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ImmuLisa™ Enhanced

dsDNA Antibody ELISA

‘ Double Stranded DNA Antibody ELISA

IMMCG For in vitro diagnostic use

ms PRODUCT INSERT
[REF] 5120 dsDNA Antibody ELISA 96 Determinations

INTENDED USE

An enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) for the qualitative or semi-
guantitative detection of IgG antibodies to double stranded DNA (dsDNA) in
human serum, as an aid in the diagnosis of systemic lupus erythematosus (SLE)
in conjunction with other laboratory and clinical findings.

SUMMARY AND EXPLANATION

Antinuclear antibodies (ANA) are found in various autoimmune diseases. ANA
include antibodies to antigens of the nucleus such as to DNA, histone and
various extractable nuclear antigens such as RNP, Sm, SS-A and SS-B. Three
specificities occur with anti-DNA antibodies.

These include:

1. anti-dsDNA antibodies that react only with dsDNA
2. anti-ssDNA antibodies that react with ssDNA
3. anti-ds/ssDNA antibodies that react with both dsDNA and ssDNA.

Of these three types, anti-dsDNA antibodies are characteristic of systemlc Iupus
erythematosus (SLE). They rarely occur in other autoimmune disorders.”® The
frequency and levels of these antibodies fluctuate with disease activity occurring
overall in about 50- 55% of SLE cases and in about 89% of SLE patients with
active renal disease.*’ Antibodies to dsDNA may disappear with
immunosuppressive treatment and during remission. There |s a good correlation
between disease activity and anti-dsDNA antibody levels.® The ImmuLisa™
dsDNA Antibody ELISA assay detects dsDNA antibodies of the 1gG class. Anti-
DNA antibodies of IgM and IgA isotypes also occur, but IgG class antibodies
have been shown to be clinically relevant.® Results are reported in International
Units (IU)/ml. Both the calibrators and positive control have been callbrated
against the World Health Organization (WHO) Reference ReagentWo/SO

PRINCIPLES OF PROCEDURE

The test is performed as a solid phase immunoassay. Microwells are coated with
purified dsDNA antigen followed by a blocking step to reduce non-specific
binding during the assay run. Controls, calibrators and patient sera are incubated
in the antigen coated wells to allow specific antibodies present in the serum to
bind to the dsDNA antigen. Unbound antibodies and other serum proteins are
removed by washing the microwells. Bound antibodies are detected by adding an
enzyme labeled anti-human IgG conjugate to the microwells. Unbound conjugate
is removed by washing. Specific enzyme substrate (TMB) is then added to the
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wells and the presence of antibodies is detected by a color change produced by
the conversion of TMB substrate to a colored reaction product. The reaction is
stopped and the intensity of the color change, which is proportional to the
concentration of antibody, is read by a spectrophotometer at 450 nm. Results are
expressed in International Units per milliliter (IU/ml) and reported as positive or
negative.

REAGENTS
Storage and Preparation

Store all reagents at 2-8°C. Do not freeze. Reagents are stable until the
expiration date when stored and handled as directed.

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

Reconstitute the wash buffer to 1 liter with distilled or deionized water. When
stored at 2-8°C, the reconstituted wash buffer is stable until the kit expiration
date.

Coated microwell strips are for one time use only. Unused microwell strips should
be carefully resealed in the pouch containing desiccants to prevent condensation
and stored at 2-8°C.

Precautions

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 %ood laboratory practices in storing, dispensing and disposing
of these materials.”

Stop Solution is a dilute sulfuric acid solution. Sulfuric acid (H2SO4) is poisonous
and corrosive. Do not ingest and avoid contact with skin and eyes. Avoid
exposure to bases, metals or other compounds that may react with acids.

TMB Enzyme Substrate contains an irritant that may be harmful if inhaled,
ingested or absorbed through the skin. Do not ingest and avoid contact with skin
and eyes.

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

Materials provided

ImmuLisa™ dsDNA Antibody ELISA 5120
Kits contains sufficient reagents to perform 96 determinations.
12x 8 [MICROPLATE[dsDNA] Microplate ~ with  individual  breakaway

microwells. Coated with dsDNA antigen.
Ready for use.

1x1.75ml Ready to use Positive Control (red cap).
Contains human serum positive for dsDNA
antibodies. The expected concentration
range in lU/ml is printed on the label.
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1x 1.75ml CONTROL[]

5x 1.75ml [CALIBRATORJA]dsDNA]
[CALIBRATOR][B[dsDNA]
[CALIBRATORIC[dsDNA]
[CALIBRATORI|D][dsDNA]
[CALIBRATORJE[dsDNA]

1x 15 ml IgG-CONJ[HRP

1 x 60 ml DIL

1x 15 ml SUBSTRATE[TMB

1x 15 ml STOP[H2S04

2 x vials BUF|WASH

1x

Optional Components

1 x 60ml BUF|WASH

Symbols used on labels
Lot number
Catalog number
IVD In vitro diagnostic use
Use by

Storage temperature

Number of tests

‘ Manufacturer

Materials Required But Not Provided

Deionized or distilled water

Disposable pipette tips

*  Timer
«  Absorbent paper towels

w
’e
& Read instructions before use
\

Ready to use Negative Control (white cap).
Contains human serum.

Ready to use set of 5 Calibrators. Calibrator
A (green cap) 400 IU/ml, Calibrator B (violet
cap) 200 IU/ml, Calibrator C (blue cap) 100
IU/ml, Calibrator D (yellow cap) 50 IU/ml, and
Calibrator E (orange cap) 1 IU/ml. Derived
from human serum containing dsDNA
antibodies. Concentrations in 1U/ml are
printed on the labels.

HRP goat anti-human IgG Conjugate. Ready
for use. Color coded pink.

Serum Diluent. Ready for use. Color coded
purple.

TMB enzyme substrate. Ready for use.
Protect from light.

Stop Solution. Ready for use.

Powder Wash Buffer. Reconstitute to one
liter each.

Protocol Sheets

Liquid concentrated Wash Bulffer.
Reconstitute to one liter.

Squeeze bottle to hold diluted wash buffer
Pipettes capable of delivering 5 pl to 1000 pl

Clean test tubes 12 x 75 mm and test tube rack
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«  Microplate reader capable of reading absorbance values at 450 nm. If dual
wavelength microplate reader is available, the reference filter should be set
at 600-650 nm

*  Automatic microplate washer capable of dispensing 200 pl per well.

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. It is recommended that
frozen specimens be tested within one year.

PROCEDURE

Procedural Notes

»  Carefully read the product insert before starting the assay.

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

+ Let patient specimens and test reagents equilibrate to room temperature
before starting with the test procedure. It is suggested that reagents be left

on the bench out of the box for 30 minutes prior to use. Return all unused
specimens and reagents to refrigerator immediately after use.

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

*+ 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 or 12 wells
simultaneously. This speeds the process and provides more uniform
incubation times.

«  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.

Test Method
Step 1 Let all reagents and specimens equilibrate to room temperature.

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

Step 3  For a qualitative determination use Calibrator D (vial with yellow cap)
only.

or
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Step 4

Step 5

Step 6

Step 7
Step 8

Step 9

Step 10
Step 11
Step 12

Step 13
Step 14

Step 15

For a semi-quantitative determination use Calibrators A through E
as depicted in the sample layout below.

Qualitative Semi-Quantitative
A Blank S5 Etc. A Blank S1 Etc.
B - S6 B - S2
C + S7 C + S3
D Cal D S8 D CalA S4
E S1 S9 E CalB S5
F S2 S10 F CalC S6
G S3 S11 G Cal D S7
H S4 S12 H CalE S8
1 2 3 1 2 3

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

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

Pipette 100 pl of Ready to use Calibrators, Positive and Negative
controls and diluted patient samples (1:101) 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 pl 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 30 minutes of adding Stop Solution.

Read absorbance of each microwell at 450 nm using a single or at
450/630nm using a 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 <30 IU/ml. If the test is run in duplicate, the mean
of the two readings should be taken for determining 1U/ml. While performing
Qualitative determinations, the optical density of Calibrator D must be greater
than that of the negative control and less than the absorbance of the positive
control. For semi-quantitative determinations the positive control must give
values in the range stated on the vial.

RESULTS

Calculations

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

1. QUALITATIVE DETERMINATION

Abs. of Test Sample
---------------------------- X IU/ml of CalibratorD = [U/ml Test Sample
Abs. of Calibrator D

It is recommended that qualitative results be reported as “positive” or
“negative.” Sample results greater than or equal to Calibrator D are
considered positive.

2. SEMI-QUANTITATIVE DETERMINATION

Plot the absorbance of Calibrator A through E against their respective
concentrations on linear-log graph paper. Plot the concentrations in 1U/ml on
the X-axis against the absorbance on the Y-axis and draw a point-to-point
curve fit. Determine the concentrations of the patient samples from the curve
according to corresponding absorbance values. Alternately, a four parameter
curve may be used to plot the standard curve.

It is recommended that semi-quantitative results be reported as “positive,”
“negative,” or “indeterminate” with 1U/ml unit values.
Indeterminate/borderline results should be retested and evaluated along with
other laboratory methods, as indicated in Limitations of Procedure.

Interpretation

Interpretation values were determined by testing 181 normal blood donors
and non-SLE disease control specimens. The mean of the normal subjects
plus 3 SD was established as the assay cutoff and assigned a value of 50
IU/ml. IMMCO suggests use of the reference range below. Each laboratory
should validate assay values for their own conditions.

dsDNA Ab value Interpretation

<50 1U/ml Negative

50-60 1U/ml Indeterminate (Borderline)
>60 [U/ml Positive
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Calibrator

The Ready to Use Calibrators are included to provide semi-quantitation and
must be used with each run. Patient samples containing high antibody levels
may give absorbance values greater than that of Calibrator A. For
determining accurate semi-quantitative values, such specimens should be
further diluted so they fall within the range of the calibrator curve when
retested. For determining 1U/ml values, multiply the units obtained by the
dilution factor.

LIMITATIONS OF PROCEDURE

CLIA Complexity: High. CDC Analyte Identification Code: 0425. CDC Test
System Identification Code: 28276.

The assay should not be performed on grossly hemolyzed, microbially
contaminated or lipemic samples. This method should be used for testing human
serum samples only. When the results of testing are indeterminate, further
testing for the following is suggested:

Antinuclear Antibodies on HEp-2 cells

Antinuclear Antibodies on Mouse Kidney or Mouse Liver tissue sections
Anti-ENA: RNP, Sm, SS-A (Ro), SS-B (La) Antibody ELISAs

nDNA by indirect immunofluorescence

Above tests are available from IMMCO Diagnostics. Refer to Product Catalog.
Testing for complement levels C3 and C4, CH50 and immune complexes is also
suggested. Strong positive results are indicative of SLE. However, negative
results cannot necessarily rule out a diagnosis of SLE. When there is a high
suspicion of SLE, then other tests, such as for ANA, ENA, nDNA and
complement levels should also be considered. The results obtained serve only as
an aid in the diagnosis. Taken alone, these results should not be interpreted as
diagnostic.

EXPECTED VALUES AND SUMMARY OF CLINICAL STUDIES

The incidence of dsDNA antibodies varies depending upon the patient
population. A compilation of incidence taken from the literature appears
below.®" 3

Disease % Incidence
Systemic Lupus Erythematosus 50-55
Active renal disease 89
Active non-renal disease 56
Inactive disease 30
Possible SLE 32
Rheumatoid Arthritis <12
Systemic Scleroderma <12
Normal patients <1

Sets of clinical samples were tested on the ImmuLisa™ dsDNA Antibody ELISA.
Results demonstrating incidence in the populations are provided below:
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Diagnosis No. Tested No. Positive % Positive*
SLE 249 155 62.2
Primary anti-phospholipid syndrome 25 0 0
Primary myositis 20 0 0
Scleroderma 4 1 25.0
Rheumatoid arthritis 43 5 11.6
Graves’ disease 9 0 0
Hashimoto’s thyroiditis 14 1 7.1
Undifferentiated thyroid disease 9 1 11.1
Autoimmune hearing loss 8 0 0
Normal 159 6 3.8

* Indeterminate/borderline specimens considered positive

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

The utility of the ImmuLisa™ dsDNA Antibody ELISA was evaluated by testing
well-characterized specimens from SLE subjects with positive nDNA IFA results
alongside disease controls and “normal” human sera. These specimens were
also tested on commercially available ELISA kits. Only specimens in the linear
range of the assay were included in the method comparison. These results are
summarized below.

ImmuLisa™ dsDNA Antibody ELISA vs. other dsDNA antibody ELISA:
Other dsDNA Antibody ELISA

Positive Negative Total
IMMCO Positive* 71 10 81
dsDNA Ab. Negative 6 86 92
ELISA Total 77 96 173

Positive Percent Agreement:
Negative Percent Agreement:
Overall Percent Agreement:

92.2% (95% CI 83.2%-96.8%)
89.6% (95% CI 81.3%-94.6%)
90.8% (95% CI 85.2%-94.5%)

* |Indeterminate/borderline samples were considered positive.

SLE Subjects: 87
Disease Controls: 28
Healthy Normal Subjects: 58

Precision

Precision was tested with 6 specimens selected throughout the range of the
assay. Runs of 6 replicates of each specimen were conducted in 12 assays.
Repeatability was determined with 12 replicates of each specimen.

Within run
Total Imprecision Between days (Repeatability)
Mean SD SD SD
Sample (1U/ml) (1U/ml) CV% (1U/ml) CV% (IU/ml) CV%
1 33.6 3.87 11.5% 4.04 11.7% 2.71 7.9%
2 41.0 4.43 10.8% 4.03 10.1% 4.08 10.2%
3 59.8 3.81 6.4% 3.83 6.6% 3.68 6.3%
4 124.9 10.31 8.3% 10.76 8.5% 5.56 4.4%
5 270.7 16.12 6.0% 16.44 5.9% 14.39 5.2%
6 361.6 24.99 6.9% 26.38 7.3% 14.72 4.1%




EN

Reproducibility

Assays of samples in the low negative range, moderate positive range and
approximately +/- 20% of the assay cutoffs were performed to determine
qualitative reproducibility. 86 replicates of each sample were tested. Assay
results for the low negative and moderate positive specimens produced 100%
qualitative agreement. Assay results for the cutoff -20% specimen produced
96.4% qualitative (negative) agreement. Assay results for the cutoff +20%
specimen produced 98.8% qualitative (positive) agreement.

Linearity and Recovery

Studies were performed using equidistant dilution series of positive samples with
values throughout the calibrator range to determine linear range of the assay.
The linear range of the assay was determined to be from 13.6 — 450 IU/ml.
Results are summarized below.

Slope Y-Intercept

Sample Test Range (95% CI) (95% CI) R? % Recovery

1 137-115.0 0.980 0471 100 963-107.1

7115, (0.940-1.019) (-2.699 - 3.042) : 3-107.

1,031 0835

2 149-2423 0583 1075) G000 ey 100 912-1083
0911 4.088

3 B4-383 0g74-0949  (5331-13507) 08 1000-1123
0980 9735

4 M7-3322 0915 105 (3510 o 093 876-1108
0911 6.865

s 89-395  (0ges-095)  (4132-17862) %7 976-1108

Limit of Detection

The limit of detection (LoD) for dsDNA antibody using this assay was determined
to be 13.6 IU/ml based on 60 replicates of the blank and 10 replicates each of 6
low-level (NHS) samples.

Interference

Interference was studied by mixing sera with known dsDNA antibody levels with
potentially interfering serum samples and studying deviation from expected
results. No significant interference was demonstrated for the following
substances at the levels indicated: Hemoglobin (2 g/L), Bilirubin (342 pmol/L),
and Rheumatoid Factor (100 EU/m).
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ImmuLisa™ Enhanced

dsDNA Antibody ELISA

‘ Avticwpa DNA AimrARg 'EAIkag ELISA

IMMCO

DIAGNOSTICS ENOETO MPOIONTOX

5120 Avrtiowpa &ITARS éAikag DNA (dsDNA Antibody) ELISA 96
Mpoadiopiouoi

ZKOMOYMENH XPHZH

Evqupikn dokipry avoootrpoopo®nong (ELISA) yia Tnv avixveuon kai Tov ni-
TTO00TIKO TTPOC0dIoPIoNS avTiIowpdTwy IgG oe DNA dITAfAg éAikag (dSDNA) otov
avBpwTmivo opd, wg Bondnua otn didyvwaon Tou cuoTnuaTikoU €pubnuaTwon
AUkou (SLE) og ouvduaopo pe GAAa epyacTnpiakd Kal KAIVIKG euprpara.

MNEPIAHWH KAI AITIOAOTIA

AvTiTrupnvika avricwpata (ANA) ptropouv va Bpebouv o€ dIAQopeg aUTOAVOTEG
voooug. Ta ANA TrepIAaufBdvouv avTioWwpaTa g€ avTiyova Tou TTupAva, OTTwg
DNA, 1016vn ka1 didgopa eEaywyipga TTupnvika avtiyova, otwg RNP, Sm, SS-A
Kal SS-B. Tpeig 1d1aitepdTnTeEG GUPBaivouv pe Ta avTl-DNA avTiowuara.

AuTég TrEpIAauBavouy:

1. avr-dsDNA avTiowpaTta TTou avTidpouv povo ye dsDNA
2. avtl-ssDNA avTicwpara Tou avTidpouv pe SSDNA
3. avTl-ds/ssDNA avTicwuarta TTou avTidpouv T16o0 pe dsDNA 600 Kal pe

ssDNA.

ATIO auTtoug Toug TPEIG TUTTOUG, Ta avTli-dSDNA avTicwpaTta gival XapakTnpIoTIKA
TOU GUGTNMATIKOU spuenyawﬁéoug AUkou (SLE). Zmravia TraparnpouvTal o€ AAAEG
AUTOAVOOEG dIOTAPAXEG. ®H OuXVOTNTA KAl TA ETTITTEDA QUTWV TWV AVTICWHATWY
augopelwvovTal Ye TV dpaocTnpidTNTa TNG VOOOU TTOU TTOPATNPEITal YEVIKA OF
mepitTTou 50-55% Twv TTEPIMTWOoEWY Pe SLE kal og repimou 89% Twv acBevdv ye
SLE pe evepyry vegpiki v6co.®’ Ta avriowpara oe dsDNA evdéxeTal va
€€apavioToUVv PE OVOOOKATAOTOATIKA Beparreia kal Kat@ Tn Jdidpkela UPECNG.
Ymdpyxel KAAOG CUOXETIONOG PeTAU TNG OpactnEIidTnTag TnG vOOOU Kal Twv
emTTEdWV avTl-dsDNA avTiowpdtwy.” H dokipyacia ImmuLisa™ dsDNA Antibody
ELISA avixvetel dsDNA avTiowyaTa Thg Katnyopiag 1gG. Etriong mraparnpouvtal
avTi-DNA avTicwpata igotuTrwy IgM kai IgA, aAAd avticwpata karnyopiag IgG
£€xouv TTapartnenBei va ivar KAIviké O‘XETIK(’X.S Ta ammoTeAéopaTa ava@EpovTal O€
AigBveic Movadeg (IU)/ml. Téoo o1 BaBuovountég 600 kal o BeTikdg €AeyXog
éxouv PBaBuovounBei évavti Tou AvmidpaoTtnpiou Avagopds Wo/80 Tou
Maykéouiou Opyaviopou Yyeiog (WHO) 2

APXEZ AIAAIKAZIAZ

H OJokiyacia ekTeAsital wg oTePed @daon avooofioloyikng dokiyaciag. Ta
BuBiopata (microwells) emrevdolovtal pe kaBapd dikhwvo DNA (dsDNA) kai
akoAouBei To Brjpua PITAOKaApioPaTog yia TN Peiwon pn €18IKAG déopeuong Katd T
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Oldpkela NG dieCaywyng TG dokipaciag. 'EAgyyol, Pabuovountég kKai opoi
aoBevwyv emwdlovtal oTa eTevoedupéva BubiopaTta avTiyovou yia va ETTITPOTTEN
0€ OUYKEKPIYEVA QVTIOWHATA TTAPOVTA OTOV 0pO YIa va OECPEUOUV TO avTIyOvo
OikAwvou DNA (dsDNA). Adéoueuta avTiowpoTa Kal GAAeG TTpwTeiveg opou
agaipouvTal Pe TNV TAUON Twv PBuBiopdtwy. Aeopeupdéva avTiICWPATA
avixvelovtal TTPooBETovTag oUCeuén avBpwTmivng avTi-avoooo@aipivng e
evqupIkn onpavon (enzyme labeled anti-human 1gG conjugate) ota BuBiopara. H
adéopeutn oUleugn atropakpuveTal he TNV TTAUCT. ZUYKEKPIMEVO UTTOOTPWHO
evCupou (TMB) TmpocTiBeTal OTn CUVEXEID OTIG KOIAOTNTEG Kal N Trapouadia
AVTICWHATWY OVIXVEUETAlI HE XPWUATIKA OAAQyR TIOU TTOPAYETOl OTTO ThV
METATPOTTH) TOU UuTTOOTpWHaTog TMB o¢ TTpoidv XpwpaTikig avrtidpaong. H
avTidpaon SIOKOTITETAI KAI N AKEPAIOTNTA TNG XPWHATIKAG aAAayng, n oTroia givai
av@Aoyn pE TNV TIUKVOTNTA  TOUu  avTiowpaTtog, Olafaletal  pe  éva
@aopaTo@wTopEeTpo oTa 450 nm. Ta omoteAéopota ek@padovral oe Alebveig
Movadeg ava xIAlooToATpo (1U/ml) kai ava@épovtal wg BETIKA 1] apvnTIKA.

ANTIAPAZTHPIA
Atrofnkeuon Kai MpoeToipacia

AmrobnkeuoTte OAa Ta avmidpacTApia otoug 2-8°C. Mnv karawuoxere. Ta
avTiIdpacTApIa gival aTaBepd PEXPI TNV nuEpounvia ARgng otav atroBnkevovTal
Kal PETaXEIpiCovTal OUPPWVa PE TNV KaBodrynon.

Mnv xpnoiyoTroisite av 10 avTidpacTApIo dev gival dlauyég A uTTApxel €vCupo
mapov. OAa Ta avTidpacTipia TTpETel va €pBouv oe Beppokpaaia dwpatiou (20-
25°C) mrpiv Tn Xpnon.

AvaouvBéoTte 1o S1IdAupa TTAUONG aoTo 1 AiTpo pE ATTETTAYUEVO ) ATTIOVTIOUEVO
vepd. Otav amoBnkevetar otoug 2-8°C, 10 avacucTaBév didAupa TTAUONG
TTapapével oTabepd Ewg TNV NUEPopnvia ARENG TOU KIT.

O1 Awpideg emevdedupévwy BuBiIopdTwy TTpoopifovtal yia Xpron MIag Povo
@opdg. O1 un xpnoiyotroinBeioeg Awpideg eTTevOEdUPEVWY BuBICUATWY Ba TTPETTEI
va €mavacppayifovial TTPOCEKTIKA OTn COKOUAQ TTOU TTEPIEXEI ATTOENPAVTIKEG
0UGTieg yIa va atroQeuxBei uypoTroinon kai va atroBnkevovTal gToug 2-8°C.
Mpo@uAdgeig

‘OAa Ta cuoTatik@ TTOU XPNOIYOTTOIRBNKAY, Ta TTPOEPXOMEVA ATTd ToV AvBpwTTO,
éxouv dokiyaotei yia HBsAg, HCV, HIV-1 ka1 2 kar HTLV-l kai BpéBnkav
apvnTikd oTmd BOKIYaTieg TTou amraitouvTal atmd Tnv YTnpeoia Tpoiuywv Kai
Qapudkwv (FDA). Qotéc0, mTapdywya avOpWITIVOU aiyaTog Kal OgiypaTa
aocBevwyv Ba TTpéTmel va Bewpouvtal duvnTiIKA PoAucuaTikG. Tnpeite TIG opBEg
£pYC(0qu)IGKé§ TIPOKTIKEG YIO TNV ATTOBRKEUAN, XOPryNon Kail dIA0eon auTwy Twv
UNIKWV.

To AidAupa Madong eival didAupa apaiwpévou Benkol oféwg. To Benkd ofu
(H2S04) cival dnAnTnpiwdeg kai diaBpwTikd. Mnv 10 @QATE Kal ATTOPUYETE TNV
eTaQr MeE TO O€pUa Kal Ta pATIA. ATTOQUYETE TNV €kBeon o€ Baoelg, NETAAAG A
GAAEG eVWOEIG TTOU PTTOPET va avTIdpoUV Pe 0&éa.

To YméoTpwua Evqipou TMB Trepiéxel pia epeBIOTIKA ouaia TTou PTTopEi va ivai
empBAABAG av TNV €I0TTVeEUOETE, TNV QATE i} aTTOPPOPNOEi HECW TOU SEPUATOG.
Mnv TO @ATE KAI ATTOQPUYETE TNV ETTAPN UE TO OEPUA KAI TA JATIAL.
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O1 odnyisg Oa mpémel va tnpouvral akpifws omwg supavifovral oro €vOsTo
TOU TapoOvrIoS KIT yia va Siao@aAioTouv fykupa amoreAéouara. Mnv
eVaAAAOOETE OTOIXEIO TOU KIT UE ekeiva ammd AAAeg Tnyég. TnpnoTe TG 0pBEg
EPYAOTNPIAKEG TIPOAKTIKEG YIO va €AOXIOTOTTOINCETE MIKPORIAKA Kal aAAnAo-
MOAuvon avTidpaoTnpiwy Katé Tov XeIpIopo. Mnv XpnoIYOTTOIEITAl OTOIXEIQ TOU KIT
METG TNV NUEPOMNVia ARENG TTOU avayPA@ETaAl OTIG ETIKETEG.

YAiIkd TTOU TTOpaoxEOnkav
ImmuLisa™ dsDNA Antibody ELISA 5120
To KIT TTEPIEXEI ETTAPKA AVTIOPACTAPIA YIa TNV EKTEAEC 96 TTPOCGOIOPICUWV.

12x8 [MICROPLATE[dSDNA]

MikpoTrAdka pe atopikd BuBiopara ekkivnong
(breakaway microwells). Emevdedupéva pe
avTiyévo OikAwvou DNA (dsDNA). ‘Etoipo
P0G Xprion.

1x1.75ml CONTROLJ[+[dsDNA ‘Etolpog  Tpog  Xprion ©OeTik6g EAeyyxog
(Positive Control) (kokkivo mwpa). Mepiéxel
avBpwTvo o0pd  BETIKO  yIO  QVTICWHOTA
dsDNA . To e0pog avauevopuevng TTUKVOTNTOG
oe lU/ml epgavifetal oTnv €TIKETA.

1x1.75ml CONTROL]{ ‘Etoipog mpog xpron ApvnTikég ‘EAeyxog
(Negative Control) (Aeuké mwpa). Mepiéxel
avBpwTTIvo opo.

5x 1.75 ml [CALIBRATORJA]dsDNA] ‘Etoigo Tpog xprion oeT 5 BabuovounTuv.
BaBuovountig A (mpdoivo mwua) 400 1U/m,

[CALIBRATORIB|dsDNA| BaBuovountig B (uwB mwua) 200 1U/MmI,
[CALIBRATOR|C[dsDNA] BaBpovopntig I (umAe mwpa) 100 1U/m,
[CALIBRATOR|D|dSDNA] Baeuovopmrjg A (kitpivo nd{ua)’SO 1U/ml kai
BaBuovountig E (moprokaAi mwua) 1 1U/mI.
[CALIBRATORIE[dsDNA| MpoEPXOMEVA OTIO  QVBPWTIVO 0pd  TTou
TepIEXel avTiowpara dsDNA. ZuykevTipwaoelg
oe IU/ml avaypd@ovTal OTIG ETIKETEG.
1x15ml 1gG-CONJ T0Ceun opoU avepwTIIvng avTI-
avoooo@aipivng  amd  uTepogelddon  amo
pagavida. (HRP goat anti-human I1gG
Conjugate). ‘ETOIMO TTPOG xpnon.
KwdikoTroinuévo pe pol xpwpa.

1x 60 ml ApaiwTiké opou (Serum Diluent). ‘Etoiyo
mpog  xpnon. Kwdikomoinuévo pe  pwp
Xpwua.

1x15ml SUBSTRATE|TMB Evqupo-utréotpwpa  TeTpapeBuAoBeviIBivng
(TMB enzyme substrate). ‘Etoiyo Trpog
Xxpnon. NMpooTatéyTe a1rd TO PWG.

1x15ml STOP|H2S0O4 AidAupa TTavong (Stop Solution). ‘EToipo
P0G Xprion.

2 x vials BUF|WASH AidAupa MAUong o popen Zkoévng (Powder
Wash Buffer). AvaouvBéote oto éva Aitpo
€KOOTO.

1x DUAMa MpwTokdAAoU

MpoaipeTIKA ZUOTATIKA

[BUFIWASH

1 x 60ml

Yypd Zuptrukvwpévo  AidAupa  TIAGoNG.
AvaouvBéoTe aTo €va AiTpo.
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ZUuBoAa Tou XpNOIHOTTOIOUVTAIl O€ ETIKETEG
Ap18p6¢ MapTidag

Ap1Bu6g kataAdyou

AlayvwoTIKA Xpron in vitro

Xpron £wg

O¢gppokpaaia aTrodAKeUONG
AlaBdoTe TIg 0dnyieg TTPIV TN XPron
Ap1Bu6g dokipwv

E <P ~ugR

KatookeuooThg

YAikd Mou Atraitouvtal AAAG Aev Mapéxovrai

e ATIOVTIONEVO | ATTECTAYUEVO VEPO

*  EUKopTITO TTAQOTIKO PTTOUKAAI Yia TO dpalwpévo SidAupa TTAUoNG

o Tliréreg IKavég va atreAeuBepwvouv 5 pl €éwg 1000 pl

*  PuUyxn mmetwv (pipette tips) piag Xprioewg

*  KaBapoi dokipaoTikoi owArveg 12 X 75 mm kail oTnpiypata SOKIHAOTIKWY
OWAAVWYV

+  Xpovopétpng

*  ATTOppo@NTIKEG XAPTIVEG XEIPOTTETOETEG

* AvayvwoTtng  MIKPOTTAGKOG  IKAveg  yia v avdyvwon  TIHWV
amoppoenTIKOTNTag ota 450 nm. Edv civar OiaBéoipog avayvwaoTng
MIKPOTTAGKOG SITTAOU PAKOUG KUUATOG, TO QiATpo ava@opds Ba Trpétrel va
opioTei ota 600-650 nm

*  Autéparto mAuvTApio microplate ikavé 200 ul ava KaAd

ZYAANOIH KAI XEIPIZMOZ TQN AEIrMATQN

Moévov deiypara opoU Ba TTpETmel va XpnoipoTroioUvTal ' auTAv Tn diadikaacia.
AigoAupéva, Aimraigikd ;- BakTnpIdiokd eTmPoAUcuéva deiypata umopouv va
TapepPAnBolv  oTnv  ekTéAeon Tng dokipaciog kal Oev Ba  TIpéTel  va
xpnoidotrolouvtal. Ta deiyyata dev Ba TpéTTel va QuAdocovTal ya TTapatrdvw
amd pia efdopada oTtoug 2°- 8°C. lMNa amobrkeuon peyaAutepng SidpKeIag, Ta
Ociypyata opoU Oa Trpétel va katawuyxovtal. Na arro@elyete emmavelAnuuévn
améyuén kal véa Wugn Twv OelyuaTWY. ZUVIOTATAl T KaTEWUyuéva deiypaTa va
utToaAAovTal O€ EAEYXO EVTOG EVOG £TOUG.

AIAAIKAZIA
A10SIKAOTIKEG ZNUEIWCEIG

*  AlafdoTe TTPOOEKTIKA TO £VOETO TTPOIOVTOG TTPIV EEKIVAOETE T dOKIYATia.

* OAa Ta OlgAUpata Twv delyudTwyv Tou 0aBevolg Ba  Tpémrel  va
TpoeToIydlovTal TrPIvV TNV £vapén Tng SOKIYOCiag.
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AopAote Ta Oeiyyata acBevwv kal Ta  avmidpacTrpia  dokipaciag va
e€looppoTtrioouv o€ Bepuokpacia dwuaTtiou IV TNV €vapgn Tng diadikaaoiag
dokiyaaiag. MNpoteivetal Ta avTidpaoTAPIA VO TTOPAPEIVOUV OTOV TTAYKO £§w
atro 1o KouTi yia 30 AeTTTd TTpIv TN Xprion. Badete mTiow OAa Ta deiyparta Kai
Ta avTIdPACTAPIA TTOU OEV XPNOIYOTTOINCATE OTO WUYEIO QUECWE MPETA TN
Xenon.

Aoaipeite TIG amaitoupeveg Awpideg BubiopdTwy amd Tn cakoUAa Kal
TPOCEKTIKG G@payileTe Eava TN GaKOUAd yia va aTToQUYETE UYPOTTOiNON OTA
pn XpnoipotroinBévra PBubiocpata. Badete Tn cokoUAa Triow OTO Wuyeio
APECWG.

H rexvikn kaAnig mAuong givai moAu onuavrikn. Av n TTAUON eKTeAEITaAl PE
To x€pl, N owoTth TAUON emTUyXAveTal KaTteuBuvovTag duvarh porn
SlaAUpaTog TTAUCNG PE QIGAN TTAUONG HPE AVOIXTO OTOPIO O OAOKANPN TN
MIKPOTTAGKQ. ZUVIOTATAl QUTOUATI) OUCKEUN TTAUONG MIKPOTTAAKAG.

Xpnoiyotroleite  TTOAUKAVOAN TIITTETA IKAv va  atreAeuBepwvel 8 1 12
KOIANGTNTEG TAUTOXPOova. AuTO emmiTayuvel Tn dladikacia Kal TTapéxel Xpdvoug
TTIO OHOIOPOPPNG ETTWOACNG.
g OAa TO BAMATA, O TTPOCEKTIKOG EAEYXOG XPOVIOUOU gival onuavTikég. H
évapfn OAwv Twv TTEPIGOWV €TTWACNG YiveTal Pe TNV oAoKAApwon Tng
TTPOoCBNKNG avTIdpaaTnPiou.
MpooBAkn GAwV Twv delyUdATWY Kal avTidpacTnpiwy Ba TTPETTEl va eKTEAEITAI
ME Tov id10 puBuo kal TNy idia akoAoubia.

MéBodog Aokipng

BApa 1 Ao@nvere OAa Ta avmidpaaTrpia Kal Ta deiyuata va €§1I00ppOoTTHOOUV O€

Bepuokpaacia dwyariou.

BApa 2 TomoBeteite €TIKETA GTO GUAAO TTPWTOKOAAOU yIa VO UTTOONAWOETE TV

TOoTT00€TNON deiyuaTog OTIG KOIAOTNTEG. ATToTeAei 0pBry epyaocTnpiakn
TTPOKTIKN VO EKTEAEITE Ta BeiypaTa €1G dITTAOUV.

BAupa 3 Ta MoioTiké mpoodiopioud xpnoiygotroiote pévo BaBuovounti A

(radidio ue kitpivo Twua).

n

MNa nuI-TToooTIKG TTPOCdIopIond xpnalpoTroifoTe BaBuovountég A
€wg E, 0TTwg arreikovietal oTnv TrapokaTw diatagn deiypaTog.

MoioTik6g Hui-MoooTik6g
A Kevog S5 K.ATT. A Kevocg S1 KLATT.
B - S6 B - S2
C + S7 C + S3
D CalD S8 D CalA S4
E S1 S9 E Cal B S5
F S2 S10 F CalC S6
G S3 S11 G CalD S7
H S4 Si12 H Cal E S8
1 2 3 1 2 3
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BRua 4

Bfipa 5

BAipa 6

BApa 7
BAua 8

BAipa 9

BAua 10
BAua 11
Bipa 12

BAua 13
BAua 14

Brua 15

Mpoetoipydete didAupa 1:101 atmd Ta deiypata aoOevv
avapelyviovtag 5 pl Twv opwv Twv acBevwv pe 500ul Opou
Apaiwong.

Aoaipeite Ta amTaitovpeva BuBiopata atmd 1o adko Kal BAageTe TTiow TIG
AWwPIBEG TTOU BeV EXETE XPNOIUOTIOINCEI OTN CPPAYICUEVN OOKOUAD OTO
wuyeio. TotroBeteite aoc@aiwg Ta BubBiopara otnv emiTAéov BAon TTou
TTOPEXETAL.

Alavépete pe v mméTa 100 pl Toug ‘Etoipoug TTpog  xprion
BaBuovountég, Toug OeTikoUG Kal ApvnTIKOUG €AEyXOug Kal Ta
apaiwpéva deiypata aoBevwv (1:101) ota katdAAnAa Bubiouata
OUPQWVA PE TO UAAO TTPWTOKOAAOU.

Znpeiwon: ZuptrepiAapBaveTe pia KoIAdTNTA TTOU TTEPIEXEI 100 pl Opoul
Apaiwong wg kevo avTidpaoTthAplo. MndevileTe TNV oucokeur avayvwong
ELISA €vavti Tou kevou avTidpacTnpiou.

Emrwadete yia 30 AeTrtd (£ 5 AeTrTd) o€ Beppokpacia dwuaTiou.
MAévete 4 @opég pe didAupa TTAUONG. MNa TTAUCIYO PE TO XEPI, YEUICETE
KGBe BuBiopa pe avaouoTaBév diGAupa TTAUong. lMetdére 10 Uypd
avaoTPEPOVTAG Kal KTUTTWVTAG EAAPPA WOTE va Byouv Ta TTEPIEXOUEVA
KGBe KOIANOTNTAG 1 avappopwyvTag To uypod atrd KABe kolAdTnTa. MNa va
KAVETE QTTOTUTTWON OTO TEAOG TNG TeAeuTaiag TTAUONG, AVACSTPEWTE TIG
AWPIBES Kal KTUTTAOTE TOIG KOIAOTNTEG EVTOVA TTAVW GE ATTOPPOPNTIKEG
XOPTIVEG  XeIpoTreToéTeG. A auTOUaTEG  OUOKEUEG  TTAUCIUATOG,
TTPOYPAMMATIOTE TNV OUOKEUR TTAUONG oUP@wva PE TIG 08nyieg Tou
KATOOKEUAOTH.

Badete pe v mimméTa 100 pl Tng oUleugng o€ Bubiouarta.

Emwadete yia 30 Aemrtd (+ 5 AetrTd) o€ Beppokpaaia dwuaTiou.
MAévere 6Aa Ta BubiopaTa, 6TTwg TTepIypdeTal oto BAua 8.

Alavépete e Tnv mmmETa 100 pl EvquuikoU YTTOOTPWHOTOG O€ KABE
BuUBIopa pe TNV idla o€Ipd KAl XpovIouO OTTwG yia Tn ZUgeuén.
Emrwadete yia 30 Aemrtd (+ 5 AeTTd) o€ Beppokpaaia dwyaTiou.

Alavépete pe Tnv mméTa 100 pl AioAUpatog Madong og kdBe BubBioua
XPNOIYOTTOIWVTAG TNV idIa OgIpd Kal XpovIoud OTTWG yia TNV TTpoaBnkn
Tou EvqupikoU YmooTpwpaTtog. AlaBAdeTe TIG TINEG ATTOPPOPNTIKOTNTAG
evtog 30 AeTTTWV o116 TNV TTPooBrkn Tou AlaAUuaTtog MNadong.
AloBaoTte TNV amoppo@nTikOTNTa KA&GBe PubBiopatog oe 450 nm
XpnoigotroiwvTtag povou 1 ota 450/630nm xpnoipoTToivTag dITTAol
MAKOUG KUPOTOG OUOKEUR avAyvwong JIKPOTTAGKAG €vavTl TOU O€T
KEVOU avTIOpaoTnpiou o€ UNOEVIKA ATTOPPOPNTIKOTNTA.

MoioTikdg "EAgyxog

O1 BaBuovounTég, o OeTikdg kal ApvnTikdg ‘EAeyxog Kal éva KevO avTidpaoTrplo
TPETTEl va ekTEAOUVTAI PE KABe dokipaaia yia Tnv eEakpiBwon TG akepaidTNTAG
Kal okpifeiag NG Ookiyaciag. H évdeitn amoppo@nTikOTNTAG TOU KEVOU
avTidpacTtnpiou Ba Tpétel va eival piIkpoTepn Tou 0,3. O BaBuovountig A 6a
TTPETTEl va €XEl €VOEIEN aTTOPPOPNTIKOTNTAG OXI MIKPOTEPN Tou 1.0, AAAWG n
dokiyacia Ba mpémel va emavaAngBei. O apvnTiKOg €Aeyxog TIPETTEl va gival
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pIKpOTEPOG a11d 30 IU/mI. Edv n dokipacia diegdyetal €1g diTAolv, o péoog 6pog
TwV dU0 evdeiEewv Ba tpétrel va AapBavetal yia Tov TTpoodiopiopd 1U/ml. Katd
TNV eKkTEAEOn Twv [OIOTIKWYV TTPOCOIOPICPWY, N OTITIK TTUKVOTNTO  TOU
BaBuovount A mpétmel va eival yeyaAlTepn atrd ekeivnv Tou apvnTikoU €AEyxou
Kal MIKPOTEPN amrd TNV OTTOPPOPNTIKOTNTA TOU OeTIKOU eAéyxou. TMa nui-
TTOGOTIKOUG TTPOCdIOPICUOUG O BETIKOG €Aeyx0g TTPETTEl va divel TIEG EVIOG TOU
(@AcaTog TTou dnAWVETAI 0TO PIaAidIO.

AMNOTEAEZMATA
YtmroAoyiopoi

O1 TTUKVOTNTEG TWV JEIYUATWY TWV ACBEVWY PTTOPOUV Va TTPOCdIoPIcTOUV [E Mia
atrod Tig dUo PeBOdOUG:
1. NOOIOTIKOZX MPOXAIOPIXEMOZ

Amrop. Tou Aciypatog Aokipaoiog
X 1U/ml BaBuovountA A =IU/ml Aciypa Aokigaaiog

Atrop. BaBpovounti A

JuvIOTATOlI TO TTOIOTIKA OTTOTEAEOUOTA va  avagépovTal wg “OeTikd” R
“‘apvnTikd.” Ta atroTeAéopara delyudTwy TTou gival yeyaAuTepa ammo f ioca pe
Tov BaBuovounti A BewpouvTal BETIKA.

2. HMI-NOzOTIKOZ MPOZAIOPIZMOZ

ATIOTUTTWOTE TNV atroppoPnTIKOTATA TwWV BaBuovopntwy A éwg E évavr Twv
QAVTIOTOIXWV OUYKEVIPWOEWY OE XAPTi YPO@NUATWY YPOAUUIKOU apXEiou
kataypa®ng (linear-log graph paper). ATTOTUTTWOTE TIG OUYKEVTPWOEIG O€
IU/ml otov X-G€ova €vavrti TnG ammoppo@nTIKOTNTAG OTov Y-Agova Kal
oxedIAaTe Pio KApTTUAN TTpogapuoyng oo onueio oe anueio. KaBopioTe Tig
OUYKEVTPWOEIG TWV OEIYUATWY aoBEVWV atrd TNV KAUTTUAN oUPQWVA PE TIG
QAVTIOTOIXEG TIMEG ATTOPPOPNTIKOTNTAG. EVOANAKTIKE, pia KAPTTUAN TECOApWY
TTAPAUETPWY PTTOPET va XPNoIPoTToINdei yia TNV amoTuTiwaon NG TPoTUTING
KQUTTUANG.

JuvIOTATal Ta NMI-TTOCOTIKG OTTOTEAETPATO va avagépovTal wg “BeTikd,”
‘apvnTikd,” A “ampoodidpiota’ pe  TINEG  povadag  IU/mI. Ta
atmpoodIOpIoTa/opIoKA aTToTEAETHATA Ba TTIPETTEl VA ETTAVEAEYXOVTAI KOl
alodoyouvtal padi pye GAAeg epyaoTnplakég peBOdoug, OTTWG OnAwveTal
oTtoug Mepiopiopoug Aladikagiag.

Epunveia

O1 miyég epunveiag TpoodiopioTnkav pe dokiur 181 amAwyv doTwv aipaTog
kKal Ociypara eAéyxou un-SLE voéoou. O péoog 6pog Twv cuvhBwv
avTiKeIpEvwy ouv 3 SD kaBiepwbnke wg 10 éoxato 6plo ThG dokiyaciag Kal
kabépioe v TIPAR Twv 50 IU/ml. H IMMCO Tporteivel Tn xprion Tou
TTAPAKATW €UPOUG avapopds. KaBe epyacTripio Ba TTPETTEl va ETTIKUPWVEI TIG
TINéEG dokipaaiag yia TIG SIKEG TOUG CUVORKEG.
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TiMA dsDNA Ab Epunveia

<50 1U/mi ApvnTikd

50-60 1U/ml AtrpoadiépioTo (Opiako)
>60 1U/ml OeTIKO

BaBuovounting

O1 ‘Etoigor mpog Xprion BaBuovountég ouptrepiAapBdavovTal yia  va
TTAPEXOUV NUI-TTOCOTIKO TTPOCBIOPICUS KAl TTPETTEI VA XPNOIMOTTOIOUVTal O€
KGBe ekTéAeon. Acgiypata aoBevwv  TTOU  TTEPIEXOUV  UWnAd  eTTireda
AVTIOWHATWY PTTOPOUV VA dWOOUV TIPEG ATTOPPOPNTIKOTNTAG WEYAAUTEPEG
amd ekeivn Tou Babuovounti A. Tia tov TPoadIopicud akpIBWV nui-
TTOCOTIKWYV TIWYV, auTd Ta OciydaTa Ba TTPETTEl VO aPaIVOVTal TTEPAITEPW
WOTE VA EUTTITITOUV €£VTOG TOU €UPOUG TNG KAPTTUANG Tou (aBuovounTr| otav
emmavegeTdlovral. MNa Tov TPoodiopIopd TiPwv 1U/mI, ToAAatTAacidoTe TIg
MovAdeG TTOU aTTOKTHBNKAV PE TOV SIAAUTN.

MEPIOPIZMOI AIAAIKAZIAZ

MoAutrAokdéTnTa Katd CLIA: YwnA. CDC Kwdikég EfakpiBwong AvaAuTwv:
0425. CDC Kwdikdg E¢akpifwong ZuoTApaTog AoKIPAg: 28276.

H Odokipyacia dev Ba Tpémmel va  ekTeAeiTal o€ aigoAupéva, Baktnpidiakd
emyoAucpéva | Ammaipikd  Seiypata. H  péBodog auty Ba  Tpémel  va
XPNOIUOTIOIEITal yIa TOV €Aeyxo OelypdTwy avlpwTmivou opou pévov. Otav Ta
atroteAégpara SOKIUAG gival aTTpoadIoPIoTa, TTEPAITEPW EAEYXOG Yia Ta akdAouba
TIPOTEIVETAL:

= Avmitupnvikd Avtiowpara oe HEp-2 kuTtTapa

=  Avmimrupnvikd@ Avticwpata o€ TuAPaTta Ne@pouU TlovTikiou 1 10ToU
‘Htratog MovTikiou

= Avti-ENA: RNP, Sm, SS-A (Ro), SS-B (La) Antibody ELISAs

= nDNA a6 éupeco avoco@BopIioud

O1 wg advw dokiyég diatiBevral amé tnv IMMCO Diagnostics. Avatpéfte aTov
KatdAoyo MpoidvTwv.

ETmiong mrpoteiveTal o éAeyxog yia cupTTANpwuaTika emmitTreda C3 kai C4, CH50 kai
avooooupTiAéypara. oAU Bemikd armoteAéopara eivar evOelkTIKG Tng SLE.
Qaoté00, apvnTikd atmmoTeAéopaTa dev PTTOPOUV ATTAPAITATA VA OTTOKPUYWOUV Jid
Oidyvwaon SLE. Otav utrdpxel uynAn utrowia yia SLE, 16Te GAAEG SOKIUEG, OTTWG
yia ANA, ENA, nDNA kai cupmrAnpwpuaTikd emrireda Ba pémel va eetadetal. Ta
ATTOTEAETPATA TTOU ATTOKTABNKAV £UTTNPETOUV POvVo wg Bordnua oTtn didyvwon.
Méva Toug, autd Ta amoTteAéouata Oev Ba TIpéTel va  epunvelovial WG
OlayVWOTIKA.

ANAMENOMENEZ TIMEZ KAI MEPIAHWH KAINIKQN MEAETQN
H emmimrwon dsDNA avTIowPAaTwy TToIKIAAEl avadAoya pe Tov TTANBUCPO aoBevwv.

H cu)\)\ovr']7 EMTTWONG ToU €AAPOn amd 1N PIBAIoypagia  gu@aviCetal
kaTwTépw. > 113
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Néocog % MeproTarikou
ZuoTnuaTikog Epubnuatwdng AUkog 50-55
Evepyng VEQPIKK vOOOG 89
Evepyng eEwveppiki vooog 56
Adpavrig véoog 30
Meavog SLE 32
peuparosidnig ApBpitida <12
ZuoTNATikr okAnpodepuia <12
>uvnBeig aobeveig <1

€T KAIVIKWV OelyuaTwy doKiydoTtnkav oto ImmuLisa™ dsDNA Antibody ELISA.
Ta ammoTeAéopaTa TTOU KOTAOEIKVUOUV ETTITITWON GTOUG TTANBUCHOUG TTApEXOVTOI
KATWTEPW:

Aidyvwon Ap, Aokiyaoy, Ap, Oer, % Oet,*
ZuoTNUaTIKOG £pUBNUATWANG AUKOG 249 155 62,2
MpwToTraBég auvdpopo avTipwao@oAIdiwy 25 0 0
MpwTtoTaBbAg puoaciTida 20 0 0
2KAnpodeppia 4 1 25,0
Peupatosidng apBpitida 43 5 11,6
No6oog Graves 9 0 0
OupeoeldiTida XaaIuoTo 14 1 7,1
AdiagpopoTToinTn vogog Bupeogidolg 9 1 11,1
AuToavoaon aTTwAEIa AKORg 8 0 0
®duaoiooyikn 159 6 3,8

* Ta ammpoodiopioTa/oplakd deiypaTta BewpolvTal BeTIKA

XAPAKTHPIZTIKA AMOAOXZHZ

H xpnoiudétnta Tou ImmuLisa™ dsDNA Antibody ELISA agioAoyBnke pe dokiun
KOAWG XapaKTNPIoOUEVWY OelyudTwY a1md SLE utrokeipeva pe Betikd nDNA [FA
amoTeAégpaTa padi pe eEAEyxoug voowv Kai “@ualoloyikolg” avBpwTrivoug opoucg.
Autd Ta deiypata dokiudaTnkav eTTiong o€ euTropika diaBéoipa kit ELISA. Mévov
O¢ciyyota oTo ypauuiké eUpog TnG SoKIPaciag oupTrepIEAN@Bnoav otn péBodo
ouyKpIoNG. AUTA Ta ATTOTEAECUATA CUVOWYICOVTAI KATWTEPW.

ImmuLisa™ dsDNA Antibody ELISA évavri dsDNA antibody ELISA:
AAMo dsDNA Antibody ELISA

OeTikd ApvnTIKO 2UvoAo
IMMCO OeTIKO 71 10 81
dsDNA Apvnrikd 6 86 92
ELISA >0voho 77 96 173

Jupgwvia O¢eTikou MNooooTol:  92,2% (95% CI 83,2% - 96,8%)
>upowvia Apvnrikou MNMooooTtou: 89,6% (95% CI 81,3% - 94,6%)
2up@wvia Mevikou TToo00TOoU: 90,8% (95% CI 85,2% - 94,5%)
SLE Ymokeiyeva: 87

‘EAeyxol Néowv: 28

Yyij ZuviBn YTrokeipeva: 58
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AkpiBeia

H akpiBela dokiudoTnke Pe 6 BeTikG Oeiyparta TTou emAExOnkav atmd Ao TO
@daopa NG Sokiyaoiag. Zelpég SOKIYACIWY TPIWV ETTAVOAAWEWY TTEIPANATOG
(replicates) dieénxBnoav oe kAGBe deiypa oe 12 dokipacieg. H emavaAnyigotnta
TTPoodIopioTnke Pe 12 eTTavaAfyelg TTeipduaTtog Kabe deiyuaTog.

Evrog
mPOoCdiopIcHOU
OAIKA . . .
AvakpiBeia MeTagu nuepwv (ETravaAngiportnra)
Meoos | gp sD )
6pog

Acgiypa  (IU/ml) | (IU/mMI)  CV% | (IU/ml) CV% (IU/ml) CV%
1 33,6 3,87 11,5% 4,04 11,7% 2,71 7,9%
2 41,0 4,43 10,8% 4,03 10,1% 4,08 10,2%
3 59,8 3,81 6,4% 3,83 6,6% 3,68 6,3%
4 124,9 10,31 8,3% 10,76 8,5% 5,56 4,4%
5 270,7 16,12 6,0% 16,44 5,9% 14,39 5,2%
6 361,6 24,99 6,9% 26,38 7,3% 14,72 4,1%

Avatrapaywyigotnta

Aokiyaoieg delyudTwy OTO XAuNnAG apvnTIKO €0pog, PETpIa BETIKO €UpOg Kal
mepitou +/- 20% Twv onueiwv dlaxwpiopoU TG dOKIUATIag EKTEAECTNKAV YIO VO
TTPOCdIOPITOUV TTOIOTIKA aAvVATTOPAYWYIUOTNTA. 86 TTavoluoIoTuTIa KABE OeiyuaTog
dokipyaoTnkav. Ta ammoTeAéopaTa TnG SOKINACIAg yia Ta XAunAG& apvnTikd Kai
pETpIa BeTika deiypara TTapryav 100% TroloTIkA cup@wvia. Ta aTToTEAETUATA TNG
dokiyaaiag yia To onpeio diaxwpiopou -20% trapriyav 96.4% TToIoTIKA (apvnTIKR)
oupowvia.

FpappIKOTNTA KOl AVAKOMWN

EkTeAéoTnKav PEAETEG PE Tn XPNAON 10ATTEXOUCOG APAIWONG OEIPAg BETIKWV
OEIyUATWY WE TIEG o€ 6AO TO €Upog Tou BaBuovounTr yia va TTPoadIopicEl TO
YPaPuIKG €Upog Tng Odokiyaciag. To ypapupiké eUpog Tng dokiyaoiag
TpoadiopioTnke 6Tl Ba eival ammd 13,6 — 450 [U/m.

Slope Y-Intercept

Sample Test Range (95% CI) (95% CI) R? % Recovery

1 1371150 0,980 0,171 100 963-107,1

7-115, (0,940 - 1,019) (2,699 - 3,042) ’ 3-107,

1,031 0,835

2 149-2423 0985 1,079 6o Teey 100 912-1063
0911 4,088

3 434-3983 087 0.540) 535t qagor) 0998 1000-1123
0,980 9,735

4 417-3322 0915 1,045 3516 ppopy O3 876-1108
0911 6,865

5 489-3995 0868 0954 gy 0%97  976-1108
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EL
‘Op1o Avixveuong

To 6pio avixveuong (LoD) yia dsDNA avTiowpa pe xprion autng Tng dokipaaiag
kaBopioTnke va givar 13,6 IU/ml etri 1n Bdoer 60 TTavopoldTuTIWY Kevou kal 10
TTAVOPOIOTUTTWY KaBéva attd 6 deiyparta xapnAou emimédou (NHS).

MapépBaon

H mopéuBacn peAetnONKe pe TNV avdapeitn opwyv pe yvwaoTd emieda dsDNA
AVTIOWHATWY Pe deiypata opol TOavwg TTapeUBANAOPEVO KAl PE TNV HEAETN
amékAiong atméd Ta avapevopeva atmmoteAéopara. Kapia onuavTikh rapéupaon dev
eKONAWBNKE yia TIG OKOAouBeg oucie¢ oTa  emiTTeda TOU  dnAwvovTal:
Aigoogaipivn (2 g/L), XoAepuBpivn (342 pmol/L), kai PeupaTtoeidng Mapdyovrag
(100 EU/ml).
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ImmuLisa™ Enhanced

ADNdc Antibody ELISA

‘ ELISA Anticuerpos ADN doble cadena

IMMCO ™

DIAGNOSTICS ETIQUETA DEL PRODUCTO
[REF] 5120 ELISA Anticuerpos ADNdc 96 Determinaciones

UTILIZACION PREVISTA

Ensayo por inmunoabsorcion ligado a encimas (ELISA) para la deteccion y la
semi-cuantificacion de anticuerpos IgG en ADN doble cadena (ADNdc) en el
suero humano, como ayuda para el diagndstico de lupus eritematoso sistémico
(LES) en conjunto con otras pruebas clinicas y de laboratorio.

RESUMEN Y EXPLICACION

Los anticuerpos antinucleares (AAN) estan presentes en varias enfermedades
autoinmunes. Los AAN incluyen anticuerpos de antigenos del niicleo como ADN,
histona y varios antigenos nucleares extraibles como RNP, Sm, SS-A y SS-B.
Con los anticuerpos antiADN tienen lugar tres especificidades:

A saber:

1. anticuerpos anti ADNdc que reaccionan sélo con ADNdc
2. anticuerpos anti ADNcs que reaccionan con ADNcs
3. anticuerpos anti ADNdc/cs que reaccionan tanto con ADNdc y ADNcs.

De estos tres tipos, los anticuerpos anti ADNdc son caracteristicos del lupus
eritematoso S|stem|co (LES). Raramente se presentan en otras enfermedades
autoinmunes.”® La frecuencia y los niveles de estos anticuerpos fluctdan con la
actividad de la enfermedad presentandose en aproximadamente un 50-55% de
los casos de LES y en aprOX|madamente el 89% de los pacientes de LES con
enfermedades renales activas.®*’ Los anticuerpos de ADNdc podrian
desaparecer con tratamientos inmunosupresores y durante la remision. Existe
una importante correlacnon entre la actividad de la enfermedad y los niveles de
anticuerpos anti ADNdc.? El ensayo ELISA ImmuLisa™ de anticuerpos ADNdc
detecta los anticuerpos ADNdc de tipo IgG. También se presentan anticuerpos
anti ADN de los isotipos IgM e IgA, pero los anticuerpos de clase 1gG han
demostrado ser clinicamente relevantes.® Los resultados se presentan en
unidades internacionales (IU)/ml. Tanto los calibradores como el control positivo
han sido calibrados con el Reactivo de Referencia Wo/80 de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS)

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

El analisis es realizado como un inmunoensayo de fase sélida. Los micropocillos
son recubiertos con antigeno ADNdc purificado y a continuacién se realiza una
fase de bloqueo para reducir los vinculos no especificos durante el ensayo. Se
incuban en los pozos recubiertos con el antigeno controles, calibradores y el
suero del paciente para que los anticuerpos especificos puedan presentarse en
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el suero para unirse al antigeno ADNdc. Los anticuerpos separados y otras
proteinas del suero son eliminados lavando los micropocillos. Se detectan los
anticuerpos unidos afiadiendo a los micropocillos una enzima etiquetada
conjugado anti-humano IgG. El conjugado no unido es eliminado lavandolo. A
continuacion se afade a los pocillos substrato de enzima especifica (TMB) y se
detecta la presencia de anticuerpos gracias a un cambio de color producido por
la conversion del sustrato de TMB en un producto de reacciéon de color. Se
detiene la reaccién y la intensidad del cambio de color, que es proporcional a la
concentracion de anticuerpos, es leida por un espectrofotémetro a 250 nm. Los
resultados son expresados en unidades internacionales por milimetro (IU/ml) y
consignados como positivos o negativos.

REACTIVOS
Almacenamiento y preparaciéon

Guarde todos los reactivos a entre 2 y 8°C. No los congele. Los reactivos son
estables hasta la fecha de caducidad si se los maneja y almacena de acuerdo
con estas instrucciones.

No lo utilice si el reactivo no esté limpio o si contiene un precipitado. Todos los
reactivos deben ser llevados a temperatura ambiente (20-25°C) antes de su
utilizacion.

Reconstituya el tampén de lavado hasta un litro con agua destilada o
desionizada. Si lo guarda entre 2 y 8°C, el tamp6n de lavado reconstituido es
estable hasta la fecha de caducidad del equipo.

Las tiras de micropocillos recubiertos son de un solo uso. Las tiras de
micropocillos no utilizadas deberian ser recolocadas con cuidado en la bolsa con
desecantes para evitar la condensacion y ser almacenadas a 2-8°C.

Precauciones

Todos los componentes provenientes de seres humanos utilizados han sido
analizados en busca de HBsAg, HCV, HIV-1y 2 y HTLV-l y han dado negativo
de acuerdo con los examenes necesarios de la FDA. Sin embargo, los derivados
de sangre humana y las muestras de pacientes deberian considerarse
potencialmente infecciosas. Siga unas buenas practicas de laboratorio a la hora
de guardar, preparar y desechar estos materiales.™

La solucion de parada es una solucion de &cido sulfurico diluida. El &cido
sulftrico (H2S04) es venenoso y corrosivo. No lo ingiera y evite el contacto con
la piel y los ojos. Evite exponerlo a bases, metales u otros compuestos que
puedan reaccionar con acidos.

El substrato de enzima TMB contiene un irritante que puede resultar nocivo si es
inhalado, ingerido o absorbido por la piel. No lo ingiera y evite el contacto con la
piel y los ojos.

Deben seguirse las instrucciones exactamente tal como aparecen aqui
para garantizar unos resultados validos. No cambie los componentes del
equipo por otros de fuentes externas. Siga unas buenas practicas de laboratorio
para minimizar la contaminacion microbiana y cruzada de los reactivos a la hora
de manejarlos. No utilice los componentes del equipo después de la fecha de
caducidad que aparece en las etiquetas.

22



ES

Materiales proporcionados
ELISA ImmuLisa™ Anticuerpos ADNdc

5120

El equipo contiene suficientes reactivos para realizar 96 determinaciones.

12x8 [MICROPLATE[dsDNA]

1x1.75ml CONTROL[+[dsDNA

1x 1.75ml CONTROLF]

5x 1.75ml [CALIBRATORJA[dsDNA|]
[CALIBRATOR[B[dsDNA]
[CALIBRATORICJ[dsDNA]
[CALIBRATORI|D]dsDNA]
[CALIBRATORJE[dsDNA]

1x 15 ml 1gG-CONJ[HRP]

1x 60 ml

1x15ml SUBSTRATE|[TMB]|

1x 15 ml STOP[H2S04

2 x vials BUF|[WASH

1x

Componentes opcionales

[BUFIWASH

1 x 60ml
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Microplaca con micropocillos individuales
escindibles. Revestida con antigeno ADNdc.
Lista para su utilizacion.

Control Positivo listo para su utilizacién
(tapon rojo). Contiene suero humano positivo
en anticuerpos ADNdc. EI registro de
concentracion esperado en IU/ml esta
impreso en la etiqueta.

Control Negativo listo para su utilizacién
(tap6n blanco). Contiene suero humano.

Juego de 5 calibradores listos para su

utilizacién. Calibrador A (tap6n verde) 400
IU/ml, Calibrador B (tap6n violeta) 200 1U/ml,
Calibrador C (tap6n azul) 100 IU/ml,

Calibrador D (tap6on amarillo) 50 1U/ml, y
Calibrador E (tap6n naranja) 1 [U/ml.
Provenientes de suero humano con
anticuerpos ADNdc. Las concentraciones en
IU/ml estan impresas en las etiquetas.

Conjugado 1gG antihumano de cabra HRP.
Lista para su utilizacién. De color rosa.

Diluyente de suero. Listo para su utilizacion.
De color parpura.

Sustrato de enzima TMB. Listo para su
utilizacion. Proteger de la luz.

Solucién de parada. Lista para su utilizacion.

Tamp6n de lavado en polvo. Reconstituir a
un litro cada uno.

Hojas de protocolo

Tamp6n de lavado
Reconstituir a un litro.

liquido concentrado.
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Simbolos utilizados en las etiquetas

Numero de lote

Numero de catalogo

Utilizacion diagndstica in vitro

Utilizar antes de

Temperatura de almacenamiento
Leer las instrucciones antes de utilizar

Numero de analisis

L@b%mEEE

Fabricante

Materiales necesarios pero no suministrados

Agua desionizada o destilada

Botella de plastico blando para el tamp6n de lavado diluido

Pipetas capaces de suministrar de 5 pl a 1000 pl

Extremos de pipeta desechables

Tubos de ensayo limpios de 12 x 75 mm y rejilla para tubos de ensayo

+  Temporizador

+ Toallitas de papel absorbentes

» Lector de microplaca capaz de leer valores de absorbencia a 450 nm. Si
esta disponible el lector de microplaca de longitud de onda dual, el filtro de
referencia deberia fijarse a 600-650 nm

+ Arandela automatica del microplate capaz de dispensar el pl 200 por pozo

RECOGIDA Y TRATAMIENTO DE ESPECIMENES

En este procedimiento sélo deberian utilizarse especimenes de suero. Los
especimenes muy hemolizados, lipémicos o contaminados microbioldgicamente
pueden afectar al funcionamiento del analisis y no deberian ser utilizados.
Guarde los especimenes entre 2° y 8°C durante un maximo de una semana.
Para periodos de almacenamiento mas largos, los especimenes de suero
deberian ser congelados. Evite congelar y descongelar las muestras
repetidamente. Es recomendable que los especimenes congelados sean
analizados al cabo de un afio.

PROCEDIMIENTO
Notas del procedimiento
+ Lea detenidamente la etiqueta del producto antes de empezar el ensayo.

* Todas las diluciones de las muestras del paciente deberian prepararse
antes de empezar con el ensayo.

+ Deje que los especimenes del paciente y los reactivos de los andlisis se
adapten a la temperatura ambiente antes de empezar con el procedimiento
de analisis. Le sugerimos que deje los reactivos sobre la mesa de trabajo y
fuera de la caja unos 30 minutos antes de su utilizacion. Vuelva a meter
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todos los especimenes y reactivos no utilizados en la nevera después de su
utilizacion.

Saque las tiras de micropocillos necesarias de la bolsa y vuelva a cerrarla
cuidadosamente para evitar la condensacion de los pocillos no utilizados.
Vuelva a meter la bolsa a la nevera inmediatamente.

Una buena técnica de lavado es fundamental. Si el lavado va a ser
realizado a mano, aplique una corriente fuerte de tampén de lavado con una
botella de lavado de boca ancha por toda la microplaca. Se recomienda
utilizar un lavador de microplacas automatico.

Utilice una pipeta multicanal capaz de proveer a 8 a 12 pozos
simultaneamente. Esto acelera el proceso y proporciona tiempos de
incubacién mas uniformes.

En todos los pasos es necesario controlar cuidadosamente el tiempo. El
inicio de todos los periodos de incubacion empieza al terminar de afadir el
reactivo.

Todas las muestras y reactivos deberian ser afiadidos a la misma velocidad
y en el mismo orden.

Método de anélisis
Paso 1 Deje que los reactivos y especimenes se adapten a la temperatura

ambiente.

Paso 2 Etiquete la hoja de protocolo para indicar que se han colocado

muestras en los micropocillos. Una buena practica de laboratorio es
analizar las muestras por duplicado.

Paso 3 Para una determinacién cualitativa utilice Unicamente el Calibrador

D (vial con tapén amarillo).
o

Para una determinacién semi-cuantitativa utilice los Calibradores A
a E tal como aparece en el plan de muestras siguiente.

Cualitativo Semi-cuantitativo
A Base S5 Etc. A Base S1 Etc.
B - S6 B - S2
C + S7 C + S3
D CalD S8 D Cal A S4
E S1 S9 E CalB S5
F S2 S10 F CalC S6
G S3 S11 G CalD S7
H S4 S12 H Cal E S8
1 2 3 1 2 3

Paso 4 Prepare una diluciéon 1:101 de las mezclas del paciente mezclando 5

pl del suero del paciente con 500ul de Diluyente de Suero.

Paso 5 Saque los micropocillos necesarios de la bolsa y vuelva a meter en la

nevera las tiras no utilizadas dentro de la bolsa cerrada. Coloque los
micropocillos en la funda adicional proporcionada.
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Paso 6 Vierta 100 pl de Calibradores listos para usar, controles positivos y
negativos y muestras del paciente diluidas (1:101) en los micropocillos
adecuados en base a la hoja de protocolo.

Nota: Incluya un pocillo con 100 pl del Diluyente de Suero como
reactivo base. Ajuste el medidor ELISA en funcion del reactivo base.

Paso 7 Incubelo 30 minutos (£ 5 min) a temperatura ambiente.

Paso 8 Lavelo 4x con tampén de lavado. Para un lavado manual, llene cada
micropocillo con tampoén de lavado reconstituido. Deseche el fluido
volcando y vertiendo el contenido de cada pocillo o aspirando el
liquido de cada pocillo. Para secar el final del Gltimo lavado, vuelque
las tiras y golpee los pocillos con fuerza con toallitas de papel
absorbentes. Para lavadores automaticos, programe el lavador
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Paso 9 Vierta 100 pl de Conjugado en los micropocillos.
Paso 10 Incubelo 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.
Paso 11 Lave todos los micropocillos siguiendo las instrucciones del Paso 8.

Paso 12 Vierta 100 pl de Sustrato de Enzimas en cada micropocillo con el
mismo orden y tiempo que aplic6 el Conjugado.

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

Paso 14 Vierta 100 pl de Solucion de Parada en cada micropocillo con el
mismo orden y tiempo que aplicd el Sustrato de Enzimas. Lea los
valores de absorbencia a los 30 minutos de afiadir la Solucién de
Parada.

Paso 15 Lea la absorbencia de cada micropocillo a 450 nm si utiliza un lector
de microplaca de longitud de onda simple o a 450/630nm si utiliza un
lector de microplaca de longitud de onda dual con el reactivo base
fijado a absorbencia cero.

Control de calidad

Los Calibradores, los Controles Positivo y Negativo y el reactivo base deben
comprobarse en cada ensayo para verificar la integridad y la precision del
andlisis. La medicién de absorbencia del reactivo base deberia ser <0,3. El
Calibrador A deberia tener una lectura de absorbencia de no menos de 1,0, de lo
contrario la prueba debe repetirse. El control negativo debe ser <30 IU/ml. Si se
realiza la prueba por duplicado, deberia tomarse la media de ambas lecturas
para determinar la lectura en IU/ml. Al realizar determinaciones cualitativas, la
densidad optica del Calibrador D debe ser mayor que la del control negativo y
menor que la absorbencia del control positivo. Para las determinaciones
semicuantitativas el control positivo debe arrojar valores dentro del registro
estipulado en el vial.

RESULTADOS
Célculos

Las concentraciones de las muestras del paciente pueden ser determinadas
utilizando dos métodos:
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DETERMINACION CUALITATIVA

Abs. muestra de analisis
---------------------------- X IU/ml de CalibradorD = IU/ml Muestra Analisis
Abs. de Calibrador D

Es recomendable indicar si los resultados cualitativos son “positivos” o
“negativos”. Los resultados de los andlisis iguales o superiores al Calibrador
D son considerados positivos.

DETERMINACION SEMI-CUANTITATIVA

Determine la absorbencia de los Calibradores A a E en base a sus
concentraciones respectivas sobre papel para graficos lineales logaritmicos.
Determine las concentraciones en IU/ml en el eje X y la absorbencia en el
eje Y y dibuje una curva de punto a punto. Determine las concentraciones
de las muestras del paciente desde la curva de acuerdo con los valores de
absorbencia correspondientes. Como alternativa, puede utilizar una curva
de cuatro parametros para trazar la curva estandar.

Es recomendable indicar si los resultados semi-cuantitativos son “positivos”,
“negativos” o “indeterminados” con valores en unidades IU/ml. Los
resultados indeterminados/en el limite deberian ser reanalizados vy
evaluados junto con otros métodos de laboratorio, tal como se indica en
Limitaciones del procedimiento.

Interpretacion

Los valores de interpretacion fueron determinados analizando 181
especimenes de control de donantes de sangre normales y sin LES. La
media de los sujetos normales mas 3 SD fue establecida como limite del
ensayo y se le asigné un valor de 50 IU/ml. IMMCO recomienda la
utilizacion del registro de referencia siguiente. Cada laboratorio deberia
validar los valores del ensayo para sus propias condiciones.

Valor ADNdc Ab Interpretacion

<50 IU/ml Negativo

50-60 1U/ml Indeterminado (Limite)
>60 1U/ml Positivo

Calibrador

Los calibradores listos para utilizar vienen incluidos para proporcionar una
determinacion semi-cuantitativa y deben ser utilizados en cada analisis. Las
muestras de pacientes que contienen niveles altos de anticuerpos pueden
arrojar unos valores de absorbencia superiores que los del Calibrador A.
Para determinar unos valores semi-cuantitativos precisos, €so0s
especimenes deberian diluirse mas para que entren en el registro de la
curva del calibrador al volver a analizarlos. Para determinar los valores en
IU/ml, multiplique las unidades obtenidas por el factor de dilucion.
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LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Complejidad CLIA Alta. CDC Cddigo identificacion analito: 0425. CDC Cddigo
identificacion sistema analisis: 28276.

El ensayo no deberia ser realizado en muestras muy hemolizadas, con
contaminacion microbiana o lipémicas. Este método deberia ser utilizado
Unicamente para analizar muestras de suero humano. Cuando los resultados de
los andlisis son indeterminados, sugerimos la realizaciéon de mas analisis de lo
siguiente:

=  Anticuerpos antinucleares en células HEp-2

=  Anticuerpos antinucleares en secciones de rifién de ratén y higado de
raton

= Anti-ENA: ELISA Anticuerpo RNP, Sm, SS-A (Ro), SS-B (La)

=  ADN nuclear por inmunofluorescencia indirecta

Los andlisis anteriores estan disponibles en IMMCO Diagnostics. Consulte el
catalogo de productos.

Para analizar los niveles de complementos C3 y C4, también sugerimos los
complejos inmunes y CH50. Unos resultados positivos claros son indicadores
de LES. Sin embargo, unos resultados negativos no descartan necesariamente
un diagnodstico de LES. Cuando existen claros indicios de LES deberian
considerarse también otros andlisis, como ANA, ENA, ADN nuclear y niveles
complementarios. Los resultados obtenidos solo sirven como ayuda en el
diagndstico. Independientemente, estos resultados no deberian ser interpretados
como diagndsticos.

VALORES ESPERADOS Y RESUMEN DE LOS ESTUDIOS CLINICOS

La incidencia de anticuerpos ADNdc varia en funcion del paciente. A
continuacion incluimos un resumen de la incidencia realizado a partir de la
documentacién.®"***3

Enfermedad % Incidencia
Lupus Eritematoso Sistémico 50-55
Enfermedad renal activa 89
Enfermedad no renal activa 56
Enfermedad inactiva 30
Posible LES 32
Artritis reumatoide <12
Escleroderma sistémica <12
Pacientes normales <1

Los sistemas de muestras clinicas de pacientes con el ELISA ImmuLisa™ para
los anticuerpos de ADNdc eran analizados. A continuacibn mostramos
resultados que demuestran la incidencia en la poblacion:
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Diagnosis Cantidad analiz, Cantidad pos, % Positivo*
LES 249 155 62,2
Sindrome antifosfolipido primario 25 0 0
Miositis primaria 20 0 0
Esclerodermia 4 1 25,0
Artritis reumatoide 43 5 11,6
Enfermedad de Graves 9 0 0
Tiroiditis de Hashimoto 14 1 7,1
Enfermedad tiroidea no diferenciada 9 1 11,1
Pérdida de oido autoinmune 8 0 0
Normal 159 6 3,8

* Los especimenes indeterminados/dudosos son considerados positivos

CARACTERISTICAS DE FUNCIONAMIENTO

La utilidad de las pruebas ELISA ImmuLisa™ para anticuerpos ADNdc fue
evaluada analizando especimenes caracteristicos de pacientes de LES con
resultados IFA positivos de ADN nuclear junto con controles de enfermedades y
sueros humanos "normales"”. Estos especimenes también fueron analizados con
equipos ELISA disponibles comercialmente. So6lo se incluyeron en la
comparacion los especimenes del registro lineal del ensayo. Los resultados se
resumen a continuacion.

ELISA ImmuLisa™ anticuerpos ADNdc vs. Otros ELISA anticuerpos
ADNdc:

Otro ELISA Anticuerpos ADNdc

Positivo Negativo Total
IMMCO Positivo 71 10 81
ADNdc Negativo 6 86 92
ELISA Total 77 96 173

Concordancia de porcentaje positivo:  92,2% (95% CI183,2% - 96,8%)
Concordancia de porcentaje negativo: 89,6% (95% CI 81,3% - 94,6%)
Concordancia de porcentaje total: 90,8% (95% CI 85,2% - 94,5%)

Pacientes LES: 87
Controles de enfermedades: 28
Sujetos normales sanos: 58

Precisién
La precision fue analizada con 6 especimenes positivos seleccionados en todo el
registro del ensayo. Se realizaron analisis de seis muestras duplicadas de cada

espécimen en 12 ensayos. La repetibilidad fue determinada con 12 muestras
duplicadas de cada espécimen.
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Dentro de serie
Imprecision Entre dias (Repetibilidad)
Media SD SD SD

Muestra  (IU/ml) | (IU/ml) CV% (IU/ml) CV% (IU/ml) CV%
1 33,6 3,87 11,5% 4,04 11,7% 2,71 7,9%

2 41,0 4,43 10,8% 4,03 10,1% 4,08 10,2%

3 59,8 3,81 6,4% 3,83 6,6% 3,68 6,3%

4 124,9 10,31 8,3% 10,76 8,5% 5,56 4,4%

5 270,7 16,12 6,0% 16,44 5,9% 14,39 5,2%

6 361,6 24,99 6,9% 26,38 7,3% 14,72 4,1%

Reproducibilidad

Se realizaron analisis de muestras en el ambito negativo bajo, positivo moderado
y aproximadamente +/- 20% de los limites de ensayo para determinar la
reproducibilidad cualitativa. Se analizaron 86 duplicados de cada muestra. Los
resultados del ensayo para los especimenes negativo bajo y positivo moderado
produjeron un acuerdo cualitativo del 100%. Los resultados del ensayo para el
espécimen limite -20% produjeron un acuerdo cualitativo del 96,4% (negativo).
Los resultados del ensayo para el espécimen limite +20% produjeron un acuerdo
cualitativo del 98,8% (positivo).

Linealidad y recuperacion

Se realizaron estudios utilizando series de dilucidon equidistantes de muestras
positivas con valores de todo el ambito del calibrador para determinar el ambito
lineal del ensayo. Se determiné que el ambito lineal del ensayo era de 13,6 —
450 IU/ml. Los resultados se resumen a continuacion.

Slope Y-Intercept

Sample Test Range (95% CI) (95% CI) R? % Recovery

1 13.7-115,0 0,980 0471 100 963-107,1

' ’ (0,940-1,019) (-2,699 - 3,042) ’ ’ ’

1,031 0,835

2 149-2423 93 1079 (6000.7667) 00 912-1063
0,911 4,088

3 434 -398,3 (0.874-0049) (5331 - 13507) 0,998  100,0-1123
0,980 9,735

4 41,7-332,2 (0,915 - 1,045) (3,518 - 22,088) 0,993 87,6-110,6

5 489-3995 0,914 6,865 0997  97,6-1108

(0,868-0,954)  (-4,132-17,862)

Limite de detecciéon

Se calculé que el limite de deteccion (LD) para anticuerpos ADNdc utilizando
este ensayo era de 13,6lU/ml en base a 60 duplicados de la base y 10
duplicados de 6 muestras de nivel bajo (NHS).
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Interferencia

La interferencia fue estudiada mezclando sueros con niveles de anticuerpos
ADNdc conocidos con muestras de suero con interferencia potencial y
estudiando la desviacion respecto a los resultados esperados. No se demostrd
una interferencia importante para las siguientes sustancias en los niveles
indicados: Hemoglobina (2 g/L), Bilirrubina (342 pmol/L), y Factor Reumatoide
(200 EU/m).
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ImmuLisa™ Enhanced

dsDNA Antibody ELISA

‘ Doppelstrangiger DNA-Antikérper ELISA

IMMCO

DIAGNOSTICS PRODUKTBEILAGE
5120 dsDNA-Antikérper ELISA 96 Bestimmungen

VERWENDUNGSZWECK

Ein enzymgekoppelter Immunadsorptionstest (ELISA) fur die Erfassung und
Halbquantifizierung von 1gG Antikérpern zur doppelstrangigen DNA (dsDNA) im
Humanserum, als eine Arbeitshilfe in der Diagnose des systemischen Lupus
erythematodes (SLE) in Verbindung mit anderen klinischen und Laborbefunden.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Antinukleére Antikdrper (ANA) sind in verschiedenen Autoimmunerkrankungen
zu finden. ANA umfasst Antikdrper zu Antigenen des Zellkerns wie z. B. zur
DNA, dem Histon und den verschiedenen extrahierbaren Kernantigenen wie z. B.
RNP, Sm, SS-A und SS-H. Drei Spezifitdten treten mit Anti-DNA-Antikorpern auf.

Diese schlieRen ein:

1. Anti-dsDNA-Antikdrper, die nur mit dsDNA reagieren

2. Anti-ssDNA-Antikdrper, die mit ssSDNA reagieren

3. Anti-ds/ssDNA-Antikérper, die sowohl mit dsDNA als auch mit ssSDNA
reagieren.

Von diesen drei Typen sind Anti-dsDNA-Antikdrper vom systemischen Lupus
erythematodes (SLE) charakteristisch. Sie treten selten bei anderen
Autoimmunerkrankungen auf."® Die Haufigkeit und Spiegel dieser Antikdrper
schwanken mit der Krankheitsaktivitat, die insgesamt in ungeféahr 50-55 % von
SLE-Féallen und in ungeféahr 89 % von SLE-Patienten mit aktiver
Nierenerkrankung auftritt.>” Antikbrper zu dsDNA koénnen mit der
immunosuppressiven Behandlung und wéhrend der Remission verschwinden. Es
gibt eine gute Korrelation zwischen Krankheitsaktivitdst und Anti-dsDNA-
Antik(’jrperspiegeln.8 Die ImmuLisa™ dsDNA-Antikdrper-ELISA-Prufung erkennt
dsDNA-Antikorper der 1gG-Klasse. Anti-dNA-Antikdrper von IgM- und IgA-
Isotypen treten auch auf, aber IgG-Klassen-Antikdrper haben sich als klinisch
relevant erwiesen.® Resultate werden in Internationalen Einheiten (IU)/ml
berichtet. Sowohl die Kalibratoren als auch die Positivkontrolle sind gegen die
Weltgesundheitsorganisations-(WHO)-Referenz Reagenz Wo/80° abgeglichen
worden.

GRUNDSATZE DES VERFAHRENS

Der Test wird als ein Festphasenimmunoassay ausgefiihrt. Mikrovertiefungen
werden mit dem von einem Blockierungsschritt gefolgten gereinigten dsDNA-
Antigen beschichtet, um eine nichtspezifische Protein-Bindung wahrend des
Prufungsablaufs zu reduzieren. Kontrollen, Kalibratoren und Patientenseren
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werden in den mit Antigen beschichteten Vertiefungen inkubiert, um im Serum
vorhandenen spezifischen Antikdrpern zu ermdglichen, sich an das dsDNA-
Antigen zu binden. Ungebundene Antikdrper und andere Serum-Proteine werden
durch Waschen der Mikrovertiefungen entfernt. Bestimmte Antikérper werden
durch Hinzuftigen von einem enzymmarkierten anti-menschlichen IgG-Konjugat
zu den Mikrovertiefungen erkannt. Ungebundenes Konjugat wird durch Waschen
entfernt. Spezifisches Enzymsubstrat (TMB) wird dann zu den Vertiefungen
hinzugefigt und das Vorhandensein von Antikérpern wird durch einen
Farbwechsel, erzeugt durch die Umwandlung des TMB-Substrats in ein farbiges
Reaktionsprodukt, erkannt. Die Reaktion wird gestoppt und die Intensitat des
Farbwechsels, der zur Konzentration an Antikérpern proportional ist, wird durch
ein Spektralphotometer bei 450 nm abgelesen. Die Resultate werden in
Internationalen-Einheiten pro Milliliter (IU/ml) ausgedriickt und als positiv oder
negativ berichtet.

REAGENZIEN
Lagerung und Vorbereitung

Alle Reagenzien bei 2-8°C lagern. Nicht einfrieren. Die Reagenzien sind bis
zum Ablaufdatum stabil, wenn sie wie angewiesen gelagert und behandelt
werden.

Verwenden Sie es nicht, wenn das Reagenz nicht farblos oder wenn ein
Préazipitat vorhanden ist. Alle Reagenzien missen vor dem Gebrauch (20-25°C)
auf Raumtemperatur gebracht werden.

Den Waschpuffer zu 1 Liter mit destilliertem oder vollentsalztem Wasser
herstellen. Bei Lagerung mit 2-8°C bleibt der hergestellte Waschpuffer bis zum
Kit-Ablaufdatum stabil.

Beschichtete Mikrovertiefungsstreifen sind nur fiir den einmaligen Gebrauch
bestimmt. Ungebrauchte Mikrovertiefungsstreifen sollten im Beutel, der
Trocknungsmittel enthélt, sorgfaltig wieder versiegelt werden, um Kondensation
zu verhindern, und bei 2-8 °C gelagert werden.

VorsichtsmafRnahmen

Alle verwendeten menschlichen Komponenten sind auf HBsAg, HCV, HIV 1 und
2 und HTLV-I geprift und durch erforderliche Tests anhand FDA als negativ
festgestellt worden. Menschliche Blutderivate und Patientenproben sollten jedoch
als potenziell ansteckend betrachtet werden. Gute Laborpraktiken bei der
Lagerung, beim Abgeben und dem Entsorgen dieser Materialien befolgen.10

Die Stopplésung ist eine verdinnte Schwefelsureldsung. Schwefelsédure
(H2S04) ist giftig und &tzend. Nicht einnehmen und den Kontakt mit der Haut
und den Augen vermeiden. Die Exponierung gegenliber Basen, Metallen oder
anderen Verbindungen vermeiden, die mit S8uren reagieren kénnen. TMB-
Enzymsubstrat enthélt einen Reizstoff, der schadlich sein kann, wenn er
eingeatmet, aufgenommen oder durch die Haut absorbiert wird. Nicht einnehmen
und den Kontakt mit der Haut und den Augen vermeiden.

33



DE

Die Anweisungen wie sie in dieser Kit-Beilage angegeben sind sollten
genau befolgt werden, um giiltige Resultate sicherzustellen. Tauschen Sie
Kit-Komponenten nicht mit denjenigen von anderen Quellen aus. Gute
Laborpraktiken befolgen, um mikrobische und Querkontamination von
Reagenzien beim Handling zu minimieren. Verwenden Sie die Kit-Komponenten
nicht Uber das auf den Etiketten angegebene Ablaufdatum hinaus.

Bereitgestellte Materialien

ImmuLisa™ dsDNA-Antikorper-ELISA 5120
Kits enthalten ausreichende Reagenzien, um 96 Bestimmungen auszufiihren.
12x 8 [MICROPLATE[dsDNA] Mikroplatte mit individuell abbrechbaren

Mikrovertiefungen. Beschichtet mit dsDNA-
Antigen. Gebrauchsfertig.

1x1.75ml Einsatzbereite ~ Positivkontrolle  (roter
Verschlussdeckel). Enthalt Humanserum
positiv fir dsDNA-Antikorper. Der erwartete
Konzentrationsbereich in 1U/ml ist auf dem

Etikett aufgedruckt.
1x1.75ml CONTROL]{ Einsatzbereite  Negativkontrolle (weilBer
Verschlussdeckel). Enthalt Humanserum.
5x 1.75ml [CALIBRATORJA]dsDNA] Einsatzbereiter Satz von 5 Kalibratoren.
Kalibrator A (griiner Verschlussdeckel) 400
[CALIBRATOR|B|dSDNA| 1U/ml, Kalibrator B (violetter
[CALIBRATOR|C|dsDNA] Verschlussdeckel) 200 1U/ml, Kalibrator C
[CALIBRATOR|D|dSDNA] (blauer  Verschlussdeckel) 100  1U/ml,

Kalibrator D (gelber Verschlussdeckel) 50
[CALIBRATOR|E][dsDNA| IlUml  und Kalibrator E (orangener
Verschlussdeckel) 1 1U/ml. Abgeleitet von
Humanserum, das dsDNA-Antikdrper enthalt.
Konzentrationen in 1U/ml sind auf den
Etiketten aufgedruckt.

1x 15 ml IgG-CONJ[HRP] HRP Ziege anti-menschliches Konjugat.
Gebrauchsfertig. Farbcode rosa.

1x60ml Serumverdiinnungsmittel. ~ Gebrauchsfertig.
Farbcode lila.

1x 15 ml SUBSTRATE[TMB] TMB-Enzymsubstrat. Gebrauchsfertig. Vor
Licht schitzen.

1x15ml STOP|H2S04 Stop-Lésung. Gebrauchsfertig.

2 x vials [BUF|WASH Pulver-Waschpuffer. Zu je einem Liter
wiederherstellen.

1x Protokollblatter

Optionale Komponenten

1 x 60ml [BUF|WASH Flussigkeit konzentrierter Waschpuffer. Zu
einem Liter herstellen.
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Auf Etiketten verwendete Symbole

Chargenummer

Katalognummer

Fur in vitro diagnostischen Gebrauch
Gebrauchen bei

Lagertemperatur

Die Anleitung vor dem Gebrauch durchlesen

Anzahl an Tests

E 4B~

Hersteller

Erforderliche Aber Nicht Bereitgestellte Materialien

Entsalztes oder destilliertes Wasser

Quetschflasche, um verdiinnten Waschpuffer aufzunehmen

Pipetten fiir 5 pl bis 1000 pl

Einwegpipettenspitzen

Saubere Reagenzgléaser 12 x 75 mm und Reagenzglasgestell

Zeitmesser

Saugfahige Papierhandtiicher

*  Mikroplattenleser, fahig Absorptionswerte bei 450 nm abzulesen. Wenn ein
Zweiwellenlangen-Mikroplattenleser verfiigbar ist, sollte der Referenzfilter
bei 600-650 nm eingestellt werden

* Automatische microplate Unterlegscheibe fahig zum Zuftihren von pl 200 pro

Brunnen

PROBENENTNAHME UND HANDLING

Bei diesem Verfahren sollten nur Serumproben verwendet werden. Grob
hamolisierte, lipdmisch oder mikrobisch verunreinigte Proben kbénnen die
Leistung des Tests beeintrdchtigen und sollten nicht verwendet werden. Die
Proben bei 2-8°C fur nicht langer als eine Woche lagern. Bei langerer Lagerung
sollten die Serumproben eingefroren werden. Das wiederholte Einfrieren und
Auftauen von Proben vermeiden. Es wird empfohlen, dass eingefrorene Proben
innerhalb eines Jahres geprift werden.

VERFAHREN
Verfahrenshinweise
+  Die Produktbeilage vor dem Beginn der Untersuchung sorgfaltig durchlesen.

« Alle Verdinnungen der Patientenproben sollten vor dem Beginn der
Untersuchung vorbereitet werden.

« Die Patientenproben und Testreagenzien auf Raumtemperatur bringen,
bevor mit dem Priufverfahren begonnen wird. Es wird empfohlen, dass
Reagenzien vor dem Gebrauch auf dem Labortisch auf3erhalb des Kastens
fur 30 Minuten verbleiben. Alle ungebrauchten Proben und Reagenzien
sofort nach dem Gebrauch wieder in den Kihlschrank stellen.
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Erforderliche Mikrovertiefungsstreifen aus dem Beutel enthehmen und den
Beutel sorgfaltig wieder versiegeln, um Kondensation in den ungebrauchten
Vertiefungen zu verhindern. Den Beutel sofort wieder in den Kihlschrank
stellen.

Eine gute Waschtechnik ist entscheidend. Bei manuellem Waschen, wird
adaquates Waschen dadurch erreicht, dass ein kraftiger Waschpufferstrom
mit einer breitspitzigen Spritzflasche Uber die komplette Mikroplatte gerichtet
wird. Ein automatisierter Mikroplattenwascher wird empfohlen.

Eine Mehrkanalpipette verwenden, die 8 oder 12 Vertiefungen gleichzeitig
versorgen kann. Das beschleunigt den Prozess und ermdglicht einheitlichere
Inkubationszeiten.

Bei allen Schritten ist die sorgfaltige Kontrolle der Zeitmessung wichtig. Der
Start aller Inkubationszeiten beginnt mit der Beendigung der
Reagenzzugabe.

Die Zugabe aller Proben und Reagenzien sollte bei der gleichen
Geschwindigkeit und in der gleichen Reihenfolge ausgefiihrt werden.

Prifmethode
Schritt 1 Alle Reagenzien und Proben bei Raumtemperatur ins

Gleichgewicht bringen.

Schritt 2 Das Protokollblatt kennzeichnen, um die Probenanordnung in

den Vertiefungen anzuzeigen. Es ist gute Laborpraktik, mit einer
zweifachen Ausfuhrung der Proben zu arbeiten.

Schritt 3 Fir eine qualitative Bestimmmung nur den Kalibrator D (gelber

Verschlussdeckel) verwenden.
oder

Fir eine semiquantitative Bestimmung die Kalibratoren A bis E,
wie im nachfolgenden Proben-Layout verwenden.

Qualitativ Semiquantitativ
A Leerprobe S5 USW. A Leerprobe S1 USW.
B -Kontrolle S6 B -Kontrolle S2
C + Kontrolle S7 C + Kontrolle S3
D CalD S8 D CalA sS4
E S1 S9 E Cal B S5
F S2 S10 F CalC S6
G S3 S11 G CalD S7
H S4 S12 H Cal E S8

1 2 3 1 2 3

Schritt 4 1:101 Verdiinnung der Patientenproben durch Mischen von 5 pl der

Patientenseren mit 500 pl des Serumverdunnungsmittels
vorbereiten.

Schritt 5 Die erforderlichen Mikrovertiefungen aus dem Beutel entnehmen

und ungebrauchte Streifen im versiegelten Beutel wieder zurtick in
den Kihlschrank stellen. Die Mikrovertiefungen sicher im extra
bereitgestellten Halter platzieren.

36



DE

Schritt 6 Mit der Pipette 100 pl von einsatzbereiten Kalibratoren, Positiv- und
Negativkontrollen und verdiinnte Patientenproben (1:101) geman
dem Protokollblatt in die zugehérigen Mikrovertiefungen geben.

Hinweis: Eine Vertiefung, die 100 pl an Serumverdinnungsmittel
enthélt, als eine Reagenz-Leerprobe einschlielen. Den ELISA-
Leser gegen die Reagenz-Leerprobe nullen.

Schritt 7 30 Minuten (x5 Minuten) bei Raumtemperatur inkubieren.

Schritt 8 4x mit dem Waschpuffer waschen. Um manuell zu Waschen, fiillen
Sie jede Mikrovertiefung mit dem wiederhergestellten Waschpuffer.
Die Flissigkeit durch Umkehren und Ausklopfen des Inhalts jeder
Vertiefung oder durch Ansaugen der Flussigkeit aus jeder
Vertiefung entsorgen. Die Streifen umkehren und die Vertiefungen
kraftig auf saugfahigen Papierhandtiichern ausklopfen, um am
Ende des letzten Waschens zu blotten. Bei einer automatischen
Wascheinrichtung programmieren Sie diese gemal den
Anweisungen des Herstellers.

Schritt 9 Mit der Pipette 100 pl des Konjugats in die Mikrovertiefungen
geben.

Schritt 10 30 Minuten (x 5 Minuten) bei Raumtemperatur inkubieren.
Schritt 11 Alle Mikrovertiefungen wie in Schritt 8 waschen.

Schritt 12 Mit der Pipette 100 pl des Enzymsubstrats in jede Mikrovertiefung
in der gleichen Reihenfolge und Zeitabfolge wie fir das Konjugat
zugeben.

Schritt 13 30 Minuten (= 5 Minuten) bei Raumtemperatur inkubieren.

Schritt 14  Mit der Pipette 100 pl der Stopp-Lésung in jede Mikrovertiefung
unter Verwendung der gleichen Reihenfolge und Zeitabfolge wie fur
die Zugabe des Enzymsubstrats zugeben. Die Absorptionswerte
innerhalb von 30 Minuten nach Hinzufligen der Stopp-L&sung
ablesen.

Schritt 15  Die Absorbtion jeder Mikrovertiefung bei 450 nm unter Verwendung
eines Ein- oder bei 450/630 nm unter Verwendung eines
Zweiwellenlangen-Mikroplattenlesers gegen die auf Null-Absortion
gesetzte Reagenz-Leerprobe ablesen.

Qualitatskontrolle

Kalibratoren, Positiv- und Negativkontrollen und eine Reagenz-Leerprobe
missen mit jeder Prifung eingesetzt werden, um die Vollstandigkeit und
Genauigkeit des Tests zu verifizieren. Die Absorptionsanzeige der Reagenz-
Leerprobe sollte <0,3 sein. Der Kalibrator A sollte eine Absorptionsanzeige von
nicht weniger als 1,0 haben, andernfalls muss der Test wiederholt werden. Die
Negativkontrolle muss <30 IU/ml sein. Wenn der Test als zweifache Ausfiihrung
durchgefiihrt wird, sollte der Mittelwert der zwei Messdaten aufgenommen
werden, um IU/ml zu bestimmen. Beim Durchfilhren von Qualitativen
Bestimmmungen muss die optische Dichte von Kalibrator D gré3er sein als die
der Negativkontrolle und kleiner als die Absorption der Positivkontrolle. Fir
semiquantitative Bestimmungen muss die Positivkontrolle Werte im auf dem
Flaschchen angegebenen Bereich ergeben.
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RESULTATE
Berechnungen

Die Konzentrationen der Patientenproben kénnen durch zwei Methoden
bestimmt werden:

1. QUALITATIVE BESTIMMUNG

Abs. des Priifmusters
---------------------------- X 1U/ml von KalibratorD = |U/ml Priifprobe
Abs. von Kalibrator D

Es wird empfohlen, dass qualitative Resultate als "positiv" oder "negativ"
berichtet werden. Probenresultate grof3er oder gleich Kalibrator D werden
als positiv angesehen.

2. SEMIQUANTITATIVE BESTIMMUNG

Die Absorption von Kalibrator A bis E gegen ihre jeweiligen Konzentrationen
auf dem linear-logarithmischen  Millimeterpapier aufnehmen. Die
Konzentrationen in 1U/ml auf der X-Achse gegeniber der Absorption auf der
Y-Achse aufnehmen und eine Punkt-Zu-Punkt-Kurvenanpassung zeichnen.
Die Konzentrationen der Patientenproben von der Kurve gemaR den
entsprechenden Absorptionswerten bestimmen. Alternativ kann eine Vier-
Parameter-Kurve verwendet werden, um die Standardkurve aufzunehmen.

Es wird empfohlen, dass semiquantitative Resultate als "positiv", "negativ",
oder "unbestimmt” mit IU/ml Einheitswerten berichtet werden.
Unbestimmte/Grenzlinien Resultate sollten erneut getestet und zusammen
mit anderen Labormethoden, wie in Begrenzungen des Verfahrens
angegeben, bewertet werden.

Ausdeutung

Die Ausdeutungswerte wurden durch Prifen von 181 normalen
Blutspendern und Nicht-SLE-Krankheitsbekdmpfungsproben bestimmt. Der
Mittelwert des normalen Probanden plus 3 SD wurden als der Priifungs-
Cutoff ermittelt und einem Wert von 50 1U/ml zugeordnet. IMMCO empfiehlt
den Gebrauch des nachstehenden Referenzbereichs. Jedes Labor sollte
Prufungswerte fur seine eigenen Bedingungen validieren.

dsDNA Ab Wert Ausdeutung

<50 IU/ml Negativ

50-60 1U/ml Unbestimmt (Grenzlinie)
>60 [U/ml Positiv

Kalibrator

Die Einsatzbereiten Kalibratoren sind enthalten, um Semiquantifizierung zu
ermdglichen, und missen mit jedem Durchgang verwendet werden.
Patientenproben, die hohe Antikérperspiegel enthalten, kdnnen grofR3ere
Absorptionswerte ergeben als die von Kalibrator A. Um genaue
semiquantitative Werte festzulegen, sollte man solche Proben weiter
verdiinnen, damit sie sich innerhalb des Bereichs der Kalibratorkurve
befinden, wenn erneut getestet wird. Um IU/mI-Werte zu bestimmen,
multiplizieren Sie die durch den Verdunnungsfaktor erhaltenen Einheiten.
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BEGRENZUNGEN DES VERFAHRENS

CLIA-Komplexitat: Hoch.  CDC-Analyt-ldentifikationscode:  0425. CDC-
Testsystem-Identifikationscode: 28276.

Die Prifung sollte nicht bei auferst hamolisierten, mikrobisch verunreinigten
oder lipamischen Proben ausgefiihrt werden. Diese Methode sollte nur zur
Prifung von Humanserum-Proben verwendet werden. Wenn die Prifresultate
unbestimmt sind, wird das Prtifen fiir folgendes empfohlen:

=  Antinukleare Antikérper auf HEp-2 Zellen

= Antinukleare  Antikdrper bei Maus-Niere- oder Maus-Leber-
Gewebeabschnitten

= Anti-ENA: RNP, Sm, SS-A (Ro), SS-B (La) Antikdrper ELISAs

= nDNA durch indirekte Immunfluoreszenz

Obige Tests sind von IMMCO Diagnostics erhéltlich. Siehe Produktkatalog.

Das Prufen auf ergédnzende Spiegel C3 und C4, CH50 und Immunkomplexe wird
auch empfohlen. Starke positive Resultate deuten auf SLE hin. Jedoch kdnnen
negative Ergebnisse eine Diagnose von SLE nicht notwendigerweise
ausschlieRen. Wenn es einen hohen Verdacht auf SLE gibt, dann sollten andere
Tests, wie z. B. fur ANA, ENA, nDNA und Komplementstufen auch in Betracht
gezogen werden. Die erhaltenen Resultate dienen nur als eine Hilfe bei der
Diagnose. Fur sich alleine genommen, sollten diese Resultate nicht als
diagnostisch interpretiert werden.

ERWARTETE WERTE UND ZUSAMMENFASSUNG DER KLINISCHEN
STUDIEN

Die Inzidenz von dsDNA-Antikdrpern &ndert sich abhangig von der
Patientenpopulation. Eine Zusammenstellung der Inzidenz, die der Literatur
entnommen wurde, ist nachstehend aufgefiihrt.®”***3

Erkrankung % Inzidenz
Systemischer Lupus erythematodes 50-55
Aktive Nierenerkrankung 89
Aktive Nichtnierenerkrankung 56
Inaktive Erkrankung 30
Mégliche SLE 32
Rheumatoidarthritis <12
Sklerodermie <12
Normale Patienten <12

Reihen von Kklinischen Proben wurden auf ImmuLisa™ dsDNA-Antikorper-
ELISA. Resultate, die Inzidenz in den Populationen demonstrieren, sind
nachstehend aufgefiihrt:
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Diagnose Anz, getestet Anz, Positiv__ % Positiv*
SLE 249 155 62,2
Priméares Antiphospholipid-Syndrom 25 0 0
Priméare Myositis 20 0 0
Sklerodermie 4 1 25,0
Rheumatoidarthritis 43 5 11,6
Basedowkrankheit 9 0 0
Hashimoto-Thyreoiditis 14 1 7,1
Undifferenzierte Schilddrisenerkrankung 9 1 111
Autoimmuner Gehorverlust 8 0 0
Normal 159 6 3,8

* Unbestimmte/Grenzproben als positiv betrachtet

LEISTUNGSEIGENSCHAFTEN

Die Nutzlichkeit des ImmuLisa™ dsDNA-Antikdrper-ELISA wurde beim Prifen
gut charakterisierter Proben von SLE-Probanden mit positiven nDNA IFA-
Resultaten neben Erkrankungskontrollen und "normalen” Humanseren bewertet.
Diese Proben wurden auch bei handelsiblichen ELISA-Kits gepruft. Nur Proben
im linearen Bereich der Priifung wurden im Methodenvergleich eingeschlossen.
Diese Resultate sind nachstehend zusammengefasst.

ImmuLisa™  dsDNA-Antikérper-ELISA  gegenuber anderen dsDNA-
Antikorper- ELISA:

Andere dsDNA-Antikérper-ELISA

Positiv Negativ Gesamt
IMMCO Positiv 71 10 81
dsDNA Negativ 6 86 92
ELISA Gesamt 77 96 173

Positive Pozent-Ut_)_ereinstimmung: 92,2% (95% CI 83,2 % - 96,8 %)
Negative Prozent-Ubereinstimmung: 89,6% (95% CI 81,3 % - 94,6 %)
Gesamte Prozent-Ubereinstimmung: 90,8% (95% CI 85,2 % - 94,5 %)

SLE-Probanden: 87
Krankheitskontrollen: 28
Gesunde Normale Probanden: 58

Prazision
Die Prazision wurde mit 6 positiven Proben im gesamten Bereich der Prifung
ausgewahlt. Prifungsablaufe von drei Replikaten jeder Probe wurden in 12

Prifungen durchgefuhrt. Die Wiederholbarkeit wurde mit 12 Replikaten jeder
Probe bestimmt.
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Innerhalb des
Ablaufs
Gesamtungenauigkeit Zv_\|/_|schen (Wiederholbarkeit)
agen
Mittelwert SD SD SD

Probe 1U/ml 1U/ml CV % IUml CV% | IUmI CV %
1 33,6 3,87 11,5% 404 | 11,7% | 2,71 7,9%
2 41,0 4,43 10,8% 4,03 | 10,1% | 4,08 10,2%
3 59,8 3,81 6,4% 3,83 6,6% 3,68 6,3%
4 124,9 10,31 8,3% 10,76 | 8,5% 5,56 4,4%
5 270,7 16,12 6,0% 16,44 5,9% 14,39 5,2%
6 361,6 24,99 6,9% 26,38 | 7,3% | 14,72 4,1%

Reproduzierbarkeit

Prifungen von Proben im niedrigen negativen Bereich, mittelmafigen positiven
Bereich und ungeféhr +/-20 % der Cutoffs der Priifung wurden ausgefihrt, um
die qualitative Reproduzierbarkeit zu bestimmen.

86 Replikate jeder Probe wurden getestet.

Resultate der Priifung fur die niedrigen negativen und mittelmaRigen positiven
Proben erzeugten eine qualitative Ubereinstimmung von 100 %.

Resultate der Prifung fur die Cutoff -20 % Probe erzeugten eine qualitative
(negative) Ubereinstimmung von 96,4 %.

Resultate der Prufung fur die Cutoff +20 % Probe erzeugten eine qualitative
(positive) Ubereinstimmung von 98,8 %.

Linearitat und Rickgewinnung

Studien wurden unter Verwendung von abstandsgleichen Verdiinnungsserien
von positiven Proben mit Werten Uberall im Bereich des Kalibrators ausgefihrt,
um den linearen Bereich der Priifung zu bestimmen. Der lineare Bereich der
Prufung wurde bestimmt mit 13,6 - 450 IU/ml. Die Resultate sind nachstehend
zusammengefasst. Es wird empfohlen, dass Proben, die Resultate grol3er als der
obere Kalibrator hervorbringen, fir genaue semiquantitative Resultate verdinnt
und erneut getestet werden.

Slope Y-Intercept

Sample Test Range (95% CI) (95% CI) R? % Recovery

1 137-115,0 0,980 0,171 100 96,3-107,1

’ ' (0,940-1,019) (-2,699 - 3,042) ’ ’ ’

1,031 0,835

2 14,9-242,3 (0,983 - 1,079) (6,000 - 7.667) 1,00 91,2-106,3
0,911 4,088

3 43,4 -3983 (0,874 - 0.949) (5,331 - 13.507) 0,998  100,0-1123
0,980 9,735

4 41,7-332,2 (0,915 - 1,045) (3518 - 22,988) 0,993  87,6-1106
0,911 6,865

5 48,9-399,5 (0,866 - 0,954) (4,132 - 17,862) 0,997  97,6-1108
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Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenze (LoD) fur den dsDNA-Antikérper unter Verwendung dieser
Prifung wurde bestimmt zu 13,6 1U/ml basierend auf 60 Replikaten der
Leerprobe und 10 Replikaten von je 6 niedrigstufigen (NHS) Proben.

Interferenz

Interferenz wurde durch Mischen von Seren mit bekannten dsDNA-
Antikdrperspiegeln mit sich potenziell gegenseitig beeinflussenden Serumproben
und der Abweichung von erwarteten Resultaten studiert. Es wurde fir die
folgenden Substanzen bei den angezeigten Spiegeln keine bedeutende
Interferenz  demonstriert: Hamoglobin (2 g/L), Bilirubin (342 pmol/L) und
Rheumafaktor (100 EU/mI).
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ImmuLisa™ Enhanced

dsDNA Antibody ELISA

‘ ADN Bicaténaire Anticorps ELISA

IMMCO ™

DIAGNOSTICS ENCART PRODUIT
[REF] 5120 dsADN Anticorps ELISA 96 Déterminations

UTILISATION VISEE

L’analyse ELISA a liaison par enzyme immunoadsorbant pour la détection et la
semi-quantification des anticorps 1gG pour I'ADN bicaténaire (dsDNA) dans le
sérum humain, en tant qu'outil d’aide au diagnostic du lupus érythémateux
disséminé (LED) en conjonction avec d’autres résultats de laboratoires et
cliniques.

RESUME ET EXPLICATION

Les anticorps antinucléaires (ANA) se trouvent dans différentes maladies auto-
immunes. Les ANA contiennent des anticorps pour les antigénes du noyau tel
que I'ADN, I'histone ou différents antigeénes nucléaires solubles tels que le RNP,
le Sm, le SS-A et le SS-B.

Trois spécificités apparaissent avec les anticorps anti-ADN
Dont les suivantes :

1. les anticorps anti-dsADN qui ne réagissent qu'avec les dsADN

2. Les anticorps anti-ssADN qui réagissent avec les ssADN

3. Les anticoprs anti-ds/ssADN qui réagissent avec les dsADN et les
SSADN

De ces trois sortes, les anticorps anti-dsADN sont caractéristiques du diagnostic
du lupus érythémateux disséminé (LED). lls apparaissent rarement lors d'autres
désordres auto-immuns*®. La fréquence et le niveau de ces anticorps fluctue
avec l'activité de la maladie en se trouvant dans environ 50-55% des cas de LED
et chez environ 89% des patients atteints de LED avec une maladie rénale
active®. Les anticorps vers les dsADN peuvent disparaitre avec un traitement
immunosuppresseur et durant la rémission. |l existe une forte correlatlon entre
l'activité de la maladie et les niveaux des anticorps anti- dsADN®. L'analyse
ImmuLisa™ Anticorps dsADN ELISA détecte les anticorps dsADN de la classe
IgG Les anticorps anti-ADN d'isotype IgM et IgA se trouvent également mals la
pertinence des anticorps de la classe IgG a été prouvée cllnlquement Les
résultats sont rendus en International Units (IU)/ml. Les calibreurs et le controle
positif ont tous les deux été calibrés par rap‘?ort au Reference Reagent Wo/80 de
I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS)

PRINCIPES DE LA PROCEDURE

Le test est réalisé en tant que immunoessai en phase solide. Les micro-
récipients sont couverts avec des antigénes purifiés dsADN suivi d'une mesure
de blocage pour réduire les unions non-spécifique durant I'exécution de
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'analyse. Les contrbles, les calibreurs et le sérum patient sont incubés dans les
récipients couverts d'antigénes pour permettre a des anticorps spécifiques
présents dans le sérum de se relier a I'antigene dsADN. Les anticorps non-reliés
et les autres protéines de sérum sont enlevés en lavant les micro-récipients. Les
anticorps reliés sont détectés en ajoutant un conjugué d’enzyme étiqueté associé
anti-humain IgG aux micro-récipients. Le conjugué non-relié est enlevé par
lavage. Un substrat d’enzyme spécifique (TMB) est alors ajouté aux récipients et
la présence d’anticorps est détectée par un changement de couleur produit par la
conversion du substrat TMB en un produit a réaction coloré. La réaction est
arrétée et lintensité du changement de couleur, qui est proportionnelle a la
concentration d’anticorps, est mesurée par un spectrophotométre a 450 nm. Les
résultats sont donnés en International Units par millilitre (Ul/ml) et signalés
comme positifs ou négatifs.

LES REACTIFS

Stockage et préparation

Stockez tous les réactifs entre 2 et 8°C. A ne pas congeler. Les réactifs sont
stables jusqu’a la date d'expiration lorsqu'ils sont stockés et manipulés comme
indiqué.

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

Réhydratez le tampon a eau jusqua 1 litre avec de l'eau distillée ou
déminéralisée. Lorsque stocké entre 2 et 8°C, le tampon a eau réhydraté est
stable jusqu’a la date d’expiration du kit.

Les lamelles enduites des micro-récipients sont pour un usage unique. Les
lamelles de micro-récipients non utilisées doivent étre réapposés avec
précaution dans le sachet contenant les déshydratants pour empécher une
condensation et stockés entre 2 et 8°C.

Précautions

Tous les composants de dérivation humaine utilisés ont été testés pour HBsAg,
HCV, HIV-1 and 2 et HTLV-I et ont donnés des résultats négatifs en accord avec
les tests imposés par la FDA. Cependant, les dérivés de sang humain et les
spécimens patients doivent étre considérés comme potentiellement infectieux.
Suivez de bonnes pratiques de laboratoire pour le stockage, la délivrance et
I’écoulement de ces matériaux.

La Solution d’Arrét est un solution d’acide sulfurique diluée. L’acide sulfurique
(H2S04) est toxique et corrosive. Ne pas ingérer et éviter le contact avec la peau
et les yeux. Evitez tout contact avec les bases, les métaux et autres composants
qui pourraient réagir avec les acides.

Le Substrat dEnzyme TMB contient une substance irritante qui peut étre
dangeureuse si elle est inhalée, ingérée ou absorbée par voie cutanée. Ne pas
ingérer et éviter le contact avec la peau et les yeux.
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Les instructions doivent étre suivies a la lettre telles qu’elles apparaissent
dans cet encart d’utilisation afin d’assurer des résultats valides.
N’échangez pas les composants de I'encart avec ceux d’autres sources. Suivez
de bonnes pratiques de laboratoire afin de minimiser la contamination
microbienne et croisée des réactifs lors de la manipulation. N’utilisez pas les
composants de I'encart aprés la date d’expiration indiquée sur les étiquettes.

Les matériaux fournis

ImmuLisa™ dsADN Anticorps ELISA 5120
Les encarts contiennent assez de réactifs pour réaliser 96 déterminations.
12x 8 [MICROPLATE[dsDNA] Microplaque avec des micro-récipients

individuels séparés Couverts avec un
antigéne dsADN Prét a 'emploi.

1x1.75 ml CONTROL[+[dsDNA Controle positif (capsule rouge) prét a
'emploi Contient du sérum humain positif
aux anticorps dsADN. L'éventail de

concentration espéré en IU/ML est imprimé
sur I'étiquette

1x1.75ml CONTROL]{ Contrdle négatif (capsule blanche) prét a
I'emploi. Contient du sérum humain.
5x 1.75ml [CALIBRATORJA[dsDNA] Série de 5 calibreurs préts a I'emploi.

Calibreur A (capsule verte) 400 IU/ml,

[CALIBRATORIB|dsDNA| Calibreur B (capsule violette) 200 IU/ml,

[CALIBRATOR|C[dsDNA] Calibreur C (capsule bleu) 100 IU/ml,
Calibreur D (capsule jaune) 50 IU/ml, et

ICALIBRATORID|dsDNA| Calibreur E (capsule orange) 1 IU/ml.

[CALIBRATORIE[dsDNA| Dérivées de sérum humain contenant des
anticorps dsADN. Les concentrations en
IU/ml sont imprimées sur les étiquettes.

1x15ml 19G-CONJ[HRP] Conjugué IgG de HRP goat anti-humain. Prét
a I'emploi Code couleur rose.

1x 60 ml Diluant sérum. Prét a 'emploi Code couleur
violet.

1x15ml SUBSTRATE[TMB] Substrat d’enzyme TMB. Prét a 'emploi A
protéger de la lumiere.

1x15ml STOP|H2S0O4 Solution stop. Préte a I'emploi

2 x vials [BUF|[WASH Tampon de lavage en poudre. Réhydratez
jusqu’a un litre chacun.

1x Feuilles de protocole

Composants optionnels

1 x 60ml [BUF|WASH Tampon de lavage en liquide concentré.

Réhydratez jusqu’a un litre.
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Symboles utilisés sur les labels.

Numéro de Lot

Numéro catalogue

Utilisation a diagnostic in vitro

A utiliser par :

Température de stockage

Lire les instructions avant utilisation

Nombre de tests

E 4B~

Fabricant

Matériaux nécessaires mais non fournis

Eau déminéralisée ou distillée

Bouteille comprimée pour tenir le tampon de lavage

*  Pipettes capables de distribuer de 5 pl & 1000 pl

Embouts de pipettes jetables

» Des tubes test 12 x 75 mm propres et un casier pour tubes test

*  Un compte-minutes

+ Des serviettes en papier absorbantes

* Un lecteur de microplaques capable de lire des valeurs d’absorbance a 450
nm. Si un lecteur de microplaque a double longueur d’onde est disponible, le
filtre de référence doit étre placé a 600-650 nm

* Un laveur de microplagues automatique capable de distribuer 200 pl par

puits

COLLECTE ET MANIUPULATION DES SPECIMENS

Seuls les spécimens de sérum doivent étre utilisés lors de cette procédure. Des
spécimens largement contaminés d’hématolizes, de lipémiques et de microbes
peuvent interférer avec la réalisation du test et ne doivent pas étre utilisés.
Stockez les spécimens entre 2° et 8°C pour une période n’excédant pas une
semaine. Pour un stockage plus long, les spécimens de sérum doivent étre
congelés. Evitez la congélation répétée et le dégel des échantillons. Il est
recommandé de tester les spécimens congelés dans un délai d’un an.

PROCEDURE
Notes concernant la procédure
* Lire avec attention l'insert du produit avant de commencer I'analyse.

+ Toutes les dilutions avec les échantillons patient doivent étre préparées
avant le début de I'analyse.
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Laissez les spécimens patient et les réactifs test s’équilibrer a la
température ambiante avant de commencer avec la procédure test. Il est
suggéré de laisser les réactifs sur la banquette en dehors de la boite
pendant 30 minutes avant utilisation. Replacez tous les spécimens et
réactifs non utilisés dans le réfrigérateur immédiatement aprés utilisation.

Enlevez les lamelles obligatoires des micro-récipients du sachet et recollez
avec précaution le sachet pour éviter la condensation des puits non utilisés.
Reposez le sachez dans le réfrigérateur immédiatement.

Une bonne technique de lavage est cruciale. Si le lavage est effectué
manuellement, un lavage adéquat est réalisé en dirigeant un flot fort de
tampon de lavage accompagné d’'une bouteille de lavage avec un embout
large sur lintégralité de la microplaque. Une laveuse automatique de
microplaques est recommandée

Utilisez une pipette multicanaux capable de distribuer 8 a 12 récipients en
méme temps. Cela accélere le processus et génere des temps d’incubation
plus uniformes.

Pour toutes les étapes, un contrdle minutieux du minutage est important. Le
début de toute période d’incubation commence avec la réalisation de
I'addition de réactif.

L’addition de tous les échantillons et des réactifs doit étre réalisé au méme
rythme et dans le méme ordre.

Méthode de test
Etape 1 Laissez tous les réactifs et tous les spécimens s’adapter a la

température ambiante.

Etape 2 Etiquetez les feuilles de protocole pour indiquer I'emplacement des

échantillons dans les récipients. Une bonne pratique de laboratoire est
d’exécuter les échantillons en double.

Etape 3 Pour une détermination qualitative utilisez uniquement le Calibreur D

(fiole avec la capsule jaune).
ou

Pour une détermination semi-quantitative utilisez les Calibreurs A
jusqu'a E tels que représentés dans la présentation échantillon ci-

dessous.
Qualitative Semi-qualitative

A Vierge S5 Etc. A Vierge S1 Etc.
B - S6 B - S2

C | Contrdle S7 C | Contrdle S3

D Cal D S8 D Cal D S4

E S1 S9 E CalB S5

F S2 S10 F CalC S6

G S3 S11 G Cal D S7

H S4 S12 H CalE S8

1 2 3 1 2 3
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Etape 4 Préparez une dilution 1:101 des échantillons patient en mélangeant 5
pl du sérum patient avec 500ul de diluent sérum.

Etape 5 Enlevez les micro-récipients requis du sachet et replacez les lamelles
non utilisées dans le sachet refermé dans le réfrigérateur. Placez
fermement les micro-récipients dans le support supplémentaire fournis.

Etape 6 Pipetez 100 pl de calibreurs préts a 'emploi, de contrOles positifs et
négatifs et d'échantillons patient dilués (1:101) aux micro-récipients
appropriés selon la feuille de protocole.

A noter : inclure un récipient contenant 100 ul de sérum diluant en
tant que réactif vierge. Mettez sur zéro le lecteur ELISA contre le
réactif vierge.

Etape 7 Incuber 30 minutes (£ 5 min) a température ambiante.

Etape 8 Laver 4x avec le tampon a lavage. Pour un lavage manuel, remplir
chaque micro-récipient avec du tampon a lavage reconstitué.
Débarrassez-vous du fluide en inversant et en tapotant le contenu de
chaque récipient ou bien en aspirant le liquide de chaque récipient.
Afin de buvarder a la fin du dernier lavage, inversez les lamelles et
tapotez vigoureusement les récipients sur des serviettes de papier
absorbantes. Pour les laveuses automatiques, programmez la laveuse
selon les instructions du fabricant.

Etape 9 Pipetez 100 pl de conjugué dans les micro-récipients.
Etape 10 Incuber 30 minutes (+ 5 min) a température ambiante.
Etape 11 Lavez tous les micro-récipients comme lors de I'étape 8.

Etape 12 Pipetez 100 pl de substrat d’enzyme dans chaque micro-récipient dans
le méme ordre et selon le méme minutage que pour le conjugué.

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

Etape 14 Pipetez 100 pl de solution stop dans chaque micro-récipient en
utilisant le méme ordre et le méme minutage que pour l'adition de
substrat d'enzyme. Lisez les valeurs d’absorbance dans un délai de 30
minutes a partir du moment ou la solution stop a été ajoutée.

Etape 15 Lisez I'absorbance de chaque micro-récipient pour 450 nm en utilisant
un lecteur de microplaque simple ou a double longueur d’onde pour
450/630nm contre le réactif vierge placé sur zéro absorbance.

Contréle qualité

Les calibreurs, les contrbles positif et négatif et un réactif vierge doivent étre
utilisé pour chaque analyse afin de vérifier I'intégrité et la précision du test. La
lecture d’absorbance du réactif vierge doit étre <0,3. Le calibreur A doit avoir un
lecteur d’absorbance supérieur a 1,0 sinon le test devra étre répété. Le contrble
négatif doit étre <30 IU/ml. Si le test est lancé en double, la moyenne des deux
lectures doit étre prise pour déterminer IU/ml. Lors de la réalisation de
déterminations qualitatives, la densité optique du calibreur D doit étre supérieure
a celle du contrdle négatif et inférieure a I'absorbance du contréle positif. Pour
les déterminations semi-qualitatives, le contrdle positif doit donner des valeurs
comprises dans I'éventail mentionné sur la fiole.
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RESULTATS

Calculs

La concentration des échantillons patients peut étre déterminée par 'une des
deux méthodes suivantes :

1. DETERMINATON QUALITATIVE

Abs. Echantillon test
---------------------------- X IU/ml du calibreur D = |U/ml Echantillon test
Abs. du calibreur D

Il est recommandé que les résultats qualitatifs soient signalés comme
« positif » ou « négatif ». Les résultats d’échantillon supérieurs ou égaux au
calibreur D sont considérés comme positifs.

2. DETERMINATON SEMI-QUANTITATIVE

Relevez I'absorbance du calibreur A jusqu’au calibreur E par rapport a leurs
concentrations respectives sur un papier graphique a logarithme linéaire.
Relevez les concentrations en IU/ml sur la base X par rapport a
I'absorbance sur la base Y et tracez une courbe point par point. Déterminez
les concentrations sur les échantillons patients en se basant sur la courbe
en accord avec les valeurs d’absorbance correspondantes. Alternativement,
une courbe a quatre parametres peut étre utilisée pour tracez la courbe
standard.

Il est recommandé que les résultats semi-quantitatifs soient signalés comme
« positif », « négatif » ou « indéterminé » avec les valeurs unitaires 1U/ml.
Les résultats indéterminés ou limite doivent étre testés de nouveau et
évalués selon d’autres méthodes de laboratoire, tel qu’indiqué dans les
Limites de la procédure.

Interprétation

Les valeurs d’interprétation ont été déterminées en testant 181 donneurs de
sang normaux et spécimens de contrble non atteints de LED. La moyenne
des sujets normaux plus 3 SD a été établie en tant que limite supérieure de
'analyse et une valeur de 50 IU/ml lui a été attribuée. L'IMMCO suggeére
I'utilisation de I'éventail de référence ci-dessous. Chaque laboratoire doit
valider les valeurs d’analyse pour leurs propres conditions.

Valeur dsADN Ab Interprétation

<50 IU/ml Négatif

50-60 1U/ml Indéterminé (Limite)
>60 1U/ml Postif

Calibreur

Les calibreurs prét-a-I'emploi sont fournis pour permettre la semi-
quantification et doivent étre utilisés avec chaque exécution. Les
échantillons patient contenant des niveaux d’anticorps élevés peuvent
donner des valeurs d’absorbances supérieures a celles du calibreur A. Afin
de déterminer des valeurs semi-quantitatives exactes, de tels spécimens
doivent étre dilués encore plus afin de rentrer dans I'éventail des la courbe
du calibreur lorsqu'ils seront testés de nouveau. Pour déterminer les valeurs
IU/ml, multipliez les unités obtenues par le facteur de dilution.
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LIMITES DE LA PROCEDURE

Complexité CLIA Forte Code d'identification analyte CDC 0425. Code
d’identification du systéme test CDC 28276.

L’analyse ne doit pas étre réalisée sur des échantillons extrémement hemolisés,
contaminés de microbes ou lipémiques. Cette méthode ne doit étre utilisée que
pour le test de sérum humain. Lorsque les résultats des tests sont indéterminés,
une analyse plus poussée pour les facteurs suivants est suggérée :

=  Anticorps antinucléaires sur des cellules Hep-2

=  Anticorps antinucléaires sur un rein de souris ou sur des sections du
tissue du foie de souris

= Anti-ENA: RNP, Sm, SS-A (Ro), SS-B (La) Anticorps ELISAs

= nADN par immunofluorescence indirecte

Les teste ci-dessus sont disponibles chez IMMACO Diagnostics. Se référer au
catalogue de produits.

L’analyse pour des niveaux complémentaires C3 et C4, CH50 et les complexes
immunitaires est aussi suggérée. Des résultats positifs forts sont indicatifs de
LED. Néanmoins, des résultats négatifs ne peuvent pas nécessairement écarter
un diagnostic de LED. Lorsqu’il y a une forte suspicion de LED, alors d’autres
tests tels que ceux pour 'ANA, 'ENA, la nADN et des niveaux complémentaires
doivent aussi étre envisagés. Les résultats obtenus ne servent que d’aide au
diagnostic. Pris de maniére indépendante, les résultats ne doivent pas étre
interprétés comme un diagnostic.

VALEURS ATTENDUES ET RESUME DES ETUDES CLINIQUES

Le taux des anticorps dsADN varie en fonction du nombre de patients. Une
compilation des taux tirés de Ia littérature sur le sujet est visible ci-dessous®’ ™

Maladie Taux en %

Lupus érythémateux disséminé 50-55
Maladie rénale active 89
Maladie active non-rénale 56
Maladie non-active 30
Possible LED 32
Rhumatoide Arthritis <12
Sclérodermie systémique <12
Patients normaux <1l

Des séries d’échantillons cliniques ont été testés avec I'lmmuLisa™ dsADN
Anticorps ELISA. Les résultants démontrant l'incidence dans les populations
testés sont disponibles ci-dessous :
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Diagnostic No, Testé No, Positif % Positif*
LED 249 155 62,2
Syndrome des anti-phospholipides primaire 25 0 0
Myosite 20 0 0
Sclérodermie 4 1 25,0
Arthrite rhumatoide 43 5 11,6
Maladie de Grave 9 0 0
Thyroidite de Hashimoto 14 1 7,1
Maladie de la thyroide indifférenciée 9 1 11,1
Perte d’audition auto-immune 8 0 0
Normal 159 6 3,8

* Les specimens indéterminés / limite sont considérés comme positifs

CHARACTERISTIQUES DE PERFORMANCE

L'utilité de la solution ImmuLisa™ dsADN Anticorps ELISA a été évaluée en
testant des spécimens bien-caractérisés provenant de sujets atteints de LED
avec des résultats nADN IFA positifs a coté de contréles de maladie et de sérum
humain « normal ». Ces spécimens ont également été testés avec des kits
ELISA disponibles dans le commerce. Seuls les spécimens dans [I'éventail
linéaire de l'analyse ont été utilisés dans la méthode de comparaison. Ces
résultats sont résumeés ci-dessous.

ImmuLisa™ dsADN Anticorps ELISA contre d’autres dsADN anticorps
ELISA:

Autres dsADN Anticorps ELISA

Postif Négatif Total
IMMCO Postif 71 10 81
dsADN Négatif 6 86 92
ELISA Total 77 96 173

Concordance en pourcentage cas positifs:  92,2% (95% CI 83,2% - 96,8%)
Concordance en pourcentage cas négatifs : 89,6% (95% CI 81,3% - 94,6%)
Concordance en pourcentage tous les cas : 90,8% (95% CI 85,2% - 94,5%)

Sujets LED 87
Contrdles maladie : 28
Sujets normaux en bonne santé : 58

Précision
La précision a été testée avec 6 spécimens positifs sélectionnés a travers
I'échantillon utilisé pour I'analyse. Des exécutions d’analyses ont été conduites

sur trois mesures de chaque spécimen durant trois jours. La fidélité des résultats
a été déterminée avec 12 mesures de chaque spécimen.
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En cours
d’exécution
Imrigetgizlon Entre les jours Fidélité
Moyenne SD SD SD

Echantillon (IU/ml) (IUml)  CV% | (lUml) CV% | (IU/ml) CV%
1 33,6 3,87 11,5% 4,04 11, 7% 2,71 7,9%
2 41,0 4,43 10,8% 4,03 10,1% 4,08 10,2%
3 59,8 3,81 6,4% 3,83 6,6% 3,68 6,3%
4 1249 10,31 8,3% 10,76 8,5% 5,56 4,4%
5 270,7 16,12 6,0% 16,44 5,9% 14,39 5,2%
6 361,6 24,99 6,9% 26,38 7,3% 14,72 4,1%

Reproductibilité

Des analyses des échantillons dans I'éventail des cas négatifs bas, des cas
modérément positifs et environ +/- 20% des cas a la limite ont été réalisées afin
de déterminer la reproductibilité qualitative. 86 répliques de chaque échantillon
ont été testées. Les résultats des analyses des spécimens négatifs bas et
modérément positifs ont donné une concordance qualitative de 100%. Les
résultats des analyses pour les 20% de spécimens en dessous de la limite ont
donné une concordance qualitative de 96.4% (négative). Les résultats des
analyses pour les 20% de spécimens au dessus de la limite ont donné une
concordance qualitative de 98.8% (positive).

Linéarité et rétablissement

Des études ont été menées en utilisant des séries de dilution équidistantes
d’échantillons positifs avec des valeurs comprises tout au long de I'éventail des
calibreurs afin de déterminer I'étendue linéaire de I'analyse. L’étendue linéaire
de l'analyse a été déterminée entre 13,6 — 450 [U/ml.

Slope Y-Intercept

Sample Test Range (95% CI) (95% CI) R? % Recovery

1 1371150 0,980 0,171 100 963-107,1

7-115, (0,940 - 1,019) (2,699 - 3,042) ’ 3-107,

1,031 0,835

2 149-2423 0983 1,079 6o Teey 100 912-1063
0,911 4,088

3 434-3983 0874 0849 (5301 gasor 098 1000-1123
0,980 9,735

4 417-3322 0915 1,045 (a5t ppopy 0% 876-1108
0911 6,865

5 489-3995 0868 0,954 gy | 0%7  976-1108

Limite de détection

La limite de détection (LoD) pour I'anticorps dsADN en utilisant cette analyse a
été évaluée a 13,6 IU/ml basé sur 60 mesures des échantillons vierges et 10
mesures pour chacun des 6 échantillons a niveau bas (NHS).
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Interférence

L’interférence a été étudiée en mélangeant le sérum avec des niveaux
d’anticorps dsADN connus avec des échantillons de sérum potentiellement
interférant puis en étudiant la déviation par rapport aux résultats escomptés.
Aucune interférence significative n'a été démontrée pour les substances
suivantes aux niveaux indiqués : Hémoglobine (2 g/L), Bilirubine (342 umol/L), et
facteur rhumatoide (100 EU/mI).
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ImmuLisa™ Enhanced

dsDNA Antibody ELISA

ELISA per il rilevamento degli anticorpi anti-DNA a
P doppio filamento

IMMCO [

DIAGNOSTICS
FOGLIO ILLUSTRATIVO DEL PRODOTTO

5120 dsDNA Antibody ELISA 96 determinazioni

USO PREVISTO

Dosaggio di immunoassorbimento enzimatico (ELISA) per il rilevamento e la
determinazione semiquantitativa degli anticorpi IgG anti-DNA a doppio filamento
(dsDNA) nel siero umano, come ausilio nella diagnosi del lupus eritematoso
sistemico (LES), in combinazione con altri risultati clinici e di laboratorio.

RIASSUNTO E SPIEGAZIONE

La presenza degli anticorpi antinucleari (ANA) € comune a vari disturbi
autoimmuni. Gli ANA includono anticorpi diretti contro gli antigeni del nucleo,
come ad esempio DNA e istone, oltre a vari antigeni nucleari estraibili come per
esempio RNP, Sm, SS-A e SS-B. Gli anticorpi anti-DNA mostrano tre specificita.

Queste comprendono:

1. Anticorpi anti-dsDNA che reagiscono solo con il dsDNA.

2. Anticorpi anti-ssDNA che reagiscono solo con I'ssDNA.

3. Anticorpi anti-ds/ssDNA che reagiscono sia con il dsDNA, sia con
I'ssDNA.

Fra questi tipi, gli anticorpi anti-dsDNA sono caratteristici del lupus erltematoso
sistemico (LES). Essi sono raramente presenti in altri disturbi autoimmuni.”® La
frequenza e i livelli di questi anticorpi fluttuano secondo I'attivita della malattia e
mostrano valori globali del 50 55% sui casi di LES e di circa I'89% tra i pazienti
con LES e nefropatia attiva.>” Gli anticorpi anti-dsDNA possono scomparire con
il trattamento immunosoppressivo e durante la remissione. Esiste una buona
correlazione fra lattivita della malattia e i livelli di anticorpi anti- dsDNA.2 1l
dosaggio ImmuLisa™ dsDNA Antibody ELISA rileva gli anticorpi anti-dsDNA
della classe 1gG. Possono essere presenti anche anticorpi anti-DNA degli isotipi
IgM e IgA, ma gli antlcorpl della classe IgG hanno mostrato di essere
clinicamente pertlnentl | risultati sono riportati in unita internazionali (Ul)/ml. Sia
i calibratori, sia il controllo positivo, sono stati calibrati contro il reagente di
riferimento Wo/80 dell’Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS)

PRINCIPI DELLA PROCEDURA

Il test viene eseguito come dosaggio immunoenzimatico in fase solida. |
micropozzetti sono rivestiti con antigene dsDNA purificato, cui segue un
passaggio di arresto per ridurre il legame non specifico durante I'esecuzione del
dosaggio. Controlli, calibratori e sieri del paziente vengono incubati nei pozzetti
rivestiti con l'antigene per consentire agli anticorpi specifici presenti nel siero di
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legarsi all'antigene dsDNA. Gli anticorpi non legati e le altre proteine seriche
vengono rimossi tramite lavaggio dei micropozzetti. Gli anticorpi legati sono
rilevati aggiungendo ai micropozzetti un coniugato anti-lgG umane marcato
enzimaticamente. Il coniugato non legato viene rimosso mediante lavaggio.
Viene quindi aggiunto ai pozzetti un substrato enzimatico specifico (TMB) e la
presenza degli anticorpi viene rilevata tramite una variazione di colore prodotta
dalla conversione del substrato TMB in un prodotto di reazione colorato. La
reazione viene arrestata e lintensita della variazione di colore, che &
proporzionale alla concentrazione anticorpale, viene letta con uno
spettrofotometro a 450 nm. | risultati sono espressi in unita internazionali per
millilitro (Ul/ml) e refertati come positivi 0 negativi.

REAGENTI
Conservazione e preparazione

Conservare tutti i reagenti a 2-8 °C. Non congelare. | reagenti sono stabili fino
alla data di scadenza, quando conservati e maneggiati secondo le indicazioni.

Non utilizzare se il reagente non é limpido o in presenza di un precipitato. Tultti i
reagenti devono essere portati a temperatura ambiente (20-25 °C) prima dell'uso.

Ricostituire il tampone di lavaggio a 1 litro con acqua distillata o deionizzata.
Quando conservato a 2-8 °C, il tampone di lavaggio ricostituito € stabile fino alla
data di scadenza del kit.

Le strisce di micropozzetti rivestiti Sono monouso. Le strisce di micropozzetti non
utilizzate devono essere risigillate accuratamente in buste contenenti essiccanti
per impedire la formazione di condensa e conservati a 2-8 °C.

Precauzioni

Tutti i componenti di origine umana utilizzati sono stati testati per HBsAg, HCV,
HIV-1, HIV-2 e HTLV-I, risultando negativi in base ai test richiesti dalla FDA. Gli
emoderivati umani e i campioni dei pazienti vanno tuttavia considerati
potenzialmente infettivi. Seguire le buone pratiche di laboratorio durante la
conservazione, la preparazione, la distribuzione e lo smaltimento di questi
materiali.*

La soluzione di arresto & costituita da acido solforico diluito. L’acido solforico
(H2S04) é velenoso e corrosivo. Non ingerire ed evitare il contatto con la pelle e
con gli occhi. Evitare I'esposizione a basi, metalli o altri composti che possono
reagire con gli acidi.

Il substrato enzimatico TMB contiene un irritante che pud essere nocivo se
inalato, ingerito o assorbito attraverso la pelle. Non ingerire ed evitare il contatto
con la pelle e con gli occhi.

Per garantire la validita dei risultati, seguire le istruzioni esattamente come
appaiono nel presente foglio illustrativo del kit. Non scambiare i componenti
del kit con quelli di altre fonti. Seguire le buone pratiche di laboratorio per
minimizzare la contaminazione microbica e crociata dei reagenti durante la
manipolazione. Non utilizzare i componenti del kit oltre la data di scadenza
segnata sulle etichette.
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Materiali forniti

ImmuLisa™ dsDNA Antibody ELISA

5120

| kit contengono reagenti sufficienti per eseguire 96 determinazioni.

12x 8 [MICROPLATE[dsDNA]

1x1.75 ml CONTROL[+[dsDNA

1x1.75 ml CONTROL[]

5x 1.75ml [CALIBRATORJA]dsDNA]
[CALIBRATOR[B[dsDNA]
[CALIBRATOR|C[dsDNA|
[CALIBRATOR]D[dsDNA|
[CALIBRATORJE[dsDNA]

1x15ml 19G-CONJ|HRP

1 x 60 ml DIL

1x15ml SUBSTRATE|TMB

1x15ml STOP|H2S0O4

2 x vials BUF|WASH

1x

Componenti facoltativi

BUF|WASH

1 x 60 ml

Simboli utilizzati sulle etichette

Codice del lotto
REF| Numero di catalogo

Per uso diagnostico in vitro

Utilizzare entro

Numero di test

L@b%mE

Fabbricante

Temperatura di conservazione

Micropiastra con micropozzetti separabili
singolarmente. Rivestimento con antigene
dsDNA. Pronta per l'uso.

Controllo positivo (tappo rosso), pronto per
'uso. Contiene siero umano positivo per gli
anticorpi anti-dsDNA. L'intervallo di
concentrazione previsto in Ul/ml & stampato
sull'etichetta.

Controllo negativo (tappo bianco), pronto
per I'uso. Contiene siero umano.

Serie di 5 calibratori pronti per l'uso.
Calibratore A (tappo verde) 400 Ul/mi,
calibratore B (tappo viola) 200 Ul/ml,
calibratore C (tappo blu) 100 Ul/ml,
calibratore D (tappo giallo) 50 Ul/ml, e
calibratore E (tappo arancione) 1 Ul/ml.
Derivati da siero umano contenente anticorpi
anti-dsDNA. Le concentrazioni in Ul/ml sono
stampate sulle etichette.

Coniugato HRP di montone anti-IlgG umane.
Pronto per l'uso. Colore codificato rosa.

Diluente per siero. Pronto per l'uso. Colore
codificato porpora.

Substrato enzimatico TMB. Pronto per I'uso.
Proteggere dalla luce.

Soluzione di arresto. Pronta per l'uso.

Tampone di lavaggio in polvere. Ricostituire
a un litro ciascuno.

Schede del protocollo

Tampone di lavaggio concentrato liquido.
Ricostituire a un litro.

Attenzione, vedere le istruzioni per l'uso
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Materiali necessari ma non forniti

Acqua deionizzata o distillata.

Boccetta comprimibile per contenere il tampone di lavaggio diluito.

Pipette con capacita di erogazione da 5 pl a 1000 pl.

Puntali monouso per pipette.

Provette pulite 12 x 75 mm e rastrelliera per provette.

Contaminuti.

Salviette di carta assorbente.

Lettore per micropiastre capace di leggere valori di assorbanza a 450 nm.
Se ¢ disponibile un lettore per micropiastre a doppia lunghezza d'onda, il
filtro di riferimento deve essere impostato a 600-650 nm.

Lavatrice automatica per micropiastre capace di erogare 200 pl per pozzo.

PRELIEVO E MANIPOLAZIONE DEL CAMPIONE

Per questa procedura utilizzare solo campioni di siero. | campioni che mostrano
emolisi macroscopica, lipemia o contaminazione microbica possono interferire
con le prestazioni del test e non devono essere utilizzati. Conservare i campioni
a 2-8 °C per una settimana al massimo. Per conservazioni piu prolungate,
congelare i campioni di siero. Evitare il congelamento e lo scongelamento
ripetuto dei campioni. Si raccomanda di analizzare i campioni congelati entro un
anno.

PROCEDURA
Note sulla procedura

Prima di iniziare il dosaggio, leggere attentamente il foglio illustrativo del
prodotto.

Tutte le diluizioni dei campioni del paziente vanno preparate prima di iniziare
il dosaggio.

Prima di avviare la procedura del test, attendere che i campioni del paziente
e i reagenti del test raggiungano Il'equilibrio a temperatura ambiente. Prima
dell'uso, si consiglia di lasciare i reagenti sul piano di lavoro e fuori dalla
scatola per 30 minuti. Immediatamente dopo I'uso, rimettere nel frigorifero
tutti i campioni e i reagenti non utilizzati.

Rimuovere le strisce di micropozzetti necessarie dalla busta e risigillare
accuratamente quest'ultima per evitare la formazione di condensa nei
pozzetti non utilizzati. Rimettere immediatamente la busta nel frigorifero.

E fondamentale una tecnica di lavaggio valida. Se il lavaggio viene
effettuato manualmente, & adeguato se viene eseguito dirigendo un
energico getto di tampone di lavaggio con una boccetta di lavaggio a bocca
larga sullintera micropiastra. Si raccomanda l'uso di una lavatrice
automatica per micropiastre.

Utilizzare una pipetta multicanale capace di riempire 8 0 12 pozzetti allo
stesso tempo. Questo strumento accelera il lavoro e fornisce tempi di
incubazione piu uniformi.

Per tutti i passaggi &€ importante controllare accuratamente i tempi. L'inizio di
tutti i periodi di incubazione corrisponde al completamento dell'aggiunta del
reagente.
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« L'aggiunta di tutti i campioni e dei reagenti deve avvenire alla stessa velocita
e con la stessa sequenza.

Metodo del test

Passaggio 1

Passaggio 2

Passaggio 3

IO TMmMmOOwm>

Passaggio 4

Passaggio 5

Passaggio 6

Passaggio 7

Lasciar equilibrare a temperatura ambiente tutti i reagenti e i
campioni.

Etichettare la scheda del protocollo per indicare l'inserimento del
campione nei pozzetti. La buona pratica di laboratorio richiede di
analizzare i campioni in duplicato.

Per una determinazione qualitativa utilizzare unicamente il
calibratore D (flaconcino con tappo giallo).

oppure

Per una determinazione semiquantitativa utilizzare i calibratori
da A fino a E come illustrato nel seguente schema
esemplificativo.

Qualitativa Semiquantitativa
Bianco S5 Ecc. A Bianco S1 Ecc.
- S6 B - S2
+ Controllo S7 C + Controllo S3
CalD S8 D CalA sS4
S1 S9 E Cal B S5
S2 S10 F CalC S6
S3 Si1 G CalD S7
sS4 S12 H Cal E S8
1 2 3 1 2 3

Preparare una diluizione 1:101 dei campioni del paziente
miscelando 5 pl dei sieri del paziente con 500 pl di diluente per
siero.

Rimuovere i micropozzetti richiesti dalla busta e rimettere in
frigorifero le strisce non utilizzate nella busta sigillata.
Posizionare perfettamente i micropozzetti nel supporto aggiuntivo
fornito.

Pipettare 100 pl di calibratori pronti all'uso, controllo positivo,
controllo negativo e campioni diluiti del paziente (1:101) nei
micropozzetti appropriati in base alla scheda del protocollo.

Nota: includere un pozzetto contente 100 pl del diluente per
siero come reagente bianco. Azzerare il lettore ELISA contro il
reagente bianco.

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

58



IT

Passaggio 8 Lavare 4 volte con il tampone di lavaggio. Per il lavaggio
manuale, riempire ogni micropozzetto con tampone di lavaggio
ricostituito. Gettare il fluido presente nei pozzetti capovolgendo
questi ultimi e picchiettandone il fondo oppure aspirando il liquido
contenuto. Per asciugare al termine dell'ultimo lavaggio,
capovolgere le strisce e picchiettare energicamente i pozzetti su
salviette di carta assorbente. Per le lavatrici automatiche,
programmare la macchina in base alle istruzioni del produttore.

Passaggio 9 Pipettare 100 ul di coniugato nei micropozzetti.
Passaggio 10 Incubare per 30 minuti (+ 5 minuti) a temperatura ambiente.
Passaggio 11 Lavare tutti i micropozzetti come al Passaggio 8.

Passaggio 12 Pipettare 100 pl di substrato enzimatico in ogni micropozzetto
utilizzando lo stesso ordine e gli stessi tempi adottati per il
coniugato.

Passaggio 13 Incubare per 30 minuti (+ 5 minuti) a temperatura ambiente.

Passaggio 14 Pipettare 100 pl di soluzione di arresto in ogni micropozzetto
utilizzando lo stesso ordine e gli stessi tempi adottati per

'aggiunta del substrato enzimatico. Leggere valori di
assorbanza entro 30 minuti dell'aggiunta della soluzione di
arresto.

Passaggio 15 Leggere 'assorbanza di ogni micropozzetto a 450 nm utilizzando
un lettore per micropiastre a lunghezza d’onda singola (450/630
nm se si utilizza un lettore a lunghezza d'onda doppia), contro il
reagente bianco impostato ad assorbanza zero.

Controllo di qualita

Inserire in ogni dosaggio i calibratori, il controllo positivo, quello negativo e un
reagente bianco per verificare lintegrita e l'accuratezza del test. La lettura
dell'assorbanza per il reagente bianco deve essere <0,3. Il calibratore A deve
avere una lettura dell'assorbanza non inferiore a 1, altrimenti il test deve essere
ripetuto. Il controllo negativo deve essere <30 Ul/ml. Se il test viene eseguito in
duplicato, utilizzare la media di due letture per determinare il valore in Ul/ml.
Durante l'esecuzione delle determinazioni qualitative, la densita ottica del
calibratore D deve essere superiore a quella del controllo negativo e inferiore
all'assorbanza del controllo positivo. Per le determinazioni semiquantitative, il
controllo positivo deve fornire valori compresi nell'intervallo dichiarato sul
flaconcino.

RISULTATI
Calcoli

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

1. DETERMINAZIONE QUALITATIVA

Ass. campione test
---------------------------- X Uliml del calibratore D = Ul/ml del campione test
Ass. calibratore D
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Si raccomanda di refertare i risultati qualitativi come "positivi" 0 "negativi".
Risultati del campione superiori o pari al calibratore D sono considerati
positivi.

DETERMINAZIONE SEMIQUANTITATIVA

Tracciare su carta illimitata lineare-logaritmica I'assorbanza dal calibratore A
fino al calibratore E rispetto alle loro concentrazioni. Tracciare le
concentrazioni in Ul/ml sull'asse X rispetto all'assorbanza sullasse Y e
disegnare una curva interpolante punto per punto. Determinare le
concentrazioni dei campioni del paziente dalla curva in base ai valori di
assorbanza corrispondenti. In alternativa, € possibile utilizzare una curva a
guattro parametri per tracciare la curva standard.

Si raccomanda di refertare i risultati semiquantitativi come "positivi",
"negativi" o "indeterminati" con i valori delle unitd in Ul/ml. In presenza di
risultati indeterminati/borderline, ripetere il test e valutare unitamente ad altri
metodi di laboratorio, come indicato nei Limiti della procedura.

Interpretazione

| valori di interpretazione sono stati determinati testando 181 donatori di
sangue normali e campioni di controllo senza malattia LES. Come cut-off del
dosaggio e stata stabilita la media dei soggetti normali pit 3 DS ed & stato
assegnato un valore di 50 IU/ml. IMMCO suggerisce l'uso dellintervallo di
riferimento riportato di seguito. Ogni laboratorio deve convalidare i valori del
dosaggio in base alle proprie condizioni.

Valore antic. anti-dsDNA Interpretazione

<50 Ul/ml Negativo

50-60 Ul/ml Indeterminato (borderline)
>60 Ul/ml Positivo

Calibratore

Il kit include calibratori pronti all'uso per fornire in ogni sessione una
determinazione semiquantitativa. Campioni del paziente contenenti livelli
anticorpali elevati possono fornire valori di assorbanza superiori a quello del
calibratore A. Per determinare valori semiquantitativi accurati, questi
campioni devono essere ulteriormente diluiti in modo da rientrare
nell'intervallo della curva del calibratore alla ripetizione del test. Per
determinare i valori Ul/ml, moltiplicare le unita ottenute per il fattore di
diluizione.

LIMITI DELLA PROCEDURA

Complessita CLIA: elevata. Codice di identificazione analita CDC: 0425. Codice
di identificazione sistema di test CDC: 28276.

Non eseguire il dosaggio su campioni che presentano emolisi macroscopica,
contaminazione microbica o lipemia. Questo metodo deve essere utilizzato solo
per testare campioni di siero umano. Quando i risultati di analisi sono
indeterminati, si raccomandano ulteriori test:

= Anticorpi antinucleari sulle cellule HEp-2.
= Anticorpi antinucleari su sezioni tissutali di rene o di fegato murino.
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= Anti-ENA: ELISA per il rilevamento degli anticorpi contro RNP, Sm, SS-

A (Ro), SS-B (La).

= nDNA mediante immunofluorescenza indiretta.
| test succitati sono disponibili presso IMMCO Diagnostics. Consultare il catalogo
prodotti.
Si raccomanda anche I'analisi dei livelli del complemento C3 e C4, di CH50 e dei
complessi immuni. Risultati fortemente positivi sono indicativi del LES. Tuttavia, i
risultati negativi non possono necessariamente escludere una diagnosi di LES. In
presenza di un forte sospetto di LES, vanno quindi considerati anche altri test,
come ad esempio i livelli di ANA, ENA, nDNA e del complemento. | risultati
ottenuti servono solo come ausilio nella diagnosi. Considerati da soli, questi
risultati non devono essere interpretati come diagnostici.

VALORI PREVISTI E RIEPILOGO DEGLI STUDI CLINICI

L’incidenza degli anticorpi anti-dsDNA varia in base alla popolazione di pazienti.
La seguente tabella mostra una raccolta di dati sullincidenza ricavati dalla
letteratura.>"***3

Malattia % incidenza
Lupus eritematoso sistemico 50-55
Nefropatia attiva 89
Malattia non renale attiva 56
Malattia inattiva 30
Possibile LES 32
Artrite reumatoide <12
Sclerodermia sistemica <12
Pazienti normali <1

Le serie di campioni clinici sono state testate con i dosaggi ImmuLisa™ dsDNA
Antibody ELISA. La tabella seguente mostra i risultati dell'incidenza nelle
popolazioni:

Diagnosi N, testati N, positivi % positivi*
LES 249 155 62,2
Sindrome da anticorpi antifosfolipidi primaria25 0 0
Miosite primaria 20 0 0
Sclerodermia 4 1 25,0
Artrite reumatoide 43 5 11,6
Malattia di Graves 9 0 0
Tiroidite di Hashimoto 14 1 7,1
Tiroidite indifferenziata 9 1 11,1
Ipoacusia autoimmune 8 0 0
Normale 159 6 3,8

* Campioni indeterminati/borderline considerati positivi
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CARATTERISTICHE PRESTAZIONALI

L'utilita del dosaggio ImmuLisa™ dsDNA Antibody ELISA & stata valutata
testando campioni ben caratterizzati da soggetti LES con risultati IFA nDNA
positivi, accanto a controlli di malattia e sieri umani "normali”. Questi campioni
sono anche stati testati su kit ELISA commercialmente disponibili. Il confronto dei
metodi ha incluso solo i campioni nellintervallo lineare del dosaggio. Questi
risultati sono riepilogati nella seguente tabella.

ImmuLisa™ dsDNA Antibody ELISA vs. altro ELISA per il rilevamento degli
anticorpi anti-dsDNA.
Altro ELISA per il rilevamento degli anticorpi anti-dsDNA

Positivo Negativo Totale
IMMCO Positivo 71 10 81
ELISA dsDNA  Negativo 6 86 92
Totale 77 96 173

Concordanza percentuale positiva: 92,2% (IC al 95%: da 83,2% a 96,8%)
Concordanza percentuale negativa: 89,6% (IC al 95%: da 81,3% a 94,6%)
Concordanza percentuale totale:  90,8% (IC al 95%: da 85,25% a 94,5%)

Soggetti con LES: 87

Controlli di malattia: 28
Soggetti nomali sani: 58

Precisione

La precisione € stata testata con 6 campioni positivi selezionati attraverso
l'intervallo del dosaggio. In tre giorni sono state condotte sessioni analitiche di tre
replicati di ogni campione. La ripetibilita e stata determinata con 12 replicati di
ogni campione.

Trale sessioni
'mptrgf;fe'one Trai giorni (Ripetibilita)
Media DS DS DS
CarTep'o (UM | @Uml)  CV% | (UMml) CV% | (IUml) CV%
1 336 3,87 | 115% | 404 | 11,7% | 2,71 7.9%
2 41,0 443 | 10,8% | 4,03 | 10,1% | 4,08 | 10,2%
3 59,8 3,81 6,4% 3,83 6,6% 3,68 6,3%
4 124,9 10,31 | 8,3% | 10,76 | 8,5% 5,56 4,4%
5 270,7 16,12 | 6,0% | 1644 | 59% | 14,39 | 52%
6 361,6 2499 | 6,9% | 2638 | 7,3% | 1472 | 41%

Riproducibilita

Per determinare la riproducibilita qualitativa, sono stati effettuati dieci dosaggi dei
campioni nell'intervallo negativo basso, nellintervallo positivo moderato e in circa
+/- 20% dei cut-off del dosaggio. | risultati del dosaggio per questi campioni
hanno prodotto una concordanza qualitativa del 100%.

62



IT

Per determinare la riproducibilita qualitativa, sono stati effettuati dosaggi dei
campioni nell’intervallo negativo basso, nell’intervallo positivo moderato e in circa
+/- 20% dei cut-off del dosaggio. Sono stati testati 86 replicati di ogni campione. |
risultati del dosaggio per i campioni nell'intervallo negativo basso e nellintervallo
positivo moderato hanno prodotto una concordanza qualitativa del 100%. |
risultati del dosaggio per il campione con cut-off -20% hanno prodotto una
concordanza qualitativa del 96,4%. | risultati del dosaggio per il campione con
cut-off +20% hanno prodotto una concordanza qualitativa del 98,8%.

Linearita e recupero

Per determinare lintervallo lineare del dosaggio, sono stati effettuati studi
utilizzando serie di diluizioni equidistanti dei campioni positivi con i valori
attraverso l'intervallo del calibratore. L’intervallo lineare determinato del dosaggio
era pari a 13,6-450 Ul/ml. | risultati sono riepilogati di seguito.

Slope Y-Intercept

Sample Test Range (95% CI) (95% CI) R? % Recovery

1 13,7-1150 0,980 0471 100 963-107,1

’ ’ (0,940 - 1,019) (2,699 - 3,042) : : ’

1,031 0,835

2 14,9-242,3 (0,983 - 1,079) (6,000 - 7,667) 1,00 91,2-106,3
0,911 4,088

3 434 -398,3 (0,874 - 0,949) (6,331 - 13507) 0,998  100,0-112,3
0,980 9,735

4 41,7-332,2 (0,915 - 1,045) (3,518 - 22,988) 0,993  87,6-1106
0,911 6,865

5 48,9 -399,5 (0,868 - 0,954) (4,132 -17,862) 0,997 97,6 -110,8

Limite di rilevamento

Il limite di rilevamento (LoD) per gli anticorpi anti-dsDNA utilizzando questo
dosaggio e stato determinato pari a 13,6 Ul/ml, in base a 60 replicati del bianco e
10 replicati ciascuno dei 6 campioni a basso livello (NHS).

Interferenza

L'interferenza e stata studiata mescolando sieri con livelli noti di anticorpi anti-
dsDNA con campioni di siero potenzialmente interferenti e studiando la
deviazione dai risultati previsti. Non €& stata dimostrata un'interferenza
significativa per le seguenti sostanze ai livelli indicati: emoglobina (2 g/l),
bilirubina (342 ymol/l) e fattore reumatoide (100 UE/mI).
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ImmuLisa™ Enhanced

dsDNA Antibody ELISA

‘ Anticorpo Anti Cadeia Dupla de DNA ELISA

IMMCO

DIAGNOSTICS
FOLHETO DO PRODUTO

5120 dsDNA Antibody ELISA 96 Determinagfes

AMBITO DE UTILIZACAO

Ensaio imuno-enzimatico (ELISA) para a detecgdo e semi-quantificacdo de
anticorpos 1gG anti cadeia dupla de DNA (dsDNA) presente no soro humano,
com o objectivo de ajudar no diagnéstico do lipus eritematoso sistémico (LES)
em conjunto com outras descobertas laboratoriais e clinicas.

RESUMO E EXPLICACAO

Em muitas doengas auto-imunes sdo encontrados anticorpos antinucleares
(ANA). Os ANA incluem anticorpos contra antigénios nucleares, como o ADN, a
histona e diversos antigénios nucleares extraiveis, como o RNP, Sm, SS-A e
SS-B. Ocorrem trés singularidades com os anticorpos anti ADN.

Estas incluem:

1. Anticorpos anti-dsDNA que s6 reagem com o dsDNA
2. Anticorpos anti-ssDNA que reagem com 0 SSDNA
3. Anticorpos anti-ds/ssDNA que reagem com o dsDNA e com o ssDNA.

Destes trés tipos, os anticorpos anti-dsDNA sado caracteristicos do lUpus
erltematoso sistémico (LES). Estes raramente ocorrem noutros distlrbios auto-
imunes.® A frequéncia e os niveis destes anticorpos oscilam com a actividade
da doenca, ocorrendo geralmente em cerca de 50-55% dos casos de LES e em
cerca de 89% dos pacientes com LES com doenca renal activa.>’” Os anticorpos
contra o dsDNA podem desaparecer com um tratamento a base de
immunosuppressores e durante a remissdo. Existe uma boa correlagao entre a
actividade da doenca e os niveis de anticorpos anti-dsDNA.® O Ensaio
ImmuLisa™ aos Anticorpos anti dsDNA ELISA detecta anticorpos anti dsDNA da
classe IgG. Os anticorpos Anti-ADN dos isétipos IgM e IgA também ocorrem
mas os anticorpos da classe IgG revelaram-se clinicamente relevantes.® Os
resultados sédo relatados em Unidades Internacionais (IU)/ml. Os callbradores e
o controlo positivo foram calibrados contra o Reagente de Referéncia Wo/80° da
Organizacdo Mundial de Saide (OMS).

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

O teste é realizado como um imunoensaio de base sélida. Os micropogos sao
revestidos com antigeno purificado de dsDNA, seguido por um passo
blogueador para reduzir a ligagdo da proteina nao-especifica durante a
realizacdo do ensaio. Os controlos, os calibradores e 0 soro do paciente sao
incubados em pocgos revestidos com antigénios, permitindo que 0s anticorpos
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especificos presentes no soro se liguem ao antigénio do dsDNA. Os anticorpos
ndo ligados e as outras proteinas do soro sdo eliminados através da lavagem
dos micropogos. Os anticorpos ligados s@o detectados pela adicdo de uma
enzima conhecida como IgG anti-humana ou conjugado aos micropogos. O
conjugado néo ligado é eliminado através de lavagem. Posteriormente, adiciona-
se aos pogos um substrato de uma enzima especifica (TMB), detectando-se a
presenca de anticorpos, através de uma mudangca de cor produzida pela
conversao do substrato TMB para um produto de reacgéo colorido. A reacgéo é
interrompida e a intensidade da mudanga de cor, que é proporcional a
concentragdo de anticorpos, € lida através de um espectrofotémetro a 450 nm.
Os resultados séo expressos em Unidades Internacionais por mililitro (IU/ml) e
comunicados como positivos ou negativos.

REAGENTES
Armazenamento e Preparacéo

Armazenar todos os reagentes a 2-8°C. N&o congelar. Os reagentes sdo
estaveis até 4 data de expiragdo, quando sdo armazenados e manuseados
conforme as orientacdes.

Nao utilizar reagentes se estes ndo apresentarem uma cor transparente ou se
houver presen¢a de um precipitado. Todos os reagentes devem ser guardados a
temperatura ambiente (20-25°C) antes da sua utilizagao.

Reconstituir o tampé&o de lavagem a 1 litro com agua destilada ou desionizada.
Quando armazenado a 2-8°C, o tampado de lavagem reconstituido permanece
estavel até a data de validade do kit.

As tiras de revestimento dos micropogos destinam-se a uma Unica utilizagdo. As
tiras dos micropocos ndo utilizadas devem ser cuidadosamente novamente
selados na bolsa com dessecantes, a fim de prevenir a condensacgdo e ser
armazenadas a 2-8°C.

Precaucbes

Todos os componentes humanos utilizados foram testados para HBsAg, HCV,
HIV-1 e 2, HTLV-I e considerados negativos pelos testes exigidos pela FDA. No
entanto, os derivados do sangue humano e as amostras de pacientes devem ser
considerados potencialmente infecciosos. Devem ser cumpridas as boas
praticas laboratoriais de armazenamento, distribuicdo e eliminacdo destes
materiais. '

A Stop Solution é uma solucdo diluida de acido sulfarico. O &cido sulfarico
(H2S04) é venenoso e corrosivo. Nao ingerir e evite contato com a pela e os
olhos. Evite exposi¢cdo a bases, metais ou demais compostos que possam ter
uma reagao com os acidos.

TMB O Substrato Ennzymatico contém um irritante que pode ser nocivo se
inalado, ingerido ou absorvido através da pele. Nao ingerir e evite contato com a
pela e os olhos.
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As instru¢c6es devem ser seguidas exactamente conforme constam no
presente folheto deste kit, a fim de assegurar resultados validos. N&o trocar
os componentes do kit com componentes provenientes de outras fontes. Devem
ser cumpridas as boas praticas laboratoriais, a fim de minimizar a contaminacéo
microbiana e cruzada dos reagentes aquando do seu manuseamento. Nao
utilizar os componentes do kit para além da data de validade impressa nas
etiquetas.

Material fornecido

ImmuLisa™ dsDNA Anticorpo ELISA 5120
O kit contém reagentes suficientes para realizar 96 determinagoes.
12x 8 [MICROPLATE[dsDNA] Microplaca com micropogos  individuais

separados. Revestidos com antigeno
dsDNA. Prontos a utilizar,

1x1.75ml Controlo Positivo (tampa vermelha) pronto
a utilizar. Contém soro humano positivo para
anticorpos dsDNA . A faixa de concentragédo
esperada em IU/ml estd impressa na

etiqueta.
1x 1.75 ml CONTROL[] Controlo Negativo pronto a utilizar (tampa
branca). Contém soro humano.
5x 1.75ml [CALIBRATORJA[dsDNA] Conjunto de 5 Calibradores pronto a utilizar.
Calibrador A (tampa verde) 400 IU/ml,
[CALIBRATORIB]dSDNA] Calibrador B (tampa violeta) 200 1U/ml,
[CALIBRATOR|C|dsDNA] Calibrador C (tampa azul) 100 IU/ml,
Calibrador D (tampa amarela) 50 IU/ml, e
ALIBRATOR|D|dsDNA . H
€ OR[DIds | Calibrador E (tampa laranja) 1 1U/ml.
[CALIBRATOR|E][dsDNA| Derivado do soro humano contendo
anticorpos dsDNA. As concentragdes em
IU/ml esté@o impressas nas etiquetas.
1x15ml 1gG-CONJ|HRP Conjugado HRP de cabra anti IgG humano.
Prontos a utilizar, Cédigo de cor rosa.
1x 60 ml DIL Diluente de Soro. Prontos a utilizar, Cédigo
de cor roxo.
1x15ml SUBSTRATE[TMB Substrato enziméatico TMB. Prontos a utilizar,
Proteger da luz.
1x15ml STOP|H2S04 Solugdo de Paragem. Prontos a utilizar,
2 x vials BUF|WASH Tampao de lavagem de pd. Reconstituir
para um litro cada.
1x Folhas de Protocolo.
Componentes Opcionais
1 x 60ml BUF|WASH Tamp&o de Lavagem Liquido concentrado.

Reconstituir para um litro.
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Simbolos utilizados nas etiquetas

Numero de lote

Numero de catalogo

Utilizac&o diagnostica in vitro
Utilizacéo por

Temperatura de armazenamento
Ler as instru¢des antes de utilizar

NuUmero de testes

L@b%mEEE

Fabricante

Material Exigido Mas N&o Fornecido

Agua desionizada ou destilada

Garrafa de plastico para conter o tampao de lavagem diluido

Pipetas com capacidade de libertagdo de 5 pl a 1000 pl

Pontas de pipeta descartaveis

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

+  Temporizador

* Toalhetes de papel absorventes

» Leitor de microplacas capaz de ler valores de absorvancia a 450 nm. Se
estiver disponivel um leitor de microplacas de duplo comprimento de onda,
o filtro de referéncia deve ser definido para 600-650 nm

» Lavador automético de microplacas capaz de distribuir 200 ul por o pogo.

RECOLHA E MANUSEAMENTO DE AMOSTRAS

Neste procedimento sé deverdo ser utilizadas amostras de soro. As amostras
excessivamente hemolizadas, lipémicas ou contaminadas microbiologicamente,
podem interferir nos resultados do teste, ndo devendo ser utilizadas. Armazenar
as amostras a uma temperatura entre 2°a 8°C durante o maximo de uma
semana Para um armazenamento de maior duragdo, as amostras de soro
deverdo ser congeladas. Evitar o repetido congelamento e derretimento das
amostras. Recomenda-se que as amostras congeladas sejam testadas no prazo
de um ano.

PROCEDIMENTO
Notas de Procedimento
»  Ler cuidadosamente o folheto do produto antes de iniciar o ensaio.

*+ Todas as diluicdes das amostras dos pacientes devem ser preparadas
antes de iniciar o ensaio.

+ Permitir que as amostras dos pacientes e 0s reagentes de teste se
equilibrem a uma temperatura ambiente antes de iniciar o procedimento de
teste. Sugere-se que os reagentes sejam deixados em cima da bancada, no
exterior da caixa, durante 30 minutos antes da sua utilizacdo. Voltar a
colocar todas as amostras e reagentes no frigorifico imediatamente apds a
sua utilizacao.
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Eliminar as tiras necessarias dos micropogos da embalagem, voltando a
fecha-la cuidadosamente, a fim de prevenir a condensagdo nos pogos nao
utilizados. Voltar a colocar a embalagem de imediato no frigorifico.

Uma boa técnica de lavagem é fundamental Se a lavagem for realizada
manualmente, consegue-se uma lavagem adequada direccionando o fluxo
energético do tampédo de lavagem por toda a microplaca, através de um
frasco de lavagem de ponta larga. Recomenda-se a utilizacdo de uma
lavadora automatica de microplacas.

Utilizar uma pipeta multicanal capaz de libertar 8 ou 12 pocos em
simultdneo. Este procedimento acelera o processo, fornecendo tempos de
incubagdo mais uniformes.

E importante o controlo cuidadoso do tempo para todos os passos. O inicio
de todos os periodos de incubagédo comeca com a conclusédo da adigdo do
reagente.

A adicdo de todas as amostras e reagentes deve ser realizada na mesma
propor¢do e na mesma sequéncia.

Método de Teste
1° Passo Permitir que todos os reagentes e amostras se equilibrem a uma

temperatura ambiente

2° Passo Etiquetar folha de protocolo indicando a colocagdo da amostra nos

pogos. A execucdo das amostras em duplicado constitui uma boa
préatica laboratorial.

3° Passo Utilizar apenas o Calibrador D (ampola com tampa amarela) para

obter uma determinacgao qualitativa).
ou

Utilizar os Calibradores A até E para uma determinagdo semi-
guantitativa, conforme se descreve no esquema de amostras

seguinte.
Qualitativa Semi-quantitativa
A Branca S5 Etc. A Branca S1 Etc.
B -Control S6 B -Control S2
C + Control S7 C | _+ Control S3
D CalD S8 D CalA S4
E S1 S9 E CalB S5
F S2 S10 F CalC S6
G S3 S11 G CalD S7
H S4 S12 H Cal E S8
1 2 3 1 2 3

4° Passo Preparar uma diluicdo 1:101 das amostras dos pacientes,

misturando 5 pl do soro do paciente com 500ul de Diluente de
Soro.
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5° Passo Remover os micropogos necessarios da embalagem, recolocando
as tiras ndo utilizadas na embalagem fechada, colocada no
frigorifico. Colocar os micropogos com firmeza no suporte extra
fornecido.

6° Passo Pipetar 100 pl de Calibradores prontos a utilizar, controlos Positivo
e Negativo e amostras de pacientes diluidas (1:101) nos
micropogos apropriados, conforme a folha de protocolo.

Nota: Incluir um poco que contenha 100 pl do Diluente de Soro
como um reagente branco. Ajustar o leitor de ELISA para zero em
relacdo ao reagente branco.

7° Passo Incubar durante 30 minutos (x 5 min) a temperatura ambiente.

8° Passo Lavar 4x com tampao de lavagem. Para lavagem manual, encha
cada micropoco com tampédo de lavagem reconstituido. Descartar
o liquido por inversédo retirando os conteddos de cada pogo ou
aspirando o liquido de cada pogo. Para absorver o liquido da dltima
lavagem, inverter as tiras e limpar os pogos, vigorosamente, com
toalhas de papel absorvente. Para lavadores autométicos,
programar o lavador conforme as instrugées do fabricante.

9° Passo Pipetar 100 ul de Conjugado nos micropogos.

10° Passo Incubar durante 30 minutos (+ 5 min) a uma temperatura
ambiente.

11°Passo Lavar todos os micropogos conforme descrito no 8° Passo.

12° Passo Pipetar 100 pl de Substrato Enziméatico em cada micropogo, na
mesma ordem e tempo utilizados para o Conjugado.

13°Passo Incubar durante 30 minutos (+ 5 min) a uma temperatura
ambiente.

14° Passo Pipetar 100 pl de Solugcdo de Paragem em cada micropogo,
utilizando a mesma ordem e tempo utilizados na adicdo do
Substrato Enzimatico. Ler os valores de absorvancia, no espaco de
30 minutos, da adi¢cdo da solugéo de paragem.

15° Passo Ler a absorvancia de cada micropoco a 450 nm, utilizando um
unico, ou, a 450/630nm, utilizando um leitor de microplacas de
duplo comprimento de onda contra o reagente branco fixado em
absorvancia zero.

Controlo de Qualidade

Os Calibradores, os Controlos Positivos e Negativos e um reagente branco
devem ser executados em cada ensaio, a fim de verificar a integridade e a
precisdo do teste. A leitura de absorvancia do reagente branco deve ser <0.3. O
Calibrador A deve possuir uma leitura de absorvancia ndo inferior a 1.0, caso
contrério, o teste deve ser repetido. O controlo negativo deve ser <30 IU/ml. Se o
teste for realizado em duplicado, deve ser retirada a média das duas leituras, a
fim de determinar IU/m. Quando se realizam determinagdes Qualitativas, a
densidade Optica do Calibrador D deve ser superior a do controlo negativo e
inferior a absorvancia do controlo positivo. Para as determinagbes semi-
quantitativas, o controlo positivo deve apresentar valores na faixa indicada na
ampola.
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RESULTADOS
Célculos

As concentragbes das amostras do paciente podem ser determinadas por
qualquer um dos seguintes métodos:

1. DETERMINACAO QUALITATIVA

Abs. da Amostra de Teste
---------------------------- X IU/ml do CalibradorD = [U/ml Amostra de Teste
Abs. do Calibrador D

Recomenda-se que os resultados qualitativos sejam comunicados como
“positivos” ou “negativos.” Amostras com resultados superiores ou iguais ao
Calibrador D sao consideradas positivas.

2. DETERMINACAO SEMI-QUANTITATIVA

Tracar a absorvancia do Calibrador A até E, consoante as respectivas
concentragdes em papel grafico de registo linear. Tragar as concentracdes
em IU/ml no eixo X, consoante a absorvancia no eixo Y, e desenhar uma
curva que ligue os pontos. Determinar as concentracdes das amostras do
paciente a partir da curva, de acordo com os valores de absorvancia
correspondentes. Em alternativa, pode ser utilizada uma curva de quatro
parametros para tracar uma curva padrao.

Recomenda-se que os resultados semi-quantitativos sejam comunicados
como “positivos,” “negativos,” ou “indeterminados” com valores unitarios
IU/ml. Os resultados indeterminados/linha diviséria devem ser novamente
testados e avaliados a par de outros métodos laboratoriais, conforme
indicado nas Limitac6es do Procedimento.

Interpretacéo

Os valores de interpretacdo foram determinados, testandol181 dadores de
sangue normal e amostras sem controlo da doenga LES. A média dos
individuos normais mais 3 SD foi estabelecida como o corte do ensaio e foi
atribuido um valor arbitrario de 50 IU/ml. A IMMCO sugere a utilizacdo da
série de referéncia abaixo. Cada laboratério deve validar valores de ensaio
para as suas proprias condicdes.

Valor dsDNA Ab Interpretacéo

<50 IU/ml Negativo

50-60 1U/ml Indeterminado (Linha Divisoria)
>60 [U/ml Positivo

Calibrador

Sao incluidos Calibradores Prontos a Utilizar para fornecer a semi-
quantificacdo, devendo ser utilizados em cada ensaio. As amostras de
pacientes que contenham elevados niveis de anticorpos podem apresentar
valores de absorvancia superiores aos do Calibrador A. Para determinar
valores semi-quantitativos rigorosos, essas amostras devem ser ainda
diluidas de modo a recairem na série da curva do calibrador quando forem
novamente testadas. Para determinar valores |U/ml, multiplicar as unidades
obtidas pelo factor de diluicéo.

70



PT
LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

Complexidade CLIA: Elevada. CDC Cddigo de ldentificagdo Analitico: 0425.
Cédigo de Identificacédo de Sistema de Teste CDC: 28276.

O ensaio ndo deve ser realizado em amostras excessivamente hemolizadas,
contaminadas microbiologicamente ou lipémicas. Este método sé deve ser
utilizado para testar amostras de soro humano. Quando os resultados dos testes
forem indeterminados, sugere-se a realizacdo dos seguintes testes:

=  Anticorpos antinucleares em células HEp-2

= Anticorpos antinucleares em seccdes teciduais de Rim de Rato ou
Figado de Rato

= Anti-ENA: RNP, Sm, SS-A (Ro), SS-B (La) Anticorpo ELISAs

=  nDNA por imunofluorescéncia indirecta

Os testes acima mencionados estdo disponiveis na IMMCO Diagnostics.
Consultar o Catalogo de Produtos.

Sugere-se igualmente a realizac@o de testes para os niveis complementares C3
e C4, CH50 e complexos imunes. Resultados fortemente positivos sao
indicativos de LES. No entanto, os resultados negativos ndo podem
necessariamente excluir um diagndstico de LES. Quando existir uma elevada
suspeita de LES, entdo devem ser considerados outros testes, como ANA, ENA,
nDNA e niveis complementares. Os resultados obtidos servem exclusivamente
como ajuda ao diagnostico. Caso sejam considerados isoladamente, estes
resultados ndo devem ser interpretados como um diagnostico.

VALORES ESPERADOS E RESUMO DE ESTUDOS CLINICOS

A incidéncia dos anticorpos dsDNA varia de acordo com a populagdo de
pacientes. Abaixo segue-se uma compilacdo de incidéncias retiradas da
literatura, >

Doenca % de Incidéncia
lUpus eritematoso sistémico 50-55
Doenga renal activa 89

Doenca néo-renal activa 56

Doenga inactiva 30
Possivel LES 32

Artrite Reumatoéide <12
Esclerodermia Sistémica <12
Pacientes normais <1

Foram testados conjuntos de amostras clinicas através do ImmuLisa™
Anticorpos dsDNA ELISA. Os resultados demonstrativos da incidéncia nas
populacdes sao revelados em seguida:
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Diagnéstico No, Testados No, Positivo % Positivo*
SLE 249 155 62,2
Sindrome do anti-corpo antifosfolipide

primaria 25 0 0
Miosite Primaria 20 0 0
Scleroderma 4 1 25,0
Artrite Reumatoide 43 5 11,6
Doenca de Graves 9 0 0
Tiroidite de Hashimoto 14 1 7,1
Doenca néo diferenciada da tiroide 9 1 11,1
Perda Auditiva Imunomediada 8 0 0
Normal 159 6 3,8

* Espécimes Indeterminadas/Limitrofes consideradas positivas

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

A utilidade da ImmuLisa™ Anticorpo dsDNA ELISA foi avaliada através de testes
a amostras de soro bem caracterizadas de sujeitos suspeitos de LES, com
resultados nDNA IFA positivos, a par de controlos de doencas e de soro humano
“normal”’. Estas amostras foram igualmente testadas em kits de teste ELISA
comercialmente disponiveis. S6 foram incluidas no método comparativo as
amostras no intervalo linear do ensaio. Estes resultados sdo seguidamente
resumidos.

ImmuLisa™ anticorpo dsDNA ELISA vs. outro kit de anticorpo dsDNA
ELISA:

Outro Anticorpo dsDNA ELISA

Positivo Negativo Total
IMMCO Positivo 71 10 81
dsDNA Negativo 6 86 92
ELISA Total 77 96 173
Acordo percentual positivo: 92,2% (95% CI 83,2% - 96,8%)
Acordo percentual negativo: 89,6% (95% CI 81,3% - 94,6%)
Acordo percentual global: 90,8% (95% CI 85,2% - 94,5%)

Individuos com LES: 87
Controlos da Doenca: 28
Individuos saudaveis normais: 58

Precisao

A precisao foi testada com 6 amostras positivas seleccionadas ao longo de todo
o intervalo de ensaio. Foram conduzidos ensaios a trés réplicas de cada amostra
em 12 ensaios. A repetitibilidade foi determinada com12 réplicas de cada
amostra.
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Na Experiéncia
Imprecisao Entre dias (Repetitibilidade)
Média SD SD SD

Amostra  (IU/ml) | (lU/mI) CV% (IU/ml)  CV% | (IU/ml) CV%
1 33,6 3,87 11,5% 4,04 11,7% 2,71 7,9%

2 41,0 4,43 10,8% 4,03 10,1% 4,08 10,2%

3 59,8 3,81 6,4% 3,83 6,6% 3,68 6,3%

4 124,9 10,31 8,3% 10,76 8,5% 5,56 4,4%

5 270,7 16,12 6,0% 16,44 5,9% 14,39 5,2%

6 361,6 24,99 6,9% 26,38 7,3% 14,72 4,1%

Reproducibilidade

Os ensaios de amostras na faixa negativa baixa, faixa positiva moderada e
aproximadamente +/- 20% dos cortes dos ensaios foram realizados para
determinar a reproducibilidade qualitativa. 86 réplicas de cada amostra foram
testadas. Os resultados dos ensaios para 0s espécimes negativos baixos e
positivos moderados produziram 100% da concordancia qualitativa. Os
resultados dos ensaios para o espécime de corte de -20% produziram 96.4% de
concordancia qualitativa (negativa). Os resultados para o espécime de curte de
+20% produziram 98.8% de concordancia qualitativa (positiva.

Linearidade e Recuperagao

Foram realizados estudos que utilizaram séries de diluicdes equidistantes de
amostras positivas com valores por toda a série do calibrador para determinar a
série linear do ensaio. A série linear dos ensaios foi determinada como13,6 —
450 IU/ml. Os resultados sdo seguidamente resumidos..

Slope Y-Intercept

Sample Test Range (95% CI) (95% CI) R? % Recovery

1 1371150 0,980 0,171 100 963-107,1

7-115, (0,940 - 1,019) (2,699 - 3,042) ’ 3-107,

1,031 0,835

2 149-2423 0985 1,079 6o Teey 100 912-1063
0911 4,088

3 434-3983 0874 0849 (5301 ason 098 1000-1123
0,980 9,735

4 417-3322 0915 1,045 (3518 ppopy 0% 876-1108
0911 6,865

5 489-3995 086 0954 i res 0% 976-1108
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Limite de Detecc¢éo

O limite de detecgdo (LoD) para os anticorpos dsDNA através deste ensaio foi
determinado em 13,6 IU/ml, com base em 60 réplicas das amostras em branco e
em 60 réplicas de cada uma das 6 amostras de baixo nivel (NHS).

Interferéncia

A interferéncia foi estudada, misturando o soro com o0s niveis conhecidos de
anticorpos dsDNA com amostras de soro potencialmente interferentes, e
estudando o desvio dos resultados previstos. Nado foi demonstrada interferéncia
significativa para as seguintes substancias nos niveis indicados: Hemoglobina (2
g/L), Bilirrubina (342 uymol/L), e Factor Reumatéide (100 EU/ml).
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