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IMTEC-ANA-LIA

Line Immuno Assay (LIA) zum Nachweis von
antinuklearen Antikérpern

(Nukleosome, dsDNA, Histone, SmD1, U1-
snRNP, SS-A/Ro 52, SS-A/Ro 60, SS-B/La, Scl70,
CENP-B, Jo-1 und P0)

Handelsform

ITC92000 24 Tests Komplette Testpackung
1TC92000-1 24 Tests Komplette Testpackung
ITC92000-2 24 Tests Komplette Testpackung
ITC92000-3 24 Tests Komplette Testpackung
1TC92000-4 24 Tests Komplette Testpackung
ITC92000-5 24 Tests Komplette Testpackung

Vor Beginn des Tests bitte die Arbeitsanweisung griindlich durchlesen

Verwendungszweck

IMTEC-ANA-LIA ist ein membran-gebundener indirekter Enzymimmunoassay
fir den qualitativen Nachweis von IgG-Klasse Autoantikdrpern gegen
Nukleosome, dsDNA, Histone, SmD1, U1-snRNP, SS-A/Ro 60, SS-A/Ro 52, SS-
B/La, Scl70, CENP-B, Jo-1 und ribosomalem P-Protein (PO) in humanem Serum
bzw. Plasma als Hilfe in der Diagnose von Kollagenosen. Dieser Assay ist
ausschlieBlich fiir den diagnostischen in-vitro Gebrauch bestimmt.

Antinukledre Antikorper (ANA) sind Autoantikorper unterschiedlicher Spezifitat,
die gegen Zellkernantigene gerichtet sind. Im Allgemeinen lassen sich ANA in
Antikérper gegen extrahierbare nukledre Antigene (ENA), nichtextrahierbare
nukledre Antigene und assoziierte zytoplasmatische Antigene unterteilen.

Der Nachweis von ANA- und ENA-Antikérpern ist besonders bedeutsam fiir die
Diagnose von Kollagenosen, so vor allem des systemischen Lupus
erythematodes (SLE) und der mit dieser Erkrankung eng assoziierten "mixed
connective tissue disease (MCTD)", sowie von anderen Erkrankungen des
rheumatischen Formenkreises.

Im Prinzip weist jede rheumatische Erkrankung ein charakteristisches ANA-

Antikorper-Profil auf. IMTEC-ANA-LIA wurde zum Nachweis solcher Antikorper-
Profile entwickelt.

Methode

Der Test basiert auf dem Prinzip des Line Immuno Assays (LIA). Nukledre und
assoziierte zytosolische Antigene werden als Linien auf eine Nitro-
zellulosemembran aufgetragen:

Antigene Antigene Antigen3 .
ITC92000 ITC92000-1 ITC92000-2 \dentitat
Nucleosome - Nucleosome nativ
dsDNA dsDNA - nativ
Histone - - nativ
SmD1 SmD1 SmD1 Peptid
U1-snRNP U1-snRNP U1-snRNP rekombinant
SS-A/Ro 60 SS-A/Ro 60 SS-A/Ro 60 nativ
SS-A/Ro 52 SS-A/Ro 52 SS-A/Ro 52 rekombinant
SS-B/La SS-B/La SS-B/La rekombinant
Scl70 Scl70 Scl70 rekombinant
CENP-B CENP-B - rekombinant
Jo-1 Jo-1 Jo-1 rekombinant
PO (RPP) - PO (RPP) rekombinant
Antigene Antigene Antigene
ITC9§000-3 ITC9§000-4 ITC9§OOO-5 \dentitat
SmD1 SmD1 SmD1 Peptid
U1-snRNP U1-snRNP U1-snRNP rekombinant
SS-A/Ro60kD SS-A/Ro60kD SS-A/Ro60kD nativ

- SS-A/Ro52kD rekombinant
SS-B/La SS-B/La SS-B/La rekombinant
Scl70 Scl70 Scl70 rekombinant

- CENP-B rekombinant
Jol Jol Jol rekombinant

PO - rekombinant

+++ Gesndert ++++ (1] - Bitte markierten Text sorgfaltig lesen! +++

Nach der Antigenbindung wird die Nitrozellulosemembran geblockt, um
unspezifische Antikdrperbindungen zu unterdriicken. Bei der Inkubation des
Streifens mit verdiinntem Patientenserum bzw. -plasma binden Antikorper der
Patientenprobe an die Antigene auf der Membran. Diese Antikérper werden mit
Hilfe eines human IgG spezifischen Sekundarantikérpers, der mit Peroxidase
markiert wurde, nachgewiesen. Nach Abstoppen der Reaktion werden
spezifische Antikdrper als braune Linien auf dem Streifen nachgewiesen.

Bestandteile
STRIP! 24 Teststreifen
Antigenbeschichtet (s. Tabelle), gebrauchsfertig
Farbcode:
ITC92000 Gelb
ITC92000-1  Rot
ITC92000-2  Pink
ITC92000-3  Sand
ITC92000-4  Altrosa
ITC92000-5 Cyan

DIL]LIA] 3Fl Pulver zum Ansatz von 30 ml Inkubationspuffer (blaue
Kappe)

20x] 50ml Waschpuffer (schwarze Kappe)

WBO03 Konzentrat (20x) fir 1 | Tris Puffer

CON 29ml| Konjugatlésung (weille Kappe)

anti-(human-1gG)-Konjugat, gebrauchsfertig

SUBJLIA 30 ml Substrat Losung
(schwarze Kappe), gebrauchsfertig

farblos bis blaulich

3,3, 5,5-Tetramethylbenzidin 1,2 mmol/|
Wasserstoffperoxid 2,4 mmol/|
STOP|LIA] 26 ml Stopplosung (rote Kappe
PP g pp
Schwefelsdure, gebrauchsfertig 0,1 mol/I
2 St Inkubationswanne

jelst. Pinzette, transparente Auswerteschablone,
Auswerteblatt, beidseitig klebendes Etikett zur
Streifenfixierung

Sicherheitshinweise

Reagenzien nicht einnehmen. Kontakt mit Augen, Haut und Schleimhaduten
vermeiden. Patientenproben sind als potentiell infektiés zu handhaben.
Entsprechend guter Laborpraxis sind Einwegschutzhandschuhe und
Schutzkleidung zu tragen.

Alle mit Patientenproben kontaminierte Materialien sind durch geeignete,
validierte MaRnahmen (autoklavieren, chemische Behandlung) zu inaktivieren.

STOPJ[LIA], kann die Augen, Haut und Schleimhiute reizen. Bei
Kontakt ausreichend mit Wasser spiilen und einen Arzt aufsuchen.

Haltbarkeit

Die Reagenzien sind bis zum angegebenen Verfallsdatum bei Lagerung
zwischen 2...8°C verwendbar.

Die verdiinnten Lésungen von [WASH] und sowie geoffnetes
sind bei 2...8°C 6 Wochen haltbar.
lichtgeschiitzt lagern.

Die Teststreifen wahrend der Inkubationen kontinuierlich schitteln.

Wichtige Hinweise A

[DILILIA], [WASH][20x] WBO03 und diirfen zwischen Chargen und

Testpackungen, die Komponenten mit identischer Reagenzienbezeichnung
enthalten, ausgetauscht werden.

Alle weiteren Reagenzien sind fiir die Testpackung spezifisch und dirfen nicht
mit anderen Chargen und Testpackungen ausgetauscht werden.

nicht mit Polystyren-GefaBen verwenden.

Eventuell auskristallisierte Salze des Waschpuffer-Konzentrates in Losung
bringen.

STRIP| nicht mit den Fingern beriihren, Pinzette verwenden.

STRIP| diirfen zwischen den Inkubationsschritten nicht austrocknen.
Verdiinnte Proben nach der [STRIP| Inkubation unbedingt entfernen, um
Kreuzkontamination zu vermeiden.

Probenmaterial

Serum und Plasma versetzt mit Antikoagulantien Citrat oder EDTA.

Hoch lipdmische, hamolytische und ikterische Proben nicht verwenden.

Die Proben kénnen bei 2..8°C bis zu 5 Tage aufbewahrt werden. Fiir eine
langere Lagerung miissen die Proben aliquotiert bei mindestens -20°C
eingefroren werden. Nur einmal einfrieren und auftauen. Aufgetaute Proben
miissen homogenisiert werden. Partikuldre Bestandteile sind durch
Zentrifugation oder Filtration zu entfernen.

Reagenzienvorbereitung

Vor Verwendung alle Reagenzien und Proben auf Raumtemperatur bringen.
Nichtverwendete Fldschchen bei 2...8°C aufbewahren.



Waschpufferlosung [WASH
1 Teil [WASH mit 19 Teilen destilliertem Wasser verdiinnen. [WASH

Inkubationspufferlésung

30 ml zu einer Flasche geben und gut mischen.
Testdurchfiihrung

Waschprozedur

Die Waschprozedur ist kritisch. Unzureichendes Waschen fiihrt zu schlechter
Prazision und falsch erhdhter Bandenintensitat.

W1: Flussigkeit vollstandig entfernen.

w2: hinzugeben und 5 Minuten unter Schiitteln inkubieren.

W3: Nach dem Waschen, Restfliissigkeit entfernen.

Pipettierschema

Die strikte Befolgung der Arbeitsvorschrift, insbesondere der Waschschritte,
ist wesentlich fiir die Zuverlassigkeit der Testergebnisse.

A Vor der Verwendung miissen alle Reagenzien und Proben auf
Raumtemperatur (RT) gebracht werden.
A Die Teststreifen wihrend der Inkubationen kontinuierlich schiitteln.
Probenvorbereitung:
Probenmaterial 1:101 mit Losung verdiinnen
(10 pl Serum + 1 m! [DILILA))
Schritt 1 Well [ml]

in die Inkubationswanne einlegen, -
Farbkodierung nach oben

Anfeuchten der Membran mit 1
Inkubation 1 min. bei RT
entfernen

Schritt 2
Verdiinnte Proben 1
Inkubation 30 min. bei RT

3 mal waschen wie beschrieben(s. W1 - W3)

Schritt 3
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Schritt 4
UB|LIA 1
nkubation 10 min. bei RT
entfernen
Schritt 5
Destilliertes Wasser hinzufiigen 1
Inkubation 1 min. bei RT

[%)
=

Destilliertes Wasser entfernen

STOP[LIA] 1

Inkubation 5 min. bei RT

STOP[LIA] entfernen

STRIP] vollstandig trocknen

Automation

Der IMTEC-ANA-LIA ist fiir die Abarbeitung auf offenen Blot Automaten
geeignet. Applikationen sind vor einer diagnostischen Anwendung zu
validieren. Zur automatischen Interpretation der LIA Streifen verwenden Sie
HumaScan ([REF] ITC02850)

Testbeurteilung

Der Testlauf gilt als valide, wenn die Ergebnisse folgende Kriterien fiir jeden

STRIP| erfiillen:

e Ein ordnungsgemaRer Testablauf wird durch die sichtbare Funktions-
kontrolle angezeigt.

¢ Die Grenzwertkontrolle ist ebenfalls sichtbar.

e Intensitat Funktionskontrolle > Grenzwertkontrolle

Interpretation der Ergebnisse

Den getrockneten auf dem Auswerteblatt fixieren und die Referenzlinie
auf dem |[STRIP| mit der Referenzlinie auf dem Auswerteblatt zur
Ubereinstimmung bringen.

Die beiliegende Auswerteschablone an die Referenzlinie anlegen.

Die Interpretation der Testergebnisse erfolgt ausschlieBlich anhand der
Grenzwertkontrolle auf dem betrachteten [STRIP|.

Der Test wird als negativ bewertet, wenn keine Bande zu erkennen ist, bzw. die
aufgetretene Bande eine geringere Intensitdit im  Vergleich zur
Grenzwertkontrolle aufweist.

Der Test wird als grenzwertig bewertet, wenn sich die Intensitat einer
aufgetretenen Bande nicht signifikant von derjenigen der Grenzwertkontrolle
unterscheidet. Im Falle eines grenzwertigen Ergebnisses wird die Wiederholung
des Tests mit einer neuen Probe empfohlen.

Der Test wird als positiv bewertet, wenn eine aufgetretene Bande eine starkere
Anfarbung im Vergleich zur Grenzwertkontrolle aufweist.

Tragen Sie anschlieRend die Testergebnisse auf dem Auswertungsblatt ein.

Grenzen des Verfahrens

Ein positives Ergebnis muss in Verbindung mit einer klinischen Beurteilung und
anderer diagnostischer Verfahren gesehen werden. Die mit diesem Test
erzielten Werte sind nur zur Unterstiitzung der Diagnose gedacht.

Die Farbintensitat der Banden muss nicht mit dem Antikérpertiter einer Probe
libereinstimmen, die mit Referenzmethoden bestimmt wurde. Auch Proben
von offensichtlich gesunden Personen kénnen Autoantikérper enthalten.

Enthalt die Probe erhdhte Konzentrationen an Immunkomplexen oder anderen
Immunglobulin-Aggregaten, kénnen falsch positive Ergebnisse durch
nichtspezifische Bindungen nicht ausgeschlossen werden.

Hinweis

Auf die Einhaltung blicher GLP-Anforderungen sollte immer geachtet werden
(*). Die Beurteilungskriterien fir den Test mussen erfullt sein.

(*Es ist z.B. zu achten auf: Richtiges und sorgféltiges VerschlieRen der Flaschchen / Entnahme
nur der fiir den jeweiligen Lauf benétigten Mengen aus der Vorratslosung, sofern die
Reagenzien mit kontaminierenden Lésungen, z.B. Patientenproben, in Berlihrung kommen
kénnten / Umgehende Riickfiihrung der Vorratslésung in die 2...8°C-Kiihlung.)

Leistungsdaten des Testes
Typische Leistungsdaten sind im Verification Report zu finden, zugédnglich tiber

www.human.de/data/gb/vr/el-92000.pdf oder
www.human-de.com/data/gb/vr/el-92000.pdf.

Wenn die Leistungsdaten nicht iiber das Internet zuganglich sind, stellt sie
unser lokaler Distributor kostenlos zur Verfiigung.

Sicherheitshinweise

[STOP] Achtung

H315 Verursacht Hautreizungen.

H319 Verursacht schwere Augenreizung.

DIL]LIA] [WASH][20x] [SUBJLIA] [STOP]

P234 Nur im Originalbehélter aufbewahren.

P260 Staub/Rauch/Gas/Nebel/Dampf/Aerosol nicht einatmen.

P262 Nicht in die Augen, auf die Haut oder auf die Kleidung gelangen lassen.
P281 Vorgeschriebene personliche Schutzausriistung verwenden.
P303+P361+P353 BEl BERUHRUNG MIT DER HAUT (oder dem Haar): Alle
kontaminierten Kleidungsstiicke sofort ausziehen. Haut mit Wasser
abwaschen/duschen.

P305+P351+P338 BEI KONTAKT MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang
behutsam mit Wasser spiilen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach
Méglichkeit entfernen. Weiter spiilen.

P337+P313 Bei anhaltender Augenreizung: Arztlichen Rat einholen/arztliche
Hilfe hinzuziehen.

P401 GemaR ortlicher/regionaler/nationaler/internationaler Vorschrift lagern.
P501 Entsorgung des Inhalts / des Behalters gemaR den ortlichen / regionalen /
nationalen/ internationalen Vorschriften.
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