== SZABO

ea» SCANDIC

- Part of Europa Biosite

Produktinformation

@ Forschungsprodukte & Biochemikalien
@ Zellkultur & Verbrauchsmaterial

Diagnostik & molekulare Diagnostik
@ Laborgerate & Service

Weitere Information auf den folgenden Seiten!
See the following pages for more information!

0

Y

Lieferung & Zahlungsart SZABO-SCANDIC HandelsgmbH
siehe unsere Liefer- und Versandbedingungen QuellenstraRe 110, A-1100 Wien
T. +43(0)1 489 3961-0
Zuschlage F +43(0)1 489 3961-7
- Mindermengenzuschlag mail(dszabo-scandic.com
- Trockeneiszuschlag WwWw.szabo-scandic.com

- Gefahrgutzuschlag
- Expressversand linkedin.com/company/szaboscandic m


mailto:mail%40szabo-scandic.com?subject=
https://www.szabo-scandic.com/de/versandkosten-serviceleistungen
http://sz-sc.com/ds-linkedin
http://sz-sc.com/ds-linkedin
http://sz-sc.com/ds-linkedin
mailto:mail%40szabo-scandic.com?subject=
http://sz-sc.com/ds-www

EN

‘immco

ImmcoStripe™
68 kD (hsp-70) Antibody
Line Immunoassay (LIA)

[IVD] For in vitro diagnostic use
PRODUCT INSERT
[REF] 6001 68 kD (hsp-70) Antibody LIA 20 Determinations

INTENDED USE

A line immunoassay for use in the detection and identification of antibodies to the 68 kD
(hsp-70) antigen associated with sensorineural hearing loss (SNHL).

SUMMARY AND EXPLANATION

Hearing loss may be caused by a number of conditions. Certain types of hearing loss can
be reversed if diagnosed early and appropriate treatment is instituted. Sensorineural hearing
loss (SNHL), commonly referred to as nerve deafness, may be caused by genetic or
acquired factors such as infections or can be immunologically mediated. Correct diagnosis
of SNHL can be made with the aid of a combination of comprehensive patient history and
laboratory studies. In the majority of cases, no cause of SNHL is apparent: such cases are
referred to as idiopathic SNHL. A subgroup of idiog)athic SNHL cases is treatable with
immunosuppressive therapy with gratifying results.™ The laboratory work up to identi

these cases should include serum antibody tests to 68 kD (hsp-70) inner ear antigen.a'
Twenty-two percent of patients with bilateral rapidly progressive SNHL and 30% of the
patients with Meniere's disease had antibodies that reacted with 68 kD antigen present in
the bovine inner ear extracts.” Anti-68 kD (hsp-70) antibodies also occur in approximately
60% of patients with bilateral and 35% of patients with unilateral Meniere's Syndrome and
37% of patients with contralateral delayed endolymphatic hydrops. In situations where
corticosteroids are contraindicated, methotrexate or cytoxan treatment can be prescribed.9

PRINCIPLES OF PROCEDURE

This line immunoassay uses purified recombinant inducible hsp-70 antigen (rhsp-70) from
bovine kidney. The hsp-70 antigen is immobilized onto nitrocellulose membrane strips along
with conjugate, serum and cut-off control lines. The serum and conjugate control lines serve
as internal procedure controls to verify the addition of serum and conjugate, respectively. The
cut-off line provides a colorimetric standard for the evaluation of the reacted hsp-70 test line.

To perform the test, strips are incubated with diluted patient serum. In positive sera, antibodies
specifically bind to the rhsp-70 protein on the strip. The strips are washed according to the
protocol and the reconstituted conjugate is added to the test strips. After incubation and wash
steps, the ready to use substrate is added to the strips. During a 10 minute incubation,
conjugate and substrate binding produces visible violet lines for serum, conjugate and cut-off
control lines. If the sample is positive for anti-hsp-70 antibodies, the test line will show
areaction more intense than the cut-off line. Reactions are read visually and reported as
positive, negative or equivocal (comparable to cut-off line).

1



EN

Materials Provided

68 kD (hsp-70) Antibody LIA [REF] 6001
Kits contains sufficient reagents to perform 20 determinations.

20 x
1x 120 pl

1x30ml
1x30ml

1 x 50 ml
1 x 50 ml

2 X
1x

[STRIP|HSP70|LIA] Line Immunoassay Test Strips, containing antinuclear
antigen coated test lines and control lines. Ready for use.

[CONTROL|+|HSP70] Positive Control (red cap). Contains human serum positive
for antibodies against HSp70 antigen.

[CONJILIA] IgG Conjugate.

[SUBSTRATE] Enzyme Substrate (amber bottle). Ready for use. Protect
from light.

[SAMPLE|DIL] Diluent/Block

[BUF|WASH]|LIA] Wash Buffer Concentrate.* Reconstitute to one liter with

deionized or distilled water or as needed proportionally.
LIA 10 well Assay Trays
Report/Scoring Sheet

*Contains Proclin 300 preservative.

Materials Required But Not Provided

¢ Clean 1.000 ml graduated cylinder

« Non-serrated forceps (Filter forceps)

* Rocker or rotating platform shaker

»  Absorbent paper or paper towels

» Deionized or distilled water

e Squeeze bhottles to hold diluted wash buffer or distilled water
» Pipettes capable of delivering 10 to 1.000 pl

« Disposable pipette tips

e Timer

REAGENTS

Materials provided

Store all

reagents at 2-8°C; do not freeze.

All reagents must be brought to room temperature (18-25°C) and mixed thoroughly prior to
use. Do not use if reagent is not clear or if insoluble precipitate is present. After
reconstitution, the reagents are stable until the indicated expiry date when stored at 2—-8°C
and protected from contamination, unless state otherwise below:

Antigen coated test strips [STRIP|HSP70|LIA] are ready for use. Please allow the
test strip bag to reach the room temperature before opening to avoid condensation
and associated deterioration. Please re-pack unused test strips and store at 2—8°C
in dark and dry conditions.

Sample Diluent is ready to use [DIL]. Sample diluent is stable for at least 8 weeks
when stored properly and protected from microbial or chemical contamination.
Reconstitute 1 part [BUF|WASHI|LIA] into 19 parts of distilled or deionized water to
result in 1 liter of Wash Buffer. Wash Buffer is stable for at least 8 weeks after
reconstitution when stored properly and protected from microbial contamination.
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e [CONJJLIA] and [SUBSTRATE] are stable for at least 8 weeks after opening when
stored properly and protected from microbial contamination. [SUBSTRATE] is light
sensitive and must be stored in the provided amber colored bottle.

Antigen strips can only be used once. Do not interchange components of different lots.
Do not use reagents beyond expiration date indicated on labels.

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 the above materials.™

WARNING - Proclin 300 is a preservative. Upon disposal of liquids containing Proclin 300,
flush with large volumes of water to dilute the components below active levels.

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.

SPECIMEN COLLECTION AND HANDLING

Only serum specimens should be used in this procedure. Specimens with gross hemolysis,
elevated lipids or microbial contamination may interfere with the performance of the test and
therefore must 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

o Read Product Insert carefully before starting with the assay.

e Let serum specimens and test reagents equilibrate to room temperature for
approximately 30 minutes prior to starting the test procedure. Return all unused
specimens and reagents to the refrigerator promptly after use.

e Proper washing technique is critical to the satisfactory performance of the assay.

e Manipulate test strips with clean forceps or gloves only. Avoid touching the white
nitrocellulose areas.

e The test lines are placed above (refer to Figure 1 Schematic) the cut-off, serum
and conjugate control lines as described in the schematic. Serum and conjugate
control lines appear on the same piece of nitrocellulose at the bottom.

e Assign specimen identification numbers to the respective strips on the Report
Form. Each strip has strip number and lot number printed on the bottom for
traceability.

e  Complete all other relevant information on the Report Form prior to starting the assay.

Test Method

Step 1 Using gloves or blunt forceps, peel off the required number of strips. Care should be
taken not to touch the nitrocellulose coated areas with bare hands or pointed forceps.

Step 2 Place required number of strips [STRIP|HSP70|LIA] labeled side up into
individual wells of the assay tray.
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Step 3 Pipet 1.5 ml of Sample Diluent [SAMPLE|DIL] into each well making sure that
the strips are completely submerged under the liquid.

Step 4 Incubate the strips in Sample Diluent for at least 10 minutes. The blue tracking
line starts to disappear as the membrane is soaked.

Step 5 Pipet 15 ul of serum or control sample into appropriate wells to obtain
a 1:101 dilution. Incubate 60 minutes (5 min.) at room temperature on a rocker
or rotating shaker.

Step 6 WASH: Aspirate sample solution into waste container. Thoroughly wash strips
with Wash Buffer [BUF|WASHI|LIA] by squirting approximately 2 ml of solution
directly onto strips. Wash strips with gentle agitation for 5 minutes and aspirate
solution into waste container. Repeat the wash two more times. Caution:
Complete washing of the strips between incubations is crucial to obtain valid
results. Improper washing will result in high background staining. Do not allow
the strips to become dry at any step during the assay.

Step 7 Pipet 1.0 ml of conjugate [CONJ|LIA] into each well. Incubate 30 minutes
(x5 min) at room temperature on rocker or rotating shaker.

Step 8 Repeat Step 6.

Step 9 Pipet 1.0 ml [SUBSTRATE] into each well and incubate with gentle shaking 10
minutes at room temperature and reduced light. The serum and conjugate
control lines develop intense color after incubation in substrate. Cut-off control
line develops into a negative to faintly colored line after the incubation.

Step 10 To stop the reaction, rinse strips 2x with distilled/deionized water by squirting
approximately 2 ml of water directly onto strips followed by aspiration. Do not
soak/wash for more than 10 minutes as this may result in decreased sensitivity
of the developed colored lines.

Step 11  Using blunt forceps remove strips from assay tray and place them gently onto
absorbent paper and allow them to dry. Let the strips dry before analysis or
affixing them on the report/scoring sheet.

Quality Control

Procedural Controls: Each strip has three procedural controls for the addition of serum and
conjugate and a cut-off line for determining the weak or negative reactions.

Positive and Negative controls are available as optional components and may be run for
additional quality control.

Individual labs are expected to optimize the substrate development time by +/-2 minutes
based on the blot processor or methods that they use. It is suggested that the cut-off line
should be faintly visible line post incubations with substrate. An invisible or too a strong
cut-off line suggests optimization of the substrate development time for the given run
conditions.
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Interpretation

The test strips contain control lines at the bottom and
test line above the controls. The bottom end of the test
strip (near serial number) has three control lines: the
cut-off line, the serum control line and the conjugate
control line from top to bottom. The cut-off allows the
technician to determine the test result as positive,
negative or indeterminate (+/-). The two procedure
control lines ensure the addition of specimen, conjugate
and substrate.

Compare the reaction of test line with those of the
controls. Use of a magnifying glass can assist in
observation of weak reactions.

e As labeled in Figure 1, the serum and
conjugate control lines should be clearly
positive indicating a successful experiment.
The cut-off is a faint line with variation in
intensity based on the experimental conditions.
The schematic in Figure 1 shows an example
test line and 3 control lines. The test line
development depends on the sample. Positive
reactions can occur in varying intensities from
weak to strong. Weak reactions should be
compared with intensity of the provided
cut-off line within the strip. Reactions that
are distinctly darker or denser than the intensity
of the cut-off line should be considered
positive.

e  Strips may show a homogeneous or discolored
background due to various interfering factors in
lipemic or hemolytic sera. This effect can also be
seen if the test strips are not sufficiently blocked
or accidentally allowed to dry up during the assay.

e In case of weak positive and negative reactions,
the reacted line intensity should be compared to
cut-off line to determine the result as negative

Interpretation

RS

-

—
Control

\ Conjugate
Control

Controllines

el | | T

e T

e | i

Figure 1: Schematic of reacted LIA strips with
one test line.
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Figure 2: Schematic of Report Sheet

(weaker intensity than the cut-off line) or equivocal (+/-. Indistinguishable from

cut-off line).

e Dried strips can be assembled in the provided report/scoring sheet. The plastic
protective flap is permanently affixed to the report sheet on the left edge. Carefully
peel the plastic flap in the right to left direction like a page of the book. Place the
reacted strips on the adhesive tape in the respective slot and cover the plastic flap
back in place. The protective plastic flap is designed to be reusable for multiple
sessions of experiments and the strips can be assembled in respective slots. The
technician can use the form to record the lot numbers of used reagents, specimen

number and results/comments.
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LIMITATIONS OF PROCEDURE

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. Do not store specimen at 2-8°C more than a week. For longer storage,
serum specimens should be frozen. Avoid repeated freezing and thawing of samples.

The 68 kD (hsp-70) Antibody Line Immunoassay should be used as an aid to diagnosis.
Positive results may be found in other autoimmune conditions or certain infectious diseases.
Hence results should be evaluated and interpreted by a medical authority in light of the
patient's clinical history and other laboratory findings. Some sera may react to the
MW marker occasionally, the significance of which is not known.

EXPECTED VALUES

Antibodies to 68 kD (hsp-70) occur in patients with active idiopathic SNHL and antibody
titers are shown to correlate with disease activity.

Anti-68 kD (hsp-70) Antibodies in Patients with Idiopathic Bilateral SNHL

Disease Group No. Tested No. Positive % Positive
IPBSNHL 72 42 58
Otosclerosis 11

Cogan's Syndrome 8

Normals 53 1 2

Correlation of Anti-68 kD (hsp-70) Antibody Reactivity to Disease Activity™

Disease Activity Anti-68 kD Antibody
Active 89%
Inactive 0%

One third-party study of 34 patients with rapidly progressive hearing loss demonstrated that
anti-rhsp-70 OTOBIot had 42% sensitivity, 90% specificity, and 91% positive predictive
value for predicting steroid responsiveness.12

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

The utility of the ImmuStripe™ 68 kD (hsp-70) Antibody Line Immunoassay was evaluated
by testing well-characterized specimens from SNHL patients, idiopathic hearing loss
patients, disease controls and “normal” human sera. These results are summarized below.

Clinical Status

Positive Negative Total
68 kD Positive 36 2 38
(hsp-70) Negative* 14 79 93
LIA Total 50 81 131
Sensitivity: 72.0%
Specificity: 97.5%
Clinical Agreement: 87.8%

* Indeterminate samples were considered negative.
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SNHL/Idiopathic Hearing Loss Subjects: 50
Disease Controls: 33
Healthy Normal Subjects: 48

Reproducibility

Assays of samples in the negative range, equivocal and positive range were performed to
determine qualitative reproducibility from run to run and operator to operator. Results
produced 100% qualitative agreement.

Cross Reactivity

Autoimmune disease controls were reacted to test potential cross-reactivity of the assays,
including the following patient populations: celiac disease (5), extractable nuclear antigen
antibody positive connective disease (12), Hashimoto’s thyroiditis (6), rheumatoid arthritis
(5), and systemic lupus erythematosus (5). One rheumatoid arthritis specimen was positive
yielding a 3.3% positive rate in this population.

Interference

Interference was studied by mixing sera with known 68 kD (hsp-70) antibody results with
potentially interfering serum samples and studying deviation from expected results. No
significant interference impacting qualitative results was demonstrated for the following
substances at the levels indicated: hemoglobin (2 g/L), bilirubin (342 umol/L), triglycerides
(25 mg/ml) and Rheumatoid Factor (100 EU/mlI).
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ImmcoStripe™
68 kD (hsp-70) Avticwpua
Avooodokipaoia Npapuig (LIA)

[IVD] Tain vitro dlayvwaoTIKn xprion
ENOETO NPOIONTOZ

[REF] 6001 68 kD (hsp-70) Avticwpa LIA 20 Mpoaodiopicuoi
ZKOMOYMENH XPHZH

Avooodokipagcia ypauung yia Xpron OTnv avixveuon Kal Tov TTPoodIopioud avTICWHATWY
oTo avTlyovo 68 kD (hsp-70) TTou cuvdéeTal e veupoaioBnTrpia attwAela akorg (SNHL).

NEPIAHWH KAI AITIOAOTIA

ATwAgia akor|g ytropei va TTpokANnBei atmd didgopeg ouvOrkeg. Opiouévol TUTTOI ATTWAEING
OKONG UTTOPEl va avaoTpa@ouv e Trpwign Oldyvwon Kal €vapgn Tng KatdAAnAng
avTiyeTwmiong. H veupoaioBripia amwAeia akong (SNHL), ouxvd ava@epduevn wg KWewaon
Aoyw BAGBNG Tou akouoTIKoU VEUPOU, WTTOPE va TTPOKANBE atrd yeVETIKOUG I ETTIKTNTOUG
TTapdyovTeG OTTWG WOAUVOEIG | PTTopEl va €xel avoooAoyikd aitia. ZwoTh didyvwaon Tng
SNHL ptropei va yivel ye tn BoRBeia cuvduaouou TTANPOUG I0TOPIKOU TOU aoBevoug Kal
EPYOOTNPIOKWY MEAETWV. ZTNV TTAEIOWPN@Ia TWV TTEPITITWOEWY, OEV gival EUPAVAG Kayia aiTia
SNHL: autég o1 TepImTwaoelg avagépovtal wg 1010TTadng SNHL. Y1ro-oudda TTepImTwoewy
1810TTa80Ug SNHL QVTIMETWTTICETAI PE  AVOOOKATAOTOATIKA Qywyr] ME IKAVOTTOINTIKA
OTTOTEAEOOTA. b2 H EPYAOTNPIAKY EPYACIA YIQ TOV TTPOCBIOPICUO AUTWV TWV TTEPITITWOEWV
Ba Trpsrra va TTepIAauBavel BoKIPEG avTIoOwPATwY opou o€ avtiyovo 68 kD (hsp-70) éow
wTog ® Eikool 800 TOIG €KATO TWV A0BEVWV PE aUPITTAEUpN paydaiwg e¢eAlooduevn SNHL
kal 30% Twv acBevwv pe vooo Meniere eixav cxvncwpcxm Tou avTédpacav pe 68 kD
avTiydévo Tapdv OTa eKXUAiCpaTa €0w WTOG Booeléwv Avticwpata katd Tou 68 kD
(hsp-70) ptropouv emiong va eugavioBolv oe TepiTTou 60% Twv aoBeVWV PE AUQPITTAEUPO
kal 35% Twv aoBevwv pe povottAeupo ZUvdpopo Meniere kai 37% Twv aoBevwv pE
AVTITTAEUPO KOBUOTEPOUUEVO EVOOAEPPIKO UBPWTTA. Z€ TTEPITITWOEIG OTTOU GVT£V5£IKVUVTGI
T KOPTIKOOTEPOEIBN), UTTOPET VO SUVTAyOoypapnBei aywyr| ue ueBoTtpedrn n KUToﬁcxvr]

APXEZ AIAAIKAZIAZ

H 1rapouca avoocodokiyagia ypauung XenoidoTtrolei Kabapd avaouvOUACUEVO ETTAYWYIHO
avTiyévo hsp-70 (rhsp-70) atmmd Bocio veppd. To avtiyovo hsp-70 akivnTOTTOIEITAI OE TAIVIEG
MEMBPAVNG VITPOKUTTAPIVNG HE YPOUUEG €AEyXOu culelyparog (conjugate), opoU Kai
atrokoTf g eAéyyou (cut-off control lines). Or ypapuég eAéyxou opoU Kal ouleUypaTog
AgIToupyoUv wg e0WTEPIKOI EAeyXol TNG Sladikaaiag yia va eEakpIfwOei n TpoaBhAkn opou Kai
oulelypaTog avTioToixa. H ypauur atrokoTTAG TTOPEXEl XPWHATOUETPIKO TTPOTUTTO I TNV
aglohéynon Tng avTidpwaag ypapung dokiung hsp-70.

MNa tnv ektéAeon Tng OOKIPAG, oI Taivieg eufubifovial o€ apaiwuévo opd acBevwv.
>¢ BeTIKOUG 0poUG, Ta avTIoWUATa deaueUovTal €I0IKA oTNV TTPWTEIVN rhsp-70 TTou BpiokeTal
emavw otnv Tavia. O1 Taivieg TTAévovTal CUP@WVA PJE TO TTPWTOKOAAO KAl TO avOCUCTOBEV
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oUZeuypa TTpooTiBeTal oTIg Talvieg doKIunAG. MeTd Ta BripaTa eTwacng Kal TTAUoNG, TO £TOIUO
TTPOG XPron utmdoTpwua TrpooTiBeTal oTig Talvieg. Kard mn didpkeia 10 Aetrtng emmwaong,
n &éopeuon oulelyuaToG KOl UTTOOTPWHMATOG TTAPAyel OPOTEG 1WOEIC YPAMMES yia TIG
YPOMMEG €Aéyxou oOpoU, oulelypaTog Kal ammokotig. Edv 1o deiypa eivalr BeTikO yia
avTiowpata Katd hsp-70, n ypapun dokiung Ba Ocifel avtidpaon eviovéTtepn amd Tnv
ypapun amokotg. O avmidpdoeig diaBadovral OTITIKA KAl ava@épovTal wg BeTIKEG,

aApVNTIKEG ) ap@ionueg (0 OUYKPION PE TN YPOU U OTTOKOTTAG).

Mapexopeva YAIKA

68 kD (hsp-70) Avtiocwpa LIA [REF] 6001

Ta KIT TTEPIEXOUV ETTOPKN avTIOPAOTAPIA Yia TNV eKTEAEDN 20 TTPOCSIOPIOHWY.

20 x [STRIP|HSP70|LIA] Taivieg Avooodokipaoiag [pappng, TOU  TTEPIEXOUV
YPAPUEG OOKIUAG KAl YPOAUUEG EAEYXOU ETTIKOAUMMEVEG ME
avTITTupnviké avtiyovo. ‘EToiyeg TTpog Xpron.

1x 120 ul [CONTROL|+|HSP70] OeTikOG ‘EAgyx0g (kOKKIVO TIWHA). Mepiéxel avBpwTTivo opd
B€eTIKO yIa avTiIowaTa KaTd avtiydvou HSp70.

1x30ml [CONJILIA] 20deuypa IgG.

1x30ml [SUBSTRATE] EvQupiké utréoTpwpa (Kexpiutrapévia @idAn). ‘EToiyo mpog
xpAon. NMpooTatéyTe ard TO PWG.

1 x50 ml [SAMPLE|DIL] AidAupa apaiwong/eTTAOKAG

1 x50 ml [BUF|WASH]|LIA] Zuptrukvwpa AlaAupatog MAUong.* AvaouvBéoTe oTo éva
NiTpo pe ammovTiopévo i OTTOOTAYMEVO VEPO 1 OTTWG
QATTQITEITAI AVOAOYIKA.

2x LIA 10 eox@peg DOKINATIOAG PE OTTEG

1x AegAtio Avagopdg/BaBuoAdynong

*Mepiéxel ouvtnenTiKG Proclin 300.

AtraitoUpeva, Mn NMapexopeva YAIKA

¢ KaBapdg oykoueTpIkOG KUAIVEpog 1.000 ml

e Mn odovrwth AaBida (Aapida @iATpou)

*  AvadeuTtApag ] doXEio TTEPITPOWPIKNG TTAATPOPUAG

o AToppo®nTIKG XaPTi /| XOPTOTTETOETEG

*  ATTIOVTIOUEVO I OTTOCTAYUEVO VEPO

e EUxkaptTa TTAACTIKG uTTOUKGAI YIa TO apaiwpévo SiIdAupa TTAUCNG 1 TO aTTOOTAYUEVO VEPO
o Timméreg IKavég va atteAeuBepwvouy 10 €wg 1.000 pl

e PuUyxn mmeTwyv piag xpriong

*  XpovoueTpo

ANTIAPAZTHPIA

ATtrofikeuon Kai NposToipacia
AtroBnkeuoTe OAa Ta avTidpacTApIa oToug 2—8°C. Mnv KaTaWUXETE.

OAa 1a avmidpaaTrpia Tpémel va €pBouv oe Bepuokpacia dwuariou (18-25°C) kai va
avapexdouv empeAws Tpiv atd TN Xprnon. Mn xpnoiyoTtroigite €dv T0 avTidPacTAPIO dev
gival kaBapd 1 e€dv umrdpxel adidAuto i¢nua. Metd Tnv avacuoTacn, Ta avTiIdpacTApIa
TTAPAPEVOUV OTABEPG €WG TNV avaypagouevn nuepopnvia Angng epdoov atmmobnkelovtal o€
Bepuokpacia 2-8°C kai TrpooTatelovTal ammd TIG HOAUVOEIG, €KTOG ammd TIG KATWO!
TTEPITITWOEIG:
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o O emkoAuppéveg pe avTiyovo Taivieg dokiung [STRIP|HSP70|LIA] givar £Toiueg yia
xpnion. AQAocTe TN oakoUAa pe TIG Taivieg BokIuAG va £pBel oe Bepuokpacia
dwpartiou TTPOTOU TNV AVOIgETE, ATTOPEUYOVTAG TNV UYPaCia TNG CUPTTUKVWONG Kal
TN OXETIKA €MIdEivwon. TOTTOBETOTE €K VEOU OTN CUCKEUATIO TAIVIEG BOKIUNG TTOU
dev £xouv xpnolpotroinBei kai atmodnkeuaTe TIg o€ Beppokpaacia 2—-8°C og Enpd Kai
OKOTEIVO PEPOG.

e To Aciypa AiaAUparog Apaiwong givail £Toipo va xpnoiyoTtroinOei [DIL]. To didAupa
apaiwaong Trapapével otabepd yia TouhdyioTov 8 €BOoNAdEG £pdTOV aTTOBNKEUETAI
OWOTA Kal TTpooTaTeUETal ATTO TIG MIKPOPBIOKEG 1) XNMIKEG HOAUVOEIG.

e AvaouvBéate 1 pépog [BUF|WASH|LIA] o€ 19 uépn atmooTaypévou i atTiovTiGPéVOU
vepoU yia va dnuioupynoete 1 Aitpo AlaAUpartog MAUGong. To SidAupa autd
Trapauével aTaBepd TouhdyioTov yia 8 BOONAdEG HETA TNV avaoUOTOCN TOU £QOCOV
aTTOONKEVETOI CWATA KAl TTPOCTATEVUETAI OTTO TIG MIKPOPIAKES JOAUVOEIG.

e To [CONJILIA] kai To [SUBSTRATE] Tmapapévouv oTaBepd TOUAdYXIOTOV Yid
8 efdouddeg petd 10 dvolypa e@oOcov atrobnkelovTal CwaoTd Kal TTPOCTATEUOVTAI
ammd TG pIKpoPiakég poAuvoelg. To [SUBSTRATE] cival euaiobnto o010 Qwg Kai
TTPETTEl VA ATTOONKEVUETAI TNV KEXPIUTTAPEVIA QIGAN N OTTOIA TTAPEXETAI.

O1 Taivieg avtiyévou gival piag xpriong. Mn xpnoIPoTIOIEITE CUCTATIKG PEPN OTTO JIAPOPETIKEG
TTapTidEG. Mn XpnOIYOTTOIEITE TO AVTIOPACTAPIA HETA TNV NUEPOMNVIa ARENG TTOU avaypageTal
OTIG ETIKETEG.

Mpo@uAdgeig

OAa 1a TpogpxOuEVa aTTO TOV AVBPWTTO CUCTATIKA TTOU XPNOIMOTTOINONKav €xouv eAeyxOei
yia HBsAg, HCV, HIV-1 kai 2 kai HTLV-I kai Bpédnkav apvnTikd cUP@WVa Je EAEYXOUG TTOU
amraitouvtal atmé TNV Apepikaviky YTnpeoia Tpogipwv kai Gapudkwv (FDA). Qotdoo,
Tapdywya avlpwTmivou aipyartog kal deiyyara acBevov Ba TpéTTel va Bewpouvtal duvnTIKA
MoAuopaTIKA. Tnpeite TIGC OpBEC £PYaOTNPIAKEG TTPOKTIKEG yia TNV atmoBrikeuon, Xopriynon
Kal SIGBECN TWV TTAPATIAVW UAKWV.

MPOEIAOMNOIHZH — To Proclin 300 eivai ouvtnpnTiké. Katd tn d1d6€0n Twv uypwv TTou
mepiéxouv Proclin 300, atroppiyTe pe pey@An moooTnTa VEPOU Yia va TITUXETE SIGAUCT TWV
CUCTATIKWY KATW aTT0 Ta €TTITTEda dpACTIKOTNTAG.

O1 odnyisgc 6a mpémel va tnpouvral akpifws omws sugaviovrar oro évOsro Tou
TapovTOoC KIT yia va S1aoc@aAioTouv ykupa amoreAéopara. Mnv avtaAAGooeTe GToIXEIO
TOU KIT e oToixeia atmd GAAeg TNyEG. TnpAoTe TIG 0pBEG epyanTNPIaKEG TTPAKTIKES VIO VO
eAaXIOTOTTOINOETE TN MIKPORIAKN Kai dlaoTaupoupevn POAUVOn Twv avTidpaoTnpiwy TTou
xpnoiyotroigite. Mnv xpnOIYOTIOIEITE OTOIXEI@ TOU KIT WPETA TNV nuEpopnvia AREng TTou
avaypAa@ETal OTIG ETIKETEG.

ZYAAOIH KAI XEIPIZMOZ TQN AEIrMATQN

¢ auth Tn diadikacia Ba TTPETTEl va xpnoigoTrolouvTal Yovo dsiypata opou. Agiyuata pe
oofapr] aigoAuon, uwnAd Aimidia i PIKPOPIOKr POAuvon evoEXeTal va €TTNPEACOUV TNV
amédoon Tng SOKIPAG Kal CUVETTWG Ogv Ba TTPETTEl va XpnaolgotroiolvTal. ATToBnkeloTe Ta
Ociypota og Bepuokpacia 2—8°C yia didoTnua Ox1 yeyaAldTepo Tng piag eRdopdadag. lMNa
peyaAuTepng Oidpkelag amobnikeuon, Ta Oeiyyata opol Ba TIPETTEl va KATayuxovTal.
JuvioTdTal Ta Katewuypéva Oeiypata va eA€yyovtal eviog evog £Toug. ATTOQUYETE ThV
eTmaveIAnuuévn Katdyuén Kal atroyuén Twv deyUaTWV.
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AIAAIKAZIA

A10SIKAOTIKEG ZNUEIWOEIG

AiaBAaoTe TTPOCEKTIKG TO £VBETO TOU TTPOIOVTOG TIPIV EEKIVIOETE T SOKIPaTia.

Aognriote Ta Ociypata opoU Kal Ta avTIdPAoTApIa Twv OOKIUWV va €pBouv o€
Beppokpaaia dwpatiou yia Tepitrou 30 AeTTTd TTRIV aTrd TNV évapén TnG diadikaaciag
™G OoKIYAG. TommoBetioTe O6Aa Ta Oeiypata Kal Ta avTidpaoThipia TTou Oev
XPNOILOTTOINOOTE OTO YPUyEio auEowg PETA TN XPron.

H texvik TNG KaANg TTAUONG €ival TTOAU ONPAVTIKE YIO TNV IKAVOTTOINTIKA EKTEAEDN
NG SoKIPaCiag.

Xpnoiyotroijote kaBapry AaBida r yavria yia va ayyi¢ete TIG Talvieg SOKIUAG.
ATTOQUYETE va ayyifeTe Ta AEUKA Onueia e TN VITPOKUTTAPIVN.

O1 ypappég dokiung Bpiokovralr Tavw ammod (deg Atreikdvion oto Zxfua 1) TIg
YPOAUUEG €AEYXOU QTTOKOTTAG, OpoU Kal oulelypatog OTTWG TTEPIYPAPETAl OTO
oxnua. O ypappég eAéyxou Tou opou Kal Tou oulelypaTog eugavifovral oTo idlo
KOMMATI VITPOKUTTAPIVNG OTO KATW MEPOG.

MpdyTte avayvwpioTikoUug apiBuoug delyPdTwV OTIG avTioTOIXEG Talvieg oTo ‘Eviutro
Avagopdc. Kd&Be Taivia avaypdgel Tov apiBud Tng Taiviag kar Tov apibud tng
TTOPTIOAG OTO KATW PEPOG YIA VO UTTOPET VO avayVWPIOTEI.

ZUNTTANPWOTE OAEG TIG OXETIKEG TTANpogopieg oto ‘Eviummo Avagopdg TrpoTou
gekivioeTe Tn dokipaaia.

MéBodog Aokipng

BAua 1

BApa 2

BApa 3

BApa 4

BApa 5

BApa 6

Xpnoiyotrolwvtag yavTia 1 AaBida pe oTpoyyuAeuévo AKPO, aQaipéOTe TOV
armmaitoUpevo apiBuod Taiviwyv. MpocéEte va unv ayyifete Pe yupva xépia n Je
aixunen AaBida Ta onueia Ta otroia gival ETTIKOAUUUEVA E VITPOKUTTAPIVN.
TomroBetioTe TOV aTraiToUpevo aplOud Taviwv [STRIP|HSP70|LIA] pe Tnv
TAEUPA TNG €TIKETAG TTPOG TO ETTAVW OTIG UEMOVWUEVEG OTTEG TNG €0XAPAG
dokKiyaaoiag.

XpnOoIYOTTOIWVTAG TRV TITTETA, KAVTE £yxuon 1,5 ml amd 1o AidAupa Apaiwong
[SAMPLE|DIL] o€ k&Be otrhy kai BeBaiwbeite 611 o1 Taivieg BuBiCovral TTARPwWG O0TO
uypPo.

EmwdadoTe Tig Tavieg ato AidAupa Apaiwong yia Touldyiotov 10 Aetrtd. H yaAddia
ypapur eviotiopou apxicel va egagavideTal KaBwg n yepfpdvn uypaiverai.
XPNOIYOTIoIWVTAG TNV TTITTETA, KAVTE €yxuon 15 ul opou 1 deiyuaTog eAEyXou OTIG
KAaTtdAANAeG oTTég yia va armrokTioete OidAupa 1:101. EmmwdoTte yia 60 Aemrta
(x5 Aetr1d) 0¢ Bepuokpacia dwuaTtiou TTAVW O avadeUTAPA I TTEPIOTPEPOUEVO
doxeio.

MAYNETE: AvappogrioTe 10 deiyua Tou SIGAUUATOG OTO DOXEIO ATTOPPIUUATWY.
MAOveTe empeAwg TG Tavieg pe AidAupa MAvong [BUF|WASHILIA], pixvovtag
mepimou 2ml SloAUpaTog atreuBeiag TAvw oOTIG Talvieg. TAOveTe TIG Tavieg
AVOKIVWVTOG EAA@PA yia 5 AeTTTd Kal avappo@rioTe To diIdAupa 01O BOXEID TwV
amoppiduaTwy. ETavaAdBere tnv mTAUOn OUo akoua @opés. Mpoooxn: Eivai
onuavTtikd va TTAévovTal TTAAPWG o1 Talvieg PMETAgU Twv ETTWACEWY TTPOKEINEVOU
Ta amoteAéopaTa oag va eival €ykupd. Mn katdAAnAn TAUOn Ba éxel wg
ammoTéAeaua uwnAR Xxpwaon utrtofdpou. Mnv ag@rveTte TIG TAIVIEG VO OTEYVWOOUV
o€ oTTo100TToTE OTAdIO KATA TN BIAPKEI TNG BOKIPOTIAG.
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BApa 7  Xpnoigotmolwvtag Tnv mTreTa, KAvte éyxuon 1,0 ml oulelypatog [CONJ|LIA] o€
K@Be o). EmwdaoTe yia 30 AeTrta (£5 Aemrtd) oe Beppokpacia dwuatiou oTov
avadeuThPa | TO TTEPICTPEPOEVO DOXEIO.

BAua 8 EmavoAdBere To Brjua 6.

BApa 9  Xpnoiyotroiwvtag Tnv mTTETA, Kavte €yxuon 1,0 ml [SUBSTRATE| o€ kG0 ot
KAl ETWACTE, avaKIVWVTag eAa@pd 10 AeTiTd o€ Bepuokpacia dwPaTiou Kal PE
XOUNAG  @wTIops. O ypoppég eAéyxou TOu oOpoU Kal Tou OulelyuaTog
avamTUooouV €VIOVO XPWHA META TnVv €TWACN OTO UTTOOTpwua. H ypapuni
eAEyXOU aTTOKOTING €EeNiocOeTal O APVNTIKN WG EAAPPA XPWHATIOTH YPAUUN
META TNV €TTWAOCT).

BAua10 Ta va oropatioete Tnv  avridpaon, E&eTAUveETE TIGC Talvieg 2X  ME
ATTOOTAYHEVO/ATTIOVTIOPEVO VEPOD, pixvovTag TTEPiTTou 2ml vepou arreuBeiog TTavw
OTIG TAIVIEG KOl OTn Ouvéxela avappo@wvtag. Mnv euPBubideTte/TAévete yia
mePIooOTEPO aTTd 10 AETTTd, KOBWG QUTO eVOEXETAI VO E£XEI WG OTTOTEAEOUA
MEIWPEVN EuaIoONCia TWV XPWHATICTWY YPAUHUWY TTOU avaTITUCCOVTAl.

BAua 11  Xpnoipyotroiwvrag AaBida pe oTpoyyulepévo AKpo, aQaIpETTE TIG TAIVIEG ATTO TNV
eoxdpa Ookipaoiag Kol TOTTOBETHOTE TIG OTTOAG O€ aATTOPPOPNTIKO  XOpPTi,
AQrVOVTAG TIG VO OTEYVWOOUV. AQROTE TIG TAIVIEG VO OTEYVWOOUV TTPIV ATt TNV
avaAuaon ) TTPOToU TIG KOAAAGCETE 0TO BEATIO avapopdg/BabuoAdynong.

MoioTik6g ‘EAgyxog

AiodikaoTikoi ‘EAgyxor: KaBe Taivia €xel Tpeig d1adIKaoTIKoUg EAEyXOUG yia Tnv TTPoaBOAKn
opoU Kal oulelydaTog Kal pia YPAuur OTTOKOTIAG yia Tov KaBopliopd Twv acBevwv
f apvNTIKWYV avTIOPATEWV.
Oemikoi kol ApvnTikoi éAeyxol €ival JIABECIPOI WG TTPOQIPETIKA CUOTATIKA OTOIXEIQ Kal
MTTOPOUV va die¢axBouv yia TTPOCOETO TTOIOTIKO AEYXO.
Mepovwpéva egpyaatipia avapéveral va BEATIOTOTTOINOOUV TO XPOvVO avdamTuéng Tou
UTTOOTPWHATOG KATA +/-2 AeTTTd pe BACN TOV €TTECEPYATTH] ATTOTUTTWMATOG 1 HEBOGBOUG TTOU
XPNOIYOTTOIoUV. ZUVIOTATAI N YPAMME OTTOKOTIAG VA gival EAQPWG opaTr| YETA TIG ETTWACEIG
ME TO UTTOOTPWHA. AGpaTn ) TTOAU €vTovn Ypauur OTTOKOTIAG UTTOOEIKVUEI BEATIOTOTTOINON
TOU XpOvou QVATITUENG UTTOOTPWHATOG Yyia TIG Oedopéveg ouvlnkeg dle§aywyng g
dokipaciag.

+ +/- -

Eppnveia THIN L

O1 Taivieg SOKIUNG TTEPIEXOUV YPOAUPEG EAEYXOU OTO KATW
MEPOG Kal yPaPur SOKIUAG TTAvw atrd Toug eAEyXoUG. To
KATW MEPOG TNG Talviag OOKIUAG (KOVTA OTO OeIpIakd
apibuo) Exel TPEIG YPOMMEG  EAEyXOU: TN ypaupr |
ATTOKOTING, TN Ypauury €Aéyxou opolU Kal Tn YPOPun
eAéyxou oulelypatog armé TTAvw TIPOG TA  KATW.
H amrokotrr) emTpémmel oTov TeXVIKO va kabopioel TO
armoTéAegpa TG OOKIUAG  w¢G  BeTikd,  apvnTIKO
N augionuo (+/-). O1 dUo ypaupég eAéyxou Tng
dladikaciag Slao@alifouv Tnv TPoaBrkn &eiyyaTtog,

ouCelyPaTOG KOl UTTOOTPWHATOG. | /
JUYKPIVETE TNV avTidpacon NG YPAPUNAG OOKIUAG ME g | [Erevxos opoi]

ekeiveg Twv eAéyxwv. H xprion peyeBuvtikoU @akou “ERevyos
MTTopei  va  PBonBricel oTnv  TTAPATAPNCON  acBevwv *\

QAVTIOPACEWV.

Cpapun
_~7|__sowwiig

Mpappég eAéyxou

o | T

T | TTILL 1

Ewove 1: Zynpotikéd diaypappo hopidov LIA

12 AVTIOPOGOV P pio ypappn doxipng.
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e Omwg avaypdperal otV €TIKETA  TOU
>xAMatog 1, o1 ypappég eAéyxou Tou opol Kal
TOU OUCEUYHOTOG Ba TTPETTEI va €ival ENPAVIIG
OeTikég,  deixvoviag TNV EMITUXia  TOU
TeIpduaTog. H atmokoTtr eival  pia atraAn
YPOMPMA ME JIaKUPAVOEIS évTaong avaAoya Je
TIG OUVOAKEG Tou TTeIpdpaTtog. H atreikévion aTto
2xAua 1 Oeixvel éva TTAPAdEIYHA  YPAPUNAG
OOKIUNG Kal 3 ypoppwy gAéyxou. H avarmTtugn
NG Ypauung SokIPng e¢aptdaTtal atmd 1o deiyua.
O¢eTIkéG avTIdpAoElg UTTopEi va uttdpfouv pe
OIAQOPETIKEG  evIAOEIG, a0 a0Beveig £wg
évioveg. AoBeveig avTidpdoeig Ba Tpétrel va
OUYKpPIBOUV pE TNV EVTOON TNG TTOPEXOUEVNG
YPOUUAG OTOKOTNAG €&VTIOG TnNg Taiviag. |«

AvTIOPAOEIG Ol OTIOIEG €ival EUQAVWG  TTIO - — -

. , , , , , Euwcove 2: Zynpatiké diaypoppa ®vriov
OKOUPEG i TTUKVEG aTTd TNV £VTOON TNG YPOUMAS  Avapopis
QTTOKOTIG Ba TTPETTEl Va BewpolvTal BETIKEG.

e O Tawvieg evOEXETAl va TTAPOUCIALOUV OUOIOUOPPO 1 CTTOXPWUATIOPEVO (POVTO
Aoyw Twv B1a@OpwWV TTAPAYOVTWY ETTIPPOAG OTO AITTAIMIKO 1] QIJOAUTIKO 0po.
To ammoTéAeopa autd PTTOPEi €TTIONG VA TTAPOUCIACTEI €AV 01 TAIViEG DOKIPUAG dev
£€XOUV ETTAPKEG BIAAUPA EUTTAOKAG ] ageBolv KaTtd AdBOG va OTEYVWOOUV KATA TN
didpkela Tng dokipaoiag.

e Y& TIEPITITWON aACBEVWYV BETIKWV KOI APVNTIKWY OVvTIOPACEWY, N €vracn Tng
avTIOPWOag YPOUUAG Ba TTPETTEl va GUYKPIVETOI UE TN YPAUUR ATTOKOTIAG yia va
kaBopioTei €dv To amoTtéAeoua eivar apvnTikd (acBevéoTepn évraon amd Tnv
ypapun dlaxwpiopou) i apeionuo (+/-. ATTpocdIOpIoTO OTTO TN YPAUUI OTTOKOTTAG).

e Or Tavieg TTOU €XOUV OTEYVWOEI PTTOPOUV VA GUYKEVTPWOOUV OTO TTOPEXOUEVO OEATIO
avagopdg/BabuoAdynong. To TTAACTIKO TTPOOTATEUTIKO KGAUUMA TTPOCOpPTATal JovIUa
oT0 OeATIO avaopdg oTo ApIoTEPS AKPO. AQAIPETTE TIPOCEKTIKA TO TTAACTIKO KAAUPUA
ue kaTelBuvon atrd BeCIA TTPOG Ta apIoTEPA OTTWG TN oeAida evog BiIBAiou. TotroBeTroTE
TIG TOIVIEG TTOU €XOUV avTIOPAOEl ETTAVW OTNV KOANTIKA TaIvia GTnVv avTioToixn £00XT
Kai KAgioTe, TOTTOBETWVTAG TO TTAACTIKO KAAUPPA TTAAI 0Tn Bé0n Tou. To TTPOCTATEUTIKO
TAQOTIKO KAAUPPQ gival aXedIaoPEVO yia TTOAMATTAEG XPAOEIS yia TTOAATTAG TTeipduaTa
Kal Ol TaIvieg UTTopoUv va OUYKEVTPWOOUV OTIG avTioTOIXEG £00XEG. O TEXVIKOG UTTOPEI
va XPNOIYOTTOINCEl TO EVIUTIO yid va KoTaypdwel Toug opiBuoUg TTopTidag Twv
XPNOIUOTTOINUEVWY QVTIOPACTNPIWY, TOV apIBuo deiyuaTOGS Kal atroTeAéouaTa/axoNa.

NEPIOPIZMOI AIAAIKAZIAZ

Moévo deiyuata opoU Ba TTpéTmel va XpnalydotrololvTal oTnv Trapouca diadikagia. ZoBapd
aipgoAupéva, Airraipiké ) BakTneIOIaKA eTTIHOAUGHEVA OeiyaTa EVOEXETAI VA ETTNPEACOUV TNV
ekTEAEDN TNG OOKIPAG Kal dev Ba TTpETTEl va XpnaolpoTtrolouvTal. Ta deiypata dev Ba TTPETTEl va
@uUAGooovTal ya SidoTnua peyoAUTepo TnG piag eBdopdadag otoug 2—8°C. TMNa atobrikeuan
peyaAUTepng didpkelag, Ta deiypata opou Ba TTpétmel va karayuxovTal. Na arro@eUyeTe TNV
eTaveEIANUUEVN aTTOWUEN Kal VEQ WYUEN TwV BEIYUATWV.

H Avooodokipaaia Mpapung ye 68 kD (hsp-70) Avtiowpa Ba TTpETTel va XPnOIPOTIOIEITAI WG
BorBnua yia Tn didyvwon. OeTiKA arroTeAéopaTta evoexeTal va PBpeBolv oe AAAEG auToAvoOoEg
TOOACEIG 1 O OPICUEVEG AOINWOEIG aaBEVeEIEG. ZUVETTWG, Ta attoTeAéopoTa Ba TTPETTEl va
a&lohoyoUvTal Kal va epunvelovTal Ao IaTPIKA apxA UTTG TO ¢wg Tou KAIVIKOU IGTOPIKOU TOU
aoBevoUg Kal GAAWV €pyacTnPIOKWY eupnuaTwy. Opiouévol opoi evoEXETal va avTidpAaoouv
TTEPIOTACIOKG 0TO OgikTN MW, €vd n onuacia Tou yeyovaTog autou TTapapével AyvwoTn.
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ANAMENOMENEZ TIMEZ

Avtiowpota oe 68 kD (hsp-70) epgpavifovrar oe aocBeveic pe evepyry 181omabrp SNHL
(veupoaigBnTrpIa atrWAEIa OKONG) KAl 01 TITAOI AVTICWHATWY eP@avifovTal va GUaXETICovTal
ME TN OpaCTNPIOTNTA TNG VOTOU.

Avriowpuara kard 68 kD (hsp-70) o AoBeveic ue ISiorabn AupimmAsupn SNHL™

Opada Néoou Ap. EAgypévwv Ap. OeTiIkWV % OeTIKO
IPBSNHL 72 42 58
QrookAnpuvon 11 0 0
>uvdpopo Cogan 8 0

®uoioloyikoi 53

bY uoxsnopég Avridpaorikérnrag Avricowuarog kard 68 kD (hsp-70) orn Apaornpiornra
n¢ Néoou*

ApaoTtnpiéotnta Néoou  Avricwpa kard 68 kD

Evepyn 89%

Avevepyn 0%

MeAétn Tou evég TpiTou 34 aoBevwv pe paydaiwg e¢eAicoduevn atmmwAela akong £6eige 6Tl Ta
anti-rhsp-70 OTOBIot gixav 42% cuaicBnoia, 90% e1d1kATNTA, KAl 91% BETIKA avauevopevn
TIUA yIa TIPOBAEYN OTTOKPICINATNTAC OF OTEPOEIDH.

XAPAKTHPIZTIKA ANNOAOZHZ

H xpnoipyétnta 1 ImmusStripe™ 68 kD (hsp-70) Antibody Line Immunoassay agloAoyrfnke
ME SOKIUN KOAWG XAPAKTNPICUEVWY OEIYHATWY ATt aoBeveig pe veupoaioBnTripia aTTWAEI
aKONG, aoBeveic pe 1010TTAOR OTTWAEIA OKORG, €AEYXOUG VOOWV Kal «@UGCIOAOYIKOUG»
avBpwTTIvoug opoUs. AuTd T aTTOTEAEOUOTA OUVOWIZOVTOI KATWTEPW.

KAiviki Katdotaon

O¢€TIKO ApvnTikd 2UvoAo
68 kD OeTikd 36 2 38
(hsp-70) ApvnTiké * 14 79 93
LIA >UvoAo 50 81 131
Evaiobnaia: 72,0%
EidikéTnTa: 97,5%
KAIVIKA Zupowvia: 87,8%

* Ta ampocdidpioTa deiyuata Bewprinkav apvnTiKA.

NeupoaioBnTripia atrwAeia akong /1810TTabng atmrwAela akorg: 50
‘EAeyxol Néowv: 33
Yyirj Zuvion Ytrokeipeva: 48

Avatrapaywyigotnra

Aokipaoieg delyddTwy OTO aPVNTIKO, TO AP@IoNUO Kal TO BETIKO €UPOG EKTEAEOTNKAV YIA VA
TTPOCBIOPICOUV TTOIOTIKI AVATTAPAYWYIPOTNTA aTTd EKTEAEDT OE EKTEAEON KAl ATTO XEIPIOTH OF
xeipioTr. Ta ammoteAéopara Tapriyav 100% TToIoTIKA cupQwvia.
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AlaoTaupoupevn AvTISpaoTIKOTNTA

‘EAgyx0l AUTOAVOOWY VOONUATWY EEETACTNKAV YIa TN BOKIUR £vOEXOUEVNG BIAOTAUPOUNEVNG
QAVTIOPACTIKOTNTAG TWV OOKIYACIWY, CUMPTTEPIAGUBAVOUEVWY TWV TTAPAKATW TTANBUCUWYV
aoBevwyv: KOINIOKAKN (5), BETIK O€ AVTIOWUOTA CUVEKTIKF VOOOG €£EQYWYIUOU TTUPNVIKOU
avtiyovou (12), Bupeocidimda Tou Hashimoto (6), peupatoeidng apbpitida (5), kai
OuUCTNUOTIKOG gpuBnuaTwdng AUkog (5). ‘Eva deiypa peupatoeidous apbpitidag Atav BETIKO
amodidovTtag BeTIkn TiuA 3,3% oTov TTANBUCPG AuTo.

Napéufaon

H mmopéupacn peAeTHONKE PE TNV avAUEIEN OPWV PE YVWOTA atroTeEAéGuaTa avTiyévou 68 kD
(hsp-70) pe dciypara opoU mOavwg TTapedBaAAdueva Kal ge TNV PEAETN atmdkAIoNg atrd Ta
avapevopeva atroteAéopara. Kapio onuavTikr TTopéupacn TTou va €TTnEEeAdel Ta TTOIOTIKA
arroTeAéopaTa dev eKONAWONKE yia TIG aKOAOUBEG ouaieg oTa ETTITTESA TTOU AVAPEPOVTOIL:
aipooaipivn (2 g/L), xoAepuBpivn (342 pmol/L), TpiyAukepidia (25 mg/ml) kar Peupatoeidrig
Mapayovtag (100 EU/mI).
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‘immco

ImmcoStripe™
Anticuerpo 68 kD (hsp-70)
Inmunoensayo lineal (LIA)

[IVD] Para utilizaciéon de diagnéstico in vitro

ETIQUETA DEL PRODUCTO

[REF] 6001  LIA Anticuerpo 68 kD (hsp-70) 20 Determinaciones

UTILIZACION PREVISTA

Un inmunoensayo lineal para la utilizacion en la deteccion e identificacion de anticuerpos
contra el antigeno 68 kD (hsp-70) asociados con la pérdida auditiva neurosensorial (PANS).

RESUMEN Y EXPLICACION

La pérdida auditiva se puede producir por una serie de condiciones. Ciertos tipos de pérdida
auditiva se pueden revertir si se diagnostican a tiempo y se establece el tratamiento
adecuado. La pérdida auditiva neurosensorial (PANS), cominmente conocida como sordera
neurosensorial, puede ser genética o causada por factores como infecciones o puede ser
mediada de manera inmunolégica. Un diagndéstico acertado de la PANS se puede realizar con
la ayuda de una combinacién del historial completo del paciente y andlisis de sangre. En la
gran mayoria de los casos, no hay causa aparente de PANS: dichos casos se conocen como
PANS idiopéatica. Un subgrupo de casos de PANS idiopatica es tratable con terapia
inmunosupresora con resultados posmvos ? El laboratorio trabaja para identificar estos casos
que deben incluir pruebas de anticuerpo sérico contra antigeno 68 kD (hsp-70) del oido
interno.*® EI 22% de los pacientes con PANS bilateral de progresion rapida y el 30% de los
pacientes con la enfermedad de Meniere tenian antlcuerpos que reaccionaron al antigeno
68 kD presente en extractos de oido interno bovino.” Los anticuerpos anti-68 kD (hsp-70)
también se dan aproximadamente en el 60% de los pacientes con sindrome de Meniere
bilateral, en el 35% con sindrome de Meniere unilateral y en el 37% de pacientes con
hidropesia endolinfatica retrasada contralateral. En casos donde los cortlcoster0|des estan
contraindicados, se pueden recetar tratamientos de metotrexato o cytoxan.’

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

Este inmunoensayo lineal utiliza antigeno recombinante hsp-70 inducible y purificado
(rhsp-70) procedente del rifién de bovino. El antigeno hsp-70 se inmoviliza en tiras de
membrana de nitrocelulosa junto con lineas de control de conjugado, suero y corte. Las
lineas de control de suero y conjugado sirven como controles de procedimiento interno para
verificar la adiciéon de suero y conjugado respectivamente. La linea de corte ofrece un
patron colorimétrico para la evaluacion de la linea de prueba hsp-70 de reaccion.

Para realizar el ensayo, las tiras se incuban con suero de paciente diluido. En sueros
positivos, los anticuerpos se unen especificamente a la proteina rhsp-70 en la tira. Las tiras
se lavan siguiendo el protocolo y el conjugado reconstituido se afiade a las tiras de prueba.
Después de la incubacién y las etapas de lavado, el sustrato listo para usar se afiade a las
tiras. Durante los 10 minutos de incubacién, la unién de conjugado y sustrato produce unas
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lineas violetas visibles para las lineas de control de suero, conjugado y corte. Si la muestra
es positiva para los anticuerpos anti-hsp-70, la linea de prueba mostrara una reaccion mas
intensa que la linea de corte. Las reacciones se leen visualmente y se registran como
positivas, negativas o ambiguas (analogo a la linea de corte).

Materiales proporcionados

68 kD (hsp-70) Antibody LIA [REF] 6001
El equipo contiene suficientes reactivos para realizar 20 determinaciones.
20 x [STRIP|HSP70|LIA] Tiras de prueba para inmunoensayo lineal, que contienen

lineas de prueba y lineas de control recubiertas de antigeno
antinuclear. Lista para su utilizacién.

1x 120 pl [CONTROL|+|HSP70] Control Positivo (tap6n rojo). Contiene suero humano
positivo en anticuerpos contra antigeno HSp70.

1x30ml [CONJ|LIA] Conjugado IgG.

1x30ml [SUBSTRATE] Sustrato de enzima (botella &mbar). Listo para su utilizacion.
Proteger de laluz.

1x50ml [SAMPLE|DIL] Diluyente/Bloqueo

1x50ml [BUF|WASH]|LIA] Tapoén de lavado concentrado.* Reconstituir a un litro con

agua desionizada o destilada o segin se necesite
proporcionalmente.

2x Bandejas de ensayo LIA 10
1x Hoja de informe/puntuacion
*Contiene conservante Proclin 300.

Materiales necesarios pero no suministrados

¢ Probeta graduada limpia de 1000 ml

¢ Forceps sin dientes (Forceps para filtro)

¢ Graneador o agitador de plataforma giratoria

«  Papel absorbente o toallitas de papel

e Agua desionizada o destilada

» Botellas de plastico blando para almacenar tapén de lavado diluido o agua destilada
*  Pipetas capaces de suministrar de 10 pl a 1000 pl

»  Extremos de pipeta desechables

e  Temporizador

REACTIVOS

Conservacion y preparacion
Conserve todos los reactivos entre 2y 8 °C. No los congele.

Todos los reactivos deben ser llevados a temperatura ambiente (18-25 °C) y mezclarse de
forma homogénea antes de su utilizacién. No lo utilice si el reactivo no esta limpio o si
contiene un precipitado insoluble. Tras la reconstitucion, los reactivos estaran estables
hasta la fecha de caducidad que se indica mientras se almacenen entre 2 y 8°C y se
preserven de la contaminacion, salvo que se indique lo contrario a continuacion:

e Las tiras de prueba recubiertas de antigeno [STRIP|HSP70|LIA] estan listas para
su utilizacion. Deje que la bolsa que contiene las tiras de prueba alcance la
temperatura ambiente antes de abrirla para evitar la condensacion y el deterioro
asociado. Vuelva a colocar en la bolsa las tiras de prueba que no utilice
y almacénela entre 2 y 8 °C en un lugar seco y oscuro.
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e El diluyente de muestra esta listo para su utilizacion [DIL]. El diluyente de
muestra estard estable durante al menos 8 semanas mientras se almacene
adecuadamente y se preserve de la contaminacién microbiana o quimica.

e Reconstituir 1 parte de [BUF|WASHILIA] en 19 partes de agua destilada
o desionizada para obtener 1 litro de tapén de lavado. El tapén de lavado estara
estable durante al menos 8 semanas tras la reconstituciéon mientras se almacene
adecuadamente y se preserve de la contaminacién microbiana.

e [CONJILIA] y [SUBSTRATE] estaran estables durante al menos 8 semanas tras su
primera utilizacién mientras se almacenen adecuadamente y se preserven de la
contaminacion microbiana. [SUBSTRATE] es sensible a la luz y debe almacenarse
en la botella ambar que se proporciona.

Las tiras de antigeno se pueden utilizar solo una vez. No cambie los componentes de lotes
diferentes. No utilice los reactivos después de la fecha de caducidad indicada en las etiquetas.

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
examenes necesarios de la FDA. Sin embargo, los derivados de sangre humana y las
muestras de pacientes deberian considerarse potencialmente infecciosos. Siga unas buenas
practicas de laboratorio a la hora de guardar, preparar y desechar estos materiales.'°

ADVERTENCIA: Proclin 300 es un conservante. A la hora de desechar liquidos que
contengan Proclin 300, lavar con abundante agua para diluir los componentes por debajo
de los niveles activos.

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.

RECOGIDA Y TRATAMIENTO DE ESPECIMENES

En este procedimiento solo deberian utilizarse especimenes de suero. Los especimenes con
hemdlisis intensa, niveles altos de lipidos o contaminacién microbiana pueden interferir con el
rendimiento del analisis y, por lo tanto, no deben utilizarse. Guarde los especimenes entre
2y 8 °C durante un maximo de una semana. Para periodos de almacenamiento mas largos,
los especimenes de suero deberian ser congelados. Se recomienda analizar los especimenes
congelados en el plazo de un afio. Evite congelar y descongelar las muestras repetidamente.

PROCEDIMIENTO

Notas del procedimiento

e Lea detenidamente la etiqueta del producto antes de comenzar el ensayo.

e Deje que los especimenes de suero y los reactivos de prueba alcancen la
temperatura ambiente durante 30 minutos aproximadamente antes de comenzar con
el procedimiento de andlisis. Vuelva a meter todos los reactivos y especimenes no
utilizados en la nevera inmediatamente después de su utilizacién.

e Una técnica de lavado adecuada es fundamental para alcanzar satisfactoriamente
el rendimiento del ensayo.

e La manipulacion de las tiras de prueba debe realizarse Gnicamente con forceps
0 guantes. Evite tocar las zonas blancas de nitrocelulosa.
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Las lineas de prueba estan colocadas por encima de (véase la Figura 1 Esquema)
las lineas de control de corte, suero y conjugado como se describe en el esquema.
Las lineas de control de suero y conjugado aparecen en la misma seccion de
nitrocelulosa en la parte inferior.

Asigne nimeros de identificacién de especimenes a las tiras correspondientes en
el Formulario de informe. Cada tira tiene un ndmero de tira y un ndmero de lote
impreso en la parte inferior para que pueda ser localizada.

Rellene toda la informacion pertinente en el Formulario de informe antes de
comenzar con el ensayo.

Método de analisis

Paso 1

Paso 2

Paso 3

Paso 4

Paso 5

Paso 6

Paso 7

Paso 8
Paso 9

Paso 10

Paso 11

Utilizando guantes o férceps hemostaticos, despegue la cantidad necesaria de
tiras. Se debe procurar no tocar las zonas recubiertas de nitrocelulosa con las
manos desnudas o férceps puntiagudos.

Coloque la cantidad necesaria de tiras [STRIP|[HSP70|LIA] con la etiqueta hacia
arriba en los pozos individuales de la bandeja de ensayo.

Pipetee 1,5 ml de diluyente de muestra [SAMPLEIDIL] en cada pozo
asegurandose de que las tiras queden totalmente sumergidas en el liquido.

Incube las tiras en diluyente de muestra durante al menos 10 minutos. La linea
azul de rastreo comenzara a desaparecer cuando se empape la membrana.

Pipetee 15 pl de suero o muestra de control en los pozos adecuados para
obtener una dilucién de 1:101. Incubelo 60 minutos (5 min.) a temperatura
ambiente en un graneador o agitador giratorio.

LAVADO: Aspire la solucion de muestra en el contenedor de residuos. Lave
minuciosamente las tiras con tap6n de lavado [BUF|WASHILIA] aplicando
aproximadamente 2 ml de solucidon directamente en las tiras. Lave las tiras
agitandolas suavemente durante 5 minutos y aspire la solucion en el contenedor
de residuos. Repita el lavado dos veces mas. Precaucion: Un lavado completo
de las tiras entre las incubaciones es fundamental para obtener unos resultados
vélidos. Un lavado inadecuado implicaria una coloracién de fondo elevada.
No deje que las tiras se resequen en ninguna de las etapas durante el ensayo.

Pipetee 1,0 ml de conjugado [CONJ|LIA] en cada pozo. Incubelo 30 minutos
(x5 min.) a temperatura ambiente en un graneador o agitador giratorio.

Repita el Paso 6.

Pipetee 1,0 ml [SUBSTRATE| en cada pozo e inclibelo agitando suavemente
durante 10 minutos a temperatura ambiente y con poca iluminacion. Las lineas
de control de suero y conjugado adquieren un color intenso después de la
incubacion en el sustrato. La linea de control de corte desarrolla una linea
coloreada de negativa a débil después de la incubacion.

Para detener la reaccién, enjuague las tiras dos veces con agua
destilada/desionizada aplicando aproximadamente 2 ml de agua directamente
en las tiras y a continuacion aspirelas. No las empape/lave durante mas de
10 minutos, puesto que esto podria disminuir la sensibilidad de las lineas
coloreadas que se han desarrollado.

Utilizando unos forceps hemostaticos retire las tiras de la bandeja de ensayo
y coléquelas suavemente en papel absorbente y déjelas que se sequen. Deje
que las tiras se sequen antes de analizarlas o colocarlas en la hoja de
informe/puntuacion.
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Control de calidad

Controles de procedimiento: Cada tira tiene tres controles de procedimiento para la adicién
de suero o conjugado y linea de corte para determinar las reacciones débiles o negativas.
Los controles positivos y negativos estan disponibles como componentes opcionales y se
pueden realizar como control de calidad adicional.

Se espera que los andlisis individuales mejoren el tiempo del desarrollo del sustrato en
+/-2 minutos basandose en el procesador o métodos de borrén que ellos utilizan.
Se sugiere que la linea de corte sea una linea débilmente visible después de las
incubaciones con sustrato. Una linea de corte invisible o muy pronunciada sugiere la
mejora del tiempo de desarrollo del sustrato para las condiciones de funcionamiento dadas.

Interpretacion + +f- -

. . , ] ] ] Int tacio
Las tiras de prueba contienen lineas de control en la

parte inferior y la linea de prueba encima de los
controles. La parte inferior de la tira de prueba (cerca
del nimero de serie) tiene tres lineas de control: la linea
de corte, la Il_nea de control _de suero y IQ linea de | | ,/
control de conjugado desde arriba hasta abajo. El corte
le permite al técnico determinar si el resultado es
positivo, negativo o indeterminado (+/-). Las dos lineas
de control del procedimiento aseguran la adicion de
espécimen, conjugado o sustrato.

Compare la reaccion de la linea de prueba con aquellas
de los controles. Utilice una lupa para ayudarle en la
observacion de las reacciones débiles.

e Como aparece en la etiqueta de la Figura 1, las
lineas de control de suero y conjugado deben
ser claramente positivas indicando que el
experimento tuvo éxito. El corte es una linea
débil con variacion en intensidad basado en las Figura L: Esquema de las tiras LIA de reaccion
condiciones experimentales. El esquema de la 7! e deprueba
Figura 1 muestra un ejemplo de linea de prueba
y 3 lineas de control. El desarrollo de la linea de | #mmco
prueba depende de la muestra. Las reacciones | i ume
positivas pueden presentar intensidades |:-.
variables de débil a fuerte. Las reacciones |«
débiles deben compararse con la intensidad
de la linea de corte que se facilita en la tira.

Las reacciones que son claramente mas —— i
oscuras 0 mas densas que la intensidad de la ! (i
linea de corte deben considerarse positivas. — !

e Las tiras deben mostrar un fondo descolorido
u homogéneo debido a los diversos factores
que interfieren en los sueros lipémicos
0 hemoliticos. Asimismo, este efecto se puede
ver si las tiras de prueba no se bloquean o | cwwmen
suficiente o se permite accidentalmente que se
sequen durante el ensayo.

-
/ Control
de suero
\ Control de
conjugado

IT [T

Lineas de control

[Emmre T T

[ |

oot |

Figura 2: Esquema de la hoja de informe
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e En caso de reacciones positivas 0 negativas débiles, la intensidad de la linea de
reaccion debe compararse con la linea de corte para determinar el resultado como
negativo (intensidad mas débil que la linea de corte) o ambiguo (+/-. Indistinguible
de la linea de corte).

e Las tiras secas se pueden agrupar en la hoja de informe/puntuacion que se facilita.
La tapa de proteccién de plastico esta fija permanentemente a la hoja de informe
en el borde izquierdo. Despegue con cuidado la tapa de plastico de derecha
a izquierda como al pasar la pagina de un libro. Coloque las tiras de reaccién en la
cinta adhesiva en el espacio correspondiente y vuelva a colocar la tapa de plastico
en su lugar. La tapa de proteccion de plastico esta disefiada para que se reutilice
en multiples secciones de experimentos y las tiras se pueden colocar en los
espacios correspondientes. El técnico puede utilizar el formulario para registrar los
ndimeros de lote de los reactivos utilizados, el nimero de espécimen y los
resultados/comentarios.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

En este procedimiento solo deberian utilizarse especimenes de suero. Los especimenes
muy hemolizados, lipémicos o contaminados microbiolégicamente pueden afectar al
funcionamiento del andlisis y no deberian ser utilizados. No conserve los especimenes
entre 2 y 8 °C durante mas de una semana. Para periodos de almacenamiento mas largos,
los especimenes de suero deberian ser congelados. Evite congelar y descongelar las
muestras repetidamente.

En inmunoensayo lineal de anticuerpo 68 kD (hsp-70) se debe utilizar como ayuda en el
diagnostico. Los resultados positivos se pueden encontrar en otras condiciones
autoinmunitarias o varias enfermedades infecciosas. Como consecuencia una autoridad
médica debe valorar e interpretar los resultados en funcion del historial clinico del paciente
y otros resultados de laboratorio. En ocasiones, algunos sueros pueden reaccionar ante el
indicador de PM, cuyo significado se ignora.

VALORES ESPERADOS

Los anticuerpos contra el antigeno 68 kD (hsp-70) se da en pacientes con PANS idiopatica
activa y los titulos de anticuerpo se han demostrado que estan correlacionados con la
actividad de la enfermedad.

Anticuerpos contra Anti-68 kD (hsp-70) en pacientes con PANS bilateral idiopé\ticall

Grupo de enfermedad N.° analizados N.° positivo % Positivo
PANSIPB 72 42 58
Otosclerosis 11

Sindrome de Cogan 8

Normales 53 1 2

Correlacién de reactividad de anticuerpos Anti-68 kD (hsp-70) ante la actividad de la
enfermedad ™

Actividad de la enfermedad Anticuerpo Anti-68 kD
Activo 89%
Inactivo 0%
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Un estudio de terceros sobre 34 pacientes con pérdida auditiva de progresion rapida
demostré que el anti-rhsp-70 OTOBIot tenia un 42% de sensibilidad, 90% de esPeCificidad
y un valor predictivo positivo del 91% para pronosticar una respuesta a esteroide. 2

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

La utilidad del inmunoensayo lineal del anticuerpo ImmuStripe™ 68 kD (hsp-70) se valoro
analizando especimenes bien caracterizados de pacientes de PANS, pacientes de pérdida
auditiva idiopatica, controles de enfermedad y suero humano “normal”. Los resultados se
resumen a continuacion:

Estados clinicos

Positivo Negativo Total
68 KD Positivo 36 2 38
(hsp-70) Negativo* 14 79 93
LIA Total 50 81 131
Sensibilidad: 72,0%
Especificidad: 97,5%
Acuerdo clinico: 87,8%

* Las muestras indeterminadas se consideraron negativas.

Sujetos de PANS/Sordera idiopética: 50
Controles de enfermedad: 33
Sujetos normales sanos: 48

Reproducibilidad

Ensayos de muestras en el ambito negativo, ambiguo o positivo se realizaron para
determinar la reproducibilidad cualitativa de prueba a prueba y de operador a operador.
Los resultados produjeron un acuerdo cualitativo del 100%.

Reactividad cruzada

Los controles de enfermedad autoinmunitaria reaccionaron para probar la reactividad
cruzada potencial de los ensayos, incluyendo las siguientes poblaciones de pacientes:
enfermedad celiaca (5), enfermedad del tejido conectivo positiva de anticuerpos
y antigenos nucleares extraibles (12), tiroiditis de Hashimoto (6), reumatoide crénica (5)
y lupus eritematoso sistémico (5). Un espécimen de artritis reumatoide dio positivo
resultando en un indice positivo de 3,3% en esta poblacion.

Interferencia

La interferencia se estudié mezclando sueros con resultados de anticuerpos 68 kD (hsp-70)
conocidos con muestras potenciales de suero que interfieren y estudiando la desviacion de
los resultados esperados. No se demostré una interferencia importante de impacto en los
resultados cualitativos para las siguientes sustancias en los niveles indicados: hemoglobina
(2 g/L), bilirrubina (342 pymol/L), triglicéridos (25 mg/ml) y factor reumatoide (100 EU/mI).
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‘immco

ImmcoStripe™
68 kD (hsp-70) Antikorper
Linienimmunoassay (LIA)

[IVD] Fdurin Vitro Diagnosezwecke

BEIPACKTEXT
[REF] 6001 68 kD (hsp-70) Antibody LIA 20 Bestimmungen

VERWENDUNGSZWECK

Ein Linienimmunoassay zur Verwendung beim Nachweis und der Identifizierung von
Antikdrpern gegen das 68 kD (hsp-70) Antigen verbunden mit sensoneuralem Horverlust
(SNHL).

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Horverlust kann durch eine Anzahl von Zustanden verursacht werden. Bestimmte Arten von
Horverlust kdnnen riickgangig gemacht werden, wenn sie friih diagnostiziert werden und
eine angemessene Behandlung eingeleitet wird. Sensoneuraler Horverlust (SNHL),
allgemein als Nervtaubheit bezeichnet, kann durch genetische oder erworbene Faktoren,
wie beispielsweise Infektionen, verursacht oder immunologisch vermittelt werden. Die
korrekte Diagnose von SNHL kann mithilfe einer Kombination aus umfangreichen
Patientenanamnesen und Laborstudien erfolgen. In der Mehrzahl aller Falle ist keine
Ursache von SNHL offensichtlich: solche Félle werden als idiopathische SNHL bezeichnet.
Eine Untergruppe von idiopathischen SNHL-Féllen ist mit der immunosuppressiven
Therapie mit zufriedenstellenden Ergebnissen therc’;lpierbar.l'2 Die Laborarbeit bis zur
Identifizierung dieser Félle sollte Serum-Antikorpertests gegen das 68 kD (hsp-70)
Innenohrantigen einschlieRen.*® Zweiundzwanzige Prozent der Patienten mit beidseitigem
rasch fortschreitendem SNHL und 30 % der Patienten mit der Méniére-Krankheit hatten
Antikorper, die gegen das in den Rinderinnenchrextrakten vorhandene 68 kD Antigen
reagierten.7 Anti-68 kD (hsp-70) Antikérper treten auch bei annédhernd 60 % der Patienten
mit beidseitigem und 35 % der Patienten mit einseitigem Meniere-Syndrom und bei 37 %
der Patienten mit kontralateral verzdgertem endolymphatischen Hydrops auf. In Situationen,
wo Corticosteroide kontraindiziert sind, kann eine Methotrexat- oder Cytoxan-Behandlung
verordnet werden.’

GRUNDSATZE DES VERFAHRENS

Dieser Linienimmunoassay verwendet gereinigtes rekombinantes induzierbares hsp-70
Antigen  (rhsp-70) von einer Rinderniere. Das hsp-70 Antigen wird auf
Nitrozellulosemembran-Streifen zusammen mit dem Konjugat, dem Serum und den Cut-Off-
Kontrolllinien immobilisiert. Die Serum- und Konjugatkontrolllinien dienen als interne
Prozedurkontrollen, um die Hinzufiigung des Serums und des Konjugats zu verifizieren. Die
Cut-Off-Linie bietet einen kolorimetrischen Standard fiir die Auswertung der reagierten
hsp-70 Testlinie.
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Zur Ausfihrung des Tests werden Streifen mit dem verdiinnten Patientenserum inkubiert. In
positiven Seren binden sich Antikdrper speziell an das rhsp-70 Protein auf dem Streifen. Die
Streifen werden gemaf dem Protokoll gewaschen und das rekonstituierte Konjugat wird zu den
Teststreifen hinzugefiigt. Nach der Inkubation und den Waschschritten wird das
gebrauchsfertige Substrat zu den Streifen hinzugefuigt. Wahrend einer 10-minitigen Inkubation
erzeugt die Konjugat- und Substratbindung sichtbare violette Linien fiir Serum-, Konjugat- und
Cut-Off-Kontrollinien. Wenn die Probe anti-hsp-70 Antikorper-positiv ist, zeigt die Testlinie eine
Reaktion, die intensiver ist als die Cut-Off-Linie. Die Reaktionen werden visuell abgelesen und
als positiv, negativ oder zweideutig (im Vergleich zur Cut-off-Linie) angegeben.

Mitgelieferte Materialien

68 kD (hsp-70) Antibody LIA [REF] 6001

Die Kits enthalten ausreichend Reagenzien zur Durchfiihrung von jeweils 20 Bestimmungen.

20 x [STRIP|HSP70|LIA] Linienimmunoassay-Teststreifen, die antinukledre mit
Antigen beschichtete Testlinien und Kontrolllinien enthalten.
Gebrauchsfertig.

1x 120 pl [CONTROL|+|HSP70] Positivkontrolle (rote Kappe). Enthélt Humanserum positiv
fur Antikdrper gegen das HSp70 Antigen.

1x30ml [CONJ|LIA] 1gG Konjugat.

1x30ml [SUBSTRATE] Enzymsubstrat (bernsteinfarbene Flasche). Gebrauchsfertig.
Vor Licht schitzen.

1x50ml [SAMPLE|DIL] Verdinnungsmittel/Block

1x50ml [BUF|WASH]|LIA] Waschpuffer-Konzentrat.* Zu einem Liter mit deionisiertem

oder destilliertem Wasser oder wie erforderlich proportional
rekonstituieren.

2x LIA 10-Well Assay-Platten.
1x Berichts-/Auswertungsformular.
*Enthalt Proclin 300-Konservierungsmittel.

Bendtigte, nicht mitgelieferte Materialien

e Sauberer 1000-ml-Messzylinder

¢ Nicht gezahnte Pinzette (Filter-Pinzette)

«  Wippschuttler

e Saugféahiges Papier oder saugfahige Papiertiicher

«  Entionisiertes oder destilliertes Wasser

e Spritzflaschen fiir den verdiinnten Waschpuffer oder destilliertes Wasser
*  Pipetten fiir 10 bis 1000 pl

*  Pipettenspitzen zur einmaligen Verwendung

e Stoppuhr

REAGENZIEN

Lagerung und Zubereitung

Alle Reagenzien bei 2-8 °C lagern; nicht einfrieren.

Alle Reagenzien mussen vor der Verwendung auf Raumtemperatur (18-25 °C) gebracht
und grundlich gemischt werden. Verwenden Sie das Reagenz nicht, falls es triib ist oder
unlésliche Partikel enthalt. Nach der Rekonstitution sind die Reagenzien bis zum
angegebenen Ablaufdatum stabil, wenn sie bei 2-8 °C und geschitzt vor Verunreinigung
aufbewahrt werden, es sei denn, es ist nachfolgend anders angegeben:
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e Mit Antigen beschichtete Teststreifen [STRIP|HSP70|LIA] sind gebrauchsfertig.
Lassen Sie bitte den Teststreifenbeutel vor dem Offnen Raumtemperatur
erreichen, um eine Kondensation und damit verbundene Verschlechterung zu
vermeiden. Verpacken Sie bitte nicht genutzte Teststreifen und bewahren Sie sie
bei 2-8 °C und dunklen und trockenen Bedingungen auf.

o Der Probenverdinner ist gebrauchsfertig [DIL]. Der Probenverdinner ist fr
mindestens 8 Wochen haltbar, wenn er richtig gelagert und vor mikrobieller oder
chemischer Verunreinigung geschutzt wird.

e Rekonstituieren Sie 1 Teil [BUF|WASHILIA] in 19 Teilen destilliertem oder
vollentsalztem Wasser, damit sich 1 Liter Waschpuffer ergibt. Der Waschpuffer ist
fur mindestens 8 Wochen nach der Rekonstitution haltbar, wenn er richtig gelagert
und vor mikrobieller Verunreinigung geschtzt wird.

e [CONJ|LIA] und [SUBSTRAT] sind fir mindestens 8 Wochen nach der Offnung
haltbar, wenn sie richtig gelagert und vor mikrobieller Verunreinigung geschutzt
werden. [SUBSTRAT] ist lichtempfindlich und muss in der bereitgestellten
bernsteinfarbenen Flasche gelagert werden.

Die Antigenstreifen kdnnen nur einmal verwendet werden. Tauschen Sie Komponenten von
unterschiedlichen Chargen nicht untereinander aus. Verwenden Sie die Reagenzien nicht
nach dem auf den Etiketten angegebenen Verfallsdatum.

VorsichtsmaBnahmen

Alle Bestandteile menschlicher Herkunft wurden mit von der FDA vorgeschriebenen Tests
auf HbsAg, HCV, HIV-1 und -2 und HTLV-l getestet und fiir negativ befunden. Auf
menschlichem Blut basierende Produkte sowie Patientenproben sollten als potenziell
infektids angesehen werden. Befolgen Sie die Regeln der guten Laborpraxis bei der
Lagerung, Verteilung und Entsorgung der oben genannten Materialien.™

WARNUNG - Proclin 300 ist ein Konservierungsmittel. Spilen Sie bei der Entsorgung von
Flussigkeiten, die Proclin 300 enthalten, mit reichlich Wasser nach, um die Komponenten
bis unter aktive Spiegel zu verdiinnen.

Die Anweisungen sollten genau wie in diesem Beipacktext dargestellt befolgt werden,
um gultige Ergebnisse sicherzustellen. Tauschen Sie Kit-Komponenten nicht mit
denjenigen von anderen Quellen aus. Befolgen Sie die Regeln der Guten Laborpraxis, um
beim Umgang mit Reagenzien mikrobielle Verunreinigungen und Verschleppungen so
gering wie mdglich zu halten. Nicht nach dem auf den Etiketten angegebenen Verfallsdatum
verwenden.

PROBENENTNAHME UND HANDLING

Fur dieses Verfahren sollten nur Serumproben verwendet werden. Proben mit starker
Hamolyse, erhdhter Lipid- oder mikrobieller Verunreinigung kénnen die Leistung des Tests
beeinflussen und durfen deshalb nicht verwendet werden. Lagern Sie die Proben héchstens
eine Woche lang bei 2-8 °C. Zur langeren Aufbewahrung sollten Serumproben eingefroren
werden. Es wird empfohlen, eingefrorene Proben innerhalb eines Jahres zu prifen.
Vermeiden Sie ein wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Proben.
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VERFAHREN

Hinweise zum Verfahren

Lesen Sie den Beipacktext vor dem Beginn des Tests sorgfaltig durch.

Lassen Sie die Serumproben und Testreagenzien ungefahr 30 Minuten vor dem
Beginn des Testverfahrens Raumtemperatur erreichen. Stellen Sie alle nicht
verwendeten Proben und Reagenzien sofort nach der Anwendung wieder in den
Kuhlschrank.

Eine gute Waschmethode ist fir zufriedenstellende Leistungen des Tests
entscheidend.

Behandeln Sie Teststreifen nur mit einer sauberen Pinzette oder Handschuhen.
Vermeiden Sie das Beriuihren der weil3en Nitrocellulosebereiche.

DieTestlinien werden oberhalb (siehe schematische Darstellung Abbildung 1) der
Cut-Off-, Serum- und Konjugat-Kontrollinien, wie in der schematischen Darstellung
gezeigt, platziert. Serum- und Konjugat-Kontrollinien erscheinen auf dem gleichen
Teil der Nitrocellulose an der Unterseite.

Ordnen Sie Proben-ldentifikationsnummern den entsprechenden Streifen auf dem
Berichtsformular zu. Auf jedem Streifen ist die Streifennummer und
Chargennummer auf der Unterseite zur Rickverfolgbarkeit aufgedruckt.

Tragen Sie alle anderen relevanten Informationen im Berichtsformular ein, bevor
Sie mit dem Test beginnen.

Testmethode

Schritt 1 Ziehen Sie unter Verwendung von Handschuhen oder einer abgerundeten

Pinzette die erforderliche Anzahl an Streifen ab. Lassen Sie Vorsicht walten, um
die mit Nitrocellulose beschichteten Bereiche nicht mit bloRen Handen oder einer
spitzen Pinzette zu berthren.

Schritt 2 Platzieren Sie die erforderliche Anzahl an Streifen [STRIP|HSP70]|LIA] mit der

bezeichneten Seite nach oben in individuelle Vertiefungen der Assay-Platte.

Schritt 3 Pipettieren Sie 1,5 ml des Probenverdiinners [SAMPLE|DIL] in jede Vertiefung,

wobei Sie sicherstellen, dass die Streifen vollstandig in die Flissigkeit
eingetaucht sind.

Schritt 4 Inkubieren Sie die Streifen fir mindestens 10 Minuten im Probenverdiinner. Die

blaue Nachverfolgungslinie beginnt zu verschwinden, wahrend die Membran
durchtrankt wird.

Schritt 5 Pipettieren Sie 15 ul des Serums oder der Kontrollprobe in entsprechende

Vertiefungen, um eine 1:101-Verdiinnung zu erhalten. Inkubieren Sie 60 Minuten
(x5 min.) bei Raumtemperatur auf einem Wippschiittler.

Schritt 6 WASCHEN: Saugen Sie die Probenlésung in den Abfallbehdalter ab. Waschen

Sie die Streifen griindlich mit Waschpuffer [BUF|WASHI|LIA], indem Sie ungefahr
2 ml der Losung direkt auf die Streifen spritzen. Waschen Sie die Streifen mit
einer sanften Bewegung fir 5 Minuten und saugen Sie die Ldsung in den
Abfallbehalter ab. Wiederholen Sie die Wasche noch zwei Mal. Vorsicht: Das
vollstandige Waschen der Streifen zwischen Inkubationen ist entscheidend, um
glltige Ergebnisse zu erhalten. Falsches Waschen resultiert in hoher
Hintergrundfarbung. Lassen Sie nicht zu, dass die Streifen bei irgendeinem
Schritt wahrend des Tests trocken werden.

Schritt 7 Pipettieren Sie 1,0 ml des Konjugats [CONJJ|LIA] in jede Vertiefung. Inkubieren

Sie 30 Minuten (x5 Min.) bei Raumtemperatur auf einem Wippschdittler.
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Schritt 8 Wiederholen Sie Schritt 6.

Schritt 9 Pipettieren Sie 1,0 ml [SUBSTRATE]| in jede Vertiefung und inkubieren Sie mit
sanftem Schitteln 10 Minuten bei Raumtemperatur und reduziertem Licht. Die
Serum- und die Konjugat-Kontrollinien entwickeln eine intensive Farbe nach der
Inkubation im Substrat. Die Cut-Off-Kontrollinie entwickelt sich nach der
Inkubation in eine negative bis schwach farbige Linie.

Schritt 10 Um die Reaktion zu stoppen, spulen Sie die Streifen 2x mit
destilliertem/vollentsalztem Wasser aus, indem Sie ungefahr 2ml Wasser direkt
auf die Streifen spritzen und dann absaugen. Tranken/waschen Sie nicht fur
langer als 10 Minuten, da dies in verminderter Empfindlichkeit der entwickelten
farbigen Linien resultieren kann.

Schritt 11 Entfernen Sie unter Verwendung einer abgerundeten Pinzette Streifen von der
Assay-Platte, platzieren Sie sie sanft auf saugféhigem Papier und lassen Sie sie
trocknen. Lassen Sie die Streifen vor der Analyse oder dem Befestigen am
Berichts-/Auswertungsformular trocken werden.

Qualitatskontrolle

Funktionskontrollen: Jeder Streifen hat drei Funktionskontrollen fir das Hinzufiigen des
Serums und Konjugats und eine Cut-Off-Linie, um die schwachen oder negativen
Reaktionen zu bestimmen.

Positiv- und Negativkontrollen sind als optionale Komponenten verfiigbar und kénnen als
zuséatzliche Qualitatskontrolle verwendet werden.

Von individuellen Laboren wird erwartet, dass sie die Substratentwicklungszeit um
+/-2 Minuten basierend auf dem Blot-Prozessor oder den Verfahren, die sie verwenden,
optimieren. Es wird vorgeschlagen, dass die Cut-Off-Linie eine schwach sichtbare Linie nach
Inkubationen mit Substrat sein sollte. Eine unsichtbare oder zu starke Cut-Off-Linie legt die
Optimierung der Substrat-Entwicklungszeit fur die gegebenen Testbedingungen nahe.

Interpretation

Die Teststreifen enthalten Kontrollinien an der Unterseite Y
und Testlinien Gber den Kontrollen. Das untere Ende des
Teststreifens (in der Néhe der Seriennummer) hat drei
Kontrollinien: die Cut-Off-Linie, die Serum-Kontrollinie und
die Konjugat-Kontrollinie von oben nach unten. Der
Cut-Off ermdglicht dem Techniker, das Prifergebnis als
positiv, negativ oder unbestimmt (+/-) zu bestimmen. Die
zwei Kontrollinien des Verfahrens stellen die Hinzufligung
der Probe, des Konjugats und des Substrats sicher.

]

Vergleichen Sie die Reaktion der Testlinie mit derjenigen
der Kontrollen. Das Verwenden eines VergréRerungsglases
kann bei der Beobachtung von schwachen Reaktionen
hilfreich sein.

r/ Ccut-Off
Serum-
L—"| Kontrolle
\ Konjugat-
Kontrolle

e Wie bezeichnet in Abbildung 1, sollten die
Serum- und Konjugat-Kontrollinien eindeutig
positiv sein, was ein erfolgreiches Experiment
anzeigt. Der Cut-Off ist eine schwache Linie mit
Variation in der Intensitat basierend auf den

Kontrollinien

[ [ T T
[ | T
Toor 1o |

Abbildung 1: Schematische Darstellung von

Versuchsbedingung_en. Die. s_chema_tisc_he reagierten LIA-Streifen mit einer Testlinie.
Darstellung in Abbildung 1 zeigt eine Beispiel-
Testlinie und 3 Kontrolllinien. Die
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Testlinienentwicklung héngt von der Probe ab.
Positive Reaktionen koénnen mit variierenden
Intensitdten von schwach bis stark auftreten.
Schwache Reaktionen sollten sich im
Vergleich zur Intensitat der bereitgestellten
Cut-Off-Linie innerhalb des Streifens
befinden. Reaktionen, die deutlich dunkler oder
dichter sind als die Intensitat der Cut-Off-Linie
sollten als positiv betrachtet werden.

e Streifen  kénnen  aufgrund  verschiedener
beeintrachtigender Faktoren bei lipamischen oder
hamolytischen Seren einen homogenen oder
verfarbten Hintergrund zeigen. Dieser Effekt kann
auch auftreten, wenn die Teststreifen nicht
ausreichend blockiert werden oder es ihnen
versehentlich ermdglicht wird, wahrend des Tests  Abbildung 2: Schematische Darstellung des
auszutrocknen. Berichtsblattes

e Im Falle von schwach positiven und negativen Reaktionen sollte die reagierte
Linienintensitat mit der Cut-Off-Linie verglichen werden, um das Ergebnis als
negativ (schwachere Intensitdt als die Cut-Off-Linie) oder zweideutig
(+/-. Ununterscheidbar von der Cut-Off-Linie) zu bestimmen.

e Getrocknete Streifen kénnen im bereitgestellten Berichts-/Auswertungsformular
gesammelt werden. Die schiitzende Kunststofflasche ist am Berichtsblatt dauerhaft
an der linken Kante angebracht. Heben Sie die Kunststofflasche sorgfaltig von
rechts nach links wie eine Buchseite ab. Platzieren Sie die reagierten Streifen auf
den Klebestreifen im entsprechenden Schlitz und legen Sie die Kunststofflasche
wieder auf. Die schitzende Kunststofflasche ist wiederverwendbar fiir mehrere
Sitzungen von Experimenten ausgelegt und die Streifen kdnnen in den
entsprechenden Schlitzen gesammelt werden. Der Techniker kann das Formular
verwenden, um die Chargennummern von verwendeten Reagenzien,
Probenummern und Ergebnissen/Kommentaren zu erfassen.

[L———

EINSCHRANKUNGEN DES VERFAHRENS

Fur dieses Verfahren sollten nur Serumproben verwendet werden. Stark hamolysierte,
lipamische oder mikrobiell verunreinigte Proben kdénnen die Leistung des Tests beeinflussen
und sollten nicht verwendet werden. Lagern Sie Proben bei 2-8 °C nicht langer als eine
Woche. Zur langeren Aufbewahrung sollten Serumproben eingefroren werden. Vermeiden
Sie ein wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Proben.

Das 68 kD (hsp-70) Antikérper-Linienimmunoassay sollte als eine Hilfe bei der Diagnose
verwendet werden. Positive Ergebnisse kénnen bei anderen autoimmunen Bedingungen
oder bestimmten ansteckenden Krankheiten festgestellt werden. Deshalb sollten die
Ergebnisse durch eine medizinische Behotrde angesichts der Krankengeschichte des
Patienten und anderer Laborbefunde bewertet und ausgewertet werden. Einige Seren
kénnen gelegentlich auf den MW-Marker reagieren, dessen Bedeutung nicht bekannt ist.

ERWARTETE WERTE

Antikdrper gegen 68 kD (hsp-70) treten bei Patienten mit aktivem idiopathischem SNHL auf
und Antikdrpertiter haben gezeigt, dass sie der Krankheitsaktivitat entsprechen.
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Anti 68 kD (hsp-70) Antikdrper bei Patienten mit idiopathischem beidseitigem SNHL™

Krankheitsgruppe Anz. Getestet Anz. Positiv % Positiv
IPBSNHL 72 42 58
Otosklerose 11

Cogan-Syndrom 8

Normale 53

Korrelation von anti 68 kD (hsp-70) Antikérperreaktivitat zu Krankheitsaktivitat'*

Krankheitsaktivitat Anti-68 kD Antikorper
Aktiv 89 %
Inaktiv 0%

Eine Studie Dritter von 34 Patienten mit rasch fortschreitendem Horverlust demonstrierte,
dass anti-rhsp-70 OTOBIlot 42 % Empfindlichkeit, 90 % Spezifitat und 91 % positiven
Vorhersagewert zur Vorhersage von Steroid-Reaktionsfahigkeit aufwies.™

LEISTUNGSMERKMALE

Die Nutzlichkeit des ImmuStripe™ 68 kD (hsp-70) Antikdrper-Linienimmunoassay wurde
durch Testen gut charakterisierter Proben von SNHL-Patienten, idiopathischen Horverlust-
Patienten, Krankheitsbekampfungen und ,normalen“ Humanseren bewertet. Die Ergebnisse
sind nachstehend zusammengefasst.

Klinischer Status

Positiv Negativ Gesamt
68 KD Positiv 36 2 38
(hsp-70) Negativ* 14 79 93
LIA Gesamt 50 81 131
Sensitivitat: 72,0 %
Spezifitat: 97.5%
Klinische Ubereinstimmung: 87,8 %

* Unbestimmte Proben wurden als negativ erachtet.

Probanden mit SNHL/idiopathischem Horverlust: 50
Krankheitskontrollen: 33
Gesunde normale Probanden: 48

Reproduzierbarkeit

Tests von Proben im negativen, zweideutigen und positiven Bereich wurden ausgeftihrt, um
die qualitative Reproduzierbarkeit von Test zu Test und Ausfuhrendem zu Ausfuhrendem zu
bestimmen. Die Ergebnisse produzierten 100 % qualitative Ubereinstimmung.

Kreuzreaktivitat

Autoimmunerkrankungskontrollen wurden reagiert, um die potenzielle Kreuzreaktivitat der
Tests einschlielich der folgenden Patientenpopulationen zu testen: Zoliakie (5), extrahierbare
nukleare Antigen-Antikdrper-positive Bindegewebserkranung (12), Hashimoto-Thyreoiditis (6),
Rheumatoidarthritis (5) und systemischer Lupus erythematodes (5). Eine Rheumatoidarthritis-
Probe war positiv, was eine positive 3,3-%-Rate in dieser Population ergab.
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Interferenz

Die Interferenz wurde durch Mischen von Seren mit bekannten 68 kD (hsp-70)
Antikdrperergebnissen mit potenziell beeintrachtigenden Serumproben und der Abweichung
von erwarteten Resultaten studiert. Keine bedeutende Interferenz, die sich auf die
qualitativen Resultate auswirkt, wurde fir die folgenden Stoffe bei den angezeigten
Spiegeln demonstriert: Hamoglobin (2 g/L), Bilirubin (342 umol/L), Triglyceride (25 mg/ml)
und Rheumafaktor (100 EU/mI).
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‘immco

ImmcoStripem™
Anticorps 68 kD (hsp-70)
Immunoanalyse en Ligne (LIA)

[IVD] Pour utilisation in vitro seulement

DESCRIPTION DU PRODUIT
[REF] 6001 Dosage LIA Anticorps 68 kD (hsp-70) 20 Déterminations

UTILISATION VISEE

Un dosage d'immunoanalyse en ligne utilisé pour la détection et l'identification d'anticorps
a l'antigene 68 kD (hsp-70) associé a une perte d'audition sensorineurale (SNHL).

RESUME ET EXPLICATION

Une perte d'audition peut étre causée par un certain nombre de conditions. Certains types
de pertes d'auditions peuvent étre inversés s'ils sont diagnostiqués de fagcon précoce et si
un traitement approprié est mis en place. Une perte d'audition sensorineurale (SNHL), que
I'on nomme généralement surdité nerveuse, peut étre causée par des facteurs génétiques
ou acquis comme des infections ou bien peuvent provenir d'une médiation immunologique.
Un diagnostic approprié d'une SNHL peut étre effectué a l'aide de la combinaison d'un
historique complet du patient et d'analyses laboratoires. Dans la majorité des cas, aucune
cause de SNHL n'est apparente : de tels cas sont désignés comme une SNHL idiopathique.
Un sous-groupe de cas de SNHL idiopathiques est traltable au moyen d'une thérapie
|mmunosuppresswe avec des résultats encourageants. 291 convient gque le travail de
laboratoire visant a |dent|f|er ces cas inclue des dosages d'anticorps a I'antigene de I'oreille
interne 68 kD (hsp- 70) 8 22% des patients atteints de SNHL a progression rapide
bilatérale et 30 % des patients atteints de la maladie de Méniére avaient des antlcorps qui
ont réagi avec l'antigene 68 kD présent dans les extraits d'oreille interne bovine.” Les
anticorps anti-68 kD (hsp-70) sont également présents chez environ 60 % des patients
atteints du Syndrome de Méniére unilatéral et chez 37 % des patients atteints d'hydrops
endolymphatique différé controlatéral. Dans des situations ou les cortlcostermdes sont
contrindiqués, un traitement a base de méthotrexate ou de cytoxan peut étre prescrlt

PRINCIPES DE LA PROCEDURE

Cette immunoanalyse en ligne utilise un antigéne hsp-70 (rhsp-70) inductible par un
recombinant purifié provenant de rein bovin. L'antigéne hsp-70 est immobilisé sur des
bandes de membrane de nitrocellulose avec les lignes de contrdle du conjugué, du sérum
et de la limite. Les lignes de contrle du sérum et du conjugué servent de contrdles de
procédure interne afin de vérifier I'ajout du sérum et du conjugué, respectivement. La ligne
de limite fournit une norme colorimétrique pour I'‘évaluation de la ligne de dosage hsp-70
ayant réagi.

Pour effectuer le dosage, les bandes sont incubées avec le sérum de patient dilué. Dans
des sera positifs, les anticorps se fixent de maniére spécifique a la protéine rhsp-70 sur la
bande. Les bandes sont nettoyées conformément au protocole et le conjugué reconstitué

31



FR

est ajouté aux bandes de dosage. Aprés l'incubation et les étapes du nettoyage, le substrat
prét a I'emploi est ajouté aux bandes. Pendant une incubation d'une durée de 10 minutes, la
fixation du conjugué et du substrat produit des lignes violettes visibles pour les lignes de
contrble du sérum, du conjugué et de la limite. Si I'échantillon fourni est positif aux anticorps
anti-hsp-70, la ligne de dosage montre une réaction plus intense que la ligne de limite. Les
réactions sont lues visuellement et rapportées comme positives, négatives ou équivoques
(comparables a la ligne de limite).

Matériel fourni

Dosage LIA Anticorps 68 kD (hsp-70) [REF] 6001
Les kits contiennent suffisamment de réactifs pour effectuer 20 déterminations.

20 x [STRIP|HSP70|LIA] Bandes de dosage d'immunoanalyse en ligne, contenant
des lignes de dosage d'antigene antinucléaire et des lignes
de contrdle. Prétes a I'emploi.

1x 120 ul [CONTROL|+|HSP70] Contrdle positif (capuchon rouge). Contient du sérum
humain testé positif pour les anticorps a l'antigéne HSp70.

1x30ml [CONJJ|LIA] Conjugué IgG.

1x30ml [SUBSTRATE] Substrat d'enzyme (bouteille ambre). Prét & I'emploi. Protéger
de lalumiére.

1x50ml [SAMPLE|DIL] Diluant / Blocage

1x50ml [BUF|WASH]|LIA] Concentré de tampon de lavage.* Reconstituer jusqu'a

un litre avec de l'eau déminéralisée ou distillée ou
proportionnellement selon la quantité nécessaire.

2x Plateaux d'analyse a 10 puits LIA
1x Fiche de rapport / notation
*Contient un conservateur Proclin 300.

Matériel requis mais non fourni

¢ Cylindre gradué 1 000 ml propre

¢ Pincette lisse (Pincette a filtre)

»  Agitateur ou plate-forme de mélange rotative

»  Papier absorbant ou serviettes en papier

e Eau déminéralisée ou distillée

» Pissettes en plastique pour contenir le tampon de lavage ou l'eau distillée
*  Pipettes permettant de délivrer 10 pl a 1 000 pl

»  Embouts de pipettes jetables

e Chronometre de laboratoire

REACTIFS

Stockage et Préparation
Stocker tous les réactifs a une température comprise entre 2 °C et 8 °C ; ne pas congeler.

Tous les réactifs doivent étre amenés a température ambiante (18 °C — 25 °C) et mélangés
rigoureusement avant utilisation. Ne pas utiliser un réactif s'il n'est pas clair ou si un
précipité insoluble est présent. Aprés reconstitution, les réactifs sont stables jusqu'a la date
d'expiration indiquée lorsqu'ils sont stockés entre 2°C et 8°C et protégés de la
contamination, sauf indication contraire ci-dessous :

e Les bandes de dosage coatées avec l'antigene [STRIP|HSP70]|LIA] sont prétes
a I'emploi. Attendre que le sac de bandes de dosage parvienne a température
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ambiante avant de l'ouvrir afin d'éviter toute condensation et détérioration
associée. Remettre les bandes de dosage non utilisées dans I'emballage et les
stocker entre 2 °C et 8 °C au sec et a l'abri de la lumiére.

e Lediluant d'échantillon est prét a I'emploi [DIL]. Le diluant d'échantillon est stable
pendant au moins 8 semaines lorsqu'il est stocké de maniére appropriée et
protégé de la contamination microbienne ou chimique.

e Reconstituer 1 partie de [BUF|WASHI|LIA] dans 19 parties d'eau distillée ou
déminéralisée pour obtenir 1 litre de tampon de lavage. Le tampon de lavage est
stable pendant au moins 8 semaines lorsqu'il est stocké de maniére appropriée et
protégé de la contamination microbienne.

e [CONJILIA] et [SUBSTRATE] sont stables pendant au moins 8 semaines apres
ouverture lorsqu'ils sont stockés de maniere appropriée et protégés de la
contamination microbienne. [SUBSTRATE] est sensible a la lumiére et doit donc
étre stocké dans la bouteille de couleur ambre fournie.

Les bandes d'antigéne ne peuvent étre utilisées qu'une seule fois. Ne pas interchanger les
composants de lots différents. Ne pas utiliser de réactifs au dela de la date d'expiration
indiquée sur les étiquettes.

Précautions

Tous les éléments dérivés du corps humain utilisés ont été testés pour les virus HBsAg,
HCV, HIV-1 et 2 et HTLV-1 et le résultat des tests était négatif, conformément aux
exigences de la FDA (Agence fédérale américaine des produits alimentaires et
médicamenteux). Cependant, les dérivés de sang humain et les spécimens des patients
doivent étre considérés comme potentiellement infectieux. Suivre les bonnes pratiques de
laboratoire lors du stockage, de la délivrance et de I'élimination des matériaux ci-dessus.™

AVERTISSEMENT - Proclin 300 est un conservateur. Lors de I'élimination de liquides
contenant Proclin 300, évacuer avec de grandes quantités d'eau afin de diluer les
composants jusqu'a des niveaux situés en dessous des niveaux actifs.

Les instructions doivent étre suivies précisément, telles qu'elles apparaissent dans
cette notice d'utilisation afin de garantir la validité des résultats. Ne pas interchanger
les éléments du kit avec des éléments provenant d'autres sources. Suivre les bonnes
pratiques de laboratoire afin de minimiser la contamination microbienne et la contamination
croisée des réactifs lors de la manipulation. Ne pas utiliser les éléments au dela de la date
d'expiration qui figure sur les étiquettes.

COLLECTE ET MANIUPULATION DES SPECIMENS

Seuls des spécimens de sérum doivent étre utilisés pour cette procédure. Des échantillons
hémolysés, nettement lipémiques ou contaminés par des microbes peut interférer avec la
réalisation du dosage et ceux-ci ne doivent pas étre utilisés. Conserver les spécimens entre
2 °C et 8 °C pendant une période inférieure a une semaine. Pour un stockage pendant une
période plus longue, il convient que les spécimens de sérum soient congelés. Il est
recommandé de tester les spécimens congelés dans un délai d’'un an. Eviter de congeler et
décongeler plusieurs fois les échantillons.

PROCEDURE

Notes concernant la procédure

e Lire la description du produit attentivement avant de débuter I'analyse.

e Laisser les spécimens de sérum et les réactifs du dosage s'équilibrer a la
température ambiante pendant environ 30 minutes avant de commencer la
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procédure de dosage. Replacer tous les spécimens et réactifs non utilisés dans le
réfrigérateur rapidement apres utilisation.

Une technique de nettoyage appropriée est essentielle afin d'obtenir des
performances satisfaisantes pour I'analyse.

Manipuler les bandes de dosage avec une pincette ou des gants propres
uniguement. Eviter de toucher les zones de nitrocellulose blanches.

Les lignes de dosage sont placées au dessus (voir le Schéma de la Figure 1) des
lignes de contrdle de limite, du sérum et du conjugué comme décrit dans le
schéma. Les lignes de contréle du sérum et du conjugué apparaissent sur le méme
morceau de nitrocellulose en bas.

Affecter des numéros d'identification des spécimens aux bandes respectives dans
le formulaire de rapport. Chaque bande a un numéro de bande et un numéro de lot
imprimé en bas pour des raisons de tracabilité.

Renseigner toutes les informations pertinentes sur le formulaire de rapport avant
de débuter l'analyse.

Méthode de Test

Etape 1

Etape 2
Etape 3

Etape 4

Etape 5

Etape 6

Etape 7

Etape 8
Etape 9

En utilisant des gants ou une pincette a compression, prélever le nombre requis
de bandes. Il convient d'étre attentif a ne pas toucher les zones coatées de
nitrocellulose avec les mains nues ou une pincette pointue.

Placer le nombre requis de bandes [STRIP|HSP70|LIA] avec le c6té marqué
vers le haut dans les puits individuels du plateau d'analyse.

Pipeter 1,5 ml de diluant d'échantillon [SAMPLE|DIL] dans chaque puits en
s'assurant que les bandes sont completement submergées sous le liquide.

Incuber les bandes dans le diluant d'échantillon pendant au moins 10 minutes.
La ligne de suivi bleue commence a disparaitre lorsque la membrane est
trempée.

Pipeter 15 pl de sérum ou d'échantillon de contrdle dans les puits appropriés afin
d'obtenir une dilution de 1:101. Incuber pendant 60 minutes (5 min)
a température ambiante sur un agitateur ou un mélangeur rotatif.

NETTOYER : Aspirer la solution d'échantillon dans un conteneur a déchets.
Nettoyer rigoureusement les bandes avec le tampon de lavage [BUF|WASH|LIA]
en versant environ 2 ml de solution directement sur les bandes. Nettoyer les
bandes par une agitation Iégére pendant 5 minutes et aspirer la solution dans le
conteneur a déchets. Répéter le nettoyage deux fois ou plus. Attention :
un nettoyage complet des bandes entre les incubations est crucial afin d'obtenir
des résultats valables. Un nettoyage incorrect a pour conséquence une
coloration de fond élevée. Ne laisser les bandes sécher au cours d'aucune des
étapes de l'analyse.

Pipeter 1,0 ml de conjugué [CONJ|LIA] dans chaque puits. Incuber pendant
30 minutes (5 min) a température ambiante sur un agitateur ou un mélangeur
rotatif.

Répéter I'Etape 6.

Pipeter 1,0 ml de [SUBSTRATE| dans chaque puits et incuber en secouant
Iégérement pendant 10 minutes a température ambiante et avec une lumiere
réduite. Les lignes de contrdle du sérum et du conjugué développent une
couleur intense aprés incubation dans le substrat. Les lignes de contrble de
limite évoluent vers une ligne de couleur négative a faible aprés l'incubation.
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Etape 10 Ne pas arréter la réaction, rincer les bandes 2 fois avec de l'eau distillée /
déminéralisée en versant environ 2 ml d'eau directement sur les bandes puis en
procédant a une aspiration. Ne pas tremper/ nettoyer pendant plus de
10 minutes étant donné que cela peut entrainer une sensibilité moindre des
lignes colorées développées.

Etape 11 En utilisant la pincette & compression, retirer les bandes du plateau d'analyse et
les placer doucement sur du papier absorbant et les laisser sécher. Laisser les
bandes sécher avant de les analyser ou de les fixer sur la fiche de rapport / score.

Contrdle de la qualité

Controles de la procédure : chaque bande a trois controles de procédure pour l'ajout du
sérum et du conjugué et une ligne de limite pour déterminer les réactions faibles ou
négatives.

Les contrbles positifs et négatifs sont disponibles comme composants optionnels et peuvent
étre réalisés comme contrdle supplémentaire de la qualité.

Il est attendu que les laboratoires individuels optimisent le temps de développement du
substrat par +/-2 minutes en se basant sur le processeur de buvardage ou les méthodes
qu'ils utilisent. Il est suggéré que la ligne de limite soit légérement visible apres les
incubations avec le substrat. Une ligne de limite invisible ou trop marquée plaide en faveur
d’'une optimisation du temps de développement du substrat pour les conditions d'exécution
données.

Interprétation

Les bandes de dosage contiennent des lignes de contréle
en bas et une ligne de dosage au dessus des contréles. |+ +/- -

L'extrémité inférieure de la bande de dosage (proche du 0 M 1
numéro de série) a trois lignes de contréle : la ligne de
limite, la ligne de contrble du sérum et la ligne de contréle
du conjugué de haut en bas. La limite permet au
technicien de déterminer le résultat du dosage comme
étant positif, négatif ou indéterminé (+/-). Les deux lignes
de contrdle de procédure garantissent l'ajout du
spécimen, du conjugué et du substrat.

Ligne de
W _/ dosage

Comparer la réaction de la ligne de dosage avec celle
des controles. L'utilisation d'une loupe peut aider
a l'observation de réactions faibles.

/
/ Contréle
du sérum
\ Contréle
du conjugué

e Comme représenté sur la Figure 1, il convient
que les lignes de contrble du sérum et du
conjugué soient clairement positives, indiquant
une expérience réussie. La limite est une ligne
claire avec une variation d'intensité basée sur
les conditions de l'expérience. Le schéma de la
Figure 1 montre un exemple de ”gne de dosage Figure 1 : Schéma des bandes LIA aprés
et 3 lignes de contrdle. Le développement de la  réaction avec une ligne de dosage.
ligne de dosage dépend de I'échantillon. Des
réactions positives peuvent se produire avec
plusieurs intensités, allant de faibles a intenses. Il convient que les réactions
faibles soient comparées avec l'intensité de la ligne de limite fournie dans la
bande. Il convient que les réactions qui sont nettement plus foncées ou denses que
l'intensité de la ligne de limite soient considérées comme positives.

Lignes de contréle

e T
|

[ |

om0t oot |
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e Les bandes peuvent présenter un fond homogéne Simmeo
ou décoloré en raison de divers facteurs |z ..
d'interférence dans des sera lipémiques ou |.
hémolytiques. Cet effet peut également étre
constaté si les bandes de dosage ne sont pas
suffisamment bloquées ou si on les laisse
accidentellement sécher pendant I'analyse.

e En cas de réactions faiblement positives ou
négatives, il convient que l'intensité de la ligne qui
a réagi soit comparée afin de déterminer le
résultat comme négatif (intensité plus faible que
la ligne de limite) ou équivoque (+/-. Impossible
a distinguer de la ligne de limite).

e Les bandes qui ont séché peuvent étre |......
regroupées dans la fiche de rapport / score
fournie. Le rabat protecteur en plastique est fixé Figure 2: Schéma de la fiche de rapport
de fagon permanente sur la fiche de rapport sur
le co6té gauche. Oter avec précaution le rabat en plastique de la droite vers la
gauche comme la page d'un livre. Placer les bandes qui ont réagi sur la bande
adhésive dans I'emplacement respectif et repositionner le rabat en plastique en
place. Le rabat en plastigue protecteur est congu pour étre réutilisable pour
plusieurs sessions d'expériences et les bandes peuvent étre regroupées dans les
emplacements respectifs. Le technicien peut utiliser le formulaire pour enregistrer
les numéros de lot des réactifs utilisés, le numéro de spécimen ainsi que les
résultats / commentaires.

LIMITATIONS DE LA PROCEDURE

Seuls des spécimens de sérum doivent étre utilisés pour cette procédure. L'emploi
d'échantillons hémolysés, nettement lipémiques ou contaminés par des microbes peut
interférer avec la réalisation du test et ceux-ci ne doivent pas étre utilisés. Ne pas stocker
de spécimen entre 2 °C et 8 °C pendant plus d'une semaine. Pour un stockage pendant une
période plus longue, il convient que les spécimens de sérum soient congelés. Eviter de
congeler et décongeler plusieurs fois les échantillons.

Il convient que I'l'mmunoanalyse en Ligne Anticorps 68 kD (hsp-70) soit utilisée comme aide
a un diagnostic. Des résultats positifs peuvent étre obtenus pour d'autres conditions auto-
immunes ou pour certaines maladies infectieuses. Par conséquent, il convient que les
résultats soient évalués et interprétés par une autorité médicale a la lumiére de I'historique
médical du patient et d'autres résultats laboratoires. Certains sera peuvent réagir au
marqueur MW occasionnellement, mais la signification de cette réaction n'est pas connue.

VALEURS ATTENDUES

Des anticorps 68 kD (hsp-70) présents chez des patients avec des SNHL idiopathiques
actives et des titres d'anticorps correspondent a l'activité de la maladie.

Anticorps anti-68 kD (hsp-70) chez des patients atteints de SNHL bilatérale
idiopathique™

Groupe de maladie Cas testés Cas positifs % cas positifs
IPBSNHL 72 42 58
Otosclérose 11 0 0
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Syndrome de Cogan 8 0 0
Normaux 53 1 2

Corrélation de la réactivité a I'anticorps anti-68 kD (hsp-70) et de I'activité de la
maladie™

Activité de la maladie Anticorps anti-68 kD
Active 89 %
Inactive 0 %

Un étude tierce sur 34 patients avec une perte d'audition a progression rapide a démontré
que anti-rhsp-70 OTOBIot avait une sensibilité de 42 %, une spécificité de 90 % et une
valeur prédictive positive de 91 % pour prédire la réactivité des stéroides.™

CARACTERISTIQUES DES PERFORMANCES

L'utilité de I''mmunoanalyse en Ligne Anticorps 68 kD (hsp-70) ImmuStripe™ a été évaluée
en testant des spécimens caractérisés provenant de patients atteints de SNHL, de patients
atteints de perte d'audition idiopathique, des contrbles de maladies et des sera humains
« normaux ». Ces résultats sont résumeés ci-dessous.

Etat clinique

Positif Négatif Total
68 kD Positif 36 2 38
(hsp-70) Négatif* 14 79 93
LIA Total 50 81 131
Sensibilité : 72,0 %
Spécificité : 97,5 %
Cohérence clinique : 87,8 %

* Les échantillons indéterminés ont été considérés comme négatifs.

Sujets atteints de SNHL / Perte d'audition idiopathique : 50
Contrdles maladie : 33
Sujets normaux en bonne santé : 48

Reproductibilité

Des analyses des échantillons dans la plage négative, équivoque et dans la plage positive
ont été réalisées afin de déterminer la reproductibilité quantitative entre deux exécutions et
entre deux opérateurs. Les résultats ont déterminé une cohérence qualitative de 100 %.

Réactivité croisée

Les controles de maladies auto-immunes ont été soumis a une réaction afin de tester la
réactivité croisée potentielle des analyses, y compris les populations de patients suivantes :
maladie cceliaque (5), maladie connective positive a un anticorps d'antigéne nucléaire
soluble (12), thyroidite de Hashimoto (6), arthrite rhumatoide (5) et syndrome de lupus

érythémateux (5). Un spécimen d'arthrite rhumatoide était positif, générant un taux positif de
3,3 % pour cette population.
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Interférence

L'interférence a été étudiée en mélangeant les sera ayant des résultats d'anticorps 68 kD
(hsp-70) connus avec des échantillons de sérum potentiellement interférant puis en étudiant
la déviation par rapport aux résultats escomptés. Aucune interférence significative ayant un
impact sur les résultats qualitatifs n'a été démontrée pour les substances suivantes aux
niveaux indiqués : hémoglobine (2 g/L), bilirubine (342 pmol/L), triglycérides (25 mg/ml) et
facteur rhumatoide (100 Unités Elisa/ml).
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ImmcoStripe™
68 kD (hsp-70) Antibody
Line Immunoassay (LIA)

[IVD] Per uso diagnostico in vitro

FOGLIO ILLUSTRATIVO DEL PRODOTTO
[REF] 6001 68 kD (hsp-70) Antibody LIA 20 determinazioni

USO PREVISTO

Un immunodosaggio a linee per il rilevamento e lidentificazione di anticorpi all'antigene
68 kD (hsp-70) associati alla perdita di udito sensoriale (SNHL).

RIASSUNTO E SPIEGAZIONE

La perdita di udito pud essere causata da un certo numero di condizioni. Alcuni tipi di
perdita di udito possono essere invertiti se diagnosticati in tempo ed & istituito un
trattamento appropriato. La perdita di udito neuro-sensoriale (SNHL), comunemente definita
sordita neurale, pud essere causata da fattori genetici e acquisiti come infezioni o puo
essere trasmessa immunologicamente. La diagnosi corrente di SNHL puo essere effettuata
con l'aiuto di una combinazione di studi pazienti completi di cronologia e laboratorio. Nella
maggior parte dei casi nessuna causa di SNHL é evidente: tali casi sono definiti col nome di
SNHL idiopatico. Un gruppo secondario di casi di SNHL idiopatici e trattabile con terapia
immunosoppressiva con risultati soddisfacenti."* Il lavoro del laboratorio che identifica
questi casi puo comprendere test di anticorpi di siero al 68 kD (hsp-70) antigene
dell'orecchio interno.*® Il 22% dei pazienti con SNHL rapidamente progressiva bilaterale e il
30% dei pazienti affetti da malattia di Meniere ha anticorpi con antigene 68 kD presente in
estratti di orecchio interno di bovino.” Gli anticorpi anti-68 kD (hsp-70) si presentano anche
in circa il 60% di pazienti con bilaterale e nel 35% di pazienti con sindrome di Meniere
unilaterale e nel 37% di pazienti con idrope endolinfatica ritardata controlaterale. In
situazioni in cui i corticosteroidi sono controindicati, sono prescritti trattamenti di metotrexate
o chitosano.’

PRINCIPI DELLA PROCEDURA

Questo immunodosaggio a linee usa l'antigene hsp-70 (rhsp-70) inducibile ricombinante
purificato di rene bovino. L'antigene hsp-70 € immobilizzato su strisce di membrana di
nitrocellulosa con le linee di controllo di coniugato, siero e cut-off. Le linee di controllo di
siero e coniugato servono come controlli di procedure interne per verificare l'aggiunta
rispettivamente di siero e coniugato. La linea di cut-off fornisce uno standard colorimetrico
per la valutazione della linea di test hsp-70 reagita.

Per eseguire il test le strisce sono incubate con il siero paziente diluito. Nel siero positivo gli
anticorpi si legano in particolare alla proteina rhsp-70 sulla striscia. Le strisce sono lavate
secondo il protocollo e il coniugato ricostituito € aggiunto alle strisce per test. Dopo
I'incubazione e il lavaggio delle strisce, il substrato pronto per l'uso € aggiunto alle strisce.
Durante un'incubazione di 10 minuti, il legame di coniugato e substrato produce linee viola
visibili per le linee di controllo di siero, coniugato e cut-off. Se il campione & positivo per
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anticorpi anti-hsp-70, la linea del test mostrera una reazione piu intensa della linea di cut-
off. Le reazioni sono lette visivamente e riportate come positive, negative o equivoche
(confrontabili con la linea di cut-off).

Materiale fornito

68 kD (hsp-70) Antibody LIA [REF] 6001
| kit contengono reagenti sufficienti per eseguire 20 determinazioni.
20 x [STRIP|HSP70|LIA] Strisce per test per immunodosaggio a linee, contenente

linee di test rivestite con antigene antinucleare e linee di
controllo. Pronto per I'uso.

1x 120 ul [CONTROL|+|HSP70] Controllo positivo (tappo rosso). Contiene siero umano
positivo per anticorpi contro antigene HSp70.

1x30ml [CONJ|LIA] Coniugato IgG.

1x30ml [SUBSTRATE] Substrato enzimatico (bottiglia ambrata). Pronto per l'uso.
Proteggere dalla luce.

1x50ml [SAMPLE|DIL] Diluente/Blocco

1x50ml [BUF|WASH]|LIA] Tampone di lavaggio concentrato.* Ricostituire a un litro
con acqua deionizzata o distillata o proporzionalmente come
necessario.

2x LIA 10 vassoi per dosaggio pozzetti

1x Report/scheda di valutazione

*Contiene conservante Proclin 300.

Materiali necessari ma non forniti

e Cilindro graduato 1.000 ml trasparente

«  Forcipe non dentato (forcipe filtro)

« Bilanciere o dispositivo vibrante di piattaforma girevole

e Carta assorbente o salviette di carta

¢ Acqua deionizzata o distillata

«  Boccette comprimibili per contenere il tampone di lavaggio diluito o acqua distillata
« Pipette con capacita di erogazione da 10 pl a 1.000 pl

«  Puntali monouso per pipette

e Contaminuti

REAGENTI

Conservazione e preparazione
Conservare tutti i reagenti a 2-8 °C; non congelare.

Tutti i reagenti devono essere tenuti a temperatura ambiente (18-25°C) e miscelati bene
prima dell'uso. Non utilizzare se il reagente non € limpido o in presenza di un precipitato non
solubile. Dopo l'aggiunta di liquidi, i reagenti sono stabili fino alla data di scadenza indicata se
conservati a 2-8°C e protetti da contaminazione, se non indicato diversamente di seguito.

e Le strisce per test rivestite con antigene [STRIP|HSP70|LIA] sono pronte per l'uso.
Prima dell'apertura, attendere che la busta di strisce per test raggiunga l'equilibrio
atemperatura ambiente al fine di evitare la formazione di condensa
e deterioramento. Richiudere le strisce per test non utilizzate e conservarle a 2-8°C
al buio e in un ambiente asciutto.
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e |l diluente campione & pronto per l'uso [DIL]. Il diluente campione & stabile per
almeno 8 settimane se conservato correttamente e protetto da contaminazione
microbica o chimica.

e Ricostituire 1 parte [BUF|WASHI|LIA] in 19 parti di acqua distillata o deionizzata per
avere 1 litro di tampone di lavaggio. Il tampone di lavaggio € stabile per almeno
8 settimane dopo l'aggiunta di liquidi se conservato correttamente e protetto da
contaminazione microbica.

e [CONJILIA] e [SUBSTRATE] sono stabili per almeno 8 settimane dopo I'apertura
se conservati correttamente e protetti da contaminazione microbica.
[SUBSTRATE] e sensibile alla luce e deve essere conservato nella bottiglia
ambrata fornita.

Le strisce di antigeni sono monouso. Non scambiare componenti di tipi diversi. Non usare
reagenti oltre la data di scadenza indicata sulle etichette.

Precauzioni

Tutti i componenti di origine umana utilizzati sono stati testati per HBsAg, HCV, HIV-1,
HIV-2 e HTLV-I e sono risultati 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.*’

AVVERTENZA - Proclin 300 & un conservante. Dopo lo smaltimento di liquidi contenenti
Proclin 300, lavare con abbondante acqua per diluire i componenti al di sotto dei livelli attivi.

Per ottenere risultati validi, le istruzioni devono essere osservate esattamente come
compaiono in questo foglietto 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. Non usare i componenti del kit oltre la data di scadenza
indicata sulle etichette.

PRELIEVO E MANIPOLAZIONE DEL CAMPIONE

In questa procedura utilizzare solo campioni di siero. | campioni con emolisi grave, lipidi
elevati 0 contaminazione microbica possono interferire con la prestazione del test e quindi
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 consiglia di testare
campione congelati entro un anno. Evitare il congelamento e lo scongelamento ripetuto dei
campioni.

PROCEDURA

Note sulla procedura

e Prima diiniziare il dosaggio, leggere attentamente il foglio illustrativo del prodotto.

e Prima di awviare la procedura del test, attendere che i campioni del siero e i reagenti
del test raggiungano l'equilibrio a temperatura ambiente per ca. 30 minuti.
Immediatamente dopo l'uso, rimettere in frigorifero tutti i campioni e i reagenti non
utilizzati.

e E fondamentale una tecnica di lavaggio valida per un risultato soddisfacente del
dosaggio.

e Manipolare le strisce del test solo con il forcipe o guanti. Non toccare le zone di
nitrocellulosa bianche.
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e Le linee per test sono messe sopra (far riferimento alla Fig. 1 Schema) le linee di
controllo di cut-off, siero e coniugato come descritte nello schema. Le linee di
controllo siero e coniugato compaiono sullo stesso posto di nitrocellulosa sul fondo.

e Assegnare i numeri di identificazione dei campioni alle rispettive strisce sul report.
Ogni striscia presente il numero di striscia e il numero di lotto stampato sul fondo
per rintracciabilita.

e Inserire tutte le informazioni importanti sul report prima di iniziare il dosaggio.

Metodo del test

Passaggio 1 Con dei guanti o un forcipe smussato aprire il humero necessario di
strisce. Far attenzione a non toccare le zone rivestite in nitrocellulosa
a mani nude o con un forcipe appuntito.

Passaggio 2 Mettere il numero necessario di strisce [STRIP|HSP70|LIA] etichettate
rivolte verso l'alto nei singoli pozzetti del vassoio di dosaggio.

Passaggio 3 Pipettare 1,5 ml di diluente campione [SAMPLE|DIL] in ogni pozzetto
verificando che le strisce siano completamente nel liquido.

Passaggio 4 Incubare le strisce in diluente campione per almeno 10 minuti. La linea di
controllo blu inizia a scomparire mentre la membrana si bagna.

Passaggio 5 Pipettare 15 pl di campione di siero o di controllo nei pozzetti appropriati
per ottenere una miscela di 1:101. Incubare per 60 minuti (5 min.)
a temperatura ambiente su un bilanciere o dispositivo vibrante.

Passaggio 6 LAVAGGIO: Aspirare la soluzione campione nel contenitore rifiuti. Lavare
per bene le strisce con un tampone di lavaggio [BUF|WASH|LIA]
spruzzando circa 2 ml di soluzione direttamente sulle strisce. Lavare le
strisce agitando con cura per 5 minuti e aspirare la soluzione nel contenitore
per rifiuti. Ripetere il lavaggio altre due volte. Attenzione: E fondamentale
una tecnica di lavaggio completa per ottenere risultati validi. Un lavaggio
improprio determina la colorazione del fondo. Far attenzione a non far
asciugare le strisce in nessun momento durante il dosaggio.

Passaggio 7 Pipettare 1,0 ml di coniugato [CONJ|LIA] in ogni pozzetto. Incubare per
30 minuti (5 min.) a temperatura ambiente su un bilanciere o dispositivo
vibrante.

Passaggio 8 Ripetere il passaggio 6.

Passaggio 9 Pipettare 1,0 ml di [SUBSTRATE| in ogni micropozzetto e incubare
agitando con cura per 10 minuti (x5 min) a temperatura ambiente e luce
soffusa. Le linee di controllo di siero e coniugato sviluppano un colore
intenso dopo l'incubazione nel substrato. La linea di controllo di cut-off
sviluppa una linea da negativa a lievemente colorata dopo l'incubazione.

Passaggio 10 Per interrompere la reazione, sciacquare 2 strisce con acqua
distillata/deionizzata spruzzando circa 2 ml di acqua direttamente sulle
strisce e poi aspirare. Non immergere/lavare per piu di 10 minuti in quanto
si rischia di ridurre la sensibilita delle linee colorate sviluppate.

Passaggio 11 Con un forcipe smussato togliere le strisce dal vassoio di dosaggio,
metterle con cura su della carta assorbente e attendere che si asciughino.
Far asciugare le strisce prima di analizzarle e porle sul report/scheda di
valutazione.
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Controllo di qualita

Controlli procedurali: Ogni striscia presenta tre controlli procedurali per I'aggiunta del siero
e del coniugato e di una linea di cut-off al fine di determinare le reazioni deboli 0 negative.

| controlli positivi e negativi sono disponibili come componenti opzionali e possono essere
eseguiti per un altro controllo di qualita.

| singoli laboratori devono ottimizzare il tempo di sviluppo del substrato di +/-2 minuti in base
al processore di blot o ai metodi che usano. Si consiglia che la linea di cut-off debba una
linea lievemente visibile dopo le incubazioni con substrato. Una linea di cut-off invisibile
o troppo marcata suggerisce ottimizzazione del tempo di sviluppo del substrato per le
condizioni di esecuzione fornite.

Interpretazione + +/- -

. - . ] N B Interpretazione
Le strisce per test contengono linee di controllo sul fondo

e una linea di test sopra i controlli. L'estremita inferiore
della striscia per test (vicino al nhumero seriale) presenta
tre linee di controllo: la linea di cut-off, la linea di controllo
siero e la linea di controllo coniugato dall'alto verso ] T
il basso. Il cut-off consente al tecnico di determinare /
il risultato del test come positivo, negativo o indeterminato
(+/-). Le due linee di controllo procedura garantiscono
I'aggiunta di campione, coniugato e substrato.

Confrontare la reazione della linea del test con quelle dei
controlli. Usare una lente di ingrandimento per osservare
meglio le reazioni deboli.

|-
Controllo

/ del siero

\ Controllo del
coniugato

e Come etichettato in Figura 1, le linee di controllo di

siero e coniugato devono essere chiaramente
positive per indicare un esperimento di successo.
Il cut-off & una linea debole con variazione in
intensita in base alle condizioni sperimentali. )
Lo schema nella Figura 1 mostra un esempio della  F.9ura t: Schema delle strisce LIA dopo
linea di test e 3 linee di controllo. Lo sviluppo della
linea di test dipende dal campione. Le reazioni
positive possono verificarsi in intensita variabili da
debole a forte. Le reazioni deboli devono essere
confrontate con l'intensita della linea di cut-off
fornita nella striscia. Le reazioni che sono
notevolmente piu scure o piu dense rispetto alla
densita della linea di cut-off devono essere
considerate positive.

e Le strisce possono mostrare uno sfondo
omogeneo 0 scolorito a causa di diversi fattori
che interferiscono nel siero lipemico o emalitico.
Questo effetto pud essere visto anche se le
strisce per test non sono sufficientemente
bloccate o se dovesse capitare che si asciugano | ...
durante il dosaggio.

Linee di controllo

ey BRI T 1T

oo | T 1

e |

Figura 2: Schema del report
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e Nel caso di reazioni deboli positive e negative, l'intensita della linea che reagisce
deve essere confrontata con la linea di cut-off per rilevare il risultato negativo
(intensita piu debole rispetto alla linea di cut-off) o incerto (+/-. indistinguibile dalla
linea di cut-off).

e Le strisce asciutte possono essere messe assieme nel report/foglio di valutazione.
La linguetta protettiva in plastica € applicata in modo permanente al report sul
bordo sinistro. Tirare con cura la linguetta protettiva in direzione da destra
a sinistra come la pagina di un libro. Mettere le strisce che hanno reagito sul nastro
adesivo nella rispettiva fessura e coprirle con la linguetta in plastica e rimetterle
a posto. La linguetta in plastica protettiva &€ progettata per essere riutilizzata per
diverse sessioni di esperimenti e le strisce possono essere messe assieme nelle
rispettive fessure. Il tecnico pud usare il modello per registrare i numeri del lotto di
reagenti usati, il numero di campioni e i risultati/commenti.

LIMITI DELLA PROCEDURA

In questa procedura utilizzare solo campioni di siero. | campioni che mostrano emolisi
macroscopica, lipemia o contaminazione microbica possono interferire con le prestazioni del
test e non devono essere utilizzati. Non conservare i campioni a 2-8°C per piu di una
settimana. Per conservazioni pitu prolungate, congelare i campioni di siero. Evitare il
congelamento e lo scongelamento ripetuto dei campioni.

I 68 kD (hsp-70) Antibody Line Immunoassay deve essere usato come supporto alla
diagnosi. | risultati positivi possono essere trovati in altre condizioni autoimmuni o alcune
malattie infettive. | risultati devono essere valutati e interpretati da un ente sanitario alla luce
della storia clinica del pazienti e elle altre scoperte di laboratorio. Del siero potrebbe reagire
occasionalmente all'indicatore MW, il cui significato € sconosciuto.

VALORI PREVISTI

Gli anticorpi a 68 kD (hsp-70) si presentano in pazienti con SNHL idiopatico attivo e titoli
anticorpali compaiono per essere in correlazione con l'attivita della malattia.

Anticorpi anti-68 kD (hsp-70) in pazienti con SNHL bilaterale idiopatico11

Gruppo Nu. testati Nu. positivi % positivi
IPBSNHL 72 42 58
Otosclerosi 11

Sindrome di Cogan 8

Normale 53 1 2

Correlazione della reattivita di anticorpi anti-68 kD (hsp-70) con attivita della
malattia®*

Attivita della malattia Anticorpo anti-68 kD
Attivo 89%
Inattivo 0%

Uno studio di terzi su 34 pazienti con perdita di udito rapidamente progressiva ha dimostrato
che anti-rhsp-70 OTOBIot hanno presentato una sensibilita del 42%, specificita del 90%
e un valore predittivo positivo del 91% per risposta steroide predittiva.12
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CARATTERISTICHE PRESTAZIONALI
L'utilita del'lmmuStripe™ 68 kD (hsp-70) Antibody Line Immunoassay & stata valutata

testando campione ben caratterizzati da soggetti con SNHL, perdita di udito idiopatico,
controlli della malatti8a e siero umano “normale”. Questi risultati sono riepilogati di seguito.

Stato clinico
Positivo Negativo Totale
68 kD Positivo 36 2 38
(hsp-70) Negativo* 14 79 93
LIA Totale 50 81 131
Sensibilita: 72,0%
Specificita: 97,5%
Concordanza clinica: 87,8%

* | campioni indeterminati sono stati considerati negativi.

Soggetti SNHL/perdita di udito idiopatico: 50
Controlli di malattia: 33
Soggetti normali sani: 48

Riproducibilita

| dosaggi di campioni nell'intervallo negativo, incerto e nell'intervallo positivo sono stati
eseguiti per determinare la riproducibilita qualitativa da sessione a sessione e da operatore
a operatore. | risultati hanno prodotto una concordanza qualitativa del 100%.

Reattivita crociata

| controlli di malattia autoimmune sono stati testati per valutarne la reattivita crociata
potenziale dei dosaggi, comprese le seguenti popolazioni di pazienti: malattia celiaca (5),
malattia connettiva positiva di anticorpi con antigeni nucleari estraibili (12), tiroidite di
Hashimoto (6), artrite reumatoide (5) e lupus eritematoso sistemico (5). Un campione di
artrite reumatoide é risultato positivo con un tasso positivo del 3,3% in questa popolazione.

Interferenza

L'interferenza é stata studiata mescolando siero con livelli noti di anticorpo (hsp-70) 68 kD
con campioni di siero potenzialmente interferenti e studiando la deviazione dai risultati
previsti. Non & stata dimostrata un'interferenza significativa sui risultati qualitativi per le
seguenti sostanze ai livelli indicati: emoglobina (2 g/l), bilirubina (342 pmol/l), trigliceridi
(25 mg/ml) e fattore reumatoide (100 UE/ml).
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‘immco

ImmcoStripe™

Imunoensaio de Linha (LIA)

Para Confirmar a Presenca

de Anticorpos Anti-68 kD (hsp-70)

[IVD] Para Utilizag&do Diagndstica in vitro

FOLHETO DO PRODUTO

[REF] 6001  LIA Anticorpos Anti-68 kD (hsp-70) 20 Determinages
APLICACAO

Um imunoensaio de linha para utilizacdo na detecdo e identificacdo de anticorpos contra
o antigeno de 68 kD (hsp-70) associado a perda de audicdo neurossensorial (SNHL).

RESUMO E EXPLICAGCAO

A perda de audigdo pode ser provocada por uma série de fatores. Determinados tipos de
perda de audicdo podem ser revertidos se forem diagnosticados precocemente e se for
instituido o tratamento apropriado. A perda de audi¢céo neurossensorial (SNHL), comummente
referida como surdez do nervo, pode ser causada por fatores genéticos ou adquiridos, como
infecdes, ou pode ser mediada imunologicamente. O diagnéstico correto da SNHL pode ser
realizado com a ajuda de uma combinagao do historial abrangente do paciente e de estudos
laboratoriais. Na maioria dos casos, ndo existe uma causa aparente para a SNHL: esses
casos sdao mencionados como SNHL (perda de audicdo neurossensorial) idiopatica. Um
subgrupo dos casos de SNHL idiopatica sé@o trataveis com terapia imunossupressora com
resultados gratificantes.l'2 O trabalho laboratorial para identificar estes casos deve incluir
testes de anticorpos séricos ao antigeno 68 kD (hsp-70) do ouvido interno.*® Vinte e dois por
cento dos pacientes com SNHL bilateral rapidamente progressiva e 30% dos pacientes com
doenca de Méniére possuiam anticorpos gue reagiram com o antigeno 68 kD presente em
extratos do ouvido interno de bovinos.’ Os anticorpos anti-68 kD (hsp-70) ocorrem igualmente
em cerca de 60% dos pacientes com Sindroma de Méniére bilateral e 35% dos pacientes com
Sindroma de Méniére unilateral e 37% dos pacientes com hidrops endolinfatico retardado
contralateral. Nas situagcbes em que os corticosteroides sdo contraindicados, pode ser
prescrito um tratamento de metotrexato ou ciclofosfamida.’

PRINCIPIOS DO METODO

Este imunoensaio de linha utiliza antigeno hsp-70 induzivel recombinante purificado
(rhsp-70) de rins de bovinos. O antigénio hsp-70 é imobilizado em tiras de membranas de
nitrocelulose, juntamente com o conjugado, o soro e as linhas de corte de controlo. O soro
e as linhas de controlo do conjugado servem como controlos de procedimentos internos
para verificar a adi¢cdo do soro e do conjugado, respetivamente. A linha de corte fornece um
padréo colorimétrico para a avaliagdo da linha de teste reagida ao hsp-70.
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Para realizar o teste, as tiras séo incubadas com soro de paciente diluido. Em soros positivos,
os anticorpos ligam-se especificamente a proteina rhsp-70 na tira. As tiras sdo lavadas em
conformidade com o protocolo e o conjugado constituido é adicionado as tiras de teste. Apos
a incubacgdo e os passos de lavagem, o substrato pronto a utilizar € adicionado as tiras.
Durante uma incubagéo de 10 minutos, o conjugado e a fixagdo do substrato produz linhas
visiveis cor de violeta para o soro, o conjugado e as linhas de corte de controlo. Se a amostra
for positiva para os anticorpos anti-hsp-70, a linha de teste vai mostrar uma reagcdo mais
intensa do que a linha de corte. As reacdes séo lidas visualmente e comunicadas como
positivas, negativas ou ndo conclusivas (comparativamente com a linha de corte).

Materiais fornecidos

68 kD (hsp-70) Anticorpos LIA [REF] 6001
Cada kit contém reagentes suficientes para executar 20 determinagdes.
20 x [STRIP|HSP70|LIA] Tiras de Teste Imunoensaio em Linha, contendo linhas de

teste revestidas com antigénio antinuclear e linhas de
controlo. Prontas a utilizar.

1x 120 pl [CONTROL|+|HSP70] Controlo Positivo (tampa vermelha). Contém soro humano
positivo para anticorpos contra antigénio HSp70.

1x30ml [CONJ|LIA] Conjugado 1gG

1x30ml [SUBSTRATE] Substrato Enzimético (garrafa ambar). Pronto a utilizar,
Proteger da luz.

1x50ml [SAMPLE|DIL] Diluente/Bloco

1x50ml [BUF|WASH]|LIA] Tampd&o de Lavagem Concentrado.* Reconstituir para um

litro com &gua desionizada ou destilada ou conforme
necessario proporcionalmente.

2x LIA Bandeja Ensaio 10 Pogos
1x Ficha de Relatério/Classificacdo
*Contém conservante Proclin 300.

Materiais necessarios mas nao fornecidos

¢ Cilindro graduado limpo de 1000 ml

¢ Pinca sem serrilha (Filter forceps)

»  Agitador ou misturador de plataforma giratéria

« Papel absorvente ou toalhetes de papel

»  Agua desionizada ou destilada

e Frascos de esguicho para o tampéo de lavagem diluido ou dgua destilada
» Pipetas com capacidade de libertacdo de 10 a 1000 pl

» Pontas de pipetas descartaveis

e Temporizador

REAGENTES

Conservacdo e Preparacédo
Conserve todos os reagentes entre 2 e 8 °C; ndo congele.

Os reagentes devem ser estar todos a temperatura ambiente (18 a 25 °C) e misturados
cuidadosamente antes da utilizacdo. N&o utilizar se o reagente ndo estiver limpido ou na
presenca de precipitado insolivel. Apds a reconstituicdo, os reagentes ficam estaveis até
adata de validade indicada quando armazenados ente 2 a 8°C e protegidos de
contaminacgéo, salvo de outro modo indicado abaixo:
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e As tiras de teste revestidas de antigénio [STRIP[HSP70|LIA] estdo prontas a ser
utilizadas. Deixe que o saco de tiras de teste atinja a temperatura ambiente antes da
abertura, a fim de evitar a condensacgéo e a deterioracdo associada. Volte a embalar
as tiras de teste ndo utilizadas, armazenando-as entre 2 a 8 °C em local escuro e seco.

e O Diluente de Amostra esta pronto a ser utilizado [DIL]. O diluente de amostra
€ estavel durante o minimo de 8 semanas quando armazenado de modo
adequado e protegido de contaminagao microbiana ou quimica.

e Reconstituir 1 parte [BUF|WASHILIA] em 19 partes de &gua destilada ou
desionizada para resultar em 1 litro de Tampado de Lavagem. O Tampao de
Lavagem é estavel durante o minimo de 8 semanas ap6s a reconstituicdo quando
armazenado de modo adequado e protegido de contaminagdo microbiana.

e O [CONJILIA] e 0 [SUBSTRATE] séo estaveis durante o minimo de 8 semanas
ap6és a abertura quando armazenados de modo adequado e protegidos de
contaminagdo microbiana. O [SUBSTRATE] é sensivel & luz e deve ser
armazenado na garrafa de cor ambar fornecida.

As tiras de antigénio s6 podem ser utilizadas uma vez. Nao troque os componentes de lotes
diferentes. Nao utilize reagentes ap6s a data de validade indicada nos rétulos.

Precaucbes

Todos os componentes de origem humana usados foram testados para HBsAg, VHC,
VIH-1 e 2 e HTLV-I e deram resultado negativo pelos testes exigidos pela FDA. Contudo,
os derivados de sangue humano e as amostras dos doentes devem ser considerados como
potencialmente infeciosos. Siga as boas praticas de laboratdrio em relagdo a conservacéo,
distribuic&o e eliminac&o dos materiais acima mencionados.°

AVISO — O Proclin 300 é um conservante. Apés a eliminagédo de liquidos que contenham
Proclin 300, lavar com agua abundante para diluir os componentes abaixo dos niveis ativos.

Para garantir resultados validos devem ser rigorosamente cumpridas as instrugdes
descritas neste folheto informativo do kit. Ndo trocar os componentes do kit por outros de
origens diferentes. Respeite as normas laboratoriais em vigor para reduzir a possibilidade de
contaminag¢do microbiana ou cruzada dos reagentes durante 0 manuseamento. Nao usar 0s
componentes do kit ap6s a data de validade indicada no rétulo.

COLHEITA E MANUSEAMENTO DE AMOSTRAS

Neste procedimento s6 devem ser utilizadas amostras de soro. As amostras com hemdlise
bruta, lipidos elevados ou contaminagdo microbiana podem interferir com o desempenho do
teste, pelo que ndo devem ser utilizadas. Conserve as amostras entre 2 °a 8 °C por um
periodo maximo de uma semana. Para uma conservagdo mais prolongada, as amostras de
soro devem ser congeladas. Recomenda-se que as amostras congeladas sejam testadas
no prazo de um ano. Evite congelar e descongelar as amostras repetidamente.

PROCEDIMENTO

Notas sobre o procedimento

e Antes de iniciar o teste leia atentamente o Folheto do Produto

e Deixe que as amostras de soro e 0s reagentes do teste alcancem a temperatura
ambiente durante aproximadamente 30 minutos antes de iniciar o procedimento de
teste. Volte a guardar imediatamente todas as amostras e 0s reagentes no
frigorifico ap6s a utilizagdo.
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Uma técnica adequada de lavagem é fundamental para o desempenho satisfatorio
do ensaio.

Manipule as tiras de teste exclusivamente com pingas esterilizadas ou luvas. Evite
tocar nas zonas brancas de nitrocelulose.

As linhas de teste sé@o colocadas acima do (consulte o Esquema da Figura 1)
corte, as linhas de controlo do soro e do conjugado conforme descrito no
esquema. As linhas de controlo do soro e do conjugado aparecem na mesma
porcao de nitrocelulose na parte inferior.

Atribuir nimeros de identificagdo de amostras as tiras respetivas no Formulario de
Relatério. Cada tira possui um nimero de tira € um ndmero de lote impresso na
parte posterior para rastreabilidade.

Preencha toda a outra informacéo relevante no Formulario de Relatério antes de
iniciar o ensaio.

Método do Teste

Passo 1

Passo 2

Passo 3

Passo 4

Passo 5

Passo 6

Passo 7

Passo 8
Passo 9

Utilizando luvas ou uma pinga romba, retire a pelicula do nimero necessario de
tiras. Deve ter-se o cuidado de n&o tocar nas zonas revestidas de nitrocelulose
com as maos desprotegidas ou com pingas pontiagudas.

Colocar o numero necessario de tiras [STRIP|[HSP70|LIA] com o lado rotulado
para cima nos pocos individuais da bandeja do ensaio.

Pipetar 1,5 ml de Diluente de Amostra [SAMPLE|DIL] em cada poco,
certificando-se que as tiras ficam completamente submersas no liquido.

Incubar as tiras do Diluente de Amostra no minimo durante 10 minutos. A linha de
controlo azul comega a desaparecer a medida que a membrana ficar molhada.

Pipetar 15 ul de soro ou amostra de controlo nos pogos adequados para obter
uma diluicdo 1:101. Incubar durante 60 minutos (+5 min.) a temperatura
ambiente num agitador ou misturador giratério.

LAVAR: Aspirar a solugdo de amostra para um recipiente de residuos. Lavar
cuidadosamente as tiras com Tampdo de Lavagem [BUF|WASHILIA],
esguichando cerca de 2 ml de solucdo diretamente sobre as tiras. Lave as tiras
com agitacdo suave durante 5 minutos e aspire a solugdo para um recipiente de
residuos. Repita a lavagem mais duas vezes. Adverténcia: Concluir a lavagem
das tiras entre incubagdes € fundamental para obter resultados validos.
A lavagem impropria resultara em elevada coloragdo de fundo. Nao permitir que
as tiras sequem em qualquer passo durante o ensaio.

Pipetar 1,0 ml de conjugado [CONJILIA] em cada poco. Incubar durante
30 minutos (+5 min.) a temperatura ambiente num agitador ou misturador giratorio.

Repetir 0 Passo 6.

Pipetar 1,0 ml [SUBSTRATE| em cada poco e incubar com agitacdo suave
durante 10 minutos a temperatura ambiente e luz reduzida. As linhas de controlo
do soro e conjugado desenvolvem uma cor intensa apds a incubagdo no
substrato. O corte da linha de controlo desenvolve-se numa linha negativa
fracamente colorida apdés a incubacéo.

Passo 10 Para parar a reacdo, lave as tiras 2x com agua destilada/desionizada,

esguichando aproximadamente 2 ml de agua diretamente sobre as tiras seguido
de aspiracdo. Ndo molhar/lavar durante mais de 10 minutos, pois isto pode
resultar num decréscimo da sensibilidade das linhas coloridas desenvolvidas.
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Passo 11 Utilizando uma pin¢a romba, remova as tiras da bandeja de ensaio e coloque-as
suavemente sobre papel absorvente, deixando-as secar. Deixe que as tiras
sequem antes de analisar ou de as colocar na folha de relatério/classificacao.

Controlo de Qualidade

Controlos Procedimentais: Cada tira possui trés controlos procedimentais para a adicdo de
soro e conjugado e uma linha de corte para determinar as reagfes fracas ou negativas.

Os controlos Positivo e Negativo estdo disponiveis como componentes opcionais e podem
ser executados para controlo de qualidade adicional.

Espera-se que os laboratérios individuais otimizem o tempo de desenvolvimento do
substrato em +/-2 minutos com base no processador de amostras ou nos métodos
utilizados. Sugere-se que a linha de corte seja uma linha esbatida apos as incubagdes com
o substrato. Uma linha de corte invisivel ou demasiado forte sugere a otimizagdo do tempo
de desenvolvimento do substrato para as condi¢cdes de execucdo dadas.

Interpretagéo + 4/- -

As tiras de teste contém linhas de controlo na parte inferior
e uma linha de teste acima dos controlos. A extremidade
inferior da tira de teste (perto do nimero de série) possui
trés linhas de controlo: a linha de corte, a linha de controlo
de soro e a linha de controlo do conjugado do topo até
a base. O corte permite ao técnico determinar o resultado
do teste como positivo, negativo ou indeterminado (+/-).
As duas linhas de controlo do procedimento garantem
a adicdo de amostra, conjugado e substrato.

- —/ Linha de teste

Compare a reacdo da linha de teste com as dos
controlos. A utilizagdo de uma lente de aumento pode
ajudar na observacgéo de reacdes fracas.

-

—
do Soro

\ Controlo do

Conjugado

e Conforme rotulado na Figura 1, as linhas de
controlo do soro e do conjugado devem ser
claramente positivas, indicando uma experiéncia
bem-sucedida. O corte € uma linha fraca com

Linhas de controlo

e | T T

s | A

[ |

variagdo de intensidade com base nas
condi¢cbes experimentais. O esquema da Figura
1 demonstra o exemplo de uma linha de teste
e de 3 linhas de controlo. O desenvolvimento da
linha de teste depende da amostra. As reagdes
positivas podem ocorrer em intensidades
variaveis, de fraca aforte. As reacles fracas
devem ser comparadas com a intensidade
dalinha de corte fornecida na tira. As reacdes
gue sao nitidamente mais escuras ou densas do
gue a intensidade da linha de corte devem ser
consideradas positivas.

e As tiras podem apresentar um fundo
homogéneo ou descolorado devido a diversos
fatores interferentes no soro lipémico ou
hemolitico. Este efeito também pode ser
observado se as tiras de teste ndo forem
suficientemente bloqueadas ou caso as
mesmas tenham secado acidentalmente
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durante o ensaio.

¢ No caso de reacbes fracas positivas e negativas, a rea¢do da intensidade da linha
deve ser comparada com a linha de corte para determinar o resultado como
negativo (intensidade mais fraca do que a linha de corte) ou ndo conclusivo (+/-).
Indistinguivel da linha de corte).

e As tiras secas podem ser montadas na folha de relatério/classificagdo fornecida.
A aba de plastico de protecdo esta permanentemente fixa a folha de relatério na
borda esquerda. Retire cuidadosamente a pelicula da aba de plastico do lado direito
para o lado esquerdo, conforme a pagina de um livro. Coloque as tiras reagidas na
fita adesiva na ranhura respetiva e volte a cobrir a aba de plastico de volta no lugar.
A aba de plastico de protecédo foi concebida para ser reutilizada para mdltiplas
sessOes de experiéncias e as tiras podem ser montadas nas ranhuras respetivas.
O técnico pode utilizar o formulario para registar os nimeros de lote dos reagentes
utilizados, o nimero da amostra e os resultados/comentarios.

LIMITACOES DO METODO

Neste procedimento s6 devem ser utilizadas amostras de soro. As amostras muito
hemolisadas, lipémicas ou com contaminacdo microbiana podem interferir com
o desempenho do teste e, portanto, ndo devem ser utilizadas. Ndo armazene as amostras
entre 2 a 8 °C por um periodo superior a uma semana. Para uma conservagdo mais
prolongada, as amostras de soro devem ser congeladas. Evite congelar e descongelar as
amostras repetidamente.

O Imunoensaio de Linha para Confirmar a Presenca de Anticorpos Anti-68 kD (hsp-70)
deve ser utilizado como uma ajuda ao diagnostico. Os resultados positivos podem ser
encontrados noutras condigbes autoimunes ou em determinadas doencas infeciosas. Deste
modo, os resultados devem ser avaliados e interpretados por uma autoridade médica,
tendo em conta o historial clinico do paciente e outros resultados laboratoriais. Alguns
soros podem reagir ocasionalmente ao marcador MW, cujo significado ndo é conhecido.

VALORES PREVISTOS

Os anticorpos contra o 68 kD (hsp-70) ocorrem em pacientes com SNHL ativa idiopatica
e as titragens de anticorpos sédo mostradas para correlagdo com a atividade da doenca.

Anticorpos Anti-68 kD (hsp-70) em Pacientes com SNHL Idiopatica Bilateral™*

Grupo de Doencas N.° Testado N.° Positivo % Positivo
IPBSNHL 72 42 58
Otosclerose 11

Sindrome de Cogan 8

Individuos normais 53

Correlagéo da Reatividade dos Anticorpos Anti-68 kD (hsp-70) com a Atividade da
Doenca

Atividade da Doen¢ca  Anticorpos Anti-68 kD
Ativos 89%
Inativos 0%

51



PT

Um estudo realizado por terceiros sobre 34 pacientes com perda de audi¢do rapidamente
progressiva demonstrou que o anti-rhsp-70 OTOBIot tinha 42% de sensibilidade, 90% de
especificidade e 91% de valor preditivo positivo para previsdo da resposta aos esterdides.™

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

A utilidade do Imunoensaio de Linha para Confirmar a Presenca de Anticorpos Anti-68 kD
(hsp-70) ImmuStripe™ foi avaliada através de testes a amostras bem caracterizadas de
pacientes com SNHL, pacientes com perda de audicéo idiopatica, controlos de doengas
e amostras de soro humano “normal”. Estes resultados sdo seguidamente resumidos.

Estado Clinico

Positivo Negativo Total
68 KD Positivo 36 2 38
(hsp-70) Negativo * 14 79 93
LIA Total 50 81 131
Sensibilidade: 72,0%
Especificidade: 97,5%
Acordo Clinico: 87,8%

* As amostras indeterminadas foram consideradas negativas.

Individuos com SNHL/ Perda de Audigdo Idiopatica: 50
Controlos de Doengas: 33
Individuos Saudéaveis Normais: 48

Reprodutibilidade

Os ensaios das amostras na série negativa, ndo conclusiva e positiva foram realizados para
determinar a reprodutibilidade qualitativa de teste para teste e de operador para operador.
Os resultados produziram um acordo qualitativo de 100%.

Reatividade Cruzada

Os controlos de doencas autoimunes foram reagidos para testar a potencial reatividade
cruzada dos ensaios, incluindo das populages de pacientes seguintes: doenga celiaca (5),
doenca do tecido conjuntivo positiva para anticorpos contra antigénios nucleares extraiveis
(12), tiroidite de Hashimoto (6), artrite reumatoide (5), e lGpus eritematoso sistémico (5).
Uma amostra de artrite reumatoide teve um resultado positivo, produzindo um valor positivo
de 3,3% nesta populacéo.

Interferéncia

A interferéncia foi estudada misturando o soro com resultados conhecidos de anticorpos
68 kD (hsp-70) com amostras de soro potencialmente interferentes e estudando o desvio
dos resultados previstos. N&do foi demonstrada qualquer interferéncia significativa que
influenciasse os resultados positivos para as substancias seguintes nos niveis indicados:
hemoglobina (2 g/L), bilirrubina (342 pymol/L), triglicéridos (25 mg/ml) e Fator Reumatoide
(100 EU/ml).
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