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ImmuLisa™
MPO Antibody ELISA

Myeloperoxidase (MPO) Antibody ELISA

For in vitro diagnostic use

PRODUCT INSERT

5161 MPO Antibody ELISA 96 Determinations

INTENDED USE

An enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) for the detection and semi-quantitation of antibodies to
myeloperoxidase (MPO) in human serum to aid in the diagnosis of anti-neutrophil cytoplasmic antibody (ANCA)
associated vasculitides including glomerulonephritis and polyarteritis nodosa in conjunction with other
laboratory and clinical findings.

SUMMARY AND EXPLANATION

The presence of anti-neutrophil cytoplasmic antibodies (ANCA) in patients with vasculitis was first observed in
1982 by Davies.! ANCA are a group of autoantibodies directed against proteins in the granules of neutrophils
and in peroxidase-positive lysosomes of peripheral blood monocytes. These antibodies can be detected by
indirect immunofluorescence on ethanol fixed neutrophils, producing a characteristic perinuclear staining
pattern.>® pANCA occur in vasculitis such as glomerulonephritis, Churg-Strauss syndrome, polyarteritis
nodosa, systemic lupus erythematosus, and rheumatoid arthritis.*> A major antigen of PANCA is
myeloperoxidase (MPO), a potent microbicidal antigen within the neutrophil granulocytes. Additional target
antigens such as human leukocyte elastase, and lactoferrin have also been associated with the pANCA
fluorescence gattern.“ Antibodies to MPO can also be induced by drugs such as hydralazine, clozapine, and
L-tryptophan.” Occupational exposure to environmental factors such as silica dust may provoke a anti-MPO
positive progressive glomerulonephritis.8 Measurement of MPO-specific ANCA antibodies is an important
adjunct to clinical findings in the evaluation of clinical subtypes within the systemic vasculitides.

PRINCIPLES OF PROCEDURE

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

REAGENTS

Storage and Preparation

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

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

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

Coated microwell strips are for one time use only. Unused microwell strips should be carefully resealed in the
pouch containing desiccants to prevent condensation and stored at 2-8°C.
1
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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. Follow good 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™ MPO Antibody ELISA 5161

Kits contains sufficient reagents to perform 96 determinations.

12x8 MICROPLATE[MPO] Microplate with individual breakaway microwells. Coated with
purified MPO antigen. Ready for use.

1x1.75mi CONTROL[+[MPO] Ready to use Positive Control (red cap). Contains human

serum positve for MPO antibodies. The expected
concentration range in 1U/ml is printed on the label.

1x1.75ml CONTROL]{ Ready to use Negative Control (white cap). Contains human
serum.
5x 1.75 ml [CALIBRATORJA]MPO] Ready to use set of 5 Calibrators. Calibrator A (green cap)
156 IU/ml, Calibrator B (violet cap) 62.5 IU/ml, Calibrator C
[CALIBRATOR[B[MPO] (blue cap) 25 IU/ml, Calibrator D (yellow cap) 10 IU/ml, and
[CALIBRATOR|C[MPO] Calibrator E (orange cap) 1 IU/ml. Derived from human serum
[CALIBRATOR|D|MPO] containing MPO antibodies. Concentrations in IU/ml are printed
on the labels.
[CALIBRATORIE[MPO]
1x15ml 19G-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 enzyme substrate. Ready for use. Protect from light.
1x15ml STOP|H2S04 Stop Solution.* Ready for use.
2 x vials [BUF|WASH Powder Wash Buffer. Reconstitute to one liter each.
1x Protocol Sheets

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

Symbols used on labels

—
(@)
3

Lot number

Catalog number

In vitro diagnostic use

Use by

Storage temperature
Consult instructions for use
Number of tests
Manufacturer

Date of Manufacture

SERE<4E~F [

*Danger; Causes severe skin burns and eye damage. Causes severe eye damage. Wear protective
gloves, protective clothing, eye protection, face protection. Wash exposed skin thoroughly after
handling. If in eyes: rinse cautiously with water for several minutes. Remove contact lenses, if

present and easy to do. Continue rinsing. Immediately call a POISON CENTER or doctor/physician.
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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. It is
recommended that frozen specimens be tested within one year. Avoid repeated freezing and thawing of
samples.

PROCEDURE
Procedural Notes

Carefully read the product insert before starting the assay.
All dilutions of the patient samples should be prepared prior to starting with the assay.

Let patient specimens and test reagents equilibrate to room temperature before starting with the test
procedure. It is suggested that reagents be left on the bench out of the box for 30 minutes prior to use.
Return all unused specimens and reagents to refrigerator immediately after use.

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

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

Use a multichannel pipette capable of delivering 8 or 12 wells simultaneously. This speeds the process
and provides more uniform incubation times.

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

Addition of all samples and reagents should be performed at the same rate and in the same sequence.

Test Method

Step 1 Let all reagents and specimens equilibrate to room temperature.
Step 2  Label protocol sheet to indicate sample placement in the wells. It is good laboratory practice to run

samples in duplicate.

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

or

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

Qualitative Semi-Quantitative
A Blank S5 Etc. A Blank S1 Etc.
B - S6 B - S2
c + S7 C + S3
D 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 CalE S8
1 2 3 1 2 3
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Step 4  Prepare a 1:101 dilution of the patient samples by mixing 5 pl of the patient sera with 500ul of Serum
Diluent.

Step 5 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.

Step 6  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 ul of the Serum Diluent as a reagent blank. Zero the
ELISA reader against the reagent blank.

Step 7 Incubate 30 minutes (+ 5 min) at room temperature.

Step 8 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.

Step 9  Pipette 100 pl of Conjugate into microwells.
Step 10 Incubate 30 minutes (+ 5 min) at room temperature.
Step 11 Wash all microwells as in Step 8.

Step 12 Pipette 100 pl of Enzyme Substrate into each microwell in the same order and timing as for the
Conjugate.

Step 13 Incubate 30 minutes (+ 5 min) at room temperature.

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 IU/ml. If the test is run in duplicate, the mean of the two readings should be taken for
determining 1U/ml. While performing Qualitative determinations, the optical density of Calibrator D must be
greater than that of the negative control and less than the absorbance of the positive control. For semi-
guantitative determinations the positive control must give values in the range stated on the vial.

RESULTS

Calculations

The concentrations of the patient samples can be determined by either of two methods:
1. QUALITATIVE DETERMINATION

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

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

2. SEMI-QUANTITATIVE DETERMINATION

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

It is recommended that semi-quantitative results be reported as “positive,” “negative,” or “indeterminate”
with 1U/ml unit values. Indeterminate/borderline results should be retested and evaluated along with other
laboratory methods, such as assays for detection of ANCA by IFA.

4
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Interpretation

Interpretation values were determined by testing 136 normal blood donors and non-autoimmune
vasculitides disease control specimens. The mean of the normal subjects plus 2.5 SD was established as
the assay cutoff and assigned an arbitrary value of 10 IU/ml. PR3 disease controls were not included in the
cut-off determination of the PR3 assay. IMMCO suggests use of the reference range below. Each
laboratory should validate assay values for their own conditions.

anti-MPO Ab value Interpretation

<10 1U/mi Negative

10-12.5 IU/ml Indeterminate (Borderline)
>12.5 IU/ml 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 1U/ml 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. PR3 disease controls were not included in the cut-off determination of the
MPO assay.

EXPECTED VALUES

Expected values in a normal population are negative. However, 4% of apparently healthy, asymptomatic
individuals may test positive for anti-MPO antibodies. Recently reported studies show patients, diagnosed for
Rheumatoid Arthritis, chronic polyarthritis, undifferentiated connective tissue disease and SLE contain anti-
MPO or pANCA antibodies.” Immunosuppressive therapy, initiation or alteration in treatment should not be
started on the basis of just positive MPO antibody result, but rather on careful clinical observations.

The following table depicts the frequency of PR3 and MPO specific ANCA in sera from 112 ANCA associated
vasculitides patients.™

Incidence of anti-PR3 and anti-MPO in ANCA associated vasculitides

Antibody Wegener's  Microscopic Churg-Strauss
association granulomatosis polyangiitis syndrome
ANCA positive by IFA 78% 59% 67%
anti-PR3 positive 90% 0% 10%
anti-MPO positive 0% 62% 17%
unknown specificity positive 40% 31% 73%

Sets of clinical samples were tested on the ImmuLisa™ MPO Antibody ELISA and another commercially
available MPO antibody ELISA. Results demonstrating incidence in the populations for this study are provided
below.

IMMCO Other MPO Ab ELISA

Patient Group n nPos  %Pos n nPos  %Pos
Disease Associated

Glomerulonephritis 57 57 100% 54 53 98.1%

Wegener's granulomatosis 47 0 0.0% 47 0 0.0%

Undifferentiated ANCA positive 6 0 0.0% 6 0 0.0%
Disease Control

Non-ANCA associated vasculitis 24 0 0.0%

Inflammatory bowel disease 16 0 0.0%

5
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Systemic lupus erythematosus 32 0 0.0% 32 0 0.0%
Rheumatoid arthritis 8 1 12.5% 8 1 12.5%
Other autoimmune disease 16 0 0.0% 16 0 0.0%
Healthy normals 80 0 0.0% 80 0 0.0%

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

The utility of the ImmuLisa™ MPO Antibody ELISA was evaluated by testing well-characterized MPO antibody
positive serum specimens from pANCA antibody positive subjects alongside disease controls and “normal”
human sera. These specimens were also tested on commercially available ELISA kits. These results are

summarized below.
A. Method Comparison: ImmuLisa™ MPO Antibody ELISA vs. other MPO antibody ELISA.

Other MPO Antibody ELISA

Positive Negative Total
IMMCO Positive 43 2 45
MPO Negative 0 65 65
ELISA Total 43 67 110

Positive Percent Agreement: 100% (95% CI 89.8% to 100%)
Negative Percent Agreement:  97.0% (95% CI 88.7% to 99.5%)
Overall Percent Agreement: 98.1% (95% CI 92.9% to 99.7%)

B. Cross Reactivity: A total of 149 potentially cross-reactive specimens from individuals with other autoimmune
disorders or positive for other autoantibodies were tested for MPO antibodies using the ImmuLisa™ MPO
Antibody ELISA.

Condition n Positive n
Wegener’s granulomatosis 47 0
Undifferentiated cANCA positive 6 0
Non-ANCA associated vasculitis 24 0
Inflammatory Bowel Disease 16 0
Systemic lupus erythematosus 32 0
Rheumatoid Arthritis 8 1
Other autoimmune disease 16 0
Total 149 1 (0.7%)
Precision

Precision was tested with 7 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
Sample  (IU/ml) (IU/ml) CV% (IU/ml) CV% (IU/ml) CV%
2.65 0.370 13.9% 0.381 14.4% 0.389 14.7%
8.51 0.683 8.0% 0.706 8.3% 0.712 8.3%

11.39 0.707 6.2% 0.682 5.9% 0.752 6.7%
47.20 2.568 5.4% 1.340 2.9% 3.847 8.0%
54.31 2.209 4.1% 1.678 3.1% 2.897 5.3%
125.90 4.084 3.2% 4.326 3.4% 4.078 3.2%
136.20 4.726 3.5% 5.881 4.3% 2.668 2.0%

N[O |WIN(F-

Reproducibility

6 replicates of samples in the negative range, ~10% below cutoff, ~10% above cutoff and in the moderate
positive range of the assay were performed to determine intra-assay qualitative reproducibility. 3 replicates of
the same samples were tested in 3 runs to determine inter-assay reproducibility. Assay results for these
specimens produced 100% qualitative agreement.

Linearity
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Studies were performed using equidistant dilution series of positive samples with values throughout the
calibrator range to determine linear range of the assay. The linear range of the assay was determined to be
from 2.7 — 156 IU/ml. Results are summarized below. It is suggested that samples producing results greater
than the top calibrator be diluted and retested.

Test Range Slope Y-Intercept
Sample (IU/ml) (95% CI) (95% CI) R? % Recovery
1 5201823 g 4;'?;’?_075) " 16‘8'?068_033) 099 994101133
2 4610745 (0872'?:?01 , (_0.00%?(?70.1 ) 0% 84101042
3 47104738 (0.96;'?02?_09 " (_0_05'2'?002_0 ) 0%  94B01016

Limit of Detection

The limit of detection (LoD) for MPO antibody using this assay was determined to be 2.7 1U/ml based on 60
replicates of the blank and 10 replicates each of 6 low-level (NHS) samples.

Interference

Interference was studied by mixing sera with known MPO 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 ymol/L), and Rheumatoid Factor
(200 EU/m).
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ImmuLisa™
MPO Antibody ELISA

Mueglotrepogeiddon (MPO) Antibody ELISA

ENGOETO NPOIONTOZ
5161 MPO Antibody ELISA 96 MNpoodiopiopoi

ZKOMOYMENH XPHzH

Evqupikn dokiun avogomrpoopo®nang (ELISA) yia Tnv avixveuan nuI-TroooTiKoU TTpoadIopIouoU avTICWHATWY
atnv Pueglotrepogeidaon (MPO) oTtov avBpwtivo opd wg Bordnua otn didyvwaon avTicWwPaTog £vavTl Tou
KuTTopoTrAdoparog Twv  oudetepo@idwv  (ANCA) ouoxeTiopévou pe  ayyelimideg oupTtepIAapfBavopévng
OTTEIPOUOTOVEPPITIOAG Kol 0Jwdoug TToAUaPTNPEITIOAE O ouvduaoud peE GAAO  €PYyaoTnPIOKA Kal KAIVIKA
gupruara.

NEPIAHWH KAI AITIOAOTIA

H TTapoucia avTiowuaTwy évavTl Tou KUTTapOTTAdopaTog Twv oudetepo@idwv (ANCA) ot aoBeveig pe ayyelimida
TIAPATNPABNKE VIa TTPWTN Qopd To 1982 amd Tov Davies." Ta ANCA gival pid opédda auToavTICWHAETWY
KaBodnyoUuevwy KOTG Twv TIPWTEIVWY OTA KOKKI®Ia Twv OUdETEPOPIAWV Kal oTa AucoowpaTa BETIKAG
UTTEPOELEIBAONG TWV POVOKUTTAPWY TTEPIPEPIKOU QiJaTOG. AUTA TG AVTICWHATA UTTOPOUV va avixveuBouv e
€UPECO  avooo@BOopPIoPG o€  poviyotroinuéva e aiBavoAn oudeTepd@IAa, TTapAyovTag XApPAKTNPIOTIKO
TTEPITTUPNVIKG TTPOTUTTO cn(vixvsucrng.z'3 Ta pANCA epgavifovial o€ ayyelmida OTwg OTTEIPAPATOVEQPPITIOA,
guvdpopo Churg-Strauss, oQwdn TOAUCPTIPITION, CUCTNUATIKO €£pubnuatwdn AUKO Kal PEUMATOEIDN
apBpimda.*® Kupio aviiyévo Tou pPANCA cival n puelotrepoeiddon (MPO), éva OpaoTikd HIKPORIOKTOVO
avTIyOvo €VTOG TwV OUBETEPOPIAWV KOKKIOKUTTApwY. ETmpdécBeta avtiyéva oTtdxou, OTTWG cxvepu'mlvrl
AEUKOKUTTAPIK €AQOTACN Kal AQKTOQEPPIVN £XOUV ETTIONG CUCXETIONEI PE TO TTPOTUTTO POOPICUOU pANCA.e'
Avticwuata e MPO ptropouv €mmiong va TTPokAnBouv pe @dpuaka O1rwg udpaAadivn, kAolaTrivn, kai L-
Oputrropaviy.® EmrayyeAparikn ékBeon ot TrepIBAAAOVTIKOUC TIAPAYOVTEC, OTIWS OKOVN XaAadia, PTTopEi va
mpokaAéael avTi-MPO BeTikr) eEeAloaduevn omlpapmovscppinéa.s H pétpnon twv ocuoxeni{opevwv ANCA pe
ouykekpipéva MPO egival éva onuavtiké TTpoodpTnua ota KAIVIKA gupApaTta otnv agloAdynon KAIVIKWV
UTTOTUTTWV EVTOG TWV CUCTNUOTIKWY OYYENTIOWV.

APXEZ AIAAIKAZIAZ

H dokipacia ekTeAsiTal wg oTePed GAaon avooofioloyikrg dokiyaaiag. Ta BuBiopara (microwells) eTevdUovTal
pe kaBapd MPO avTiyévo kai akoAouBei To Bripa JTTAOKAPIoUATOS yIa TN Peiwan pn €10IKNAG déoueUang KATA TN
Oidpkeia TG die€aywyng g dokiyaoiag. ‘EAgyxol, BaBuovountég kai opoi aoBevwv eTwdlovial oTa
emevdedupéva Bubiopara avriydvou yia va ETTITPATIEI O€ OUYKEKPIYEVA QVTICWHATA TTOPOVTA aToV 0pd yia va
deapelouv 10 MPO avtiydovo. ASéoEUTa avTICWHATA KAl GAAEG TTpwTEIVEG 0poU aaipolvTal PE TNV TTAUON TWV
BubiopdTwy. Asopeupéva avTiowuaTa avixvelovTal TTpocBéTovrag auleugn avBpwIrivng avTi-avoooo@aipivng
pe evCuuiknp onuavon (enzyme labeled anti-human 1gG conjugate) ota BuBiopata. H adéopeutn oUlsuén
ATTOPAKPUVETAlI PE TNV TTAUON. ZUYKEKPIYEVO UTTOOTpwHA eviupou (TMB) TTpooTiBeTal OTn OUVEXEID OTIG
KOIAOTNTEG KAl N TTAPOUGIA AVTICWHATWY QVIXVEUETAI JE XPWHATIKA aAAayr| TTou TTapdyeTal atrd TNV PETATPOTTH
TOU UTTOOTPpWHATOG TMB g TTpoidv XpwuaTikrg avridpaong. H avtidpacon SIoKOTITETAI KAl N aKePAIOTNTA TNG
XPWHOTIKAG aAAayng, n oTroia €ival avaAoyn WeE TNV TIUKVOTNTO TOU QvTICWMATOG, dlaBadeTal pe éva
PaouaATOPWTONETPO aTa 450 nm. Ta amoteAéoparta ekppdlovTal o€ AigBveic Movadeg ava xiAlooToAirpo (1U/ml)
KAl ava@épovTal wg BETIKA i apvnTIKA.

ANTIAPAZTHPIA
ATtrofikeuon Kai NMposToipacia
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ATtroBnkeuoTe OAa Ta avTidpaaoTrpia oToug 2-8°C. Mnv karawuxete. Ta avTidpacTrpia gival oTabepd PEXPI TNV
nuepounvia ARgng, 6Tav atroBnkedovTal Kal HETaXEIpifovTal CUPQWVA YE TNV KaBodrynan.

Mnv xpnoiyoTtroigite av 1o avTidpacTiplio dev gival diauyég ) uttdpyel viupo apov. OAa Ta avridpacTrpia
TpéTTel va £€pBouv o€ Bepuokpaaia dwuaTiou (20-25°C) Trpiv TN XpAOoN.

AvaouvBéoTe To didAupa TTAUoNG oTo 1 AiTpo pe atreoTayuévo r atmovriguévo vepd. OTtav atroBnkedeTal GToug
2-8°C, 10 avacuaTabév didAupa TTAUoNG TTapapével aTaBepd £wg TNV nuepounvia ARgNG Tou KIT.

O1 Awpideg eTevdedupévwy BubBiopdTwy TTpoopifovTal yia XxpAon piag povo @opdg. Or un xpnoigotroindeiosg
Awpideg eTTevOedUPEVWY BuBICUATWY Ba TTPETTEI VA ETTAVAC@PAYIOVTal TIPOCEKTIKA GTN CAKOUAQ TTOU TTEPIEXEI
ATTOENPAVTIKEG OUGIEG YIa VO OTTOPEUXBEi UypoTToinan Kal va atmrobnkevovTtal aToug 2-8°C.

MpoguAageig

‘OAa Ta CUOTATIKA TTOU XPNOIKOTTOINONKAvY, Ta TTPOEPXOMEVA aTrd Tov AvBpwTTo, £xouv dokiuaaTei yia HBsSAg,
HCV, HIV-1 kai 2 kar HTLV-l ka1 BpéBnkav apvnTiKG otmd OOKIPAGIEG TTOU ATTAITOUVTOlI OTTO TNV YTTNPETIa
Tpogipwv ka1 Papudkwyv (FDA). Qotdoo, TTapdywya avBpwTTivou aipartog kal dsiyyata aoBevwyv Ba TTpéTrel va

BewpouvTal duvnTika poAuouaTIKA. TnpPEiTe TIG 0PBEG EPYAOTNPIOKEG TIPAKTIKEG VIO TNV ATTOBAKEUOT, XOPAYNON
Kal 51000 AUTWV TWV UAIKWV.

O1 odnyisg Ba mpémel va tnpouvral akpIBwS Oomws su@avifovral oTo évOETo TOU TAPOVTOS KIT yId va
diaopaliorouv éykupa amoreAéouara. Mnv evaAAGOOETE OTOIXEIO TOU KIT PE €KEiva aTmO GAAEG TTNYEG.
Tnpnote TIG OpBEG €pyacTnPIaKEG TTPAKTIKEG YIO va €AAXIOTOTIOINCETE WIKPOPIOKN Kal aAAnAo-pdAuvan
avTiIdpaoTNPiwv Katd Tov XeIpIopd. Mnv XpnOIUOTIOIEITAlI OTOIXEIO TOU KIT WETA TNV nuepounvia AnRgng tou
avaypAa@eTal OTIG ETIKETEG.

YAIKA TTOU TTapaoyéOnkav
ImmuLisa™ MPO Antibody ELISA 5161
To KIT TTEPIEXEI ETTAPKA AVTIOPACTAPIA YIa TNV EKTEAECT 96 TTPOCGOIOPICUWV.

12x8 MICROPLATE[MPO] MikpoTIAGKa We atouika BuBiouara ekkivnong (breakaway
microwells). Emevdedupéva pe kaBapd MPO avTiyévo.
‘EToIpo TTPOG Xpron.
1x1.75ml CONTROL[+]MPO] ‘Etoiyog  mpog  xpron OceTikdég 'EAeyxog (Positive
Control) (kékkivo mwua). Mepiéxel avBpwivo opd BETIKO
yia MPO avTiyéva. To e0pog QVOPEVOUEVNG TTUKVOTNTOG
oe lU/ml epgavifetal oTnv €TIKETA.
1x1.75ml CONTROL[] ‘Etoiyog Trpog xprion Apvntikég ‘EAeyxog (Negative
Control) (Aeuk6 mwpa). Mepiéxel avBpwTTIvo 0pod.
5x 1.75ml  [CALIBRATORJAJMPO] ‘Etoipo  mpog  xprion  oer 5 BaBuovountv.
BaBuovountic A (mpdoivo mwpa) 156  1U/mI,
[CALIBRATOR[B[MPO] BaBuovounTtig B (uwB mwya) 62.5 IU/ml, BaBpovounTrig
[CALIBRATOR|CIMPO] I (umAe mwpa) 25 1U/mI, BoBuovountig A (kitpivo
[CALIBRATORID|MPO] mwpa) 10 1U/ml K qupqvopmr'!g E (TTOPTOKGAI’ nwya)
1 IU/ml. Mpogpyodueva atmméd avepwITivo opd TTOU TTEPIEXEI
[CALIBRATORIE[MPO] avTiowpara MPO. Zuykevipwosig og 1U/ml avaypdgovTal
OTIG ETIKETEG.
1x15ml IgG-CONJ[HRP] Z0Zeugn opoU QVBPWTTIVIG AVTI-AVOTOoQAIPIiVIG aTTo
utrepogelddon amd pagavida. (HRP goat anti-human IgG
Conjugate). ‘Etoigo mpog xprion. Kwdikotoinuévo pe pog
Xpwua.
1x 60 ml DIL ApaiwTikd opou (Serum Diluent). ‘ETolgo TIpog xprion.
KwdikoTtroinpévo pe pwh xpwua.
1x15ml SUBSTRATE|TMB Evlupo-uméoTpwua TETPapEBUAOBEVIBIVNG (TMB
enzyme substrate). ‘Etoiyo mpog xprion. MNMpooTaréyTte
a1 TO PWG.
1x15ml STOP[H2804 AiéAupa Tradong (Stop Solution).* ‘EToluo TTpog Xprion.
2 x vials BUF|WASH Aidhupa TAUong ot popery =koévng (Powder Wash
Buffer). AvaouvBéoTe oTo éva AiTpo €KAOTO.
1x PUAMa MpwTokdAAou

MpoaipeTiKd ZuoTATIKA

1 x 60ml

BUF|WASH

Yyp6 Zuptrukvwpévo AidAupa MAUong. AvacuvBéaTe oTo éva AiTpo.

ZUpBoAa TTou XpnOIHOTTOIOUVTAI O€ ETIKETEG
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LOT| ApiBudg MNapridag
REF| ApiBuog kataAdyou
IVD|  AlayvwoTIKA xpAon in vitro

SEREE K

Xprion £wg

O¢gppokpaaia aTobAKEUONG

>upPBouAeurteite TIG 0BnYieg Xpriong

Ap1Bu6G dokipwv

KatookeuooThg

Hpepopnvia kataokeung

*Kivduvog. TMpokaoAei cofapd depuatik@ eykaluoTa Kai opBaAuikég BAARes. lMpokaAei cofapn
o@BoAuIk ) BAGBN. TAUveTre OXOAOOTIKA META TO XeIPIOPO. Na @opdrte TTPOCTATEUTIKA yavTia/
TTPOCTATEUTIKA €vdUpaTa/ pgéoa aTOMIKAG TTPOOoTaCiag yia Ta pdrmia / mpéowTto. XE MEPINTQXH
ENA®HZ ME TO AEPMA (f pe Ta paANid): BydAte apéowg 6Aa Ta poAuopéva pouxa. =€TTAUVETE Thv
emdepUida pe vepd/oTo vioug. Edv dev umtoxwpei 0 o@BOAUIKOG epeBioudg: ZupBouleuBeite /

Emoke@0eite yiaTpo.

YAikd Mou Atraitouvtal AAAG Aev Mapéxovrai

ATTIOVTIOUEVO 1) ATTECTAYUEVO VEPO

EUkap1rTo TTAAOTIKG PTTOUKAAI Yia TO apaiwpévo didAupa TTAUoNG

Méreg IKavég va atreAeuBepwvouv 5 pl €éwg 1000 pl

PUyxn mmeTwv (pipette tips) piag xprioswg

KaBapoi dokipaaTikoi cwAfRveg 12 X 75 mm Kal oTnpiyuaTa SOKINACTIKWY

CwANvVwv

Xpovopétpng

ATTOPPOPNTIKEG XAPTIVEG XEIPOTTETOETEG

AvayvwoTtng PIKPOTTAAKAG IKAVOG YIO TNV avayvwaon TIHWY atToppo@nTiKoTnTag ota 450 nm. Edv eival
O1a6£01MOG avayvwaoTnG PIKPOTTAAKAG JITTAOU UAKOUG KUPATOG, TO QIATPO avapopds Ba TTpETTEl va OpIOTEi
ota 600-650 nm

Autéparo TTAUVTHPIO PIKPOTTAGKAG IKave va diavépel 200 pl

ZYAAOIH KAI XEIPIZMOZ TQN AEIrMATQN

Mév

ov Ociyyata opoUu Ba Tpétel va xpnaolgotrolouvtal ¢ auTthAv T dladikacia. AigoAupéva, AITTaIPIKG 1

BakTnpidiakd emmipoAucpéva deiypata ptropolv va TrapePfAnBolv otnv ekTéAean Tng dokiyaciog kai dgv Ba
TIPETTEl VO XpnoiyoTrolouvTal. Ta deiypata dev Ba Tpétrel va QuAGooovTal ya TTapaTTdvw atré uia efdoudda
atoug 2°- 8°C. MNa amoBnkeuon peyaAutepng didpkelag, Ta Oeiypata opol Ba Trpémel va katawulyovral.

2uvi

oTdtal Ta KaTeWuypéva Oeiypara va utroBaAlovial ot €Aeyxo €viog evog €toug. Na amro@elyerte

eTTavVEIANUUEVN aTTOWUEN Kal VEQ YUEN TWV JEIYUATWV.

AIAAIKAZIA

A10SIKAOTIKEG ZNUEIWTEIG

AloBdoTe TTPOCEKTIKA TO £VOETO TTPOIGVTOG TTPIV EEKIVAOETE TN doKIPaaia.

OAa 1a dioAUpaTta Twv BeElyudTwy Tou acBevolg Ba TTpETTEl va TTpoeToINAdovTal  TIpIv TNV évapén tng
doKIpaaiag.

AopAoTte Ta deiypata acBevwv kal Ta avTidpacTApia dokipyaoiag va €§I00pPOTIHiO0UV 0€ Bepuokpacia
Swpariou TpIv TNV évapén Tng diadikaaiag dokiyaaiag. MpoTeiveTal Ta avTiIdPACTAPIA va TTAPAUEIVOUV GTOV
TayKo €€w atrd To KouTi yia 30 AeTrTd TIpIv TN XpRon. Badlete iow 6Aa Ta deiypata Kal Ta avTidpacTipia
TTOU BEV XPNOIKOTIOINCATE GTO YUYEIO APECWGS PETA TN XPHoN.

Aoaipeite TIG atmmaiToupeveg Awpideg PuBioudTwy aTmd TN COKOUAQ Kal TIPOCEKTIKA o@payifete Eava Tn
0aKoUAQ yIa va aTmmo@QUYETE UYPOTTOINGN OTa Wn XpnoiyotroinBévra Bubicpara. Balete Tn cakoUAa TTiow
OTO YuyEio auéowg.
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*  H 1exvikn KaARS mAuong givar moAU onuavrikn. Av n TTAUCN eKTeAEiTal e TO XEPI, N OwaoTH TTAUCN
EMTUYXAVETAI KOTEUBUVOVTAg duvatr) por] dlaAUpartog TTAUONG PE @IAAN TTAUONG PE aVOIXTO OTOMIO O€
OAOKANPN TN PIKPOTTAAKQ. ZUVIOTATAl QUTOUATN OUOKEUI TTAUONS MIKPOTTAdKAG.

+  Xpnolyotroligite TTOAUKAVOAN TTITTETA IKavh va atreAeuBepwvel 8 11 12 KoIAGTNTEG TauTOXpPOvVA. AUTO
EMITOXUVEI TN BIaBIKATIA KAl TTAPEXEI XPOVOUG TTIO OJOIOUOPPNG ETTWACNG.

* Xe 6Aa Ta BAPaTa, O TIPOCEKTIKOG £AEYXOG XPOVIoUoU gival onuavTikog. H évapén OAwv Twv TTePIOdWV
ETTWAONG YiveTal ue TNV OAOKANPwWON TNG TTIPOOBAKNG avTIdPACTNPiou.
. MpoaBAkn OAwWYV Twv BeIYUATWY Kal avTIdpacTneiwy Ba TTPETTEl va eKTEAEITAI
ME Tov id10 puBuod Kai TNV idia akoAoubia.

M&Bodog AoKIung

BAua 1
BAua 2

Bfipa 3

BAua 4

BAua 5

BAua 6

BApa 7
BApa 8

BApa 9

BApa 10
BAua 11
BApa 12

BApa 13

ApnAveTe OAQ Ta avTIOPACTAPIA Kal Ta deiyaTa va EI00PPOTIIIOOUV 0€ BEPUOKPATIa dWHATIOU.

ToTroBeTeiTe ETIKETA GTO QUAAO TTPWTOKOAAOU yIa va UTTOBNAWOETE TNV ToTToBEéTNON O€iyuaTog OTIg
KOIAGTNTEG. ATTOTEAET OPBI| EPYACTNPIOKK TTIPOKTIKA VO EKTEAEITE Ta DeiypaTa €1g SITTAOUV.

MNa mo10TIKG TTPOoadIopIouO XpNoIuoTToINoTE pévo BaBuovounTtr A (@ralidio ue Kitpivo mwua).

n

MNa nuI-TToooTIKG TTPOoadIopIous XpnoiuoTroinoTe Babuovountég A éwg E, 6TTwg atTeikovideTal oTnv
TTapakdaTw didragn deiyuaTog.

MoioTikg Hui-MoooTtikég
A Kevog S5 K.ATT. A Kevocg S1 KLATT.
B - S6 B - S2
C + S7 C + S3
D CalD S8 D CalA S4
E S1 S9 E CalB S5
F S2 S10 F CalC S6
G S3 S11 G CalD S7
H sS4 S12 H CalE S8
1 2 3 1 2 3

MpoeToipadete SiGAupa 1:101 amd Ta deiypata acBevwyv avapelyviovtag 5 gl Twv opwv Twv
aoBevwv pe 500ul Opou Apaiwaong.

Agaipeite Ta amaitodpeva BuBiopata omd To 0AKo Kal BAdeTe TMiow TIG AwpPideg TTOU Oev EXETE
XPNOIYOTTIOINCEI 0T o@paylouévn cakoUAa OTo Wuyeio. ToTroBeTeiTe ao@alwg Ta Bubioparta oTnv
emmAéov BAon TTou TTaPEXETAI.

Alavépete pe tnv mmméTa 100 pl toug ‘ETtoipoug mpog xprion BaBpovountég, Toug OeTikoUg Kal
ApvnTikoUg eAéyxoug kal Ta apaiwpéva Oeiypata aoBevwyv (1:101) ota kat@AAnAa BubBiouara
oUPQWVA PE TO QUAANO TTPWTOKOAAOU.

Inueiwon: ZupmepiAauBavere pia kolAoTNTa TTOU TrEPIExel 100 pl Opou Apaiwong wg Kevo
avTidpacTAplo. MndevileTe TNV cuokeur avayvwong ELISA évavTi Tou Kevou avTidpaoTnpiou.
Emwadete yia 30 AemrTd (+ 5 AeTr1d) 0€ Bepuokpagia dwuaTiou.

MAévete 4 @opég pe didAupa TTAUoNG. MNa TTAUCIPO PE TO XEPI, YENICeTE KABE BUBIOCYQ pE avaouoTaBéy
O1dAupa TTAUONG. TMeTdéTe TO UYPO AVAOTPEQPOVTAG KOl KTUTTWVTOG €Aa@pd woTe va (youv Ta
TTEPIEXOUEVA KABE KOIAOTNTAG 1 avappo@wvtag To uypd atd KAaBe kolAdTnTa. Mo va KAveTe
ammoTUTTWaon oTo TEAOG TNG TeAeuTaiag TTAUONG, avaoTPEWTE TIG AwPIOES KAl KTUTTAGTE TOIG KOIAOTNTEG
€viova TTAVW O€ QATTOPPOPNTIKEG XAPTIVEG XEIPOTTETOETEG. MA AUTOUOTEG OUOKEUEG TTAUCIUATOG,
TTPOYPANMATIOTE TNV CUOKEUN TTAUONG CUUQWVA UE TIG OBNYIiEG TOU KAOTOOKEUQGOTH.

Badete pe v mimréTa 100 pl Tng oUleugng o€ Bubioparta.
Emmwddlete yia 30 Aetrtd (+ 5 AeTrTd) 0€ Bepuokpacia dwuaTiou.
MAévete OAa Ta Bubiouara, OTTWG TTEPIypAQeTal oTO Briua 8.

Alavépete ye Tnv mimméra 100 pl EvquuikoU YTrooTpwpatog oe KaBe BuBiopa pe tnv idla ogipd kai
XPOVIOUO OTTWG yia TN ZUleugn.
Emmwddlete yia 30 AeTrtd (+ 5 AeTr1d) 0€ Bepuokpacia dwyaTiou.
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BApa 14 Aiavépete pe tnv mméra 100 pl AioAuparog Mavong oe kGBe BUBICUA  XPNOIYOTTOILVTAG TNV idIa
ogIpd Kal XPOVIOPO OTTWG yia Tnv TpoaBnkn tou Eviupikolu YTtrooTpwuatog. AIaBAleTe TIG TIMEG
aTToPPOPNTIKOTNTAG £VTOG 30 AeTrTwv atrd TNV MPoobikn Tou AlaAUparog Mavong.

BAua 15 AiaBdoTte Tnv amoppo@nTikoTnTa KABe PBubicpatog oe 450 nm Xpnoigotroiwvtag povol A oTa
450/630nm XpNOIMOTTOIWVTAG BITTAOU PFKOUG KUPATOG OUOKEUN avAyvwong HIKPOTTAGKOG £vVavTl TOU
OET KEVOU avTIdpaoTnpiou o€ UNdEVIKR aTTOPPOPNTIKOTNTA.

MoioTik6g ‘EAgyxog

O1 BaBpovounTég, o OeTikOg Kal ApvnTikOG 'EAeyX0g Kal £va Kevo avTidpacTApIo TTPETTEN va eKTEAOUVTAI PE KABE
dokiyaaia yia TNV €§okpiBwan NG akepaidTNTag Kal akpifeiag Tng dokipaciag. H €vaeign amoppo@nTiKOTNTOG
TOU Kevou avTidpaoTnpiou Ba TTpETTel va gival pikpoTepn Tou 0.3. O BaBuovounTrig A Ba TTpéTTel va €Xe1 EVOEIEn
amoppoPnTIKATNTAG OXI HIKPOTEPN Tou 1.0, AAAWG N dokiyaaia Ba TTpéTTel va eravaAn@Bei. O apvnTiIKOG EAeyX0G
TpETTEl va gival pikpdTepog amd 10 IU/ml. Edv n dokiyacia dieayetal €1g dimTAolv, 0 PECOG Opog Twv dUOo
evoeiCewv Ba TTpétrel va AapBdavetal yia Tov TTpocdiopiopd IU/ml. Katd tnv ektéAeon Twv [MoloTKwyv
TPOCJIOPICUWY, N OTITIKA TTUKVOTNTO Tou BaBuovounti A mpémrel va eival yeyoAutepn amd ekeivnvy Tou
apvnTikoU €AEyXOoU Kal MPIKPOTEPN QTTO TNV ATTOPPOPNTIKOTNTA TOU OeTIKOU €Aéyxou. lMa nuI-TTOCOTIKOUG
TTPOCdIOPITUOUG O BETIKAG EAEYXOG TTPETTEI Va Bivel TIUEG EVTOG TOU @ACUATOG TTOU SNAWVETAI GTO QIOAIDIO.

AMNOTEAEZMATA
YtmoAoyiopoi

O1 TTUKVOTNTEG TWV BEIYUATWY TWV ACOEVWV PITTOPOUV va TTPOCdIOPIcTOUV e Jia atrd TIg dUo pebddoug:
1. MOOIOTIKOZ NPOZAIOPIZMOX

Amop. Tou Aciyparog Aokipaciog
X 1U/ml BoBpovountA A =IU/ml Aciypa Aokipagiag

Amrop. BaBpovountin A

JuvIOTATOl TO TTOIOTIKA OTTOTEAéOUOTO va ava@épovial wg “OemTikd” R “apvnTikd.” Ta amoteAéouarta
OelyudTwy TTOU €ival peyaAuTepa aTro 1y ioa pe Tov BaBuovountr A BswpolvTtal BeTIKA.

2. HMI-NOzOTIKOZ MPOZAIOPIZMOZ

ATTOTUTTWOTE TNV aTTOPPOPNTIKOTNTA Twv BaBuovountwy A €wg E évavTl Twv avTioToIXwV CUYKEVTPWOEWY
og XOopTi ypa@nudaTwv YpauuikoUu apxeiou kartaypagng (linear-log graph paper). ATOTUTTWOTE TIG
ouykevtpwaoelg oe IU/ml atov X-aGova évavti Tng amoppo@nTikOTNTag oTov Y-Afova kai oxedidoTe Jia
KOQUTTUAN TTpOcapPoyng atmo anueio og onueio. KaBopioTe TIG CUYKEVTPWOEIG TwV OEIyUaTWY aoBevwy atrod
TNV KAPTTUAN oUP@WVA PE TIG AVTIOTOIXEG TIMEG ATTOPPOPNTIKOTATAG. EVAAAOKTIKA, YIa KOPTTUAN TEOTdpwv
TTAPAUETPWY UTTOPEI va XPNOIMOTToINBET yia TNV aToTUTIWoN TNG TTPOTUTING KAUTTUANG.

JUVIOTATAI TO NUI-TTOCOTIKA ATTOTEAéTUATA VO ava@EépovTal wg “BeTIKA,” “apvnTikg,” i “ammpoadidopioTa” ye
TIEG povadag 1U/ml. Ta ampoadidpioTa/opiakd oTmoTeAéopaTa Ba TPETEl va  eTTAvEAEyXovTal KOl
agliohoyouvtal padi pe AAAEG pyaaTnpIoKEG eBAdOUG, OTTWG dokiuaaieg yia avixveuon ANCA até IFA.

Epunveia

O1 miyég epunveiag trpoodiopiotTnkav pe dokiyrp 136 atmAwv doTwv aipatog Kal deiypota eAEyXou un
auTtodvoong vooou ayyentidwv. O yéoog 6pog Twv ouvhBwY avTIKEIYEvwY ouv 2.5 SD KaBiepwBnke wg 10
€oxarto opio NG dokiyaaiag kal kaBopioe Tnv TiPA Twv 10 [U/ml. Aev cuptrepieAednoav €Aeyxor voéoou
PR3 oTtov kaBopioud Tou anueiou diaxwpiopol Tng dokiyagiag PR3. H IMMCO mrporteivel Tn xprion Tou
TTAPAKATW €UPOUG avapopds. Kabe epyaaTrpio Ba TTPETTEl va ETTIKUPWVEL TIG TINEG SOKIPATIAG yIa TIG OIKEG
TOUG OUVONKEG.

TR avri-MPO Ab Eppnveia

<10 IU/mi ApvnTikd

10-12.5 IU/ml ATtrpoadiépioTo (Oplakd)
>12.5 IU/ml OeTikd
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BaBuovountng

O1 ‘Etoipor mpog Xpron BaBuovounTtég GuuTTEPIAQUBAVOVTAL VIO VO TTAPEXOUV NUI-TTOCOTIKG TTPOCdIoPICHUOS Kal
TIPETTEl va  XpNOIYOTToloUvTal Ot KABe ekTéAeon. Acgiypara aoBevwv Tou TTEPIEXOUV UWNAd  ETTiTrEdO
AVTICWHATWY PTTOPOUV VA dWOOUV TINEG ATTOPPOPNTIKOTNTAG MEYAAUTEPEG aTTd ekeivn Tou BaBuovount A. lMNa
TOV TTPOCBIOPICHUO OKPIBWY NUI-TTOCOTIKWYV TIHWY, aUTA Ta deiypaTa Ba TTPETTEI VO ApaIVOVTAI TTEPAITEPW WOTE
Va EPTTITITOUV €VTOG TOU €UPOUG TNG KAPTTUANG Tou PBaBuovounth otav emmavegeTdlovral. MNa Tov Tpoadiopioud
Tigwv [U/ml, TToOAaTTAQCIACTE TIG HOVADEG TTOU OTTOKTHONKAV UE ToV SIOAUTN.

MNEPIOPIZMOI AIAAIKAZIAZ

H dokipacia dev Ba TrpéTrel va ekTeAEiTal O€ alpgoAupéva, BakTnEIdiakd emmiyoAucuéva f Aimraipiké deiyparta. H
pEBOBOG autrh Ba TIPETTEl va XPNOIYOTIOIEITal yia Tov €Agyxo Oelypdtwy avlpwtrivou opolu poévov. Ta
aroTeAéopata TTou atmokTABNKav eguttnpeTolv povo wg Bordnua otn didyvwon. Méva Toug, autd Ta
armroteAéopata dev Ba TTPETEl va gpunvelovTal w¢ dlayvwoTIKA. Auth n dokiyaoia dev €xel ETTIKUPWOEI o€
TTaIBIATPIKO TTANBUCO. Agv cupTtrepieAn@Onaav €Aeyxol véoou PR3 aTov KaBopiouod Tou onugiou diaxwpioyou
TnG dokipaciag MPO.

ANAMENOMENEZ TIMEZ

O1 avapevopeveg TINEG O€ @ualohoyikd TANBuouod eivar apvnTikég. QoTo00, 4% TWV EUPAVWG UYIWY,
QOUUTITWHATIKWY atépwy Ptropei va atmodeixBolv BeTika yia avti-MPO avriowuata. MNpdoeata avapepbeioeg
peAETeG €0e1§av aabeveig, pe didyvwon Peupatogidoug ApBpiTidag, xpoviag TToAuapBpitidag, adiagopoTrointng
vooou ouvdEeTIKOU 10TOU Kal SLE Trepiéxouv avti-MPO r; pANCA oxvnou')ponor.5 AvoookaTaaTOATIKY Beparreia,
évapén N peTaBoAn ng Bepatreiag dev Ba TTpéTTel va Eekiva 1T TN BAoel atroTeEAETPATOg ammAwg BeTikou MPO
AVTIOWHATOG, AAAG HAAAOV TTPOCEKTIKWY KAIVIKWV TTAPATNPIOEWV.

O akoAouBog Trivakag aTreIkovigel Tn GU)SVéTI']TG PR3 kai MPO &1dikwv ANCA oe opoUg atmd 112 aobBeveig pe
TToAuayyeliTideg cuaxeTiIopéveg ue ANCA. 0

Emimrwon avti-PR3 kai avri-MPO o€ ayyelitideg ouoxeTiopéveg pe ANCA

Zuvaeeia Kokkiwpdtwon MIKpOOGKOTTIKF  ZUvOpPOuOo
QAVTICWHOTOG Wegener  moAuayyelimda Churg-Strauss
ANCA BeTikd o106 IFA 78% 59% 67%
avT-PR3 BeTik6 90% 0% 10%
avTl-MPO BeTikd 0% 62% 17%
AyvwaoTn BeTIKN €18IKOTNTA 40% 31% 73%

€T KAIVIKWV OglypdTwy dokiydoTnkav oto ImmuLisa™ MPO Antibody ELISA kai pe GAAO gutropikG di1aBéaipo
MPO antibody ELISA. Ta ammoteAéopata TTOU KATASEIKVUOUV ETTITITWON OTOUG TTANBUCGHOUG yI' QUTHV TNV PEAETN
TTAPEXOVTAI KATWTEPW.

IMMCO AAAo MPO Ab ELISA
Opada AcBevwv n nOer. % Ocr. n nOer. % Oer.
No6oog ZuoxeTIopEVN
STTEIPAPATOVEPPITIG 57 57 100% 54 53 98,1%
Kokkiwuatwaon Wegener 47 0 0,0% 47 0 0,0%
AdiagopoTrointo ANCA BeTIKO 6 0 0,0% 6 0 0,0%
‘EAeyxog Noéoou
Mn-ANCA ouoyeTiopévn ayyelimda 24 0 0,0%
dAeypovwdng eviepikr vooog 16 0 0,0%
TUOTNUATIKOG EpUBNUATWOSNG AUkog 32 0 0,0% 32 0 0,0%
Peupatoeidng apBpitida 8 1 12,5% 8 1 12,5%
AMN auTtodvoon vooog 16 0 0,0% 16 0 0,0%
Yy Zuvrién 80 0 0,0% 80 0 0,0%

XAPAKTHPIZTIKA ANNOAOZHZ

H xpnoiyétnta tou ImmuLisa™ MPO Antibody ELISA aiohoyriOnke pe SOKIUA KAAWG XAPAKTNPIOPEVWV
OelyudTwy opou BeTikou e MPO avticwpa atréd utrokeiyeva BeTikoU avTiowpatog pANCA padi pe eAéyxoug
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voowv Kal “@uoioAoyikolg” avBpwtrivoug opolg. Autd Ta Oeiypata SOKIYACTNKAV ETTIONG O€ EUTTOPIKA
O1a6éoipa KIT ELISA. Autd Ta atToTeAéopaTa CUVOWICOVTaI KATWTEPW.
A. Zuykpion MeBodou: ImmuLisa™ MPO Antibody ELISA évavti dAAou MPO antibody ELISA.
AAAo MPO Antibody ELISA

OeTikd Apvnrikd 20voAo
IMMCO O¢eTIKO 43 2 45
MPO ApvnTikd 0 65 65
ELISA >uvolo 43 67 110

Zupgwvia Oetikou MNooooTou:  100% (95% CI 89,8% £wg 100%)
Jupowvia Apvnrikou MNMocooTou: 97,0% (95% CI 88,7% £wg 99,5%)
Zupgwvia evikol MooooTou:  98,1% (95% Cl 92,9% £wg 99,7%)

B. AlaoTtaupwth AvtidpacTikétnTa: ‘Eva auvoAo atré 149 Ociyparta pe moavh diacTaupoUpevn avTidpaon atrd
dropa pe AAAeg autdvoaoeg diatapaxég R BeTIKG yia GAAa auToavTiIowuaTa €EETATTNKAV yia avTiowpata MPO
XpnoigotroiwvTag 1o olotnua ImmuLisa™ MPO Antibody ELISA.

Maénon n O€TIKO N
KokkiwpaTtwon Wegener 47 0
Adiagopotrointo ANCA BeTIkO 6 0
Mn-ANCA ouoxeTIOPEVN AyYEITIOO 24 0
DAeypovwdng Evrepikry Néoog 16 0
ZuoTnuaTIKOG epuBnuUaTWONG AUkog 32 0
Peupatogidng apBpitida 8 1
AAAN autodvoon véoog 16 0
>Uvoho 149 1 (0,7%)
Axkpieia

H akpiBeia dokiydoTnke pe 7 BeTIKG deiypata TTou eMAEXOBNKav atrd 6Ao To @Aoua TNG doKIpaagiag. ZeIpég

dokipaoiwv 3 eTavaAnpewv Treipduarog (replicates) diegfxOnoav oe kaBe deiyua og diaoTnua 3 nuepwv. H

ETTAVOANYIUOTNTA TTIPOCOIOPIOTNKE WE 6 ETTAVAANWYEIG TTEIPAUATOG KABE deiyuaTod.

Evrog

PO SIopICUOU

OAIkn
AvakpiBela

Méocog

6pog SD SD SD

Acgiypa  (IU/ml) (IU/ml) CV% (1U/ml) CV% (IU/ml) CV%

MeTagu nuepwv | (ETavaAngipornra)

1 2,65 0,370 13,9% 0,381 14,4% 0,389 14,7%
2 8,51 0,683 8,0% 0,706 8,3% 0,712 8,3%
3 11,39 0,707 6,2% 0,682 5,9% 0,752 6,7%
4 47,20 2,568 5,4% 1,340 2,9% 3,847 8,0%
5 54,31 2,209 4,1% 1,678 3,1% 2,897 5,3%
6 125,90 4,084 3,2% 4,326 3,4% 4,078 3,2%
7 136,20 4,726 3,5% 5,881 4,3% 2,668 2,0%

Avatrapaywyigotnta

6 dokipagieg delyudTwy GTO APVNTIKO €0p0g, ~10% KATW Tou onueiou diaxwpiopou, ~10% davw Tou anueiou
OlaxwpIouoU Kal aTo PETPIa BeTIKG €0pog TNG OOKIPACIAg EKTEAECTNKAV YA va TTPOCBIOPIGOUV TNV TTOIOTIKA
avarmapaywyiyotnTa oto idlo deiypa (intra-assay). 3 emavaAfyelg Twv idlwv Selyudtwy dokiydoTnkav og 3
EKTEAEOEIG YIa va TTPOadIopicoUV TNV avaTTapaywyiudTnTa oTOo idI0 deiypa (inter-assay). Ta atroTeAéopara Tng
dokipaciag yr autd Ta deiypara apryav 100% 1oloTikA cupgwvia.

FpappIKOTNTA

EkTeAéoTnKaV PEAETEG PE TN XPON 10ATTEXOUCAG aPaiwong oEIpdg BETIKWY SelyUATWY PE TINEG 0€ OAO TO £UPOG
ToUu BaBuovounTr] yia va TTpocdlopicel TO YPAUUIKO €0pog TnG dokipaciag. To ypappiké eupog TnG dokipaaoiog
TTpoodiopioTnke OTI Ba gival amd 2,7 — 156 IU/ml. Ta armoteAéopata cuvowilovtal TTAPAKATW. ZUVIOTATAI TA
Ociypata TTou TTapdyouv OTTOTEAEOUOTO HEYOAUTEPA OTTO TOV KOPu@aio Babuovountr va apalwvovTal Kal
emmavegeTagovral.
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EL

Elpog
Aokipng KAion Inpeio Topng Y
Asiypa (U/mi) (95% Cl) (95% Cl) RE % Avékapyn
) 1,009 10,063 99,4 fuc
1 S28wC 1823 g ouzgc1075) (0,160 fwg0,033) 0% 1133
, 0,947 0,067 84,1 fug
2 ABEWCTAS 0876 ¢wc1,018) (0,004 ¢wc0137) 09 1042
, 1,028 0,005 94,8
8 ATEOCATE  0962¢wc1,004) (0056 wc0,046) 9% 1016
‘Opio Avixveuong

To 6pio avixveuong (LoD) yia avtiowpa MPO pe Tn xprion autrg Tng dokipaaiag kaBopioTtnke va eivar 2,7 1U/ml
et TN Pdoel 60 TTavopoldTUTTWY Kevou Kai 10 TravopoloTuttwy KaBéva amd 6 deiyyata XaunAou emmiTédou

(NHS).

MapéuBaon

H mrapéuBaon peAeTiOnke pe TRV avAaueign opwv Pe yvwoTd emiTeda avTiowpdtwy MPO pe deiypata opou
mOavwg TTapePParAOueva Kal e TNV PEAETN OTTOKAIONG aTTO Ta avauevoueva atmoTeAéopaTa. Kapia onuavTikn
Tapéupfaon dev ekdNAwWONKeE yia TIG akOAouBeg ouaieg oTa etrireda TTou dnAwvovTal: Alpoagaipivn (2 g/L),
XoAepuBpivn (342 umol/L), ki Peupatoeidnig Mapdyovrag (100 EU/mI).
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*Immco

ImmuLisa™
ELISA Anticuerpos MPO

ELISA ImmuLisa™ Anticuerpos Mieloperoxidasa (MPO)

ETIQUETA DEL PRODUCTO
5161 ELISA Anticuerpos MPO 96 Determinaciones

UTILIZACION PREVISTA

Un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) para la deteccion y semicuantificacion de anticuerpos
anti-mieloperoxidasa (MPO) en el suero humano para ayudar en el diagnostico de vasculitis asociadas con
anticuerpos anticitoplasmaticos de neutréfilos (ANCA), entre ellas la glomerulonefritis y la poliarteritis nodosa
en conjuncion con otras pruebas clinicas y de laboratorio.

RESUMEN Y EXPLICACION

La presencia de anticuerpos ant|C|topIasmat|cos de neutréfilos (ANCA) en pacientes con vasculitis fue
observada por primera vez en 1982 por Davies.! Los ANCA son un grupo de autoanticuerpos dirigidos contra
las proteinas en los granulos de los neutréfilos y en lisosomas positivos en peroxidasa de los monocitos de
sangre periférica. Estos anticuerpos pueden ser detectados por mmunoﬂuorescenma indirecta en neutrdfilos
tratados con etanol, que produce patrones de manchas caracteristicos.?* Los PANCA aparecen en vasculitis
como glomerulonefrltls sindrome de Churg-Strauss, poliarteritis nodosa, lupus eritematoso sistémico, y artritis
reumatoide.*® Un antigeno importante de los pANCA es la mieloperoxidasa (MPO), un potente antigeno
microbicida dentro de los granulocitos neutrdfilos. Otros antigenos especificos como la elastasa de leucocito
humano y la lactoferrina también se asocian con el patron de fluorescencia de los pANCA " También pueden
inducirse los anticuerpos de la MPO con medicamentos como la hidralazina, la clozapinay el L- trlptofano La
exposicion ocupacional a factores ambientales como el polvo de silice puede provocar glomerulonefritis
progresiva positiva anti- MPO.® La medicién de los anticuerpos ANCA especificos de la MPO es una importante
aportacioén a las pruebas clinicas para la evaluacién de subtipos clinicos dentro de las vasculitis sistémicas.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

El andlisis es realizado como un inmunoensayo de fase soélida. Los micropocillos son recubiertos con antigeno
MPO purificado y a continuacidn se realiza una fase de bloqueo para reducir los vinculos no especificos
durante el ensayo. Se incuban en los pozos recubiertos con el antigeno controles, calibradores y el suero del
paciente para que los anticuerpos especificos puedan presentarse en el suero para unirse al antigeno MPO.
Los anticuerpos separados y otras proteinas del suero son eliminados lavando los micropocillos. Se detectan
los anticuerpos unidos afiadiendo a los micropocillos una enzima etiquetada conjugado anti-humano 1gG. El
conjugado no unido es eliminado lavandolo. A continuacion se afiade 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 reaccion y la intensidad del
cambio de color, que es proporcional a la concentracion de anticuerpos, es leida por un espectrofotémetro a
250 nm. Los resultados son expresados en unidades internacionales por milimetro (IU/ml) y consignados como
positivos 0 negativos.

REACTIVOS

Almacenamiento y preparacion

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.
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Reconstituya el tampoén de lavado hasta un litro con agua destilada o desionizada. Si lo guarda entre 2 y 8°C,
el tampodn 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-1 y 2 y HTLV-l y han dado negativo de acuerdo con los exdmenes necesarios de la FDA. Sin
embargo, los derivados de sangre humana y las muestras de pacientes deberian considerarse potencialmente
infecciosasé 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 contaminacion microbiana y cruzada de los reactivos a la hora de manejarlos. No
utilice los componentes del equipo después de la fecha de caducidad que aparece en las etiquetas.

Materiales proporcionados

ELISA ImmuLisa™ Anticuerpos MPO 5161

El equipo contiene suficientes reactivos para realizar 96 determinaciones.

12x8 MICROPLATE[MPO] Microplaca con micropocillos individuales escindibles.
Revestida con un antigeno MPO purificado. Lista para su
utilizacion.

1x1.75ml CONTROL[+[MPO] Control Positivo listo para su utilizacién (tapén rojo).

Contiene suero humano positivo en anticuerpos MPO. El
registro de concentracion esperado en IU/ml esta
impreso en la etiqueta.

1x1.75ml CONTROL[] Control Negativo listo para su utilizaciéon (tapén blanco).
Contiene suero humano.
5x1.75ml  [CALIBRATORJA[MPO] Juego de 5 calibradores listos para su utilizacion.
Calibrador A (tapon verde) 156 IU/ml, Calibrador B
[CALIBRATOR[B[MPO] (tapon violeta) 62,5 1U/ml, Calibrador C (tapén azul) 25
[CALIBRATOR|CIMPO] IU/ml, Calibrador D (tapén amarillo) 10 IU/ml, y
[CALIBRATOR|D|MPO] Calibrador E (tap6n naranja) 1 IU/ml. Provenientes de
suero humano con anticuerpos  MPO. Las
[CALIBRATORJEJMPO] concentraciones en 1U/ml estdn impresas en las
etiquetas.
1x15ml 1gG-CONJ|HRP Conjugado IgG antihumano de cabra HRP. Listo para su
utilizacién. De color rosa.
1x 60 ml DIL Diluyente de suero. Listo para su utilizaciéon. De color
morado.
1x15ml SUBSTRATE|TMB Sustrato de enzima TMB. Listo para su utilizacion.
Proteger de la luz.
1x15ml STOP|H2S04 Solucién de parada *. Lista para su utilizacion.
2 x viales 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
O

—
_|

Numero de lote

Nimero de catalogo

Utilizacion diagndstica in vitro
Utilizar antes de

Temperatura de almacenamiento

Consulte las instrucciones de uso

4~ G

Numero de analisis
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Fabricante

Fecha de fabricacion

SLER?

*Peligro. Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares graves. Provoca lesiones
oculares graves. Lavarse concienzudamente tras la manipulacion. Llevar guantes/
prendas/gafas/mscara de proteccin. EN CASO DE CONTACTO CON LOS O0JOS: Aclarar
cuidadosamente con agua durante varios minutos. Quitar las lentes de contacto, si lleva y resulta fcil.

Seguir aclarando. Si persiste la irritacin ocular: Consultar a un médico.

Materiales necesarios pero no suministrados

*  Agua desionizada o destilada

+ Botella de plastico blando para el tampdn 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 automético 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 més largos, los especimenes de suero deberian ser congelados. Es recomendable que los
especimenes congelados sean analizados al cabo de un afio. Evite congelar y descongelar las muestras
repetidamente.

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 andlisis. Le sugerimos que deje los reactivos sobre la
mesa de trabajo y fuera de la caja unos 30 minutos antes de su utilizacién. 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 tampon 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 incubacion mas uniformes.

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

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

Método de 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 practica de laboratorio es analizar las muestras por duplicado.

Paso 3 Para una determinacion cualitativa utilice Unicamente el Calibrador D (vial con tapén amarillo).
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Para una determinaciéon semi-cuantitativa utilice los Calibradores A a E tal como aparece en el
plan de muestras siguiente.

Cuallitativo Semi-cuantitativo
A Base S5 Etc. A Base S1 Etc.
B - S6 B - S2
c + S7 c + S3
D | CalD S8 D | CaA S4
E S1 S9 E | CalB S5
F S2 S10 F | cacC S6
G S3 S11 G | _calD S7
H sS4 S12 H | caE S8
1 2 3 1 2 3

Paso 4 Prepare una dilucién 1:101 de las mezclas del paciente mezclando 5 pl del suero del paciente con
500ul de Diluyente de Suero.

Paso 5 Saque los micropocillos necesarios de la bolsa y vuelva a meter en la nevera las tiras no utilizadas
dentro de la bolsa cerrada. Coloque los micropocillos en la funda adicional proporcionada.

Paso 6 Vierta 100 pul 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.

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

Paso 8 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.

Paso 9 Vierta 100 ul de Conjugado en los micropocillos.

Paso 10 Incubelo 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.

Paso 11 Lave todos los micropocillos siguiendo las instrucciones del Paso 8.

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

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

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

Paso 15 Lea la absorbencia de cada micropocillo a 450 nm si utiliza un lector de microplaca de longitud de

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

Control de calidad

Los Calibradores, los Controles Positivo y Negativo y el reactivo base deben comprobarse en cada ensayo
para verificar la integridad y la precision del andlisis. La 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 IU/ml. Si se realiza la prueba por duplicado, deberia tomarse
la media de ambas lecturas para determinar la lectura en 1U/ml. Al realizar determinaciones cualitativas, la
densidad o6ptica 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:
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1. DETERMINACION CUALITATIVA

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

Es recomendable indicar si los resultados cualitativos son “positivos” o “negativos”. Los resultados de los
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 gréaficos lineales logaritmicos. Determine las concentraciones en IU/ml en el eje X y la
absorbencia en el eje Y y dibuje una curva de punto a punto. Determine las concentraciones de las
muestras del paciente desde la curva de acuerdo con los valores de absorbencia correspondientes. Como
alternativa, puede utilizar una curva de cuatro parametros para trazar la curva estandar.

Es recomendable indicar si los resultados semi-cuantitativos son “positivos’, “negativos” o
“‘indeterminados” con valores en unidades IU/ml. Los resultados indeterminados/en el limite deberian ser
reanalizados y evaluados junto con otros métodos de laboratorio, como los ensayos para la deteccion de
ANCA de IFA.

Interpretacion

Los valores de interpretacion fueron determinados analizando 136 especimenes de control de donantes
de sangre normales y sin vasculitis autoinmunes. La media de los sujetos normales méas 2,5 SD fue
establecida como limite del ensayo y se le asign6é un valor arbitrario de 10 IU/ml. Los controles de
enfermedades PR3 no se incluyeron en la determinacién del limite del ensayo PR3. IMMCO recomienda
la utilizacion del registro de referencia siguiente. Cada laboratorio deberia validar los valores del ensayo
para sus propias condiciones.

Valor anticuerpos anti-MPO Interpretacién

<10 IU/ml Negativo

10-12,5 IU/ml Indeterminado (Limite)
>12,5 IU/ml Positivo

Calibrador

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

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 diagnésticos. Este ensayo no ha sido validado en una poblacion pediatrica. Los controles
de enfermedades PR3 no se incluyeron en la determinacion del limite del ensayo de MPO.

VALORES ESPERADOS

Los valores esperados en una poblacion normal son negativos. Sin embargo, el 4% de los individuos
aparentemente sanos y asintomaticos puede dar positivo en anticuerpos anti-MPO. Estudios recientes
demuestran que los pacientes diagnosticados con artritis reumatoide, poliartritis cronica, enfermedad del tejido
conectivo no diferenciada y LES contienen anticuerpos anti-MPO o pANCA.5 No deberia empezarse una
terapia con inmunosupresores, ni iniciarse o alterarse el tratamiento sobre la Unica base de un resultado de
anticuerpos MPO positivos, sino que deberian realizarse observaciones clinicas cuidadosas.

La tabla siguiente muestra la frecuencia con la que encontramos ANCA especificos de PR3 y MPO en 112
pacientes de vasculitis asociada a ANCA.*°
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Incidencia de anti-PR3 y anti-MPO en vasculitis asociada a ANCA

Asociacion Granulomatosis Poliangeitis  Sindrome de
de anticuerpos de Wegener microscépica Churg-Strauss
Positivo en ANCA por IFA 78% 59% 67%
Positivo en anti-PR3 90% 0% 10%
Positivo en anti-MPO 0% 62% 17%
especificidad positiva desconocida 40% 31% 73%

Se analizaron conjuntos de muestras clinicas de pacientes con las ELISA ImmuLisa™ para anticuerpos MPO y
otros ELISA para anticuerpos MPO disponibles comercialmente. A continuacién incluimos unos resultados que
demuestran la incidencia en la poblacién para este estudio:

IMMCO Otro ELISA MPO

Grupo de pacientes n ninc % Inc n nlinc % Inc
Asociado a enfermedades

Glomerulonefritis 57 57 100% 54 53 98,1%

Granulomatosis de Wegener 47 0 0,0% 47 0 0,0%

Positivo en ANCA sin diferenciar 6 0 0,0% 6 0 0,0%
Control de enfermedades

Vasculitis no asociada a ANCA 24 0 0,0%

Enfermedad intestinal 16 0 0,0%

"Lupus eritematoso sistémico 32 0 0,0% 32 0 0,0%

Artritis reumatoide 8 1 12,5% 8 1 12,5%

Otra enfermedad autoinmune 16 0 0,0% 16 0 0,0%
Sujetos sanos normales 80 0 0,0% 80 0 0,0%

CARACTERISTICAS DE FUNCIONAMIENTO

La utilidad de las pruebas ELISA ImmuLisa™ Anticuerpos MPO fue evaluada analizando especimenes de
suero positivos caracteristicos MPO de sujetos que daban positivo en anticuerpos pANCA junto con controles
de enfermedades y sueros humanos "normales". Estos especimenes también fueron analizados con equipos
ELISA disponibles comercialmente. Los resultados se resumen a continuacion.

A. Comparacion de métodos: ELISA ImmuLisa™ anticuerpos MPO vs. otros ELISA anticuerpos MPO.
Otro ELISA Anticuerpos MPO

Positivo Negativo Total
IMMCO Positivo 43 2 45
MPO Negativo 0 65 65
ELISA Total 43 67 110

Concordancia de porcentaje positivo: 100% (95% CI 89,8% a 100%)
Concordancia de porcentaje negativo: 97,0% (95% CI 88,7% a 99,5%)
Concordancia de porcentaje total:98,1% (95% Cl 92,9% a 99,7%)

B. Reactividad cruzada: Un total de 149 especimenes potencialmente reactivos cruzados de individuos con
otras afecciones autoinmunes o que dieron positivo en otros autoanticuerpos fueron analizados en anticuerpos
de MPO utilizando el sistema ELISA ImmuLisa™ Anticuerpos MPO.

Enfermedad n Positivo n
Granulomatosis de Wegener 47 0
Positivo en cANCA sin diferenciar 6 0
Vasculitis no asociada a ANCA 24 0
Enfermedad intestinal inflamatoria 16 0
Lupus eritematoso sistémico 32 0
Artritis reumatoide 8 1
Otra enfermedad autoinmune 16 0
Total 149 1 (0,7%)
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Precisién

La precision fue analizada con 7 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.

Dentro de serie
Imprecisién total Entre dias (Repetibilidad)
Media SD SD SD

Muestra  (IU/ml) (IU/ml) CV% (IU/ml) CV% (IU/ml) CV%
1 2,65 0,370 13,9% 0,381 14,4% 0,389 14,7%
2 8,51 0,683 8,0% 0,706 8,3% 0,712 8,3%
3 11,39 0,707 6,2% 0,682 5,9% 0,752 6,7%
4 47,20 2,568 5,4% 1,340 2,9% 3,847 8,0%
5 54,31 2,209 4,1% 1,678 3,1% 2,897 5,3%
6 125,90 4,084 3.2% 4,326 3,4% 4,078 3,2%
7 136,20 4,726 3,5% 5,881 4,3% 2,668 2,0%

Reproducibilidad

Se realizaron seis muestras duplicadas en el registro negativo, ~10% por debajo del limite, ~10% por encima
del limite y en el registro positivo moderado del ensayo para determinar la reproducibilidad cualitativa dentro
del ensayo. Se analizaron tres muestras duplicadas de las mismas muestras en tres series para determinar la
reproducibilidad dentro del ensayo. Los resultados de los andlisis de estos especimenes dieron una
concordancia cualitativa 100%.

Linealidad

Se realizaron estudios utilizando series de dilucién equidistantes de muestras positivas con valores de todo el
ambito del calibrador para determinar el ambito lineal del ensayo. Se determin6 que el &mbito lineal del ensayo
era de 2,7 — 156 IU/ml. Los resultados se resumen a continuacion. Sugerimos que las muestras que produzcan
resultados superiores al calibrador mayor sean diluidas y analizadas de nuevo.

Ambito del
analisis Inclinacién Corte Y %

Muestra (IU/ml) (95% CI) (95% CI) R? Recuperacion
1,009 -0,063

1 52a182,3 (0,943 3 1,075) (0,160 2 0,033) 0,99%  994a1133
0,947 0,067

2 46a745 (0,876 2 1,018) (0,004 2 0,137) 0,994 84,1a1042
1,028 -0,005

3 47a478 (0,962 3 1,004) (0,056 a 0,046) 0,99 94,8a101,6

Limite de deteccion

Se calculd que el limite de deteccién (LD) para anticuerpos MPO utilizando este ensayo era de 2,71U/ml en
base a 60 duplicados de la base y 10 duplicados de 6 muestras de nivel bajo (NHS).

Interferencia

La interferencia fue estudiada mezclando sueros con niveles de anticuerpos MPO conocidos con muestras de
suero con interferencia potencial y estudiando la desviacion respecto a los resultados esperados. No se
demostré una interferencia importante para las siguientes sustancias en los niveles indicados: Hemoglobina (2
g/L), Bilirrubina (342 uymol/L), y Factor Reumatoide (100 EU/ml).
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*immco

ImmuLisa™
MPO-Antikorper-ELISA

Myeloperoxidase (MPO) Antikdrper-ELISA

PRODUKTBEILAGE

5161  MPO-Antikérper-ELISA 96 Bestimmungen
VERWENDUNGSZWECK

Ein enzymgekoppelter Immunadsorptionstest (ELISA) fur die Erfassung und Halbquantifizierung von
Antikdrpern zur Myeloperoxidase (MPO) im Humanserum, um in der Diagnose der mit antineutrophilen
cytoplasmatischen Antikorper-(ANCA)-assoziierten Vaskulitiden einschlieBlich  Glomerulonephritis  und
Polyarteriitis nodosa in Verbindung mit anderen klinischen und Laborbefunden zu unterstitzen.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Das Vorhandensein von antineutrophilen zytoplasmatlschen Antikdrpern (ANCA) bei Patienten mit Vasculitis
wurde zuerst 1982 durch Davies beobachtet.' ANCA ist eine Gruppe von Autoantikérpern die gegen
Eiweistoffe in den Kornchen von Neutrophilen und in Peroxidase-positiven Lysosomen von peripheren
Blutmonozyten gerichtet ist. Diese Antikdrper kénnen durch die indirekte Immunfluoreszenz auf athanolf|X|erten
Neutrophilen erkannt werden, indem sie ein charakteristisches perinukledres Farbemuster erzeugen.?* pANCA
tritt in Vasculitis wie z. B. Glomerulonephritis, Churg-Strauss-Syndrom, Polyarteriitis nodosa, systemischer
Lupus erythematodes und rheumatischer Arthritis auf.*® Ein hauptsachliches Antigen von pANCA ist
Myeloperoxidase (MPO), ein starkes mikrobizides Antigen innerhalb der neutrophilen Granulozyten.
Zusétzliche Zielantigene wie z. B. menschliche Leukozyten -Elastase, und Laktoferrin sind auch mit dem
PANCA Fluoreszenzmuster in Verbindung gebracht worden.® Antlkorper zu MPO koénnen auch durch Arzneien
wie z. B. Hydralazin, Clozapin und L-Tryptophan angeregt werden. 8 Berufliche Exponierung zu Umweltfaktoren
wie z. B. Kieselsaurestaub kann eine anti-MPO positive fortschreitende Glomerulonephritis pr0v02|eren Die
Messung von MPO-spezifischen ANCA-Antikdrpern ist ein wichtiger Zusatz zu klinischen Befunden in der
Auswertung von klinischen Untertypen innerhalb von systemischen Vaskulitiden.

GRUNDSATZE DES VERFAHRENS

Der Test wird als ein Festphasenimmunoassay ausgefiihrt. Mikrovertiefungen werden mit gereinigtem MPO-
Antigen beschichtet. Dem folgt ein Blockierungsschritt, um eine nichtspezifische Proteinbindung wahrend des
Prifungsablaufs zu reduzieren. Kontrollen, Kalibratoren und Patientenseren werden in den mit Antigen
beschichteten Vertiefungen inkubiert, um im Serum vorhandenen spezifischen Antikérpern zu ermdglichen,
sich an das MPO-Antigen zu binden. Ungebundene Antikérper und andere Serumproteine werden durch
Waschen der Mikrovertiefungen entfernt. Bestimmte Antikdrper werden durch Hinzufigen von einem
enzymmarkierten anti-menschlichen 1gG-Konjugat zu den Mikrovertiefungen erkannt. Ungebundenes Konjugat
wird durch Waschen entfernt. Spezifisches Enzymsubstrat (TMB) wird dann zu den Vertiefungen hinzugefugt
und das Vorhandensein von Antikdrpern wird durch einen Farbwechsel, erzeugt durch die Umwandlung des
TMB-Substrats in ein farbiges Reaktionsprodukt, erkannt. Die Reaktion wird gestoppt und die Intensitat des
Farbwechsels, der zur Konzentration an Antikdrpern proportional ist, wird durch ein Spektralphotometer bei 450
nm abgelesen. Die Resultate werden in Internationalen Einheiten pro Milliliter (IU/ml) ausgedriickt und als
positiv oder negativ berichtet.

REAGENZIEN

Lagerung und Vorbereitung

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

Verwenden Sie das Reagenz nicht, wenn es nicht farblos oder wenn ein Prazipitat vorhanden ist. Alle
Reagenzien missen vor dem Gebrauch auf Raumtemperatur (20-25°C) gebracht werden.
23



DE
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 sorgféltig wieder versiegelt werden,
um Kondensation zu verhindern, und bei 2-8°C gelagert werden.

Vorsichtsmalnahmen

Alle verwendeten menschlichen Komponenten sind auf HBsAg, HCV, HIV 1 und 2 und HTLV-I gepruft 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.9

Die Anweisungen wie sie in dieser Kit-Beilage angegeben sind sollten genau befolgt werden, um
gultige 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 tber das auf den Etiketten angegebene Ablaufdatum
hinaus.

Bereitgestellte Materialien

ImmuLisa™ MPO Antikérper-ELISA 5161

Kits enthalten ausreichende Reagenzien, um 96 Bestimmungen auszufihren.

12x 8 MICROPLATE[MPO] Mikroplatte mit individuell abbrechbaren Mikrovertiefungen.
Beschichtet mit gereinigtem MPO Antigen. Gebrauchsfertig.

1x1.75ml CONTROL[+]MPO] Einsatzbereite Positivkontrolle (roter Verschlussdeckel)

Enthélt fur MPO-Antikorper positives Humanserum. Der
erwartete Konzentrationsbereich in IU/ml ist auf dem Etikett

aufgedruckt.
1x1.75ml CONTROL[] Einsatzbereite Negativkontrolle (weiBer
Verschlussdeckel). Enthalt Humanserum.
5x1.75ml  [CALIBRATORJA]MPO] Einsatzbereiter Satz von 5 Kalibratoren. Kalibrator A
(gruner Verschlussdeckel) 156 1U/ml, Kalibrator B (violetter
[CALIBRATOR[B[MPO] Verschlussdeckel) 62,5 1U/ml, Kalibrator C (blauer
[CALIBRATOR|CIMPO] Verschlussdeckel) 25 IU/ml, Kalibrator D (gelber
Verschlussdeckel) 10 IU/ml und Kalibrator E (orangener
[CALIBRATOR|DMPO] Verschlussdeckel) 1 IU/ml. Abgeleitet aus Humanserum,
[CALIBRATORJEJMPO] das MPO Antikérper enthalt. Konzentrationen in 1U/ml sind
auf den Etiketten aufgedruckt.
1x15ml 1gG-CONJ|HRP HRP-Ziege anti-menschliches IgG-Konjugat.
Gebrauchsfertig. Farbcode rosa.
1x 60 ml DIL Serumverdiinnungsmittel. Gebrauchsfertig. Farbcode violett.
1x15ml SUBSTRATE|TMB TMB-Enzymsubstrat. Gebrauchsfertig. Vor Licht schitzen.
1x15ml STOP|H2S04 Stopp-Losung*. Gebrauchsfertig.
2 x vials BUF|WASH Pulver Waschpuffer. Zu je einem Liter wiederherstellen.
1x Protokollblatter
Optionale Komponenten
1x 60ml  |[BUFJWASH Flussiger konzentrierter Waschpuffer. Zu einem Liter herstellen.

Auf Etiketten verwendete Symbole

=
(@)
3

Chargennummer

Katalognummer

In vitro diagnostischer Gebrauch

Verwenden bis

Lagertemperatur

Finden Sie Anweisungen fur die Verwendung

Anzahl an Tests

L@@%MEE

Hersteller
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Herstellungsdatum

A

*Gefahr. Verursacht schwere Veratzungen der Haut und schwere Augenschaden. Verursacht
schwere Augenschéaden. Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/Augenschutz/Gesichtsschutz tragen. BEI
KONTAKT MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang behutsam mit Wasser spiilen. Vorhandene
Kontaktlinsen nach Mdglichkeit entfernen. Weiter spiilen. Bei anhaltender Augenreizung: Arztlichen

Rat einholen/arztliche Hilfe hinzuziehen.

Erforderliche Aber Nicht Bereitgestellte Materialien

+  Entsalztes oder destilliertes Wasser

. Quetschflasche, um verdiinnten Waschpuffer aufzunehmen

*  Pipetten fur 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 verfugbar 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 hémolisierte, lipamisch oder
mikrobisch verunreinigte Proben kdnnen die Leistung des Tests beeintrachtigen und sollten nicht verwendet
werden. Die Proben bei 2-8°C fiir nicht langer als eine Woche lagern. Bei langerer Lagerung sollten die
Serumproben eingefroren werden. Es wird empfohlen eingefrorene Proben innerhalb eines Jahres zu prifen.
Das wiederholte Einfrieren und Auftauen von Proben vermeiden.

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 Prufverfahren
begonnen wird. Es wird empfohlen, dass Reagenzien vor dem Gebrauch auf dem Labortisch auRerhalb
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 enthehmen und den Beutel sorgfaltig wieder
versiegeln, um Kondensation in den ungebrauchten Vertiefungen zu verhindern. Den Beutel sofort wieder
in den Kuhlschrank stellen.

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

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

+ Bei allen Schritten ist die 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 ausgefihrt 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 Ausfiihrung der Proben zu arbeiten.
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Schritt 3

Schritt 4

Schritt 5

Schritt 6

Schritt 7
Schritt 8

Schritt 9

Schritt 10
Schritt 11
Schritt 12

Schritt 13
Schritt 14

Schritt 15

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 + S7 C + S3
D CalD S8 D CalA S4
E S1 S9 E CalB S5
F S2 S10 F CalC S6
G S3 S11 G CalD S7
H S4 S12 H Cal E S8
1 2 3 1 2 3

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

Die erforderlichen Mikrovertiefungen aus dem Beutel enthnehmen und ungebrauchte Streifen im
versiegelten Beutel wieder zuriick 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) gemaR 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 (+ 5 Minuten) bei Raumtemperatur inkubieren.

4x mit dem Waschpuffer waschen. Um manuell zu waschen, fiillen Sie jede Mikrovertiefung mit
dem wiederhergestellten Waschpuffer. Die Flussigkeit durch Umkehren und Ausklopfen des
Inhalts jeder Vertiefung oder durch Ansaugen der Flissigkeit aus jeder Vertiefung entsorgen. Die
Streifen umkehren und die Vertiefungen kraftig auf saugféhigen Papierhandtiichern ausklopfen,
um am Ende des letzten Waschens zu blotten. Bei einer automatischen Wascheinrichtung
programmieren Sie diese gemal 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 ul des Enzymsubstrats in jede Mikrovertiefung in der gleichen Reihenfolge
und Zeitabfolge wie fur 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 flir die Zugabe des Enzymsubstrats zugeben. Die
Absorptionswerte innerhalb von 30 Minuten nach Hinzufligen der Stopp-Lésung ablesen.

Die Absorbtion jeder Mikrovertiefung bei 450 nm unter Verwendung eines Ein- oder bei

450/630nm unter Verwendung eines Zweiwellenldngen-Mikroplattenlesers gegen die auf Null-
Absortion gesetzte Reagenz-Leerprobe ablesen.

Qualitatskontrolle

Kalibratoren, Positiv- und Negativkontrollen und eine Reagenz-Leerprobe miissen mit jeder Priifung 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 IU/ml sein. Wenn der Test
als zweifache Ausfiihrung durchgefiihrt wird, sollte der Mittelwert der zwei Messdaten aufgenommen werden,
um 1U/ml zu bestimmen. Beim Durchfiihren von Qualitativen Bestimmmungen muss die optische Dichte von
Kalibrator D groR3er 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.
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RESULTATE

Berechnungen

Die Konzentrationen der Patientenproben kénnen durch zwei Methoden bestimmt werden:
1. QUALITATIVE BESTIMMMUNG

Abs. des Priifmusters
---------------------------- X 1U/ml von KalibratorD = [U/ml Testprobe
Abs. von Kalibrator D

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

2. SEMIQUANTITATIVE BESTIMMUNG

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

Es wird empfohlen, dass semiquantitative Resultate als "positiv", "negativ", oder "unbestimmt" mit 1U/ml
Einheitswerten berichtet werden. Unbestimmte/Grenz-Resultate sollten erneut getestet und zusammen mit
anderen Labormethoden, wie z. B. Prufungen fir die Erfassung von ANCA durch IFA bewertet werden.

Ausdeutung

Die Ausdeutungswerte wurden durch Prifen von 136 normalen Blutspendern und nichtautoimmuner
Vaskulitiden-Krankheitsbe-kéampfungsproben bestimmt. Der Mittelwert des normalen Probanden plus 2,5
SD wurde als der Prufungs-Cutoff ermittelt und einem beliebigen Wert von 10 1U/ml zugeordnet. PR3-
Krankheitsbekampfungen wurden in die Cutoff-Bestimmung der PR3-Priifung nicht aufgenommen. IMMCO
empfiehlt den Gebrauch des nachstehenden Referenzbereichs. Jedes Labor sollte Prifungswerte fur seine
eigenen Bedingungen validieren.

anti-MPO Ab Wert Ausdeutung

<10 IU/ml Negativ

10-12,5 IU/ml Unbestimmt (Grenzlinie)
> 12,5 1U/ml Positiv

Kalibrator

Die Einsatzbereiten Kalibratoren sind enthalten, um Semiquantifizierung zu ermdglichen, und missen mit
jedem Durchgang verwendet werden. Patientenproben, die hohe Antikdrperspiegel enthalten, kdnnen
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 IU/ml-Werte zu bestimmen, multiplizieren Sie die
durch den Verdiinnungsfaktor erhaltenen Einheiten.

BEGRENZUNGEN DES VERFAHRENS

Die Prifung sollte nicht bei &uRRerst hamolisierten, mikrobisch verunreinigten oder lipdmischen Proben
ausgefiihrt werden. Diese Methode sollte nur zur Priifung von Humanserum-Proben verwendet werden. Die
erhaltenen Resultate dienen nur als eine Hilfe bei der Diagnose. Fir sich alleine genommen, sollten diese
Resultate nicht als diagnostisch interpretiert werden. Diese Prifung wurde nicht an einer pédiatrischen
Population validiert. PR3-Krankheitshekampfungen wurden in die Cutoff-Bestimmung der MPO-Prifung nicht
einbezogen.

ERWARTETE WERTE

Erwartete Werte bei einer normalen Population sind negativ. Jedoch kénnen 4 % von anscheinend gesunden

asymptomatischen Personen ein positives Ergebnis bei Anti-MPO-Antikdrper aufweisen. Kirzlich berichtete

Studien zeigen, dass Patienten, die auf Rheumatoidarthritis, chronische Polyarthritis, undifferenzierte

Bindegewebserkrankung und SLE diagnostiziert wurden, anti-MPO oder pANCA-Antikdrper enthalten.®

Immunosuppressive Heilverfahren, Einleitung oder Abanderung der Behandlung sollten nicht nur basierend auf
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einem positiven MPO-Antikdrper-Resultat begonnen werden, sondern eher aufgrund sorgféltiger klinischer
Beobachtungen.

Die folgende Tabelle zeichnet die Haufil%keit von PR3- und MPO-spezifischen ANCA in Seren von 112 ANCA-
assoziierten Vaskulitiden-Patienten auf.

Die Inzidenz von anti-PR3 und anti-MPO in ANCA-assoziierten Vaskulitiden

Antikorper- Wegener  Mikroskopisch Churg-Strauss
Assoziation Granulomatose Polyangiitis Syndrom
ANCA positiv durch IFA 78% 59% 67%
anti-PR3 positiv 90% 0% 10%
anti-MPO positiv 0% 62% 17%
Unbekannte Spezifitat positiv 40% 31% 73%

Séatze klinischer Proben wurden auf ImmuLisa™ MPO-Antikdrper-ELISA und ein anderes handelsibliches
MPO-Antikérper-ELISA gepriift. Resultate, welche die Inzidenz in den Populationen fir diese Studie
demonstrieren, sind nachstehend aufgefihrt.

IMMCO Andere MPO Ab
ElISA

Patientengruppe n nPos  %Pos n nPos  %Pos
Zugehorige Erkrankung

Glomerulonephritis 57 57 100 % 54 53 98,1 %

Wegener-Granulomatose 47 0 0,0 % 47 0 0,0%

Undifferenziert ANCA positiv 6 0 0,0 % 6 0 0,0 %
Krankheitsbekampfung

Nicht ANCA-assoziierte Vasculitis 24 0 0,0%

Entzlndliche Darmerkrankung 16 0 0,0 %

System. Lupus erythematodes 32 0 0,0 % 32 0 0,0%

Rheumatoidarthritis 8 1 125% 8 1 125 %

Andere Autoimmunerkrankung 16 0 0,0 % 16 0 0,0 %
Gesunde Normale 80 0 0,0 % 80 0 0,0 %

LEISTUNGSEIGENSCHAFTEN

Die Nutzlichkeite des ImmuLisa™ MPO Antikorper-ELISA wurde durch Priifen gut charakterisierter MPO-
Antikdrper Positivserumproben neben Krankheitsbekampfungen und "normalen” Humanseren bewertet. Diese
Proben wurden auch bei handelsiublichen ELISA-Kits gepruft. Die Resultate sind nachstehend
zusammengefasst.

A. Methodenvergleich: ImmuLisa™ MPO-Antikérper-ELISA gegeniiber anderen MPO-Antikdrper-ELISA.
Andere MPO Antikdrper-ELISA

Positiv Negativ Gesamt
IMMCO Positiv 43 2 45
MPO Negativ 0 65 65
ELISA Gesamt 43 67 110

Positive Prozent-Upereinstimmung: 100% (95% CI 89,8% to 100%)
Negative Prozent-Ubereinstimmung: 97,0% (95% CI 88,7% to 99,5%)
Gesamte Prozent-Ubereinstimmung: 98,1% (CI von 95% 92,9% zu 99,7%)

B. Insgesamt 149 potenziell kreuzreaktive Proben von Personen mit anderen autoimmunen Stérungen oder
positiv fir andere Autoantikérper wurden auf MPO-Antikdrper unter Verwendung des ImmuLisa™ MPO-
Antikdrper-ELISA geprift.

Zustand n Positiv n
Wegener-Granulomatose 47 0
Undifferenziert cCANCA positiv 6 0
Nicht mit ANCA assoziierte Vasculitis 24 0
Entzundliche Darmerkrankung 16 0
Systemischer Lupus erythematodes 32 0
Rheumatoidarthritis 8 1
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Andere Autoimmunerkrankung 16 0
Gesamt 149 1 (0,7%)
Prazision

Die Prazision wurde mit 7 aus dem gesamten Bereich der Priifung ausgewahlten positiven Proben gepruft.
Prufungsablaufe von 3 Replikaten jeder Probe wurden in 3 Tagen durchgefiihrt. Die Wiederholbarkeit wurde
mit 6 Replikaten jeder Probe bestimmt.

Innerhalb des
Ablaufs
Gesamtungenauigkeit ZV.\II.:gCehnen (Wiederholbarkeit)
Mittelwert SD SD SD

Probe 1U/ml 1U/ml CV % IUml CV% 1U/ml CV %
1 2,65 0,370 139% | 0,381 | 14,4% 0,389 14,7 %
2 8,51 0,683 8,0 % 0,706 | 83 % 0,712 8,3%
3 11,39 0,707 6,2 % 0,682 | 59% 0,752 6,7 %
4 47,20 2,568 5,4 % 1,340 | 29% 3,847 8,0 %
5 54,31 2,209 4,1% 1,678 | 3,1% 2,897 53%
6 125,90 4.084 32% 4.326 | 34% 4.078 32%
7 136,20 4.726 35% 5.881 | 43% 2,668 2,0%

Reproduzierbarkeit

6 Replikate von Proben im negativen Bereich, ~10 % unter dem Cutoff, ~10 % Uber dem Cutoff und im
mittelmaRigen positiven Bereich der Priifung wurden ausgefiihrt, um qualitative Intra-Assay-Reproduzierbarkeit
zu bestimmen. 3 Replikate der gleichen Proben wurden in 3 Durchgangen geprift, um die Inter-Assay-
Reproduzierbarkeit zu bestimmen. Resultate der Prifung fir diese Proben erzeugten qualitative
Ubereinstimmung von 100 %.

Linearitat

Studien wurden unter Verwendung von abstandsgleichen Verdinnungsserien von positiven Proben mit Werten
Uberall im Bereich des Kalibrators ausgefiihrt, um den linearen Bereich der Prifung zu bestimmen. Der lineare
Bereich der Prifung wurde bestimmt mit 2,7 - 156 1U/ml. Die Resultate sind nachstehend zusammengefasst.
Es wird empfohlen, dass Proben, die Resultate grol3er als der obere Kalibrator hervorbringen, verdinnt und
erneut getestet werden.

Priifereich Anstieg Y-Achsenabschnitt %
Probe (IU/ml) (95 % Cl) (95 % Cl) R2  Riickgewinnung
1 5,2 bis 182,3 1,009 0,063 0,996 99,4 bis 113,3
’ ’ (0,943 bis 1,075) -(0,160 bis 0,033) ' ’ '
. 0,947 0,067 .
2 4,6 bis 74,5 (0,876 bis 1,018) (0,004 bis 0,137) 0,994  84,1bis104,2
. 1,028 0,005 .
3 4,7 bis 47,8 (0,962 bis 1,004) (0,056 bis 0,046) 0,996 94,8 bis 101,6

Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenze (LoD) fur MPO-Antikérper unter Verwendung dieser Prifung wurde bestimmt zu 2,7 1U/ml
basierend auf 60 Replikaten der Leerprobe und 10 Replikaten von je 6 Proben auf niedriger Stufe (NHS).

Interferenz

Interferenz wurde durch Mischen von Seren mit bekannten MPO-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 ymol/L) und Rheumafaktor (100 EU/ml).
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*Immco

ImmuLisa™
MPO Anticorps ELISA

Myéloperoxidase (MPO) Anticorps ELISA

ENCART PRODUIT
5161 MPO Anticorps ELISA 96 Déterminations

UTILISATION VISEE

Une analyse immunoabsorbante par liaison enzymique (ELISA) pour la détection et la semi-quantification des
anticorps au myéloperoxidase (MPO) dans le sérum humain afin d‘aider au diagnostic des angéites associés a
I'anticorps anti-neutrophile cytoplasmique (AANC) dont la glomérulonéphrite et la périartérite noueuse en
conjonction avec d'autres résultats de laboratoire et cliniques.

RESUME ET EXPLICATION

La présence d’'anticorps anti-neutrophiles cytoplasmlques (AANC) chez les patients atteints d’angéite a été
observée pour la premiére fois par Davies en 1982*.Les AANC sont un groupe d’auto-anticorps dirigés contre
les protéines dans les grains de neutrophile and dans les lysosmes positifs en peroxidase des monocytes
sanguins périphérique. Ces anticorps peuvent étre détectés par unes immunofluorescence |nd|recte sur des
neutrophiles fixés a I'’éthanol en produisant un modéle de coloration périnucléaire caracterlsthue . Le pAANC
a lieu chez les angéites telles que la glomérulonéphrite, le syndrome de Chrug-Strauss, la noueuse périartérite,
le lupus érythémateux disséminé et larthrite rhumatoide®®. Un antiggne majeur de la pAANC est le
myéloperoxidase (MPO), un antigéne microbicide puissant dans le cadre des granulocytes neutrophiles. Des
antigénes cibles additionnels tels que I elastase Ieucocyte humain et le lactoferrine ont également été associés
avec les modeles de fluorescence du pAANC . Les anticorps au MPO peuvent aussi étre introduits par des
médicaments tels I'hydralazine, le cIozaplne ou le L- trytophan L’exposition professionnelle a des facteurs
enwronnementaux tels que la poussiére de silice peut provoquer une glomérulonéphrite progressive positive a
I'anti-MPO®.La mesure des anticorps AANC spécifiques au MPO est une annexe importante aux conclusions
cliniques pour ce qui est de I'évaluation des sous-types cliniques au sein des angéites systémiques.

PRINCIPE DE LA PROCEDURE

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

LES REACTIFS

Stockage et préparation

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

A ne pas utiliser si le réactif n’est pas clair ou si un précipité est présent. Tous les réactifs doivent étre amenés
a température ambiante (20-25°C) avant utilisation.
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Réhydratez le tampon a eau jusqu’a 1 litre avec de I'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 réapposées avec précaution dans le sachet contenant les déshydratants pour empécher
une condensation et stockées 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 a la lettre telles qu’elles apparaissent dans cet encart d’utilisation
afin d’assurer des résultats valides. N'échangez pas les composants de I'encart avec ceux d'autres
sources. Suivez de bonnes pratiques de laboratoire afin de minimiser la contamination microbienne et croisée
des réactifs lors de la manipulation. N'utilisez pas les composants de I'encart aprés la date d’expiration
indiquée sur les étiquettes.

Les matériaux fournis

ImmuLisa™ MPO Anticorps ELISA 5161
Les encarts contiennent assez de réactifs pour réaliser 96 déterminations.
12x8 [MICROPLATE[MPO] Microplague avec des micro-récipients individuels

séparés. Enduits avec des antigénes purifiés PR3 et
MPO. Préte a I'emploi

1x1.75ml  [CONTROLJ+]MPO] Contréle positif (capsule rouge) prét a I'emploi. Contient
du sérum humain positif aux anticorps MPO. L'éventail de
concentration espéré en IU/ML est imprimé sur

I'étiquette.
1x1.75ml CONTROL[] Controle négatif (capsule blanche) prét a I'emploi.
Contient du sérum humain.
5x1.75ml  [CALIBRATORJA|MPO] Série de 5 Calibreurs préts a I'emploi. Calibreur A
(capsule verte) 156 1U/ml, Calibreur B (capsule violette)
|CALIBRATOR|B|MPO| 62,5 IU/ml, Calibreur C (capsule bleu) 25 1U/ml, Calibreur
[CALIBRATOR|CIMPO] D (capsule jaune) 10 IU/ml, et Calibreur E (capsule
orange) 1 IU/ml. Dérivées de sérum humain contenant
[CALIBRATOR|DMPO] des anticorps MPO. Les concentrations en 1U/ml sont
[CALIBRATORJEJMPO] imprimées sur les étiquettes.
1x15ml IgG-CONJ[HRP] Conjugé IgG de HRP goat antihumain. Prét & I'emploi.
Code couleur rose.
1x60ml Diluant sérum. Prét & 'emploi Code couleur violet.
1x 15ml SUBSTRATE[TMB] Substrat d’enzyme TMB. Prét a I'emploi A protéger de la
lumiere.
1x15ml STOP|H2S04 Solution stop*. Préte a I'emploi.
2 x vials [BUF|]WASH Tampon de lavage en poudre. Réhydratez jusqu’a un
litre chacun.
1x Plagues de protocole
Composants optionnels
1x 60ml  [BUF|WASH Tampon de lavage en liquide concentré. Réhydratez jusqu’a un litre.

Symboles utilisés sur les étiquettes.

Numéro de Lot
Numéro catalogue

Utilisation a diagnostic in vitro

<
)

A utiliser avant :
Température de stockage

Consulter les instructions d’emploi

Qe K

Nombre de tests
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Fabricant

Date de fabrication

*Danger. Provoque des brilures de la peau et des lésions oculaires graves. Provoque des Iésions
oculaires graves. Porter des gants de protection/des vétements de protection/un équipement de
protection des yeux/ du visage. EN CAS DE CONTACT AVEC LES YEUX: rincer avec précaution a
'eau pendant plusieurs minutes. Enlever les lentilles de contact si la victime en porte et si elles
peuvent étre facilement enlevées. Continuer a rincer. Si l'irritation oculaire persiste: consulter un

médecin.

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
Un laveur de microplagues 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. Il est recommandé de tester les
spécimens congelés dans un délai d’'un an. Evitez la congélation répétée et le dégel des échantillons.

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 préparés avant le début de I'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 immeédiatement 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 sachez dans le réfrigérateur immédiatement.

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

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

Pour toutes les étapes, un contr6le minutieux du minutage est important. Le début de toute période
d’'incubation commence avec la réalisation de I'addition de réactif.

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

Méthode de test

Etape 1 Laissez tous les réactifs et tous les spécimens s’adapter a la température ambiante.
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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.

Qualitative Semi-quantitative
A Vierge S5 Etc. A Vierge S1 Etc.
B - S6 B - S2
C + S7 C + 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 sS4 S12 H CalE S8
1 2 3 1 2 3

Etape 4 Préparez une dilution 1:101 des échantillons patient en mélangeant 5 pl 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 'emploi, de contrbles positifs et négatifs et d'échantillon patient
dilués (1:101) aux micro-récipients appropriés selon la feuille de protocole.

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

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

Etape 8 Laver 4x avec le tampon a lavage. Pour un lavage manuel, remplir chague 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) a température ambiante.

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

Etape 15 Lisez I'absorbance de chaque micro-récipient pour 450 nm en utilisant un lecteur de microplaque

simple ou a double longueur d’onde pour 450/630nm contre le réactif vierge placé sur zéro
absorbance.

Contrdle qualité

Les Calibreurs, les contrdles 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 a 1,0 sinon le test devra étre répété. Le contrdle négatif doit
étre <10 IU/ml. Si le test est lancé en double, la moyenne des deux lectures doit étre prise pour déterminer
IU/ml. Lors de la réalisation de déterminations qualitatives, la densité optique du Calibreur D doit étre
supérieure a celle du contréle négatif et inférieure a I'absorbance du contrdle positif. Pour les déterminations
semi-qualitatives, le contrdle positif doit donner des valeurs comprises dans I'éventail mentionné sur la fiole.

33



FR
RESULTATS

Calculs
La concentration des échantillons patient peut étre déterminée par I'une des deux méthodes suivantes :
1. DETERMINATON QUALITATIVE

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

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

2. DETERMINATON SEMI-QUANTITATIVE

Relevez I'absorbance du Calibreur A jusqu’au Calibreur E par rapport a leurs concentrations respectives
sur un papier graphique a logarithme linéaire. Relevez les concentrations en IU/ml sur la base X par
rapport a I'absorbance sur la base Y et tracez une courbe point par point. Déterminez les concentrations
sur les échantillons 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 tracez la courbe
standard.

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

Interprétation

Les valeurs d’interprétation ont été déterminées en testant 136 donneurs de sang normaux et spécimens
de contréle de I'angéite non-auto-immune. La moyenne des sujets normaux plus 2,5 SD a été établie en
tant que limite supérieure de I'analyse et une valeur de 10 IU/ml lui a été attribuée de maniére arbitraire.
Les controles maladie PR3 n’ont pas été pris en compte dans la détermination de la limite supérieure pour
'analyse PR3. L'IMMCO suggere l'utilisation de I'éventail de référence ci-dessous. Chaque laboratoire
devrait valider les valeurs d’analyse pour leurs propres conditions.

valeur anti-MPO Ab Interprétation

<10 IU/ml Négatif

10-12,5 IU/ml Indéterminé (Limite)
>12,5 IU/ml Positif

Calibreur

Les calibreurs préts-a-I'emploi sont fournis pour permettre la semi-quantitation 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-
guantitatives 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 IU/ml, multipliez les
unités obtenues par le facteur de dilution.

LIMITES DE LA PROCEDURE

L’analyse ne doit pas étre réalisée sur des échantillons extrémement hemolisés, contaminés de microbes ou
lipémiques. Cette méthode ne doit étre utilisée que pour le test de sérum humain. Les résultats obtenus ne
servent que d’aide au diagnostic. Pris de maniere indépendante, les résultats ne doivent pas étre interprétés
comme un diagnostic. Cette analyse n’a pas été validée auprés d’une population pédiatrique. Les contrbles
maladie PR3 n’ont pas été pris en compte dans la détermination de la limite supérieure pour I'analyse PR3.

VALEURS ATTENDUES

Les valeurs attendues chez une population normale sont négatives. Néanmoins, 4% des individus
apparemment en bonne santé et asymptomatiques peuvent tester positif pour les anticorps anti-MPO. Des
études publiées récemment montrent des patients, qui ont été diagnostiqué avec une arthrite rhumatoide, une
polyarthrite chronique, une maladie conjonctive de tissue indifférenciée et une LED, qui contiennent des
anticorps anti-MPO et pAANC5 .Une thérapie immunosuppressive, l'initiation ou l'altération dans le traitement
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ne doit pas étre commencée sur la base d’'uniquement un résultat positif a8 un anticorps MPO mais plutét sur
des observations cliniques précises.

Le tableau suivant représente la fréquence des PR3 et MPO spécifiques AANC dans le sérum chez 112
patients atteints d’angéite associés a 'AANC™.

Incidence des anti-PR3 et des anti-MPO dans les angéites associés a ’AANC

Assaociation Granulomatosis Polyangiitis Syndrome
anticorps de Wegener microscopique Churg-Strauss
AANC positif par IFA 78% 59% 67%
anti-PR3 positif 90% 0% 10%
anti-MPO positif 0% 62% 17%
positif spécificité inconnue 40% 31% 73%

Des séries d’échantillons cliniques ont été testés avec 'lmmuLisa™ MPO Anticorps ELISA et comparés avec
un autre kit MPO anticorps ELISA disponible dans le commerce. Les résultats démontrant I'incidence dans les
populations testés dans cette analyse sont disponibles ci-dessous :

IMMCO Autre MPO Ab ELISA

Groupe patient n nPos  %Pos n nPos  %Pos
Maladie Associée

Glomérulonéphrite 57 57 100% 54 53 98,1%

Granulomatosis de Wegener 47 0 0,0% 47 0 0,0%

AANC positive indifférenciée 6 0 0,0% 6 0 0,0%
Contréle maladie :

Angéite non-AANC associée 24 0 0,0%

:\:}I:zg:]esd‘inﬂammation des 16 0 0,0%

Lupus Erythémateux Disséminé 32 0 0,0% 32 0 0,0%

Arthrite Rhumatoide 8 1 12,5% 8 1 12,5%

Autre maladie auto-immune 16 0 0,0% 16 0 0,0%
Cas normaux en bonne santé 80 0 0,0% 80 0 0,0%

CHARACTERISTIQUES DE LA PERFORMANCE

L'utilité de la solution ImmuLisa™ MPO Anticorps ELISA a été évaluée en testant des spécimens de sérum
bien-caractérisés positifs a I'anticorps MPO provenant de sujets positifs a I'anticorps pAANC avec des
contrbles de maladie et du sérum humain « normal ». Ces spécimens ont également été testés avec des kits
ELISA disponibles dans le commerce. Ces résultats sont résumés ci-dessous.

A. Comparaison de la méthode : ImmuLisa™ MPO Anticorps ELISA contre d’autres MPO anticorps ELISA.
Autres MPO Anticorps ELISA

Positif Négatif Total
IMMCO Positif 43 2 45
MPO Négatif 0 65 65
ELISA Total 43 67 110

Concordance en pourcentage cas positifs 100% (95% CI 89,8% a 100%)
Concordance en pourcentage cas négatifs 97,0% (95% CI 88,7% a 99,5%)
Concordance en pourcentage globale 98,1% (95% Cl 92,9% a 99,7%)

B. Réactivité croisée : un total de 149 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 MPO en utilisant I'lmmuLisa™ MPO Anticorps ELISA.

Condition n n positif
Granulomatosis de Wegener 47 0
Positif indifférencié cAANC 6 0
Angéite non-AANC associée 24 0
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Maladie d’inflammation des intestins 16 0
Lupus Erythémateux Disséminé 32 0
Arthrite Rhumatoide 8 1
Autre maladie auto-immune 16 0
Total 149 1 (0,7%)
Précision

La précision a été testée avec 7 spécimens positifs sélectionnés a travers I'échantillon utilisé pour I'analyse.
Des exécutions d’analyses ont été conduites sur trois mesures de chaque spécimen durant trois jours. La
fidélité des résultats a été déterminée avec 6 mesures de chaque spécimen.

En cours
d’exécution
Imprecision Entre les jours Fidélité
totale
Moyenne SD SD SD

Echantillon (IU/ml) (IU/ml) CV% (IU/ml) CV% (IU/ml) CV%
1 2,65 0,370 13,9% | 0,381 14,4% 0,389 14,7%
2 8,51 0,683 8,0% 0,706 8,3% 0,712 8,3%
3 11,39 0,707 6,2% 0,682 5,9% 0,752 6,7%
4 47,20 2,568 5,4% 1,340 2,9% 3,847 8,0%
5 54,31 2,209 4,1% 1,678 3,1% 2,897 5,3%
6 125,90 4,084 3,2% 4,326 3,4% 4,078 3,2%
7 136,20 4,726 3,5% 5,881 4,3% 2,668 2,0%

Reproductibilité

Six mesures des échantillons dans I'éventail négatif, ~10% sous la limite, ~10% au-dessus de la limite et dans
I'éventail des résultats positifs modérés dans le cadre de l'analyse, ont été réalisés pour déterminer la
reproductibilité qualitative intra-analyse. Trois mesures des mémes échantillons ont été testées lors de trois
exécutions afin de déterminer la reproductibilité intra-analyse. Les résultats des analyses sur ces spécimens
ont donné une concordance qualitative de 100%.

Linéarité
Des études ont été menées en utilisant des séries de dilution équidistantes d’échantillons positifs avec des
valeurs comprises tout au long de I'éventail des calibreurs afin de déterminer I'étendue linéaire de I'analyse.
L’étendue linéaire de I'analyse a été déterminée entre 2,7 — 156 1U/ml. Les résultats sont résumés ci-dessous.
Il est suggéré que les échantillons produisant des résultats supérieurs au plus haut calibreur soient dilués et
testés de nouveau.

Segment sur I'axe

Etendue du Pente Y % de
Echantillon test (95% ClI) (95% ClI) R? rétablissement
1 5221823 Bt 75 01 e-s%geg,oss) 099 99421133
2 464745 (0187%'2417’ ot (-o,o&ofg, 7y 0994 8411042
3 472478 (019612'(;2?’ - (-o,oé%'gog,o ) 0% s4Baidis

Limite de détection

La limite de détection (LoD) pour I'anticorps MPO en utilisant cette analyse a été évaluée a 2,7 IU/ml basé sur
60 mesures des échantillons vierges et 10 mesures pour chacun des 6 échantillons de niveau bas (NHS).

Interférence

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

ELISA per il rilevamento degli anticorpi anti-mieloperossidasi (MPO)

FOGLIO ILLUSTRATIVO DEL PRODOTTO
5161 MPO Antibody ELISA 96 determinazioni

USO PREVISTO

Dosaggio di immunoassorbimento enzimatico (ELISA) per il rilevamento e la determinazione semiquantitativa
degli anticorpi anti-mieloperossidasi (MPO) nel siero umano, come ausilio nella diagnosi delle vasculiti
associate agli anticorpi anti-citoplasma dei neutrofili (ANCA), tra cui la glomerulonefrite e la poliarterite nodosa,
in combinazione con altri risultati clinici e di laboratorio.

RIASSUNTO E SPIEGAZIONE

La presenza di anticorpi anti-citoPIasma dei neutrofili (ANCA) nei pazienti con vasculite e stata osservata per la
prima volta nel 1982 da Davies.” Gli ANCA sono un gruppo di autoanticorpi diretti contro proteine presenti nei
granuli dei neutrofili e nei lisosomi perossidasi-positivi dei monociti del sangue periferico. Questi anticorpi
possono essere rilevati mediante immunofluorescenza indiretta su neutrofili fissati con etanolo, producendo
uno schema di colorazione perinucleare caratteristico.”? | PANCA sono presenti nelle vasculiti come ad
esempio glomerulonefrite, sindrome di Churg-Strauss, poliarterite nodosa, lupus eritematoso sistemico e artrite
reumatoide.*® Un antigene maggiore di pANCA é la mieloperossidasi (MPO), un potente antigene microbicida
presente all'interno dei granulociti neutrofili. Allo schema di fluorescenza dei pANCA, sono stati associati anche
altri antigeni bersaglio come ad esempio l'elastasi leucocitaria umana e la lattoferrina.®” Gli anticorpi anti-MPO
possono anche essere indotti da farmaci come ad esempio idralazina, clozapina ed L-triptofano.8 L'esposizione
professionale a fattori ambientali come per esempio la polvere di silice pud provocare una glomerulonefrite
progressiva anti-MPO positiva.8 La misurazione degli anticorpi ANCA MPO-specifici € un importante
complemento ai riscontri clinici nella valutazione dei sottotipi clinici nell'ambito delle vasculiti sistemiche.

PRINCIPI DELLA PROCEDURA

Il test viene eseguito come dosaggio immunoenzimatico in fase solida. | micropozzetti sono rivestiti con
antigene MPO purificato, cui segue un passaggio di arresto per ridurre il legame non specifico durante
I'esecuzione del dosaggio. Controlli, calibratori e sieri del paziente vengono incubati nei pozzetti rivestiti con
I'antigene per consentire agli anticorpi specifici presenti nel siero di legarsi all'antigene MPO. Gli anticorpi non
legati e le altre proteine seriche vengono rimossi tramite lavaggio dei micropozzetti. Gli anticorpi legati sono
rilevati aggiungendo ai micropozzetti un coniugato anti-lgG umane marcato enzimaticamente. Il coniugato non
legato viene rimosso mediante lavaggio. Viene quindi aggiunto ai pozzetti un substrato enzimatico specifico
(TMB) e la presenza degli anticorpi viene rilevata tramite una variazione di colore prodotta dalla conversione
del substrato TMB in un prodotto di reazione colorato. La reazione viene arrestata e l'intensita della variazione
di colore, che é proporzionale alla concentrazione anticorpale, viene letta con uno spettrofotometro a 450 nm. |
risultati sono espressi in unita internazionali per millilitro (Ul/ml) e refertati come positivi 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 & limpido o in presenza di un precipitato. Tutti i reagenti devono essere portati
a temperatura ambiente (20-25 °C) prima dell'uso.

Ricostituire il tampone di lavaggio a 1 litro con acqua distillata o deionizzata. Quando conservato a 2-8 °C, il
tampone di lavaggio ricostituito & stabile fino alla data di scadenza del kit.
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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™ MPO Antibody ELISA 5161

| kit contengono reagenti sufficienti per eseguire 96 determinazioni.

12x8 MICROPLATE[MPO] Micropiastra con micropozzetti separabili singolarmente.
Rivestimento con antigene MPO purificato. Pronta per |'uso.

1x1.75ml CONTROL[+]MPO] Controllo positivo (tappo rosso), pronto per I'uso. Contiene

siero umano positivo per gli anticorpi anti-MPO. L'intervallo di
concentrazione previsto in Ul/ml & stampato sull'etichetta.

1x1.75ml CONTROL[] Controllo negativo (tappo bianco), pronto per I'uso. Contiene
siero umano.

5x 1.75ml  [CALIBRATORJAJMPO] Serie di 5 calibratori pronti per l'uso. Calibratore A (tappo

verde) 156 Ul/ml, calibratore B (tappo viola) 62,5 Ul/ml,

[CALIBRATOR[B[MPO] calibratore C (tappo blu) 25 Ul/ml, calibratore D (tappo giallo)

[CALIBRATOR|C[MPO] 10 Ul/ml, e calibratore E (tappo arancione) 1 Ul/ml. Derivati da

[CALIBRATORI|D|MPO] siero umano contenente anticorpi anti-MPO. Le concentrazioni

in Ul/ml sono stampate sulle etichette.

[CALIBRATOR[E[MPO]

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

1x 60 ml DIL 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 l'uso.

2 xvials BUF|WASH Tampone di lavaggio in polvere. Ricostituire a un litro
ciascuno.

1x Schede del protocollo

Componenti facoltativi

1x60ml [BUF|]WASH Tampone di lavaggio concentrato liquido. Ricostituire a un litro.
Simboli utilizzati sulle etichette

Codice del lotto

_
&
_|

Py
m
T

Numero di catalogo

Per uso diagnostico in vitro
Utilizzare entro

Temperatura di conservazione
Consultare le istruzioni per l'uso
Numero di test

Fabbricante

H R E

Data di fabbricazione
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*Pericolo. Provoca gravi ustioni cutanee e gravi lesioni oculari. Provoca gravi lesioni oculari.

Indossare guanti/indumenti protettivi/Proteggere gli occhi/il viso. IN CASO DI CONTATTO CON GLI
OCCHI: sciacquare accuratamente per parecchi minuti. Togliere le eventuali lenti a contatto se e

agevole farlo. Continuare a sciacquare. Se l'irritazione degli occhi persiste, consultare un medico.

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
0 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. Si raccomanda di analizzare i campioni congelati entro un anno. Evitare il congelamento e lo
scongelamento ripetuto dei campioni.

PROCEDURA

Note sulla procedura

Prima di iniziare il dosaggio, leggere attentamente il foglio illustrativo del prodotto.
Tutte le diluizioni dei campioni del paziente vanno preparate prima di iniziare il dosaggio.

Prima di avviare la procedura del test, attendere che i campioni del paziente e i reagenti del test
raggiungano l'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 l'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 sull'intera micropiastra. Si raccomanda l'uso di una lavatrice automatica per
micropiastre.

Utilizzare una pipetta multicanale capace di riempire 8 o 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
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Per una determinazione semiquantitativa utilizzare i calibratori da A fino a E come illustrato
nel seguente schema esemplificativo.

Qualitativa Semi-quantitativa
A Bianco S5 Ecc. A Bianco S1 Ecc.
B - S6 B - S2
c + s7 c + S3
D CalD S8 D | CaA S4
E s1 S9 E | CaB S5
F S2 S10 F | CaC S6
G S3 si11 G| CabD S7
H S4 S12 H | CaE S8
1 2 3 1 2 3

Passaggio 4 Preparare una diluizione 1:101 dei campioni del paziente miscelando 5 pl dei sieri del paziente
con 500 pl di diluente per siero.

Passaggio 5 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.

Passaggio 6 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.

Passaggio 7 Incubare per 30 minuti (x 5 minuti) a temperatura ambiente.

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

Passaggio 9 Pipettare 100 pl di coniugato nei micropozzetti.

Passaggio 10
Passaggio 11
Passaggio 12

Passaggio 13
Passaggio 14

Passaggio 15

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 il coniugato.

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

Pipettare 100 ul di soluzione di arresto in ogni micropozzetto utilizzando lo stesso ordine e gli
stessi tempi adottati per I'aggiunta del substrato enzimatico. Leggere valori di assorbanza
entro 30 minuti dell'aggiunta della soluzione di arresto.

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
l'integrita e l'accuratezza del test. La lettura dell'assorbanza per il reagente bianco deve essere <0,3. I
calibratore A deve avere una lettura dell'assorbanza non inferiore a 1, altrimenti il test deve essere ripetuto. Il
controllo negativo deve essere <10 Ul/ml. Se il test viene eseguito in duplicato, utilizzare la media di due letture
per determinare il valore in Ul/ml. Durante '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
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Le concentrazioni dei campioni del paziente possono essere stabilite con uno dei due metodi seguenti:

1. DETERMINAZIONE QUALITATIVA

Ass. campione test
---------------------------- X Ul/ml del calibratore D = Ul/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 Ul/ml sull'asse X rispetto all'assorbanza sull'asse Y
e disegnhare 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.

Si raccomanda di refertare i risultati semiquantitativi come "positivi”, "negativi" o "indeterminati" con i valori
delle unita in Ul/ml. In presenza di risultati indeterminati/borderline, ripetere il test e valutare unitamente ad
altri metodi di laboratorio, come ad esempio i dosaggi per il rilevamento degli ANCA mediante IFA.

Interpretazione

| valori di interpretazione sono stati determinati testando 136 donatori di sangue normali e campioni di
controllo senza vasculiti autoimmuni. Come cut-off del dosaggio €& stata stabilita la media dei soggetti
normali pit 2,5 DS ed é stato assegnato un valore arbitrario di 10 Ul/ml. Non sono stati inclusi controlli di
malattia PR3 nelle determinazione del cut-off del dosaggio PR3. 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 anti-MPO Ab Interpretazione

<10 Ul/ml Negativo

10-12,5 Ul/ml Indeterminato (borderline)
>12,5 Ul/ml Positivo

Calibratore

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

LIMITI DELLA PROCEDURA

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 e stato convalidato nella popolazione pediatrica. Non sono stati inclusi
controlli di malattia per PR3 nella determinazione del cut-off del dosaggio MPO.

VALORI PREVISTI

| valori previsti nella popolazione normale sono negativi. Il 4% dei soggetti asintomatici, apparentemente sani,
puo tuttavia risultare positivo al test per gli anticorpi anti-MPO. Studi recentemente riportati mostrano che i
pazienti con diagnosi di artrite reumatoide, poliartrite cronica, malattia del tessuto connettivo non differenziato e
LES, contengono anche anticorpi anti-MPO o pANCA.5 Non avviare una terapia immunosoppressiva, né
iniziare o modificare un trattamento unicamente in base a un risultato anticorpale anti-MPO positivo, ma
basarsi piuttosto su accurate osservazioni cliniche.

La seguente tabella illustra la frequenza di ANCA PR3 e MPO specifici nei sieri di 112 pazienti con vasculiti
ANCA-associate.'
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Incidenza degli anticorpi anti-PR3 e anti-MPO nelle vasculiti ANCA-associate

Associazione anticorpale Granulomatosi di Wegener | Poliangite Sindrome di Churg-
microscopica Strauss

ANCA positiva mediante IFA 78% 59% 67%

Anti-PR3 positiva 90% 0% 10%

Anti-MPO positiva 0% 62% 17%

specificita sconoscuita positiva 40% 31% 73%

Le serie di campioni clinici sono state testate con il dosaggio ImmuLisa™ MPO Antibody ELISA e un altro
ELISA per il rilevamento degli anticorpi anti-MPO commercialmente disponibile. La tabella seguente fornisce i
risultati dell'incidenza nelle popolazioni per questo studio.

Altro ELISA antic.

IMMCO anti-MPO

Gruppo di pazienti n npos. % pos. n npos. % pos.
Malattia associata

Glomerulonefrite 57 57 100% 54 53 98,1%

Granulomatosi di Wegener 47 0 0% 47 0 0%

ANCA positiva non differenziata 6 0 0% 6 0 0%
Controllo di malattia

Vasculite non ANCA-associata 24 0 0%

Malattia intestinale inflammatoria 16 0 0%

Lupus eritematoso sistemico 32 0 0% 32 0 0%

Artrite reumatoide 8 1 12,5% 8 1 12,5%

Altra malattia autoimmune 16 0 0% 16 0 0%
Soggetti normali 80 0 0% 80 0 0%

CARATTERISTICHE PRESTAZIONALI

L'utilita del test ImmuLisa™ MPO Antibody ELISA ¢ stata valutata analizzando campioni serici positivi per gli
anticorpi anti-MPO ben caratterizzati, da soggetti positivi per gli anticorpi pANCA, accanto a controlli di malattia
e sieri umani "normali". Questi campioni sono anche stati testati su kit ELISA commercialmente disponibili.
Questi risultati sono riepilogati nella seguente tabella.

A. Confronto dei metodi: ImmuLisa™ MPO Antibody ELISA vs. altro ELISA per il rilevamento degli anticorpi
anti-MPO.

Altro ELISA per il rilevamento degli anticorpi anti-MPO

Positivo Negativo Totale
IMMCO Positivo 43 2 45
ELISA MPO Negativo 0 65 65
Totale 43 67 110

Concordanza percentuale positiva: 100% (IC al 95%: da 89,8% a 100%)
Concordanza percentuale negativa: 97,0% (IC al 95%: da 88,7% a 99,5%)
Concordanza percentuale totale:98,1% (IC al 95%: da 92,9% a 99,7%)

B. Reattivita crociata: 149 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-MPO

utilizzando il dosaggio ImmuLisa™ MPO Antibody ELISA.

Condizione n n positivi
Granulomatosi di Wegener 47 0
CcANCA positiva non differenziata 6 0
Vasculite non ANCA-associata 24 0
Malattia intestinale inflammatoria 16 0
Lupus eritematoso sistemico 32 0
Artrite reumatoide 8 1
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Altra malattia autoimmune 16 0
Totale 149 1 (0,7%)
Precisione

La precisione ¢ stata testata con 7 campioni positivi selezionati attraverso I'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.

Tra le sessioni
Imprecisione R S
totale Trai giorni (Ripetibilita)
Media DS DS DS

CarTep'o (Uml) | (UUml)  CV% | (UUml) CV% | (Uiml) CV%
1 2,65 0,37 13,9% 0,381 14,4% 0,389 14,7%
2 8,51 0,683 8% 0,706 8,3% 0,712 8,3%
3 11,39 0,707 6,2% 0,682 5,9% 0,752 6,7%

4 47,2 2,568 5,4% 1,34 2,9% 3,847 8%
5 54,31 2,209 4,1% 1,678 3,1% 2,897 5,3%
6 125,9 4,084 3,2% 4,326 3,4% 4,078 3,2%

7 136,2 4,726 3,5% 5,881 4,3% 2,668 2%

Riproducibilita

Per determinare la riproducibilita qualitativa intra-dosaggio, sono stati eseguiti 6 replicati dei campioni
nell'intervallo negativo, ~10% sotto il cut-off, ~10% sopra il cut-off e nell'intervallo positivo moderato del
dosaggio. Per determinare la riproducibilita inter-dosaggio, sono stati analizzati in 3 sessioni analitiche 3
replicati degli stessi campioni. | risultati del dosaggio per questi campioni hanno prodotto una concordanza
qualitativa del 100%.

Linearita

Per determinare l'intervallo lineare del dosaggio, sono stati effettuati studi utilizzando serie di diluizioni
equidistanti dei campioni positivi con i valori attraverso lintervallo del calibratore. L’intervallo lineare
determinato del dosaggio era pari a 2,7-156 Ul/ml. | risultati sono riepilogati di seguito. Si raccomanda di diluire
e ripetere il test sui campioni che producono risultati maggiori al calibratore superiore.

Campio  Intervallo del Pendenza Intercetta Y

ne test (Uliml) (IC al 95%) (IC al 95%) R. % recupero
1 das2atd23 g osiaa 075 (da 016 %,033) osee 357
2 da46arad 4, 0,307'2?1 08 (da -0,86?16; 0137y 0994 diﬁil ’
3 dadra4rs (4, 0,;62281 094)  (da -o,boég(fo,me) 0,996 digﬁg ’

Limite di rilevamento

Il limite di rilevamento (LoD) per gli anticorpi anti-MPO utilizzando questo dosaggio e stato determinato pari a
2,7 Ul/ml, in base a 60 replicati del bianco e 10 replicati ciascuno dei 6 campioni a basso livello (NHS).
Interferenza

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

ImmuLisa™Anticorpos Anti-MPO ELISA

Anticorpos Anti-Mieloperoxidase (MPO) ELISA

FOLHETO DO PRODUTO
5161  Anticorpos anti-MPO ELISA 96 Determinagdes

AMBITO DE UTILIZACAO

Ensaio imuno-enzimético (ELISA) para a deteccdo e semi-quantitficacdo de anticorpos anti mieloperoxidase
(MPO) no soro humano, para ajudar no diagnéstico das vasculites associadas aos anticorpos Anti-citoplasma
de Neutréfilos (ANCA), incluindo a glomerulonefrite e a poliarterite nodosa, em conjunto com outras
descobertas laboratoriais e clinicas

RESUMO E EXPLICACAO

A presenca de anticorpos Anti- cnoplasma de Neutréfilos (ANCA) em pacientes com vasculite foi observada
pela primeira vez em 1982 por Davies." Os ANCA s&o um grupo de autoanticorpos dirigidos contra as
proteinas contidas nos granulos dos neutréfilos e em lisosomas de mondcitos periféricos. Estes anticorpos
podem ser detectados por |munofluorescen0|a indirecta em neutréfilos fixados em etanol, produzindo um
padrdo de coloracdo perinuclear caracteristico.”* O pANCA ocorre em vasculites, tais como a glomerulonefrlte
o Sindroma de Churg-Strauss, a poliarterite nodosa, o IGipus eritematoso sistémico e a artrite reumatdide.”
principal antigénio para o pANCA é a mieloperoxidase (MPO), um potente antigénio microbicida de
granuldcitos neutréfilos. Outros antigénios alvo, como a elastase de Ieucoutos humanos e a lactoferrina, tém
sido igualmente associados ao padrao de fluorescéncia do pANCA " Podem ser induzidos anticorpos anti-
MPO através de medicamentos, como a hidralazina, a clozapina, e o L-triptofano.® A exposigao profissional a
factores ambientais, como o p6 de silica, pode provocar uma glomerulonefrite progressiva anti-MPO posmvo
A medicdo dos anticorpos ANCA especificos para MPO constitui uma ferramenta importante para a avaliagdo
de subtipos clinicos no a&mbito das vasculites sistémicas.

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

O teste é realizado como um imunoensaio de base sdlida. Os micropogos sdo revestidos de antigénios
purificados de MPO, seguido por um passo bloqueador para reduzir a ligagdo ndo-especifica durante a
realizacdo do ensaio. Os controlos, os calibradores e o soro do paciente sdo incubados em pogos revestidos
com antigénios, permitindo que os anticorpos especificos presentes no soro se liguem ao antigénio MPO. Os
anticorpos nédo ligados e as outras proteinas do soro séo eliminados através da lavagem dos micropocos. Os
anticorpos ligados sédo detectados pela adicdo de uma enzima conhecida como IgA anti-humana ou conjugado
IgG aos micropocos. O conjugado néo ligado é eliminado através de lavagem. Posteriormente, € adicionado
aos pocos um substrato de uma enzima especifica (TMB) e a presenca de anticorpos é detectada, através de
uma mudanca de cor produzida pela conversao do substrato TMB para um produto de reacgéo colorido. A
reaccdo é interrompida e a intensidade da mudancga de cor, que € proporcional a concentracéo de anticorpos,
€ lida através de um espectrofotdbmetro a 450 nm. Os resultados sdo expressos em Unidades Internacionais
por mililitro (IU/ml) e comunicados como positivos ou negativos.

REAGENTES

Armazenamento e Preparacao

Armazenar todos os reagentes a 2-8°C. N&o congelar. Os reagentes sdo estaveis até & data de expiracao,
guando sdo armazenados e manuseados conforme as orientagdes.

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 uma temperatura ambiente (20-25°C) antes da sua
utilizacao.

Reconstituir o tampao 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.
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As tiras de revestimento dos micropocos destinam-se a uma Unica utilizacdo. As tiras dos micropogos néao
utilizadas devem ser cuidadosamente novamente selados na bolsa com dessecantes, a fim de prevenir a
condensacéo e ser armazenadas a 2-8°C.

Precaucdes

Todos os componentes humanos utilizados foram testados para HBsAg, HCV, HIV-1 e 2 e HTLV-l 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 eliminacéo destes materiais.9

As instrucdes devem ser seguidas exactamente conforme constam no presente folheto deste kit, a fim
de assegurar resultados validos. Ndo trocar os componentes do kit com componentes provenientes de
outras fontes. Devem ser cumpridas as boas praticas laboratoriais, a fim de minimizar a contaminacao
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-MPO ELISA 5161
O kit contém reagentes suficientes para realizar 96 determinacgdes.

12x8 MICROPLATE[MPO] Microplaca com micropogos individuais separados. Revestidos
com um antigénio purificado de MPO. Pronta a utilizar,
1x1.75ml  [CONTROLJ+|MPO] Controlo Positivo (tampa vermelha) pronto a utilizar. Contém

soro humano positivo para anticorpos MPO. A faixa de
concentracdo esperada em IU/ml estd impressa na etiqueta.

1x1.75 ml CONTROL[] Controlo Negativo pronto a utilizar (tampa branca). Contém
soro humano.
5x1.75ml  [CALIBRATORJA[MPO] Conjunto de 5 Calibradores pronto a utilizar. Calibrador A
(tampa verde) 156 IU/ml, Calibrador B (tampa violeta) 62.5
[CALIBRATOR[B[MPO] IU/ml, Calibrador C (tampa azul) 25 1U/ml, Calibrador D (tampa
[CALIBRATOR|C[MPO] amarela) 10 1U/ml, e Calibrador E (tampa laranja) 1 IU/ml.
[CALIBRATORI|D|MPO] Derivado dg soro humano qutendo anticorpos_ anti-MPO. As
concentragdes em |U/ml estdo impressas nas etiquetas.
[CALIBRATORIE]MPO]
1x15ml 1gG-CONJ|HRP Conjugado HRP de cabra IgG anti humano. Pronto a utilizar,
Cadigo de cor rosa.
1x 60 ml DIL Diluente de Soro. Pronto a utilizar, Codigo de cor parpura.
1x15ml SUBSTRATE|TMB Substrato enzimético TMB. Pronto a utilizar, Proteger da luz.
1x15ml STOP|H2S04 Solugao de Paragem*. Pronta a utilizar,
2 x vials BUF|WASH Tampao de lavagem de p6. Reconstituir para um litro cada.
1x Folhas de Protocolo.
Componentes Opcionais
1 x 60ml BUF|WASH Tampao de Lavagem Liquido concentrado. Reconstituir para um litro.
Simbolos utilizados nas etiquetas
Numero de lote
REF| Numero de catalogo

Utilizacéo diagndstica in vitro
Utilizac&o por

Temperatura de armazenamento
Consulte as instrugdes de utilizagdo
NUmero de testes

Fabricante

LE4E =3

Data de fabricagcao
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*Perigo. Provoca queimaduras na pele e lesbes oculares graves. Provoca lesdes oculares graves.
Usar luvas de proteccgao/vestuario de proteccéo/protec¢éo ocular/proteccdo facial. SE ENTRAR EM
CONTACTO COM OS OLHOS: Enxaguar cuidadosamente com agua durante varios minutos. Se usar
lentes de contacto, retire-as, se tal lhe for possivel. Continue a enxaguar. Caso a irritacdo ocular

persista: consulte um médico.

Material Exigido Mas Nao Fornecido

+  Agua desionizada ou destilada

»  Garrafa de plastico para conter o tampao de lavagem diluido

*  Pipetas com capacidade de libertacéo de 5 pl a 1000 pl

+ Pontas de pipeta descartaveis

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

*  Temporizador

* Toalhetes de papel absorventes

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

+ Lavador automético de microplacas capaz de distribuir 200 pl

RECOLHA E MANUSEAMENTO DE AMOSTRAS

Neste procedimento sé deveréo 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 0 maximo de uma semana Para
um armazenamento de maior duracéo, as amostras de soro deverdo ser congeladas. Recomenda-se que as
amostras congeladas sejam testadas no prazo de um ano. Evitar o repetido congelamento e derretimento das
amostras.

PROCEDIMENTO
Notas de Procedimento

+  Ler cuidadosamente o folheto do produto antes de iniciar o ensaio.
+ Todas as diluicdes das amostras dos pacientes devem ser preparadas antes de iniciar o ensaio.

+ Permitir que as amostras dos pacientes e 0s reagentes de teste se equilibrem a uma temperatura
ambiente antes de iniciar o procedimento de teste. Sugere-se que os reagentes sejam deixados em cima
da bancada, no exterior da caixa, durante 30 minutos antes da sua utilizag&do. Voltar a colocar todas as
amostras e reagentes no frigorifico imediatamente apos a sua utilizacéo.

+ Eliminar as tiras necessarias dos micropogos da embalagem, voltando a fecha-la cuidadosamente, a fim
de prevenir a condensacdo nos pogos ndo utlizados. 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 tampéao de lavagem por toda a microplaca,
através de um frasco de lavagem de ponta larga. Recomenda-se a utilizagdo de uma lavadora
automética de microplacas.

« Utilizar uma pipeta multicanal capaz de libertar 8 ou 12 pocos em simultaneo. Este procedimento acelera
0 processo, fornecendo tempos de incubagao mais uniformes.

+ E importante o controlo cuidadoso do tempo para todos os passos. O inicio de todos os periodos de
incubacdo comega com a concluséo da adicao do reagente.

« A adicdo de todas as amostras e reagentes deve ser realizada na mesma proporcdo 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 colocacdo da amostra nos pogos. A execucdo das
amostras em duplicado constitui uma boa pratica laboratorial.
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3° Passo

4° Passo

5° Passo

6° Passo

7° Passo
8° Passo

9° Passo

10° Passo
11° Passo
12° Passo

13° Passo
14° Passo

15° Passo

Utilizar apenas o Calibrador D (ampola com tampa amarela) para obter uma determinacdo
qualitativa).

ou

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

Qualitativa Semi-quantitativa
A Branco S5 Etc. A Branco S1 Etc.
B - S6 B - S2
C + Controlo S7 C + Controlo S3
D CalD S8 D CalA S4
E S1 S9 E CalB S5
F S2 Si10 F CalC S6
G S3 Si1 G CalD S7
H S4 S12 H CalE S8
1 2 3 1 2 3

Preparar uma diluicdo 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 néo utilizadas na
embalagem fechada, colocada no frigorifico. Colocar os micropocos 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 relagdo ao reagente branco.

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

Lavar 4x com tampéo de lavagem. Para lavagem manual, encha cada micropogo com tampao de
lavagem reconstituido. Descartar o liquido por inversao retirando os contetdos de cada pog¢o ou
aspirando o liquido de cada poco. Para absorver o liquido da ultima lavagem, inverter as tiras e
limpar os pocos, vigorosamente, com toalhas de papel absorvente. Para lavadores automaticos,
programar o lavador conforme as instru¢ées 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 Enzimatico em cada micropogo, ha mesma ordem e tempo utilizados
para o Conjugado.

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

Pipetar 100 pl de Solugdo de Paragem em cada micropogo, utilizando a mesma ordem e tempo
utilizados na adi¢do do Substrato Enzimatico. Ler os valores de absorvancia, no espacgo de 30
minutos, da adicdo da solucéo de paragem.

Ler a absorvancia de cada micropogo a 450 nm, utilizando um Unico, ou, a 450/630nm, utilizando
um leitor de microplacas de duplo comprimento de onda contra o reagente branco fixado em
absorvéancia 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 néo inferior a 1.0, caso contrério, o teste
deve ser repetido. O controlo negativo deve ser <10 IU/ml. Se o teste for realizado em duplicado, deve ser
retirada a média das duas leituras, a fim de determinar IU/m. Quando se realizam determina¢des Qualitativas,
a densidade optica do Calibrador D deve ser superior a do controlo negativo e inferior a absorvancia do
controlo positivo. Para as determinacdes semi-quantitativas, o controlo positivo deve apresentar valores na
faixa indicada na ampola.
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RESULTADOS

Célculos

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

1. DETERMINACAO QUALITATIVA

Abs. da Amostra de Teste
---------------------------- X IU/ml do CalibradorD = IU/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 s&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 concentragbes em IU/ml no eixo X, consoante a absorvancia no eixo Y, e
desenhar uma curva que ligue os pontos. Determinar as concentracdes das amostras do paciente a partir
da curva, de acordo com os valores de absorvancia correspondentes. Em alternativa, pode ser utilizada
uma curva de quatro parametros para tragar uma curva padréo.

Recomenda-se que os resultados semi-quantitativos sejam comunicados como “positivos,” “negativos,” ou
“‘indeterminados” com valores unitarios IU/ml. Os resultados indeterminados/linha diviséria devem ser
novamente testados e avaliados a par de outros métodos laboratoriais, como o0s ensaios para a detec¢ao
de ANCA pela IFA.

” o«

Interpretacéo

Os valores de interpretacéo foram determinados, testando136 dadores de sangue normal e amostras de
controlo da doenca ndo auto-imune da vasculite. A média dos sujeitos normais mais 2.5 SD foi
estabelecida como o corte do ensaio e atribuido um valor arbitrario de 10 EU/ml. Os controlos da doenca
PR# ndo foram incluidos na determinacdo do corte do ensaio PR3. A IMMCO sugere a utiliza¢do da série
de referéncia abaixo. Cada laboratorio deve validar valores de ensaio para as suas préprias condi¢des.

Valor Ab anti-MPO Interpretacéo

<10 IU/ml Negativo

10-12.5 IU/ml Indeterminado (Linha Divisoria)
>12.5 IU/ml Positivo

Calibrador

Séao incluidos Calibradores Prontos a Utilizar para fornecer a semi-quantificagdo, 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 IU/ml, multiplicar as unidades
obtidas pelo factor de diluicao.

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

O ensaio ndao 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 populagéo pediatrica. Os controlos da doenca PR3 ndo foram incluidos na determinagdo do
corte do ensaio PR3.

VALORES ESPERADOS

Os valores esperados numa populagdo normal sdo negativos. No entanto, 4% dos individuos assintomaticos
aparentemente saudaveis podem apresentar testes positivos para anticorpos anti-MPO. Estudos recentemente
comunicados revelam que os pacientes, diagnosticados com Artrite Reumatdide, poliartrite cronica, doenca
indiferenciada do tecido conjuntivo e LES contém anticorpos anti-MPO ou pANCA.5 A terapia
imunosupressora, iniciagéo ou alteracdo no tratamento ndo deve ser comegada apenas com base no resultado
positivo do anticorpo anti-MPO, mas sim em observagdes clinicas cuidadosas.
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A seguinte tabela ilustra a frequéncia do ANCA especifico PR3 e MPO no soro de 112 pacientes com vasculite
associada ao ANCA.10

Incidéncia do anti-PR3 e anti-MPO nas vasculites associadas ao ANCA.

Anticorpos Granulomatose Poliangeite  Sintroma de
associagao de Wegener microscopica Churg-Strauss
ANCA positivo mediante IFA 78% 59% 67%
anti-PR3 positivo 90% 0% 10%
anti-MPO positivo 0% 62% 17%
positivo especifico desconhecido 40% 31% 73%

Foram testados conjuntos de amostras clinicas com o ImmuLisa™ Anticorpos anti-MPO ELISA e com outro kit
de anticorpos anti-MPO comercialmente disponivel. Os resultados demonstrativos da incidéncia nas
populacdes para este estudo séo revelados em seguida:

IMMCO Outra Ab MPO ELISA

Grupo de Pacientes n nPos  %Pos n nPos  %Pos
Doenca Associada

Glomerulonefrite 57 57 100% 54 53 98,1%

Granulomatose de Wegener 47 0 0,0% 47 0 0,0%

ANCA positivo indiferenciado 6 0 0,0% 6 0 0,0%
Controlo da Doenga

Vasculite ndo associada a ANCA 24 0 0,0%

Doenca inflamatéria intestinal 16 0 0,0%

Lupus Eritematoso Sistémico 32 0 0,0% 32 0 0,0%

Artrite Reumatéide 8 1 12,5% 8 1 12,5%

Outra doenga auto-imune 16 0 0,0% 16 0 0,0%
Normais saudaveis 80 0 0,0% 80 0 0,0%

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

A utilidade da ImmuLisa™ Anticorpos anti-MPO ELISA foi avaliada ao testar amostras de soro de anticorpos
anti-MPO positivos bem caracterizadas de individuos anticorpos pANCA positivos, a par de controlos de
doengas e soro humano «normal». Estas amostras foram igualmente testadas em kits de teste ELISA
comercialmente disponiveis. Estes resultados sdo seguidamente resumidos.

A. Método Comparativo: ImmuLisa™ Anticorpos anti-MPO ELISA vs. Outros Anticorpos anti-MPO ELISA.
Outros Anticorpos anti-MPO ELISA

Positivo Negativo Total
IMMCO Positivo 43 2 45
MPO Negativo 0 65 65
ELISA Total 43 67 110
Acordo percentual positivo: 100% (95% CI 89,8% a 100%)
Acordo percentual negativo: 97,0% (95% CI 88,7% a 99,5%)
Acordo percentual global: 98,1% (95% CI1 92,9% a 99,7%)

B. Reactividade Cruzada: Foram testadas um total de 149 amostras com potencial de reactividade cruzada de
individuos com outros disturbios auto-imunes ou positivas para outros autoanticorpos para anticorpos anti-
MPO utilizando o ImmuLisa™ Anticorpos anti-MPO ELISA.

Condicao n Positivo n
Granulomatose de Wegener 47 0
cANCA positivo indiferenciado 6 0
Vasculite ndo associada a ANCA 24 0
Doenca inflamatéria intestinal 16 0
Lupus Eritematoso Sistémico 32 0
Artrite Reumatdide 8 1
Outra doencga auto-imune 16 0
Total 149 1 (0.7%)
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Preciséo

A precisdo foi testada com 7 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
Imprecisdo Total Entre dias (Repetitibilidade)
Média SD SD SD

Amostra  (IU/ml) (IU/ml) CV% (1U/ml) CV% (1U/ml) CV%
1 2,65 0,370 13,9% 0,381 14,4% 0,389 14,7%
2 8,51 0,683 8,0% 0,706 8,3% 0,712 8,3%
3 11,39 0,707 6,2% 0,682 5,9% 0,752 6,7%
4 47,20 2,568 5,4% 1,340 2,9% 3,847 8,0%
5 54,31 2,209 4,1% 1,678 3,1% 2,897 5,3%
6 125,90 4,084 3,2% 4,326 3,4% 4,078 3.2%
7 136,20 4,726 3,5% 5,881 4,3% 2,668 2,0%

Reproducibilidade

Foram realizadas 6 réplicas de amostras na série negativa, ~10% abaixo do corte, ~10% acima do corte e na
série positiva moderada do ensaio, para determinar a reproducibilidade qualitativa intra-ensaio. Foram
testadas 3 réplicas das mesmas amostras em 3 ensaios para determinar a reproducibilidade inter-ensaio. Os
resultados dos ensaios para estas amostras produziram 100% de concordancia qualitativa.

Linearidade

Foram realizados estudos que utilizaram séries de diluicdes equidistantes de amostras positivas com valores
por toda a série do calibrador para determinar a série linear do ensaio. A série linear dos ensaios foi
determinada como 2,7 — 156 IU/ml. Os resultados sdo seguidamente resumidos. Sugere-se que as amostras
que produziram resultados superiores ao top calibrador sejam diluidas e novamente testadas.

Série de Inclinagao Y-intercepcéo % de
Amostra  Teste (IU/ml) (95% CI) (95% CI) R? Recuperacio
1 5221823 1,009 0,063 099 99421133
’ ' (0,943 a 1,075) (-0,160 a 0,033) ' ' ’
0,947 0,067
2 46a745 (0.87621,018) (0,004 2 0,137) 0,994  84,1a104,2
1,028 -0,005
3 472478 (0,962 2 1,004) (0,056 a 0,046) 0,996 94,8a101,6

Limite de Deteccao

O limite de deteccéo (LoD) para os anticorpos anti-MPO através deste ensaio foi determinado em 2,7 1U/ml,
com base em 60 réplicas das amostras em branco e em 10 réplicas de cada uma das 6 amostras de baixo
nivel (NHS).

Interferéncia

A interferéncia foi estudada, misturando o soro com o0s niveis conhecidos de anticorpos anti-MPO com
amostras de soro potencialmente interferentes, e estudando o desvio dos resultados previstos. N&o foi
demonstrada interferéncia significativa para as seguintes substancias nos niveis indicados: Hemoglobina (2
g/L), Bilirrubina (342 pmol/L), e Factor Reumatoide (100 EU/mI).
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