Anti-Histone Antibody (AHA) ELISA

“ CLIA Complexity: High

CDC Analyte Identification Code: 0437

| M MCO CDC Test System Identification Code: 28354
DIAGNOSTICS PRODUCT INSERT

1119 Histone (AHA) Antibody ELISA 96 Determinations

INTENDED USE

An enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) for the detection and semi-quantitation of anti-histone antibodies
in human serum.

SUMMARY AND EXPLANATION

Antibodies to histone, a protein associated with DNA in the nucleus of the eukaryotic cells, occur in a number
of clinical conditions but primarily in systemic lupus erythematosus (SLE), drug induced LE and in drug induced
antinuclear antibody positive patients'®. There are several assays for the detection of anti-histone antibodies but
indirect immunofluorescence and ELISA seem to be more specific and have been used more frequently'®. Indirect
immunofluorescence methods, even though specific for anti-histone antibodies, can not be used with sera that
contain anti-DNA antibodies®. In addition, anti-histone antibodies to H3 and H4 are not detected by the indirect
immunofluorescence method. Because of the limitations of the latter assay, the ELISA method has been the
method of choice for the detection of anti-histone antibodies.

Anti-histone antibodies occur in approximately 50% of unselected SLE sera and in 83% of active SLE patients®.
Almost all patients with drug induced LE and 22% of patients with drug induced ANA are positive for anti-histone
antibodies'. In addition to idiopathic and drug induced LE, anti-histone antibodies also occur in approximately
10-15% of patients with rheumatoid arthritis and in patients with mixed connective tissue disease (MCTD) and
scleroderma. The anti-histone antibody levels are much higher in idiopathic and drug induced LE as compared to
rheumatoid arthritis, MCTD and scleroderma.

With the advent of the ELISA method, anti-histone antibodies have been found to be of both IgG and IgM isotypes.
In idiopathic SLE both IgG and IgM anti-histone antibodies occur. A correlation between IgG anti-histone antibody
levels and the severity of lupus has also been reported®. However, in drug induced LE the incidence of anti-
histone antibodies of each class varies. For example, in procainamide and hydralazine induced LE, the anti-
histone antibodies are predominantly of the IgM class®*.

PRINCIPLES OF PROCEDURE

The anti-histone antibody test is performed as a solid phase immunoassay (ELISA). Microwells are coated with
various types of histone antigen followed by blocking the unreacted sites to reduce non-specific binding. Controls,
calibrators and patient serum samples are incubated in the antigen coated wells which allows anti-histone 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 a polyvalent enzyme labeled anti-human conjugate to
the wells. The enzyme conjugated antibodies bind specifically to the human immunoglobulin. Unbound enzyme
conjugate is removed by washing. Specific enzyme substrate (pNPP) is then added to the wells and the presence
of antibodies to histone 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. The results are expressed in ELISA units (EU/mI).

REAGENTS

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

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

Precautions

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

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

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

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

Materials provided

ImmuLisa™ Histone (AHA) Antibody ELISA [REF] 1119

Kits contain sufficient reagents to perform 96 determinations each.

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

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

1x1.5ml [CALIBRATOR|[B[AHA |* Ready to use Calibrator B (violet cap). Human serum containing
antibodies to histone.

1x1.5ml |CALIBRATOR | c | AHA |* Ready to use Calibrator C (blue cap). Human serum containing
antibodies to histone.

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

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

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

1x12 ml IgG/igM-CONJ |ALKPHOS |* Ready to use anti-human Alk. Phos. Conjugate. Color coded

pink.

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

1x12ml [SUBSTRATE |* Fere‘\:jy to use Enzyme Substrate. Contains pNPP. Protect from
ight.

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

* Contains <0.1% NaN3
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Symbols used on labels:

RG] B~ [f[5

Lot number

Catalog number

Use by

Storage temperature
Read instructions for use
In vitro diagnostic use
Manufacturer

Number of Tests

Materials Required But Not Provided

Deionized or distilled water

Squeeze bottle to hold diluted wash buffer
Pipettes capable of delivering 5 pl to 1000 ul
Disposable pipette tips

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

Absorbent paper towels

Microplate reader capable of reading absorbance values at 405 nm. If dual wavelength microplate reader is
available, the reference filter should be set at 630 nm.

Automatic microplate washer capable of dispensing 200 pl

SPECIMEN COLLECTION AND HANDLING

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

PROCEDURE

Procedural Notes

Before starting with the assay read carefully the product insert.

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

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

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

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

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

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

Step 1
Step 2

Step 3

Step 4

Step 5

Step 6

Step 7
Step 8

Step 9

Step 10
Step 11
Step 12

Step 13
Step 14

Step 15

Let all reagents and specimens equilibrate at room temperature.

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

For a qualitative determination use only the Ready to Use Low Calibrator D (vial with yellow cap).
or For a semi-quantitative determination use the Ready to Use Calibrators A through D as depicted
in the sample layout below.

QUALITATIVE DETERMINATION SEMI-QUANTITATIVE DETERMINATION
A w55 A w52
B e is6 B i~ s3
C POS | S7 C Pos || S4
D CE/?L 58 D c:L S5
E s1 s E 9 s6
F s2s10 F 4 7
G 83 s11 G 9 s8
H s4 812 H s1 s9
12 3 4 1 2 3 4

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

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

Pipette 100 pl of Ready to use Calibrators, Positive and Negative controls and diluted patient samples
to the appropriate microwells as per protocol sheet.

Note: Include one well which contains 100 pl of the Serum Diluent as a reagent blank. Zero the ELISA
reader against the reagent blank.

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

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

Pipette 100 pl of Conjugate into microwells.
Incubate 30 minutes (+ 5 min) at room temperature.
Wash all microwells as in Step 8.

Pipette 100 ul of Enzyme Substrate into each microwell in the same order and timing as for the
Conjugate.

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

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

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

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

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/mlI 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/mI 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 Ready to Use Calibrators are included to provide semi-quantitation and must be used with each run. Patient
samples containing higher antibody levels may give absorbance values greater than that of the Calibrator A. For
determining accurate semi-quantitative values such serum sample should be further diluted so they fall within
the range of the calibrator curve when retested. For determining EU/mI, multiply the units obtained by the dilution
factor.

Interpretation

The cutoff values were obtained by testing sera on 100 normal blood donors for AHA. The cutoff levels were
established by determining the mean EU/ml. Values less than 2 SD of this normal were considered negative and
values between 2-3 SD as equivocal. The following serves only as a guide in the interpretation of the laboratory
results. Each laboratory must determine its own normal values. These may vary with the population examined.

AHA value Interpretation

<20 EU/mI Negative

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

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

The ImmuLisa™ AHA Test should not be performed on grossly hemolyzed, microbially contaminated or lipemic
samples. This method should be used for testing human serum samples only. The results obtained serve only as
an aid in the diagnosis and should not be interpreted as diagnostic in themselves.
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EXPECTED VALUES
The incidence of AHA in various disease conditions appears below:

Incidence of Anti-Histone Antibodies

Disease Incidence %
Systemic lupus erytematosus 42
Drug induced LE 100
Drug induced ANA 22
Rheumatoid arthritis 15
Scleroderma 10
Mixed connective tissue disease 15
Sjégren’s syndrome 28
Normal patients 0

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Precision:

The intra-assay and inter-assay coefficient of variation of the AHA test system was determined by taking positive
samples of varying AHA levels and were found to be between 5-10%.

AHA EU/ml % C.V.

intra-assay
66.0 6.9
93.0 9.5
72.0 7.2
inter-assay
83.8 9.3
73.3 5.2

The ImmuLisa™ AHA test kit was compared with another commercially available anti-histone ELISA test kit. A total
of 129 sera identified as positive or negative for histone antibody immunofluorescence by a clinical reference
laboratory were obtained and tested simultaneously with both kits. The clinical conditions of the patients was not
known. All sera were tested according to the performance and quality control procedures recommended by the
manufacturer. The relative specificity, relative sensitivity and agreement are shown in the following Table:

Comparison between AHA ELISA Methods
ImmuLisa™ AHA

Positive Negative Total
Other Positive 36 4 40
ELISA  Negative 14 75 89
Total 50 79 129

Agreement: 86%
Sensitivity: 90%
Specificity: 84%



MéBodog ELISA yia avricwpara Katd Tng 10Té6vng (AHA)
‘ M ENGETO nPOiONTOS

©
| M M CO 1119 MéBodog ELISA yia avriowuara Kard 1ng 1otovng (AHA) 96 lMpoodiopiopoi
DIAGNOSTICS

NMPOOPIZOMENH XPHZH

Mia péBodog evlupikou avoootTpoapo@nTikou TTpoadiopiouou (ELISA) yia Tnv avixveuan kal Tov NuI-TTOGOTIKO
TTPOCBIOPICHO TWV AVTICWHATWY KATA TNG I0TOVNG G€ 0pd AvOPWTTOU.

MEPIAHWH KAI ENME=HIMHZH

Ta avTiowpaTa Katd TnG 10TOVNG, MIAG TTPWTEIVNG TTou oxeTiCeTal e To DNA oTOV TTUPAVO TWV EUKOPUWTIKWYV
KUTTAPWYV, EN@avifovTal O€ TTOIKIAEG KAIVIKEG KATAOTAOEIG, GAAG KUPIWG OTO oUaTHATIKO pubnuatwdn Auko (ZEN),
OTOV ETTAYOPEVO aTTO @AppaKa EA, kaBwg Kal o€ aoBeveig pe eTTayOUEVN OTTO PAPUAKA BETIKOTNTA YIO AVTITTUPNVIKA
avTiowpata™®, Ald@opeg avaAloEeIg XPNOIUOTIOIOUVTAl YIa TNV AVIXVEUON TWV AVTICWUATWY KATA TNG 10TOVNG,
METagU TwV OTToIWY 0 EUPETOG avoooPBopIouog Kal n avdAuon ELISA gaiveral TTwg €ival o1 o €10IKEG Kal £€X0UV
xpnoiyotroinBei auxvéTepa™®. O1 uéBodol Euecou avoooPBopiouoU, HoAoVOTI gival EIBIKEG VIO TA AVTICWHATA KATA
NG 10T6VNG, eV PUTTOPOUV va XPNOIMOTIoINBoUV PE 0POUG TIOU TTEPIEXOUV avTIowaTa Katd Tou DNAS. EtitmAéov,
TA QVTICWHATA KATA Twv I0Tovwy H3 kal H4 dev avixvetovTal ye Tn péBodo Tou Eupecou avoaogBopiopou. Adyw
TWV TTEPIOPICHWY TNG HEBODOU QUTAG, £XEI ETTIAEYEI WG HEBODOG avixVEUONG TWV AVTICWHATWY KATA TNG 1I0TOVNG N
avd@Auon ELISA.

AvTiowpaTta Katd Tng 10TOVNG ep@avidovTal TTepitrou 010 50% Twv Pn emAeypévwy opwv ZEA kai o1o 83% Twv
00Bevwv e evepyd ZENS. Zxedov 6Mol ol agbeveig TTou TTdoxouv atrd eTrayduevo amd @dpuaka EA, kabwg Kal
T0 22% Twv aoBevWV e ETTAYOUEVN ATTO QAPHAKa BETIKOTNTO OE AVTITTUPNVIKA QVTICWUATA, EU@avifovTal BETIKOI
OTa AVTIOWHOTA KaTd TNG 10TOVNG'. EKTOG atrd Toug aaBeveig pe 1810TTa0r Kal pe eTayouevo atd edpuaka EA, Ta
avTIoOWWPATA KATd TNG 10TéVNG epgavidovTal emmiong oto 10-15% Twv acBevov pe peuparoeldr apBpiTimida, Kabwg
KOl 0TOUG aoBeveig e PIKTA vooo ouvdeTikoU 10ToU (MNZI) kai e okAnpodeppia. Ta eTTimeda TwV AVTICWHATWY
KOTd TNG 10TOVNG €ival TTOAU uwnAdTEPA OTOUG a0BEVEIG Pe 1810TTOBN Kal ETTAYOUEVO aTTO @Appaka EA, atrd 6T
oToug aoBeveig e peupatosidn apBpinida, MNZI kar okAnpodeppia.

Me Tnv avamTugn Tng peBodou ELISA, Ta avriowpata KoTd TnG 1I0TOVNG PPEBNKE OTI AVAKOUV GTOUG IGOTUTTOUG
IgG ka1 IgM. Ztov 181011001 2EA, epgaviovral 1600 IgG 600 kai IgM avTiowpata KaTtd Tng 10TOVNG. ‘EXEl emTiong
avagepBei ouoxETion avdueoa ota emiTeda Twv IgG avTICWPATWY KaTA TNG 1I0TOVNG Kal 0Tn ooBapdTnta Tou
AUkou®*8, QoTd00, OTOV £TTaYOUEVO aTTd Qdppaka EA, n ouxvotnta u@aviong avTiowudaTwy dIa@épwy TAgewv
KOTA TNG 10TéVNG TTOIKIAAEL Ta TTapddelyua, o€ aoBeveig pe eTrayouevo atd Trpokaivapion kal udpaiadivn EA, Ta
TEPICOOTEPA AVTICWHATA KATA TNG 10TOVNG €ival TNG TAgNg IgM*.

APXEZ THZ AIAAIKAZIAZ

H avdAuon avTiowpdTwy Katd TnG 10TOVNG IEVEPYEITAl WG WIa avoooAoyiki péBodog atepeds gdong (ELISA). Oi
MIKPOKUWEAIDEG TTIKOAUTITOVTOI PE SIAPOPOUG TUTTOUG TOU aVTIYOVOU TNG IOTOVNG Kal, OTN CUVEXEIQ, TA ONUEia TToU
dev Ba TTapouaidoouv avTidpaan atrokAgiovtal WaTe va PelwBei N pn €8Ik 6éopeuan. Ta dioAUpaTa eAEyxou,
ol BaBuovounTég kal Ta deiypaTa opol acBevwv emmwalovTal OTIG ETTIKOAUMMEVEG WE TO QvTIYOVO KUWEAIDEG,
EMTPETTOVTAG £TOI TN OECUEUCN OAWY TWV AVTICWHATWY KOTA TNG 1I0TOVNG TTOU UTTAPXOUV aTov 0pd. Ta avTiowuarta
TTou Ogv SeOEUTNKAY, KOBWG Kal AAAEG TTPWTEIVEG TOU 0pOU, ATTOUAKPUVOVTAI PE EKTTAUCH TWV HIKPOKUWEAIDWV.
Ta avriowpoTa TTou OeCPEUTNKAV OTIG MIKPOKUWEAIDEG avixveUovTal WE TNV TTPOCOAKN €vOG ONUACUEVOU HE
TToAUdUVaPOo €vCuPo GUCEUKTIKOU AvTIOWHPATOG KATA TNG avBpwTTivng avooooaipivng. Ta ouleuypéva pe EvCupo
avTicwpata deopevovTal €I0IKA OTNV avBpwITIiv avoooc@aipivn. To pun 0eOPEUPEVO GUCEUKTIKO QVTIOWHA HYE TO
€vCUPO QTTOMOKPUVETAI PE EKTTAUCN. ZTn OUVEXEIQ, TTPOCTIOETAl OTIG KUWEAIDEG TO €10IKO UTTOOTPWUA €v{UUOU
(PNPP) ka1 avixveUeTal N TTAPOUCia AvTICWUATWY KATA TNG I0TOVNG PE TNV aAAayT XPWHOTOG TTOU TTPOKUTTITEI Adyw
TNG METaTPOTING Tou uttooTpwpatog pNPP. H avtidpaon Teppatietal kal n éviacn Tng aAAayng Tou XpWHaToG, N
oTroia €ival avdAoyn TNG CUYKEVTPWONG TOU QVTICWHATOG, AVIXVEUETAI JE PATUATOPWTOUETPO, OE NAKOG KUPATOG
405 nm. Ta atroteAéopaTa ekppadovTal o povadeg ELISA (EU/ml).
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ANTIAPAZITHPIA
®UAagn Kal TTPOETOINATIT
OAa Ta avTidpacTApia TTPETTEI va QUAdooovTal o€ Bepuokpaaia 2-8°C. Mnv Ta KATAWUXETE.

Mn xpnoiyoTtroigite Ta avTidpacTrpia €dv dev gival dlauyn i edv TrepiExouv iCnua. OAa Ta avTIdpaoTApIa TTPETTEI
va gTdoouv o€ Bepuokpacia dwpatiou (20-25°C) trpiv a1td TN Xprion. Otav guAdooetal o Beppokpaaia 2-8°C,
TO avaouoTaBév pubuIoTIKO SIGAUPA EKTTAUCNG TTAPANEVEL avaAAoiwTo PEXPI TNV nuUEpopnvia ARéng Tou KIT. H
avacuaoTaon Tou puBpIoTIKOU SIGAUUATOG TTPETTEN VA YIVETAI IE ATTECTAYHEVO I ATTIOVIOHEVO VEPO, O€ OYKO 1 AiTpou.
O1 eTMKOAUPPEVEG TAIVIEG MIKPOKUWEAIDWY TTpoopifovTal yia pia pévo XpAon.

Mpo@uAdgeig

Ma in vitro diayvwaoTikA Xprion. OAa Ta cuoTaTIKA avBpwWTTIVNG TIPOEAEUONG TTOU XPNOIKOTTIOIoUVTAl £X0UV EAeYXOEI
yla Tnv mmapoucia Tou avtiyévou HBsAg, Twv 1wv HCV, HIV-1 kai 2, kaBwg kai Tou 100 HTLV-I kai éxouv Bpebei
apvnTIKG, oUPewva Pe TIG €geTdoelg TTou amaitei o Opyaviopog Tpoipwy kal @appdkwy Twv H.M.A. (FDA).
Qotb600, Ta TTApdywya avBpwITivou aipatog kal Ta dsiypata acBevwy Ba mpétrel va BewpolvTtal wg duvnTiKA
Aoipoyova. AkoAouBroTe TIG 0pBEG EpYAOTNPIOKES TTPOKTIKEG KATA TN QUAAEN, TNV £yXuaon Kal TNV atmréppiyn Twv
UAIKWV auTwVvS.

MPOEIAOMOIHZH - To adgidio Tou vatpiou (NaN,) evdéxetal va avridpdoel ye owhnvwaoelg amd PoAuBdo A
XOAKO Kal va oXNUATIOEl IOXUPWG EKPNKTIKA adidia eTAAwY. Katd TV atrdéppiyn uypwy, EKTTAUVETE PE PEYAAEG
TTOOOTNTEG VEPOU, £TAl WOTE va atmmopeuxdei n cucowpeuon aldidiwv. To alidio Tou vartpiou evoéxeTal va eival
TOgIKO O€ TTEPITITWON KATATIOONG. Z€ TTEPITITWON KATATIOONG, OGVAPEPETE AUECWG TO TTEPIOTATIKO OTO dIEUBUVTH TOU
£pyaoTnpiou ) oTo KEVTPO EAEYXOU BNANTNPIACEWV.

MNa 1 diac@daAion EyKupwv aTToTEAECUATWY, akoAouBroTe TIG 0dnyieg akpIBwg OTTwG eugavifovral oe autd To
€vOeTo TOU KIT. MV evOAAGOGETE TO CUOTATIKG TOU KIT PHE oUOTATIKA GAANG TTPOEAEUCNG TTOU deV €XOUV TOV 10
apibud katahdyou Tng Immco Diagnostics Inc. AkoAouBAoTE TIG OpBEG £pYAOTNPIAKES TTPAKTIKES YIa va
eAayioToTToINGEi O KivOuvog WIKPORBIAKNS f dlaoTaupoUPevnNS JOAUVONG TWV avTIOPACTNPIWY KATA TO XEIPIOUO TOUG.
Na pnv xpnoigotrolgital HETA TNV TTOPEAEUON TNG NUEPOUNVIAg ARENG TTOU avaypd@EeTal OTNV ETIKETA.

YAIKA TTOU TrapEXOVTa
M£6080o¢ ELISA yia avTiowparta katd tng iotévng (AHA) ImmuLisa™ 1119

KdBe KIT TTEpIEXEl ETTAPKN avTIOPACTAPIA Yia TNV eKTEAETN 96 TTPOCOIOPICHWV.

12x8 | MICROPLATE | AH A| MAakidio gexwploTwv ATTOCTTWHEVWV MIKPOKUWEAIdWV
ETMKAAUPPEVWV PE aVTIYOVO 10TOVNG.

1x1,5ml |CALIBRATOR | A| AHA |* ‘Etoipog 1pog xprion Baduovountig A (mpdoivo mwua). Opdg
avOpwWTTOU TTOU TTEPIEXEI AVTICWHATA KATA TNG I0TOVNG.

1x1,5ml |CALIBRATOR|B]|AHA |* ‘ETolgog Tpog Xprion BaBpovountig B (1deg mwua). Opdg
avOPWTTOU TTOU TTEPIEXEI AVTICWHATA KATA TNG I0TOVNG.

1x1,5ml |[CALIBRATOR[C]|AHA |* ‘ETtoipog mpog xprion BaBupovountig C (umAe mwpa). Opdg
avOpwWTTOU TTOU TTEPIEXEI AVTICWHATA KATA TNG I0TOVNG.

1x1,5ml |CALIBRATOR |D|AHA |* ‘Etoipog Tpog xprion BaBupovopntig D (kitoivo mwpa). Opdg
avOpPWTTOU TTOU TTEPIEXEI AVTICWHATA KATA TNG I0TOVNG.

1x1,5ml | CONTROL | + | AHA |* ‘EToipgo 1Tpog xprAon SidAupa BeTIKOU eAEyXOU (KOKKIVO TTWLUQ).
Mepiéxel opd avBpwTToU BETIKO YIa IGTOVN.

1x1,5ml [CONTROL . * ‘ETOoIMO TTpOG Xpron SidAupa apvnTIKoU €AEyXOU (AEUKO TTwWQ).

Mepiéxel opd avBpwTTOU.
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1x12ml | IgG/IgM-CONJ | ALKPHOS |* "ETOINO TIPOG XPOT CUJEUKTIKO OVTICWHA KATA THG avOpWITIVIG
avooOoOo@aIPiVNG OUeUypévo HE OAKOAIK @wo@atdon.
Xpwpatog pod.

1x 60 ml * ‘ETOINO TTPOG XPHON apaIWTIKO SIAGAUMA 0poU. XpWHOTOG UTTAE.

1x12ml | SUBSTRATE |* ‘EToiyo - TTpog xprion  €vQUMIKG umréoTpwpa. [lepiéxel  p-

VITpOQaIVUAIKR, wo@atdon (pPNPP). Na rpooTaredeTal amé 1o
Ppwe.

1x12 ml STOP ‘EToIMO TTPpOG Xprion SiIdAUMa TEPUATIOHOU.

2 x ZKOvn pubuioTikoUu SiaAuparog ékmAuong. H avaouoTaon

TTPETTEl VA YivETAI £WG OYKO EVOG AiTpou yia To KaBéva.

* Mepigxer < 0,1% NaN,

ZUuBoOAa TTOU XPNOIMOTTOIOUVTAI OTIG ETIKETEG:
ApIBu6GS TTapTidag

Ap1BubdGg kaTtaAdyou

Huepounvia Aigng

O¢eppokpacia aTodrikeuong

AlodoTe T1IG 0dnyieg xprong

In vitro diayvwoTIKA xprion

KataokeuooTrg

4R EB> =[G

Ap1BubdG avaoAloewy

AtraiToUpeva UAIKG TTou Bev TrapéxXovTal

e ATmoviopévo 1} atreoTayuévo vepd

e EUkauTrTn TTAQOTIKA QIGAN YIO TO apalwhéVO pUBMIOTIKO SidAuua

e [hméreg pe duvardTnTa Xoprynong 5 pl éwg 1000 pl

AvoAwaoipa akpo@Uaoia TTTTETWY

¢ KoBapoi doKIpaoTIKoi CwARVES BIaoTAoEwY 12 X 75 mm Kal QopEag SOKIPAOTIKWY CWARVWV
e XpovoueTpntng

*  ATTOppo®NTIKA XaPTId

*  JUOKEUN avayvwong TTAAKIBiwv Pe duvatoTnTa avdyvwong TINWY atmmoppdPnong o€ Ynkog Kupatog 405 nm.
Edv umrdpyxer diaBéoiun ouokeur avdyvwong TTAakidiwv SITTAoU PAKOUG KUPOTOG, TO QIATPO avagopds Ba
TPETTEN va puBuioTei ota 630 nm.

e AutopaTtn ouokeunr éKTTAuong TTAakidiwv pe duvardtnta xopriynong 200 pl
ZYANOI'H KAI XEIPIZMOZ AEIrMATOZ

Oa TpETEl va xpnolgoTrolouvTal pévo deiyyata opou yia auth Tn dladikaoia. Agiypata TTou €XOUV UTTOOTEN
peydAou BaBuou aigdAuan, AITTaipikd ) dgiyyaTa JOAUCHUEVA PE PIKPOPIA EVOEXETAI VA ETTNPEGCOUV TNV ATTOd00N
NG avdAuong kal dev Ba TTPETEl va xpnaoiyotrololvtal. GuAdéte Ta deiypata oe Beppokpaoia 2 - 8°C, emi oxI
TePIoOaOTEPO aTTd pia eBdopada. lMNa 1o pakpoxpovia QUAan, Ta dciypata opol Ba TTPETTEl va KaTaywUxovTal.
ATTOQUYETE TNV eTTaVOAAUBaAvVOPEVN KATAWUEN Kal aTTOWUEN TWV JEIYUATWY.
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AIAAIKAZIA
ZnUeEIWoEIg TNG Siadikaoiag
e [lpotou &ekivrioeTe TNV avdAuon, dIaBAoTe TTPOCEKTIKG TO £VOETO TTPOIOVTOG.

e AgnoTe Ta Oeiyparta opou Kal Ta avTIdpacTApia TNG avdAuong va ¢Tdoouv o€ Bepokpacaia dwuaTiou TTpoToU
gekiviioete Tn S1adikagia TNG avaAuong. EmoTpéwTe OAa Ta Pn XpnoluoTToiNuéva SEiyuaTa Kal avTidpacThpIa
OTO WUYEio apéOWG PETA TN XPrion TOUG.

* OAgg o1 apaiwoelg TwV JEIYUATWY aoBevWV TTPETTEI VA TTPOETOINACTOUV TTPOTOU EEKIVATEI N avdAuan.
e Eivai onpavTikn n xprion opdng texvikAg EKTTAuonG. Edv n €KTTAucn dev ekTEAEITOI QUTOPATA, ETTOPKAG EKTTAUCN
ETMTUYXAVETAI KATEUBUVOVTOG HIa IoXUPH PITT PUBUICTIKOU SIGAUNATOG EKTTAUCNG OTTO HIa QIAAN EKTTAUCNG HE

€UPU aKPOPUGI0 KATA UAKOG OAOKANPOU Tou TTAAKISioU. ZUVIGTATAI N XPR O QUTOUATNG CUCKEUNG EKTTAUCNG
TTAAKISiWV.

e XpNOIYOTTOINOTE PIa TTOAUKAVOAN TTITTETA e SUVATOTNTA TAUTOXPOVNG Xoprynong o€ 8 kKuweAideg. Me Tov TpdTTO
auTo, eMITOXUVETAI N S1adIKOTia KOl ETTITUYXAVETAI TTIO OPOIOPOPPOG XPOVOG ETTWACNG.

e 2g 6Aa Ta BrpoTa gival onPavTikdg 0 TTPOCEKTIKOG EAEYXOG TwV Xpovwy. OAeg ol Trepiodol eTwaong {eKIVouv
Me TNV oAoKARpwaon TNG TTPOCcORKNG Tou avTidpacTnpiou.

*  H1pooBnkn 6Awv Twv delyUdATWYV Kal avTIOpacTNPIWVY TTPETTEI va YiveTal PE TOV idIo puBud Kal Pe TNV idia oelpd.

* AgaipéoTe amd TN BAKN TIG OTTAITOUUEVES TAIVIEG MIKPOKUWEAIDWY Kal ETTAVACPPAYIOTE TTPOCEKTIKA TN BAKN
WOTE VA ATTOTPATTEI TUXOV CUNTIUKVWON USPATHWY OTIG aXPNOIKNOTIOINTEG MIKPOKUWEAIDES. ETIOTPpEWTE ApEo WG
Tn Bnkn oTo Yuyeio.

Mé&6odog avaAluong
BApa 1 AopnroTe 6Aa Ta avTIdpacTApIa Kal Ta deiyuaTa va Tdoouv o€ Bepuokpaaia TTepIBAAAOVTOG.
BApa 2 2nUAveTE TO QUAAO TOU TTPWTOKOANOU WOTE va UTTOdEIKVUETAI N TOTTOBETNON Twv OEIYUATWY OTIG

MIKpOKUWEAIDEG. H avaAuon Twv delyudTwy €1g SITTAOUV atroTeAei opBr £pyaaTNPIOKA TTPOKTIKH.

BApa 3 la 1roloTIKG TTPOCdIoPICHO XPNCINOTIOINOTE HOVO TOV £TOINO TTPOG XPrion BaBuovountn D (pialidio
UE KITPIVO TTWUQ)
A MNa NUI-TTOo0TIKO TTPOCdIOPICUO XPNOIYOTIOINOTE TOUG £TOINOUG TTPOG Xprion BaBuovountég A
£€wg D, 6TTwg atreikovieTal oTNV TTOPOKATW dIApOp@waon SEIyHATWY.

[MoIOTIKOE MPOZAIOPIEMOS HMI-NOzOTIKOS MPOSAIOPIEMOS
A BLANK | G5 A BLANK | §2
B e is6 B i~ s3
C POS|(S7 C Pos) | S4
D CSL S8 D c:L S5
E s1:s9 E < s6
F s2s10 F 47
G s3 s11 G 9 s8
H s4 812 H s s9
1 2 3 4 1 2 3 4
BApa 4 MpogToiydoTe pia apaiwon Twv deiyudTwy acgBevwv o€ avaroyia 1:101, avauryviovrag 5 pl Tou

deiypartog Tou acBevoug pe 0,5 ml Tou apaiwTikou dIGAUPATOG 0poU.

BAua 5 A@aIpEoTE TIG ATTAITOUPEVEG MIKPOKUWEAIDEG aTTO TN BrKn Kal ETTIOTPEWTE TUXOV UN XPNOIUOTIOINUEVEG
TAIVIEG TTOU UTTAPXOUV OTN o@paylopévn Brkn oTo Yuyeio.
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BAua 6 MpooBéaTe 100 pl ETOIpwy TTPOG Xprion BabBuovountwy, dIGAUPATWY BETIKOU Kal apvNTIKOU €AEYXOU
KOl apaIWPEVWY BEIYUATWY aoBevwv OTIG KOTAAANAEG HIKPOKUWEAIDEG, OTTWG UTTOOEIKVUETAI OTO PUAAO
TTPWTOKOAAOU.

Znueiwon: ZuptrepIAdBete pio KuweAida pe 100 pl apaiwTikoU SlaAUpatog opol WG TUPAS
avTidpacTnpiou. MndevioTe Tn cuokeun avayvwong ELISA pe 1o TUQAS avTidpaoTnpiou.

BApa 7 EmrwdoTe €1mi 30 AemrTd (£ 5 AeTTTd) 0€ Beppokpaaia dwuaTiou.

BAua 8 EktTAUveTe 4x pe 10 puBUIOTIKO diIdAupa €kTTAuong. Mo pn autdépatn éKTTAuon, TTANPWOTE KABE
MIKpokuyeAida pe avacuoTaBév puBuIoTIKO didAupa EKTTAUCNG. ATTOPPIYTE TO UYPO AVOOTPEPOVTAG
TO TTAQKIBIO KAl KTUTTWVTAG TO EAAPPA WOTE Va adeIdoouv OAEG Ol KUWEAIDEG 1 avappoPwvTag To uypd
atréd kaBe kKuweAida. MNa va oTUTTWOETE OTO TEAOG TNG TEAEUTAIAG EKTTAUCNG, AVACTPEWTE TIG TAIVIEG KAl
KTUTTAOTE BUVOTA TIG KUWEAISEG ETTAVW O€ aTToppo®nTIKO XapTi. Mo auTdUATEG OUOKEUEG EKTTAUONG,
TIPOYPAPMUOTIOTE TN CUCKEUN CUMQWVA PE TIG 0BNYIEG TOU KOTAOKEUOOTH.

BApa 9 MpooBéaTe 100 pl culeuKTIKOU QAVTICWPATOG OTIG JIKPOKUWEAIDEG.

BApa 10 EmmwdoTe €11i 30 Aemrtd (£ 5 AeTiTd) 0¢ Beppokpacia dwuaTiou.

BApa 11 EKTTAUVETE OAEG TIC MIKPOKUWEAIDEG OTTWGS OTO BAua 8.

BApa 12 MpooBéaTe 100 pl evfupikoU UTTOOTPWHOTOG O€ KABE KUWeAida, Pe Tnv idla oeipd Kal Pe Toug idloug
XPOVOUG OTTWG TO CUZEUKTIKO QVTICWHA.

BApa 13 EmwdoTe emmi 30 Aemrtd (+ 5 AeTrTd) o€ Beppokpaacia dwpartiou.

BApa 14  TMpooBéote 100 pl diIaAUpaATOG TEPUATIOPOU O€ KABE pIKpoKuweAida, pe Tnv idla ogipd Kal JE TOUG
idloug xpovoug 6TTWG To eVCUMIKG UTTOOTPWHA. AlIaBAOTE TIG TIWEG aTTOPPOPNONG £vTdS 1 Wpag atrd
TNV TTPooBrikn Tou SIOAUUATOG TEPUATIONOU.

BApa 15  AioBdoTe Tnv ammoppo@non Kabe KuweAidag o€ PKog KUPaTog 405 nm xpnoIKOTTOIWVTOG HIG CUCKEUN
avayvwaong TTAakISiwv Jovou 1 SITTAoU puAkoug KUaTog 405/630 nm, évavTi Tou TUQAOU avTIdpacTnpiou
TTOU pUBUIoTNKE va €xel atroppdPnon Pndév.

"EAeyxog 1T016TNTOG

e KABe avdAuon Ba TTpéTmel va xpnolyoTrolouvTal Babuovountég, diaAUparta BeTIKOU KAl apvnTIKOU €AEéyxou
Kal éva TUQAS avTidpaoTnpiou, TTPOKEINEVOU va emIReBalwveTal n akepaidTNTa Kal N akpifeia TG avdAuong. H
péTpNon atmoppdPnong Tou TUPAOU avTidpacTnpiou TrpéTrel va gival <0,3. O BaBuovountig A TTpETTel va dWaoEl
TIMA atroppdPnang OxI MiIKkpoTePn atd 1,0, SIa@oPETIKA N avaAuon TTPETTEl va eTTavaAngBei. To didAupa apvnTikoU
eAéyxou TpéTTel va dwaoel TR pikpoTepn atmé 20 EU/mI. Edv n avdAuon dieédyeTal €1 SimTAoUlv, XpnoIPOTIOINCTE
TN péon TIUA Twv dUO PETPAOEWY YIO VO TTPOCDIOPICETE TN CUYKEVTPWOT TWV QVTIOCWHATWY KaTd TNG 10T6VNG. Katd
TN d1E€aywyn TTOIOTIKWY TTPOCBIOPICHWY, N OTITIKN TTUKVOTNTa Tou BaBuovounth D mrpétrel va gival peyaAdTepn
at1ré auTtAV Tou JIGAUPATOG apvNTIKOU €AEYXOU Kal MIKPOTEPN aTTd aQUTHV Tou SIGAUUOTOG BETIKOU eAEyxou. Ta nuI-
TTOOOTIKOUG TTPOCBIOPITHOUG, TO DIGAUMA BETIKOU EAEyXOU TTPETTEI Va Bivel TINEG EVTOG TOU EUPOUG TTOU avaypa@eTal

oTO QIaAIdIO.

AMNOTEAEZMATA

YtroAoyiopoi

O1 OUYKEVTPWOEIG TV OEIYUATWY Tou aoBevoUg PTTopouV va TTPocdIopioTouV PE pia atmd Tig €€Ag dUo ueBOdouG:

1. NOIOTIKOZ MNPOZAIOPI>MOZ

ATtr/on eeTalopevou deiyparog

X EU/ml tou BaBpovounti D = EU/mI e§eTad. deiyparog

ATtr/on Tou BaOuovount D

2. HMI-NO2OTIKOZ NPOZAIOPI>MOZ

ATTeikovioTE O€ ypa@Ikf TTapdoTacn TNV atmoppo@nan Twv Babuovountwy A éwg kai D wg Tmpog Tnv avrioTtoixn
OUYKEVTPWON TOUG, O€ €va XapTi PE YPOMPMIKOUG afoveg. TotmoBeTroTe oTov dfova Twv X Tn ouykévipwon oe EU/
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ml ka1 oTov dgova Twv Y TNV amoppd@naon Kai oxedIAOTE TNV KAUTTUAN BEATIOTNG TTpocappoyns. MNpoadiopioTe TIg
OUYKEVTPWOEIG TWV BEIYUATWY TwV aoBeVWV aTTO TNV KAUTTUAN, 0€ OX£O0N WE TIG QVTIOTOIXEG TIWEG ATTOPPOPNOTIG TOUG.

BaBupovountng

O1 £€toipor TTpog xpron BaduovounTtég cupTrePIAQPBAvVOVTal yia TOV NUI-TTOCOTIKO TTPOCadIopICHO Kol TTPETTEl va
XpnoiyotroloUvTal o€ KABe avaAuan. Tuxov deiyuata acBevwy TTou TTEPIEXOUV UWNAGTEPA ETTITTESA AVTICWHATWY
eVOEXETAI VA OWOOUV TIHEG ATTOPPOPNONG UWNAOTEPEG aTTd auTEG Tou BaBuovounti A. Ta Tov akpIBA TTpoodiopIioud
TWV TIHWV NUI-TTOCOTIKOU TTPoadlopicpou, Ta &ciypata autd Ba TTPETTEl va apaiwbouv TTepaITEpw, E€TOI WOTE
OTav €TTAVELETAOTOUV VA EUTTITITOUV EVTOG TOU €UPOUG TNG KANTTUANG BaBuovounong. MNa va mTpoodiopiceTe TN
ouykévipwan oe EU/mI, TToANaTTAQCIA0TE TIG HOVADEG TTOU TIPOKUTITOUV HE TO GUVTEAEDTH apaiwaong.

Epunveia

O1 mipég «cutoffy TTpoékuwav atmd Tov €Aeyxo opwv ammd 100 @ualioloyikoUg aigodoTeS yia Tnv Trapoucia AHA.
Ta emimeda «cutoff» kabBopioTnkav otmd Tov TTPOOdIopIcPO TNG PEOoNG TIMAG ouykévipwong oe EU/mI. Tiyég
MIKPOTEPEG ATTO 2 TUTTIKEG ATTOKAIOEIG aUuTOU TOU QUAOIOAOYIKOU UpoUG BewpnBnkav apvnTIKEG Kal TINEG PETOEU 2-3
TUTTIKWV aTToKAioEwV BewpnriBnkav 100d0vapeg. Ta TTapakdTw TTapéxovTal ovov wg odnyog aTnv gpunveia Twv
EPYAOTNPIOKWY OTTOTEAEOUATWY. To KABE EPYOTTAPIO TIPETTEI VA TTPOCBIOPITE! TIG OIKEG TOU PUOIOAOYIKEG TIMEG. Ol
TINEG QUTEG EVOEXETOI Va TTOIKIAAOUV O€ KABe TTANBUoud TTou e€eTdleTal.

Tipn AHA Eppnveia

<20 EU/mlI ApvnTikO

20-25 EU/mI AtrpoadiépiaTo (oplako)
>25 EU/ml OeTIKO

MEPIOPIZMOI THZ AIAAIKAZIAX

H avdAuon avtiowpdtwy AHA ImmuLisa™ dev Ba TTpETTel va ekTEAEITAI O€ DEiyUaTA TTOU £XOUV UTTOOTE PeydAou
BaBuoU aipdAucn, o€ poAuopéva atrd pikpoRia i Airraipikd deiypaTta. H pébodog auTr) Ba TTpETTEl va XN OIUOTTOIEITAl
povo yia Tnv €gétaan delyudTwy opol avBpwTrou. Ta atmoteAéopata Tou Aaufdvovtal uttofonBouv Pévo Tn
didyvwon kai dev Ba TTPETTEI va epunvelovTal aTTd HOVA TOUG WG IAYVWOTIKG.

ANAMENOMENEZ TIMEZ
Mapakdtw gugavi¢etal n ouxvoTnTa epeadviong Twv AHA o did@opeg vOoOUG:

ZuxvornTa eueaviong avriiowudrwy Kard 1ng iIoTovng

Néoog % ouxXvoTnTa EUPAVIONG
ZuoTNUATIKOG EpUBNUATWONG AUKOG 42
Emayouevog atmo gdppaka EA 100
Emrayopevn amd @dpuaka BeTIKOTNTA 22

O€ QVTITTUPNVIKA avTICWHOTA

Peuparoeidng apbpitida 15
>kAnpodepuia 10

MikTr) vOOOG GUVOETIKOU 10TOU 15

>Uvdpopo Sjogren 28
duaoioloyikoi aoBeveig 0

XAPAKTHPIZTIKA AMOAOZHZ
Akpipeia:

O1 ouvteAeoTEG TTOIKINOTATAG €VTOG OEIPAG Kal PETAEU OEIpWV TOU CUCTAMATOG avAAuong avTiowpdTwy AHA
TTpoodiopioTnKav e TN AqWn BeTIKWV SelypdTwy pe didgopa eTiTTeda avTiIowPdTwy AHA, Kai oI CUVTEAECTEG QUTOI
Bpébnkav va ival yetagu 5 kar 10%.
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AHA EU/ml % ZUVT. TTOIKIA.
EVTOG OeIpdg

66,0 6,9

93,0 9,5

72,0 7,2
METAEU OeIpwVv

83,8 9,3

73,3 5,2

To kit avdAuong avriowpaTwyv AHA ImmuLisa™ cuykpiBnke pe €va dAAo d10B€o1uo oTO €UTTOPIO KIT avAAuong
avTiowpdTwy ELISA katd Tng 1016vnG. ‘Eva cuvolo 129 opwv TTou TauToTroIBnkav wg BeTIKOI 1 apvnTIKOi yia
avooo@B0PIoUO AVTICWHATWY KATA TNG 1I0TOVNG EARPBNCav atréd éva KAIVIKO EpyacTrpIo avapopdg Kal EAEyXOnkav
Tautoxpova Pe Ta dUo KIT. H KAIvIKA katdoTaon Twv acgBevwy dev fTav yvwoTh. OAol o1 opoi eAEyxBnkav cUg@wva
ME TIg dladikaoieg amddoang Kal EAEyXOU TTOIOTNTAG TTOU GUVIOTA O TTOPACKEUAOTAG. H OXETIKN €181KOTNTA, N OXETIKN
€uaicOnaia Kal N cup@wvia TTPoBAAAovVTal GTOV TTAPAKATW TTIVOKA:

2uykpion peradu ue@odwyv ELISA yia avricowuara AHA

ImmuLisa™ AHA

OeTIKA ApvnTikd ZUuvoAo
AAAN OeTIKA 36 4 40
HéBodOGg  ApvnTIKG 14 75 89
ELISA  Zgvolo 50 79 129

Jupowvia: 86%
EuaioBnaia: 90%
EidikoTnTa: 84%
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Ensayo ELISA para anticuerpos antihistona (AHA)
’
P> | PROSPECTO

©
| M M CO |REF| 1119 ELISA para anticuerpos antihistona (AHA) 96 anélisis
DIAGNOSTICS

USO PREVISTO

Ensayo inmunoenzimatico (ELISA) para la deteccion y semicuantificacion de anticuerpos antihistona en suero
humano.

RESUMEN Y EXPLICACION

Los anticuerpos antihistona, una proteina unida al ADN en el nucleo de las células eucariotas, estan presentes
en un cierto numero de condiciones clinicas, principalmente en pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES),
LE inducido por farmacos y pacientes positivos a anticuerpos antinucleares por farmacos . Hay varios métodos
de deteccion de anticuerpos antihistona, aunque los mas especificos y usados con mas frecuencia son la
inmunofluorescencia indirecta y el método ELISA™®. Los métodos de inmunofluorescencia indirecta, aunque sean
especificos para anticuerpos antihistona, no pueden aplicarse a sueros que contengan anticuerpos anti ADNS.
Ademas, la inmunofluorescencia indirecta no detecta los anticuerpos antihistona H3 y antihistona H4. Dadas las
mencionadas limitaciones, el método ELISA es el preferido para detectar anticuerpos antihistona.

Aproximadamente el 50% de los sueros no seleccionados de pacientes con LES y el 83% de pacientes con LES
activo presentan anticuerpos antihistona®. Practicamente todos los pacientes con LE inducido por farmacos y el
22% de pacientes con ANA inducido por farmacos son positivos a los anticuerpos antihistona'. Ademas de LE
idiopatico e inducido por farmacos, los anticuerpos antihistona estan presentes también en alrededor del 10-
15% de pacientes con artritis reumatoide, enfermedad mixta del tejido conectivo (MCTD) y esclerodermia. Los
niveles de anticuerpos antihistona son mucho mas altos en LE idiopatico e inducido por farmacos que en artritis
reumatoide, MCTD y esclerodermia.

Con la aparicion del método ELISA, se descubrié que los anticuerpos antihistona son de isotipos 1gG e IgA. En
el LES idiopatico, estan presentes ambos isotipos de anticuerpos. Se ha informado de una correlacion entre los
niveles de anticuerpos antihistona de clase IgG y la gravedad del lupus *¢. Sin embargo, en el LE inducido por
farmacos la incidencia de los anticuerpos antihistona de cada clase varia; por ejemplo, en el Le inducido por
procainamida e hidralazina predomina la clase IgM de anticuerpos antihistona®*.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

Inmunoensayo en fase sélida (ELISA) para detectar anticuerpos antihistona. Los micropocillos se recubren con
diferentes tipos de antigeno histona; a continuacion se bloquean los puntos que no han reaccionado para reducir
las uniones no especificas. En los pocillos recubiertos de antigeno se incuban los controles, calibradores y
muestras de suero del paciente, permitiendo que se unan los anticuerpos antihistona presentes en el suero. Los
anticuerpos que no se han unido y demas proteinas séricas se eliminan mediante lavado. Los anticuerpos unidos
se detectan afadiendo a los pocillos un conjugado antihumano polivalente marcado con enzima. Los anticuerpos
conjugados con enzima se unen especificamente a la inmunoglobulina humana. El conjugado enzimatico no unido
se elimina mediante lavado. A continuacién, se afiade a los pocillos un substrato enzimatico especifico (PNPP); la
presencia de anticuerpos antihistona es revelada por el cambio de color provocado por la conversion del substrato
pNPP. Se detiene la reaccion y se lee la intensidad del cambio de color, que es proporcional a la concentracion del
anticuerpo, con un espectrofotébmetro a 405 nm. Los resultados se expresan en unidades ELISA (EU/mlI).

REACTIVOS
Conservacion y preparacion

Conservelosreactivosa2-8°C. Nolos 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,
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el tampon de lavado reconstituido permanece estable hasta la fecha de caducidad indicada en el kit. Reconstituya
el tampodn de lavado hasta 1 litro con agua destilada o desionizada. Las tiras de micropocillos recubiertos deben
usarse una sola vez.

Precauciones

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

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

Para asegurar resultados validos, es menester seguir las instrucciones exactamente como se presentan
en este prospecto. No mezcle los componentes del kit con componentes de otro origen o que no tengan el
mismo numero de catalogo de Immco Diagnostics Inc.

Respete las buenas técnicas de laboratorio para reducir al minimo la contaminacion microbiana y quimica. No
utilice el producto después de la fecha de caducidad.

Material suministrado
ELISA para anticuerpos antihistona (AHA) ImmuLisa™ 1119

Los reactivos del kit son suficientes para efectuar 96 analisis.

12x 8 | MICROPLATE | AHA | Microplaca con micropocillos individuales separables revestidos
con antigeno histona.

1x1.5ml [CALIBRATOR[A[AHA]* Calibrador A listo para usar (tapa verde). Suero humano con
anticuerpos antihistona.

1x1.5ml [CALIBRATOR|[B|AHA]* Calibrador B listo para usar (fapa morada). Suero humano con
anticuerpos antihistona.

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

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

1x1.5ml [cCONTROL [+]|AHA]|* Control positivo listo para usar (tapa roja). Contiene suero
humano positivo a histona.

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

humano.

1x12ml  [19G/IgM-CONJ [ ALKPHOS |* Conjugado anti humano con fosfatasa alcalina listo para usar.
Color rosado.

1 x 60 ml * Diluyente de suero listo para usar. Color azul.
1x12ml [gSUBSTRATE |* gull)stlrato enzimatico listo para usar. Contiene pNPP. Protéjase
e laluz.
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1x12ml [sTOP Solucién Stop lista para usar.

2x m WASH ;I'ampén de lavado en polvo. Reconstituir cada unidad hasta un
itro.

* Contiene <0.1% NaN,

Simbolos utilizados en las etiquetas:
Numero de lote

Numero de catalogo

Fecha de caducidad
Temperatura de conservacion
Léanse las instrucciones de uso

Para diagnéstico in vitro

Fabricante

i RS I

Numero de analisis

Materiales necesarios no suministrados

« Agua desionizada o destilada

* Botella dispensadora para el tampdn de lavado diluido

« Pipetas con capacidad de 5 ul a 1000 pl

e Puntas de pipetas desechables

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

*  Papel absorbente

e 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.

e Lavador automatico de microplacas con capacidad de 200 pl

RECOGIDA Y MANIPULACION DE MUESTRAS

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

PROCEDIMIENTO

Advertencias preliminares

« Lea detenidamente estas instrucciones antes de comenzar el analisis.

* Deje que los reactivos y las muestras se estabilicen a temperatura ambiente. Vuelva a poner los materiales
en la nevera inmediatamente después de su uso.

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

« Una buena técnica de lavado es crucial. Si efectia el lavado manualmente, rocie toda la microplaca con
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un fuerte chorro de solucion de lavado utilizando una botella de boca ancha. 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.

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

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

Procedimiento del ensayo

Paso 1
Paso 2

Paso 3

Paso 4

Paso 5

Paso 6

Paso 7
Paso 8

Paso 9
Paso 10
Paso 11

Los reactivos deben estar a temperatura ambiente antes de dar comienzo al ensayo.

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

Determinacion cualitativa: use Unicamente el Low Calibrator D (frasco de tapa amarilla) listo para usar.

Determinaciéon semicuantitativa: use los calibradores listos para usar de A a D como se muestra
en el ejemplo siguiente:

DETERMINACION CUANTITATIVA DETERMINACION SEMI CUANTITATIVA
A w55 A w52
B NEG | S6 B NEG | S3
C POs|(S7 C Pos| | S4
D < ss D < ss
E s1 s E 9 s6
F s2s10 F ¢ 7
G 83 s11 G 9 s8
H s4 s12 H s 9
12 3 4 1 2 3 4

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

Utilice los pocillos necesarios del sobre; guarde las tiras no utilizadas en el sobre hermético y pdngalo
en la nevera.

Pipetee 100 ul de calibrador listo para usar, de controles positivo y negativo y muestras diluidas del
paciente en los correspondientes pocillos, como se indica en la hoja de protocolo.

Nota: Incluya un pocillo con 100 pl de diluyente de suero como blanco de reactivo. Ponga el lector
ELISA en cero con respecto al blanco de reactivo.

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

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

Pipetee 100 pl de conjugado en los pocillos.

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

Lave los pocillos repitiendo el paso 8.
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Paso 12 Pipetee 100 pl de substrato enzimatico en cada pocillo, en la misma secuencia y tiempos del
conjugado.

Paso 13 Incube 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.

Paso 14 Pipetee 100 pl de solucion Stop en cada pocillo, en la misma secuencia y tiempos en que afiadio
el substrato enzimatico. Lea la absorbancia en el plazo de una hora después de haber afiadido la
solucién Stop.

Paso 15 Lea la absorbancia de cada pocillo a 405 nm mediante un lector de microplacas de longitud de onda
simple o doble 405/630nm, comparandola con el blanco de reactivo regulado en absorbancia cero.

Control de Calidad

En cada ensayo es necesario procesar calibradores, controles positivo y negativo y un blanco de reactivo para
comprobar la integridad y precision del andlisis. La lectura de absorbancia del blanco de reactivo debera ser
<0,3. La lectura de absorbancia del calibrador A no debe ser inferior a 1,0; de lo contrario sera necesario repetir
el analisis. El control negativo debe ser <20 EU/mI. Si el analisis se efectua por duplicado, se tomara la media de
las dos lecturas para determinar las EU/ml. Cuando se efectian determinaciones cualitativas, la densidad éptica
del Calibrador D debe ser superior a la del control negativo e inferior a la absorbancia 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/ml de Calibrador D= EU/m|l muestra analizada
Abs. de Calibrador D

2. DETERMINACION SEMI CUANTITATIVA

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

Calibrador

Los calibradores proporcionan la semi cuantificacion y deben utilizarse en todos los ensayos. Las muestras de
pacientes que contengan niveles altos de anticuerpos podrian dar valores de absorbancia superiores a los del
Calibrador A. Para determinar con precision los valores semi cuantitativos, las muestras con esas caracteristicas
deben volverse a diluir, de modo que queden dentro de los limites de la curva del calibrador al ser analizadas
nuevamente. Para determinar las EU/mI, multiplique las unidades obtenidas por el factor de dilucion.

Interpretacion

Los valores limite se establecieron sometiendo a analisis para deteccion de AHA el suero de 100 donantes de
sangre sanos. Los niveles limite se determinaron tomando la media de EU/ml. Valores con menos de 2 DS de
esta norma se consideraron negativos; los valores entre 2 y 3 DS como dudosos. Las indicaciones que siguen
son solamente una guia para la interpretacion de los resultados de laboratorio. Cada laboratorio establecera sus
propios valores normales, que podran variar segun la poblacién examinada.

Valor AHA Interpretacion
<20 EU/mI Negativo

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

18



ES

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

El analisis para AHA 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 son soélo una ayuda para el diagnostico y no deben interpretarse como un diagnéstico por si solos.
VALORES ESPERADOS

La incidencia de AHA en diferentes condiciones patologicas se resume a continuacion.

Incidencia de anticuerpos antihistona

Enfermedad Incidencia %
Lupus eritematoso sistémico 42

LE inducido por farmacos 100
ANA inducido por farmacos 22
Artritis reumatoide 15
Esclerodermia 10
Enfermedad mixta del tejido 15
conectivo

Sindrome de Sjoégren 28
Pacientes normales 0

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO
Precision:

El coeficiente de variacion intraensayo y entre ensayo de AHA se determind tomando muestras positivas con
diferentes niveles de AHA; se estableci6 que esta entre 5y 10%.

EU/mIAHA % C.V.
intra-ensayo

66,0 6,9

93,0 9,5

72,0 7,2
entre ensayo

83,8 9,3

73,3 5,2

El ensayo para deteccion de AHA ImmuLisa™ se compar6 con otro ensayo ELISA disponible en comercio para la
deteccion de los mismos anticuerpos. Se analizaron 129 sueros procedentes de un laboratorio clinico de referencia
y mediante inmunofluorescencia se los catalogd como positivos 0 negativos a anticuerpos antihistona; luego,
fueron analizados simultaneamente con ambos kits. Se desconocian las condiciones clinicas de los pacientes.
Los sueros se analizaron conforme con el procedimiento y controles de calidad indicados por el fabricante. La
especificidad, sensibilidad y correspondencia relativas se indican en la siguiente tabla:

Comparacion entre métodos ELISA para AHA
AHA ImmuLisa™

Positivo Negativo Total
Otro Positivo 36 4 40
ELISA Negativo 14 75 89
Total 50 79 129

Correspondencia: 86%
Sensibilidad: 90%
Especificidad: 84%
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Anti-Histon-Antikorper-ELISA (AHA)

“ BEIPACKTEXT

©
| M M CO 1119 Histon-Antikérper-ELISA (AHA) 96 Bestimmungen

DIAGNOSTICS

VERWENDUNGSZWECK

Enzymgekoppelter Inmunabsorptionstest (ELISA) fir den Nachweis und die semi-quantitative Bestimmung von
Anti-Histon-Antikérpern in Humanserum.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Antikérper gegen Histon, ein Protein, das mit der DNA im Nukleus von eukaryotischen Zellen in Verbindung
steht, treten bei einer Reihe von klinischen Erscheinungen auf, hauptsachlich jedoch bei systemischem Lupus
erythematodes (SLE), arzneimittelinduziertem LE und bei Patienten mit arzneimittelinduzierten positiven
Testergebnissen fir antinukledre Antikorper'8. Es gibt mehrere Testmethoden fiir Anti-Histon-Antikorper, aber
indirekte Immunfluoreszenz und ELISA scheinen spezifischer zu sein und werden am haufigsten angewendet'.
Obwohl indirekte Immunfluoreszenzmethoden fiir Anti-Histon-Antikérper spezifisch sind, kénnen sie nicht mit
Seren angewendet werden, die Anti-DNA-Antikérper enthalten®. AuBerdem werden Anti-Histon-Antikérper gegen
H3 und H4 mit der indirekten Immunfluoreszenzmethode nicht nachgewiesen. Aufgrund der Einschrankungen
letzterer Methode ist die ELISA-Methode die erste Wahl fiir den Nachweis von Anti-Histon-Antikérpern.

Anti-Histon-Antikorper treten in etwa 50% der nicht selektierten SLE-Seren und bei 83% von Patienten mit aktivem
SLE auf®. Fast alle Patienten mit arzneimittelinduziertem LE und 22% der Patienten mit arzneimittelinduzierten ANA
zeigen positive Ergebnisse bei Anti-Histon-Antikorper-Tests'. Auf3er bei idiopathischem und arzneimittelinduziertem
SLE treten Anti-Histon-Antikérper auch bei etwa 10-15% von Patienten mit rheumatoider Arthritis und bei
Patienten mit Mischkollagenose (MCTD) und Sklerodermie auf. Im Vergleich zu rheumatoider Arthritis, MCTD und
Sklerodermie sind die Konzentrationen der Anti-Histon-Antikérper bei idiopathischem und arzneimittelinduziertem
SLE sehr viel hoher.

Mit der Einfihrung der ELISA-Methode wurde nachgewiesen, dass Anti-Histon-Antikérper sowohl dem Isotyp
IgG als auch dem Isotyp IgM angehéren kénnen. Bei idiopathischem SLE treten sowohl IgG- als auch IgM-
Anti-Histon-Antikorper auf. Es wurde auch tber einen Zusammenhang zwischen der Konzentration der IgG-Anti-
Histon-Antikérper und dem Schweregrad des Lupus berichtet*t. Bei arzneimittelinduziertem LE schwankt die
Haufigkeit der Anti-Histon-Antikdrper der einzelnen Klassen. So gehéren z.B. die Anti-Histon-Antikérper im Fall
eines durch Procainamid oder Hydralazin induzierten LE vorwiegend der IgM-Klasse an®.

TESTPRINZIP

DerAnti-Histon-Antikorper-Testwird als Festphasen-Immuntest(ELISA)durchgefuhrt. Die Mikrotiterplattenvertiefungen
werden mit verschiedenen Arten von Histon-Antigen beschichtet. AnschlieRend werden die unreagierten Stellen
blockiert, um die nicht-spezifische Bindung zu reduzieren. Kontrollseren, Kalibratoren und Serumproben von Patienten
werden in den antigenbeschichteten Vertiefungen inkubiert; dies erlaubt die Bindung der im Serum vorhandenen Anti-
Histon-Antikdrper. Nicht gebundene Antikdrper und andere Serumeiweil3e werden durch Waschen der Vertiefungen
entfernt. An die Vertiefungen gebundene Antikdrper werden durch Zugabe eines polyvalenten enzymmarkierten Anti-
human-Konjugats in die Vertiefungen nachgewiesen. Die enzymkonjugierten Antikdrper binden sich spezifisch an
das menschliche Immunglobulin. Nicht gebundenes Enzymkonjugat wird durch Waschen entfernt. Anschlief3end
wird ein spezifisches Enzymsubstrat (pNPP) in die Vertiefungen gegeben. Das Vorhandensein von Antikdrpern
gegen Histon wird mittels einer Farbveranderung festgestellt, die durch die Umwandlung des pNPP-Substrats in
ein farbiges Reaktionsprodukt entsteht. Die Reaktion wird gestoppt, und die Intensitat der Farbverdnderung, welche
proportional zur Konzentration der Antikdrper ist, wird bei 405 nm mit einem Spektrophotometer gemessen. Die
Ergebnisse werden in ELISA-Einheiten (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 triib ist oder Partikel enthalt. Alle Reagenzien missen vor der Anwendung
auf Raumtemperatur (20-25 °C) gebracht werden. Bei Lagerung bei 2-8 °C ist der rekonstituierte Waschpuffer
bis zum Verfallsdatum des Kits haltbar. Rekonstituieren Sie den Waschpuffer auf 1 Liter mit destilliertem oder
entionisiertem Wasser. Die beschichteten Mikrotiterstreifen sind nur zur einmaligen Anwendung bestimmt.

VorsichtsmaRnahmen

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

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

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

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

Mitgelieferte Materialien
ImmuLisa™ Histon-Antikérper-ELISA (AHA) 1119

Die Kits enthalten ausreichend Reagenzien zur Durchfiihrung von jeweils 96 Bestimmungen

12x 8 | MICROPLATE | AHA | Mikrotiterplatte mit einzeln abbrechbaren Mikrotitervertiefungen,
mit Histon-Antigen beschichtet.

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

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

1x1,5ml [CALIBRATOR|C]|AHA |* Gebrauchsfertiger Kalibrator C (blaue Kappe). Humanserum mit
Antikérpern gegen Histon.

1x1,5ml | CALIBRATOR | D | AHA |* Gebrauchsfertiger Kalibrator D (gelbe Kappe). Humanserum mit
Antikdrpern gegen Histon.

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

1x1,5ml | CONTROL - * Gebrauchsfertiges negatives Kontrollserum (weil8e Kappe).

Enthalt Humanserum.

1x12ml | IgG/IlgM-CONJ | ALKPHOS |* Gebrauchsfertiges Anti-human-alk.-Phos.-Konjugat.
Farbkennzeichnung rosa.

1x60 ml * Gebrauchsfertiger Serumverdiinner. Farbkennzeichnung blau.
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1x12ml | SUBSTRATE |* Gebrauchsfertiges Enzymsubstrat. Enthalt pNPP. Vor Licht
schitzen.
1x12 ml STOP Gebrauchsfertige Stopplésung.

2x Waschpuffer in Pulverform. Auf jeweils einen Liter

rekonstituieren.

* Enthélt <0,1% NaN,

Auf den Etiketten verwendete Symbole:
Chargennummer

Bestellnummer
Verwendbar bis
Lagerungstemperatur
Gebrauchsanleitung lesen
In-vitro-Diagnostikum

Hersteller

4R [F B> =~ [

Anzahl an Tests

Bendtigte, nicht mitgelieferte Materialien

« Entionisiertes oder destilliertes Wasser

e Spritzflasche fir den verdiinnten Waschpuffer

¢ Pipetten mit einem Volumenbereich von 5 pl bis 1000 pl

Pipettenspitzen zur einmaligen Verwendung

= Saubere Probenréhrchen 12 x 75 mm und Réhrchenhalter
e Stoppuhr

e Saugfahige Papiertlicher

«  Mikrotiterplattenreader, der Extinktionswerte bei 405 nm ablesen kann. Falls ein Mikrotiterplattenreader mit
doppelter Wellenlange verwendet wird, sollte der ReferenZfilter auf 630 nm eingestellt werden.

« Automatischer Mikrotiterplattenwascher mit einer Verteilungskapazitat von 200 pl
PROBENENTNAHME UND -HANDHABUNG

Fir dieses Verfahren sollten nur Serumproben verwendet werden. Stark hamolysierte, lipdmische oder mikrobiell
verunreinigte Proben kénnen die Leistung des Tests beeinflussen und sollten nicht verwendet werden. Lagern Sie
die Proben héchstens eine Woche lang bei 28°C. Zur langeren Aufbewahrung sollten Serumproben eingefroren
werden. Vermeiden Sie ein wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Proben.

VERFAHREN

Hinweise zum Verfahren

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

e Warten Sie vor Beginn des Testverfahrens, bis die Serumproben und Testreagenzien Raumtemperatur erreicht
haben. Stellen Sie alle nicht verwendeten Proben und Reagenzien sofort nach der Anwendung wieder in den
Kahlschrank.
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« Alle Verdinnungen der Patientenproben sollten vor Beginn des Tests vorbereitet werden.

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

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

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

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

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

Testmethode

Schritt 1 Lassen Sie alle Reagenzien und Proben Raumtemperatur erreichen.

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

Schritt 3  Verwenden Sie fur eine qualitative Bestimmung nur den gebrauchsfertigen niedrigen Kalibrator D
(Flaschchen mit gelber Kappe).
oder Verwenden Sie fir eine semi-quantitative Bestimmung die gebrauchsfertigen Kalibratoren A
bis D, wie in der Beispielanordnung unten angezeigt.

Schritt4 Verdinnen Sie die Patientenproben im Verhaltnis 1:101, indem Sie 5 uyl des Patientenserums mit
0,5 ml Probenverdiinner vermischen.

QUALITATIVE BESTIMMUNG SEMI-QUANTITATIVE BESTIMMUNG
A waxs5 A e 52
B neeiise B e s3
C ros) 57 C ros) 54
D % ss D s
E s1 59 E < s6
F s2s10 F ¢ s7
G 381 G T s
H s4 812 H ' s1is9
1T 2 3 4 12 3 4

Schritt 5 Entnehmen Sie dem Beutel die bendétigte Anzahl Vertiefungen und legen Sie die nicht verwendeten
Streifen im versiegelten Beutel wieder in den Kihlschrank.

Schritt 6  Pipettieren Sie 100 pl der gebrauchsfertigen Kalibratoren, der positiven und negativen Kontrollseren
und der verdinnten Patientenproben in die auf dem Protokollbogen angezeigten entsprechenden
Vertiefungen.

Anmerkung: Geben Sie in eine Vertiefung 100 pl Serumverdinner als Blindprobe. Stellen Sie den
ELISA-Reader gegen diese Blindprobe auf Null.
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Schritt 7
Schritt 8

Schritt 9

Schritt 10
Schritt 11
Schritt 12

Schritt 13
Schritt 14

Schritt 15

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

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

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

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

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

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

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

Qualitatskontrolle

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

ERGEBNISSE

Berechnungen

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

1. QUALITATIVE BESTIMMUNG

Ext. der Testprobe

X EU/ml von Kalibrator D = EU/ml der Testprobe

Ext. von Kalibrator D

2. SEMI-QUANTITATIVE BESTIMMUNG

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

Die gebrauchsfertigen Kalibratoren sind im Kit enthalten, um die semi-quantitative Bestimmung zu erméglichen;
sie missen bei jedem Testlauf verwendet werden. Patientenproben mit hohen Antikdrperspiegeln kénnen héhere
Extinktionswerte aufweisen als Kalibrator A. Um genaue semi-quantitative Werte zu bestimmen, sollten solche
Proben nochmals verdiinnt werden, damit sie bei einem erneuten Test innerhalb des Bereichs der Kalibratorenkurve
fallen. Um die EU/ml zu bestimmen, missen Sie den erhaltenen Wert mit dem Verdiinnungsfaktor multiplizieren.

Interpretation

Die Grenzwerte wurden erhalten, indem Seren von 100 normalen Blutspendern aufAHA getestet wurden. Die Grenzwerte
wurden durch Berechnung des mittleren EU/ml-Wertes festgelegt. Werte von weniger als 2 Standardabweichungen
von diesem Wert wurden als negativ gewertet, Werte zwischen 2-3 Standardabweichungen als ungewiss. Die
folgenden Angaben dienen nur als Leitfaden bei der Auslegung der Laborergebnisse. Jedes Labor muss seine eigenen
Normalwerte bestimmen. Diese kénnen je nach der untersuchten Patientenpopulation schwanken.

AHA-Wert Interpretation

<20 EU/mI negativ

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

EINSCHRANKUNGEN DES VERFAHRENS

Der ImmuLisa™ AHA-Test sollte nicht an stark hamolysierten, mikrobiell verunreinigten oder lipamischen Proben
durchgefiihrt werden. Diese Methode sollte nur verwendet werden, um menschliche Serumproben zu testen.
Die erhaltenen Ergebnisse dienen nur als Hilfsmittel bei der Diagnose und sollten nicht allein als diagnostisch
gedeutet werden.

ERWARTETE WERTE
Die Haufigkeit von AHA bei verschiedenen Krankheiten ist untenstehend angezeigt

Haufigkeit von Anti-Histon-Antikérpern

Krankheit Haufigkeit %
Systemischer Lupus erythematodes 42
Arzneimittelinduzierter LE 100
Arzneimittelinduzierte ANA 22
Rheumatoide Arthritis 15
Sklerodermie 10
Mischkollagenose 15
Sjégren-Syndrom 28
Normale Patienten 0
LEISTUNGSMERKMALE

Genauigkeit:

Die intraseriellen und interseriellen Variationskoeffizienten des AHA-Testsystems wurden mit Hilfe von positiven
Proben mit unterschiedlichen AHA-Konzentrationen bestimmt und lagen zwischen 5-10%.

AHA EU/mlI % VK
intraseriell
66,0 6,9
93,0 9,5
72,0 7,2
interseriell
83,8 9,3
73,3 5,2
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Der ImmuLisa™ AHA-Testkit wurde mit einem anderen im Handel erhaltlichen Anti-Histon-ELISA-Testkit verglichen.
Insgesamt 129 Seren, die von einem klinischen Referenzlabor mittels Immunfluoreszenz als positiv oder negativ fiir
Anti-Histon-Antikérper identifiziert wurden, wurden bezogen und gleichzeitig mit beiden Kits getestet. Der klinische
Zustand der Patienten war unbekannt. Alle Seren wurden entsprechend den vom Hersteller empfohlenen Leistungs-
und Qualitatskontrollverfahren getestet. Die relative Spezifitét, die relative Sensitivitat und die Ubereinstimmung

sind in der nachfolgenden Tabelle angezeigt:
Vergleich zwischen AHA-ELISA-Methoden
ImmuLisa™ AHA

Positiv Negativ Gesamt
Anderer Positiv 36 4 40
ELISA Negativ 14 75 89
Gesamt 50 79 129

Ubereinstimmung: 86%
Sensitivitat: 90%
Spezifitat: 84%
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Anticorps anti-histone (AHA) ELISA

M  ENcART DU PRODUIT

©
| M M CO 1119 Anticorps Histone (AHA) ELISA 96 Tests

DIAGNOSTICS

USAGE PREVU

Technique de dosage immunoenzymatique de type ELISA destinée a la détection et a la semi-quantification des
anticorps anti-histone dans le sérum humain.

RESUME ET EXPLICATION

Les anticorps de l'histone, une protéine associée a I’ADN dans le noyau des cellules eucaryotiques, se
manifestent dans plusieurs conditions cliniques mais essentiellement dans le lupus érythémateux systémique
(SLE), le lupus érythémateux provoqué par des médicaments et chez les patients avec anticorps antinucléaire
positif provoqué par des médicaments'®. Il existe plusieurs essais pour la détection des anticorps anti-histone
mais I'immunofluorescence indirecte et la méthode ELISA paraissent étre plus spécifiques et ont été utilisés le
plus fréquemment’. Les méthodes par immunofluorescence indirecte, bien que spécifique pour I'anticorps anti-
histone, ne peuvent étre utilisées avec du sérum qui contient des anticorps anti-ADN. De plus, les anticorps
anti-histone H3 et H4 ne sont pas détectés par la méthode de I'immunofluorescence indirecte. A cause des
limites que présente ce dernier essai, la méthode ELISA est la méthode préférée pour la détection des anticorps
anti-histone.

Les anticorps anti-histone se manifestent dans approximativement 50% du sérum non sélectionné de lupus
érythémateux systémique et chez 83% des patients souffrant d’'un lupus systémique érythémateux en cours®.
Pratiguement tous les patients souffrant d’'un lupus provoqué par médicaments et 22% des patients avec anticorps
anti-nucléaires provoqués par médicaments sont positifs pour les anticorps anti-histone'. En plus du lupus
erythémateux idiopathique et provoqué par des médicaments les anticorps anti-histone se manifestent aussi chez
approximativement 10-15% des patients souffrant de polyarthrite rhumatoide et chez les patients souffrant d’'une
connectivité mixte (MCTD) et de sclérodermie. Les niveaux des anticorps anti-histone sont beaucoup plus élevés
dans le lupus érythémateux idiopathique et provoqué par médicaments comparés a la polyarthrite rhumatoide, a
la connectivité mixte et a la sclérodermie.

Avec 'apparition de la méthode ELISA, on a constaté que les anticorps anti-histone sont aussi bien d’isotypes IgG
qu’lgM. Dans le lupus érythémateux systémique, aussi bien des anticorps anti-histone IgG qu’lgM se manifestent.
Une corrélation entre les niveaux d’anticorps anti-histone IgG et la gravité du lupus a également été signalée®*.
Cependant, dans le lupus érythémateux provoqué par médicaments, I'incidence des anticorps anti-histone de
chaque classe varie. Par exemple, dans le lupus érythémateux provoqué par la procainamide et I'hydralazine, les
anticorps anti-histone sont essentiellement de la classe IgM*.

PRINCIPES DE LA METHODE

Le test anticorps anti-histone est réalisé sous la forme d’'un dosage immunologique sur phase solide (ELISA).
Des microplaques a puits sont enduites avec des antigénes histone, suivi d’'un blocage des sites inaltérés pour
réduire I'agglutination non-spécifique. Les régulateurs, les calibreurs et les échantillons de sérum des patients
sont incubés dans les puits enduits d’antigene qui permettent aux anticorps anti -histone qui sont présents dans
le sérum de s’agglutiner. L'anticorps non agglutiné et les autres protéines du sérum sont éliminés en nettoyant
les puits des microplaques. Les anticorps agglutinés sont détectés en ajoutant un conjugué d’anticorps a
marquage enzymatique pour I'lgG humain aux puits. Ces anticorps conjugués a I'enzyme se lient spécifiquement
a 'immunoglobuline humaine. Le conjugué enzyme non-lié est éliminé par lavage. La phosphatase alcaline et son
substrat spécifique (pNPP) est ensuite ajoutée aux puits et la présence d’anticorps de I'histone 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 a la concentration d’anticorps, est lue par un spectrophotometre
a 405 nm. Les résultats sont exprimés en unités ELISA (EU)/ml.
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REACTIFS
Stockage et préparation
Entreposer tous les réactifs a 2°-8°C. Ne pas congeler.

Ne pas utiliser si les réactifs ne sont pas clairs ou si un précipité est présent. Tous les réactifs doivent étre amenés
a température ambiante (20°-25°C) avant 'usage. Quand elle est entreposée a 2°-8°C, la solution de lavage
reconstituée est stable jusqu’a la date d’expiration du kit. 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.

Précautions

Destiné a un usage diagnostique in vitro Tous les composants humains dérivés utilisés ont été testés pour HBsAg,
HCV, HIV 1 et 2 et HTLV et se sont révélés négatifs sur la base des tests qui sont exigés par 'administration FDA.
Cependant, les dérivés du sang humain et les spécimens des patients doivent toujours étre considérés comme
étant potentiellement infectieux. Il faut appliquer de bonnes pratiques de laboratoire au cours du stockage, de la
distribution et de la manipulation de ces matériaux®.

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

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

Matériel fourni
ImmuLisa™ anticorps Histone (AHA) ELISA 1119

Les kits contiennent les réactifs suffisants pour effectuer 96 tests chacun

12x8 [ MICROPLATE [ AHA | mict:ro-lamelle avec micropuits individuels, revétus d‘antigéne
istone
1x1,5ml [CALIBRATOR[A[AHA]|* Etalon A (couvercle vert), prét a 'emploi. Contient sérum humain
positif anticorps anti-histone.
1x1,5ml [CALIBRATOR|B[AHA |* Etalon B (couvercle violet), prét a 'emploi. Contient sérum humain
positif anticorps anti-histone.
1x1,5ml [CALIBRATOR|C|AHA]* Etalon C (couvercle bleu), prét a 'emploi. Contient sérum humain
positif anticorps anti-histone.
1x1,5ml [CALIBRATOR |D|AHA |* Etalon D (couvercle jaune), prét a 'emploi. Contient sérum humain
positif anticorps anti-histone.
1x1,5ml [CONTROL [+]|AHA]* Contréle positif (couvercle rouge), prét a 'emploi. Contient sérum
humain positif anticorps anti-histone.
1x1,5ml * ﬁontr_éle négatif (couvercle blanc), prét a 'emploi. Contient sérum
umain.

1x12ml [ IgG/igM-CONJ | ALKPHOS |* Conjugué Alk. phos. anti-lgG humaines. Code couleur rose.

1x 60 ml * Diluant pour sérum prét a 'emploi. Code couleur bleue.
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1x12ml | SUBSTRATE |* Substrat enzymatique prét a 'emploi. Contient du pNPP. Protéger
de la lumiére.

1x12ml [ sTOP Solution d’arrét préte & 'emploi.

2 x | BUF | WASH Tampon de lavage en poudre. Reconstituer pour 1 litre/flacon.

* Contient <0.1% NaN,

Symboles utilisés sur les étiquettes:

Numéro de lot

Numeéro de référence catalogue
A utiliser avant

Température de conservation
Lire les instructions d’utilisation

Pour usage diagnostique In vitro

Fabricant

4R BB = < [§

Nombre de tests

Matériel nécessaire mais non fourni

« Eau distillée ou désionisée

* Pissette en plastique pour contenir la solution de lavage diluée

* Pipettes en mesure de délivrer de 5 pl a 1000 pl

¢ Bouchons de pipette jetables

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

» Serviettes de papier absorbant

Lecteur de microplaque en mesure de lire des valeurs d’absorption a 405 nm. Si un lecteur de microplaque a
double longueur d’onde est disponible, le filtre de référence doit étre placé a 630 nm.

Nettoyeur automatique de microplaque en mesure de dispenser 200 pl
RECOLTE DES SPECIMENS ET MANIPULATION

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

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

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

Toutes les dilutions des échantillons patient doivent étre préparées avant de commencer I'essai.
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Le recours a une bonne technique de lavage s’avere fondamentale. Si le lavage est réalisé manuellement, il
est effectué de maniére adéquate en dirigeant un flux énergique de solution de lavage avec un flacon-laveur a
pointe large a travers toute la microplaque. On conseille de recourir a un dispositif automatique de lavage
de la microplaque.

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

A chaque étape, un controle soigneux du chronométrage s’avére important. Le début des périodes d’incubation

commence quand I'addition du réactif a eu lieu.

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

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

Méthode de test

Etape 1
Etape 2

Etape 3

Etape 4
Etape 5

Etape 6

Etape 7
Etape 8

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

Etiqueter le feuillet de protocole pour indiquer 'emplacement des échantillons dans les puits. Une
bonne pratique de laboratoire consiste a traiter les échantillons en double.

Pour une détermination qualitative, utiliser seulement le Calibreur Bas D prét a 'emploi (fiole avec
couvercle jaune).

Ou Pour un dosage semi-quantitatif, utiliser les Calibreurs A a D préts a I'emploi comme montré
dans le schéma d’échantillon figurant ci-dessous.

DOSAGE QUALITATIF DOSAGE SEMI-QUANTITATIF
A 5 A Jane 52
B neeis6 B neel s3
C (ros 57 C ros) 84
D % ss D & s
E s1 s E 9 s6
F s2 s10 F & s7
G 83 s11 G 9 s8
H sa s12 H s s
1 2 3 4 1 2 3 4

Préparer une dilution 1:101 des échantillons patient en mélangeant 5 yl du sérum patient avec 0,5
ml de diluant de sérum.

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

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

Note : Inclure un puits qui contient 100 pl du diluant de sérum a titre de réactif a blanc. Mettre le
lecteur ELISA a zéro par rapport au réactif a blanc.

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

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

Etape 9 Pipeter 100 pl de conjugué dans les microplaques a puits.
Etape 10  Incuber pendant 30 minutes (+ 5 min) & température ambiante.
Etape 11 Laver tous les puits comme décrit dans I'étape 8.

Etape 12  Pipeter 100 ul de substrat d’'enzyme dans chaque puits dans le méme ordre et chronométrer comme
pour le conjugué.

Etape 13  Incuber pendant 30 minutes (+ 5 min) & température ambiante.

Etape 14  Pipeter 100 pl de solution d’arrét dans chaque puits en ayant recours au méme ordre et au méme
chronométrage que pour I'addition du substrat d’enzyme. Lire les taux d’absorption dans un laps de
temps de 1 heure apres I'addition de la solution d’arrét.

Etape 15 Lire I'absorption de chaque puits & 405 nm en utilisant un lecteur de microplaques a simple ou a
double longueur d’'onde 405/630nm par rapport au réactif a blanc programmé sur une absorption
z€éro.

Contréle de qualité

Des calibreurs, des régulateurs positif et négatif et un réactif a blanc doivent étre utilisés a chaque test pour
vérifier l'intégrité et I'exactitude du test. La lecture de I'absorption du réactif a blanc doit étre inférieure a 0,3. Le
calibreur A doit présenter une mesure de I'absorption qui ne doit pas étre inférieure a 1,0, sans quoi le test doit
étre recommencé. Le régulateur négatif doit &tre inférieur a 20 EU/ml Si I'essai est effectué en double, la moyenne
des deux lectures doit étre prise pour déterminer la concentration d’anticorps anti-histone. Quand on procéde aux
tests qualitatifs, la densité optique du Calibreur 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 la fiole.

RESULTATS
Calculs

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

1. DOSAGE QUALITATIF

Abs. de I’échantillon d’essai

X EU/ml de calibreur D = EU/ml échantillon d’essai
Abs. du calibreur D
2. DOSAGE SEMI-QUANTITATIF

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

Calibreur

Les calibreurs préts a I'emploi sont inclus pour fournir la semi-quantification et doivent étre utilisés a chaque
opération. Les échantillons patient qui contiennent les niveaux d’anticorps les plus élevés peuvent produire des
taux d’absorption plus élevés que ceux du calibreur A. Pour déterminer des valeurs semi-quantitatives précises,
ces échantillons de sérum doivent en outre étre dilués de telle maniere qu’ils s’inscrivent dans la plage de la
courbe du calibreur quand on refait I'essai. Pour la détermination EU/mI, multiplier les unités obtenues par le
facteur de dilution.
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Interprétation

Les valeurs de cut-off ont été obtenues en testant le sérum sur 100 donateurs du sang normaux a la recherche
d’anticorps anti-histone AHA. Les niveaux de cutoff ont été établis en déterminant la moyenne EU/ml. Les valeurs
inférieures a 2 SD de cette valeur normale ont été considérées comme négatives et les valeurs entre 2-3 SD
comme étant équivoques. Ce qui figure ci-dessous sert uniguement comme guide pour linterprétation des
résultats. Chaque laboratoire doit déterminer ses propres valeurs normales. Celles-ci peuvent varier en fonction
de la population examinée.

Interprétation de la valeur AHA
< 20 EU/ml Négative
20-25 EU/mI Indéterminée (cas-limite)
>25 EU/ml Positive
LIMITES DE LA PROCEDURE

Le test ImmuLisa™ AHA 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. Les résultats obtenus servent seulement comme aide dans le diagnostic et ne devraient pas
étre interprétés comme un diagnostic par eux-mémes.

VALEURS ATTENDUES
Lincidence des AHA dans différents types de maladie est fournie ci-dessous :

Incidence des anticorps anti-histone

Incidence maladie %
Lupus érythémateux systémique 42
Lupus érythémateux provoqué par des médicaments 100
Anticorps anti-nucléaires provoqués par des 22
médicaments ANA

Polyarthrite rhumatoide 15
Sclérodermie 10
Connectivité mixte 15
Syndrome de Sjoégren 28
Patients normaux 0

DONNEES DE RENDEMENT
Précision :

Le coefficient de variation intra et inter-dosage du systéme de test AHA a été déterminé en prenant des échantillons
positifs de divers niveaux d’AHA et est apparu comme se situant entre 5-10%.

AHA EU/mI % C.V.
intra-dosage

66,0 6,9

93,0 9,5

72,0 7,2
inter-dosage

83,8 9,3

73,3 5,2
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Le kit de test AHA ImmuLisa™ a été comparé avec un kit de test anti-histone ELISA disponible dans le commerce.
Un total de 129 sérums, identifiés comme étant positifs ou négatifs par immunofluorescence de I'anticorps de
I'histone par un laboratoire de référence clinique ont été obtenus et testés simultanément avec les deux kits. Les
conditions cliniques des patients n’étaient pas connues. Tous les sérums ont été testés d’apres les procédures
de réalisation et de qualité recommandées par le fabricant. La spécificité relative, la sensibilité relative et I'accord
sont fournis dans le tableau suivant :

Comparaison entre les méthodes AHA ELISA
ImmuLisa™ AHA

Positif Négatif Total
Autre Positif 36 4 40
ELISA Négatif 14 75 89
Total 50 79 129

Accord: 86%
Sensibilité: 90%
Spécificité: 84%
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Anticorpi Anti-istoni (AHA) ELISA

M  NSERTO DEL PRODOTTO

©
| M M CO 1119 Anticorpi Anti-istoni (AHA) ELISA 96 Determinazioni

DIAGNOSTICS

FINALITA’ D’USO

Test immunoenzimatico (ELISA) per la rilevazione e la semiquantificazione di anticorpi anti-istoni (AHA) nel siero
umano.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE DEL TEST

Gli anticorpi anti-istoni, proteine associate con il DNA nel nucleo di cellule eucariote, compaiono in una serie di
condizioni cliniche, ma principalmente nel lupus eritematoso sitemico (LES), nel lupus eritematoso indotto da
farmaci (LE) e in pazienti con positivita agli anticorpi anti-nucleari indotta da farmaci'®. Esistono vari test per la
rilevazione di anticorpi anti-istoni, ma i metodi in immunoflorescenza indiretta e ELISA sembrano essere i piu
specifici e vengono utilizzati con maggiore frequenza'®. | metodi in immunofluorescenza indiretta, malgrado siano
specifici per gli anticorpi anti-istoni, non possono essere utilizzati per i sieri contenenti anticorpi anti-DNA°®. Inoltre,
gli anticorpi anti-istoni contro H3 e H4 non sono rilevati dal metodo per immunofluorescenza indiretta, e quindi il
metodo ELISA sembra essere quello privilegiato per la rilevazione di anticorpi anti-istoni.

Gli anticorpi anti-istoni compaiono in circa il 50% di sieri LES non selezionati e nell’'83% di pazienti con LES attivo®.
Quasi tutti i pazienti con LE indotto da farmaci e il 22% dei pazienti con ANA indotti da farmaci risultano positivi per
gli anticorpi anti-istoni'. Oltre che in LE idiopatico e indotto da farmaci, gli anticorpi anti-istoni sono presenti anche
in circa il 10-15% di pazienti con artrite reumatoide e in pazienti con malattia mista del tessuto connettivo (MCTD)
e sclerodermia. | livelli di anticorpi anti-istoni sono molto piu elevati nel LES idiopatico e indotto da farmaci rispetto
all’artrite reumatoide, alla MCTD e alla sclerodermia.

Con l'avvento della metodologia ELISA, gli anticorpi anti-istoni sono stati riscontrati essere degli isotipi IgG e IgM.
Nel LES idiopatico sono presenti anticorpi anti-istoni dell'isotipo IgG e IgM. E stata riportata una correlazione
tra i livelli di anticorpi anti-istoni IgG e la gravita del lupus®®. Tuttavia, nel LES indotto da farmaci, I'incidenza
degli anticorpi anti-istoni di ciascuna classe varia. Per esempio, nel LES indotto da procainamide e idralazina, gli
anticorpi anti-istoni sono prevalentemente di classe IgM*.

PRINCIPI DELLA METODICA

Il test per gli anticorpi anti-istoni viene eseguito come test immunoenzimatico (ELISA) in fase solida. | pozzetti
vengono rivestiti con vari tipi di antigeni istonici; segue poi il blocco dei siti che non hanno reagito, per ridurre i
legami non specifici. Controlli, calibratore e campioni di siero del paziente vengono incubati nei pozzetti rivestiti
di antigene, e cido permette agli anticorpi anti-istoni presenti nel siero di legarsi. L'anticorpo non legato e altre
proteine sieriche vengono rimossi lavando i pozzetti. Gli anticorpi legati ai pozzetti vengono rilevati da un coniugato
polivalente anti-IgG e IgM umane marcato con enzima aggiunto ai pozzetti. Questi anticorpi coniugati con enzima
si legano in modo specifico alle immunoglobuline umane. Il coniugato non legato viene rimosso mediante lavaggio.
Nei pozzetti viene poi aggiunto un substrato enzimatico specifico (pPNPP) e la presenza di anticorpi anti-istoni viene
rivelata da un cambiamento di colore prodotto dalla conversione del substrato pNPP. La reazione viene stoppata
e lintensita del cambiamento di colore, che € proporzionale alla concentrazione di anticorpo, viene letta da uno
spettrofotometro a 405 nm. | risultati sono espressi in unita ELISA (EU/mI).

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
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temperatura ambiente (20-25°C) prima dell’'uso. Se conservato a 2-8°C, il tampone di lavaggio ricostituito € stabile
fino alla data di scadenza del kit. Ricostituire il tampone a 1 litro con acqua distillata o deionizzata. Le strisce con
i pozzetti sono monouso.

Precauzioni

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

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

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

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

Materiali forniti
Anticorpi Anti-istoni (AHA) ELISA ImmuLisa™ 1119

| kit contengono reagenti sufficienti ad eseguire 96 determinazioni ciascuno.

12x 8 | MICROPLATE | AHA | Micropiastra con micropozzetti asportabili rivestiti con I'antigene
istone.
1x1.5ml [CALIBRATOR[A[ AHA |* Calibratore A (tappo verde) pronto all’'uso. Siero umano

contenente anticorpi anti-istoni.

1x1.5ml | CALIBRATOR | B | AHA |* Calibratore B (tappo viola) pronto all’'uso. Siero umano
contenente anticorpi anti-istoni.

1x1.5ml | CALIBRATOR | c | AHA |* Calibratore C (tappo blu) pronto all’'uso. Siero umano contenente
anticorpi anti-istoni.

1x1.5ml [CALIBRATOR[D|AHA]* Calibratore D (tappo giallo) pronto all'uso. Siero umano
contenente anticorpi anti-istoni.

1x1.5ml [cONTROL [+]AHA]* Controllo Positivo (tappo rosso) pronto all'uso. Contiene siero
umano positivo per istoni.

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

umano.

1x12ml [ 19G/IgM-CONJ | ALKPHOS | * Coniugato in Fosf. Alc. Polivalente anti IgG/IlgM pronto
all’uso; di colore rosa.

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

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

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

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

* Contiene < 0,1% NaN,
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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

<l REEESN ]

Numero di test

Materiali necessari ma non forniti

¢ Acqua distillata o deionizzata

« Flacone per contenere il tampone di lavaggio diluito.

* 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
e Timer

« Carta assorbente

e 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 630 nm.

e Lavatore automatico per micropiastre, in grado di dispensare 200 pl

RACCOLTA DEL CAMPIONE

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

PROCEDURA

Note sul test

« Prima diiniziare il test leggere attentamente questo foglio illustrativo.

e Portare a temperatura ambiente i campioni di siero e i reagenti prima di iniziare la procedura di analisi.
Immediatamente dopo I'uso trasferire in frigo tutti i campioni e reagenti non utilizzati.

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

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

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

e Per tutte le fasi € importante controllare accuratamente i tempi. Tutti i periodi di incubazione iniziano con il
completamento dell’aggiunta di reagente.
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« Laggiunta di tutti i campioni e reagenti dovrebbe essere eseguita alla stessa velocita e nella stessa
sequenza.

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

Metodo del test

Fase 1

Fase 2

Fase 3

Fase 4

Fase 5

Fase 6

Fase 7

Fase 8

Fase 9

Fase 10
Fase 11
Fase 12

Fase 13

Portare tutti i reagenti a temperatura ambiente.

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

Per una determinazione qualitativa usare solo il Low Calibrator D pronto all'uso (fiala con tappo giallo).
mentre per una determinazione semi-quantitativa usare i Calibratori da A a D pronti all’'uso come
illustrato nell’esempio di disposizione dei campioni riportato sotto:

DETERMINAZIONE QUALITATIVA DETERMINAZIONE SEMI-QUANTITATIVA
A iS5 A e 52
B e is6 B i~ s3
C POS | (§7 C PoS| | 4
D < ss D %tiss
E s1 s E < s
F s2 s10 F ¢ s7
G s3 80 G 9 8
H s4 s12 H s1 s9
1 2 3 4 1 2 3 4

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

Rimuovere i pozzetti necessari dalla busta e riporre nuovamente le strisce inutilizzate nella busta
sigillata nel frigo.

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

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

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

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

Pipettare 100 ul di Coniugato nei pozzetti.
Incubare per 30 minuti (+ 5 min) a temperatura ambiente.
Lavare tutti i pozzetti come prescritto al punto 8.

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

Incubare per 30 minuti (+ 5 min) a temperatura ambiente.
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Fase 14 Pipettare 100 ul di Soluzione di stop in ciascun pozzetto nello stesso ordine e con gli stessi tempi
usati per I'aggiunta del substrato enzimatico. Leggere I'assorbanza entro 1 ora dall’aggiunta della
Soluzione di stop.

Fase 15 Leggere I'assorbanza di ciascun pozzetto a 405 nm usando un lettore di micropiastre con lunghezza
d’onda singola o doppia (405/630nm) contro il bianco impostato su assorbanza 0.
Controllo di Qualita

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

RISULTATI
Calcoli

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

1. DETERMINAZIONE QUALITATIVA:

Assorbanza del campione del test

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

Calibratore

| calibratori pronti per 'uso servono per la semiquantificazione e devono essere usati in ciascuna serie di analisi. |
campioni di pazienti contenenti livelli di anticorpo piu alti possono dare valori di assorbanza maggiori di quelli del
calibratore A. Per determinare valori semiquantitativi accurati, tali campioni di siero devono essere ulteriormente
diluiti, in modo da farli rientrare nell'intervallo della curva del calibratore quando testati nuovamente. Per determinare
le EU/mI moltiplicare le unita ottenute per il fattore di diluizione.

Interpretazione

| valori cut-off sono stati ottenuti analizzando sieri di 100 donatori normali agli AHA. | livelli cut-off sono stati stabiliti
determinando la media EU/m. | valori inferiori di 2 DS rispetto al riferimento normale sono stati considerati negativi
e i valori tra 2-3 DS come equivochi. Quanto segue serve solo da guida nell'interpretazione dei risultati. Ciascun
laboratorio deve stabilire i propri valori normali che possono variare in base alla popolazione esaminata.

Valore AHA Interpretazione
<20 EU/mI Negativo

20-25 EU/mI Borderline

>25 EU/ml Positivo
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LIMITAZIONI DEL TEST

Il test per gli AHA 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. | risultati
ottenuti rappresentano unicamente un elemento di supporto alla diagnosi, considerati singolarmente non hanno
valenza diagnostica.

VALORI ATTESI

L'incidenza degli AHA in una serie di patologie ¢ illustrata di seguito:

Incidenza degli anticorpi anti-istoni

Malattia Incidenza %
Lupus eritematoso sistemico 42

LES indotto da farmaci 100
ANA indotti da farmaci 22
Artrite reumatoide 15
Sclerodermia 10
Malattia mista del tessuto connettivo 15
Sindrome di Sjégren 28
Individui normali 0

CARATTERISTICHE DI PERFORMANCE
Precisione:

Il coefficiente di variazione (CV) del test per gli AHA all’interno di uno stesso saggio tra un saggio e l'altro € stato
determinato prendendo campioni con livelli variabili di AHA ed ¢ risultato essere tra 5-10%.

AHA EU/mI % C.V.

intra-analsi

66,0 6,9
93,0 9,5
72,0 72
inter-analisi

83,8 9,3
73,3 52

Il kit per I'analisi degli AHA ImmuLisa™ ¢ stato confrontato con un kit di analisi anti-istoni ELISA disponibile in
commercio. Sono stati ottenuti da un laboratorio clinico di riferimento complessivamente 129 sieri identificati come
positivi 0 negativi per gli anticorpi anti-istoni con il metodo per immunofluorescenza e testati simultaneamente con
entrambi i kit. La condizione clinica dei pazienti non era nota. Tutti i sieri sono stati analizzati secondo le procedure
di performance e di controllo qualita raccomandate dal produttore. La specificita, la sensibilita e la concordanza
sono illustrate nella Tabella seguente:

Comparazione tra i metodi AHA ELISA
AHA ImmuLisa™

Positivo Negativo Totale
Positivo 36 4 40
él‘_':g; Negativo 14 75 89
Totale 50 79 129

Concordanza: 86%
Sensibilita: 90%
Specificita: 84%
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ELISA Anticorpos Anti-Histona (AHA)

M FoLHETO DO PRODUTO

| M M CO 1119 ELISA para Anticorpos Anti-Histona (AHA) 96 Determinagdes
DIAGNOSTICS

APLICACAO

E um teste de imunoabsorcéo enzimatica (ELISA) para a detecgéo e semiquantificacdo de anticorpos anti-histona
em soro humano.

RESUMO E EXPLICAGAO

Os anticorpos anti-histona, uma proteina associada ao ADN do nlcleo das células eucaridticas, ocorre em
numerosas patologias clinicas mas principalmente no ldpus eritematoso sistémico (LES), lUpus eritematoso
induzido por medicamentos e em doentes positivos a anticorpos anti-nucleares induzidos por medicamentos'.
Existem diversos testes para a detecgao de anticorpos anti-histona mas a imunofluorescéncia indirecta e o ELISA
parecem ser mais especificos e tém sido usados mais frequentemente’®. Os métodos de imunofluorescéncia
indirecta, mesmo os mais especificos para anticorpos anti-histona, ndo podem ser usados com soros que
contenham anticorpos anti-ADN®. Para além disso, os anticorpos anti-histona H3 e H4 ndo sdo detectados pelo
método de imunofluorescéncia indirecta. Em virtude das limitagdes do teste acima mencionado, o método ELISA
tem sido o método escolhido para a detecgéo dos anticorpos anti-histona.

Os anticorpos anti-histona apresentam-se em aproximadamente 50% dos soros de doentes com LES né&o
seleccionados e em 83% dos doentes com LES activo®. Quase todos os doentes com lupus eritematoso induzido
por medicamentos e 22% dos doentes com ANA induzidos por medicamentos sdo positivos a anticorpos anti-
histona’. Em conjunto com o lipus eritematoso idiopatico e induzido por medicamentos, os anticorpos anti-histona
também se apresentam em aproximadamente 10 a 15% dos doentes com artrite reumatoide e nos doentes
com doencga mista do tecido conjuntivo (DMTC) e esclerodermia. Os niveis de anticorpos anti-histona sdo muito
superiores no lupus eritematoso idiopatico e induzido por medicamentos se comparado com a artrite reumatoide,
DMTC e esclerodermia.

Com o aparecimento do método ELISA, os anticorpos anti-histona foram descobertos como sendo de ambos
os isotipos IgG e IgM. No LES idiopatico apresentam-se ambos os anticorpos anti-histona, IgG e IgM. Também
foi registada uma correlagdo entre os niveis de anticorpos IgG anti-histona e a gravidade de lGpus®®. Todavia,
no lupus eritematoso induzido por medicamentos, varia a incidéncia de anticorpos anti-histona de cada classe.
Por exemplo, no lupus eritematoso induzido por procainamida e hidralazina, os anticorpos anti-histona séo
predominantemente da classe IgM*.

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

O teste de anticorpos anti-histona é executado como um exame imunolégico de fase solida (ELISA). Os micropogos
sdo revestidos com diversos tipos de antigénio histona seguido pelo bloqueio dos locais ndo reactivos para
reduzir a ligagédo n&o especifica. As amostras de controlo, calibradores e soro do doente sdo incubados nos pogos
revestidos com antigénio o que permite a ligagdo dos anticorpos anti-histona presentes no soro. Os anticorpos que
nao se ligaram e as outras proteinas do soro sdo eliminadas com a lavagem dos micropogos. Os anticorpos que se
ligaram aos micropogo séo detectados juntando aos micropogos um conjugado de IgG anti-humana marcado com
enzima. Os anticorpos conjugados com enzima ligam-se especificamente a imunoglobulina humana. O conjugado
enzimatico que nao se liga é eliminado por lavagem. Depois adiciona-se aos micropogos um substrato enzimatico
especifico (pNPP) e a presencga de anticorpos anti-histona é detectada por uma alteragéo de cor provocada pela
conversao do substrato pNPP. A reacgéo é interrompida e a intensidade da cor altera-se, a qual é proporcional
a concentragdo de anticorpos, e € lida por um espectrofotometro a 405 nm. Os resultados sdo apresentados em
unidades ELISA por mililitro (UE/ml).
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REAGENTES

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

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

Precaugées

Para uso em diagnostico in vitro. Todos os componentes de origem humana utilizados foram testados contra
HBsAg, VHC, VIH-1 e 2 e HTLV-I, e apresentaram resultados negativos pelos testes requeridos pela FDA.
Contudo, os derivados de sangue humano e de amostras de doentes devem ser considerados potencialmente
infecciosos. Devem-se respeitar as boas praticas laboratoriais de conservagéo, distribuigéo e eliminagdo destes
materiais'?.

AVISO: A azida de sodio (NaN,) pode reagir com as canalizagdes de cobre ou chumbo e formar azidas metalicas
altamente explosivas. Quando eliminar os liquidos deve deitar grandes quantidades de agua para evitar a formacao
dessas azidas. A azida de sédio pode ser toxica se for ingerida. Se ingerida, informe imediatamente o director de
laboratério ou um Centro Anti-Venenos.

As instrucdes devem ser seguidas exactamente como estao indicadas no folheto do kit para assegurar resultados
validos. Nao misture componentes do kit com componentes de outras origens que ndo sejam do mesmo
numero de catalogo da Immco Diagnostics Inc. Respeite as normas em vigor em matéria de processos
laboratoriais para minimizar as possibilidades de contaminagdo microbiana ou quimica dos reagentes durante o
seu manuseamento. Nao use apo6s a data de validade indicada no rétulo.

Materiais fornecidos
ELISA para Anticorpos Anti-Histona (AHA) ImmuLisa™ 1119

Cada kit contém reagentes suficientes para executar 96 determinacdes.

12x 8 | MICROPLATE | AHA | Microplaca com micropogos individuais destacaveis revestidos
com antigénio histona.

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

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

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

1x1,5ml |CALIBRATOR|D|AHA|* Calibrador D pronto a usar (tampa amarela). Soro humano
contendo anticorpos anti-histona.

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

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

humano.
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1x12ml | IgG/IgM-CONJ | ALKPHOS |*

1x60ml [DIL]*
1x12ml [ SUBSTRATE |*

1x12ml
2x

* Contém <0,1% NaN,

Simbolos utilizados nos roétulos:
Numero de lote

Numero de catalogo

Prazo de validade

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

Fabricante

i RS I

Numero de testes

Materiais necessarios mas nao fornecidos

+ Agua destilada ou desionizada

Conjugado anti-humano com fosfatase alcalina pronto a usar.
Cor-de-rosa.

Diluente de soro pronto a usar. Cor azul.

Substrato enzimatico pronto a usar. Contém pNPP. Proteger da
luz.

Solugao de paragem pronta a usar.

Tampao de lavagem em poé. Reconstituir cada unidade em um
litro.

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

e Pipetas para 5 a 1000 pl

* Pontas de pipetas descartaveis

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

e Temporizador

* Toalhetes de papel absorvente

COLHEITA E MANUSEAMENTO DA AMOSTRA

Nesta operagéo s6 devem ser utilizadas amostras de soro. As amostras muito hemolisadas, lipémicas ou
contaminadas com micrébios poderao interferir com o rendimento do teste e portanto ndo deveréao 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 modo de proceder

* Leia atentamente o folheto do produto antes de iniciar o teste.

« Deixe que as amostras de soro e os reagentes do teste estabilizem a temperatura ambiente antes de iniciar
o teste. Guarde imediatamente no frigorifico todas as amostras e reagentes que nao forem utilizados.
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¢ As diluigbes das amostras do doente devem ser todas preparadas antes de iniciar o teste.

« E essencial uma boa técnica de lavagem. Se a lavagem for executada manualmente, o método de lavagem
adequado é o de aplicar um jacto forte e directo de tampao de lavagem utilizando um frasco de lavagem com
uma boca larga abrangendo toda a microplaca. Aconselha-se um lavador automatico de microplacas.

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

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

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

« Retire do pacote as tiras de micropogos necessarias e feche bem o pacote para evitar condensac¢do nos
pocos ndo utilizados. Guarde imediatamente o pacote no frigorifico.

Método do teste

Passo 1

Passo 2

Passo 3

Passo 4

Passo 5

Passo 6

Passo 7

Passo 8

Deixe que todos os reagentes se estabilizem a temperatura ambiente.

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

Para uma determinagao quantitativa use somente o Calibrador D baixo, pronto a usar (frasco com
tampa amarela).

ou Para uma determinag¢do semiquantitativa use os Calibradores A a D, prontos a usar, como
descrito no esquema abaixo.

DETERMINACAO QUALITATIVA DETERMINACAO SEMIQUANTITATIVA
A s s5 A (82
B e is6 B i~ s3
C POS | S7 C Pos| | 4
D CSL 58 D C:L 35
E s1 s E < s6
F s2 s10 F ¢ s7
G s3 80 G ¢ s8
H s4 s12 H s1 s9
1 2 3 4 1 2 3 4

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

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

Com uma pipeta, deite 100 pl de Calibradores prontos a usar, Controlos Positivos e Negativos e
amostras do doente diluidas nos respectivos micropogos de acordo com a folha de protocolo.

Nota: Inclua também um micropogo com 100 pl de Diluente do Soro como branco de reagente.
Ponha o leitor ELISA a zeros em relagao ao branco de reagente.

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

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

Passo 9 Com uma pipeta, deite 100 pl de Conjugado nos micropogos.
Passo 10  Incube por 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.
Passo 11 Lave todos os micropogos como no Passo 8.

Passo 12 Com uma pipeta, deite 100 pl de Substrato Enzimatico em cada micropogo, na mesma ordem e
tempos, como descrito para o Conjugado.

Passo 13  Incube por 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.

Passo 14  Com uma pipeta, deite 100 pl de Solugdo de Paragem em cada micropogo na mesma ordem e
tempos descritos para o Substrato Enzimatico. Leia os valores de absorvancia no prazo de 1 hora
depois de juntar a Solugdo de Paragem.

Passo 15 Leia a absorvancia de cada micropogo a 405 nm usando um leitor de microplacas de comprimento
de onda simples ou duplo a 405/630 nm em comparagdo com o branco de reagente definido em
absorvancia zero.

Controlo de qualidade

Os Calibradores, os Controlos Positivo e Negativo e o branco de reagente devem ser ensaiados em cada teste
para verificar a integridade e a precisdo do teste. A leitura da absorvancia do branco de reagente devera 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
a concentracdo de anticorpos a histona devera ser calculada a média das duas leituras. Quando se efectuam
determinagdes qualitativas, a densidade 6ptica do Calibrador D deve ser superior a do controlo negativo e inferior
a absorvancia do controlo positivo. Para determinagbes semiquantitativas, o controlo positivo deve dar valores
dentro do intervalo indicado no frasco.

RESULTADOS
Calculos

As concentra¢des 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/mIl da Amostra de Teste

Abs. do Calibrador D

2. DETERMINACAO SEMIQUANTITATIVA

Registe a absorvancia dos Calibradores A a D em relagdo a respectiva concentragao num papel milimétrico
linear. Registe a concentragédo em UE/ml na coordenada X em relagao a absorvancia na coordenada Y e trace
a curva de melhor ajuste. Determine as concentragcdes das amostras do doente a partir da curva em relagéo ao
correspondente valor de absorvancia.

Calibrador

Os calibradores prontos a usar s&o incluidos para assegurar uma semiquantificagcdo e devem ser usados em todos
os testes. As amostras dos doentes com niveis de anticorpos mais elevados devem dar valores de absorvancia
mais elevados do que os do Calibrador A. Para a determinagao com precisao dos valores semiquantitativos essas
amostras de soro devem ser mais diluidas de modo que entrem no intervalo da curva do calibrador quando forem
novamente testadas. Para a determinacao de UE/mI, multiplique as unidades obtidas pelo factor de diluigéo.
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Interpretacao

Os valores limites foram obtidos testando os soros de 100 dadores de sangue normais em AHA. Os niveis limites
foram estabelecidos determinando a UE/mI média. Os valores inferiores a 2 DP em relagdo ao normal foram
considerados negativos e os valores entre 2 e 3 DP foram considerados equivocos. As seguintes informagdes
servem apenas como guia na interpretacdo dos resultados de laboratério. Cada laboratério deve determinar os
seus proprios valores normais. Esses poderdo variar em fungéo da populagdo examinada.

Valor AHA Interpretagao

< 20 EU/mI Negativo

20-25 EU/mlI Indeterminado (Limite)
>25 EU/ml Positivo

LIMITAGOES DO METODO

O teste de AHA ImmuLisa™ AHA nao deve ser efectuado em amostras muito hemolisadas, contaminadas com
micrébios ou lipémicas. Este método s6 deve ser utilizado para testar amostras de soro humano. Os resultados
obtidos servem apenas como auxilio do diagnoéstico e ndo deverdo ser interpretados como um diagnédstico
definitivo.

VALORES PREVISTOS

Aincidéncia de AHA em diversas condi¢cdes de doenga esta abaixo indicada:

Incidéncia de Anticorpos Anti-Histona

Doenca Incidéncia %
Lupus eritematoso sistémico 42

LE induzido por medicamentos 100
ANA induzidos por medicamentos 22
Artrite reumatoide 15
Escleroderma 10
Doenca mista do tecido conectivo 15
Sindroma de Sjoégren 28
Individuos normais 0

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO
Precisao:

O coeficiente de variagéo intra- e inter-testes do sistema de teste de AHA foi determinado utilizando amostras
positivas com diversos niveis de AHA e foi de 5 a 10%.

AHA UE/ml % C.V.

intra-teste
66,0 6,9
93,0 9,5
72,0 7,2
inter-teste
83,8 9,3
73,3 52

O Kit de teste de AHA ImmuLisa™ foi comparado com outro kit de teste ELISA para anticorpos anti-histona obtido
no comércio. Foi obtido e testado simultaneamente com ambos os kits por um laboratério de referéncia clinica
um total de 129 soros identificados como positivos ou negativos por imunofluorescéncia de anticorpos anti-
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histona. As condi¢des clinicas dos doentes eram desconhecidas. Todos os soros foram testados de acordo com
o desempenho e controlo de qualidade recomendados pelo fabricante. A especificidade relativa, sensibilidade

relativa e concordancia estéo indicadas na Tabela seguinte:
Comparagéo entre os Métodos ELISA AHA
AHA ImmuLisa™

Positivo Negativo Total
Outro Positivo 36 4 40
ELISA  Negativo 14 75 89
Total 50 79 129

Concordancia: 86%
Sensibilidade: 90%
Especificidade: 84%
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IMMCO Diagnostics, Inc.
60 Pineview Drive

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

: Fax: (716) 691-0466

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