Anticorps anti-antigénes nucléaires solubles (ENA) ELISA
AMENARINI ENCART DU PRODUIT

diagnostics 37816 Test Anticorps Anti-ENA (Sm/RNP) 96 Tests
37815 Test Anticorps Anti-ENA (Sm) 96 Tests
37814 Test Anticorps Anti-ENA (SS-A (Ro)) 96 Tests
37794 Test Anticorps Anti-ENA (SS-B (La)) 96 Tests
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USAGE PREVU

Tests de dosage enzymatique par la méthode ELISA, destiné a la détection et la quantification des anticorps IgG
des antigénes nucléaires solubles (ENA) [RNP, Sm, SS-A (Ro), ou S-B (La)] dans le sérum humain. Les anticorps
anti-Sm constituent une aide pour le diagnostic du lupus érythémateux systémique (SLE). Les anticorps RNP
constituent une aide pour le diagnostic de connectivité mixte (MCTD) et du SLE. Les anticorps SS-A (Ro) et SS-B
(La) constituent une aide pour le diagnostic du lupus érythémateux systémique (SLE), du lupus érythémateux
cutané subaigu (SCLE) et du syndrome de Sjogren.

RESUME ET EXPLICATION

Les antigénes nucléaires solubles (ENA) sont des complexes ribonucléoprotéines solubles (snurps). Les auto-
anticorps dirigés contre divers antigénes nucléaires solubles (ENA) se sont montrés utiles dans le diagnostic et
le contrOle de diverses maladies du tissu systémique connectif. Les anticorps anti-Sm sont spécifiques de la
maladie et représentent donc un marqueur pour le lupus érythémateux systémique (SLE). Les anticorps anti-
Sm apparaissent chez approximativement 30-40% des patients atteints de SLE. IIs sont rares dans les autres
maladies du tissu conjonctif systémique et, s’ils sont présents, ils indiquent des formes de chevauchement ou
des patients qui n'ont pas encore répondu aux critéres ARA (American Rheumatism Association) pour le SLE™®.
D’autres anticorps tels que ceux qui sont dirigés contre SS A (Ro), SS-B (La) et RNP ne sont pas spécifiques
de la maladie. Les anticorps anti-RNP (ribonucléoprotéine) se manifestent chez 35-45% des patients atteint de
SLE et chez 95% des patients atteints de connectivité mixte (MCTD). Parfois, ils apparaissent également dans
la sclérodermie, la polyarthrite rhumatoide et le lupus érythémateux induit par des médicaments'®. Les patients
présentant des anticorps anti-RNP présentent une incidence plus basse d’affections rénales par rapport aux
patients avec des anticorps anti-Sm. Les anticorps de SS A (Ro) et SS-B (La) se manifestent respectivement
chez approximativement 30-40% et 10-15% des patients atteints de SLE et 60-70% et 40-60% des patients
atteints du syndrome de Sjogren. Les anticorps de SS-B (La) se manifestent plus frequemment en association
avec des anticorps SS A (Ro).

Les anticorps anti-SS A (Ro) se manifestent également chez 60% des patients avec lupus érythémateux subaigu,
dans presque tous les cas de LE néo-natal et chez les deux-tiers des malades SLE avec déficit en C2%-13,

Ces anticorps peuvent étre détectés par plusieurs méthodes. A cause des difficultés qui se posent pour obtenir
des antigénes ENA sous forme purifiée, la méthode de l'immunodiffusion sur gel a été largement utilisée.
L'immunodiffusion montre une spécificité suffisante mais représente une méthode qualitative et manque de
sensibilité. A. Menarini Diagnostics S.r.I. met a disposition des antigénes ENA sous forme hautement purifiée et a
développé une méthode ELISA pour la détection des anticorps des antigenes nucléaires solubles. La méthodologie
ELISA présente de nombreux avantages par rapport a I'immunodiffusion : les temps de réalisation de I'essai sont
diminués, la subjectivité individuelle au cours de la lecture des résultats est éliminée, la quantification est effectuée
sans titrage du sérum, il existe un potentiel d’automatisation et une plus grande sensibilité est garantie'.

PRINCIPE DE LA METHODE

L'essai estexécuté sous la forme d’'une méthode immuno-enzymatique (solid phase enzyme labeled immunosorbent
assay - ELISA) Des microplaques a puits sont enduites d’antigenes RNP/Sm, Sm, SS-A (Ro) ou SS-B (La),
suivi par un blocage des sites inaltérés pour réduire I'agglutination non-spécifique. Les régulateurs, les étalons
et les échantillons de sérum des patients sont incubés dans les puits enduits d’antigéne qui permettent aux
anticorps spécifiques anti-antigeénes nucléaires solubles (ENA) qui sont présents dans le sérum de s’agglutiner.
L'anticorps non agglutiné et les autres protéines du sérum sont éliminés en nettoyant les puits des microplaques.
Les anticorps agglutinés sont détectés par un conjugué d’anticorps a marquage enzymatique pour I'lgG humain
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ajouté aux puits. Le conjugué non-agglutiné est éliminé par lavage. La phosphatase alcaline et son substrat
spécifique (pNPP) sont ensuite ajoutés aux puits et la présence d’anticorps est détectée par un changement de
couleur engendré par la conversion de substrat. La réaction est arrétée et I'intensité du changement de la couleur,
qui est proportionnelle a la concentration d’anticorps, est lue par un spectrophotométre a 405 nm. Les résultats
sont exprimés en unités ELISA (EU)/ml.

Dans le test RNP, un antigene Sm/RNP est utilisé pour enduire les puits dans la mesure ou I'antigéne RNP s’est
révélé associé avec l'antigene Sm. Par conséquent, pour calculer 'EU/mI pour RNP, 'EU/mI de Sm pour ce
méme échantillon du sérum doit étre déterminé 37815) et cette valeur est soustraite au EU/ml obtenu avec
le kit de test RNP ([REF] 37876).

REACTIFS
Stockage et Préparation
Entreposer tous les réactifs a 2°-8°C. Ne pas congeler.

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

Les bandes des microplaques a puits enduites sont destinées a étre utilisées une fois seulement.

Quand elle est entreposée a 2-8°C, la solution de lavage reconstituée est stable jusqu’a la date d’expiration de
I'équipement. Reconstituer la solution de lavage en 1 litre avec de 'eau distillée ou de I'eau désionisée.

Précautions

Destiné a un usage diagnostique in vitro Tous les composants humains dérivés utilisés ont été testés pour HBsAg,
HCV, HIV 1 et 2 et HTLV et se sont révélés négatifs sur la base des tests qui sont exigés par 'administration FDA.
Cependant, les dérivés du sang humains et les spécimens des patients doivent toujours étre considérés comme
étant potentiellement infectieux. Il faut appliquer de bonnes pratiques de laboratoire au cours du stockage, de la
distribution et de la manipulation de ce matériel™.

AVERTISSEMENT - L'azide de sodium (NaN,) peut réagir avec les tuyauteries en plomb et en cuivre pour former
des azides de métal qui sont trés explosifs. Au moment de I'élimination des liquides, rincer avec de grands volumes
d’eau afin de prévenir l'intensification de I'azide. L' azide de sodium peut étre toxique en cas d’ingestion. En cas
d’ingestion, il faut immédiatement signaler I'accident au directeur du laboratoire ou au centre antipoison.

Les instructions doivent étre suivies exactement dans I'ordre dans lequel elles sont fournies dans la présente
brochure de I'’équipement pour garantir 'obtention de résultats valables. Il ne faut pas échanger les composants de
I'équipement avec d’autres provenant d’autres sources si ce n’est ceux qui portent le méme numéro de catalogue
d’A. Menarini Diagnostics S.r.l.. Il faut respecter de bonnes pratiques de laboratoire pour limiter la contamination
microbienne et la contamination croisée des réactifs au moment de la manipulation. Ne pas utiliser aprés la date
de péremption indiquée sur I'étiquette.

Matériel fourni

Menarini™ Test Anticorps Anti-ENA (Sm/RNP) 37816

Menarini™ Test Anticorps Anti-ENA (Sm) 37815

Menarini™ Test Anticorps Anti-ENA (SS-A (Ro)) 37814

Menarini™ Test Anticorps Anti-ENA (SS-B (La)) 37794

Les kits contiennent les réactifs suffisants pour exécuter 96 tests chacun.

12x 8 [ MICROPLATE | ENA | I\Ellli\lt;r\o-lamelle avec micropuits individuels, revétus d’antigéne

1x1.5ml [CALIBRATOR|A[ENA|*t Etalon A (couvercle vert), prét a 'emploi. Contient sérum humain
positif anticorps anti- ENA.
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1x1.5ml |CALIBRATOR|B|ENA |*t Etalon B (couvercle violet), prét a 'emploi. Contient sérum humain
positif anticorps anti- ENA.

1x1.5ml |CALIBRATOR|C|ENA |*t Etalon C (couvercle bleu), préta l'emploi. Contient sérum humain
positif anticorps anti- ENA.

1x1.5ml |[CALIBRATOR|D|ENA|*t Etalon D (couvercle jaune), prét a 'emploi. Contient sérum humain
positif anticorps anti- ENA.

1x1.5ml |CONTROL |+|ENA|*t Contréle positif (couvercle rouge), prét a I'emploi. Sérum humain
contenant des anticorps anti-ENA.

1x1.5ml [CONTROL]-|* Contréle négatif (couvercle blanc), prét a 'emploi. Contient sérum
humain.

1x12 ml ||_gG_CONJ | ALKPHOS |* 1 Conjugué Alk. phos. anti-lgG humaines. Code couleur rose.

1 x 60 ml * Diluant pour sérum prét a 'emploi. Code couleur bleue.
1x12ml [ SUBSTRATE |* Substrat enzymatique prét a 'emploi. Contient du pNPP. Protéger

de la lumiére.

1x12ml | STOP Solution d’arrét préte a 'emploi.

2 x Tampon de lavage en poudre. Reconstituer pour 1 litre/flacon.

* Contient < 0.1 % NaN,

T Les kits contiennent les micro-lamelles recouvertes d’antigéne et les contrdles positifs pour les anticorps et les
étalons. Au lieu de “ENA” sur les étiquettes, apparait I'antigéne spécifique ou I'anticorps: “Sm/RNP” pour
37816, “Sm” pour 37815, “SS-A” pour 37814 et “SS-B” pour 37794.

Symboles utilisés sur les étiquettes:

Numéro de lot

Numéro de référence catalogue
A utiliser avant

Température de conservation
Lire les instructions d’utilisation

Pour usage diagnostique In vitro

Fabricant

4R FB ~x[f

Nombre de tests

Matériel nécessaire mais non fourni
e Eau distillée ou désionisée

+ Pissette en plastique pour contenir la solution de lavage diluée ou dispositif de lavage de microplaques
automatique en mesure de dispenser 200 pl

Pipettes en mesure de délivrer de 5 ul a 1000 ul

Bouchons de pipette jetables

«  Eprouvettes de test propres 12 x 75 mm et porte-éprouvettes
+  Compte-minutes

» Serviettes de papier absorbant
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Lecteur de microplaque en mesure de lire des valeurs d’absorption a 405 nm. Si un lecteur de microplaque a
double longueur d’onde est disponible, le filtre de référence doit étre placé a 600-650 nm.

RECOLTE DES SPECIMENS ET MANIPULATION

Seuls des spécimens de sérum doivent étre utilisés dans cette procédure. Des spécimens grossierement
hémolysés, lipémiques ou atteints de contamination microbienne peuvent avoir une influence sur les résultats de
I'essai et ne devraient pas étre utilisés. Entreposer les spécimens a 2 - 8°C pendant un laps de temps qui ne doit
pas dépasser une semaine. Dans le cas d’un stockage plus long, les spécimens de sérum doivent étre congelés.
Eviter des congélations et des décongélations répétées des échantillons.

PROCEDURE

Notes de procédure

Avant de commencer 'essai, il faut lire avec soin la brochure qui accompagne le produit.

Conserver les spécimens de sérum et les réactifs de test a une température ambiante avant d’entreprendre la
procédure de test. Remettre immédiatement tous les spécimens inutilisés et les réactifs au réfrigérateur apres
usage.

Toutes les dilutions des échantillons des patients doivent étre préparées avant de commencer le test.

Le recours a une bonne technique de lavage s’avére fondamentale. Si le lavage est réalisé manuellement, il
est fait de maniére adéquate en dirigeant un flux puissant de solution de lavage avec un flacon-laveur a pointe
large a travers toute la microplaque. On conseille de recourir a un dispositif automatique de lavage de la
microplaque.

Utiliser une pipette multicanaux en mesure de délivrer simultanément sur 8 puits. Cela accélére le processus
et permet d’obtenir une période d’incubation plus constante.

A chaque étape, un contrdle soigneux du chronométrage s’avére important. Le début des périodes d’incubation
commence quand 'addition du réactif a eu lieu.

L’addition de tous les échantillons et des réactifs devrait avoir lieu au méme taux et selon la méme
séquence.

Enlever les bandes des microplaques a puits nécessaires du sachet et refermer avec soin le sachet afin de
prévenir la condensation dans les puits inutilisés. Remettre immédiatement le sachet dans le réfrigérateur.

Méthode de test

Etape 1 Laisser tous les réactifs atteindre la température ambiante.

Etape 2 Etiqueter la feuille de protocole pour indiquer le placement de I'’échantillon dans les puits. Une bonne
pratique de laboratoire consiste a traiter les échantillons en double.

Etape 3 Pour une détermination qualitative, utiliser seulement I'Etalon Bas D prét a 'emploi (flacon avec
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couvercle jaune).
ou Pour un dosage semi-quantitatif, utiliser les Etalons A a D préts a 'emploi comme montré dans le
schéma d’échantillon figurant ci-dessous.

DETERMINATION SEMI-QUANTITATIVE

DETERMINATION QUALITATIVE
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Etape 4 Préparer une dilution 1:101 de spécimen patient en pipetant 5yl de sérum dans 0.5 ml de diluant de
sérum. Bien mélanger.

Etape 5 Enlever les microplaques a puits nécessaires du sachet et remettre les bandes inutilisées dans le
sachet scellé au réfrigérateur. Placer solidement les microplaques a puits dans le support fourni
comme accessoire.

Etape 6 Pipeter 100 pl d’étalon prét a I'emploi, de régulateur positif et négatif et d’échantillons patients dans
les puits appropriés comme dans le schéma de I'échantillon ci-dessus.
Note : Inclure un puits qui contient 100 pl du diluant de sérum a titre de réactif blanco. Mettre a zéro
le lecteur ELISA sur le réactif a blanc. L’absorption du réactif blanco ne doit pas étre supérieure a 0,3
quand elle est mesurée contre l'air.

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

Etape 8 Laver 4x avec de la solution de lavage. En cas de lavage manuel, remplir chaque puits avec de la
solution de lavage reconstituée. Eliminer le fluide en renversant et en tapotant le contenu de chaque
puits ou en aspirant le liquide de chaque puits. Pour absorber a la fin du dernier lavage, renverser
les bandes et tapoter vigoureusement les puits sur les serviettes de papier absorbant. Dans le cas de
dispositifs de lavage automatiques, programmer le dispositif de lavage en suivant les instructions du
fabricant.

Etape 9 Pipeter 100 ul de Conjugué dans les microplaques a puits.
Etape 10  Incuber pendant 30 minutes (+ 5 min) a température ambiante.
Etape 11  Laver tous les puits comme décrit dans I'étape 7.

Etape 12  Pipeter 100 pl de substrat d’enzyme dans chaque puits dans le méme ordre et chronométrage que
pour le conjugué.

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

Etape 14  Pipeter 100 pl de solution d’arrét dans chaque puits en ayant recours au méme ordre et au méme
chronométrage que pour I'addition du substrat d’ enzyme. Lire les taux d’absorption dans un laps de
temps de 1 heure aprés I'addition de la solution d’arrét.

Etape 15 Lire I'absorption de chaque puits a 405 nm en utilisant un lecteur de microplaques a simple ou a double
longueur d’'onde 405/630nm par rapport au réactif blanco programmé sur une absorption zéro.

Contréle de qualité

Des étalons, des régulateurs positif et négatif et un réactif blanco doivent étre utilisés lors de chaque test pour
vérifier I'intégrité et I'exactitude du test. La lecture de I'absorption du réactif blanco doit étre inférieure a 0,3
L’étalon A doit présenter une mesure de I'absorption qui ne doit pas étre inférieure a 1,0, sans quoi le test doit étre
recommencé. Le contrble négatif doit étre inférieur a 20 EU/mI. Si le test est effectué en double, la moyenne des
deux lectures doit étre prise pour déterminer EU/mI Quand on procéde aux dosages qualitatifs, I'absorption due
I'Etalon D doit étre supérieure a celle du régulateur négatif et inférieure a I'absorption du régulateur positif. Pour
les dosages semi-quantitatifs, le régulateur positif doit fournir des valeurs dans la plage figurant sur le flacon.

RESULTATS

Calculs

Les concentrations des échantillons patients peuvent étre déterminées par I'une ou lautre de ces deux
méthodes :
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1. DOSAGE QUALITATIF

Abs. de I’échantillon d’essai

X EU/ml de I’étalon D = EU/ml échantillon d’essai
Abs. de I’étalon

2. DOSAGE SEMI-QUANTITATIF

Relever I'absorption des Etalons A a D par rapport a leur concentration respective sur un papier quadrillé linéaire-
linéaire. Relever la concentration en EU/ml sur 'axe des abscisses contre I'absorption sur 'axe des ordonnées et
tracer la courbe optimale. Déterminer les concentrations des échantillons patients de la courbe par rapport a sa
valeur d’absorption correspondante.

O.D. @ 405/630nm
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Les étalons préts a I'emploi sont inclus pour fournir la semi-quantification et doivent étre utilisés a chaque
opération. Les échantillons patients qui contiennent les niveaux d’anticorps les plus élevés peuvent produire des
taux d’absorption plus élevés que ceux de I'étalon A. Pour déterminer des valeurs semi-quantitatives précises,
ces échantillons de sérum doivent en outre étre dilués, de telle maniére qu’elles s’inscrivent dans la plage de la
courbe de I'étalon quand on refait le test. Pour la détermination EU/mI, multiplier les unités obtenues par le facteur
de dilution.

Interprétation

Ce qui figure ci-dessous sert uniquement comme guide pour l'interprétation des résultats. Chaque laboratoire doit
déterminer ses propres valeurs normales. Celles-ci peuvent varier en fonction de la population examinée.

Valeur anti-ENA EU/ml Interprétation

<20 EU/ml Négatif
20-25 EU/ml Indéterminé (cas limite)
>25 EU/mI Positif

LIMITES DE LA PROCEDURE

Le test Menarini™ anti-ENA ne devrait pas étre exécuté sur des échantillons grossierement hémolysés, contaminés
du point de vue microbien ou lipémiques. Cette méthode doit uniquement étre utilisée pour le test d’échantillons de
sérum humain. Un diagnostic ne devrait pas étre fait en se basant uniquement sur le test ELISA.

VALEURS ATTENDUES

L'incidence des anticorps ENA dans plusieurs maladies du tissu conjonctif systémique est résumée dans le tableau
suivant :
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Isotype anticorps Association maladie

Sm
RNP

SS-A (Ro)

SS-B (La)

SLE - 10-40%

SLE - 20-30%

MCTD - 95-100%

SLE - 15-33%

SCLE - 60%

Lupus érythémateux néo-natal
- 100%

Syndrome de Sjogren - 40-70%
SLE - 10-15%

SCLE - 25%

Syndrome de Sjogren’- 15-60%

SLE = Lupus érythémateux systémique
MCTD = connectivité mixte
SCLE = Lupus érythémateux cutané subaigu

littérature®. L'incidence varie selon la population des patients.
DONNEES DE RENDEMENT

Les tests Menarini™ anticorps anti-ENA [Sm, RNP, SS-A (Ro) ou SS-B (La)] ont été comparés avec d’autres kits
de test ELISA. Un total de 67 sérums d’un laboratoire clinique de référence ont été identifiés par immunodiffusion

comme étant positifs ou négatifs pour les anticorps anti-RNP, anti-Sm, anti-SS A (Ro) ou anti SS-B (La).

La fréquence de la spécificité de chaque anticorps dans une maladie représente une compilation de la

Ces sérums ont été testés d’apres la procédure recommandée par le fabricant. Les résultats sont repris dans les
tableaux suivants :

Comparaison des méthodes ELISA pour la détection d’anticorps des antigeénes nucléaires solubles (ENA)

Pl14126 CEI M.indd 30

Positive
AUTRES Negative
Total

Accord : 92%
Sensibilité : 100%
Spécificité : 90%

Positive
AUTRES Negative
Total

Accord : 90%
Sensibilité : 75%
Spécificité : 91%

Menarini™ RNP

Positive Negative Total
0 11
46 51
46 62

Menarini™ Sm

Positive Negative Total
1 4
53 58
54 62
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Menarini™ SS-A (Ro)
Positive Negative Total
Positive 25 1 26
AUTRES Negative 9 27 36
Total 34 28 62

AUTRES

Accord : 84%
Sensibilité : 96%
Spécificité : 75%

Menarini™ SS-B (La)

Positive Negative Total
Positive 14 1 15
Negative 5 42 47
Total 19 43 62

Accord : 90%
Sensibilité : 93%
Spécificité : 89%%

Selon la concentration de la substance a analyser le coefficient de variation intra-essai (CV) pour le test anticorps
anti TENA Menarini™ est 4-11%. Le CV inter-essai est 4-10%.
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ELISA para Anticorpos contra Antigénios Nucleares Extraiveis (ENA)

FOLHETO DO PRODUTO
AMENARINI

diagnostics 37816 Teste de Anticorpos Anti-ENA (Sm/RNP) 96 Determinacées
37815 Teste de Anticorpos Anti-ENA (Sm) 96 Determinagbes
37814 Teste de Anticorpos Anti-ENA (SS-A [Ro]) 96 Determinacées
37794 Teste de Anticorpos Anti-ENA (SS-A [La]) 96 Determinagdes
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APLICAGAO

Exames de imunoabsorgdo enzimatica para a detecgdo e quantificagdo de anticorpos IgG contra antigénios
nucleares extraiveis (ENA) [RNP, Sm, SS-A (Ro), ou SS-B (La)] em soro humano. Os anticorpos Sm ajudam no
diagnéstico de lupus eritematoso sistémico (LES). Os anticorpos RNP ajudam no diagnéstico da doenga mista
do tecido conjuntivo (DMTC) e LES. Os anticorpos SS-A (Ro) e SS-B (La) ajudam no diagndstico de LES, Lupus
eritematoso cutaneo subagudo (LECS) e sindroma de Sjogren.

DESCRIGAO E EXPLICAGAO

Os ENA sado compostos de ribonucleoproteina soluvel (“snurps”). Os auto-anticorpos dirigidos contra diversos
ENA provaram ser de valor no diagndstico e monitorizacao de diversas doencgas sistémicas do tecido conjuntivo.
Os anticorpos Anti-Sm sao especificos da doenga e portanto sdo marcadores de Lupus eritematoso sistémico
(LES). Os anticorpos a Sm apresentam-se em aproximadamente 30 a 40% dos doentes de LES. Esses s&o raros
noutras doencgas sistémicas do tecido conjuntivo e, se presentes, indicam sobreposi¢cdo da doenga ou doentes
gue ainda ndo correspondem aos critérios ARA para LES™. Outros anticorpos como os dirigidos contra SS-A
(Ro), SS-B (La) e RNP n&o sao especificos da doencga. Os anticorpos anti-RNP aparecem em 35 a 45% dos
doentes de LES e em mais de 95% dos doentes com doenga mista do tecido conjuntivo (DMTC). Ocasionalmente
também podem ser encontrados em esclerodermia, artrite reumatoide e LE provocado por medicamentos™®. Os
doentes com anticorpos anti-RNP tém uma menor incidéncia de patologia renal em comparag¢do com os doentes
com anticorpos anti-Sm. Os anticorpos a SS-A (Ro) e SS-B (La) apresentam-se em aproximadamente 30 a 40%
e 10 a 15% de doentes LES e em 60 a 70% e 40 a 60% de doentes com a sindroma de Sjogren, respectivamente.
Os anticorpos a SS-B (La) apresentam-se frequentemente em associagdo com os anticorpos SS-A (Ro).

Os anticorpos a SS-A (Ro) também se apresentam em 60% dos doentes com LE cutdneo subagudo, em quase
todos os casos de LE neonatal e em dois tergcos dos doentes de LES com deficiéncia de C2 %13,

Estes anticorpos podem ser detectados por varios métodos. Em virtude das dificuldades na obteng¢ao de antigénios
ENA em forma pura, tem sido muito utilizado o método de imunodifusdo em gel. A imunodifusdo apresenta uma
especificidade suficiente mas é um método qualitativo e perde em sensibilidade. A A. Menarini Diagnostics S.r.l.
tem a disposigdo antigénios ENA numa forma altamente purificada e desenvolveu um método ELISA para a
detecgdo de anticorpos ENA. A metodologia ELISA tem numerosas vantagens em relagdo a imunodifusido: os
tempos de exame sao reduzidos, é eliminada a subjectividade individual na leitura dos resultados, a quantificagao
é obtida sem a titulagdo do soro, tem potencial de automatizacao e obtém-se uma maior sensibilidade™.

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

O teste é executado como imunoensaio de absorgdo enzimatica de fase sélida. Os micropogos séo revestidos
com antigénios RNP/Sm, Sm, SS-A (Ro) ou SS-B (La) purificados seguidos por um bloqueio dos locais ndo
reactivos para reduzir a ligagdo n&o especifica. Os controlos, os calibradores e as amostras de soro do doente
sdo incubados nos pogos revestidos com antigénio o que permite a ligacdo especifica dos anticorpos anti-
ENA presentes no soro. Os anticorpos que ndo se ligaram e as outras proteinas do soro sédo eliminados com
a lavagem dos micropog¢os. Os anticorpos que se ligaram s&o detectados juntando um conjugado de IgG anti-
humana marcado com enzima aos po¢os. O conjugado que n&o se tiver ligado € eliminado por lavagem. Depois
junta-se aos micropog¢os um substrato enzimatico especifico (pNPP) e a presenca de anticorpos é detectada por
uma alteragao de cor provocada pela conversao do substrato pNPP. A reaccgéo é interrompida e a intensidade
de alteragao da cor, a qual é proporcional a concentracdo de anticorpos, é lida por um espectrofotémetro. Os
resultados s&o apresentados em unidades ELISA (UE)/ml.

No teste RNP é usado um antigénio Sm/RNP para revestir os micropogos pois o antigénio RNP encontra-se
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associado ao antigénio Sm. Portanto, para calcular as UE/ml de RNP, devem ser determinadas as UE/ml de

Sm na mesma amostra de soro 37815) e este valor subtraido as UE/ml obtidas com o kit de teste RNP
37816).

REAGENTES
Conservagao e Preparagéao
Conserve todos os reagentes entre 2 e 8 °C. Nao congele.

N&o utilize o reagente se ndo estiver limpido ou se apresentar precipitacdo. Os reagentes devem estar todos a
temperatura ambiente (20-25 °C) no momento da utilizagao.

As tiras de micropogos revestidas s6 devem ser utilizadas uma vez.

Quando é conservado entre 2 e 8 °C, o tampéao de lavagem reconstituido permanece estavel até a data de
validade indicada no kit. Reconstitua o tamp&o de lavagem com agua destilada ou desionizada.

Precaucoées

Para uso em diagndstico in vitro. Todos os componentes de origem humana utilizados foram testados contra
HBsAg, VHC, VIH-1 e 2 e HTLV-I, e apresentaram resultados negativos pelos testes requeridos pela FDA. Contudo,
os derivados de sangue humano e de amostras de doentes devem ser considerados potencialmente infecciosos.
Respeite as normas laboratoriais em matéria de conservacao, distribuicdo e eliminacdo desses materiais™.

ATENCAO - a azida de sodio (NaN,) pode reagir com as tubagens de cobre ou chumbo para formar azidas
metalicas muito explosivas. Na eliminagdo de liquidos, junte quantidades abundantes de agua para evitar a
formacao de azidas. A azida de sdodio pode ser toxica se for ingerida. Se ingerida, informe imediatamente o
director do laboratério ou o Centro Anti-Venenos.

As instru¢des devem ser seguidas exactamente como estéo indicadas no folheto do kit para assegurar resultados
validos. Nao misture componentes do kit com componentes de outras origens que nao sejam do mesmo
numero de catalogo da A. Menarini Diagnostics S.r.l.. Respeite as normas em vigor em matéria de processos
laboratoriais para minimizar as possibilidades de contaminagdo microbiana ou quimica dos reagentes durante o
seu manuseamento. Nao use apds a data de validade indicada no rétulo.

Materiais fornecidos

Teste de Anticorpos Anti-ENA (Sm/RNP) Menarini™ 37816
Teste de Anticorpos Anti-ENA (Sm) Menarini™ 37815

Teste de Anticorpos Anti-ENA (SS-A [Ro]) Menarini™ 37814
Teste de Anticorpos Anti-ENA (SS-A [La]) Menarini™ 37794

Cada kit contém reagentes suficientes para executar 96 determinacgdes.

12x 8 | MICROPLATE | ENA | Microplaca com micropogos individuais destacaveis revestidos
com antigénio ENA.

1x1.5ml |CALIBRATOR|A|ENA |*t Calibrador A pronto a usar (tampa verde). Soro humano contendo
anticorpos para ENA.

1x1.5ml |[CALIBRATOR|B|ENA|*t  Calibrador B pronto a usar (tampa violeta). Soro humano
contendo anticorpos para ENA.

1x1.5ml |CALIBRATOR|C|ENA |*t Calibrador C pronto a usar (tampa azul). Soro humano contendo
anticorpos para ENA.
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1x1.5ml |[CALIBRATOR|D|ENA|**  Calibrador D pronto a usar (tampa amarela). Soro humano
contendo anticorpos para ENA.

1x1.5ml |CONTROL |+|ENA|*t Controlo positivo pronto a usar (tampa vermelha). Soro humano
contendo anticorpos anti-ENA.

1x1.5ml | CONTROL . * Controlo negativo pronto a usar (fampa branca). Contém soro
humano.

1x12 ml mG-CONJ | ALKPHOS |* U Conjugado anti-humano com fosfatase alcalina pronto a usar.

Cor-de-rosa.

1x60 ml * Diluente de soro pronto a usar. Cor azul.

1x12ml | SUBSTRATE |* Substrato enzimatico pronto a usar. Contém pNPP. Proteger da
luz.

1x12 ml STOP Solugao de paragem pronta a usar.

2x Tampao de lavagem em pé. Reconstituir cada unidade em um

litro.

* Contém < 0,1% NaN,

T Os kits contém componentes com microplacas revestidas com antigénios adequados, controlo positivo para
anticorpos e calibradores. Nos rétulos, aparece o antigénio ou anticorpo especifico em substituicdo de “ENA”:

“Sm/RNP” para 37816, “Sm” para 37815, “SS-A” para 37814 e “SS-B” para 37794.

Simbolos utilizados nos rétulos:
Numero de lote

Numero de catalogo

Prazo de validade

Temperatura de armazenamento
Ler as instrugdes de utilizagao
Utilizagao em diagnéstico in vitro

Fabricante

4R [P == [F[

Numero de testes
Materiais necessarios mas nao fornecidos
«  Agua destilada ou desionizada

* Frasco de esguicho para o tampéao de lavagem diluido ou lavador automatico de microplacas com a capacidade
de 200 pl

Pipetas para 5 a 1000 pl

» Pontas de pipetas descartaveis
*  Tubos de ensaio limpos 12 x 75 mm e suporte para tubos de ensaio
*  Temporizador

« Papel absorvente
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Leitor de microplacas para a leitura de valores de absorvancia a 405 nm. Se estiver a disposi¢cao um leitor de
microplacas de dois comprimentos de onda, o filtro de referéncia deve ser regulado para 600-650 nm.

COLHEITA E MANUSEAMENTO DA AMOSTRA

Nesta operagdo s6 devem ser utilizadas amostras de soro. As amostras muito hemolisadas, lipémicas ou
contaminadas com micrébios poderao interferir com o rendimento do teste e portanto ndo deverao ser utilizadas.
Conserve as amostras de 2 a -8 °C e por ndo mais de uma semana. Para conservar as amostras de soro por mais
tempo sera necessario congela-las. Evite congelamentos e descongelamentos repetidos.

PROCEDIMENTO

Notas sobre o procedimento

Leia atentamente o folheto do produto antes de iniciar o teste.

Deixe que as amostras de soro e os reagentes do teste estabilizem a temperatura ambiente antes de iniciar
o teste. Guarde imediatamente no frigorifico todas as amostras e reagentes que n&o forem utilizados.

As diluicées das amostras do doente devem ser todas preparadas antes de iniciar o teste.

E essencial uma boa técnica de lavagem. Se a lavagem for executada manualmente, o método de lavagem
adequado é o de aplicar um jacto forte e directo de tampao de lavagem utilizando um frasco de lavagem com
uma boca larga abrangendo toda a microplaca. Aconselha-se um lavador automatico de microplacas.

Use uma pipeta multicanal com capacidade de distribuicdo em 8 pogos simultaneamente. Isso torna mais
rapido o processo e assegura um tempo de incubagédo mais uniforme.

Em todos os passos é importante um cuidadoso controlo do tempo. O inicio de todos os periodos de incubagao
da-se quando se junta o reagente.

O adicionamento de todas as amostras e reagentes deve ser efectuado com a mesma propor¢ao e com na
mesma sequéncia.

Retire do pacote as tiras de micropogos necessarias e feche bem o pacote para evitar condensacgao nos
pocos néo utilizados. Guarde imediatamente o pacote no congelador.

Método do teste

Passo 1 Deixe que todos os reagentes estabilizem a temperatura ambiente.

Passo 2 Indique na folha de protocolo a colocacéo das amostras nos pocos. E aconselhavel executar o teste
nas amostras em duplicado.

Passo 3 Para uma determinagao quantitativa use somente o Calibrador D baixo, pronto a usar (frasco com
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tampa amarela).
ou Para uma determinagdao semiquantitativa use os Calibradores A a D prontos a usar, como
descrito no esquema abaixo.

DETERMINAGAO QUALITATIVA

DETERMINAGAO SEMIQUANTITATIVA
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Passo 8

Passo 9
Passo 10
Passo 11

Passo 12

Passo 13

Passo 14

Passo 15
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Prepare uma diluicdo a 1:101 das amostras do doente misturando 5 pl de soro do doente com 0,5
ml de Diluente para Soro. Misture bem.

Retire do pacote os micropogos necessarias e guarde no frigorifico o pacote selado com as tiras nao
utilizadas. Coloque correctamente os micropogos no suporte extra fornecido.

Com uma pipeta, deite 100 pl de Calibradores prontos a usar, Controlos Positivos e Negativos e
amostras do doente diluidas nos respectivos micropogos como ilustrado no esquemas das amostras
acima.

Nota: Inclua também um micropogo com 100 pl de Diluente do Soro como branco de reagente. Ponha
o leitor ELISA a zeros em relagéo ao branco de reagente. A absorvancia do branco de reagente ndo
devera ser superior a 0,3 quando lido em relacao ao ar.

Incube por 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.

Lave 4 vezes com tampéo de lavagem. Para lavagem manual, encha cada micropogo com tampao
de lavagem reconstituido. Elimine o fluido virando ao contrario e batendo com os dedos para eliminar
o conteudo de cada pogo ou aspirando o liquido de cada pogo. Para enxugar no fim da ultima
lavagem, vire as tiras ao contrario e bata com forga os pogos em toalhetes de papel absorvente. Em
caso de lavadores automaticos, programe o lavador de acordo com as instrugdes do fabricante.

Com uma pipeta, deite 100 pl de Conjugado nos micropogos.
Incube por 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.
Lave todos os micropogos como no Passo 7.

Com uma pipeta, deite 100 pyl de Substrato Enzimatico em cada micropogo, na mesma ordem e
tempos, como descrito para o Conjugado.

Incube por 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.

Com uma pipeta, deite 100 pl de Solucdo de Paragem em cada micropogo na mesma ordem e
tempos descritos para o Substrato Enzimatico. Leia os valores de absorvancia no prazo de 1 hora
depois de juntar a Solugéo de Paragem.

Leia a absorvancia de cada micropoco a 405 nm usando um leitor de microplacas a comprimento
de onda simples ou duplo de 405/630 nm em comparagao com o branco de reagente definido em
absorvancia zero.

Controlo de qualidade

Os Calibradores, os Controlos Positivo e Negativo e o branco de reagente devem ser ensaiados em cada teste
para verificar a integridade e a precisao do teste. A leitura da absorvancia do branco de reagente devera ser <
0,3. O Calibrador A devera ter uma leitura de absorvancia ndo inferior a 1,0, caso contrario o teste devera ser
repetido. O controlo negativo deve ser < 20 UE/mI. Se o teste for efectuado em duplicado, para determinar UE/m|
devera ser calculada a média das duas leituras. Quando se efectuam determinag¢des qualitativas, a absorvancia
do Calibrador D deve ser superior a do controlo negativo e inferior a do controlo positivo. Para determinagdes
semiquantitativas, o controlo positivo deve dar valores dentro do intervalo indicado na ampola.

RESULTADOS

Calculos

As concentragdes das amostras do doente podem ser determinadas em dois métodos:
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1. DETERMINACAO QUALITATIVA
Abs. da Amostra de Teste

X UE/ml de Calibrador D = UE/ml da Amostra de Teste

Abs. do Calibrador D

2. DETERMINACAO SEMIQUANTITATIVA

Registe a absorvancia dos Calibradores A a D em relagcado a respectiva concentracdo num papel milimétrico
linear. Registe a concentracdo em UE/ml na coordenada X em relagdo a absorvancia na coordenada Y e trace
a curva de melhor ajuste. Determine as concentra¢cdes das amostras do doente a partir da curva em relagdo ao
correspondente valor de absorvancia.

O.D. @ 405/630nm

0

[T T T 1T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Calibrador

Os calibradores prontos a usar sao incluidos para assegurar uma semiquantificacdo e devem ser usados em
cada teste. As amostras dos doentes com niveis de anticorpos mais elevados devem dar valores de absorvancia
mais elevados do que os do Calibrador A. Para a determinagao com precisado dos valores semiquantitativos essas
amostras de soro devem ser mais diluidas de modo que entrem no intervalo da curva do calibrador quando forem
novamente testadas. Para a determinagdo de UE/ml, multiplique as unidades obtidas pelo factor de solugao.

Interpretacao

As seguintes informagbes servem apenas como guia na interpretagao dos resultados de laboratério. Cada
laboratério deve determinar os seus préoprios valores normais. Esses poderao variar em fungédo da populagéo
examinada.

Valor Anti-ENA UE/ml Interpretacao

<20 UE/mI Negativo
20-25 UE/ml Indeterminado (Limiar)
>25 UE/ml Positivo

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

O teste para anticorpos anti-ENA Menarini™ nao deve ser efectuado em amostras muito hemolisadas,
contaminadas com microbios ou lipémicas. Este método s6 deve ser utilizado para testar amostras de soro
humano. O diagnéstico néo deve ser efectuado apenas em base aos resultados do teste ELISA.

VALORES PREVISTOS

A incidéncia de anticorpos ENA em diversas doencas sistémicas do tecido conjuntivo esta resumida na seguinte
tabela:

PI4126 CEI M.indd 37 @ 1-08-2007 17:06:16



IENARINI

M

Y

A.MENARINI

diagnostics

Significado Diagnéstico de Anticorpos a varios Antigénios Nucleares Sollveis
Isétipo de Anticorpo Associagdo a doenga
Sm LES - 10-40%
RNP LES - 20-30%
DMTC - 95-100%
SS-A (Ro) LES - 15-33%
LECS - 60%

Nota:

LE Neonatal - 100%

Sindroma de Sjoégren - 40-70%

SS-B (La) LES - 10-15%
LECS - 25%

Sindroma de Sjégren - 15-60%

LES = Ldpus eritematoso sistémico
DMTC = doenga mista do tecido conjuntivo
LECS = Lupus eritematoso cutdneo subagudo

literatura. A incidéncia varia em fungéo da populagéo de doentes.
CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Os testes para anticorpos anti-ENA Menarini™ [Sm, RNP, SS-A (Ro) ou SS-B (La)] foram comparados a outros
kits de teste ELISA obtidos comercialmente. Um total de 67 soros, de um laboratério clinico de referéncia, foi
identificado por imunodifusdo como positivos ou negativos a anticorpos anti-RNP, anti-Sm, anti-SS-A (Ro) ou

anti-SS-B (La).

A frequéncia de especificidade de cada anticorpo numa doenga representa uma compilagdo extraida da

Estes soros foram testados de acordo com o processo recomendado pelo fabricante. Os resultados estédo
resumidos na seguinte Tabela:

Comparacao dos Métodos ELISA para a Detecgéo de Anticorpos anti-ENA
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RNP Menarini™

Positivo Negativo Total
Positivo 11 0 11
OUTROS Negativo 5 46 51
Total 16 46 62

Concordancia: 92%
Sensibilidade: 100%
Especificidade: 90%

Sm Menarini™

Positivo Negativo Total
Positivo 3 1 4
OUTROS Negativo 5 53 58
Total 8 54 62

Concordancia: 90%
Sensibilidade: 75%
Especificidade: 91%
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SS-A (Ro) Menarini™
Positivo Negativo Total
Positivo 25 1 26
OUTROS Negativo 9 27 36
Total 34 28 62

OUTROS

Concordancia: 84%
Sensibilidade: 96%
Especificidade: 75%

S$S-B (La) Menarini™

Positivo Negativo Total
Positivo 14 1 15
Negativo 5 42 47
Total 19 43 62

Concordancia: 90%
Sensibilidade: 93%
Especificidade: 89%

Dependendo da concentragao do analisado o Coeficiente de Variagao intra-teste (CV) para o Teste para anticorpos
anti-ENA Menarini™ é 4-11%. O inter-teste CV é 4-10%.
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