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ImmuLisa™

PM/Scl Antibody ELISA

For in vitro diagnostic use
PRODUCT INSERT
5101 PM/Scl Antibody ELISA 96 Determinations

INTENDED USE

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for the qualitative and semi-
quantitative detection of IgG antibodies to the nucleolar antigen PM/Scl in human
serum to aid in the diagnosis of polymyositis, scleroderma or an overlap of
polymyositis and scleroderma in conjunction with other laboratory and clinical
findings.

SUMMARY AND EXPLANATION

Anti-nuclear antibodies (ANA) are a characteristic feature in the serum of patients
with connective tissue disorders (CTD) such as systemic lupus erythematosus
(SLE), scleroderma (Scl), polymyositis (PM), dermatomyositis (DM), or PM/Scl
overlap. ANA are visualized by various reaction patterns using indirect
immunofluorescence methods. Of these, the most common include
homogenous, speckled, centromere and nucleolar patterns. Each reaction
pattern represent antibodies associated with a particular antigen(s) and hence a
disease or disease subset. For example, the centromere reaction is associated
with a subset of scleroderma. Similarly, the nucleolar is associated with
scleroderma, polymyositis, dermatomyositis and overlap of these conditions.
The nucleolar reaction patterns are of three types: homogenous, coarse speckled
or clumpy. Each reaction pattern represents antibodies of a particular specificity.
The homogenous nucleolar reaction pattern is associated with antibodies to
PM/Scl. PM/Scl complex, also commonly referred to as human exosome,
consists of a complex of nine proteins and some other proteins that associate
with this complex. This core complex is most abundant in the nucleolus. 4 This
complex is involved in ribosomal RNA processing and messenger RNA
degradation. Antibodies to PM/Scl complex are present in approximately 30% of
patients with PM/Scl overlap, 8% of patients with PM, 11% of patients with DM,
and 2% of patients with scleroderma.

Polymyositis is a subset of idiopathic inflammatory myopathies (IBM)
characterized by chronic muscle weakness and skeletal muscle inflammation.
Other subsets of idiopathic inflammatory myopathy are dermatomyositis and
inclusion body myositis. IBM is a rare disorder with a reported incidence of 0.5-
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1 per 100,000. PM and DM can occur either in childhood or at age 30-50 with
female preponderance (F:M 2.5:1). Like many other autoimmune diseases,
polymyositis has genetic link and is related to DRB1.

Autoantibodies are important in the diagnosis and understanding of inflammatory
myopathies. The antibodies to PM/Scl are associated with PM/Scl overlap and
to some extent in patients with PM, DM or Scl, and rarely in SLE.

Antibodies to PM/Scl can be detected by indirect immunofluorescence on HEp-2
cells with a specific reaction pattern, by immunodiffusion using rabbit thymus
extract, by immunoprecipitation and by ELISA. The antigens to which PM/Scl
antibodies react are to PM/Scl-75, one of the nine core complex proteins of the
human exosome, as well as to an associated protein, PM/Scl-100. Recently, a
specific epitope to which the PM/Scl antibodies react has been identified. The
use of the peptide rather than the whole molecule may provide higher levels of
sensitivity and specificity as compared to the full length molecules because of
cross reactivity, antigenic epitope exposure and epitope density. This assay
benefits from these findings and incorporates a suitable antigen molecule that
presents with the best discrimination in detecting antibodies to PM/Scl.

PRINCIPLES OF PROCEDURE

The test is performed as a solid phase enzyme linked immunosorbent assay
(ELISA). Individual Microwells are coated with PM/Scl antigen followed by
blocking the unreacted sites to reduce non-specific binding. Control, calibrator
and patient serum samples are incubated in the antigen coated wells allowing
specific antibodies present in the serum to bind to the antigen. Unbound-antibody
and other serum proteins are removed by washing the microwells. HRP labeled
anti-human IgG conjugate is added to each well. The unbound conjugate is
removed by washing. Specific enzyme substrate (TMB) is then added to the
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 spectrophotometer at 450 nm. Results are
expressed in ELISA units per milliliter (EU/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.
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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. FoIIowsgood laboratory practices in storing, dispensing and disposing
of these materials.

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™ PM/Scl Antibody ELISA 5101

Kits contains sufficient reagents to perform 96 determinations.

12x8 [MICROPLATE[PM/SCL] Microplate with individual breakaway microwells.
Coated with PM/Scl antigen. Ready for use.

1x1.75ml  [CONTROL[+[PM/SCL] Ready to use Positive Control (red cap).

Contains human serum positive for PM/Scl
antibodies. The expected concentration range in
EU/ml is printed on the label.

1x1.75 ml CONTROL[] Ready to use Negative Control (white cap).
Contains human serum.
5x1.75ml  [CALIBRATORJA[PM/SCL] Ready to use set of 5 Calibrators. Calibrator A

(green cap) 160 EU/mI, Calibrator B (violet cap)
[CALIBRATOR[B[PM/SCL] 80 EU/mI, Calibrator C (blue cap) 40 EU/mI,
[CALIBRATORICIPM/SCL| calibrator D (yellow cap) 20 EU/mI, and Calibrator

[CALIBRATOR|D[PM/SCL] E (orange cap) 1 EU/ml. Derived from human

serum containing PM/Scl antibodies.
[CALIBRATORIE[PM/SCL]|  Concentrations in EU/ml are printed on the labels.

1x15ml 1gG-CONJ|HRP HRP goat anti-human IgG Conjugate. Ready for
use. Color coded pink.

1x 60 ml DIL Serum Diluent. Ready for use. Color coded purple.

1x15ml SUBSTRATE|TMB TMB enzyme substrate. Ready for use. Protect
from light.

1x15ml STOP|H2S0O4 Stop Solution. Ready for use.

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

1x Protocol Sheets

Optional Components

1 x 60ml BUF|WASH Liquid concentrated Wash Buffer. Reconstitute to
one liter.

Symbols used on labels
LOT| Lot number

Catalog number
In vitro diagnostic use



Use by
Storage temperature
Read instructions before use

Number of tests

| I ek

Manufacturer
Materials Required But Not Provided

+ Deionized or distilled water

*  Squeeze bottle to hold diluted wash buffer

*  Pipettes capable of delivering 5 pl to 1000 pl

« Disposable pipette tips

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

«  Timer

»  Absorbent paper towels

*  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

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.
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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.
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Test Method

Step 1
Step 2

Step 3

Step 4

Step 5

Step 6

Step 7
Step 8

Step 9

Step 10
Step 11
Step 12

Step 13

Let all reagents and specimens equilibrate to room temperature.

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

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

or

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 -Control S6 B -Control S2
C + Control S7 C | _+ Control S3
D Cal D S8 D CalA sS4
E S1 S9 E Cal B S5
F S2 S10 F CalC S6
G S3 S11 G CalD S7
H sS4 S12 H Cal E 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 ul of Enzyme Substrate into each microwell in the same
order and timing as for the Conjugate.

Incubate 30 minutes (+ 5 min) at room temperature.
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Step 14 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.

Step 15 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.

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 <10 EU/ml. If the test is run in duplicate, the mean
of the two readings should be taken for determining EU/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 EU/ml of CalibratorD = EU/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 EU/mI
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 EU/mI unit values.
Indeterminate/borderline results should be retested and evaluated along with
other laboratory methods.

Interpretation

Interpretation values were determined by testing 64 normal blood donors.
The cutoff was established using mean of the normal subjects plus 2 SD and
7



EN
assigned an arbitrary value of 20 EU/ml. IMMCO suggests use of the
reference range below. Each laboratory should validate assay values for
their own conditions.

PM/Scl Ab value Interpretation

<20 EU/mI Negative

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

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 EU/mI values, multiply the units obtained by the
dilution factor.

LIMITATIONS OF PROCEDURE

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. The results obtained serve only as an aid in the diagnosis.
Taken alone, these results should not be interpreted as diagnostic. This assay
has not been validated in a pediatric population.

Specimens positive for antiphospholipid antibodies (APL) potentially cross-react
with the PM/Scl antigen. It is recommended that additional laboratory testing of
positive samples include assays for APL.

EXPECTED VALUES

Test results in a normal population are usually expected to be negative. If results
are positive, additional testing may be warranted to substantiate the serum
antibody findings.

Incidence of PM/Scl Antibodies®*

Disease Group n n Positive % Positive
PM/Scl Group
Polymyosits/Sceroderma 40 22 55
Polymyositis 40 3 7.5
Scleroderma 205 27 13
Disease Controls
Rheumatoid Arthritis 69 0 0
Systemic lupus erythematosus 114 3 2.5
Rheumatic disease controls 452 33 7
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PERFORMANCE CHARACTERISTICS

The utility of the ImmuLisa™ PM/Scl ELISA for the detection of autoantibodies
was evaluated by testing nucleolar positive and negative serum specimens from
suspected connective tissue disorder subjects, as well as disease controls and
“normal” human sera. These specimens were also tested on another ELISA test
kit for the detection of PM/Scl antibodies. These results are summarized below.

A. ImmuLisa™ PM/Scl ELISA vs. other PM/Scl Antibody Kit:
Other PM/Scl ELISA

Positive Negative Total
IMMCO Positive 20 6 26
PM/SCL Negative 3 56 59
ELISA Total 23 62 85

Positive Percent Agreement: 87.0%
Negative Percent Agreement:  90.3%
Overall Percent Agreement: 89.4%

B. Cross Reactivity: A total of 80 potentially cross-reactive specimens from
individuals with other autoimmune disorders or positive for other autoantibodies
were tested for PM/Scl antibodies using the ImmuLisa™ PM/Scl ELISA.

Condition n Positive
ENA positive* 48 5
Celiac Disease 8 2
Autoimmune Vasculitis 8 0
Hashimoto’s Disease 8 1
Total 72 8 (11%)

* Antibodies to Extractable Nuclear Antigens

Precision

Precision was tested with positive specimens selected throughout the range of
the assay. Assay runs of 3 replicates of each specimen were conducted on 3
days. Repeatability was determined with 6 replicates of each specimen.

Within run
Total Imprecision Between days (Repeatability)
Mean SD SD SD

S# | (EUml) | (EU/m]) CV% (EU/mI) CV% (EU/mI) CV%
1 14 1.01 7.0% 1.03 7.2% 1.40 9.6%

2 29 1.20 4.1% 1.28 4.4% 0.91 3.2%

3 58 2.45 4.2% 3.36 5.8% 0.84 1.4%

4 116 7.30 6.3% 9.07 7.7% 0.19 0.2%

5 231 19.29 8.4% 26.07 11.1% 2.02 0.9%
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Linearity

Multiple assay runs were performed using doubling dilutions of samples
throughout the linear range of the assay. Average r? value was .992 for these
runs with no run lower than 0.985. Assay runs are deemed acceptable if r?
exceeds 0.95.

Interference

Interference was studied by mixing sera with known PM/Scl 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/mI).
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ImmuLisa™

AvTticowpa PM/Scl ELISA

ENGETO MNPOIONTOX

5101  Avrtiowpa PM/Scl ELISA 96 Mpoadiopiopoi

ZKOMOYMENH XPHzH

Evqupikn dokiur avoootrpoopdéenong (ELISA) yia Tnv TTOIOTIKR KAl NUI-TTOCOTIKA
avixveuon avriowpdtwy IgG oto Tupnvikd avtiyovo PM/Scl atov avBpwtrivo
0p9d, wg Ponbnua otn didyvwaon Tng TTOAUPUOGITIdOG, TG OKANPOdEpUiag A
emMKAAUYN TTOAUMUOCITIOOG KOl OKANPOdEpMiag O ouvduaoud peE  GAAQ
epyaoTnpioké Kal KAIVIKG euprjpaTa.

MNEPIAHWH KAI AITIOAOTIA

Ta avrirrupnvik@ avriowpata (ANA) gival gia XOpakTnpIoTIKA IBIoOJop@ia  aTov
opo6 aoBevwv pe dlatapaxég ouvdeTikoU 1oTou (CTD), O6Twg cuoTnuatiko
epubnuatwdn Auko (SLE), okAnpodeppia (Scl), TtoAupuocitida (PM),
Oeppartopuocitida (DM) i emkdAuywn PM/Scl. Ta ANA oTmikoTrolouvTal atrd
O1dpopa TTPOTUTTA AvTIdPACNG WE TN XPrRon HeBOdwY Eupegou avocopBopIGuOoU.
AT6 autd, Ta Mo cuvABn TTeEPIAAUBAVOUV OUOIOYEVH, OTIKTA, KEVIPOMEPIOIKA Kal
Tupnviokikd potifa. Kd&Be mpdTutto avTidpaong avTiTpoowTTEUEl QVTICWHUATA
OUOXETIOUEVA PE OUyKeKpIpévo(a) avTiyovo(a) Kal wg ek ToUTou pia vooo 1 éva
UTTOoUVOAO vooou. [a TTapddelypa, n KEVIPOUEPIBIKN avTidpaon OXETICETAI YE
éva UuTTooUVOAO OkAnpodepuiag. Opoiwg, n  TUPNVIOKIKA  OXETICeTal  JE
okAnpodeppia, TTOAUPUOCITION, OELPUATOUUOCITIOO KOl ETTIKAAUYN QUTWV TWV
TabAoewy. Ta TTUPNVICKIKA TTPOTUTTA avTidPAoNG €ival TPIWV TUTTWV: OUOIOYEVH,
XovOpoeIdwg OTIKTA 1 pe Oéopun. KdBe mrpdTuTio avTidpaong avTiTTpoowITTEUEI
AVTIOWHATA IO CUYKEKPIYEVNG 18IQITEPOTNTAG.  TO OUOIOYEVEG TTUPNVIOKIKO
TTPAOTUTTO AVTIdPAONG CUCXETICETaN pE avTiowpata oe PM/Scl. ZoutrAoko PM/Scl,
€TMIONG OUVABWG avaPePOUEVO WG avBpwWTTIVO eEWOWUATIO, aTToTEAEITAI OTTO éva
OUUTTAOKO €VvVvEQ TTPWTEIVWV Kal KATTOIEG GAANEG TTPWTEIVEG TTOU OXeTifovTal UE
autd TO oL’JHrAOKo. Auté TO oUpTTAOKO TTUpAva Egival Kupiwg GeBovo aTov
TTUpnvioko. = AUTO TO GUPTTAOKO evéXeTal o€ pIfoowpikrl RNA diadikacia kai
didotracn ayyehiagopou RNA. Avtiowparta o ouuttAeypa PM/Scl gival rapovTa
oe mepitrou 30% Twv acBevwyv pe emkaAuwn PM/Scl, 8% Twv acBevwv pe PM
(TToAupuocinda), 11% Twv acbevwv pe DM (Sepuatopuoaitida) kai 2% Twv
aoBevwyv e okAnpodeppia.

H 1oAupuocitida cival éva uttooUvoAo 1010TTaBWY QAEYUOVWOWY HUOTTABEIWY
(IBM) 10U XOpOKTNpieTal atmd Xpovia aduvaodia HUWV KAl PJUOOKEAETIKN
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@Aeypovl.  AANa utTooUVOAa 1810TTAB0UG (PAEyUOVWOOUG HUOTTABEIOG €ival n
OepPATOPUOCITION Kal TNV PUoCiTIda pe £ykAeloTa owpaTtia.  H IBM (puocinida pe
€yKAEIOTO OwATIO) €ival pia oTravia dlatapayn ME ava@ePOUEVO ETTITTOAACUO
0,5-1 ava 100 000. H PM (troAupuoginda) kai DM (deppatopuoginda) umropolv
va gugaviobouy eite oTnv TTaIdIKA NAIKia €ite aTnv nAkia Twv 30-50 e apiBUNTIKA
ETMKPATNON TWV Yuvalkwy (O:A 2,5:1). Omwg ToAAéG BAAEG auToGvooeg voaol, N
TTOAUPUOGITION CUVOEETAI YEVETIKA KOl OXeTiCeTal ue DRB1.

Ta autoavriowpara eivar onuavtikd oTn  diIdyvwon Kai  karavénon Twv
PAeypovwdwy puotrabeiwyv. Ta avriowpata o€ PM/Scl ouoxetiCovralr pe
emkadAuyn PM/Scl kai og kdmoilo Babud oe acbeveig ye PM, DM ) Scl, kai
omavia ye SLE (ouotnuatikd epubnuatwdn AUKO).

Avticwpata ge PM/Scl ymmopoulv va avixveuBoUv Je EUPESO avooopBopIoud o€
KUTTapa HEp-2 pe ouykekpigévo TIpOTUTTO  avTidpaong, HME aAvooodidyxuon
XpnoigoTrolwvTag ekXUAIopa BUpou kouveAioU, pye avoookaBifnon kai pye ELISA.
Ta avtiydva ota otroia avTidpouv Ta avricwpata PM/Scl eivar ae PM/Scl-75, éva
amd TO €vvED OUMPTTAEyPOTO  TTPWTEIVWY TOU TIUPriva Tou  avBpwTTivou
eEWOoWPATOG, KABWG €TTiONG O€ IO CUOXETIOPEVN TTPwTEivn, Tnv PM/Scl-100.
Mpbéogara, €va CUYKEKPIYEVO ETTITOTTO OTO OTI0I0 avTi®poUV TA QVTICWHATA
PM/Scl éxer e€okpiBwBei. H xprion Tou memTidiou pdAAov Trapd oAdKAnpou Tou
popiou putTopei va TTapéxel upnAdTepa eTTiTTeda euaiobnaiag Kai 1IS1IaITEPOTNTAG O
oUyKpIon PE Ta POpIa TTARPOUG UAKOUG AGyw dIa0TaUPWTAG avTidpaong, £€kBeong
ETMTOTTOU TOU QVTIYOVOU Kal TTUKVOTNTAG TOUu eTTiToTTou. H dokipyacia auth
weeAeiTal amd autd Ta €UPPATA KOl EVOWMATWVEL €va KATAAANAO uopio
avTiyévou TIoU Trapouciddel pe TNV KaAUTepn OIGKPION OTnNV  avixveuon
avTiowpdaTtwy g PM/Scl.

APXEZ AIAAIKAZIAZ

H dokipaoia ekTeAeiTal wg OTEPER GAON EVCUMIKNG BOKIUAG avOoOTTIpOoopd®nong
(ELISA). Ta atopikd BuBiopara (microwells) emevduovTal pe avtiyévo PM/Scl kai
aKOAOUBEi TO PTTAOKAPIOUO TWV UNn avTIdPWVTWY ToTroBeaiwv (unreacted sites)
yia TN Jeiwaon un €18ikng déopeuong. ‘EAeyxog, BabuovounTig kai deiypata opou
aoBevwyv emwdalovral oTa emevoedupéva BubiouaTta avTiyovou EMTPETTOVTAG OF
OUYKEKPIPEVO QVTIOWHATA TTApOVTa aTov 0pd yIa va OECUEUOUV TO QVTIYOVO.
AdéopeuTa avTiowpaTta Kal GAAEG TTPWTEIVEG 0poU agaipouvTal e TNV TTAUON TwV
BubiopdTwy. ZU0Ceuén avBpwITTIVNG avTI-avOOOooQaIpivng CUVOEDdEUEVNG E TO
évCupo utrepogelddon (HRP labeled anti-human IgG conjugate) mpooTiBetal o€
KGBe BUBIoUa. H adéopeuTtn ouleun atmropakpUveTal ue TNV TTAUON. ZUYKEKPIUEVO
UTTOOTPpWHA eviupou (TMB) TrpooTiBeTal OTn OUVEXEID OTIG KOIAOTNTEG Kal N
TTOPOUGIa AVTICWHATWY AVIXVEUETAI PE XPWHATIKA aAAayr] TTou TTapdyeTal amo
TNV METATPOTI) TOU UTTOOTPWHOTOG TMB o€ TTpoidv XpwpaTikAg avtidpaong. H
avTidpaaon SIOKOTITETAI KAI N AKEPAIOTNTA TNG XPWHATIKAG aAAayng, n oTroia givai
av@dhoyn HE TNV TTIUKVOTNTO TOU  QVTIOWMATOG, dlapadetar  pe  éva
PaouaToPWTONETPO oTa 450 nm. Ta amoteAéopata ek@pdlovTal o Movadeg
ELISA avd xihlootéAiTpo (EU/mI) kan avagépovTal wg BETIKA 1} apvnTIKA.

ANTIAPAZTHPIA
ATrofnkeuon kai MpogToipacia
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AtroBnkeloTe OAa Ta avmidpacTAplia otoug 2-8°C. Mnv karawuoxere. Ta
avTidpacTApla gival oTaBepd péxpr TNV nuepounvia AAgng, étav atroBnkevovTai
Kal peTayelpi¢ovial cUPpwyva Pe TNV kabodriynan.

Mnv xpnoiyoTroigite av 170 avTidpacTAplo dev gival dlauyég A uTTApxel €vCupo
mapov. OAa 1a avTidpaocTipla TTpETmel va ¢pBouv o€ Bepuokpacia dwpartiou (20-
25°C) mrpIv Tn Xpnon.

AvaouvBéoTe 1o OIdAupa TTAUONG O0TO 1 AITPO PE OTTECTAYMEVO 1 ATTIOVTIOUEVO
vepd. Otav amoBnkevetar otoug 2-8°C, 10 avacuoTaBév didAupa TTAUONG
TTapapével oTaBepd Ewg TNV nuEPopnvia ARENG TOU KIT.

O1 Awpideg emrevdedupévwy BuBIoPdTwy TTpoopifovTal yia Xprion diag Povo
®opdag. O1 un xpnoiyotroinBeioeg Awpideg emevdedupévwy BuBIopdTwy Ba TTPéTTEl
va €mavacepayifovial TTPOCEKTIKA OTn COKOUAQ TTOU TTEPIEXEI ATTOENPOAVTIKEG
ouaieg yia va atro@euxBei uypoTroinon kai va amobnkelovtal aToug 2-8°C.
Mpo@uAdgeig

OAa 1a guoTatik@ TTou XPNOIYOTTOINBNKAY, Ta TTPOEPYXOMEVA ATTO TOV AvBpwTTO,
é¢xouv dokipaoTei yia HBsAg, HCV, HIV-1 ka1 2 kai HTLV-l kai BpéBnkav
apvnTikd oTmd dOoKIYaCieg TTou atrairouvTal atmé TNV YTnpeoia Tpoiuywv Kai
@apudkwy (FDA). Qotéoo, Topdywya avBpwTTivou aipatog Kal deiypata
aoBevwyv Ba TpéTel va BewpolvTal duvnTikG poAucgpatikd. Tnpeite TIG opBEg

EpVGO‘Tr!pIGKéQ TIPAKTIKEG YIO TNV aTTOBAKEUTN, XOPrynon Kai 3IaBecn auTwy Twv
UNIKWV.

O1 odnyieg Ba mpémel va tnpouvrai akpifws Omwe suavifovral oro évOsTo
TOU TTapoOvToS KIT yiad va Siao@aAioTouv fykupa amoreAéouara. Mnv
evaA\dooeTe aToixeia Tou KIT pe exeiva atmd GAAeg TTnyéS. TnpnoTe TIG 0pBEg
EPYOOTNPIOKEG TTPOKTIKEG YIO VO EAOXIOTOTTOINCETE MIKPOPIOKA Kal aAAnAo-
pOAuvVOn avTIBPACTNPIWY KATA TOV XEIPIGHO. Mnv XpNOIYOTTOIEITaI OTOIXEIQ TOU KIT
META TNV nuepoUnVia ARENG TTou avaypA@ETal OTIG ETIKETEG.

YAIKA TTOU TTOpaoxéOnkav

ImmuLisa™ PM/Scl Antibody ELISA 5101
To KIT TTEPIEXEI ETTAPKI AVTIOPACTHPIA YIA TNV EKTEAEON 96 TTPOCSIOPICUWY.
12x8 [MICROPLATE[PM/SCL] MIKPOTTIAGKA pE OTOMIKG BuBicuara ekkivnong

(breakaway microwells). Emrevdedupévn e
avTiyévo PM/Scl. ‘EToiun 11pog xpron.

1x1.75ml  [CONTROL[+]PM/SCL] ‘EToigog  Tpog  xpron OeTikdég  "EAgyxog
(Positive Control) (kékkivo mwua). MNepiéxel
avBpwivo opd BeTIKS yia avTiowpata PM/Scl.
To €Upog avapevopevng TTUKvOTNTOG 0 EU/mI
eM@avieTal aTNV ETIKETA.

1x1.75ml CONTROL[] ‘EToipog 1pog  xprion Apvntikoég EAeyxog
(Negative Control) (Acukdé mwpa). Mepiéxel
avepwTTIvo opd.

5x1.75ml  [CALIBRATORJAJPM/SCL] ‘ETOIMO TIPO¢ XPAon OeT 5 Bo@uovountwv.

BaBuovountig A (mpdoivo mwua) 160 EU/mI,
[CALIBRATORIBPMISCL] g0/ ovountiic B (uwB mipa) 80 EU/mI,

[CALIBRATOR|C[PM/SCL] BaBuovountic I (umAe mwua) 40 EU/mI,

BaBuovountig A (kitpivo mwya) 20 EU/mI kai
[CALIBRATOR|D|PM/SCL| BaBuovounmg E (moprokaAi mwpa) 1 EU/mI.
[CALIBRATOR[E[PM/SCL] MPoEPXOUEVA ATTO AVOPWITIVO 0PS TTOU TIEPIEXEI

13



EL

1x15ml

1 x 60 ml

1x15ml

1x15ml

1x

IgG-CONJ
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MpoaipeTikd ZuoTATIKA

1 x 60ml

[BUF[WASH

avTiowyata PM/Scl. Zuykevipwoelig og EU/mI
avaypa@ovTal aTIG ETIKETEG.

>0Ceutn opou avepwTTIvng avTi-
avoooo@aipivng  ammd  utrepogeiddon  amd
pagavida. (HRP goat anti-human IgG
Conjugate). ‘ETOIMO TPOG xpnon.
KwdikoTroinuévo pe pol xpwpa.

ApaiwTikd opou (Serum Diluent). ‘EToipgo 1pog
xpnon. KwdikoTroinuévo pe Jwp xpwua.
Evqupo-utréoTpwua TETpaPEBUAOBEVIBIVNG
(TMB enzyme substrate). ‘EToiyo mpog xpAon.
MpooTaréyTte a1mod TO PWG.

Aidhupa Travong (Stop Solution). ‘EToigo 1pog
xprion.

Aidhupa MAGoNg og poper) Zkévng (Powder
Wash Buffer). AvaouvBéote oto éva Aitpo
€KaAOTO.

®UMa MpwTokdAAou

Yypo ZUPTTUKVWHEVO AiGAupa MAUong.
AvaouvBéoTe oTo éva AiTpo.

ZUpBOAa TTOU XPNOIHOTTOIOUVTAIl O€ ETIKETEG

| |
HO
| |-

<
)

E<P>>~

Ap1Budg MapTidag

Ap1Bu6g kataAdyou
AlayvwaoTIKA xpron in vitro
Xprion £wg

O¢gpuokpaaia aTobAKeUONg

Ap1Bu6G doKIpwyv

KatookeuaoThg

AlaBdaoTe TIg 0dnyieg TTPIV TN XPrion

YAikd Mou AtraitoUuvral AAAG Aev Mapéxovrail

*  ATovTIONEVO | aTTECTAYUEVO VEPD

«  EUKopTITO TTAQOTIKO PTTOUKAAI Yia TO dpalwpévo didAupa TTAUONG

o [liréreg IKavég va atreAeuBepwvouv 5 pl €éwg 1000 pl

«  Puyxn mmetwv (pipette tips) piag Xprioewg

*  KaBapoi dokipaaTikoi cwArveg 12 x 75 mm kai oTnpiyyata OOKIHACTIKWY
owARvVWvV

*  Xpovopuftpng

o ATTOppOo@NTIKEG XAPTIVEG XEIPOTTETTETEG

*  AvayvwoTng

MIKPOTTAAKOG

IKOVOG  yla TV avdyvwaon  TIHWV
amoppopnTikéTNTAg ota 450 nm. Edv cival

01a6€01yog  avayvwoTng

MIKPOTTAAKOG SITTAOU PAKOUG KUPATOG, TO QiATpo avag@opds Ba Trpétrel va
oplotei ota 600-650 nm
*  AuTopaTO TTAUVTAPIO JIKPOTTAGKAG IKavO va diavéuel 200 pl
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ZYAAOIH KAI XEIPIZMOZ TQN AEIrMATQN

Mévov deiypara opoU Ba TTpETel va XpnoigoTtroioUvTal ¢° auTAv Tn diadikacia.
AigoAupéva, Aimmaigikd ;- BakTnpidiokd emmigoAucpéva deiypara  utmopolv va
TapeuBAnBolv  oTnv  ekTéAeon NG Ookipaciag kal dev Ba  TTpETTEl va
Xpnoigotrolouvtal. Ta deiyyata dev Ba TTPETTEl va QUAGCCOOVTAl YO TTOPATTAVW
amd pia efdopada oToug 2°- 8°C. lNa amobrkeuon peyaAutepng SIdpKeIag, Ta
Ociypyata opou Oa Trpémmel va katawuyovtal. Na arro@elyeTe emmaveIAnUuévn
améyun Kal véa Yugn Twv OelyhdTwy. ZUVIOTATAl TA KOTEWUYHEVA deiypaTta va
utToBAaAANovTal O€ EAEYXO EVTOG EVOG £TOUG.

AIAAIKAZIA
A10BIKAOTIKEG ZNUEIWOEIG

*  AIoBAOTE TTPOOEKTIKA TO £VOETO TTPOIOGVTOG TIPIV EEKIVATETE TN SOKIPACia.

« ©OAa Ta Ol0AOpata Twv delyudTwy Tou a0Bevolg Ba  Tpémrel va
TpoeToIpdlovTal TIpIv TNV £vapén Tng OKIPOOiag.

* Aognote Ta Oeiygata aoBevwv Kal Ta  avmidpacTtripia  dokipagiag  va
e€looppoTTioouv g€ Bepuokpaaia dwuaTtiou TpIv TNV €vapén Tng diadikaaiag
dokipaaiag. Mpoteiveral Ta avTIdPACTHAPIA VO TTAPAUEIVOUV GTOV TTAYKO £EW
atd 10 KouTi yia 30 Aetrtd TTpIv TN Xpron. Badete riow OAa ta deiyparta kai
Ta avTIdPACTAPIA TTOU OEV XPNOIPOTTOINCATE OTO WUYEIO APECWG MPETA TN
xenon.

* Ag@aipeite TIG aTraiTouueveg Awpideg BuBiopdTwy amd TN COKOUAQ Kal
TIPOCEKTIKA G@PayifeTe Eava TN GAKOUAQ yia va atro@UyETE UypOTIoinan oTa
pun xpnoipotromnBévra PBubiopata. Badete Tn cokoUAa TTiOw OTO Wuyeio
APECWG.

*  H rexvikn kaAng mAuong sivar moAU onuavrikn. Av n TTAUON eKTEAEITAI PE
T0 XépI, N OwaoTh TAUON emTuyXAveTalr KkareuBuvovtag duvath pon
OlaAUpaTOg TTAUCONG PE @IGAN TTAUONG HPE avoIXTO OTOUIO O€ OAOKANPN Tn
MIKPOTTAGKQ. ZUVIOTATAl QUTOUATI) CUCKEUN TTAUONG MIKPOTTAAKAG.

*  XpnoiyoTtroleite TTOAUKAVOAN TITTET IKkavhy va atreAeuBepwvel 8 1 12
KOIAOTNTEG TaUTOXpOova. AuTO emmiTayxuvel Tn diadikagia Kal TTapEXEl XPOVOUG
TTIO OMOIOPOPPNG ETTWACNG.

*  Xg OAa TO BAPOTA, O TIPOCEKTIKOG EAEYXOG XPOVIOUOU gival onuavTikég. H
évapén OAwv Twv TTEPIOdWV ETTWACNG YiveTal pe TNV OAOKANpwon Tng
TTPOOBNAKNG AvTIOPACTNPIOU.

. MpooBrikn 6Awv Twv SelyUATWV Kal avTiIdpacTnpiwy Ba TTPETTE va eKTEAEITAI
ME Tov id10 puBuod Kkai TNV idia akoAoubia.

MéBodog Aokipng

BApa 1 Ao@nAvere OAa Ta avmidpaaThpia Kal Ta deiyuaTa va £1I00ppOTTHO0UV O€
Bepuokpaacia dwpariou.
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BApa 2

BAipa 3

Brua 4

Bfipa 5

BAipa 6

BApa 7
BAua 8

BApa 9

TotroBeTeiTe ETIKETO OTO PUAAO TTPWTOKOAAOU YIO va UTTOONAWOETE TV
ToTroB£TNon dciypuatog oTIG KOIAOTATEG. ATToTEAE 0pOr £pyacTnpIakn
TTPAKTIKA VA EKTEAEITE T BEIYPATA EIG DITTAOUV.

MNa 1oloTiIKd TTPOoadiopIoud XpnolyoTroifote povo BaBuovountr A
(iaAidio ue kiTpivo Twua).

n

MNa nuI-TroooTiké TTPoadiopiond xpnaoipotroifote BaBuovountég A
€wg E, 0TTwg arreikovieTal oTnv TTapokaTw didtagn deiyparog.

MoioTiK6g Hui-MoooTik6g
A Kevocg S5 KLATT. A Kevoc S1 KLATT.
B -Control S6 B -Control S2
C + Control S7 C + Control 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 sS4 S12 H Cal E S8
1 2 3 1 2 3

Mpoetoiudete didAupa 1:101 ammd Ta deiyuaTa agbevv
avapelyviovtag 5 pl Twv opwv Twv acBevwyv pe 500ul Opou
Apaiwong.

Aoaipeite Ta ammaitovueva BuBiopata atmd 1o adko Kal BAalete TTiow TIG
AWPIBEG TTOU BeV £XETE XPNOIMOTIOINCEI OTN OPPAYIGUEVN OAKOUAQ GTO
wuyeio. TotmoBeTeite ao@aAwg Ta Bubiopata oTnv emiTAéov Baon TTou
TTaPEXETAL.

Alavépete pe tnv mméta 100 pl Toug ‘Etoiyoug Tpog  xprion
BaBuovountég, Toug OeTikOUG Kal ApvnTIKOUG €AEyXOUG Kal Ta
apaiwpéva Oeiypata aoBevwv (1:101) oTta katdAAnAa Bubiouata
oUPQWVA PE To QUAANO TTPWTOKOAAOU.

Znpeiwon: ZuptrepiAapBaveTe pia koIAdTnTa TT0U TrEPIEXEl 100 pl Opou
Apaiwong wg kevo avTidpacTtApio. MndevileTe TNV cucokeur) avayvwong
ELISA €vavTi Tou kevoU avTIdpaoTnpiou.

Emwadete yia 30 Aemrtd (+ 5 AeTrTd) o€ Ogpuokpagia dwuaTiou.

MAévete 4 @opég pe didAupa TTAUONG. MNa TTAUCIYO PE TO XEPI, YEUICETE
KGBe BuBIopa pe avacuoTtabév diGAupa TTAUoNG. lMeTdgre 1O ULYPO
AVACTPEPOVTAG Kal KTUTTWVTAG EAAPPd WOTE VA BYOUV Ta TTEPIEXOUEVT
KGBe KOIANOTNTAG I avappoPwvTag To uypod aTTd KaBe KoIAGTNTA. INa va
KAVETE QTTOTUTIWON OTO TEAOG TNG TeAeuTaiag TTAUONG, AVACTPEWTE TIG
AWPIBES Kal KTUTTAOTE TOIG KOIAOTNTEG EVTOVA TTAVW GE ATTOPPOPNTIKEG
XOPTIVEG  XEIPOTTETOETEG. A QUTOUATEG  OUOKEUEG  TTAUCIUATOG,
TTPOYPAMMATIOTE TNV OUOKEUR TTAUONG OUPPWVA PE TIG 0dnyieg Tou
KATOOKEUAOTH.

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

BApa 10 Emmwddere yia 30 Aetrtd (x 5 AeTrTd) o€ Bepuokpacia dwuaTiou.
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BApa 11 MAévete 6Aa Ta BuBiopata, OTTWG TTEPIypA@eTal 01O Bripa 8.

BApa 12 Aiavépete pe Tnv mméra 100 pl EvqupikoU YTToOTpwuOTOG O KABE
BUBIopa pe TNV idla o€Ipd Kal XpovIou6 OTTwG yia Tn ZUgeuén.

BARpa 13 Emwddete yia 30 Aemrtd (+ 5 AetrTdl) o€ Beppokpaaia dwyarTiou.

BApa 14 Aiavépete pe Tnv mmméra 100 pl AloAtparog Mavong oe kGBe BuBiopa
XPNOIYOTTOIWVTAG TNV idla aeIpd Kal Xpoviouo OTTWG yia Thv TTPoCOrKn
Tou EvqupikoU YmrooTpwpartog. AlaBAdeTe TIG TINEG ATTOPPOPNTIKOTNTAG
evtog 30 Aertwyv amré Tnv TpoaBrkn Tou AiloAUparog Mavong.

BAua 15 AiaBdote v amoppopnTikdTnTa KAGBe [Bubicparog oe 450 nm
Xpnoigotrolwvtag povou ) ota 450/630nm xpnoiyotroiwvtag dITTAou
MAKOUG KUPOTOG OUCKEUR avAyvwong JIKPOTTAGKAG évavTl Tou O€T
KEVOU avTIOpaoTNPiou o€ UNOEVIKN ATTOPPOPNTIKOTNTA.

MoioTik6g ‘EAgyxog

O1 BaBuovountég, o OeTikdg kal ApvnTikOg ‘EAeyxog kal £va kKevo avTidpaoTrplo
TPETTEl va ekTeEAOUVTAI Pe KABe dokipaaia yia TNV €akpifwaon TG akepaidTNTAG
Kal akpifeiag TnG Ookiyooiag. H évdeiEn amoppo@nTiKOTNTAG TOU  KEVOU
avTidpacTnpiou Ba TTpémmel va eival pikpoTepn Tou 0,3. O BaBuovountig A 6a
TPETTEl va €XEl €VOEIEN aTTOPPOPNTIKOTNTAG OXI MIKPOTEPN Tou 1,0, AAAWG n
dokiyacia Ba mpémel va emavaAngBei. O apvnTIKOG €Aeyxog TIPETTEl va gival
MIKpOTEPOG 0116 10 EU/mMI. Edv n dokipacia die§dyeTtan €16 dITTAOUV, 0 HEGOG OPOG
Twv d00 evdeifewv Ba TpéTmel va Aapfdvetal yia Tov TTpoadiopiopd EU/mI. Katd
TNV €KkTEAEOn Twv [OI0TIKWY TTPOCOIOPICHWY, N OTITIK TIUKVOTNTA  TOU
BaBuovounth A mpétrel va eival yeyaAlTepn atrd ekeivnv Tou apvnTikoU eAEyxou
Kal MIKPOTEPN atrd TNV OTTOPPOPNTIKOTNTA TOU OfeTIkoU eAéyxou. Ta nui-
TTOCOTIKOUG TTPOCDIOPICHOUG 0 BETIKOG EAEYXOG TTPETTEI va Oivel TINEG EVTOG TOU
PACPATOG TTOU dNAWVETAI OTO QIaAIdIO.

AMNOTEAEZMATA
YtmoAoyliopoi

O1 TTUKVOTNTEG TWV JEIYPATWY TWV AoBEVWV PUTTopoUV va TTPoadiopiaTouv WE pia
atrod Tig dUo PeBOOOUG:
1. NOOIOTIKOX MPOXAIOPIZEMOZ

Amop. Tou Aciyparog Aokipaciog
X EU/ml BaBpovopntn A = EU/ml Aciypa Aokiyaciog

Amrop. BaBpovountin A

JUVIOTATOl TO TTOIOTIKA OTTOTEAEOUOTA va  ava@épovTal wg “OeTikd” R
“‘apvnTikd.” Ta atroTeAéopara delyudTwy TTou gival geyaAlTepa atré ) ica pe
Tov BaBuovounti A Bewpouvtal BTIKA.

2. HMI-NOZOTIKOZ MPOZAIOPIZMOZ

ATTOTUTTWOTE TNV atroppoPnTIKATNTA TV BaBuovountwy A éwg E évavri Twv
QAVTIOTOIXWV OUYKEVIPWOEWY OE XOAPTi YPOPNUATWY YPOUMIKOU OpXEiou
kataypa®ns (linear-log graph paper). ATTOTUTTWOTE TIG OUYKEVTPWOEIG O€
EU/ml oTtov X-Gfova £vavtl TG amoppo@nTIKOTNTAG OTov Y-agova Kal
oxedIAoTE pia KAPTTUAN TTpocappoyrg amd onueio oe onueio. KabBopioTe TIg
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OUYKEVTPWOEIG TV OEIYNATWY aoBevwv aTTd TNV KAPTTUAN cUpewva e TIG
QVTIOTOIXEG TINEG ATTOPPOPNTIKOTNTAG. EVAAAOKTIKG, HIO KAUTTUAN TECOGPWV
TTAPAUETPWY PTTOPET va XPNOoIPoTIoINdEi yia TNV amoTuTTwan NG TPoTUTING
KQUTTUANG.

JuvIOTATal TA NUI-TTOCOTIKA ATTOTEAECMATA VA ava@épovial wg “BeTIKa,”
“‘apvnTtikd,” 1 “ampocdiopiota’ pe  TIHEG  povadag  EU/mIL.  Ta
amrpoodIOPIaTA/OPIOKA aTTOTEAECUATA Ba TTIPETTEl va eTTAvVEAEyXOvVTal Kal
agloAoyouvtal padi ye GAAeG epyaoTnplakég peBOdoUG.

Epunveia

O1 Tipég epunveiag TpoadiopioTnkav pe SokKIur 64 amAwv doTwv aiparog. To
onueio dlaxwpIiopoU KaBlEpwBnNKe XPENOIUOTIOIWVTAG TOV PECO OpPO TWV
ouvnBwyv avTikeiyévwy ouv 2 SD kal kaBdépioe Tnv aubaipetn TiUn Twv 20
EU/mI. H IMMCO Trpoteivel Tn xpAon Tou TTOPAKATw €UPOUG QvaQOPAG.
Kd&Be epyaoTrpio Ba TTpETTEl va ETTIKUPWVEL TIG TINEG OOKIYATiag yia TIG OIKEG
TOUG OUVONKEG.

TiyR PM/Scl Ab Epunveia

<20 EU/mI ApvnTikd

20-25 EU/mi AtrpoadidpiaTo (Opiakd)
>25 EU/ml O¢TIKO

BaBuovounting

O1 ‘Etoigor mpog Xprion BaBuovountég cuptreplAapBdavovTal yia  va
TTAPEXOUV NUI-TTOCOTIKO TTPOCBIOPICUS KAl TTPETTEI VA XPNOIMOTIOIOUVTAl OF
KGBe ekTéAeon. Acgiypata aoBevwyv  TTOU  TTEPIEXOUV  UWNAd  emTieda
AVTICWHATWY PTTOPOUV VA BWOOUV TIPEG ATTOPPOPNTIKOTNTAG WEYAAUTEPEG
amd ekeivn Tou BaBuovounti A. Tia Tov Tpoadiopicud akpIBWV nui-
TTOOOTIKWV TIHWY, auTd Ta Ociydata Ba TTPETTEl VO OPaIWVOVTal TTEPQITEPW
WOTE VA EUTTITITOUV €VTOG TOU €UPOUG TNG KAPTTUANG Tou BaBuovounTr 6tav
emmavegeTdlovral. MNa Tov Tpoadiopioud Tipwv EU/mI, TToAAaTTAGCIAoTE TIG
MOVAdEG TTOU aTTOKTABNKAV PE Tov SIaAUTN.

MEPIOPIZMOI AIAAIKAZIAZ

H Ookiyacia Oev Ba mpémel va  ekTeAeital o€ aidoAupéva, BakTnpidiakd
emyoAucpéva 1 Ammaipikd  deiypata. H  péBodog auty Ba  Tpémel  va
XpnolJoTroleital yia Tov éAeyxo OelyudTwyv avBpwTivou opol poévov. Ta
aTToTEAETUATA TTOU ATTOKTABNKAV £EUTTNPETOUV P6VOo wg Bonbnua aTn didyvwaon.
Méva Toug, autd Ta amoTeAéopata Oev Ba TIPETTEl va gpunvelovTal WG
OlayvwaTikd. AuTh n dokiyaaia Oev €xel eMKUPWOE ae TTaIdIaTPIKG TTANBUGHO.

Acgiyyata  BeTikd  yia avTIQWO@OANITTIOIKG  avTiowpara  (APL)  mBavwg
TTapouaiadouv dlooTaupwTh avTIOPACTIKOTNTA PE To avTiyovo PM/Scl. Zuviotérai
n emTTPOoBeTn €pyacTnpEIakr) OOKIPA BeTIkwy OelyudTwy va  TrepIAaPBAavel
dokipaaieg yia APL.

ANAMENOMENEZ TIMEZ
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Ta atmmoteAéopara TNG BOKINAG O€ PualoAoyikd TTANBuoud cuvhBwg avapévovTal
va gival apvnTikd. Av Ta atroteAéopaTa gival B€TIKA, emMTTPO0OeTn SOKIYN PTTOPED
va eyyunBei va TEKUNPIWOEI TO EUPAPATA AVTICWHPATOG TOU 0poU.

Emimrwon PM/Scl Avnowudnwv“

Opdada Néoou n n OeTIKO % OE€TIKO
Opada PM/Scl
MoAupuoaitida/ZkAnpodeppia 40 22 55
MoAupuoaciTida 40 3 7,5
>kAnpodepuia 205 27 13
‘EAeyxol Néowv
Peuparosidng ApBpitida 69 0 0
ZuoTnUaTikoeg epubnuaTwdng Alkog 114 3 2,5
"EAEYXO0l PEUPATIKWYV VOO WV 452 33 7

XAPAKTHPIZTIKA ANNOAOZHZ

H xpnoipgétnta Tou ImmuLisa™ PM/Scl ELISA yia Tnv avixveuon avTicwuaTwy
agloAoynBnke pe dokiur delypdTwy BeTIKOU KAl apvnTIKOU TTUpnvIakoU opou aTrod
UTTOKEIYEVA UTTOTITA YIa OIOTOPOXEG OUVOETIKOU I0TOU, Padi PE EAEyXOUG VOOWV
Kal “@ualoAoyIkoug” avBpwTTivoug opoUg. AuTd Ta deiypaTta SOKIUAOTNKAV ETTIONG
oe GMo kit ELISA vyia tnv avixveuon PM/Scl avtiowpdtwy. Autd T1a
arroteAéopaTa ocuvowidovTal KAaTWTEPW.

A. ImmuLisa™ PM/Scl ELISA évavti dAAou kit PM/Scl Antibody:
AAAo PM/Scl ELISA

OeTIKO ApvnTiko >0voho
IMMCO OeTIKO 20 6 26
PM/SCL Apvnrikd 3 56 59
ELISA >0voho 23 62 85
Zupguwvia OeTikou MNooooTou: 87,0%
2upowvia Apvntikou NocooTtou:  90,3%
2upo@wvia Mevikou NMocooToU: 89,4%

B. Aiootaupwtr) AvtidpaoTikétnta: ‘Eva olvoAo amé 80 deiypata pe moavh
dlagTaupoupevn avridpacon ammd aropa Pe GAAEG auTdvooeg SlaTapaxEg R BETIKA
yia dAAa auTtoavTiIoWwpaTa EETACTNKAV yia avTicwuaTta PM/Scl xpnoigoTroiwvrag
10 ImmuLisa™ PM/Scl ELISA.

Nnaénon n O€TIKO
OcTikd ENA* 48 5
KolAiokdkn 8 2
AuTtodvoon Ayyelitida 8 0
Néoog Tou Hashimoto 8 1
>UvoAo 72 8 (11%)

* Avtiowpata og E€aywyipa Mupnvikd Avtiyéva
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AkpiBeia

H akpifela dokipudoTnke pe BeTIKA deiyyaTa TTou emAEXONKav atrd 6Ao To pacua
NG dokipaciag. Zeipég dokiyaoiwv 3 emavaAfwewv TeipduaTtog (replicates)
oiefnxbnoav oe kdBe deiyya o€ didotTnua 3 nuepwyv. H emavaAnyiudtnta
TTPOCBIOPICTNKE PE 6 ETTAVOANWYEIG TTEIPAUATOG KABE deiypaTog.

Evrog
OAIKA TPOoCdiopIcUOU
AvakpiBeia Metagu nuepiv | (ETavaAnyiuénra)
Ap. Méoog
Aciypatog | OPOS SD SD SD

(S# (EU/ml) | (EU/ml) CV% | (EU/ml) CV% (EU/mI) CV%
1 14 1,01 7,0% 1,03 7,2% 1,40 9,6%
2 29 1,20 4,1% 1,28 4,4% 0,91 3,2%
3 58 245  42% | 3,36 5,8% 0,84 1,4%
4 116 7,30 6,3% | 9,07 7,7% 0,19 0,2%
5 231 19,29 84% | 26,07 11,1% 2,02 0,9%

FpappIkOTNTA

lMoAAaTTAég  ekTeAéoelg  TnGg  Ookiyooiag  eKTEAéOTNKAV  PE TR XpPRnon
avadITTAACIOoPOU TWV APAICEWY TwV OEIYHATWY 0€ OAO TO YPAUMIKO @ACuA ThG
dokiyaciag. O pyéoog 6pog TIUAG r? nrav 0,992 yI' auTég TIG EKTEAEDEIG PE Kapia
ekTéAean xaunAotepn amod 0,985. O ekTeAéoelg Twv BOKIYACIWY BewpouvTal
atmodekTEG av N r° uttepPaivel To 0,95.

Napéufaon

H mopéuBaon peAetBnke pe Tnv avapeign opwv e yvwaoTd emimeda PM/Scl
avTiIowuaTwy pe deiypgata opol mOavwg TrapedBalAopeva Kar Pe TNV PEAETN
amékAiong atté Ta avauevopeva atroteAéopata. Kayia onuavTikr rapéuacn dev
ekdnAWBNke yia TIG akOAouBeg oucieg oTa  emiTeda ToU  dnAWvovTal:
Aigoaaipivn (2 g/L), XoAepuBpivn (342 pmol/L), kai Peupatoeidng Mapdyovrag
(100 EU/mI).
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ssimmco
ImmuLisa™

ELISA Anticuerpos Anti-
PM/Scl

ETIQUETA DEL PRODUCTO
5101  ELISA Anticuerpos Anti-PM/Scl 96 Determinaciones

UTILIZACION PREVISTA

Inmunoensayo inmunosorbente ligado a enzimas (ELISA) para la deteccion
cualitativa y semicuantitativa de anticuerpos IgG anti-antigeno nucleolar PM/Scl
en el suero humano para ayudar en el diagnéstico de la polimiositis, la
escleroderma y una coincidencia de polimiositis y escleroderma junto con otras
conclusiones clinicas y de laboratorio.

RESUMEN Y EXPLICACION

Los anticuerpos anti-nucleares (AAN) son una parte caracteristica del suero de
pacientes con afecciones de los tejidos conectivos como el lupus eritematoso
sistémico (LES), la escleroderma (Scl), la polimiositis (PM), la dermatomiositis
(DM) o una coincidencia de PM/Scl. Los AAN son visualizador por varios
patrones de reaccion mediante la utilizacion de métodos de inmunofluorescencia
indirecta. Entre ellos, los mas comunes incluyen patrones homogéneos,
moteados, centromero y nucleolar. Cada patron de reaccion representa a
anticuerpos asociados con unos antigenos concretos y por consiguiente a una
enfermedad o un subconjunto de enfermedades. Por ejemplo, la reaccion
centrémero se relaciona con un subconjunto de escleroderma. De un modo
similar, la nucleolar se relaciona con la escleroderma, la polimiositis, la
dermatomiositis y una coincidencia de estas afecciones. Los patrones de
reaccion nucleolar son de tres tipos: homogéneos, con motas gruesas o
aterronados. Cada patron de reaccién representa a anticuerpos de una
especificidad concreta. El patron de reaccién nucleolar homogéneo esta
relacionado con los anticuerpos anti-PM/Scl. El complejo PM/Scl, también
conocido comunmente como exosoma humano, consiste en un complejo de
nueve proteinas y algunas otras proteinas que se asocian con este complejo.
Este complejo nuclear es mas abundante en el nucleolo. ' Este complejo esta
relacionado con el procesamiento del ARN y la degradacion del ARN mensajero.
Los anticuerpos anti-complejo PM/Scl estan presentes en aproximadamente un
30% de los pacientes con coincidencia PM/Scl, un 8% de los pacientes con PM,
un 11% de los pacientes con DM, y un 2% de los pacientes con escleroderma.
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La polimiositis es un subconjunto de miopatias inflamatorias idiomaticas (Mll)
caracterizado por una debilidad muscular crénica y la inflamacién de los
musculos esqueléticos.  Otros subconjuntos de la miopatia inflamatoria
idiomatica son la dermatomiositis y la miositis del cuerpo de inclusiéon. La MIl
es una afeccion rara con una incidencia de 0,5-1 por cada 100 000 habitantes.
La PM y la DM pueden presentarse durante la infancia o a la edad de 30-50
afios y es mas comun entre las mujeres (M:H 2,5:1). Como muchas otras
enfermedades autoinmunes, la polimiositis tiene un vinculo genético y esta
relacionada con el DRBL1.

Los autoanticuerpos son importantes para el diagnéstico y la comprension de las
miopatias inflamatorias. Los anticuerpos anti-PM/Scl se asocian con la
coincidencia de PM/Scl y hasta cierto punto con pacientes que sufren PM, DM o
Scl, y raramente LES.

Los anticuerpos anti-PM/Scl pueden ser detectados por inmunofluorescencia
indirecta en células HEp-2 con un patrén de reaccidon especifico, por
inmunodifusion utilizando extracto de timo de conejo, por inmunoprecipitacion y
por ELISA. Los antigenos contra los que reaccionan los anticuerpos PM/Scl son
la PM/Scl-75, una de las nueve proteinas del nucleo del exosoma humano, asi
como una proteina asociada, PM/Scl-100. Recientemente se ha identificado un
epitopo especifico contra el que reaccionan los anticuerpos anti-PM/Scl. La
utilizacion del péptido en lugar de la molécula entera puede proporcionar niveles
més altos de sensibilidad y especificidad en comparacion con las moléculas
largas por la reactividad cruzada, la exposicion del epitopo antigénico y la
densidad del epitopo. Este ensayo saca provecho de esos hallazgos e incorpora
una molécula de antigeno adecuada que presenta la mejor discriminacién a la
hora de detectar los anticuerpos anti-PM/Scl.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

El analisis se realiza como un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
(ELISA). Los micropocillos son recubiertos con antigeno PM/Scl y a continuacion
se realiza una fase de bloqueo de los sitios sin reaccion para reducir los vinculos
no especificos. Se incuban en los pozos recubiertos con el antigeno controles,
calibradores y muestras del suero del paciente para que los anticuerpos
especificos puedan presentarse en el suero para unirse al antigeno. Los
anticuerpos separados y otras proteinas del suero son eliminados lavando los
micropocillos. Se afiade en cada micropocillo conjugado igG anti-humana con
etigueta HRP. El conjugado no unido es eliminado lavandolo. A continuacion se
aflade 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 reaccion 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 espectrofotometro a 250 nm. Los
resultados son expresados en unidades de ELISA por milimetro (EU/mI) y
consignados como positivos o negativos.

REACTIVOS
Almacenamiento y preparacion
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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 esta 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-1 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.®

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 contaminacién 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.

Materiales proporcionados

ELISA ImmuLisa™ Anticuerpos Anti-PM/Scl 5101
El equipo contiene suficientes reactivos para realizar 96 determinaciones.
12x8 [MICROPLATE[PM/SCL]| Microplaca con  micropocillos  individuales

escindibles. Revestida con antigeno PM/Scl. Lista
para su utilizacion.

1x1.75ml  [CONTROL[+]JPM/SCL| Control Positivo listo para su utilizacién (tapon
rojo). Contiene suero humano positivo en
anticuerpos PM/Scl. El registro de concentracion
esperado en EU/ml estad impreso en la etiqueta.
1x1.75ml CONTROL[] Control Negativo listo para su utilizacién (tapon
blanco). Contiene suero humano.
5x1.75ml  [CALIBRATORJA[PM/SCL] Juego de 5 calibradores listos para su
utilizacion. Calibrador A (tap6n verde) 160 EU/m,
[CALIBRATORB[PM/SCL| Calibrador B (tap6n violeta) 80 EU/ml, Calibrador
[CALIBRATORICIPM/SCL] C (tapén azul) 40 EU/mI, Calibrador D (tapén
[CALIBRATOR|D|PM/SCL] amarillo) 20 EU/mI, y Calibrador E (tapén naranja)
1 EU/ml. Provenientes de suero humano con
[CALIBRATORIE[PM/SCL|  anticuerpos PM/Scl. Las concentraciones en
EU/mI estan impresas en las etiquetas.

1x 15 ml IgG-CONJ[HRP] Conjugado 1gG antihumano de cabra HRP. Listo
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para su utilizacién. De color rosa.

1x60ml Diluyente de suero. Listo para su utilizacion. De
color morado.

1x15ml SUBSTRATE|TMB Sustrato de enzima TMB. Listo para su utilizacion.
Proteger de la luz.

1x15ml STOP[H2S0O4 Solucién de parada. Lista para su utilizacion.

2x BUF|WASH Tampon de lavado en polvo. Reconstituir a un
litro cada uno.

1x Hojas de protocolo

Componentes opcionales

1 x 60ml [BUF|WASH Tampon de lavado liquido concentrado.
Reconstituir a un litro.

Simbolos utilizados en las etiquetas

Numero de lote
Numero de catalogo
IVD| Utilizacion diagndstica in vitro

Utilizar antes de
Temperatura de almacenamiento
Leer las instrucciones antes de utilizar

Numero de analisis

L b~

Fabricante
Materiales necesarios pero no suministrados

Agua desionizada o destilada

Botella de plastico blando para el tampon 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

+ Lavador de microplaca automatico capaz de suministrar 200 pl

RECOGIDA Y TRATAMIENTO DE ESPECIMENES

En este procedimiento sélo deberian utilizarse especimenes de suero. Los
especimenes muy hemolizados, lipémicos o contaminados microbiolégicamente
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
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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 analisis 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
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 tampo6n 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 incubacién empieza al terminar de afiadir el
reactivo.

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

Método de analisis
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 préactica 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.
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Paso 4

Paso 5

Paso 6

Paso 7
Paso 8

Paso 9

Paso 10
Paso 11
Paso 12

Paso 13
Paso 14

Paso 15

Cualitativo Semi-cuantitativo
A Base S5 Etc. A Base 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 Ca E S8

1 2 3 1 2 3

Prepare una dilucién 1:101 de las mezclas del paciente mezclando 5
pl del suero del paciente con 500ul de Diluyente de Suero.

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.

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 funcién del reactivo base.

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

Lavelo 4x con tampon de lavado. Para un lavado manual, llene cada
micropocillo con tampén 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 dltimo 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.

Vierta 100 pl de Conjugado en los micropocillos.
Incdbelo 30 minutos (x 5 min) a temperatura ambiente.
Lave todos los micropocillos siguiendo las instrucciones del Paso 8.

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

Incdbelo 30 minutos (x 5 min) a temperatura ambiente.

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

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.
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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 medicion 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 <10 EU/ml. Si se
realiza la prueba por duplicado, deberia tomarse la media de ambas lecturas
para determinar la lectura en EU/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
Calculos

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

1. DETERMINACION CUALITATIVA

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

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

2. 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 EU/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 EU/ml. Los
resultados indeterminados/al limite deberian ser analizados de nuevo y
evaluados con otros métodos de laboratorio.

Interpretacién

Los valores de interpretacion fueron determinados analizando las muestras
de sangre de 64 donantes normales. El limite fue establecido utilizando la
media de los sujetos normales mas 2 SD y se le asigné un valor arbitrario
de 20 EU/ml. IMMCO recomienda la utilizacién del registro de referencia
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siguiente. Cada laboratorio deberia validar los valores del ensayo para sus
propias condiciones.

Valor anticuerpos anti-PM/Scl Interpretacién

<20 EU/mI Negativo

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

Calibrador

Los calibradores listos para utilizar vienen incluidos para proporcionar una
determinacion semi-cuantitativa y deben ser utilizados en cada andlisis. 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, €sos
especimenes deberian diluirse mas para que entren en el registro de la
curva del calibrador al volver a analizarlos. Para determinar los valores en
EU/ml, multiplique las unidades obtenidas por el factor de dilucién.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

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. Los resultados obtenidos
solo sirven como ayuda en el diagnéstico. Independientemente, estos resultados
no deberian ser interpretados como diagnosticos. Este ensayo no ha sido
validado en una poblacién pediatrica.

Los especimenes positivos en anticuerpos antifosfolipidos (AFL) pueden
presentar reactividad cruzada con el antigeno PM/Scl. Es recomendable que los
andlisis de laboratorio adicionales de muestras positivas incluyan ensayos para
AFL.

VALORES ESPERADOS

Normalmente se espera que los resultados de los andlisis en la poblacion normal
sean negativos. Si los resultados son positivos, pueden necesitarse analisis
adicionales para confirmar los hallazgos de anticuerpos en el suero.

Incidencia de anticuerpos anti-PM/Scl’

Grupo de enfermedades n n Positivo % Positivo
Grupo PM/Scl
Polimiositis/Escleroderma 40 22 55
Polimiositis 40 3 7,5
Escleroderma 205 27 13
Controles de enfermedades
Artritis reumatoide 69 0 0
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Lupus eritematoso sistémico 114 3 2,5
Controles de enfermedades reumaticas 452 33 7

CARACTERISTICAS DE FUNCIONAMIENTO

La utilidad de las pruebas ELISA ImmuLisa™ OM/Scl para la deteccién de
autoanticuerpos fue evaluada analizando especimenes de suero nucleolar
positivos y negativos de sujetos sospechosos de sufrir afecciones del tejido
conectivo junto con controles de enfermedades y sueros humanos "normales".
Estos especimenes también fueron analizados con otro equipo de analisis ELISA
para la deteccién de anticuerpos anti-PM/Scl. Los resultados se resumen a
continuacion.

A. ELISA ImmuLisa™ PM/Scl vs. otro equipo de anticuerpos PM/Scl:
Otro ELISA PM/Scl

Positivo Negativo Total
IMMCO Positivo 20 6 26
PM/SCL Negativo 3 56 59
ELISA Total 23 62 85
Concordancia de porcentaje positivo: 87,0%
Concordancia de porcentaje negativo: 90,3%
Concordancia de porcentaje total: 89,4%

B. Reactividad cruzada: Un total de 80 especimenes potencialmente reactivos
cruzados de individuos con otras afecciones autoinmunes o que dieron positivo
en otros autoanticuerpos fueron analizados en anticuerpos PM/Scl utilizando el
sistema ELISA ImmuLisa™ Anticuerpos PM/Scl.

Enfermedad n Positivo
Positivo ENA* 48 5
Enfermedad celiaca 8 2
Vasculitis autoinmune 8 0
Enfermedad de Hashimoto 8 1
Total 72 8 (11%)

* Anticuerpos de Antigenos Nucleares Extraibles

Precision

La precision fue analizada con especimenes positivos seleccionados en todo el
registro del ensayo. Se realizaron andlisis de tres muestras duplicadas de cada

espécimen durante tres dias. La repetibilidad fue determinada con 6 muestras
duplicadas de cada espécimen.
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Dentro de serie
Imprecisién total Entre dias (Repetibilidad)
Ne Media SD SD SD
S | (Buml) | (BUmI) Cv% | (EUmI) CV% | (EUml) CV%
1 14 1,01 7,0% 1,03 7,2% 1,40 9,6%
2 29 1,20 4,1% 1,28 4,4% 0,91 3,2%
3 58 2,45 4,2% 3,36 5,8% 0,84 1,4%
4 116 7,30 6,3% 9,07 7,7% 0,19 0,2%
5 231 19,29 8,4% 26,07 11,1% 2,02 0,9%
Linealidad

Se realizaron multiples series de ensayos utilizando diluciones dobles de
muestras en todo el &mbito lineal del ensayo. El valor medio r® fue de 0,992 para
esas series y ninguna serie fue inferior a 0,985. Las series de ensayos se
consideraban aceptables cuando el r? era superior a 0,95.

Interferencia

La interferencia fue estudiada mezclando sueros con niveles de anticuerpos
PM/Scl conocidos con muestras de suero con interferencia potencial y
estudiando la desviacién 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

(100 EU/m).
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*immco

ImmuLisa™
PM/Scl-Antikorper-ELISA

PRODUKTBEILAGE
5101  PM/Scl-Antikérper-ELISA 96 Bestimmungen

VERWENDUNGSZWECK

Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest (ELISA) fur die qualitative und
semiquantitative Erfassung von IgG Antikdrpern zum nukleolaren Antigen PM/Scl
im Humanserum, um in der Diagnose von Polymyositis, Sklerodermie oder einer
Uberlagerung von Polymyositis und Sklerodermie in Verbindung mit anderen
klinischen und Laborbefunden zu unterstitzen.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Antinukleére Antikdrper (ANA) sind ein besonderes Merkmal im Serum von
Patienten mit Bindegewebserkrankungen (CTD) wie z. B. systemischer Lupus
erythematodes (SLE), Sklerodermie (Scl), Polymyositis (PM), Dermatomyositis
(DM), oder PM/Scl-Uberlagerung. ANA  wird durch  verschiedene
Reaktionsmuster unter Verwendung von indirekten Immunfluoreszenz-Methoden
visualisiert. Die Ublichsten davon umfassen homogene, gesprenkelte, Zentromer
und nukleoldre Muster. Jedes Reaktionsmuster reprasentiert Antikdrper, die mit
einem bestimmten Antigen oder Antigenen und folglich einer Erkrankungs- oder
Erkrankungsuntergruppe assoziiert sind. Zum Beispiel ist die Zentromer-
Reaktion mit einer Untergruppe der Sklerodermie assoziiert. Entsprechend ist
das Nukleoldre mit Sklerodermie, Polymyositis, Dermatomyositis und einer
Uberlagerung dieser Zusténde assoziiert. Die nukleoldren Reaktionsmuster sind
von dreierlei Art: homogen, grob gesprenkelt oder klumpig. Jedes
Reaktionsmuster stellt Antikorper einer bestimmten Spezifitit dar. Das
homogene nukleolédre Reaktionsmuster ist mit Antikdrpern zu PM/Scl assoziiert.
Der PM/Scl-Komplex, der auch allgemein als menschliches Exosom bezeichnet
wird, besteht aus einem Komplex von neun Eiweil3stoffen und einigen anderen
EiweiRstoffen, die mit diesem Komplex assoziieren. Dieser Kernkomplex ist im
Nukleolus am reichlichsten.** Dieser Komplex ist an der Verarbeitung der
ribosomalen Ribonukleinsdure und am Boten-RNA-Abbau beteiligt. Antikérper
zum PM/Scl-Komplex sind in etwa 30 % von Patienten mit PM/Scl-Uberlagerung,
8 % von Patienten mit PM, 11 % von Patienten mit DM und 2 % von Patienten
mit Sklerodermie vorhanden.

Polymyositis ist eine Untergruppe von idiopathischen inflammatorischen
Myopathien (IBM) gekennzeichnet durch chronische Muskelschwéche und
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Skelettmuskelentziindung.  Andere Untergruppen  der idiopathischen
inflammatorischen Myopathie sind Dermatomyositis und
Einschlusskoérpermyositis. IBM ist eine seltene Erkrankung mit einer berichteten
Inzidenz von 0,5-1 pro 100 000. PM und DM kdnnen entweder in der Kindheit
oder im Alter von 30-50 Jahren bei Uberwiegend weiblichen Personen (F:M
2,5:1) auftreten. Wie viele andere Autoimmunerkrankungen hat Polymyositis eine
genetische Verbindung und ist mit DRB1 verbunden.

Autoantikbrper sind bei der Diagnose und dem Verstdndnis von
inflammatorischen Myopathien wichtig. Die Antikdrper zu PM/Scl sind mit der
PM/Scl-Uberlagerung und in gewissem Grade bei Patienten mit PM, DM oder Scl
und selten bei SLE assoziiert.

Antikdrper zu PM/Scl kénnen durch die indirekte Immunfluoreszenz auf HEp-2-
Zellen mit einem spezifischen Reaktionsmuster, durch Immundiffusion unter
Verwendung von Kaninchen-Thymusextrakt, durch Immunprézipation und durch
ELISA erkannt werden. Die Antigene auf die PM/Scl-Antikérper reagieren, sind
PM/Scl-75, eines der neun Kernkomplexproteine des menschlichen Exosoms,
sowie auf einen assoziierten Eiwei3stoff PM/Scl-100. Kurzlich wurde ein
spezifisches Epitop, auf das die PM/Scl-Antikdrper reagieren, identifiziert. Das
Verwenden des Peptids anstatt des ganzen Molekils kann héhere
Empfindlichkeitsstufen und  Spezifitadt aufgrund von  Kreuzreaktivitét,
Antigenepitop-Exposition und Epitopdichte im Vergleich zu den Volllangen-
Molekilen bereitstellen. Diese Prifung profitiert von diesen Befunden und
enthdlt ein  geeignetes  Antigen-Molekul, das mit dem Besten
Unterscheidungsvermdégen im Erkennen von Antikérpern zu PM/Scl aufwartet.

GRUNDSATZE DES VERFAHRENS

Der Test wird als ein enzymgekoppelter Festphasenimmunadsorptionstest
(ELISA) ausgefihrt. Individuelle Mikrovertiefungen werden mit dem PM/Scl-
Antigen beschichtet gefolgt von der Blockade der unreagierten Stellen, um das
nichtspezifische Binden zu reduzieren. Kontrolle, Kalibrator und Patientenserum-
Proben werden in den mit Antigen beschichteten Vertiefungen inkubiert und
ermdglichen spezifischen im Serum vorhandenen Antikdrpern sich an die
Antigene zu binden Ungebundene Antikdrper und andere Serumproteine werden
durch Waschen der Mikrovertiefungen entfernt. Mit HRP markiertes anti-
menschliches 1gG-Konjugat wird zu jeder Vertiefung hinzugegeben. Das
ungebundene 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 Intensitdt des Farbwechsels, der zur
Konzentration an Antikdrpern proportional ist, wird durch ein Spektralphotometer
bei 450 nm abgelesen. Die Resultate werden in ELISA-Einheiten pro Milliliter
(EU/ml) ausgedriickt und als positiv oder negativ berichtet.

REAGENZIEN

Lagerung und Vorbereitung
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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
Prazipitat vorhanden ist. Alle Reagenzien mussen vor dem Gebrauch auf
Raumtemperatur (20-25°C) 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 Trocknungsmittel
enthaltenden Beutel sorgfaltig wieder versiegelt werden, um Kondensation zu
verhindern, und bei 2-8°C gelagert werden.

VorsichtsmalRnahmen

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.5

Die Anweisungen wie sie in dieser Kit-Beilage angegeben sind sollten
genau befolgt werden, um giltige 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™ PM/Scl-Antikérper-ELISA 5101
Kits enthalten ausreichende Reagenzien, um 96 Bestimmungen auszufiihren.
12x8 [MICROPLATE[PM/SCL]| Mikroplatte ~ mit individuell — abbrechbaren

Mikrovertiefungen.  Beschichtet mit PM/Scl-
Antigen. Gebrauchsfertig.

1x1.75ml  [CONTROL[+[PM/SCL] Einsatzbereite Positivkontrolle  (roter
Verschlussdeckel) Enthalt fir PM/Scl-Antikérper
positives Humanserum. Der erwartete
Konzentrationsbereich in EU/ml ist auf dem Etikett
aufgedruckt.

1x1.75ml  [CONTROL[] Einsatzbereite Negativkontrolle (weiRer

Verschlussdeckel). Enth&lt Humanserum.

5x1.75ml  [CALIBRATORJA[PM/SCL]| Einsatzbereiter Satz von 5 Kalibratoren.
Kalibrator A (gruiner Verschlussdeckel) 160 EU/m,
[CALIBRATOR[B[PM/SCL] Kalibrator B (violetter Verschlussdeckel) 80 EU/m,
[CALIBRATORIC|PM/SCL|  Kalibrator C (blauer Verschlussdeckel) 40 EU/m,
Kalibrator D (gelber Verschlussdeckel) 20 EU/mI
[CALIBRATORID|PM/SCL| und Kalibrator E (orangener Verschlussdeckel) 1
[CALIBRATORIE[PM/SCL]  EU/mI. Abgeleitet aus Humanserum, das PM/Scl
Antikérper enthalt. Konzentrationen in EU/ml sind

auf den Etiketten aufgedruckt.
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SUBSTRATE|TMB

STOP|H2S04
BUF|WASH

Optionale Komponenten

1 x 60 ml

Auf Etiketten verwendete Symbole

Al =
E[E
| |

<
)

E<P>s~1a

BUF|WASH

Chargen nummer

Katalognummer

Verwenden bis

Lagertemperatur

Anzahl an Tests

Hersteller

HRP-Ziege anti-menschliches 1gG-Konjugat.
Gebrauchsfertig. Farbcode rosa.

Serumverdinnungsmittel. Gebrauchsfertig.
Farbcode violett.

TMB-Enzymsubstrat. Gebrauchsfertig. Vor Licht
schitzen.

Stopp-L&sung. Gebrauchsfertig.

Pulver Waschpuffer. Zu je einem Liter
wiederherstellen.

Protokollblatter

Flussiger konzentrierter Waschpuffer. Zu einem
Liter herstellen.

In vitro diagnostischer Gebrauch

Die Anleitung vor dem Gebrauch durchlesen

Erforderliche Aber Nicht Bereitgestellte Materialien

Entsalztes oder destilliertes Wasser

Quetschflasche, um verdinnten Waschpuffer aufzunehmen
Pipetten fir 5 pl bis 1000 pl

Einwegpipettenspitzen

*  Saubere Reagenzglaser 12 x 75 mm und Reagenzglasgestell

Zeitmesser
*  Saugféhige Papierhandtiicher

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

+  Automatischer Mikroplattenwascher, fahig 200 pl zu dispensieren

PROBENENTNAHME UND HANDLING

Bei diesem Verfahren sollten nur Serumproben verwendet werden. Grob
lipamisch oder mikrobisch verunreinigte Proben koénnen die
Leistung des Tests beeintrdchtigen und sollten nicht verwendet werden. Die
Proben bei 2-8°C fiur 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, eingefrorene Proben

hamolisierte,

innerhalb eines Jahres zu prifen.
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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 au3erhalb des Kastens
fur 30 Minuten verbleiben. Alle ungebrauchten Proben und Reagenzien
sofort nach dem Gebrauch wieder in den Kuhlschrank stellen.

«  Erforderliche Mikrovertiefungsstreifen aus dem Beutel entnehmen 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
adaguates Waschen dadurch erreicht, dass ein kraftiger Waschpufferstrom
mit einer breitspitzigen Spritzflasche tber 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 sorgféltige 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 Protokollblatt kennzeichnen, um die Probenanordnung in den
Vertiefungen anzuzeigen. Es ist gute Laborpraktik, mit einer
zweifachen Ausfuhrung der Proben zu arbeiten.

Schritt 3 Fur eine qualitative Bestimmung nur den Kalibrator D (Phiole mit
gelbem Verschlussdeckel) verwenden

oder

fur 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 S4
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Schritt 4

Schritt 5

Schritt 6

Schritt 7
Schritt 8

Schritt 9

Schritt 10
Schritt 11
Schritt 12

Schritt 13
Schritt 14

Schritt 15

E S1 S9 E CalB S5
F S2 S10 F CalC S6
G S3 Si1 G Cal D S7
H S4 S12 H CalE S8
1 2 3 1 2 3

1:101 Verdiinnung der Patientenproben durch Mischen von 5 pl der
Patientenseren mit 500ul des Serumverdinnungsmittels
vorbereiten.

Die erforderlichen Mikrovertiefungen aus dem Beutel entnehmen
und ungebrauchte Streifen im versiegelten Beutel wieder zurlick in
den Kihlschrank stellen. Die Mikrovertiefungen sicher im extra
bereitgestellten Halter platzieren.

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

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

30 Minuten (x5 Minuten) bei Raumtemperatur inkubieren.

4x mit dem Waschpuffer waschen. Um manuell zu waschen, fillen
Sie jede Mikrovertiefung mit dem wiederhergestellten Waschpuffer.
Die Flussigkeit 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 Papierhandtichern ausklopfen, um am
Ende des letzten Waschens zu blotten. Bei einer automatischen
Wascheinrichtung programmieren Sie diese gemall den
Anweisungen des Herstellers.

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

30 Minuten (x5 Minuten) bei Raumtemperatur inkubieren.
Alle Mikrovertiefungen wie in Schritt 8 waschen.

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

30 Minuten (x5 Minuten) bei Raumtemperatur inkubieren.

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.

Die Absorbtion jeder Mikrovertiefung bei 450 nm unter
Verwendung eines Ein- oder bei 450/630nm unter Verwendung
eines Zweiwellenlangen-Mikroplattenlesers gegen die auf Null-
Absortion gesetzte Reagenz-Leerprobe ablesen.
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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 <10 EU/ml sein. Wenn der Test als zweifache Ausfiihrung
durchgefihrt wird, sollte der Mittelwert der zwei Messdaten aufgenommen
werden, um EU/ml zu bestimmen. Beim Durchfilhren von Qualitativen
Bestimmungen muss die optische Dichte von Kalibrator D gréRer sein als die der
Negativkontrolle und kleiner als die Absorption der Positivkontrolle. Fir
semiquantitative Bestimmungen muss die Positivkontrolle Werte im auf der
Phiole angegebenen Bereich ergeben.

RESULTATE
Berechnungen

Die Konzentrationen der Patientenproben kodnnen durch zwei Methoden
bestimmt werden:

1. QUALITATIVE BESTIMMUNG

Abs. des Priifmusters
---------------------------- X EU/ml von Kalibrator D = EU/mI Testprobe
Abs. von Kalibrator D

Es wird empfohlen, dass qualitative Resultate als "positiv" oder "negativ"
berichtet werden. Probenresultate groRer 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 EU/m| auf der X-Achse gegenuiber der Absorption auf
der Y-Achse aufnehmen und eine Punkt-Zu-Punkt-Kurvenanpassung
zeichnen. Die Konzentrationen der Patientenproben von der Kurve gemaf
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 EU/ml Einheitswerten berichtet werden.
Unbestimmte/Grenz-Resultate sollten erneut getestet und zusammen mit
anderen Labormethoden bewertet werden.

Ausdeutung

Die Ausdeutungswerte wurden durch Prufen von 64 normalen Blutspendern
bestimmt. Der Cutoff wurde unter Verwendung des Mittelwerts der normalen
Probanden plus 2 SD bestimmt und einem beliebigen Wert von 20 EU/mI
zugeordnet. IMMCO empfiehlt den Gebrauch des nachstehenden
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Referenzbereichs. Jedes Labor sollte Prifungswerte fiir seine eigenen
Bedingungen validieren.

PM/Scl Ab Wert Ausdeutung

<20 EU/mI Negativ

20-25 EU/mI Unbestimmt (Grenzlinie)
> 25 EU/mI Positiv

Kalibrator

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

BEGRENZUNGEN DES VERFAHRENS

Die Priifung sollte nicht bei &uf3erst héamolisierten, mikrobisch verunreinigten
oder lipdmischen Proben ausgefiihrt werden. Diese Methode sollte nur zur
Prifung von Humanserum-Proben verwendet werden. Die erhaltenen Resultate
dienen nur als eine Hilfe bei der Diagnose. Fur sich alleine genommen, sollten
diese Resultate nicht als diagnostisch interpretiert werden. Diese Prifung wurde
nicht an einer padiatrischen Population validiert.

Proben positiv fur Antiphospholipid-Antikérper (APL) kreuzreagieren potenziell
mit dem PM/Scl-Antigen. Es wird empfohlen, dass zusétzliche Laborpriifungen
von positiven Proben Prifungen fir APL einschlieRen.

ERWARTETE WERTE

Bei einer normalen Population sind die Testresultate gewo6hnlich als negativ zu
erwarten. Bei positiven Resultaten kénnen zusétzliche Tests gerechtfertigt sein,
um die Serum-Antikdrperbefunde zu erharten.

Inzidenz von PM/SCI-Antiktjrpern4

Krankheitsgruppe n n Positiv Positiv %
PM/Scl-Gruppe
Polymyositis/Sklerodermie 40 22 55
Polymyositis 40 3 7,5
Sklerodermie 205 27 13
Krankheitskontrollen
Rheumatoidarthritis 69 0 0
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114 3
452 33 7

Systemischer Lupus erythematodes
Rheumatische Krankheitsbekampf,

LEISTUNGSEIGENSCHAFTEN

Die Nutzlichkeit des ImmuLisa™ PM/Scl ELISA fiir die Erfassung von
Autoantikérpern wurde durch Prifen nukleolarer positiver und negativer
Serumproben von vermuteten Bindegewebserkrankungsprobanden sowie
Krankheitsbekdmpfungen und "normalen” Humanseren bewertet. Diese Proben
wurden auch bei einem anderen ELISA-Pruf-Kit fur die Erfassung von PM/Scl-
Antikdrpern geprift. Die Resultate sind nachstehend zusammengefasst.

A. ImmuLisa™ PM/Scl ELISA gegenliber anderem PM/Scl-Antikdrper-Kit:
Andere PM/Scl ELISA

Positiv Negativ Gesamt
IMMCO Positiv 20 6 26
PM/SCL Negativ 3 56 59
ELISA Gesamt 23 62 85
Positive Prozent-Ubereinstimmung: 87,0 %
Negative Prozent-Ubereinstimmung: 90,3 %
Gesamte Prozent-Ubereinstimmung: 89,4 %

B. Kreuzreaktivitdt: Insgesamt 80 potenziell kreuzreaktive Proben von
Personen mit anderen Autoimmunerkrankungen oder positiv fir andere

Autoantikérper wurden auf PM/Scl-Antikdrper unter Verwendung von
ImmuLisa™ PM/Scl ELISA gepriift.

Zustand n Positiv

ENA positiv * 48 5

Zoliakie 8 2

Autoimmune Vasculitis 8 0

Hashimoto Erkrankung 8 1

Gesamt 72 8 (11%)

* Antikorper zu Extrahierbaren Kernantigenen

Préazision

Die Prazision wurde mit 6 aus dem gesamten Bereich der Prifung ausgewahlten
positiven Proben geprift. Priifungsablaufe von 3 Replikaten jeder Probe wurden
in 3 Tagen durchgefiihrt. Die Wiederholbarkeit wurde mit 6 Replikaten jeder

Probe bestimmt.

Innerhalb des
Zwischen Ablaufs
Gesamtungenauigkeit Tagen (Wiederholbarkeit)
Mittelwert SD SD SD
S# EU/mI EU/mI CV % EU/mI  CV% EU/mI CV %
1 14 1,01 7,0% 1,03 7.2% 1,40 9,6%
2 29 1,20 4,1% 1,28 4,4% 0,91 3,2%
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3 58 2,45 4,2% 3,36 5,8% 0,84 1,4%

4 116 7,30 6,3% 9,07 7, 7% 0,19 0,2%

5 231 19,29 8,4% 26,07 11,1% 2,02 0,9%
Linearitat

Mehre Prifungsablaufe wurden unter Verwendung von verdoppelten
Verdiinnungen von Proben tberall im linearen Bereich der Priifung durchgefihrt.
Der durchschnittliche r*Wert war 0,992 fiir diese Durchgange ohne einen
Durchgang niedriger als 0,985. Priifungsablaufe werden als annehmbar erachtet,
wenn r° 0,95 tiberschreitet.

Interferenz

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

PM/Scl Anticorps ELISA

ENCART PRODUIT
5101  PM/Scl Anticorps ELISA 96 Déterminations

UTILISATION VISEE

L’'immunoanalyse par liaison enzymique (ELISA) pour la détection qualitative et
semi-quantificative des anticorps IgG a l‘antigéne nucléolaire PM/SCI dans le
sérum humain en tant qu’outil d’aide au diagnostic de la polymyosite, de la
sclérodermie ou d’un chevauchement de la polymyosite et de la sclérodermie en
conjonction avec d’autres résultats de laboratoire et cliniques.

RESUME ET EXPLICATION

Les anticorps anti-nucléaires (AAN) sont un ftrait caractéristique des patients
atteints de désordres du tissu conjonctif (DTC) tel que le lupus érythémateux
disséminé (LED), la sclérodermie (Scl), la polymyosite (PM), la dermatomyosite
(DM) ou le chevauchement PM/Scl. Les AANs sont visualisés par différents
modeéles de réaction en utilisant des méthodes d’immunofluorescence indirectes.
Par celles-ci, les plus répandues sont les modéles homogenes, tachetés,
centroméres et nucléolaires. Chaque modele de réaction représente des
anticorps associés avec un ou des antigéne(s) particuliers et ainsi a une maladie
ou a un sous-ensemble de la maladie. Par exemple, la réaction centromere est
associée a un sous-ensemble de la sclérodermie. De la méme facgon, la
nucléolaire est associée avec la sclérodermie, la polymyosite, la dermatomyosite
et aux chevauchements de ces conditions. Il existe trois types de réactions dans
le modeéle de réaction nucléolaire : homogéne, tacheté significativement ou une
masse compacte. Chaque modele de réaction représente des anticorps d’'une
spécificité particuliere. Le modeéle de réaction homogéne nucléolaire est associé
avec les anticorps au PM/Scl. Le complexe PM/Scl, aussi appelé communément
I'exosome humain, est formé d’'un complexe de neuf protéines et de quelques
autres protéines qui s’associent a ce complexe. Le coeur du complexe est plus
abondant que la nucléole™™. Ce complexe est impliqué dans le traitement des
ARN ribosomiques et annonce la dégradation des ARN. Les anticorps au
complexe PM/Scl se trouvent chez environ 30% des patients avec un
chevauchement PM/Scl, 8% des patients avec la PM, 11% des patients avec la
DM et 2% des patients atteints de sclérodermie.

La polymyosite est un sous-ensemble des myopathies idiopathiques
inflammatoires (MIl) qui sont caractérisés par une faiblesse musculaire et une
inflammation des muscles squelettiques. Parmi les autres sous-ensembles des
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myopathies idiopathiques inflammatoires nous trouvons la dermatomyosite et la
myosite corporelle incluse. La MIl est un désordre rare avec une incidence
signalée de 0,5-1 pour 100 000. La PM et la DM ont lieu soit durant I'enfance soit
entre 30 et 50 ans avec une prépondérance féminine (F M 2,5:1). Comme
beaucoup d’autre maladies auto-immunes, la polymyosite a un lien génétique et
elle est liée a la DRBL1.

Les auto-anticorps sont importants dans le diagnostic et la compréhension des
myopathies inflammatoires. Les anticorps au PM/Scl sont associés avec le
chevauchement PM/Scl et jusqu’a un certain point avec les patients atteints de
PM, de DM ou de Scl et rarement chez ceux ayant le LED.

Les anticorps au PM/Scl peuvent étre détectés par le biais dune
immunofluorescence indirecte sur les cellules Hep-2 avec un modéele de réaction
spécifique, par immunodiffusion en utilisant un extrait de thymus de lapin, par
immunoprécipitation et par ELISA. Les antigénes auxquels les anticorps PM/Scl
réagissent sont au PM/Scl-75, I'un des neuf protéines du coeur de complexe de
I'exosome humain, ainsi qu’a une protéine associée, la PM/Scl-100. Récemment,
un épitope spécifiqgue auquel les anticorps PM/Scl réagissent a été identifié.
L’utilisation du peptide a la place de la molécule entiére peut procurer des
niveaux de sensibilité et de spécificité supérieurs par rapport a des molécules
entiéres a cause de la réactivité croisée, de I'exposition a I'épitope antigénique et
de la densité de I'epitope. Cette analyse tire bénéfice de ces résultats et
incorpore une molécule antigéne adaptée qui représente la meilleure
discrimination pour la détection des anticorps au PM/Scl.

PRINCIPE DE LA PROCEDURE

Le test est réalisé en tant qu'immunoanalyse par liaison enzymique (ELISA). Les
micro-récipients individuels sont couverts d’antigeéne PM/Scl suivi d’'une mesure
de blocage des emplacements inaltérés afin de réduire les liaisons non-
spécifiques. Les contrbles, les calibreurs et les échantillons de sérum patient
sont incubés dans les récipients couverts d'antigenes pour permettre a des
anticorps spécifigues présents dans le sérum de se relier a I'antigéne. Les
anticorps non-reliés et les autres protéines de sérum sont enlevés en lavant les
micro-récipients. Le conjugué IgG anti-humain marqué HRP est ajouté a chaque
récipient. 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 qui est généré par la conversion du
substrat TMB en un produit a réaction coloré. La réaction est arrété est l'intensité
du changement de couleur, qui est proportionnel a la concentration d’anticorps,
est mesurée par un spectrophotomeétre a 450 nm. Les résultats sont donnés en
ELISA Units par millilitre (El/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.
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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 dérivée humaine utilisés ont été testés pour le HBsAg,
HCV, HIV-1 et 2 et le HTLV-1 et les résultats ont été négatifs en accord avec les
tests obligatoires de la FDA. Cependant, les dérivés de sang humain et les
spécimens patient doivent étre considérés comme potentiellement infectieux.
Suivez de bonnes pratiques de laboratoire pour le stockage, la délivrance et
I'écoulement de ces matériaux’.

Les instructions doivent étre suivies exactement 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™ PM/Scl Anticorps ELISA 5101
Le kit contient assez de réactifs pour réaliser 96 déterminations
12x8 [MICROPLATE[PM/SCL] Microplague avec des  micro-récipients

individuels séparés. Couverte avec de I'antigene
PM/Scl. Préte a I'emploi.

1x1.75ml  [CONTROL[+[PM/SCL] Contréle positif (capsule rouge) prét a 'emploi.
Contient du sérum humain positif aux anticorps
PM/Scl. L'éventail de concentration espéré en
EU/mI est imprimé sur I'étiquette.

1x1.75ml CONTROL[] Contréle négatif (capsule blanche) prét a
I'emploi. Contient du sérum humain.

5x1.75ml  [CALIBRATORJA[PM/SCL]| Série de 5 Calibreurs préts a I'emploi. Calibreur A

(capsule verte) 320 EU/mI, Calibreur B (capsule

[CALIBRATOR[B[PMISCL]  ;lctte) 80 EU/mI, Calibreur C (capsule bleu) 40

[CALIBRATORIC|PM/SCL]  EU/mI, Calibreur D (capsule jaune) 20 EU/mI et

[CALIBRATOR|D[PM/SCL] Calibreur E (capsule orange) 1 EU/mI. Dérivés de

sérum humain contenant des anticorps PM/Scl.

[CALIBRATORIE[PM/SCL]|  Les concentrations en EU/mI sont imprimées sur
les étiquettes.

1x 15 ml IgG-CONJ[HRP] Conjugué 1gG d'HRP goat antihumain. Prét a
I'emploi. Code couleur rose.

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

1x15ml SUBSTRATE|TMB Substrat d’enzyme TMB. Prét a l'emploi. A
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protéger de la lumiére.

1x15ml STOP|H2S04 Solution stop. Préte a I'emploi.

2x 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.

Symboles utilisés sur les étiquettes

Numéro de Lot
REF| Numéro catalogue

Utilisation a diagnostic in vitro

A utiliser avant le:

Température de stockage

Lire les instructions avant utilisation

Nombre de tests

E <P 3

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 a 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 microplaques a double longueur d’onde est disponible,
le filtre de référence doit étre placé a 600-650 nm

* Unlaveur de microplaques automatique capable de distribuer 200 pl

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.
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PROCEDURE

Notes concernant la procédure

»  Lire avec attention I'encart du produit avant de commencer I'analyse.

* Toutes les dilutions avec les échantillons patient doivent étre préparées
avant le début de 'analyse.

» 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 apres utilisation.

* Enlevez les lamelles obligatoires des micro-récipients du sachet et recollez
avec précaution le sachet pour éviter la condensation des récipients non
utilisés. Reposez le sachet 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 accélére le processus et génére des temps d’incubation
plus uniformes.

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

+ L’addition de tous les échantillons et des réactifs doit étre réalisée 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
de réaliser 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.
Quialitative Semi-quantitative
A Vierge S5 Etc. A Vierge S1 Etc.
B -Contrdle S6 B -Contrdle S2
C + Contrdle S7 C |_+ Contrdle S3
D CalD S8 D CalA S4
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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

Etape 4 Préparez une dilution 1:101 des échantillons patient en mélangeant 5
pI du sérum patient avec 500ul de diluant 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 I'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 pl de sérum diluant en
tant que réactif vierge. Mettez sur zéro le lecteur ELISA contre le
réactif vierge.

Etape 7 Incubez 30 minutes (+ 5 min) & 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 Incubez 30 minutes (+ 5 min) & 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 Incubez 30 minutes (+ 5 min) & température ambiante.

Etape 14 Pipetez 100 ul 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.

Contrdle 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

une lecture d’absorbance supérieur ou égale a 1,0 sinon le test devra étre

répété. Le contréle négatif doit étre <10 EU/mI. Si le test est lancé en double, la
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moyenne des deux lectures doit étre prise pour déterminer EU/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-quantitatives, le contrdle positif doit donner
des valeurs comprises dans I'éventail mentionné sur la fiole.

RESULTATS

Calculs

Les concentrations des échantillons patient peuvent étre déterminées par I'une
des deux méthodes suivantes :

1. DETERMINATON QUALITATIVE
Abs. Echantillon test

X EU/mI du Calibreur D= EU/mI 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 EU/ml sur la base X par rapport a
I'absorbance sur la base Y et tracez une courbe point par point. Déterminez
les concentrations des échantillons patient en se basant sur la courbe en
accord avec les valeurs d’absorbance correspondantes. Alternativement,
une courbe a quatre parameétres peut étre utilisée pour tracer la courbe

standard.

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

Interprétation

Les valeurs d’interprétation ont été déterminées en testant 64 donneurs de
sang normaux. La limite supérieure a été déterminée en utilisant la moyenne
des sujets normaux plus 2 SD et une valeur arbitraire de 20 EU/ml lui a été
fixée. L'IMMCO suggere ['utilisation de I'éventail de référence ci-dessous.
Chaque laboratoire devrait valider les valeurs d’analyse pour leurs propres

conditions.

Valeur anti-Jo-1 Ab Interprétation

<20 EU/mi Négatif

20-25 EU/mI Indéterminé (Limite)
>25 EU/mI Positif

Calibreurs
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Les calibreurs préts-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 de la courbe du
calibreur lorsqu’ils seront testés de nouveau. Pour déterminer les valeurs
EU/ml, multipliez les unités obtenues par le facteur de dilution.

LIMITES DE LA PROCEDURE

L'analyse ne doit pas étre menée sur des échantillons largement hémolizés,
contaminés de microbes ou lipémiques. Cette méthode ne doit étre utilisée que
sur des échantillons de sérum humain. Les résultats obtenus ne servent que
d’aide au dignostic. Pris de maniére indépendante, les résultats ne doivent pas
étre interprétés comme un diagnostic. L’analyse n’a pas été validée auprées d'une
population pédiatrique.

Les spécimens positifs aux anticorps antiphospholipides (APL) peuvent
potentiellement réagir de maniére croisée avec l'antigéne PM/Scl. Il est
recommandé que l'analyse additionnelle des échantillons positifs prenne en
compte des analyses a la recherche d'APL.

VALEURS ATTENDUES

Les résultats auprés d'une population normale devraient normalement étre
négatifs. Si les résultats sont positifs, une analyse additionnelle peut étre justifiée
afin de corroborer les résultats concernant les anticorps présents dans le sérum.

Incidence des Anticorps PM/Scl*

Groupe maladie n n positif % Positifs
Groupe PM/Scl
Polmyosite/Sclérodermie 40 22 55
Polymyosite 40 3 7,5
Sclérodermie 205 27 13
Controles maladie :
Arthrite rhumatoide 69 0 0
Lupus érythémateux disséminé 114 3 2,5
Contr6les maladies rhumatismales 452 33 7

CHARACTERISTIQUES DE LA PERFORMANCE

L’utilité d’ImmuLisa™ PM/Scl ELISA pour la détection des auto-anticorps a été
évaluée en testant des sérums spécimens nucléolaires positifs et négatifs a partir
de sujets susceptibles d’étre atteints de désordres du tissu conjonctif, ainsi que
des contr6les maladie et du sérum humain « normal ». Ces spécimens ont
également été testé avec un autre kit test ELISA pour la détection des anticorps
PM/Scl. Les résultats sont résumés ci-dessous.
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A. ImmuLisa™ PM/Scl ELISA contre d’autres kits PM/Scl Anticorps:
Autre PM/Scl ELISA

Positif Négatif Total
IMMCO Positif 20 6 26
PM/SCL Négatif 3 56 59
ELISA Total 23 62 85

Concordance en pourcentage cas positifs ~ 87,0%
Concordance en pourcentage cas négatifs  90,3%
Concordance en pourcentage totale 89,4%

B. Réactivité croisée Un total de 80 spécimens potentiellement a réactivité-
croisée provenant d’individus avec d’autres désordres auto-immunitaires ou
positifs a d’autres auto-anticorps ont été testés a la recherche d'anticorps PM/Scl
en utilisant 'lmmuLisa™ PM/Scl Anticorps ELISA.

Condition n Positif
ENA positif* 48 5
Maladie cceliaque 8 2
Angéite auto-immune 8 0
Thyroidite d’Hashimoto 8 1
Total 72 8 (11%)

* Anticorps aux Antigénes Nucléaires Solubles

Précision

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

sur 3 mesures de chaque spécimen pendant 3 jours. La fidélité a été déterminée
avec 6 mesures de chaque spécimen.

Au cours de
Imprécision I’exécution
totale Entre les jours Fidélité
Moyenne SD SD SD
S# | (EUml) | (EU/m]) CV% (EU/mI) CV% (EU/mI) CV%
1 14 1,01 7,0% 1,03 7,2% 1,40 9,6%
2 29 1,20 4,1% 1,28 4,4% 0,91 3,2%
3 58 2,45 4,2% 3,36 5,8% 0,84 1,4%
4 116 7,30 6,3% 9,07 7,7% 0,19 0,2%
5 231 19,29 8,4% 26,07 11,1% 2,02 0,9%
Linéarité

49



FR

Des exécutions d’analyse multiples ont été réalisées en utilisant des dilutions
doublés d’échantillons au travers de I'éventail linéaire de I'analyse. La valeur r?
moyenne était de 0,992 pour ces exécutions avec aucune exécution en dessous
de 0,985. Les exécutions d’analyse sont considérées comme acceptables si r?
est supérieur a 0,95.

Interférence

L’interférence a été étudiée en mélangeant du sérum avec des niveaux
d’anticorps PM/Scl connus avec des échantillons de sérum potentiellement
interférant puis en étudiant la déviation par rapport aux résultats escomptés.
Aucune interférence significative n’a été démontré pour les substances suivante
aux niveaux indiqués : Hemoglobin (2 g/L), Bilirubin (342 umol/L), et facteur
rhumatoide (100 EU/mI).
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ssimmco
ImmuLisa™

PM/Scl Antibody ELISA

FOGLIO ILLUSTRATIVO DEL PRODOTTO
5101  PM/Scl Antibody ELISA 96 determinazioni

USO PREVISTO

Dosaggio di immunoassorbimento enzimatico (ELISA) per la determinazione
qualitativa e semiquantitativa degli anticorpi IgG diretti contro I'antigene
nucleolare della PM/Scl nel siero umano, come ausilio nella diagnosi di
polimiosite, scleroderma o sovrapposizione polimiosite/scleroderma, in
combinazione con altri risultati clinici e di laboratorio.

RIASSUNTO E SPIEGAZIONE

Gli anticorpi antinucleari (ANA) sono un tratto caratteristico nel siero dei pazienti
con disturbi del tessuto connettivo (DTC) come ad esempio lupus eritematoso
sistemico (LES), scleroderma (Scl), polimiosite (PM), dermatomiosite e
sovrapposizione PM/Scl. Gli ANA vengono visualizzati in base a vari schemi di
reazione utilizzando metodi di immunofluorescenza indiretta. Fra questi, i piu
comuni includono gli schemi omogeneo, punteggiato, centromerico e nucleolare.
Ogni schema di reazione rappresenta gli anticorpi associati con un particolare
antigene, quindi una malattia o un sottoinsieme di malattie. Per esempio, la
reazione centromerica € associata con il sottoinsieme dello scleroderma.
Analogamente, lo schema nucleolare €& associato con lo scleroderma, la
polimiosite, la dermatomiosite e la sovrapposizione di queste condizioni. Gli
schemi di reazione nucleolare sono di tre tipi: omogenei, punteggiati grossolani o
a grappolo. Ogni schema di reazione rappresenta anticorpi di una particolare
specificita. Lo schema di reazione nucleolare omogeneo € associato agli
anticorpi anti-PM/Scl. Il complesso PM/Scl, chiamato anche comunemente
esosoma umano, € costituito da un insieme di nove proteine e alcune altre
proteine associate a tale insieme. Questo complesso core presenta la massima
abbondanza nel nucleolo™* ed & coinvolto nell'elaborazione del’lRNA ribosomale
e nella degradazione del’lRNA messaggero. Anticorpi anti-complesso PM/Scl
sono presenti in circa il 30% dei pazienti con sovrapposizione PM/Scl, I'8% dei
pazienti con PM, I'11% dei pazienti con dermatomiosite e il 2% dei pazienti con
scleroderma.

La polimiosite & un sottoinsieme di miopatie infiammatorie idiopatiche (Mll)
caratterizzate da debolezza muscolare cronica e infiammazione dei muscoli
scheletrici.  Altri sottoinsiemi della miopatia inflammatoria idiopatica sono la
dermatomiosite e la miosite da corpi inclusi. La MIl e un disturbo raro con

51



IT

incidenza documentata di 0,5-1 casi su 100 000. PM e dermatomiosite
compaiono nell'infanzia o alleta di 30-50 anni, con una prevalenza per la
femmina (F:M, 2,5:1). Analogamente a molte altre malattie autoimmuni, la
polimiosite ha un collegamento genetico ed € correlata a DRB1.

Gli autoanticorpi sono importanti nella diagnosi e nella comprensione delle
miopatie infiammatorie. Gli anticorpi anti-PM/Scl sono associati alla
sovrapposizione PM/Scl e, in parte, ai pazienti con PM, dermatomiosite o Scl;
raramente al LES.

Gli anticorpi anti-PM/Scl possono essere rilevati mediante immunofluorescenza
indiretta su cellule HEp-2 con uno specifico schema di reazione, per
immunodiffusione  utilizzando estratto timico di coniglio, mediante
immunoprecipitazione ed ELISA. Gli antigeni con cui reagiscono gli anticorpi
anti-PM/Scl sono PM/Scl-75, una delle nove proteine core del complesso
dellesosoma umano, oltre a una proteina associata, PM/Scl-100.
Recentemente, € stato identificato un epitopo specifico con cui reagiscono gli
anticorpi anti-PM/Scl. L'uso di un peptide piuttosto che dell'intera molecola pud
fornire livelli maggiori di sensibilita e specificita rispetto alle molecole complete, a
causa della reattivita crociata, dell’esposizione dell’epitopo antigenico e della
densita dell’epitopo. Questo dosaggio trae vantaggio da questi risultati e include
una molecola antigenica idonea che presenta la discriminazione migliore nel
rilevamento degli anticorpi anti-PM/Scl.

PRINCIPI DELLA PROCEDURA

I test viene eseguito come dosaggio di immunoassorbimento enzimatico (ELISA)
in fase solida. Singoli micropozzetti sono rivestiti con I'antigene PM/Scl cui segue
il blocco dei siti che non hanno reagito per ridurre il legame non specifico.
Controllo, calibratore e campioni di siero del paziente vengono incubati nei
pozzetti rivestiti con I'antigene per consentire agli anticorpi specifici presenti nel
siero di legarsi all'antigene. L'anticorpo non legato e le altre proteine seriche
vengono rimossi tramite lavaggio dei micropozzetti. A ogni micropozzetto viene
quindi aggiunto un coniugato anti-lgG umane marcato con HRP. Il coniugato
non legato viene rimosso mediante lavaggio. Viene quindi aggiunto ai pozzetti
un substrato enzimatico specifico (TMB) e viene rilevata la presenza degli
anticorpi tramite una variazione di colore prodotta dalla conversione del substrato
TMB in un prodotto di reazione colorato. La reazione viene arrestata e l'intensita
della variazione di colore, che & proporzionale alla concentrazione anticorpale,
viene letta con uno spettrofotometro a 450 nm. | risultati sono espressi in unita
ELISA per millilitro (UE/ml) e refertati come positivi o 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. Tutti i
reagenti devono essere portati a temperatura ambiente (20-25 °C) prima dell'uso.
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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.’

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.

Materiali forniti

ImmuLisa™ PM/Scl Antibody ELISA 5101
| kit contengono reagenti sufficienti per eseguire 96 determinazioni.
12x 8 [MICROPLATE[PM/SCL] Micropiastra con micropozzetti separabili

singolarmente. Rivestimento con antigene
PM/Scl. Pronta per l'uso.

1x1.75ml  [CONTROL[+[PM/SCL] Controllo positivo (tappo rosso), pronto per
I'uso. Contiene siero umano positivo per gli
anticorpi anti-PM/Scl. L'intervallo di
concentrazione previsto in UE/ml € stampato
sull'etichetta.

1x1.75ml CONTROL[] Controllo negativo (tappo bianco), pronto per
I'uso. Contiene siero umano.
5x1.75ml  [CALIBRATORJAJPM/SCL] Serie di 5 calibratori pronti per ['uso.

Calibratore A (tappo verde) 160 UE/mlI,
[CALIBRATORB[PM/SCL| calibratore B (tappo viola) 80 UE/ml, calibratore
[CALIBRATOR|C[PM/SCL] C (tappo blu) 40 UE/ml, calibratore D (tappo

[CALIBRATOR[D[PM/SCL] giallo)) 20 UE/ml, e calibratore E (tappo
arancione) 1 UE/ml. Derivati da siero umano

[CALIBRATORJE[PM/SCL]| contenente  anticorpi  anti-PM/Scl.  Le
concentrazioni in UE/ml sono stampate sulle
etichette.

1x 15 ml IgG-CONJ[HRP] Coniugato HRP di montone anti-IgG umane.
Pronto per 'uso. Colore codificato rosa.

1x60ml Diluente per siero. Pronto per l'uso. Colore
codificato porpora.

1x15ml SUBSTRATE|TMB Substrato enzimatico TMB. Pronto per l'uso.
Proteggere dalla luce.

1x15ml STOP|H2S04 Soluzione di arresto. Pronta per 'uso.
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2x BUF|WASH Tampone di lavaggio in polvere. Ricostituire a
un litro ciascuno.

[y
x

Schede del protocollo

Componenti facoltativi

1x 60 ml BUF|WASH Tampone di lavaggio concentrato liquido.
Ricostituire a un litro.

Simboli utilizzati sulle etichette

Codice del lotto
Numero di catalogo
IVD Per uso diagnostico in vitro

Utilizzare entro
Temperatura di conservazione
Attenzione, vedere le istruzioni per I'uso

Numero di test

L P~

Fabbricante
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.

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
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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.

L'aggiunta di tutti i campioni e dei reagenti deve avvenire alla stessa velocita
e con la stessa sequenza.

Metodo del test
Passaggio 1 Lasciar equilibrare a temperatura ambiente tutti i reagenti e i

campioni.

Passaggio 2 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.

Passaggio 3 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.
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Passaggio 4

Passaggio 5

Passaggio 6

Passaggio 7
Passaggio 8

Passaggio 9

Passaggio 10
Passaggio 11
Passaggio 12

Passaggio 13

Qualitativa Semiquantitativa
A Bianco S5 Ecc. A Bianco S1 Ecc.
B S6 B - S2
C + S7 C + S3
D Cal D S8 D Cal A S4
E S1 S9 E Cal B S5
F S2 S10 F CalC S6
G S3 Si1 G Cal D S7
H S4 S12 H CalE 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.
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.
Pipettare 100 pl di coniugato nei micropozzetti.

Incubare per 30 minuti (£ 5 minuti) a temperatura ambiente.
Lavare tutti i micropozzetti come al Passaggio 8.

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

Incubare per 30 minuti (£ 5 minuti) a temperatura ambiente.
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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 I'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. |l calibratore A deve
avere una lettura dell'assorbanza non inferiore a 1,0 altrimenti il test deve essere
ripetuto. Il controllo negativo deve essere <10 UE/ml. Se il test viene eseguito in
duplicato, calcolare la media di due letture per determinare il valore in UE/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 UE/ml del calibratore D = UE/ml del campione test
Ass. calibratore D

Si raccomanda di refertare i risultati qualitativi come "positivi" 0 "negativi".
Risultati del campione superiori o pari al calibratore D sono considerati
positivi.

2. 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 UE/ml sull'asse X rispetto all'assorbanza sull'asse 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
quattro parametri per tracciare la curva standard.
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Si raccomanda di refertare i risultati semiquantitativi come "positivi",
"negativi" o "indeterminati" con i valori delle unita in UE/ml. In presenza di
risultati indeterminati/borderline, ripetere il test e valutare unitamente ad altri
metodi di laboratorio.

Interpretazione

| valori di interpretazione sono stati determinati testando 64 donatori di
sangue normali. Il cut-off & stato stabilito utilizzando la media dei soggetti
normali piu 2 DS ed ¢ stato assegnato un valore arbitrario di 20 UE/ml.
IMMCO suggerisce l'uso dell'intervallo di riferimento riportato di seguito.
Ogni laboratorio deve convalidare i valori del dosaggio in base alle proprie

condizioni.

Valore antic. anti-PM/Scl  Interpretazione

<20 UE/ml Negativo

20-25 UE/ml Indeterminato (borderline)
>25 UE/ml Positivo

Calibratore

Il kit include calibratori pronti alluso 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
nellintervallo della curva del calibratore alla ripetizione del test. Per
determinare i valori UE/ml, moltiplicare le unita ottenute per il fattore di
diluizione.

LIMITI DELLA PROCEDURA

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. | risultati ottenuti servono solo come ausilio
nella diagnosi. Considerati da soli, questi risultati non devono essere interpretati

come diagnostici. Questo dosaggio non é stato convalidato nella popolazione
pediatrica.

I campioni positivi per gli anticorpi antifosfolipidi (APL) possono presentare una
reazione crociata con I'antigene PM/Scl. Si raccomanda di includere i dosaggi
per gli APL tra i test di laboratorio aggiuntivi per i campioni positivi.

VALORI PREVISTI

| risultati del test previsti in una popolazione normale sono solitamente negativi.
Se i risultati sono positivi, possono essere giustificati altri test per suffragare i
riscontri anticorpali serici.
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Incidenza degli anticorpi anti-PM/Scl*

Gruppo malattia n n positivi % positivi
Gruppo PM/Scl
Polimiosite/scleroderma 40 22 55
Polimiosite 40 3 7,5
Scleroderma 205 27 13
Controlli di malattia
Artrite reumatoide 69 0 0
Lupus eritematoso sistemico 114 3 2,5
Controlli di malattia reumatica 452 33 7

CARATTERISTICHE PRESTAZIONALI

L'utilita del dosaggio ImmuLisa™ PM/Scl ELISA per il rilevamento degli
autoanticorpi e stata valutata testando campioni di siero positivi e negativi per la
reazione nucleolare, da soggetti con sospetto disturbo del tessuto connettivo,
accanto a controlli di malattia e sieri umani “normali”. Questi campioni sono
anche stati testati su un altro kit ELISA per il rilevamento degli anticorpi anti-
PM/Scl. Questi risultati sono riepilogati nella seguente tabella.

A. ImmuLisa™ PM/Scl ELISA vs. altro kit per il rilevamento degli anticorpi anti-
PM/Scl.

Altro ELISA PM/Scl

Positivo Negativo Totale
IMMCO Positivo 20 6 26
PM/SCL Negativo 3 56 59
ELISA Totale 23 62 85
Concordanza percentuale positiva: 87%
Concordanza percentuale negativa: 90,3%
Concordanza percentuale totale: 89,4%

B. Reattivita crociata: 80 campioni totali con reattivita crociata potenziale,
provenienti da soggetti con altri disturbi autoimmuni o positivi per altri
autoanticorpi, sono stati testati per gli anticorpi anti-PM/Scl utilizzando il

dosaggio ImmuLisa™ PM/Scl ELISA.

Condizione n Positivo
ENA positivi* 48 5
Malattia celiaca 8 2
Vasculite autoimmune 8 0
Malattia di Hashimoto 8 1
Totale 72 8 (11%)

* Anticorpi per gli antigeni nucleari estraibili (ENA)
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Precisione

La precisione € stata testata con campioni positivi selezionati attraverso
l'intervallo del dosaggio. In 3 giorni sono state condotte sessioni di dosaggio di 3
replicati di ogni campione. La ripetibilita & stata determinata con 6 replicati di ogni
campione.

Imprecisione Tra le sessioni
totale Trai giorni (Ripetibilita)

N. Media DS DS DS

c (UE/ml) | (UE/ml) CV % (UE/ml) CV % (UE/ml) CV %
1 14 1,01 7% 1,03 7,2% 1,4 9,6%
2 29 1,2 4,1% 1,28 4,4% 0,91 3,2%
3 58 2,45 4,2% 3,36 5,8% 0,84 1,4%
4 116 7,3 6,3% 9,07 7,7% 0,19 0,2%
5 231 19,29 8,4% 26,07 11,1% 2,02 0,9%

Linearita

Sono state eseguite sessioni di dosaggio multiple raddoppiando le diluizioni dei
campioni attraverso l'intervallo lineare del dosaggio. Il valore r* medio per queste
sessioni era di 0,992 e nessun valore era inferiore a 0,985. Le sessioni di
dosaggio sono ritenute accettabili se r supera 0,95.

Interferenza

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

FOLHETO DO PRODUTO
5101 Anticorpos anti-PM/Scl ELISA 96 Determinacdes

AMBITO DE UTILIZACAO

Ensaio imuno-enzimético (ELISA) para a deteccdo qualitativa e semi-
quantificacdo de anticorpos IgG ao antigénio nucleolar PM/Scl presente no soro
humano, com o objectivo de ajudar no diagnéstico da polimiosite e
escledodermia, ou da sobreposicdo da polimiosite e da esclerodermia, em
conjunto com outras descobertas laboratoriais e clinicas.

RESUMO E EXPLICACAO

Os anticorpos antinucleares (ANA) sdo uma caracteristica marcante no soro de
pacientes com disturbios do tecido conjuntivo (CTD), como o ldpus eritematoso
sistémico (LES), a esclerodermia (Scl), a polimiosite (PM), a dermatomiosite
(DM) ou a sobreposicdo de PM/Scl. Os ANA sdo visualizados através de
diversos padrdes de reaccdo, utilizando métodos de imunofluorescéncia
indirecta. Destes, os mais comuns incluem padrdes homogéneos, pontilhados,
centromeros e nucleolares. Cada padrdo de reaccdo representa anticorpos
associados a antigénio(s) particular(es) e, assim, uma doeng¢a ou um sub-
conjunto de doencgas. Por exemplo, a reacgdo centrobmera estd associada a um
sub-conjunto de esclerodermia. Da mesma forma, a nucleolar esta associada a
esclerodermia, a polimiosite, a dermatomiosite e a sobreposi¢cdo destas
doencgas. Os padrBes de reaccdo nucleolar sdo de trés tipos: homogéneos,
irregularmente salpicados ou grumosos. Cada padrdo de reacgdo representa
anticorpos de especificidades particulares. A reacgdo nucleolar homogénea esta
associada aos anticorpos anti PM/Scl. O complexo PM/Scl, também conhecido
como exosoma humano, consiste num complexo de nove proteinas e de
algumas outras proteinas que se associam a este complexo. Este complexo
principal é mais abundante no nucléolo. ** Este complexo esta envolvido no
processamento ribossémico do RNA e na degradag&do do RNA mensageiro. Os
anticorpos anti complexo PM/Scl estdo presentes em cerca de 30% dos
pacientes com sobreposicdo de PM/Scl, 8% dos pacientes com PM, 11% dos
pacientes com DM e 2% dos pacientes com esclerodermia.

A polimiosite € um sub-conjunto de miopatias inflamatérias idiopaticas (IBM),

caracterizadas pelo enfraquecimento muscular crénico e pela inflamagéo

musculo-esquelética. Outros sub-conjuntos da miopatia inflamatéria idiopatica

sdo a dermatomiosite e a miosite por corpos de inclusdo. A IBM é um distirbio
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raro com uma incidéncia relatada de 0,5-1 por 100 000. A PM e a DM podem
ocorrer quer durante a infancia, quer entre os 30-50 anos. com preponderancia
feminina (F:M 2,5:1). Conforme acontece com diversas doencas auto-imunes, a
polimiosite possui uma ligagéo genética e esta relacionada com o DRBL1.

Os autoanticorpos sdo importantes para o diagnostico e conhecimento das
miopatias inflamatérias. Os anticorpos anti-PM/Scl estdo associados a
sobreposicdo PM/Scl e, em certa medida, a pacientes com PM, DM ou Scl, e
raramente ao LES.

Os anticorpos anti-PM/Scl podem ser detectados através da imunofluorescéncia
indirecta sobre as células HEp-2, com um padréo de reacgdo especifico, através
da imunodifusédo, utilizando extracto de timo de coelho, por imunoprecipitacdo e
por ELISA. Os antigénicos aos quais 0s anticorpos anti-PM/Scl reagem sdo os
PM/Scl-75, uma das nove principais proteinas complexas do exosoma humano,
bem como a uma proteina associada, PM/Scl-100. Foi recentemente identificado
um epitopo especifico ao qual os anticorpos da PM/Scl reagem. A utilizacdo do
peptideo em vez da molécula inteira pode fornecer niveis de sensibilidade e de
especificidade mais elevados, quando comparados com as moléculas de corpo
inteiro, devido a reactividade cruzada, a exposi¢cdo do epitopo antigénico e a
densidade do epitopo. Este ensaio beneficia destas descobertas e incorpora
uma adequada molécula de antigénio que apresenta a melhor discriminacédo na
detecgdo de anticorpos anti-PM/Scl.

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

O teste é realizado como um imunoensaio enzimatico de base sdélida (ELISA).
Os micropocos individuais sdo revestidos com antigénio de PM/Scl, seguido pelo
blogueamento de locais ndo reagentes, para reduzir a ligagdo nao-especifica. O
controlo, o calibrador e o soro do paciente sdo incubados em pogos revestidos
com antigénios, permitindo que os anticorpos especificos presentes no soro se
liguem ao antigénio. Os anticorpos nao ligados e as outras proteinas do soro séo
eliminados através da lavagem dos micropocos. E adicionado a cada pogo
conjugado HRP de cabra IgG anti humano. O conjugado nédo ligado é eliminado
através de lavagem. Posteriormente, € adicionado aos pogos um substrato de
uma enzima especifica (TMB) e a presenca de anticorpos € detectada através
de uma mudanca de cor produzida pela conversdo do substrato TMB para um
produto de reacg¢do colorido A reaccdo é interrompida e a intensidade da
mudanca de cor, que € proporcional a concentracédo de anticorpos, é lida através
de um espectrofotémetro a 450 nm. Os resultados sdo expressos em Unidades
ELISA por mililitro (EU/ml) e comunicados como positivos ou negativos.

REAGENTES

Armazenamento e Preparacéo

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

N&o utilizar reagentes se estes ndo apresentarem uma cor transparente ou se
houver presenca de um precipitado. Todos os reagentes devem ser guardados a
temperatura ambiente (20-25°C) antes da sua utilizacéo.
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Reconstituir o tampé&o de lavagem a 1 litro com agua destilada ou desionizada.
Quando armazenado a 2-8°C, o tampao 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 condensagéo e ser
armazenadas a 2-8°C.

Precaucdes

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

As instru¢des devem ser seguidas exactamente conforme constam no
presente folheto deste kit, a fim de assegurar resultados validos. Né&o
trocar os componentes do kit com componentes provenientes de outras fontes.
Devem ser cumpridas as boas praticas laboratoriais, a fim de minimizar a
contaminagcdo 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™ Anticorpos anti-PM/Scl ELISA 5101

O kit contém reagentes suficientes para realizar 96 determinacoes.

12x8 [MICROPLATE[PM/SCL] Microplaca com  micropogos individuais
separados. Revestidos com antigénio PM/Scl.
Pronto a utilizar,

1x1.75ml  [CONTROL[+[PM/SCL| Controlo Positivo (tampa vermelha) pronto a
utilizar. Contém soro humano positivo para
anticorpos PM/Scl. A faixa de concentracéo
esperada em EU/mI esté impressa na etiqueta.

1x1.75 ml CONTROL[] Controlo Negativo pronto a utilizar (tampa
branca). Contém soro humano.

5x1.75ml  [CALIBRATORJA[PM/SCL] Conjunto de 5 Calibradores pronto a utilizar.

Calibrador A (tampa verde) 160 EU/ml, Calibrador

[CALIBRATOR]B[PM/SCL| B (tampa violeta) 80 EU/mI, Calibrador C (tampa

[CALIBRATORICIPM/SCL]  azul) 40 EU/mlI, Calibrador D (tampa amarela) 20

[CALIBRATOR|D[PM/SCL] EU/ml e Calibrador E (tampa laranja) 1 EU/mI.

Derivado do soro humano contendo anticorpos

[CALIBRATOR[E[PM/SCL]  PM/Scl. As concentragdes em EU/ml estio
impressas na etiqueta.

1x15ml 1gG-CONJ|HRP Conjugado HRP de cabra IgG anti humano.
Pronto a utilizar, Cédigo de cor rosa.

1x60ml Diluente de Soro. Pronto a utilizar, Cédigo de cor
purpura.

1x15ml SUBSTRATE|TMB Substrato enzimatico TMB. Pronto a utilizar,

Proteger daluz.
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1x15ml STOP|H2S0O4 Solucéo de Paragem. Pronta a utilizar,

2 [BUF|[WASH Tampé&o de lavagem de p6. Reconstituir para
um litro cada.

1x Folhas de Protocolo

Componentes Opcionais

1 x 60ml BUF|WASH Tampdo de Lavagem Liquido concentrado.
Reconstituir para um litro.

Simbolos utilizados nas etiquetas

Numero de lote

Al |
HH
| (=

Numero de catalogo

=
O

Para utilizagcéo diagndstica in vitro
Utilizacéo por

Temperatura de armazenamento
Ler as instru¢des antes de utilizar

NuUmero de testes

E<P>s~1a

Fabricante
Material Exigido Mas N&o Fornecido

Agua desionizada ou destilada

Garrafa de plastico para conter o tamp&o de lavagem diluido

Pipetas com capacidade de libertacéo de 5 pl a 1000 pli

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 automéatico de microplacas capaz de distribuir 200 pl

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.
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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 o0s 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 ap6s a
sua utilizacao.

+ Eliminar as tiras necessarias dos micropogos da embalagem, voltando a
fecha-la cuidadosamente, a fim de prevenir a condensagéo nos pogos néo
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 tampéo 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 pogos em
simultaneo. Este procedimento acelera o processo, fornecendo tempos de
incubacgdo mais uniformes.

+  E importante o controlo cuidadoso do tempo para todos os passos. O inicio
de todos os periodos de incubagdo comega com a conclusdo da adi¢cdo 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
pocos. A execucdo das amostras em duplicado constitui uma boa
pratica laboratorial.

3° Passo Utilizar apenas o Calibrador D (ampola com tampa amarela) para
obter uma determinacgéo qualitativa).

ou

Utilizar os Calibradores A até E para uma determinacdo semi-
guantitativa, conforme se descreve no esquema de amostras
seguinte.
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4° Passo

5° Passo

6° Passo

7° Passo
8° Passo

9° Passo
10° Passo

11° Passo
12° Passo

13° Passo

14° Passo

IO TMmMOO >

Qualitativa Semi-Quantitativa
Branca S5 Etc. A Branca S1 Etc.
-Control S6 B -Control S2

+ Control S7 C + Control S3
CalD S8 D CalA S4
S1 S9 E CalB S5
S2 S10 F CalC S6
S3 S11 G CalD S7
S4 S12 H Cal E S8

1 2 3 1 2 3

Preparar uma dilui¢do 1:101 das amostras dos pacientes,
misturando 5 pl do soro do paciente com 500ul de Diluente de
Soro.

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.

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

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

Lavar 4x com tampéo de lavagem. Para lavagem manual, encha
cada micropoco com tampédo de lavagem reconstituido. Descartar
o liquido por inversé@o 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 automaticos,
programar o lavador conforme as instrugées do fabricante.

Pipetar 100 ul de Conjugado nos micropogos.

Incubar durante 30 minutos (+x 5 min) a uma temperatura
ambiente.

Lavar todos os micropogos conforme descrito no 8° Passo.

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

Incubar durante 30 minutos (x 5 min) a uma temperatura
ambiente.

Pipetar 100 pl de Solucdo 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 adicao da solugéo de paragem.
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15° Passo Ler a absorvancia de cada micropo¢co a 450 nm, utilizando um
anico, 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
contrario, o teste deve ser repetido. O controlo negativo deve ser <10 EU/ml. Se
o teste for realizado em duplicado, deve ser retirada a média das duas leituras, a
fim de determinar EU/ml. Quando se realizam determinagfes Qualitativas, a
densidade Optica do Calibrador D deve ser superior & do controlo negativo e
inferior & absorvancia do controlo positivo. Para as determinagbes semi-
quantitativas, o controlo positivo deve apresentar valores na faixa indicada na
ampola.

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 EU/mldo CalibradorD = EU/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 sé&o consideradas positivas.

2. DETERMINACAO SEMI-QUANTITATIVA

Tracar a absorvancia do Calibrador A até E, consoante as respectivas
concentragdes em papel grafico de registo linear. Tracar as concentragdes
em IU/ml no eixo X, consoante a absorvancia no eixo Y, e desenhar uma
curva que ligue os pontos. Determinar as concentragdes 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 tragcar uma curva padrao.

Recomenda-se que os resultados semi-quantitativos sejam comunicados
como “positivos,” “negativos,” ou “indeterminados” com valores unitarios
EU/mI. Os resultados indeterminados/linha diviséria devem ser novamente
testados e avaliados a par de outros métodos laboratoriais.
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Interpretacéo

Os valores de interpretagdo foram determinados testando 64 dadores de
sangue normal. A média dos individuos normais mais 2 SD foi estabelecida
como o corte do ensaio e foi atribuido um valor arbitrario de 20 EU/ml A
IMMCO sugere a utilizagdo da série de referéncia abaixo. Cada laboratorio
deve validar valores de ensaio para as suas préprias condicdes.

Valor Ab PM/Scl Interpretacéo

<20 EU/mI Negativo

20-25 EU/mi Indeterminado (Linha Diviséria)
>25 EU/mI 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 EU/ml, multiplicar as unidades
obtidas pelo factor de diluicéo.

LIMITAGCOES DO PROCEDIMENTO

O ensaio ndo deve ser realizado em amostras excessivamente hemolizadas,
contaminadas microbiologicamente ou lipémicas. Este método sO deve ser
utilizado para testar amostras de soro humano. Os resultados obtidos servem
exclusivamente como ajuda ao diagndstico. Caso sejam considerados
isoladamente, estes resultados ndo devem ser interpretados como um
diagnostico. Este ensaio ndo foi validado numa populagdo pediatrica.

As amostras positivas para anticorpos antifosfolipide (APL) tém potencial de
reaccdo cruzada com o antigénio do PM/Scl. Recomenda-se que o0s testes
laboratoriais adicionais a amostras positivas incluam ensaios para o APL.
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VALORES ESPERADOS

Espera-se que os resultados do teste numa populagdo normal sejam negativos.
Caso os resultados sejam positivos, pode ser justificados testes adicionais para
fundamentar as descobertas de anticorpos no soro.

Incidéncia de Anticorpos anti-PM/Scl*

Grupo de Doencas n n Positivo % Positivo
Grupo PM/Scl
Polimiosite/Esclerodermia 40 22 55
Poliomiosite 40 3 7,5
Esclerodermia 205 27 13
Controlos de Doencas
Artrite Reumatodide 69 0 0
Lupus Eritematoso Sistémico 114 3 2,5
Controlos de doenca reumética 452 33 7

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

A utilidade da ImmuLisa™ PM/Scl ELISA para a detecgéo de autoanticorpos foi
avaliada, através de testes a amostras de soro nucleolar positivo e negativo de
individuos suspeitos de distirbio do tecido conjuntivo, bem como a par de
controlos de doengas e de soro humano “normal’. Estas amostras foram
igualmente testadas noutros kits de teste ELISA, para a detecgéo de anticorpos
anti-PM/Scl. Estes resultados sédo seguidamente resumidos.

A. ImmuLisa™ PM/Scl ELISA vs. outro kit de Anticorpos anti-PM/Scl:
Outro PM/Scl ELISA

Positivo Negativo Total
IMMCO Positivo 20 6 26
PM/SCL Negativo 3 56 59
ELISA Total 23 62 85
Acordo percentual positivo: 87,0%
Acordo percentual negativo: 90,3%
Acordo percentual global: 89,4%
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B. Reactividade Cruzada: Foram testadas um total de 80 amostras com
potencial de reactividade cruzada de individuos com outros distirbios auto-
imunes ou positivas para outros autoanticorpos para anticorpos anti-PM/Scl,
utilizando o ImmuLisa™ PM/Scl ELISA.

Condigéo n Positivo
ENA positivo* 48 5
Doenga celiaca 8 2
Vasculite Auto-Imune 8 0
Doenga de Hashimoto 8 1
Total 72 8 (11%)

* Anticorpos contra Antigénicos Nucleares Extraiveis

Precisao

A precisao foi testada com amostras positivas seleccionadas ao longo de todo o
intervalo de ensaio. Foram conduzidos ensaios a 3 réplicas de cada amostra em
3 dias. A repetitibilidade foi determinada com 6 réplicas de cada amostra.

Na Experiéncia
Imprecisao Total Entre dias (Repetitibilidade)
Média SD SD SD
S# | (EU/ml) | (EU/mI) CV% (EU/mI) CV% (EU/mI) CV%
1 14 1,01 7,0% 1,03 7,2% 1,40 9,6%
2 29 1,20 4,1% 1,28 4,4% 0,91 3,2%
3 58 2,45 4,2% 3,36 5,8% 0,84 1,4%
4 116 7,30 6,3% 9,07 7,7% 0,19 0,2%
5 231 19,29 8,4% 26,07 11,1% 2,02 0,9%
Linearidade

Foram realizados multiplos ensaios utilizando diluicdes duplas das amostras ao
longo de todo o intervalo linear de ensaio. O valor médio r* foi de 0,992 para
estes ensaios, com nenhum inferior a 0,985. Os ensaios sdo considerados
aceitaveis no caso de excederem 0,95.

Interferéncia

A interferéncia foi estudada, através da mistura do soro com o0s niveis
conhecidos de anticorpos anti-PM/Scl com amostras de soro potencialmente
interferentes, e estudando o desvio dos resultados previstos. Nao foi
demonstrada interferéncia significativa para as seguintes substancias nos niveis
indicados: Hemoglobina (2 g/L), Bilirrubina (342 pumol/L), e Factor Reumatdide
(200 EU/mI).
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