,-GP1 IgM Precision

Intra-plate
B,-GP1 IgM CcVv
1. 8.1%
2. 9.6%

Table 5. Anti-B,-GP 1 IgG Recovery

IgG

1. 109.5
2. 55

3. 455

Table 6. Anti-B,-GP 1 IgM Recovery

IgM EU/ml added
1. 169.5
2. 84.5
3. 70.5

EU/ml added EU/ml obtained

Inter-plate
cv
6.2%
7.0%

Inter-plate
cv
11.4%
11.7%

% Recovery

114.8 105%
59 107%
45.1 99%

EU/mI obtained % Recovery

168.7 100%
87.2 103%
75.7 107%
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For technical assistance please contact:
IMMCO Diagnostics, Inc.
60 Pineview Drive

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

: Fax: (716) 691-0466

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

e

EU Arlthori“ed Representatile/Altorisierter Reprisentant/Rappresentante
Altorril T ato/Representante Al toril ado/Repri sentant Al toris(’
EMERGO Grol p, Inc.

Molenstraat 15, 2513 BH, The Hague,

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