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INTENDED USE

Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) for the qualitative and semi-quantitative detection of antibodies to
oxidized low-density lipoprotein (oxLDL) in human serum.

SUMMARY AND EXPLANATION

Anti-oxidized LDL antibodies are associated with certain clinical conditions such as atherosclerosis, carotid
stenosis and other coronary artery dysfunction. Anti-oxidized LDL antibodies may also be significant in diseases
such as diabetes hypertension and endometriosis.™®

Hypercholesterolemia is closely associated with increased risk of atherosclerosis.*® Cholesterol accumulated in
the atherosclerotic plaque is derived primarily from low-density lipoprotein (LDL). Oxidation of LDL is accepted as
a critical event in the atherogenic process.” Free radicals like superoxide and nitric oxide (-O,, NO) generated in
biological reactions in the body contribute to the oxidation of LDL.2° The NO radical has been shown to oxidize
apolipoprotein B, a constituent of LDL. Similarly, lipo-oxygenases and oxidants like per-oxynitrite can oxidize the
lipid moieties in LDL. It has been demonstrated that oxidized LDL and not native LDL is taken up by scavenger
receptors on monocytes, smooth muscle cells and macrophages in the blood vessels. The oxidation of LDL
increases the affinity of oxidized LDL to acetyl receptors of macrophages.® As this pathway of oxidized LDL uptake
is unregulated, it results in the formation of lipid-laden macrophages (foam cells). The presence of foam cells is
the earliest step in the formation of atherosclerotic plaque in blood vessels. Later, other inflammatory molecules
released by leukocytes promote the progression of atherosclerotic plaque.™ 12

Antibodies against oxLDL and its complexes have been demonstrated in systemic lupus erythematosus, diabetes,
arterial thrombosis, hypertension, etc.

PRINCIPLES OF PROCEDURE

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

REAGENTS

Storage and Preparation
Store all reagents at 2-8°C. Do not freeze.

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

Reconstitute the wash buffer to 1 liter with distilled or deionized water. When stored at 2-8°C, the reconstituted
wash buffer is stable until the kit expiration date. Coated microwell strips are for one time use only.
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Precautions

All human derived components used have been tested for HBsAg, HCV, HIV-1 and 2 and HTLV-I and found
negative by FDA required tests. However, human blood derivatives and patient specimens should be considered
potentially infectious. Follow good laboratory practices in storing, dispensing and disposing of these materials.'

Instructions should be followed exactly as they appear in this kit insert to ensure valid results. Do not
interchange kit components with those from other sources. Follow good laboratory practices to minimize microbial
and cross contamination of reagents when handling. Do not use kit components beyond expiration date on the
labels.

Materials provided
Zenit oxLDL ELISA 38085

Kits contain sufficient reagents to perform 96 determinations.

12x8 [MICROPLATE|oxLDL| Microplate with individual breakaway microwells. Coated with oxidized
LDL antigen. Ready for use.

1x1.75 ml [CONTROL|+|oxLDL]| Ready to use Positive Control (red cap). Contains human serum
positive for oxLDL antibodies. The expected concentration range in EU/
ml is printed on the label.

1x1.75ml [CONTROLJ] Ready to use Negative Control (white cap). Contains human serum.

5x1.75 ml [CALIBRATOR|AJoxLDL| Ready to use set of 5 Calibrators. Derived from human serum

containing oxLDL antibodies. Concentrations in EU/mI are printed on

[CALIBRATORIBJoXLDL| 4/ apels. Calibrator A (green cap) 320 EU/ml: Calibrator B (violet cap)

[CALIBRATOR|C|oxLDL| 80 EU/mI; Calibrator C (blue cap) 40 EU/ml; Calibrator D (yellow cap)
[CALIBRATOR|D[oxLDL]| 20 EU/ml, and Calibrator E (orange cap) 1 EU/ml.

[CALIBRATORIE]oxLDL]

1x15ml  [IgG-CONJ[HRP]| HRP goat anti-human IgG. Ready for use. Color coded pink.
1 x 60 ml Serum Diluent. Ready for use. Color coded green.
1x15ml  |SUBSTRATE|TMB| TMB enzyme substrate. Ready for use. Protect from light.
1x15ml Stop Solution. Ready for use.

2x Powder Wash Buffer. Reconstitute to one liter each.

Symbols used on labels

Lot number
Catalog number

In vitro diagnostic use

Use by

Storage temperature
Read instructions before use

Number of tests

E<p~w[3

Manufacturer
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Materials Required But Not Provided
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Deionized or distilled water

Squeeze bottle to hold diluted wash buffer
Pipettes capable of delivering 5 pl to 1000 pl
Disposable pipette tips

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

Absorbent paper towels

Microplate reader capable of reading absorbance values at 450 nm. If dual wavelength microplate reader is
available, the reference filter should be set at 600-650 nm

Automatic microplate washer capable of dispensing 200 pl

SPECIMEN COLLECTION AND HANDLING

Only serum specimens should be used in this procedure. Grossly hemolyzed, lipemic or microbially contaminated
specimens may interfere with the performance of the test and should not be used. Store specimens at 2°- 8°C for
no longer than one week. For longer storage, serum specimens should be frozen. Avoid repeated freezing and
thawing of samples.

PROCEDURE
Procedural Notes

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

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

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

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

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

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

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

Ensure microplate incubations occur in the dark. This includes specimen, conjugate and substrate
incubation steps. Exposure to light through incubation may impact results.

Test Method

Step 1 Let all reagents and specimens equilibrate to room temperature.

Step 2 Label protocol sheet to indicate sample placement in the wells. It is good laboratory practice to run
samples in duplicate.

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

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

below.
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Step 4

Step 5

Step 6

Step 7
Step 8

Step 9

Step 10
Step 11
Step 12

Step 13
Step 14

Step 15
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Prepare a 1:101 dilution of the patient samples by mixing 5 pl of the patient sera with 500 pl of Serum
Diluent.

Remove the required microwells from pouch and return unused strips in the sealed pouch to
refrigerator. Securely place the microwells into the extra provided holder.

Pipette 100 pl of Ready to use Calibrators, Positive and Negative controls and diluted patient samples
(1:101) to the appropriate microwells as per protocol sheet.

Note: Include one well which contains 100 pl of the Serum Diluent as a reagent blank. Zero the ELISA
reader against the reagent blank.

Incubate 30 minutes (+ 5 min) at room temperature in the dark.

Wash 4x with wash buffer. For manual washing, fill each microwell with reconstituted wash buffer.
Discard the fluid by inverting and tapping out the contents of each well or by aspirating the liquid from
each well. To blot at the end of the last wash, invert strips and tap the wells vigorously on absorbent
paper towels. For automatic washers, program the washer as per manufacturer’s instructions.

Pipette 100 ul of Conjugate into microwells.
Incubate 30 minutes (+ 5 min) at room temperature in the dark.
Wash all microwells as in Step 8.

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

Incubate 30 minutes (x 5 min) at room temperature in the dark in the dark.

Pipette 100 ul of Stop Solution into each microwell using the same order and timing as for the addition
of the Enzyme Substrate. Read absorbance values within 1 hour of adding Stop Solution.

Read absorbance of each microwell at 450 nm using a single or at 450/630nm using a dual wavelength
microplate reader against the reagent blank set at zero absorbance.

Quality Control

Calibrators, Positive and Negative Controls and a reagent blank must be run with each assay to verify the integrity
and accuracy of the test. The absorbance reading of the reagent blank should be <0.3. The Calibrator A should
have an absorbance reading of not less than 1.0, otherwise the test must be repeated. The negative control must
be <20 EU/mI. If the test is run in duplicate, the mean of the two readings should be taken for determining EU/ml.
While performing Qualitative determinations, the optical density of Calibrator D must be greater than that of the
negative control and less than the absorbance of the positive control. For semi-quantitative determinations the
positive control must give values in the range stated on the vial.
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RESULTS

Calculations

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

Abs. of Test Sample

x EU/ml of Calibrator D = EU/ml Test Sample
Abs. of Calibrator D
2. SEMI-QUANTITATIVE DETERMINATION

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

Calibrator

The Ready to Use Calibrators are included to provide semi-quantitation and must be used with each run. Patient
samples containing high antibody levels may give absorbance values greater than that of Calibrator A. For
determining accurate semi-quantitative values, such specimens should be further diluted so they fall within the
range of the calibrator curve when retested. For determining EU/mI values, multiply the units obtained by the
dilution factor.

Interpretation

Interpretation values were determined by testing 64 adult normal blood donors. The mean of the normal subjects
plus 2 SD was established as the assay cutoff and assigned an arbitrary value of 20 EU/ml. A. Menarini Diagnostics
suggests use of the reference range below. Each laboratory should validate assay values for their own conditions.

oxLDL Ab value Interpretation

<20 EU/mI Negative

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

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. Store specimens at 2-8°C for
no longer than one week. For longer storage, serum specimens should be frozen. Avoid repeated freezing and
thawing of samples.

Results obtained by this assay alone are not diagnostic and should be considered in conjunction with clinical
presentation of the patient. Any borderline patient result should be retested to confirm the result. It is also
recommended that patients with borderline results be retested at appropriate intervals.

EXPECTED VALUES

Test results in a normal population are expected to be negative. Oxidized LDL antibodies are present in patients
with atherosclerosis, diabetes, SLE and stress inducible disorders.

Performance Characteristics

A. Disease association: The Zenit oxLDL Antibody ELISA for the detection of oxidized LDL antibodies was
evaluated by testing sera of patients with associated conditions as reported in the literature, disease control sera
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from patients with unassociated autoimmune diseases and control sera from healthy normal subjects. Results of
these tests and the number of sera taken from each population are summarized below.

Population n oxLDL Ab Pos n (%)
Coronary Artery Disease 9 7 (78%)
Phospholipid Antibody Positive 57 33 (58%)
Disease Controls 50 1(2%)
Normals 100 4 (4%)

B. Cross Reactivity: A total of 50 potentially cross-reactive specimens from individuals with other autoimmune
disorders or positive for other autoantibodies were tested for oxLDL antibodies using the Zenit oxLDL system.

Condition n oxLDL Ab positive n (%)
Antinuclear Ab positive 10 0 (0%)

Cyclic Citrullinated Peptide Ab positive 10 0 (0%)
Hashimoto’s disease 10 0 (0%)

Hsp-70 Ab positive 10 0 (0%)
Rheumatoid Factor positive 10 1(10%)

Total 50 1(2%)
Precision

Inter-assay precision was tested with 3 positive specimens selected throughout the range of the assay. Multiple
assay runs were performed at separate times. Intra-assay precision was calculated based on 10 replicates of 3
specimens. Based on these replicates the Coefficient of Variation (CV) was calculated. Inter-assay and intra-assay
CV ranged from 5-13%.

Linearity

To determine acceptable linearity, plates were assayed with calibrators of known values. The r-squared values
of the resulting standard curves were determined for multiple assays. An r-squared value greater than 0.95 is
deemed to be acceptable. The average r-squared value for these assays in precision testing was 0.9977 with no
value lower than 0.9972.

Recovery

Samples with known oxLDL antibody levels were mixed with appropriate dilutions of other positive samples with
known amounts of oxLDL antibodies. The antibody levels of the mixed samples were determined and used to
calculate percent recovery. The results follow:

S1 S2 EU/ml EU/mI % Recovery
Samples (EU/ml) (EU/ml) Expected Obtained (Obtained/Expected)
Mixture 1 43.6 42.2 42.9 49.4 115.2%
Mixture 2 37.1 60.2 48.6 50.4 103.6%
Mixture 3 201 52.9 36.5 38.0 104.0%
Mixture 4 78.9 65.3 72.1 84.3 116.9%
Mixture 5 178.5 152.8 165.7 171.3 103.4%
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Interference

Interference was studies by mixing sera with known oxLDL antibody levels with potentially interfering serum
samples and studying deviation from expected results. Results appear below.

Mixture* S1 (EU/ml) S2 (EU/mI) EU/ml Expected EU/ml Obtained  %Interference
H1 24.0 19.1 21.6 24 1 111.8%
L1 24.0 14.0 19.0 19.9 104.9%
H2 42.3 19.1 30.7 26.8 87.2%
L2 42.3 14.0 28.1 24.0 85.4%
H3 79.3 21.5 50.4 48.3 95.9%
L3 79.3 18.6 48.9 48.9 99.9%
H4 189.8 12.2 101.0 131.8 130.5%
L4 189.8 2.1 95.9 1171 122.1%
H5 167.9 24.6 96.3 101.3 105.3%
L5 167.9 11.6 89.8 104.1 115.9%

* H=Hemolytic, L=Lipemic.
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38085 Oxidized LDL Antibody (oxLDL) ELISA 96 Mpoodiopiouoi

MPOOPIZOMENH XPHZH

Mia pé6odog evCuuikoU avoooTTpospo@NnTIKOU TTPoadiopiouou (ELISA) yia Tnv TTOIOTIKA KAl NUITTOCOTIKA avixveuon
QVTIOWHATWYV KATA TNG 0&eIdWPEVNG XAUNANG TTUKVOTNTAG AIroTrpwTeivng (oxLDL) ag avBpwTrivo opd.

MEPIAHWH KAl ENEZHIHZH

Ta avTicwuaTa KaTtd TNG oedwuévng LDL oxeTtifovTal Ye opiopéveS KAIVIKEG TTaBRoeIg OTTwG N abnpookARpwan, n
KOPWTIOIKA OTEVWAN KAl AAAEG DUCAEITOUPYIEG TWV OTEQPAVIAIWY apTNPIWY. Ta AVTICWHPATA KATA TNG 0EEIBWHEVNG
LDL ptropei va €xouv £TTiong onuagia o€ voooug 6TTwg o dIaATNG, N UTrépTacn Kai n evdounTpiwaon.™>

H umrepxoAnaotepivaiyia oxetifetal otevd pe auénuévo kivduvo abnpookAnpwong.*® H yoAnotepivn TTou
OUOOWPEUETAI GTNV aBNPOTKANPWTIK TTAGKA TTPOEPXETAI KUPIWG OTTO XOWNAARG TTUKVOTNTAG AItoTTpwreivn (LDL). H
o&eidwon Tng LDL eival atrodekTd 611 atroTeAEi Kpioipo oupBav otnv diadikaoia Tng aBnpoyéveang.” EAeUBepeg piceg
OTTWG UTTEPOGEIDIO Kal VITPIKG 0&gidio (-O,, NO) trou rapdyovral o€ BIOAOYIKEG avTIdPATEIG 0TO GWHA GUPBAANouv
otnv o&eidwon tng LDL.8° H pida NO éxel katadeixBei 611 0&€idwivel TNV attoAITToTTpwTEivn B, éva cuoTatikd Tng
LDL. Mapopoiwg, AiItTo-ouyovAaoeg Kal 0EEIdBWTIKA OTTWG O UTTEPOEUVITPITNG PTTOPOUV VA 0&EIdWOOUV TO AITTIOIKO
TuAMa TNG LDL. ‘Exel katadeixtei 611 n o&eidwpévn LDL kai 6x1 n eyyevig LDL TrpocAaudveral ammd Toug uttodoxeEic-
EKKABAPIOTEG OTA PJOVOKUTTAPA, TO KUTTAPA TOU Agiou puikoU 10TOU Kal Ta Joakpo@dya oTa aigo@oépa ayyeia. H
o&eidwon NG LDL au&dvel Tn ouyyévela TnG o&eidwpévng LDL oToug akeTUA-UTTOBOXEIG TwV HaKkpo@dywy.® Kabwg
auTA n 0866 TTPOCANYWNG o&e1dwpévng LDL dev pubpiletal, odnyei aTo oXNUATIOUO YEPATWY PE AITTIdIA HOKPOPAYWV
(a@pwdn kUTTOPA). H TTapoucia agpwdwv KUTTApWV €ival TO VWPITEPO BrHA GTO OXNMATIONO aBnPOCKANPWTIKAG
TTAGKOG OTa aiopopa ayyeia. ApyoTtepa, GAAa @Aeypovwdn pépia TTou atreAeuBepwvovTal atmmd Ta AEUKOKUTTapA
TPowBolV TNV €£ENIEN TNG aBNPOOKANPWTIKAG TTAGKOG. 12

Ta avricwpaTta Katd TG oxLDL kal Twv CUPTIAOKWY NG €xouv KaTadelxBei o€ ouoTnUaTIKO £pubnuaTwdn AUKO,
d1aBATN, apTnpIakr BpduBwWaN, UTTEPTACT) K.ATT.

APXEZ THZ AIAAIKAZIAZ

H e&étaon exTeAeiTal WG avoooTTPoodIOPIoUOG OTEPEAS GACNG. O HIKPOUTIOOOXEG ETTIKAAUTITOVTAI OTTO QVTIYOVO
oxLDL kai akoAouBei Brjpua aTToKAEIGUOU yIa va JEIWBEL N un €I0IKA TTPWTEIVIKN dECUEUON KATA TNV eKTEAEOT TOU
TPocdiopiopoU. Ta dioAUpaTa €AEYXOU, O BaBUOVOUNTEG KOl OI 0poi AoBevWV ETTWALOVTAI OTIG ETTIKAAUMMEVEG E TO
QAVTIYOVO UTTOBOXEG YIa VA ETTITPATTEI N OETPEUOT) TWV EIBIKWYV AVTIOCWHATWY TwV SEIYNATWY 0TO avTiyovo. Ta avTiowuarta
TToU dgv OEOUEUTNKAY, KABWG Kal AAAEG TTPWTEIVEG TOU OPOU OTTOPAKPUVOVTAI PE EKTTAUGT TwV PIKpoUTTod0oXWV. Ta
QVTIOWHATA TTOU OECUEUTNKAV QVIXVEUOVTAI PE TNV TTPOCONKN VOGS ONUACUEVOU PE EVOUPO TUCEUKTIKOU QVTIOWHOTOG
Katd NG avBpwTmivng IgG oTig pIKpoUTTod0XEG. To N OECUEUNEVO OUCEUKTIKO QVTIOWHA OTTOUAKPUVETAI JE EKTTAUCN.
>Tn Ouvéxela, TTPOCTIBETAI OTIG UTTODOXEG TO €I0IKO UTTOOTPWHA Tou evlUpou (TMB) kai avixveUeTal n Trapouacia
QVTIOWHATWY PE TNV aAAAyr XPWUATOG TTOU TTPOKUTITEl AOYWw TNG METATPOTING TOU UTTooTpwuaToG TMB o€ éva
XpwuaTiopévo TTpoidv avtidpaons. H avridpaon TepuaTifetal Kai n €viaon TG aAAayAG TOU XPWHATOG, N oTroia gival
avdaAoyn TNG OUYKEVTPWONG TOU AVTICWHATOG, AVIXVEUETAI ATTO £VA PATUATOPWTOUETPO, O PAKOG KUPaTOg 450 nm.
Ta amroteAéopata ekppddlovral o€ povadeg ELISA ava xiAlooToAirpo (EU/mI) kal avagépovtal wg BeTIKO R apvnTIKO.

ANTIAPAZTHPIA

®UAagn ka1 TTpoeTOIPOTia
duldooeTte 6Aa Ta avTidpaoTrpia o€ 2-8°C. Mnv KaTOWUXETE.

Mnv xpnoiyoTroigite Ta avridpacTipia av dev gival diauyr) i €av TrepiExouv i¢nua. OAa Ta avTIdOPACTHPIO TTPETTE
va @Tdoouv o€ Bepuokpaaia dwuartiou (20-25°C) mpiv attd TN Xpnon.
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H avaclUoTaon Tou puBpIoTIKOU SIGAUPOTOS EKTTAUCNG TTPETTEI VA YIVETAI JE ATTECTAYUEVO 1 ATTIOVIOUEVO VEPOD, O€
6yko 1 Aitpou. Otav puAdooeTal o€ Beppuokpaaia 2-8°C, To avacuoTabéy pubuIoTIKO JIGAUNA EKTTAUCNG TTOPAUEVEI
avaAAoiwTo PEXPI TNV nuepounvia ANENG Tou KIT. O1 ETTIKAAUPUEVEG TaIVIEG HIKPOUTTOd0XWVY TTPpoopifovTal yia Jia

pévo xpion.

Mpo@uAdseig

OAa 1a cuoTaTikd avBpwTTivng TTPOEAEUCNG TTOU XPNCIUOTTOIOUVTAI £X0UV EAEYXOEI yIa TNV TTapouaia Tou avTiyovou
HBsAg, Twv 1wv HCV, HIV-1 kai 2, kaBwg kai Tou 100 HTLV-I kai €xouv BpeBei apvnTikd, cUPNQwva e TIG EEETATEIG
Tou amraitei o Opyaviopdg Tpogipwy kar Gappdkwy Twv H.ML.A. (FDA). Qotéco, Ta Tmapdywya avBpwTrivou
aipgaTog kal Ta dciypara acBevwv Ba TTpéTTel va BewpouvTal wg duvnTIKA Aoigoydva. AkoAouBnaTe TIG 0pBEG
EPYOOTNPIAKES TIPAKTIKEG KATA TN QUAAEN, TN dlavoun Kal TNV améppiyn TwV UAIKWY auTwy.®

Ma tn diaoc@aAion éyKupwv amoTsAsOudATWY, akoAouOBnoTe TISC 0dnyisS akpIBws Oomwe suavidovrai os
auro 1o évBero Tou KiT. MnVv evaAAAOOETE T OCUCTATIKA TOU KIT JE ouoTaTIKG GAANG TTpoéAeuong. Na akoAouBeite
TIG OPOEG EPYOTTNPIOKEG TEXVIKEG TTPOKEIMEVOU VA EAAXIOTOTIOIEITAI O KivOUVOG PIKPORBIAKNG Kal Sla0TAUPOUNEVNG
MOAuvong Twv avTidpacTnpiwy Katd 1o XEIPIOPO. Mn XpnOIUOTIOIEITE TO CUCTATIKA TOU KIT YETA TNV NPEPOMNVIa
NAENG OTIG ETIKETEG.

YAIKd TTOU TTOpEXOVTAI
Zenit oxLDL ELISA 38085

Ta KIT TTEPIEXOUV ETTAPKA AVTIOPACTAPIA YIa TNV EKTEAECN 96 TTPOCDIOPICUWV.

12x8 [MICROPLATE|oxLDL| MIKpOTTAGKO  ME  EEXWPIOTEG  ATTOOTTIWMEVEG  HIKPOUTTOOOXEG.
EmikaAuppévn pe avTiyovo ogeidwpévng LDL. ‘EToiun yia xprion

1x 1,75 ml [CONTROL[+[oxLDL| ‘EToiyo 1pog  xprion Si1dAupa BeTIKOU gAEéyXou (5pubpd Twua).
MepiExel opd avBpwTTou BETIKG yia avTiowuaTta Katd Tng oxLDL. To
avapevouevo eUpog ouykévipwaong oe EU/mI givalr tTumwpévo otnv
ETIKETA.

1x 1,75 ml [CONTROL-| ‘EToipo 1Tpog xprion SidAupa apvnTikoU eAéyxou (Acukd mwua).
Mepi€xel opd avBpwTTOU

5x 1,75 ml |[CALIBRATOR|A[oxLDL| ‘ETolyo Tpo¢ xpron oeT 5 Badupovountwy. Mpoépxetal amo

opd avBpwTrou TIOU TIEPIEXEI AVTIOWHATA KoTd Tng oxLDL.

[CALIBRATOR|B|oxL DL | O1 ouykevipwoelg oe EU/ml eivar TUTTwPEVEG OTIG  ETIKETEG.

[CALIBRATOR|C|oxLDL| BaBuovountig A (mpdaivo mwua) 320 EU/mI; BaBuovountrig B

(lwdeg mwpa) 80 EU/mI; BaBuovountig C (umAe mwpa) 40 EU/mI;

[CALIBRATOR|DoxLDL| BaBpovount¢ D (kitpivo mwya) 20 EU/ml ka1 BaBpovountig E
[CALIBRATOR|E|oxLDL| (moprokaAi mwua) 1 EU/mI.

1x15ml [IgG-CONJ|HRP| >UCeUKTIKO avTiowpa aryog ue HRP katd 1ng avBpwivng IgG. ‘EToipo
yia xprnon. Pol xpwuaTog.

1x 60 ml ApaiwTIKS didAupa opoU. ‘EToido yia xprion. Mpdoivou XpwuaTog.

1x15ml [SUBSTRATE|TMB]| EvQupiké umréotpwpa TMB. 'ETtoipo yia xprion. Na trpooTtateleTal
a1ré TO PWG.

1x15ml [STOP AidAupa TepuaTiopou. ‘EToipo yia xprion.

2x [BUF|WASH 2KOvn pubuioTikoU SloAlpaTog ékTTAucng. H avaouoTtaon Trpérrel

va yiveral éwg 6yko £vog AiTpou yia To KaBéva.
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ZUuBOAA TTOU XPNOIMOTTOIOUVTAI OTIG ETIKETEG
ApIBu6C TTapTidag
ApIBUOGG kaTahdyou

E<p~w[3

In vitro d1ayVWOTIKA 1aTPIKA CUCKEUR
XpnAon €wg

Opla Bepuokpaaiag

AlaaoTe TIg 0dnyieg TTPIV aTTd TN XPrnon
ApIBu6G avaAloewy

KaTtaokeuaoTAg

ATraiToUpeva UAIKA TTou Bev TTapéxovTal

ATTIOVIGUEVO 1) ATTECTAYUEVO VEPD

EUKauTITn QIGAN yia TO apaiwpévo puBuIoTIKG SiGAuPa EKTTAUCNG

MréTeg pe duvarotnTa diavopns 5 ul €éwg 1000 pi

AvoAoIua akpo@Uaia TTITTETWY

KaBapoi dokiyaaoTikoi cwARVES Sla0TACEWY 12 X 75 mm Kal @opEag SOKINACTIKWY CWAAVWY
XPOVouETPNTAG

ATtToppo@nTIKG XOPTi

2UOKeUN avayvwong HIKPOTTAAKWY PE SUVOTOTNTA AvAyVWwong TINWY aTToppo®nong o€ YrKog KUPaTog 450 nm.
Edv uttdpyxel d1aB€0iun oUuoKeUr avayvwong PIKPOTTAGKWY SITTAOU UrKoug KUPATOG, TO QIATpO avagopdg Ba
TpéTTEl va puBuioTei ota 600-650 nm.

AuTOPATN CUOKEUN EKTTAUCNG MIKPOTTAQKWY e duvatotnta xopriynong 200 ul

ZYANOIH KAI XEIPIZMOZ AEIFMATOZ

Oa TpETTel va xpnaoiyoTtroloUvTal povo deiyuaTta opou yia auTrv T diadikaaia. AgiyuaTta Tou £XoUV UTTOOTET peydAou
BaBuou aipdAucn, AirTaipika deiypata i deiypaTa e HIKPORIAKr HOAUVON EVOEXETAI VO ETTNPEACOUV TNV ATTOd00N
NG €&€Taong kal Oev Ba TpéTTel va xpnaigotrolouvTal. Guldooete Ta deiypata oe Beppokpaacia 2°- 8°C, et Ol
TTEPICOOTEPO ATTO ia efdopada. MNa UAaln peyaAlTepng SIAPKEIAG, Ta OEiyATA OPOoU Ba TTPETTEI va KaTaywUXovTal.
Na atmmogeuyeTal n emaveiAnupévn Katawuén Kai amroyuén Twv SEIYUATWY.

AIAAIKAZIA

ZnUEIWOEIG yia TN Siadikaoia

MpoToU ekIVAOETE QUTOV TOV TTPOCBIOPIoHO, DIABACTE TIPOCEKTIKG QUTEG TIG OONYiEG.
OAeg o1 apaiwaoelg Twv dEyUATWV aoBevwv Ba TTPETTEl va TTpOoETOINAoVTal TTPIV TNV £vapén TOU TTPOoCdIoPIoHOU.

ApnoTe Ta deiypaTa acBevwy Kal Ta avTIdpacTAPIa TNG £€€Taong va épBouv oe Bepuokpaaia dwpaTiou TTpIv
TNV €vapén Tng diadikaaoiag e€£Ta0NG. ZUVIOTATAI T AVTIOPACTAPIA VA A@PrVOVTAl OTOV TTAYKO £EW aTTO TO KOUTI
Toug yia 30 AeTTTd TTpIV ATTO TN XPHon. ETIOTPEWTE TUXOV PN XPNoldoTToinuéva deiyuaTta Kal avTidpaoThipIa GTO
WuyEio apéowg PETA TN Xpron Toug.

AQaIpEoTE TIG ATTAITOUUEVEG TAIVIEG MIKPOUTTODOXWV aTrd TN BAKN KAl ETTAVACPPAYIOTE TNV TTPOCEKTIKA VIO VO
atmo@euxOei n €kBeon Twv PN XpNoIdoTToINPéVWY UTTOd0XWV O€ udpaTuouls. EToTpéwTe auéows Tn BAKN 0TO

yuyeio.
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e Eivar onuavrikn n xpRaon opéng rexvikng éKmAuong. Av n TAUCN yiveTal Ye pn autéuarto TpoTIo, N
ETTOPKNAG EKTTAUCH ETTITUYXAVETAI KATEUBUVOVTAG £va I0XUPO PeUa puBuIoTIKOU OIGAUPOTOG £KTTAUCNG ME
@IGAN EKTTAUCNG JE EUPU aKPOPUOIO O€ OAN TN WIKPOTTAGKA. ZuvIOTATal N XPAON MIAS AQUTOMUATNS CUCKEUNS
TAUONC UIKPOTTAQKWV.

e XpnOoIYoTToINOTE Ia TTOAUKAVAAN TTITTETA hE duvaToTnTa Xoprynong o€ 8 f 12 utrodoyxég Tautdxpova. Me Tov
TPOTTO aUTO eTTITayUVETAl N SIAdIKACIa KAl ETTITUYXAVETAI TTIO OJOIONOPPOG XPOVOG ETTWOCNG.

e [ia 6Aa Ta BAPATA, N TTPOCEKTIKA THPNON TV XPOVWV gival onuavTikr). OAol o1 TTepiodol ETTWAONG EEKIVOUV e
TNV OAOKARpWaON TNG TTPOCHBNKNG TWV aAVTIOPACTNPIWV.

*  HmpooBnrikn 6Awv Twv SEIYUATWY Kal TwV avTIOpacTnEiwv Ba TTPETTEl va eKTEAEITAI E TOV i010 PUBUO Kal PE TNV
idla aAAnAouyia.

*  @povTioTE 01 £EMWACEIG TWV HIKPOTTAAKWY VO YivovTtal oTo okoTddl. Auté mepiAauBdvel BApata
£mwWaong deiyparog, cufuyoug Kal UTTOOTPWHATOG. H €kBeon OTO QWG KATA TNV £TTWACT EVOEXETAI VA
EMNPEACEI TA ATTOTEAECUATA.

MeBodoAoyia Tng e&éTaong

BApa 1
BApa 2

BAua 3

BAua 4

BAua 5

BApa 6

BApa 7
BApa 8

A@AOTE OAQ Ta avTIOPOCTHPIA Kal Ta deiypaTa va €pBouv ae Bepuokpaaia dwuaTtiou.

2NUAVETE TO QUAAO TOU TTPWTOKOANOU WOTE va UTTOBEIKVUETAI N TOTTOBETNON TwV OEIYUATWY OTIG
uTtod0X£G. H avaAuon Twv delyudtwy €16 SITTAOUV atroTeAei opBr| EpyacTnpIoKn TTPAKTIKT).

Ma TroloTIKG TTPoCdiopIoud XPNoIpoTIoINoTE Povo To BaBuovountr D (kiTpivo mwua).

n

MNa NUITTOCGOTIKO TTPOadIopICHO XPnaiuoTToINaTE Toug BabuovounTtég A €wg E 6Tmwg gaivetal ato
TTAPAKATW UTTODEIYUA.

MoloTIKOG TTpoadIopIopds  HUITToooTIKGG TTPOadIopITNOS

A e s5 A s st
B e ss B e s2
C ros &7 C ros s3
D - s8 D o s4
E S1.s9 E el ss
F S2  S10 F e s6
G S3 . sM G Ch- 1 s7
H sS4 s12 H G- s8
1 2 3 4 1 2 3 4

MpocToipudoTe pia apaiwaon Twy delyhaTwy acbevwv o€ avaioyia 1:101 avapiyviovtag 5 pl Tou opou
aoBevoug pe 500ul Tou apaiwTikoU dIoAUPATOS 0pOU.

AQaIPEDTE TIG ATTAITOUNEVEG MIKPOUTTOB0XEG OTTO TN BrKN KAl ETIOTPEWTE TIG PN XPNOIUOTTIOINUEVES
Tavieg oTn a@payicuévn Brikn ato Yuyeio. TOoTTOBETACTE e AOPAAEIO TIG MIKPOUTTOBO0XEG OTNV £ETPA
Bdaon TToU TTApPEXETAL.

Alaveipere pye mimméta 100 pl ‘EToipwy Tpog xpron Babuovountwy, dIaAUPdTwyY BETIKOU Kal apvnTiKoU
eAéyxou Kal apalwpévwy deiyudtwy acBevwov (1:101) oTIg KATAAANAEG PIKPOUTTOOOXEG OTTWG
UTTOOEIKVUETAI OTO QUAAO TOU TTPWTOKOAAOU.

Znueiwon: ZuptrepIAaBeTe pia uttodoxr n otroia Tepi€xel 100 pl Tou apaiwTikoU SIGAUPOTOS 0pOoU WG
TUQAS avTidpaoTtnpiou. MndevioTte Tn cuokeur) avayvwong ELISA évavti Tou TupAoU avTidpacTnpiou.

EmmwdoTe yia 30 Aemrrd (15 AeTrTd) o€ Beppokpacia dwPATiOU GTO OKOTADI.

Kavte 4 TTAUCEIG e puBUIOTIKO SiIGAUPa TTAUCNG. MNa un autépaTn TTAUCN, YEUioTe KABE PIKPOUTTOd0XN
ME avaouoTaBév puBuIoTIKO dIdAUpa TTAUONG. ATTOJOKPUVETE TO UYPO AVOCTPEPOVTOG KAl XTUTTWVTAG
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eANaQpPa TO TTEPIEXOMEVO KABE UTTOOOXAG N AvApPPOPWVTAS TOo uypd amd kaBe umrodoxn. MNa Tn
OTUTTWON OTO TEAOG TNG TEAEUTAIOG TTAUONG, AVOOTPEWTE TIG TAIVIEG KO XTUTTAOTE TIG UTTOBOXEG (wnpd
oe amoppo®nTikd XapTi. Mo auTduaTEG CUOKEUEG TTAUCNG, TTPOYPAMUATIOTE T CUOKEUR TTAUONG
oUPQWVa JE TIG 0ONYiEG TOU KATAOKEUQOTH).

BApa 9 Alaveipere pe mmETa 100 pl oufuyolg o€ PIKPOUTTODOXEG.
BApa 10  EmwdoTe yia 30 Aerrtd (+ 5 Ae1rTd) o€ Bgppokpacia dwuatiou 0To0 OKOTADI.
BAua 11 MAUVETE OAEG TIG PIKPOUTTOBOXEG OTTWG OTO Bripa 8.

BApa 12  Aiaveipyete pe miréEta 100 pl evCuuIkO UTTOCTPWUAO O KABE WIKPOUTTOd0XN WE Tnv idia oeipd Kai
XPOVIOUOS OTTWG yIa TO 2UlUYEG.

BApa 13  EmwdoTe yia 30 Aetrtd (25 AeTTTd) 0€ Bepuokpacia dwuaTiou aTo OKOTADI.

BApa 14  Aiaveipyete e miréta 100 pl didAupa TepuUaTIOPOU o€ KABe pIkKpoUTTOdOXN ME TNV idla ocipd Kal
XPOVIOUS OTTWG yIa TNV TTPOCOiKn Tou evUNIKOU UTTOOTPWHATOG. AIdBACTE TIG TIHEG ATTOPPOPNONG
eviég 1 wpag atrd TNV TPooBrikn SIGAUPATOG TEPUATIONOU.

BApa 15  AigBdacTte Tnv ammoppdéenon KABe HIKpoUTTod0XAS O PAKOG KUPaTOG 450 nm XPnOIUOTIOIWVTOG
MIO OUOKEUR avAyvwong MIKPOTTAAKWY PovoU WAKOUG KUPOTOG R o€ PAKOG KUpaTtog 450/630nm
XPNOIMOTTOIWVTAG HIO CUOKEUR avAyvwong JIKPOTTAAKWY BITTAOU PNKOUG KUUATOG £vavTl TOU TUQAOU
avTIdPaaTNEioU TTOU pUBUIoTNKE O€ atroppdPNaCN UNdEV.

‘EAgyxog mmo10TnTOg

2 ¢ KGBe TTpoadiopioud Ba TTPETTEI va XpnaiuoTTolouvTal BabuovounTég, SlaAUuaTa B€TIKOU Kal apvnTIKOU EAEYXOU Kal
£va TUQAG avTIOPACTNEIOU, TTPOKEIPEVOU Va ETTIRERAILOVETAI N aKEPAIGTNTA KAl N akpieia TNG avadAuong. H yérpnon
atroppdPnaong Tou TUPAOU avTidpacTnpiou Ba TrpéTrel va cival <0,3. O BaBuovountig A Ba TpéTrel va €xel HETPnoN
atroppoéenong = 1,0, dlaQopeTIKA O TTPOCOIOPICUOS Ba TTPETTEl va eTTavaAn@dei. To didAupa apvnTiIKou eAEyxou
mpétrel va dwoel Tiur <20 EU/mI. Edv n dokipaacia dicgayetal €1 dITTAOUV, XPNGCIKPOTIOINGTE TN PECN TIMA Twv dU0
METPACEWY Yia Tov TTpoadlopioud EU/mI. Katd tn die€aywyn TToIOTIKWY TTPOCdIOPICUWY, N OTITIKA TTUKVOTNTA TOU
BaBuovounth D mpétrel va gival peyaAuTtepn atrd auTrv Tou SIOAUUATOS apvnTIKOU EAEYXOU Kal JIKPOTEPN ATTO TNV
atroppoéPnaon Tou dIaAUPaTOg BeTIKOU €Aéyxou. MNa NUI-TTOCOTIKOUG TTPOCBIOPITHUOUG TO dIdAupa BETIKOU eAEyyou
TTPETTEl va OiVEl TINEG EVTOG TOU EUPOUG TTOU avaypAa@ETal GTO QIaAIdIO.

AMOTEAEZMATA

YmroAoyiopoi

O1 OUYKEVTPWOEIG TWV BEIYUATWY UTTOPOUV vVa TTPo0dIopIcTOUV PE Pia atrd TIG €1 dUO ueBBGdOUG:
1. NOOIOTIKOZ NPOZAIOPIZMOZ

ATtrop./on g§eTaloy. Seiyparog

X EU/ml Tou BaBuovoy. D = EU/mI €€eTad. deiyuatog
Atrop./on BaBuovountr D

2. HMI-NO>OTIKOZ MPOZAIOPI>MOZ>

ATTEIKOVIOTE O€ yPaQIKn TTapdoTacn Tnv amoppoéenon Twv Babuovountwy A £wg kai E wg Tpog Tnv avTioTtoixn
OUYKEVTPWOT) TOUG O€ éva XOpTi JE YPAUMIKOUG Gfoveg. TotmoBeTrioTe oTov Gfova Twv X Tn ouykévipwaon oe EU/
ml kai aTov afova Twv Y TNV atmoppdPnaon Kal oXedIAOTE TNV KAPTTUAN BEATIOTNG TTpOoCapUOYNGS. MpoadiopioTe TIg
OUYKEVTPWOEIG TWV JEIYUATWY Twv aoBevwyv atmd TNV KAUTTUAN, o€ ox€0n WE TIG QVTIOTOIXEG TIHEG ATTOPPOPNONG
TOUG. EVOAAGKTIKA, UTTOPEI va XpNOIKOTTOINGEI pia KAUTTUAN TEOOGPWY TTAPAPETPWY VIO TN YPAPIKF) avATTapdoTacn
TNG TUTTIKAG KOUTTUANG.

BaBuovounTtig

O1 £€101ho1 TTPOG Xpron PBabuovounTtég cuuTrepIAaPBAvovTal yia TOV NUITTOCOTIKO TTPOCOIOPIoUS Kal TTPETTEI
va ¥pnoigotroioUvtal o€ KABe avdAuon. Tuxov Ociypata acBevwov TToU TTEPIEXOUV UWNASTEPO eTTiTredA
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QVTICWHPATWVY EVOEXETAI VO DWOOUV TIMEG aTToppOPnong uwnAdTepeg atrd auTég Tou BaBuovount) A. Ta Tov
aKPIB TTPOCJIOPICHSG TWV TIHWV NUITTOCOTIKOU TTPOoadIopicpoU, Ta dciypaTta autd Ba TTpETTel va apaiwbolv
TEPAITEPW, ETAI WATE OTAV ETTAVEEETAGTOUV VA EUTTITITOUV EVTOG TOU €UPOUG TNG KAUTTUANG BaBuovounaong. MNa
TOV TTPOGOIOPIoHSG TNG CUYKEVTPWONG o€ TINEG EU/mI, TTOAAOTTAOCIACTE TIG HOVADEG TTOU TTPOKUTITOUV ETTi TO
OUVTEAECTH apaiwong.

Epunveia

O1 Tiyég epunveiag TpoadiopioTnkav pe e€ETaon 64 @ualoAoyikwy evnAikwy doTwv aipatog. O pégog 6pog
TWV QUOIOAOYIKWY OTOUWY Ouv 2 TUTTIKEG aTToKAioeIg (TA) Bewpndnke wg n TIUA ATTOKOTING TNG WEBOdOoU Kal
avTiaToixnenke pia auBaipetn iy 20 EU/mI. H A. Menarini Diagnostics TrpoTeivel Tn xprion Tou TTapakdaTw eUpoug
avapopdg. To KABe epyaaThpIo Ba TTPETTEI VA ETTIKUPWOEI TIG TIMEG TNG PEBOBOU yia TIG SIKEG TOU OUVOAKEG.

TiyR oxLDL Ab Epunveia

<20 EU/mI ApvnTIKO

20-25 EU/mI ATTpocdI6PIaTO (OPIAKS)
>25 EU/mI OeTikd

MEPIOPIZMOI THZ AIAAIKAZIAZ

Oa TpETTEl va XpnoiyoTtroloUvTal HOvo deiyuaTta opou yia auTrv T dladikaaia. AgiyuaTa TTou £XoUV UTTOOTEN heydAou
BaBuou aipdAucn, AiTTaipikda deiypaTa i OsiypaTa e PMIKPORIaKr HOAUVON EVOEXETAI VO ETTNPEACOUV TNV ATTOd0C0N
NG avaAuong kai dev Ba TPéTTel va XpnaiyotroiouvTal. PuldooeTe Ta deiypata o€ Bepuokpaaia 2-8°C, Tt OxI
TTEPITOOTEPO ATTO i efAoNGdA. Na UAAEN peyaAlTepng OIAPKEIAG, T OEiyATO OPOU Ba TTPETTEI va KaTaywUxXovTal.
Na atmmogelyeTal n emaveIAnuPévn Katawuén Kai atroyuén Twv SEIyUATWY.

Ta amroreAéopata mou AappdévovTal ue autév Tov TTPOadIopIoUO Pévo dev gival dlayvwaoTiKE Kal Ba TTpETTEl va
AapBavovTal uttéwn aTrd KoIvou PeE TNV KAIVIKE €IKOVA Tou aoBgvoUg. OTTo10001TToTE A0BEVAG PE OPIAKO OTTOTEAEC A
Ba TpéTel va UTTORAAAETaN O€ €K véou dokipaaia yia Tnv emmBeRaiwon Tou atToTEAEOPOTOG. ZUVIOTATAI £TTIONG
aoBeveig pe opiakd ammoteAéopara va uttoBdAAovTal o€ véa dokipaaia o€ katdAAnAa dlacTruara.

ANAMENOMENEZX TIMEZX

Ta atmoteAéopata NG dokipaciag o€ Evav QUOIOAOYIKO TTANBUONO avapéveTal va gival apvnTikd. Ta avTicwuara
o&e1dwpévng LDL gival Tapovta oe aoBeveic pe abnpookArjpwaon, diafnTn, Z.E.A. kai dlatapayég TTou eTTdyovTal
aTTd TO OTPEG.

XapakKTnPICTIKA a1rddoong

A. ZuoyéTtion pe vooo: H pébodog Zenit oxLDL Antibody ELISAvyia Tnv avixveuon avTiowudTwy KOTA TNG 0EEIBWPEVNG
LDL a&lohoynBnke pe €¢ETOON OpWV 00BEVWV PE OXETIKEG TTABNOEIG OTTWG avagépeTal aTn BiIBAIoypagia, opoug
eAéyxou vooou atrd aoBeveiG Je PN OXETICOPEVEG QUTOAVOOEG VOOOUG Kal 0poUg €AEYXOU ATTO UYI QUOCIOAOYIKA
dropa. Ta atmmoTeAéOPATA QUTWYV TWV BOKINACIWY Kal 0 ApIBPOS Twv opwv TTou AapBdavovTal atmd kK&dBe TTAnBuoud
ouvouyidovTal TTapaKATW.

NMAnBuopog n oxLDL Ab Otr. n (%)
2Teaviaia aptnploki véoog 9 7 (78%)
OETIKA avTIQUOQOAITTIOIKA 57 33 (58%)
QVTICWHATA

MaépTupeg vooou 50 1(2%)
duaioloyikoi 100 4 (4%)
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B. AlaoTtaupoupevn avtidpacTikOTNTa ‘Eva oUvoAo 50 delypdTwy ye duvnTikh dIoCTAUPOUMEVN QvTidpaon atro
ATopa Pe GAAEG aUTOAVOOEG DIATAPAXEG i BETIKA yia GAAQ QUTOAVTICWHOTA EEETACTNKE VIO QVTICWUOTA KATA TNG
oxLDL pe xprion Tou cucTuaTtog Zenit oxLDL.

Maénon n oxLDL Ab Bet. n (%)
O¢€TIKO avTITTUPNVIKO Ab 10 0 (0%)
O¢eTIKO Ab KaTd TOU KUKAIKOU KITPOUAAIVIKOU TTETTTIOIOU 10 0 (0%)
Néoog Hashimoto 10 0 (0%)
Hsp-70 Ab Ber. 10 0 (0%)
OEeTIKOG PEUPATOEIONG TTAPAYOVTAG 10 1(10%)
>0voho 50 1(2%)

EmavaAngipoérnrta

H eavaAnyipdtnTa egeTdotnke pe 3 BeTIkG deiyparta Tou eTTIAEXONKAV o€ OAO TO €UPOG TOU TTPOCDIOPICUOU.
ExteAéoTnkav TTOAANEG dIeCaywyEG TOU TTPOCDIOPIOUOU O EEXWPIOTEG XPOVIKEG OTIYUEG. H evdo-avaAuTikn
eTTavaAnwiuoTnTa utroAoyiotnke pe Bdon 10 emavaAnyelg 3 deiypdtwy. Me BAon autég TIG ETTAVAANYEIG
uttoAoyioTnke 0 ouvTeAEOTAG dlakupavong (ZA). O ZA dia-avaAuTIKE Kal €vO0-avaAuTIKE KUpdvenke atmod
5-13%.

FpappIkéTHTA

MNa Tov KaBopIoPOd TNG ATTOSEKTAG YPANMIKOTNTAG, OI TTAAKEG TTPOCDIOPICTNKAV PE BABUOVOUNTEG YWWOTWY TIMWV.
H 1ipA R? Twv TUTTIKWV KAUTTUAWY TTOU TTPOKUTITOUV TTPOCOIoPIoTNKAV yia TTOAAATTAOUG TTpoadiopiopoug. Mia TIuA
R2? peyaAutepn ammd 0,95 BewpnOnke atmodektry. H péon iy R2 yia autoldg Toug TTPoodIopITHOUS OTOV EAEYXO
emavaAnyiyoTnTag ATav 0,9977 e kapia TiuA pikpdTepn atréd 0,9972.

AvdkTnon

Agiypara pe yvwoTtd emmitmeda avTiowpdTwy Katd 1ng oxXLDL avapixBnkav pe KatdAANAeG apaiwaoelg GAAwY BETIKWV
OEIYUATWY PE YVWOTEG TTOOOTNTEG AVTIOWPATWY Katd TG oXLDL lMNpoodiopioTnkav Ta eTTTTEda avTIoWPATWY OTA
avapixBévra deiypara Kal XpnolgoTroiénkav yia Tov UTTOAOYIoUO TNG £TTI TOIG EKATO avAKTNong. Ta atmmoteAéopuara

gival wg €gNe:

S1 S2 EU/mI EU/mlI %AvAKTnon
Aciypata (EU/ml) (EU/ml) Avapevépeva Aaupavéopeva (Aappavopeva/Avapevopeva)
Meiyua 1 43,6 422 42,9 494 115,2%
Meiypa 2 37,1 60,2 48,6 50,4 103,6%
Meiyua 3 20,1 52,9 36,5 38,0 104,0%
Meiyua 4 78,9 65,3 721 84,3 116,9%
Meiypa 5 178,5 152,8 165,7 171,3 103,4%
MapeuBoAn

H mTapeuBoAfR YEAETABNKE PE AvAPIEN OPWYV PE YWWOTA TTITTEdA AVTICWPATWY KATd TNG oXLDL pe deiyyata opwv
pe duvnTikA TTapEeUPBOAR Kal PEAETWVTAG TNV ATTOKAION ATTO TA AVOUEVOUEVA ATTOTEAECUATA. Ta ATTOTEAECUATA
TTapoucIGlovTal TTAPaKATW.
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EU/ml EU/mI

Meiypa* S$1 (EU/ml) S2 (EU/ml) Avapevopeva AaupBavopeva %MapeufoAn
H1 24,0 19,1 21,6 241 111,8%
L1 24,0 14,0 19,0 19,9 104,9%
H2 42,3 19,1 30,7 26,8 87,2%
L2 42,3 14,0 28,1 24,0 85,4%
H3 79,3 21,5 50,4 48,3 95,9%
L3 79,3 18,6 48,9 48,9 99,9%
H4 189,8 12,2 101,0 131,8 130,5%
L4 189,8 2,1 95,9 1171 122,1%
H5 167,9 24,6 96,3 101,3 105,3%
L5 167,9 11,6 89,8 104,1 115,9%

* H=aipoAuTIko, L=Airraipikd, S = Aciypa.
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USO PREVISTO

Ensayo inmunoenzimatico (ELISA) para la deteccion cualitativa y semicuantitativa de anticuerpos antilipoproteinas
de baja densidad oxidadas (LDLox) en suero humano.

RESUMEN Y EXPLICACION

Los anticuerpos anti LDLox se asocian a condiciones clinicas tales como arteriosclerosis, estenosis carotidea
y otras disfunciones de las arterias coronarias. Los anticuerpos anti LDLox pueden ser importantes también en
otras enfermedades como la diabetes, la hipertension y la endometriosis."®

La hipercolesterolemia esta estrechamente asociada al aumento del riesgo de arterioesclerosis.*® El colesterol
acumulado en la placa arteriosclerética deriva en primer lugar de las lipoproteinas de baja densidad (LDL).
Actualmente, la oxidacién de las LDL esta reconocida como el evento desencadenante del proceso aterogénico.”
Radicales libres como el superoxido y el 6xido nitrico (-O2, NO), que se generan en el cuerpo por reacciones
biolégicas, contribuyen a la oxidacion de las LDL.%® Se ha demostrado que el radical NO oxida la apolipoproteina
B, un componente de las LDL. Del mismo modo, lipoxigenasas y oxidantes tales como el peroxinitrito pueden
oxidar las porciones de lipidos en las LDL. Se ha demostrado que la LDLox y no la LDL nativa es eliminada por
receptores de depuracion presentes en monocitos, células del musculo liso y macréfagos de los vasos sanguineos.
La oxidacién de LDL aumenta la afinidad de las LDLox con los receptores acetilo de macréfagos.’® Dado que esta
via de captacion de LDLox no esta regulada, el resultado es la formacion de macréfagos cargados de lipidos
(células espumosas), fendmeno que constituye la primera etapa en la formacién de la placa arteriosclerética en
los vasos sanguineos. Luego, otras moléculas inflamatorias liberadas por los leucocitos aceleran el progreso de
la placa arteriosclerética.''2

Se ha demostrado la presencia de anticuerpos contra LDLox y sus complejos en el lupus eritematoso sistémico,
la diabetes, la trombosis arterial, la hipertension y otros trastornos.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

El analisis es un inmunoensayo en fase sélida. Los pocillos se recubren de antigeno LDLox; sigue una fase
de bloqueo para reducir el ligado de proteinas no especificas durante el ciclo. Controles, calibradores y suero
del paciente se incuban en los pocillos recubiertos de antigeno, permitiendo que los anticuerpos especificos
presentes en la muestra se liguen al antigeno. Los anticuerpos no ligados y demas proteinas séricas se
eliminan mediante lavado. Los anticuerpos ligados se detectan afiadiendo a los pocillos un conjugado de anti
IgG humana marcada con enzima. Después de eliminar por lavado el conjugado que no se ha ligado, se afade
a los pocillos un sustrato enzimatico especifico (TMB); la presencia de anticuerpos es revelada por el cambio
de color producido por la conversion del sustrato TMB en un producto de reacciéon coloreado. Se detiene la
reaccion y se lee la intensidad del cambio de color, que es proporcional a la concentracion de anticuerpos, con
espectrofotdmetro a 450 nm. Los resultados se expresan en unidades ELISA por mililitro (UE/ml) y se clasifican
como positivos o negativos.

REACTIVOS
Conservacion y preparacion
Conserve los reactivos a 2-8°C. No los congele.

No utilice el reactivo si se presenta turbio o se advierten precipitados. Antes del uso, todos los reactivos deben

estar a temperatura ambiente (20-25 °C).
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Reconstituya el tampdn de lavado hasta el volumen de 1 litro con agua destilada o desionizada. Conservado a
2-8°C, el tampodn de lavado reconstituido permanece estable hasta la fecha de caducidad indicada en el kit. Las
tiras de pocillos recubiertos se utilizan una sola vez.

Precauciones

Todo suero de donante empleado para fabricar este producto ha sido analizado mediante métodos aprobados por
FDA y resulté negativo al anticuerpo anti HCV (HIV 1 e HIV 2), al antigeno de superficie del virus de la hepatitis
B (HBsAg) y al anticuerpo del virus de la hepatitis C (HCB). De todos modos, los derivados de sangre humana
y las muestras del paciente han de considerarse materiales potencialmente infecciosos. Respétense las buenas
practicas de laboratorio para la conservacion, dispensacion y eliminacion de estos materiales.™

Para asegurar resultados validos, es menester seguir las instrucciones exactamente como se presentan
en este prospecto. No mezcle los componentes del kit con componentes de otro origen. Respete las buenas
técnicas de laboratorio para reducir al minimo la contaminaciéon microbiana y la contaminacién cruzada de
reactivos al manipularlos. No utilice el producto después de la fecha de caducidad.

Material suministrado
Zenit oxLDL ELISA 38085

Los reactivos del kit son suficientes para efectuar 96 analisis.

12x 8 [MICROPLATE|oxLDL| Microplaca con pocillos separables recubiertos de antigeno LDLox.

1x1,75 ml [CONTROLJ+[oxLDL| Control positivo listo para usar (tapa roja). Contiene suero humano
positivo a anticuerpos LDLox. En la etiqueta se indican los limites de
concentracion previstos expresados en UE/ml.

1x1,75ml [CONTROLJ] Control negativo listo para usar (tapa blanca). Contiene suero humano.

5x 1,75 ml |CALIBRATOR|AloxLDL|  Conjunto de 5 calibradores listos para usar. Derivado de suero
humano con anticuerpos LDLox. Las concentraciones en UE/mI

[CALIBRATOR]BJoxLDL| estan impresas en las etiquetas. Calibrador A (tapa verde) 320 UE/
[CALIBRATOR|C|oxLDL|  ml; Calibrador B (tapa morada) 80 UE/ml; Calibrador C (tapa azul) 40
[CALIBRATOR|D[oxLDL]| UE/ml; Calibrador D (tapa amarilla) 20 UE/ml, y Calibrador E (tapa

naranja) 1 UE/ml.
[CALIBRATOR|E|oxLDL|

1x15ml  [IgG-CONJ|HRP| Conjugado HRP anti IgG humana de cabra listo para usar. Cédigo de
color rosado.

1x 60 ml Diluyente de suero listo para usar. Cadigo de color verde.

1x15ml  |SUBSTRATE|TMB| Sustrato enzimatico TMB listo para usar. Protéjase de la luz.

1x15ml Solucién de interrupcién lista para usar.

2x Tampén de lavado en polvo. Reconstituir cada unidad hasta un litro.
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Simbolos utilizados en las etiquetas

Numero de lote
Numero de catalogo

E<p~w[3

Para diagnéstico in vitro

Fecha de caducidad

Temperatura de conservacion

Léanse las instrucciones antes del uso
Numero de analisis

Fabricante

Materiales necesarios no suministrados

Agua desionizada o destilada

Botella dispensadora para el tampdn de lavado diluido
Pipetas con capacidad de 5 ul a 1000 pl

Puntas de pipetas desechables

Tubos de ensayo limpios 12 x 75 mm y gradilla de ensayo
Temporizador

Papel absorbente

Lector de microplaca para lectura de valores de absorbancia a 450 nm. Si se dispone de un lector de doble
longitud de onda, el filtro de referencia debe regularse en 600-650 nm

Lavador automatico de microplacas con capacidad de 200 pl

RECOGIDA Y MANIPULACION DE MUESTRAS

Para este procedimiento se han de utilizar inicamente muestras de suero. No se deben utilizar muestras muy
hemolizadas, lipémicas o contaminadas por microbios porque interferirian en el desarrollo del ensayo. Conserve
las muestras a 2°- 8°C no mas de una semana. Si se han de conservar por mas tiempo, es necesario congelarlas.
Evite congelar y descongelar repetidamente las muestras.

PROCEDIMIENTO

Advertencias preliminares

Lea detenidamente estas instrucciones antes de comenzar el andlisis.
Prepare todas las diluciones de muestras de pacientes antes de comenzar el analisis.

Deje que las muestras y los reactivos se estabilicen a temperatura ambiente antes de usarlos. Se aconseja
dejar los reactivos fuera de su caja durante 30 minutos antes del uso. Vuelva a poner inmediatamente en la
nevera las muestras y reactivos no utilizados.

Saque de la bolsa solo las tiras de pocillos necesarias y cierre cuidadosamente la bolsa para evitar que se
forme condensacion en las tiras no utilizadas. Vuelva a poner inmediatamente la bolsa en la nevera.

Una buena técnica de lavado es crucial. Si efectia el lavado manualmente, debe rociar toda la microplaca
con un fuerte chorro de solucion de lavado, utilizando una botella de boca ancha. Se recomienda el uso de
un lavador automatico de microplacas.
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»  Utilice una pipeta multicanal que pueda servir simultaneamente 8 6 12 pocillos; de este modo, se agiliza el
proceso y el tiempo de incubacion es mas uniforme.

* Es importante controlar bien el tiempo en cada paso. El tiempo de incubacion comienza al terminar de
dispensar los reactivos.

* Las muestras y los reactivos se han de dispensar a la misma velocidad y en la misma secuencia.

* La microplaca debe incubarse en la oscuridad. Esto se aplica tanto a la fase de incubacién de
muestras como de conjugado y sustrato. La exposicién a la luz durante la incubacién podria alterar
los resultados.

Procedimiento del ensayo

Paso 1
Paso 2

Paso 3

Paso 4

Paso 5

Paso 6

Paso 7
Paso 8

Paso 9

Paso 10
Paso 11
Paso 12

Deje que los reactivos y las muestras alcancen la temperatura ambiente.

Marque en la hoja de protocolo la posicion de la muestra en la microplaca; es buena norma de
laboratorio analizar las muestras por duplicado.

Determinacién cualitativa: use unicamente el Calibrador D (frasco de tapa amarilla). En cambio,
para la determinacién semicuantitativa use los calibradores de A a E, ya listos para usar, como se
muestra en el esquema siguiente.

Cualitativa Semicuantitativa
A e S5 A s st
B e ss B e s2
C POS  S7 C POS | S3
D - s8 D L s4
E S1..s9 E el ss
F S2 S10 F CAL 1 s6
G S3 | S11 G Ch- 1 s7
H sS4 s12 H Ce- 1 s8
1 2 3 4 1 2 3 4

Prepare una dilucion de 1:101 de la muestra del paciente, mezclando 5 pl de suero del paciente con
500 ul de diluyente de suero.

Saque de la bolsa los pocillos necesarios; guarde las tiras no utilizadas en su bolsa hermética y
pongalas en la nevera. Coloque los pocillos en el soporte suplementario.

Dispense 100 pl de calibradores, de controles positivo y negativo y de muestras diluidas de pacientes
(1:101) en los correspondientes pocillos, segun las indicaciones de la hoja de protocolo.

Nota: Incluya un pocillo con 100 pl de diluyente de suero como blanco de reactivo. Ponga en cero el
lector ELISA frente al blanco de reactivo.

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

Lave 4 veces con el tampon de lavado. Para lavado manual, llene cada pocillo con el tampén de
lavado reconstituido. Elimine el contenido aspirando el liquido de los pocillos o bien invirtiéndolos
y sacudiéndolos. Para secar los pocillos después del ultimo lavado, ponga las tiras boca abajo y
sacudalas enérgicamente sobre papel absorbente. Si utiliza un lavador automatico, programelo
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Dispense 100 ul de conjugado en los pocillos.

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

Lave los pocillos como se indica en el paso 8.

Dispense 100 upl de sustrato enzimatico en cada pocillo, en la misma secuencia y tiempos del

conjugado.
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Paso 13 Incube 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente y a oscuras.

Paso 14 Dispense 100 pl de solucion de interrupcion en cada pocillo, en la misma secuencia y tiempos en que
anadio el sustrato enzimatico. Lea los valores de absorbancia dentro de la siguiente hora.

Paso 15 Lea la absorbancia de cada pocillo con un lector de microplacas a 450 nm, o bien a 450/630 si
utiliza un lector de microplacas de doble longitud de onda, frente al blanco de reactivo ajustado en
absorbancia cero.

Control de calidad

En cada ciclo deben incluirse los calibradores, los controles positivo y negativo y un blanco de reactivo para verificar
la integridad y exactitud del andlisis. La lectura de absorbancia del blanco de reactivo debe ser <0,3. La lectura de
absorbancia del calibrador A no debe ser inferior a 1,0; de lo contrario, es necesario repetir el analisis. El control
negativo debe ser <20 UE/ml. Si el andlisis se efectua por duplicado, para determinar las UE/ml debe tomarse el valor
promedio de ambas lecturas. Cuando se efectian determinaciones cualitativas, la densidad 6ptica del calibrador
D debe ser superior a la del control negativo e inferior a la absorbancia del control positivo. En las determinaciones
semicuantitativas, los valores del control positivo deben estar dentro de los limites establecidos en el vial.

RESULTADOS

Calculo
Para determinar las concentraciones de las muestras pueden aplicarse dos métodos:
1. DETERMINACION CUALITATIVA

Absorbancia de muestra analizada

X UE/ml de calibrador D = UE/ml muestra analizada

Absorbancia de calibrador D

2. DETERMINATION SEMICUANTITATIVA

En papel lin-log, trace la absorbancia de los calibradores de A a E contra sus respectivas concentraciones. Marque
las concentraciones expresadas en UE/ml en el eje X, y las lecturas de absorbancia en el eje Y. Trace una curva
punto/punto. Determine las concentraciones de las muestras del paciente segun la curva comparandola con sus
correspondientes valores de absorbancia. En alternativa, puede utilizar una curva de cuatro parametros para
trazar la curva estandar.

Calibradores

Los calibradores proporcionan la semicuantificacion y deben utilizarse en cada ensayo. Las muestras de pacientes
que contengan niveles altos de anticuerpos podrian dar valores de absorbancia superiores a los del calibrador A.
Para determinar con precision los valores semicuantitativos, las muestras con esas caracteristicas deben volverse
a diluir, de modo que queden dentro de los limites de la curva del calibrador al ser analizadas nuevamente. Para
determinar las UE/ml, multiplique las unidades obtenidas por el factor de dilucién.

Interpretacion

Los valores de interpretacion se determinaron analizando sangre de 64 donantes adultos sanos. Como valor
umbral se tomo la media de los individuos normales mas 2 DE y se le asigné el valor arbitrario de 20 UE/ml.
A. Menarini Diagnostics aconseja utilizar los valores de referencia que se dan a continuacién. Cada laboratorio
establecera sus propios valores normales, que podran variar segun la poblacién examinada.

Valor antic. LDLox Interpretacion

<20 UE/mI Negativo

20-25 UE/mi Incierto (valores limite)
>25 UE/m Positivo
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LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Para este procedimiento se han de utilizar unicamente muestras de suero. No se deben utilizar muestras muy
hemolizadas, lipémicas o contaminadas por microbios porque interferirian en el desarrollo del ensayo. Conserve
las muestras a 2°- 8°C no mas de una semana. Si se han de conservar por mas tiempo, es necesario congelarlas.
Evite congelar y descongelar repetidamente las muestras.
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Los resultados obtenidos con este analisis no deben interpretarse como un diagndstico por si solos, sino que se
han de evaluar junto con el examen clinico del paciente. Los resultados inciertos se han de analizar

otra vez para confirmar el resultado. Es aconsejable que pacientes con estas caracteristicas repitan el analisis a
intervalos adecuados.

VALORES ESPERADOS

En una poblacién sana, los resultados del analisis deberian ser negativos. Los pacientes con arteriosclerosis,
diabetes, LES y trastornos inducidos por estrés presentan anticuerpos anti-LDLox.

CARACTERISTICA DE RENDIMIENTO

A. Asociacion de enfermedades: el ensayo Zenit oxLDL ELISA para anticuerpos anti LDL oxidadas se evalu6
analizando suero de pacientes con condiciones asociadas como se informa en la literatura, sueros de control de
pacientes con enfermedades autoinmunes no asociadas, y sueros de control de individuos sanos. Los resultados
de estos analisis y el niumero de muestras de suero tomadas de cada categoria se resumen a continuacion:

Categoria n Num. pos. anticuerpos oxLDL (%)
Enfermedad de arterias coronarias 9 7 (78%)

Positivos a anticuerpos fosfolipidos 57 33 (58%)

Controles de enfermedad 50 1(2%)

Sanos 100 4 (4%)

B. Reactividad cruzada: mediante el sistema Zenit oxLDL se analizé un total de 50 muestras con potencial
reactividad cruzada de individuos con otros trastornos autoinmunes o positivos a otros autoanticuerpos.

Condicién n num. positivo a anticuerpos oxLDL (%)
Positivo ac. antinucleares 10 0 (0%)

Positivo ac. péptidos ciclicos citrulinados 10 0 (0%)

Enfermedad de Hashimoto 10 0 (0%)

Positivo ac. Hsp-70 10 0 (0%)

Positivo factor reumatoide 10 1 (10%)

Total 50 1(2%)

Precision

La precision entre ensayos se analizd con 3 muestras positivas seleccionadas dentro de los limites del ensayo. Se
efectuaron ciclos de ensayos multiples en momentos diferentes. La precision dentro del analisis se calcul6 sobre
la base de 10 repeticiones de 3 muestras, y luego se calcul6 el coeficiente de variacion (CV). ElI CV entre ensayos
y dentro del ensayo oscilé entre el 5y el 13%.

Linealidad

Para determinar la linealidad aceptable, se analizaron los pocillos con calibradores de valores conocidos.
Los valores cuadraticos de las curvas estandar resultantes se determinaron para ensayos mdultiples. Un valor
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cuadratico superior a 0,95 se considera aceptable. El valor cuadratico promedio de estos ensayos en los analisis
de precision fue de 0,9977 y ningun valor fue inferior a 0,9972.

Recuperacion

Muestras con concentraciones conocidas de anticuerpos LDLox se mezclaron con las diluciones apropiadas de
otras muestras positivas con concentracion conocida de anticuerpos LDLox. Se determinaron las concentraciones
de anticuerpos de las muestras mezcladas y a partir de los valores obtenidos se calculé el porcentaje de
recuperacion. Los resultados fueron los siguientes:

M1 M2 UE/ml UE/ml % recuperacion
Muestras (UE/ml) (UE/ml) esperadas obtenidas (obtenido/esperado)
Mezcla 1 43,6 42,2 42,9 49,4 115,2%
Mezcla 2 37,1 60,2 48,6 50,4 103,6%
Mezcla 3 20,1 52,9 36,5 38,0 104,0%
Mezcla 4 78,9 65,3 72,1 84,3 116,9%
Mezcla 5 178,5 152,8 165,7 171,3 103,4%

Interferencia

La interferencia se estudid mezclando sueros con concentraciones conocidas de anticuerpos anti LDLox con
muestras de sueros potencialmente interferentes y estudiando la desviacién con respecto a los resultados
esperados. Los resultados fueron los siguientes:

Mezcla* M1 (UE/ml) M2 (UE/ml) UE/ml esperadas UE/ml obtenidas % interferencia
H1 24,0 19,1 21,6 241 111,8%
L1 24,0 14,0 19,0 19,9 104,9%
H2 42,3 19,1 30,7 26,8 87,2%
L2 42,3 14,0 28,1 24,0 85,4%
H3 79,3 21,5 50,4 48,3 95,9%
L3 79,3 18,6 48,9 48,9 99,9%
H4 189,8 12,2 101,0 131,8 130,5%
L4 189,8 21 95,9 117,1 122,1%
H5 167,9 24,6 96,3 101,3 105,3%
L5 167,9 11,6 89,8 104,1 115,9%

* H=hemolizada, L=lipémica.
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diagnostics 38085 ELISA fiir Antikérper gegen oxidiertes LDL (oxLDL) 96 Bestimmungen

VERWENDUNGSZWECK

Enzymgekoppelter Immunabsorptionstest (ELISA) fir die qualitative und semi-quantitative Bestimmung von
oxidiertem Low Density Lipoprotein (oxLDL) in Humanserum.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Antikdrper gegen oxidiertes LDL stehen mit gewissen Krankheitsbildern wie Atherosklerose, Karotisstenose und
anderen Storungen der Koronararterien in Verbindung. Antikdrper gegen oxidiertes LDL kénnen auch bei anderen
Krankheiten, z.B. Diabetes, Hypertonie und Endometriose, von Bedeutung sein."®

Hypercholesterinamie ist eng mit einem erhéhten Risiko fiir Atherosklerose verbunden.*® Das in der
atherosklerotischen Plaque angehaufte Cholesterin stammt hauptsachlich von Low Density Lipoprotein (LDL).
Die Oxidierung von LDL wird als kritisches Ereignis im atherogenen Vorgang akzeptiert.” Freie Radikale, wie
Superoxid und Stickoxid (-O,, NO), die in biologischen Reaktionen im Korper gebildet werden, tragen zur
Oxidierung von LDL bei.?® Es wurde gezeigt, dass das NO-Radikal Apolipoprotein B, einen Bestandteil von LDL,
oxidiert. Auf ahnliche Weise kdénnen Lipoxygenasen und Oxidantien wie Peroxynitrit die Lipid-Anteile in LDL
oxidieren. Es wurde nachgewiesen, dass oxidiertes LDL, und nicht natives LDL, durch Scavenger-Rezeptoren
auf den Monozyten, den glatten Muskelzellen und den Makrophagen in den BlutgefaRen aufgenommen wird.
Die Oxidierung von LDL erhoht die Affinitat von oxidiertem LDL zu den Acetylrezeptoren der Makrophagen.' Da
dieser Aufnahmeweg von oxidiertem LDL unreguliert ist, fihrt er zur Bildung von lipidbeladenen Makrophagen
(Schaumzellen). Das Vorliegen von Schaumzellen ist der erste Schritt bei der Bildung von atherosklerotischer
Plaque in den Blutgefalien. Spater fordern andere, von den Leukozyten freigegebene entziindliche Molekiile den
Verlauf der atherosklerotischen Plaque.'?

Antikdrper gegen oxLDL und seine Verbindungen wurden bei systemischem Lupus erythematodes, Diabetes,
arterieller Thrombose, Hypertonie usw. nachgewiesen.

TESTPRINZIP

Der Test wird als Festphasenimmuntest durchgefuhrt. Die Mikrotiterplattenvertiefungen werden mit oxLDL-Antigen
beschichtet. Es folgt ein Blockierungsschritt, um die unspezifische Proteinbindung wahrend des Testlaufs zu
reduzieren. Kontrollseren, Kalibratoren und Patientenseren werden in den antigenbeschichteten Vertiefungen
inkubiert, um die Bindung der spezifischen Antikdrper in den Proben an das Antigen zu ermdglichen. Ungebundene
Antikérper und andere Serumeiwei3e werden durch Waschen der Vertiefungen entfernt. Gebundene Antikérper
werden durch Zugabe eines enzymmarkierten Anti-human-lgG-Konjugats in die Vertiefungen nachgewiesen.
Ungebundenes Konjugat wird durch Waschen entfernt. Anschlief3end wird ein spezifisches Enzymsubstrat (TMB)
in die Vertiefungen gegeben. Das Vorliegen von Antikdrpern wird mittels einer Farbveranderung nachgewiesen,
die durch die Umwandlung des TMB-Substrats in ein farbiges Reaktionsprodukt entsteht. Die Reaktion wird
gestoppt, und die Intensitat der Farbveranderung, welche proportional zur Konzentration der Antikdrper ist, wird
bei 450 nm mit einem Spektrophotometer gemessen. Die Ergebnisse werden in ELISA-Einheiten pro Milliliter (EU/
ml) ausgedrickt und als positiv oder negativ angegeben.

REAGENZIEN

Lagerung und Zubereitung
Alle Reagenzien bei 2-8 °C lagern. Nicht einfrieren.

Verwenden Sie das Reagenz nicht, falls es trib ist oder Partikel enthalt. Alle Reagenzien mussen vor der
Anwendung auf Raumtemperatur (20-25 °C) gebracht werden.
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Rekonstituieren Sie den Waschpuffer auf 1 Liter mit destilliertem oder entionisiertem Wasser. Bei Lagerung bei
2-8 °C istder rekonstituierte Waschpuffer bis zum Verfallsdatum des Kits haltbar. Die beschichteten Mikrotiterstreifen
sind nur zur einmaligen Anwendung bestimmt.

VorsichtsmaRBnahmen

Alle Bestandteile menschlicher Herkunft wurden mit von der FDA vorgeschriebenen Tests auf HbsAg, HCV,
HIV-1 und -2 und HTLV-I getestet und fir negativ befunden. Auf menschlichem Blut basierende Produkte sowie
Patientenproben sollten jedoch als potentiell infektids angesehen werden. Befolgen Sie bei der Lagerung,
Verteilung und Entsorgung dieser Materialien die Regeln der Guten Laborpraxis.'

Die Anweisungen sollten genau wie in diesem Beipacktext dargestellt befolgt werden, um giiltige
Ergebnisse sicherzustellen. Tauschen Sie Kitbestandteile nicht gegen Materialien aus anderen Quellen
aus. Befolgen Sie die Regeln der Guten Laborpraxis, um beim Umgang mit Reagenzien deren mikrobielle
Verunreinigung und Verschleppungen so gering wie mdglich zu halten. Die Kitbestandteile nicht nach dem auf
dem Etikett angegebenen Verfallsdatum verwenden.

Mitgelieferte Materialien
Zenit oxLDL-ELISA 38085

Die Kits enthalten ausreichend Reagenzien zur Durchfiihrung von 96 Bestimmungen.

12x 8 [MICROPLATE|oxLDL| Mikrotiterplatte mit einzeln abbrechbaren Mikrotitervertiefungen. Mit
oxLDL-Antigen beschichtet. Gebrauchsfertig.

1x1,75ml  [CONTROL|+/oxLDL| Gebrauchsfertige Positivkontrolle (rote Kappe). Enthalt oxLDL-
Antikérper-positives Humanserum. Der erwartete Konzentrationsbe-
reich in EU/ml ist auf dem Etikett angegeben.

1x1,75 ml CONTROLJ] Gebrauchsfertige Negativkontrolle (weiBe Kappe). Enthalt
Humanserum.

5x1,75ml  |CALIBRATOR|AloxLDL|  Gebrauchsfertiges Set mit 5 Kalibratoren. Aus Humanserum mit
oxLDL-Antikorpern hergestellt. Die Konzentrationen in EU/ml sind

[CALIBRATOR]BJoxLDL| auf dem Etikett angegeben. Kalibrator A (griine Kappe) 320 EU/m;
[CALIBRATOR|C|oxLDL|  Kalibrator B (lila Kappe) 80 EU/mI; Kalibrator C (blaue Kappe) 40 EU/
[CALIBRATOR|D[oxLDL] ml; Kalibrator D (gelbe Kappe) 20 EU/ml und Kalibrator E (orange

Kappe) 1 EU/m.
[CALIBRATOR|E|oxLDL|

1x15 ml [lgG-CONJ[HRP]| HRP-Ziegen-anti-human-IgG. Gebrauchsfertig. Farbkennzeichnung
rosa.

1 x 60 mi Serumverdinnungsmittel. Gebrauchsfertig. Farbkennzeichnung
gran.

1x15ml [SUBSTRATE|TMB| TMB-Enzymsubstrat. Gebrauchsfertig. Vor Licht schiitzen.

1x15 ml STOP Stoppldsung. Gebrauchsfertig.

2x [BUF|WASH Waschpuffer in Pulverform. Auf jeweils einen Liter rekonstituieren.
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Auf den Etiketten verwendete Symbole:

Chargennummer
Bestellnummer

E<p~w[3

In-vitro-Diagnostikum
Verwendbar bis
Lagerungstemperatur
Gebrauchsanleitung lesen
Anzahl an Tests

Hersteller

Benotigte, nicht mitgelieferte Materialien

Entionisiertes oder destilliertes Wasser

Spritzflasche fur den verdinnten Waschpuffer

Pipetten mit einem Volumenbereich von 5 pul bis 1000 ul
Pipettenspitzen zur einmaligen Verwendung

Saubere Probenréhrchen 12 x 75 mm und Rohrchenhalter
Stoppuhr

Saugfahige Papiertiicher

Mikrotiterplattenreader, der Extinktionswerte bei 450 nm ablesen kann. Falls ein Mikrotiterplattenreader mit
doppelter Wellenldnge verwendet wird, sollte der Referenzfilter auf 600-650 nm eingestellt werden.

Automatischer Mikrotiterplattenwascher mit einer Verteilungskapazitat von 200 pl

PROBENENTNAHME UND -HANDHABUNG

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

VERFAHREN

Hinweise zum Verfahren

°

Lesen Sie sorgfaltig den Beipacktext, bevor Sie mit dem Test beginnen.
Alle Verdinnungen der Patientenproben sollten vor Beginn des Tests vorbereitet werden.

Warten Sie vor Beginn des Testverfahrens, bis die Patientenproben und Testreagenzien Raumtemperatur
erreicht haben. Es wird empfohlen, die Reagenzien 30 Minuten vor der Anwendung aus der Verpackung zu
nehmen und auf dem Arbeitstisch stehen zu lassen. Stellen Sie alle nicht verwendeten Proben und Reagenzien
sofort nach der Anwendung wieder in den Kihlschrank.

Entnehmen Sie dem Beutel die bendtigte Anzahl an Mikrotitervertiefungsstreifen; verschlieRen Sie dann den
Beutel sorgfaltig, um Kondensation in den nicht verwendeten Vertiefungen zu vermeiden. Legen Sie den
Beutel sofort wieder in den Kihlschrank.

Eine gute Waschmethode ist unerldsslich. Wenn von Hand gewaschen wird, erreichen Sie eine
angemessene Spilung, indem Sie eine Waschflasche mit einer breiten Diise verwenden und einen starken
Strahl Waschpuffer tber die gesamte Mikrotiterplatte spritzen. Die Anwendung eines automatischen

Mikrotiterplattenwaschers wird empfohlen.
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*  Verwenden Sie eine Multikanalpipette, die gleichzeitig in 8 oder 12 Vertiefungen pipettieren kann. Dies
beschleunigt das Verfahren und resultiert in gleichmafligeren Inkubationszeiten.

« Fur alle Schritte ist eine sorgfaltige Kontrolle der zeitlichen Koordinierung wichtig. Alle Inkubationszeitraume
beginnen, sobald das Zufligen der Reagenzien abgeschlossen ist.

» Das Zuflgen aller Proben und Reagenzien sollte mit derselben Geschwindigkeit und in derselben Reihenfolge
erfolgen.

» Stellen Sie sicher, dass die Inkubation der Mikrotiterplatten im Dunkeln stattfindet. Dies gilt fiir die
Inkubationsschritte von Probe, Konjugat und Substrat. Lichteinwirkung wahrend der Inkubation kann
die Ergebnisse beeintrachtigen.

Testmethode

Schritt 1
Schritt 2

Schritt 3

Schritt 4

Schritt 5

Schritt 6

Schritt 7
Schritt 8

Lassen Sie alle Reagenzien und Proben Raumtemperatur erreichen.

Verwenden Sie den Protokollbogen, um die Positionen der Proben in den Vertiefungen zu notieren.
Es entspricht der Guten Laborpraxis, Proben zweifach zu testen.

Verwenden Sie flr die qualitative Bestimmung nur Kalibrator D (gelbe Kappe).

oder

Verwenden Sie fiir eine semi-quantitative Bestimmung die Kalibratoren A bis E, wie in der
Probenanordnung unten angezeigt.

Qualitativ Semi-quantitativ

A BLANK| S5

NEG S6

BLANK | S1
NEG/ S2
POS| S7 POS| S3
CéL S8 C:L sS4
S1.s9 el ss
S2 S10 - s6

S3 . sM Ch- 1 s7

ITOTMMOOW@
ITOTMMOO >

sS4 S12 G- s8

1 2 3 4 1 2 3 4

Verdunnen Sie die Patientenproben im Verhaltnis 1:101, indem Sie 5 pl des Patientenserums mit 500 pl
Serumverdinnungsmittel vermischen.

Entnehmen Sie dem Beutel die bendtigte Anzahl Vertiefungen und legen Sie die nicht verwendeten
Streifen im versiegelten Beutel wieder in den Kihlschrank. Setzen Sie die Vertiefungen sicher in den
mitgelieferten Halter ein.

Pipettieren Sie 100 ul der gebrauchsfertigen Kalibratoren, der Positiv- und Negativkontrollen und der
verdinnten Patientenproben (1:101) in die auf dem Protokollbogen angezeigten entsprechenden
Vertiefungen.

Anmerkung: Geben Sie in eine Vertiefung 100 pl Serumverdinnungsmittel als Blindprobe. Stellen
Sie den ELISA-Reader gegen diese Blindprobe auf Null.

Inkubieren Sie 30 Minuten (+ 5 min) im Dunkeln bei Raumtemperatur.

Waschen Sie 4-mal mit Waschpuffer. Flllen Sie zum manuellen Waschen jede Vertiefung mit
rekonstituiertem Waschpuffer. Entfernen Sie die Flissigkeit, indem Sie jede Vertiefung umdrehen und
deren Inhalt ausklopfen, oder indem Sie die Flissigkeit aus jeder Vertiefung absaugen. Drehen Sie
zum Trocknen am Ende des letzen Waschens die Streifen um und klopfen Sie Giber saugfahigem Papier
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kraftig auf die Vertiefungen. Wenn Sie einen automatischen Wascher verwenden, programmieren Sie
diesen entsprechend den Anweisungen des Herstellers.

Schritt9  Pipettieren Sie 100 pl Konjugat in die Vertiefungen.
Schritt 10 Inkubieren Sie 30 Minuten (x 5 min) im Dunkeln bei Raumtemperatur.
Schritt 11  Waschen Sie alle Vertiefungen wie in Schritt 8 beschrieben.

Schritt 12 Pipettieren Sie 100 pl Enzymsubstrat in jede Vertiefung; gehen Sie dabei in derselben Reihenfolge
und mit derselben Geschwindigkeit vor wie beim Konjugat.

Schritt 13 Inkubieren Sie 30 Minuten (+ 5 min) im Dunkeln bei Raumtemperatur.

Schritt 14 Pipettieren Sie 100 pl Stopplosung in jede Vertiefung; gehen Sie dabei in derselben Reihenfolge
und mit derselben Geschwindigkeit vor wie beim Hinzufliigen des Enzymsubstrats Lesen Sie den
Extinktionswert innerhalb 1 Stunde nach Hinzufiigen der Stopplésung ab.

Schritt 15 Lesen Sie die Extinktion jeder Vertiefung bei 450 nm gegen die Blindprobe, fur die der Extinktionswert
Null eingestellt wurde, ab; verwenden Sie einen Mikrotiterplattenreader mit einer einzigen Wellenlange
oder mit einer doppelten Wellenldange von 450/630 nm.

Qualitatskontrolle

Bei jedem Testlauf missen Kalibratoren, Positiv- und Negativkontrollen und eine Blindprobe mitgetestet werden,
um die Unverfalschtheit und Genauigkeit des Tests zu Uberprifen. Der Extinktionswert der Blindprobe sollte <0,3
sein. Kalibrator A sollte einen Extinktionswert von mindestens 1,0 haben, anderenfalls muss der Test wiederholt
werden. Der Wert der Negativkontrolle muss <20 EU/ml sein. Falls der Test doppelt durchgefiuhrt wurde, sollte
der Mittelwert der beiden Messungen verwendet werden, um die EU/ml zu bestimmen. Bei der Durchfiihrung
von qualitativen Bestimmungen muss die Extinktion von Kalibrator D grof3er als die der Negativkontrolle und
kleiner als die Extinktion der Positivkontrolle sein. Fir semi-quantitative Bestimmungen missen die Werte der
Positivkontrolle innerhalb des auf dem Flaschchen angegebenen Bereiches liegen.

ERGEBNISSE

Berechnungen

Die Konzentrationen der Proben kdnnen mit einer der beiden folgenden Methoden bestimmt werden:
1. QUALITATIVE BESTIMMUNG

Ext. der Testprobe

X EU/ml von Kalibrator D = = EU/ml der Testprobe
Ext. von Kalibrator D

2. SEMI-QUANTITATIVE BESTIMMUNG

Tragen Sie auflin-log-Koordinatenpapier die Extinktionen der Kalibratoren Abis E gegen ihre jeweilige Konzentration
auf. Tragen Sie die Konzentrationen in EU/m| auf der X-Achse gegen die Extinktion auf der Y-Achse auf und
zeichnen Sie eine passende Kurve von Punkt zu Punkt. Bestimmen Sie auf der Kurve die Konzentrationen der
Patientenproben gegen ihre entsprechenden Extinktionswerte. Alternativ kann eine Vier-Parameter-Kurve zum
Erstellen der Standardkurve verwendet werden.

Kalibrator

Die gebrauchsfertigen Kalibratoren sind im Kit enthalten, um die semi-quantitative Bestimmung zu erméglichen;
sie missen bei jedem Testlauf verwendet werden. Patientenproben mit hohen Antikorperspiegeln kénnen hohere
Extinktionswerte aufweisen als Kalibrator A. Um genaue semi-quantitative Werte zu bestimmen, sollten solche
Proben nochmals verdiinnt werden, damit sie bei einem erneuten Testinnerhalb des Bereiches der Kalibratorenkurve
fallen. Um die EU/mI zu bestimmen, missen Sie den erhaltenen Wert mit dem Verdiinnungsfaktor multiplizieren.
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Interpretation

Die Interpretationswerte wurden bestimmt, indem 64 normale erwachsene Blutspender getestet wurden.
Der Durchschnitt der normalen Testpersonen plus 2 SD wurde als Grenzwert des Tests festgelegt; ihm wurde
der willktrliche Wert von 20 EU/ml zugeordnet. A. Menarini Diagnostics empfiehlt die Anwendung des unten
angegebenen Referenzbereiches. Jedes Labor sollte die Testwerte flir seine eigenen Umstande validieren.

oxLDL-AK-Wert Interpretation

<20 EU/mI Negativ

20-25 EU/mI Unbestimmt (Grenzbereich)
> 25 EU/ml Positiv

EINSCHRANKUNGEN DES VERFAHRENS

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

Die mit diesem Test erhaltenen Ergebnisse sind nicht allein diagnostisch und sollten im Zusammenhang mit
dem klinischen Bild des Patienten betrachtet werden. Patienten mit Grenzwerten sollten erneut getestet werden,
um das Ergebnis zu bestatigen. Es wird auRerdem empfohlen, Patienten mit Ergebnissen im Grenzbereich in
angemessenen Abstanden erneut zu testen.

ERWARTETE WERTE

Bei einer normalen Population werden negative Testergebnisse erwartet. Antikdrper gegen oxidiertes LDL liegen
bei Patienten mit Atherosklerose, Diabetes, SLE und stressinduzierbarer Erkrankung vor.

Leistungsmerkmale

A. Krankheitszusammenhang: Der Zenit oxLDL-Antikorper-ELISA fir den Nachweis von Antikdrpern gegen
oxidiertes LDL wurde bewertet, indem Seren von Patienten mit verbundenen Krankheiten (wie in der Literatur
berichtet), Krankheitskontrollseren von Patienten mit nicht verbundenen Autoimmunkrankheiten und Kontrollseren
von gesunden, normalen Testpersonen getestet wurden. Die Ergebnisse dieser Tests und die Anzahl der Seren
aus jeder Population sind nachfolgend zusammengefasst.

Population N  oxLDL-AK-pos. N (%)
Koronare Herzkrankheit 9 7 (78%)
Phospholipid-AK-positiv 57 33 (58%)
Krankheitskontrollen 50 1(2%)
Normal 100 4 (4%)

B. Kreuzreaktivitat: Insgesamt 50 potentiell kreuzreaktive Proben von Patienten mit anderen Autoimmunkrankheiten
oder positiven Ergebnissen flr andere Autoantikdrper wurden mit dem Zenit oxLDL-System auf oxLDL-Antikérper

getestet.

Krankheit N  oxLDL-AK-positiv N (%)
positiv fir antinukleare AK 10 0 (0%)

pos. fur AK gegen zyklische citrullinierte Peptide 10 0 (0%)
Hashimoto-Krankheit 10 0 (0%)
Hsp-70-AK-positiv 10 0 (0%)
Rheumafaktor-positiv 10 1 (10%)
Gesamt 50 1(2%)
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Prazision

Die interserielle Prazision wurde mit 3 positiven Proben getestet, die aus dem gesamten Testbereich ausgewahlt
wurden. Mehrfache Testlaufe wurden zu verschiedenen Zeiten durchgefiihrt. Die intraserielle Prazision wurde auf
der Grundlage von 10 Wiederholungen von 3 Proben berechnet. Auf der Grundlage dieser Wiederholungen wurde
der Variationskoeffizient (VK) berechnet. Der interserielle VK und der intraserielle VK lagen bei 5-13 %.

Linearitat

Um die akzeptable Linearitat zu bestimmen, wurden Platten mit Kalibratoren mit bekannten Werten getestet. Die
r>-Werte der resultierenden Standardkurven wurden fir mehrere Tests bestimmt. Ein r2-Wert Gber 0,95 wird als
akzeptabel angesehen. Der durchschnittliche r>-Wert fiir diese Tests im Rahmen der Prazisionstests war 0,9977,
wobei kein einzelner Wert unter 0,9972 lag.

Wiederfindung

Proben mit bekannten Konzentrationen von oxLDL-Antikbrpern wurden mit geeigneten Verdinnungen anderer
positiver Proben mit bekannten Mengen an oxLDL-Antikérpern gemischt. Die AntikOrperspiegel der gemischten
Proben wurden bestimmt und zur Berechnung der Wiederfindung in Prozent verwendet. Folgende Ergebnisse
wurden erhalten:

P1 P2 EU/mI EU/mI % Wiederfindung
Proben (EU/ml) (EU/mlI) Erwartet Erhalten (Erhalten/Erwartet)
Mischung 1 43,6 422 429 49,4 115,2 %
Mischung 2 37,1 60,2 48,6 50,4 103,6 %
Mischung 3 20,1 52,9 36,5 38,0 104,0 %
Mischung 4 78,9 65,3 72,1 84,3 116,9 %
Mischung 5 178,5 152,8 165,7 171,3 103,4 %

Interferenz

Die Interferenz wurde untersucht, indem Seren mit bekannten oxLDL-Antikérperkonzentrationen mit potentiell
interferierenden Serumproben gemischt wurden und die Abweichung von den erwarteten Werten untersucht
wurde. Die Ergebnisse sind nachfolgend angezeigt.

Mischung* P1 (EU/ml) P2 (EU/ml) EU/ml Erwartet EU/ml Erhalten % Interferenz
H1 24,0 19,1 21,6 241 11,8 %
L1 24,0 14,0 19,0 19,9 104,9 %
H2 42,3 19,1 30,7 26,8 87,2 %
L2 42,3 14,0 28,1 24,0 85,4 %
H3 79,3 21,5 50,4 48,3 95,9 %
L3 79,3 18,6 48,9 48,9 99,9 %
H4 189,8 12,2 101,0 131,8 130,5 %
L4 189,8 21 95,9 117,1 122,1 %
H5 167,9 246 96,3 101,3 105,3 %
LS 167,9 11,6 89,8 104,1 115,9 %

* H = h@molytisch, L = lipaAmisch




ELISA Anticorps LDL Oxydé (oxLDL)

ENCART DU PRODUIT

AMENARINI
diagnostics 38085 ELISA Anticorps LDL oxydé (oxLDL) 96 Déterminations

UTILISATION PREVUE

Test ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) pour la détection qualitative et semi-quantitative des anticorps
a la lipoprotéine a basse densité oxydée (oxLDL) dans le sérum humain.

GENERALITES

Les anticorps anti-LDL oxydée sont associés a certaines conditions cliniques telles que I'artériosclérose, la sténose
carotidienne et d’autres problemes des artéres coronariennes. Les anticorps anti-LDL oxydé peuvent aussi étre
importants dans des maladies telles que le diabéte, I'’hypertension et 'endométriose. ™

L’hypercholestérolémie est étroitement associée a une augmentation du risque d’artériosclérose.*® Le cholestérol
accumulé dans les plaques d’athéromes est dérivé principalement des lipoprotéines de basse densité (LDL).
L'oxydation du LDL est considérée comme un événement critique dans les processus athérogéniques.” Les
radicaux libres tels que I'oxyde et le superoxyde nitrique (-O,, NO) créés lors des réactions biologiques dans le
corps contribuent a I'oxydation du LDL.2° On a démontré que le radical NO oxyde I'apolipoprotéine B, un constituant
du LDL. De fagon similaire, les lipo-oxygénases et les oxydants tels que le peroxynitrite peuvent oxyder le groupe
des lipides dans le LDL. On a démontré que le LDL oxydé et le LDL non natif sont pris en charge par les récepteurs
charognards sur les monocytes, les cellules des muscles lisses et les macrophages dans les vaisseaux sanguins.
L'oxydation du LDL augmente I'affinité du LDL oxydé pour les récepteurs acétyle des macrophages.'® Comme ce
chemin du LDL oxydé n’est pas régulé, cela entraine la formation de macrophages chargés de lipides (cellules
mousse). La présence de cellules mousse est la premiéere étape dans la formation de plaques d’athéromes dans
les vaisseaux sanguins. Plus tard, d’autres molécules inflammatoires relachées par les leucocytes participent a la
progression de la plaque d’athérome.™ 12

Les anticorps contre le oxLDL et ses complexes on été retrouvés dans le lupus érythémateux systémique, le
diabete, la thrombose artérielle, I'hypertension, etc.

PRINCIPES DU TEST

Le test est réalisé comme un test immunologique en phase solide. Les micro-puits sont recouverts avec I'antigéne
oxLDL suivi par une procédure de blocage pour réduire les liaisons non-spécifiques durant le déroulement du test.
Les contrOles, les étalons et les sérums de patients dilués sont ajoutés dans différents puits, autorisant chaque
anticorps présent a se lier a I'antigene en place. Les molécules non liées aux antigénes sont éliminées par lavage
des micro-puits. Un conjugué enzymatique anti-lgG humaine est alors ajouté dans chaque puit pour révéler les
anticorps du patient. Le conjugué non fixé est éliminé par lavage. L'enzyme spécifique au substrat (TMB) est ensuite
ajoutée aux puits et la présence d’anticorps est détectée par un changement de couleur lors de la conversion du
substrat TMB en un produit de réaction coloré. La réaction est arrétée et I'intensité du changement de couleur, qui
est proportionnel a la concentration de I'anticorps, sera déterminée par lecture au spectrophotométre a 450 nm.
Les résultats sont exprimés en unités ELISA par millilitres (EU/ml) et reportés comme positifs ou négatifs.

REACTIFS

Conservation et préparation
Conserver tous les réactifs entre 2 et 8°C. Ne pas congeler.

Ne pas employer le réactif s’il est trouble ou si un précipité s’est formé. Tous les réactifs doivent étre portés a la
température ambiante (20-25°C) avant de les utiliser.
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Reconstituer le tampon de lavage en y ajoutant de I'eau distillée ou déionisée pour un volume de 1 L. Conservé
entre 2 et 8°C, le tampon de lavage est stable jusqu’a la date limite d’utilisation du kit. Les micro-puits ne peuvent
étre utilisés qu’une seule fois.

Précautions

Le matériel d’origine humaine utilisé dans la préparation des réactifs a été testé enrespectantles recommandations
de la FDA et résulte non réactif aux antigenes HBsAg, HCV, HIV-1 et 2 et HTLV-I. Du fait qu’aucune méthode
de test connue ne peut offrir une garantie absolue de I'absence d’agents infectieux, considérer les réactifs ainsi
que tous les échantillons de patients comme potentiellement infectieux et les manipuler avec les précautions
d’'usage®.

Les instructions doivent étre suivies exactement comme elles apparaissent dans cette notice de kit
pour assurer des résultats valides. Ne pas interchanger les composants du kit avec ceux provenant
d’autres sources. Suivre les bonnes pratiques de laboratoire pour minimiser la contamination microbienne
et croisée lors de la manipulation. Ne pas utiliser les composants du kit apres la date de péremption figurant
sur les étiquettes.

Matériel fourni
Zenit oxLDL ELISA 38085

Les kits contiennent les réactifs suffisants pour effectuer 96 déterminations.

12x 8 (MICROPLATE|oxLDL| Microlamelle avec micro-puits individuels. Recouverts d'antigene
oxLDL. Prét a 'emploi.

1x1.75 ml |[CONTROL|+|oxLDL]| Contréle Positif prét a 'emploi (couvercle rouge). Contient sérum
humain positif pour anticorps oxLDL. La gamme de valeurs attendues
en EU/ml se trouve sur I'étiquette du flacon.

1x1.75ml [CONTROLJ-] Contréle négatif (couvercle blanc), prét a 'emploi. Contient sérum
humain.

5x1.75 ml [CALIBRATOR|AJoxLDL| Set de 5 Etalons prét a 'emploi Dérivé de sérum humain contenant

des anticorps oxLDL. Les concentrations en EU/ml se trouvent sur les

[CALIBRATOR|B]oxLDL| étiquettes. Etalon A (couvercle vert) 320 EU/ml; Etalon B (couvercle

[CALIBRATOR|C|oxLDL|  violet) 80 EU/ml; Etalon C (couvercle bleu) 40 EU/ml; Etalon D (couvercle
[CALIBRATOR|D[oxLDL]| jJaune) 20 EU/ml, et Etalon E (couvercle orange) 1 EU/ml.

[CALIBRATORIE]oxLDL]

1x15ml  [IgG-CONJ|HRP] Conjugué HRP de chévre anti-lgG humaine. Prét a I'emploi.

1 x 60 mi Diluant sérum. Prét a I'emploi. Code couleur pourpre.

1x15ml  [SUBSTRATE|TMB| Substrat enzyme TMB. Prét a I'emploi. Protéger de la lumiére.
1x15ml Solution d’Arrét. Prét a I'emploi.

2x Tampon de lavage en poudre. Reconstituer pour 1 litre.
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Symboles utilisés sur les étiquettes

Numéro de lot
Référence catalogue

E<p~w[3

Pour usage diagnostic In vitro

A utiliser avant

Température de conservation

Lire les instructions avant utilisation
Nombre de tests

Fabricant

Matériel nécessaire mais non fourni

Eau distillée ou déionisée

Bouteille pour le tampon de lavage

Pipettes capables de délivrer de 5 a 1000 pl
Bouts de pipette jetables

Petits tubes de 12 X 75 mm et porte-tubes
Timer

Papier absorbant

Lecteur de microlamelles pouvant lire les valeurs d’absorbance a 450 nm. Si la longueur d’'onde double est
disponible, le filtre de référence sera de 600-650 nm.

Bac pour le lavage automatique capable de dispenser 200 ul

PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

Utiliser uniquement du sérum pour réaliser ces tests. Il est recommandé de ne pas utiliser de sérums fortement
hémolysés, lipémiques ou sujets a une contamination bactérienne car cela peut provoquer des interférences et
modifier les performances du test. Conserver les sérums entre 2 et 8°C pendant maximum une semaine. Pour une
conservation plus longue, les sérums doivent étre congelés. Eviter les congélations/décongélations successives
des sérums.

METHODE

Préparation du test

Lire ces instructions attentivement avant de commencer 'analyse.
Préparer toutes les dilutions des échantillons patients avant de commencer le test.

Porter tous les réactifs et échantillons a la température ambiante avant de commencer la procédure. Il est
conseillé de laisser les réactifs hors de la boite pendant 30 minutes avant de les utiliser. Replacer les produits
non utilisés au réfrigérateur juste apres l'utilisation.

Enlever les microlamelles nécessaires du récipient et refermer soigneusement le récipient pour éviter la
condensation dans les puits non utilisés. Replacer immédiatement le récipient au réfrigérateur.

Une bonne technique de lavage est essentielle. Si 'opération est réalisée manuellement, diriger un jet
puissant de vapeur de tampon de lavage a I'aide d’une large bouteille sur toute la superficie de la microlamelle.
Il est recommandeé d’utiliser un bac de lavage des microlamelles automatique.

Utiliser une pipette multicanaux capable de remplir 8 ou 12 puits simultanément. Ceci rend le processus plus
rapide et fournit un temps d’incubation plus uniforme.
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* Pour toutes les étapes, la synchronisation est importante. Les périodes d’incubation commencent apres la
distribution des réactifs.

* L’ajout de tous les échantillons et réactifs doit étre réalisé a la méme cadence et selon la méme séquence.

* S’assurer que les incubations des microlamelles se fassent dans I'obscurité. Ceci comprend les
étapes d’incubation des échantillons, du conjugué et du substrat. L’exposition a la lumiére durant
I'incubation peut modifier les résultats.

Exécution du test

Etape 1
Etape 2

Etape 3

Etape 4

Etape 5

Etape 6

Etape 7
Etape 8

Etape 9
Etape 10
Etape 11

Porter tous les réactifs et échantillons a température ambiante.

Indiquer sur une feuille du protocole la position des échantillons sur la microlamelle. Il est de bonne
pratique de vérifier les échantillons en double.

Détermination qualitative : employer uniquement I'étalon D (couvercle jaune).

ou

Détermination semi-quantitative : employer les étalons A a E comme montré dans I'exemple ci-
dessous.

Qualitative Semi-quantitative
A e s5 A s st
B NEG  S6 B NEG | S2
C POS S7 C POS ' S3
D G- s8 D A
E S1) 89 E 'y &
F S2 810 F G- s6
G S3 . sM G -1 s7
H sS4 s12 H g s8
1 2 3 4 1 2 3 4

Préparer une dilution de 1:101 de I'échantillon patient en mélangeant 5 pl de I'échantillon patient a
500 pl de diluant pour échantillons.

Prélever les microlamelles nécessaires du récipient et replacer les tigettes non utilisées dans le
récipient fermé au réfrigérateur. Placer soigneusement les microlamelles dans le porte-lamelles fourni.

Pipeter 100 pl des étalons préts a 'emploi, des échantillons de patients dilués (1 :101), des controles
négatif et positif dans les puits indiqués sur la feuille de protocole.

Note : Inclure un puit avec 100 ul de diluant pour échantillons comme blanc de réactif. La lecture
ELISA de ce blanc sera zéro.

Laisser incuber pendant 30 minutes (+- 5 minutes) a température ambiante a 'obscurité.

Laver 4 x avec le tampon de lavage: aspirer soigneusement le contenu de chaque puit. Ajouter le
tampon reconstitué dans tous les puits et aspirer ensuite complétement. Répéter cette opération trois
fois supplémentaires pour un total de quatre lavages. Aprés le dernier lavage, retourner la plaque et
la tapoter sur du papier absorbant pour enlever tout liquide de lavage résiduel. En cas d’utilisation de
bacs de lavage automatiques, programmer I'appareil comme indiqué sur la notice d’utilisation.

Pipeter 100 pl de conjugué dans chaque puit.
Incuber pendant 30 minutes (+- 5 min.) a température ambiante a I'obscurité.

Lavage: Répéter la procédure décrite a I'étape 8.
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Etape 12  Pipeter 100 pl de substrat enzymatique dans chaque puit dans le méme ordre et timing que le
conjugue.

Etape 13  Incuber 30 minutes (+- 5 min.) a température ambiante a I'obscurité.

Etape 14  Pipeter 100 pl de solution d’arrét dans chaque puit. Maintenir la méme séquence et le méme timing
lors de I'addition de la solution d"arrét que ceux utilisés lors de la distribution du substrat enzymatique.
Lire les valeurs d’absorbance dans les 30 minutes qui suivent |'arrét de la réaction.

Etape 15 Lire I'absorption de chaque puit a 450nm en utilisant un lecteur simple ou a longueur d’onde double
450/630 nm en prenant le blanc de réactif comme zéro d’absorbance.
Contréle qualité

Les étalons, les controles positifs et négatifs et un blanc doivent étre présents dans chaque série de test pour
garantir I'intégrité et la précision de ce dernier. La lecture de densité optique du blanc doit étre inférieure a 0.3.
L’étalon A doit avoir une lecture de densité optique supérieure a 1.0, sinon le test doit étre répété. Le controle
négatif doit étre inférieur a 20 EU/ml. Si le test est réalisé en double, prendre la moyenne des deux lectures pour
déterminer les concentrations en EU/mI. Lors des déterminations qualitatives, la densité optique de I'étalon D doit
étre plus grande que celle du contréle négatif et plus petite que celle du contrdle positif. Pour les déterminations
semi-quantitatives, le contréle positif doit donner des valeurs dans les fourchettes figurant sur le flacon.

RESULTATS
Calcul
Les concentrations des échantillons patients peuvent étre déterminées par I'une ou l'autre de ces deux méthodes :

1. DETERMINATION QUALITATIVE
Abs. Echantillon

X EU/ml étalon D = EU/mI Echantillon
Abs. Etalon D

2. DETERMINATION SEMI-QUANTITATIVE

Tracer I'absorbance des étalons A a E par rapport a leur concentration respective sur un graphique linéaire.
Tracer la concentration en EU / ml sur 'axe des X et 'absorbance sur I'axe Y et dessiner la courbe la plus proche.
Déterminer les concentrations des échantillons patients provenant de la courbe par leurs valeurs correspondantes
d’absorbance. En alternative, une courbe a quatre paramétres peut étre utilisée pour tracer la courbe standard.

Etalons

Les étalons sont fournis pour une détermination semi-quantitative et doivent étre employés lors de chaque
test. Les échantillons patients contenant les niveaux les plus élevés d’anticorps peuvent donner des valeurs
d’absorbance plus grandes que celles de I'Etalon A. Pour la détermination des valeurs semi-quantitatives précises
de tels échantillons, il faut les diluer et les tester a nouveau jusqu’a ce que les résultats puissent étre lus sur la
courbe d’étalonnage. Pour la détermination en EU / ml, multiplier les unités obtenues par le facteur de dilution.

Interprétation

Les valeurs d’interprétation ont été déterminées en testant 64 donneurs adultes normaux. La moyenne des
sujets normaux plus 2 DS a été établie comme la limite de test et on a assigné une valeur arbitraire de 20 EU/
ml. A. Menarini Diagnostics suggére l'utilisation de la gamme de référence ci-dessous. Chaque laboratoire doit
déterminer ses propres valeurs normales.

valeur Ab oxLDL Interprétation

<20 EU/mI Négatif

20-25 EU/ml Indéterminé (Limite)
>25 EU/m Positif
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LIMITES D’UTILISATION

Utiliser uniquement du sérum pour réaliser ces tests. Il est recommandé de ne pas utiliser de sérums fortement
hémolysés, lipémiques ou sujets a une contamination bactérienne car cela peut provoquer des interférences et
modifier les performances du test. Conserver les sérums entre 2 et 8°C pendant maximum une semaine. Pour une
conservation plus longue, les sérums doivent étre congelés. Eviter les congélations/décongélations successives
des sérums.
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Les résultats obtenus servent seulement d’aide dans le diagnostic et doivent étre considérés en association avec
d’autres informations de laboratoire ou cliniques. Tout résultat de patient limite devrait étre testé a nouveau pour
confirmer le résultat. |l est aussi recommandé que les patients avec des résultats limite soient testés a nouveau a
des intervalles appropriés.

VALEURS ATTENDUES
Les valeurs prévues dans une population normale sont négatives. Les anticorps LDL oxydé se retrouvent chez les
patients avec artériosclérose, diabéete, SLE et des troubles liés au stress.

CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCE

A. Association de maladie: Le test Zenit Anticorps oxLDL ELISA pour la détection des anticorps LDL oxydé a été
évalué en testant des sérums de patients avec les conditions associées tel que reporté dans la littérature, sérums
de contréle maladie de patients avec maladies auto-immunitaires non associées et sérums de contréle de sujets
normaux sains. Les résultats de ces tests sont résumés ci-dessous pour chaque population.

Population n  Ab Pos oxLDL n (%)
Maladie Arteres Coronariennes 9 7 (78%)
Positif Anticorps Phospholipide 57 33 (58%)
ContrOles de maladie 50 1(2%)
Normaux 100 4 (4%)

B. Réactivité croisée: Un total de 50 échantillons a la réactivité croisée potentielle provenant d’individus avec
d’autres désordres auto-immunitaires ou positifs pour d’autres auto-anticorps ont été testés pour les anticorps
oxLDL en utilisant le systeme Zenit oxLDL.

Condition n Ab positive oxLDL n (%)
Ab positive Antinucléaire 10 0 (0%)

Ab positive Peptide Cyclique Citrulinidé 10 0 (0%)

Maladie de Hashimoto 10 0 (0%)

Ab positive Hsp-70 10 0 (0%)

Positive Facteur Rhumatoide 10 1(10%)

Total 50 1(2%)
Précision

La précision inter-tests a été déterminée avec 3 échantillons positifs sélectionnés parmi la gamme de test. Les
tests multiples ont été réalisés a des moments différents. La précision intra-test a été calculée sur la base de 10
réplications de 3 échantillons. Sur base de ces réplications, le Coefficient de Variation (CV) a été calculé. Les CV
inter-tests et intra-test allaient de 5 a 13%.
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Linéarité :

Pour déterminer 'acceptabilité de linéarité, des lamelles ont été testées avec des doubles dilutions d’'un étalon
de valeur connue. Les valeurs r? de la courbe standard ont été déterminées pour les tests multiples. Une valeur r?
plus grande que 0.95 est considérée comme acceptable. La valeur moyenne r? de ce test est 0.9977 avec aucune
valeur inférieure a 0.9972.

Récupération

Des échantillons avec des concentrations connues d’anticorps oxLDL ont été mélangés aux dilutions appropriées
d’'un autre échantillon positif avec des quantités connues d’anticorps oxLDL. Les niveaux d’anticorps des
échantillons mélangés ont été déterminés et a partir de ces valeurs on a calculé le pourcentage de récupération.
Les résultats sont les suivants :

S1 S2 EU/mlI EU/mI % Récupération
Echantillons (EU/ml) (EU/ml) Attendu Obtenu (Obtenu/Attendu)
Mélange 1 43.6 42.2 42.9 49.4 115.2%
Mélange 2 371 60.2 48.6 50.4 103.6%
Mélange 3 20.1 52.9 36.5 38.0 104.0%
Mélange 4 78.9 65.3 721 84.3 116.9%
Mélange 5 178.5 152.8 165.7 171.3 103.4%

Interférence

Linterférence a été étudiée en mélangeant des sérums avec des niveaux connus d’anticorps oxLDL avec des
échantillons de sérum potentiellement interférents et en étudiant la déviation par rapport aux résultats attendus.
Les résultats se trouvent ci-dessous.

Mélange* S$1 (EU/ml) S2 (EU/ml) EU/ml Attendu EU/ml Obtenu  %Interférence
H1 24.0 19.1 21.6 241 111.8%
L1 24.0 14.0 19.0 19.9 104.9%
H2 42.3 19.1 30.7 26.8 87.2%
L2 42.3 14.0 28.1 24.0 85.4%
H3 79.3 215 50.4 48.3 95.9%
L3 79.3 18.6 48.9 48.9 99.9%
H4 189.8 12.2 101.0 131.8 130.5%
L4 189.8 21 95.9 117.1 122.1%
H5 167.9 24.6 96.3 101.3 105.3%
L5 167.9 11.6 89.8 104.1 115.9%

* H=Hémolytique, L=Lipémique, S = Echantillon.
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diagnostics 38085 Anticorpi anti-LDL Ossidate (oxLDL) ELISA 96 Determinazioni

USO PREVISTO

Test immunoenzimatico (ELISA) per la determinazione qualitativa e semi-quantitativa di anticorpi anti-lipoproteine
ossidate a bassa densita (oxLDL) nel siero umano.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE

Gli anticorpi anti-oxLDL sono associati con alcune condizioni cliniche quali I'aterosclerosi, la stenosi carotidea
ed altre malattie coronariche. Gli anticorpi anti-oxXLDL possono essere presenti anche in altre potologie quali
l'ipertensione diabetica e 'endometriosi.™®

L'ipercolesterolemia & strettamente associata ad un maggior rischio di sviluppare aterosclerosi.*¢ |l colesterolo
che si accumula nella placca aterosclerotica deriva principalmente da lipoproteine a bassa densita (LDL).
L'ossidazione della LDL € ampiamente accettata come un evento critico nel processo aterogenico.” | radicali liberi
come il superossido e I'ossido nitrico (-O2, NO) generati nelle reazioni biologiche che avvengono nell’organismo,
contribuiscono all'ossidazione delle LDL.8° E stato dimostrato che il radicale NO & responsabile per I'ossidazione
dell’apolipoproteina B, un costituente delle LDL. Similmente, le lipossigenasi e ossidanti come il perossinitrito
possono ossidare le frazioni lipidiche delle LDL. E stato dimostrato che le LDL ossidate e le LDL non native
vengono captate dai recettori scavenger presenti sui monociti, sulle cellule del muscolo liscio e sui macrofagi nei
vasi sanguigni. L'ossidazione delle LDL accresce I'affinita delle LDL ossidate per i recettori acetitici dei macrofagi.®
Dato che questo percorso della captazione delle LDL ossidate non & regolato, da luogo alla formazione di
macrofagi “carichi” di lipidi (cellule schiumose). La presenza di cellule schiumose costituisce il primo passo
nella formazione della placca aterosclerotica nei vasi sanguigni. Successivamente, altre molecole infammatorie
rilasciate dai leucociti promuovono la progressione della placca aterosclerotica.''? Gli anticorpi contro le oxLDL
ed i loro complessi sono stati dimostrati essere presenti nelle condizioni di lupus eritematoso sistemico, diabete,
trombosi arteriosa, ipertensione, ecc.

PRINCIPI DELLA METODICA

Il test viene eseguito come test immunoenzimatico in fase solida. | pozzetti vengono rivestiti con I'antigene oxLDL
segue poi una fase di bloccaggio per ridurre il legame non specifico delle proteine durante il ciclo dell’analisi.
Controlli, calibratori e sieri dei pazienti vengono incubati nei pozzetti rivestiti di antigene per consentire il legame
degli anticorpi specifici presenti nel campione all’antigene. Gli anticorpi non legati ed altre proteine sieriche
vengono rimossi mediante lavaggio dei pozzetti. Gli anticorpi legati vengono rilevati per 'aggiunta nei pozzetti di
un coniugato anti-lgG umane marcato con enzima. Il coniugato non legato viene rimosso mediante lavaggio. Viene
poi aggiunto nei pozzetti un substrato enzimatico specifico (TMB) e la presenza degli anticorpi viene rilevata da
un cambiamento di colore prodotto dalla conversione del substrato TMB in un derivato colorato della reazione. La
reazione viene stoppata e l'intensita del cambiamento della colorazione, che & proporzionale alla concentrazione
dell’anticorpo, viene letta avvalendosi di uno spettrofotometro a 450 nm. | risultati sono espressi in unita ELISA per
millimetro (EU/ml) e registrati come positivi o negativi.

REAGENTI

Conservazione e Preparazione
Conservare tutti i reagenti da 2 a 8°C. Non congelare.

Non usare il reagente se non & limpido o se & presente del precipitato. Tutti i reagenti devono essere portati a

temperatura ambiente (20-25°C) prima dell’'uso.
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Ricostituire il tampone di lavaggio ad 1 litro con acqua distillata o deionizzata. Se conservato ad una temperatura
tra 2-8°C, il tampone di lavaggio ricostituito & stabile fino alla data di scadenza indicata per il kit. Le strisce dei
pozzetti rivestiti sono monouso.

Precauzioni

Tutti i componenti di origine umana inclusi nel kit sono stati testati per la presenza di HBsAg, HCV, HIV-1 e 2 e
HTLV-I e sono risultati negativi ai test prescritti dalla FDA. Tuttavia, i derivati del sangue umano e i campioni dei
pazienti devono essere considerati come potenzialmente infetti. Attenersi alle buone pratiche di laboratorio per la
conservazione, la dispensazione e lo smaltimento di questi materiali.”

Per garantire la validita dei risultati & indispensabile seguire scrupolosamente le istruzioni contenute
in questo foglio illustrativo. Non sostituire i componenti del kit con materiali di altri produttori. Attenersi alle
buone pratiche di laboratorio per minimizzare la contaminazione microbica ed incrociata dei reagenti durante il
maneggiamento. Non usare componenti del kit che abbiano superato la data di scadenza riportata sull’etichetta.

Materiali Forniti
Zenit oxLDL ELISA 38085

I kit contiene una quantita di reagenti sufficienti ad eseguire 96 determinazioni.

12x 8 [MICROPLATE|oxLDL| Micropiastre con micropozzetti individuali separabili. Rivestiti con
antigene LDL ossidate. Pronte all’'uso.

1x1,75ml  |[CONTROL|+oxLDL| Controllo Positivo (tappo rosso). Pronto all'uso. Contiene
siero umano positivo agli anticorpi anti-oxLDL. Lintervallo di
concentrazione atteso in EU/ml € stampato sull’etichetta.

1x1,75 ml CONTROLJ] Controllo Negativo (tappo bianco). Pronto all’'uso. Contiene siero
umano.

5x1,75ml [CALIBRATOR|A|oxLDL| Set di 5 Calibratori pronti alluso. Derivati da siero umano

contenente anticorpi anti-oxLDL. Le concentrazioni in EU/mI sono

[CALIBRATORBJoxLDL| stampate sulle etichette. Calibratore A (tappo verde) 320 EU/mlI;

[CALIBRATOR|C|oxLDL| Calibratore B (tappo viola) 80 EU/mI; Calibratore C (tappo blu)
ml; Calibratore appo giallo ml, e Calibratore

[CALIBRATOR|D[oxLDL]| 40 EU/mI; Calibratore D (t jallo) 20 EU/mI, e Calibratore E

(tappo arancione) 1 EU/m.
(CALIBRATOR|E|oxLDL|

1x15ml [lgG-CONJ[HRP| HRP (capra) anti-lgG umane. Pronto all’'uso. Codificato colore rosa.
1 x 60 ml Diluente del siero. Pronto all'uso. Codificato colore verde.

1x15 ml |SUBSTRATE|TMB| Substrato enzimatico TMB. Pronto all'uso. Proteggere dalla luce.
1x15ml Soluzione di stop. Pronta all’'uso.

2x Tampone di lavaggio in polvere. Ricostituire ciascuno ad un litro.
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Simboli usati sulle etichette

Numero di lotto

Numero di articolo

E<p~w[3

Per uso diagnostico in vitro
Utilizzare entro il

Temperatura di conservazione
Leggere le istruzioni prima dell’'uso
Numero di test

Produttore

Materiali necessari non forniti

Acqua distillata o deionizzata

Flacone di dispensazione per contenere il tampone di lavaggio diluito
Pipette con capacita di dispensazione da 5 ul a 1000 pl

Puntali monouso per le pipette

Provette per analisi 12 x 75 mm pulite e rack per provette

Timer

Salviette di carta assorbente

Lettore di micropiastre per la lettura di valori di assorbanza a 450 nm. Se si dispone di un lettore di micropiastre
a doppia lunghezza d’onda, il filtro di riferimento deve essere impostato a 600-650 nm

Dispositivo automatico di lavaggio per micropiastre in grado di dispensare 200 pl

RACCOLTA E MANEGGIAMENTO DEL CAMPIONE

In questa procedura devono essere usati unicamente campioni di siero. | campioni di siero fortemente emolizzati,
lipemici o contaminati da agenti microbici possono interferire con le prestazioni del test e pertanto non devono
essere usati. Conservare i campioni da 2°a 8°C per non oltre una settimana. Per la conservazione prolungata,
congelare i campioni di siero. Evitare il congelamento e lo scongelamento ripetuto dei campioni.

PROCEDURA

Note sul test

Leggere attentamente l'inserto del prodotto prima di avviare la procedura di analisi.
Preparare tutte le diluizioni dei campioni dei pazienti prima di procedere con le analisi.

Portare i campioni dei pazienti ed i reagenti del test a temperatura ambiente prima dell’'uso. Si consiglia di
lasciar riposare i reagenti sul banco di lavoro fuori dalla loro scatola per 30 minuti prima dell’'uso. Riporre tutti
i campioni ed i reagenti inutilizzati in frigo immediatamente dopo I'uso.

Rimuovere i pozzetti necessari dall'involucro e sigillare nuovamente la confezione per prevenire la formazione
di condensa nei pozzetti inutilizzati. Riporre immediatamente la confezione in frigo.

Una tecnica dilavaggio ottimale é particolarmente importante. Se il lavaggio viene eseguito manualmente,
un lavaggio adeguato si ottiene dirigendo un forte getto di tampone di lavaggio con un flacone a punta larga
sullintera micropiastra. Si raccomanda I'uso di un dispositivo di lavaggio automatico per micropiastre.
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e Usare una pipetta multicanale in grado di riempire 8 o 12 pozzetti simultaneamente. La procedura risulta piu
rapida e garantisce tempi di incubazione piu uniformi.

* Per tutte le fasi, & importante controllare accuratamente i tempi. Tutti i periodi di incubazione devono iniziare
con il completamento dell’aggiunta del reagente.

* L’aggiunta di tutti i campioni e reagenti deve essere eseguita alla stessa velocita e nella stessa sequenza.

* La micropiastra deve essere incubata al buio sia nella fase di incubazione dei campioni che del
coniugato e del substrato. L’esposizione alla luce durante il periodo di incubazione pu6 dar luogo a
risultati errati.

Metodo del test

Fase 1
Fase 2

Fase 3

Fase 4

Fase 5

Fase 6

Fase 7

Fase 8

Fase 9
Fase 10

Fase 11

Lasciar equilibrare a temperatura ambiente tutti i reagenti ed i campioni.

Etichettare il foglio protocollo per indicare la posizione del campione nei pozzetti. E buona pratica di
laboratorio analizzare i campioni in duplicato.

Per una determinazione qualitativa usare solo il Calibratore D (tappo giallo).

oppure

Per una determinazione semi-quantitativa usare i Calibratori da A ad E come illustrato nellesempio
di disposizione riportato di seguito.

Qualitativa Semi-quantitativa
A e S5 A s st
B e ss B e s2
C ros s7 C ros s3
D - s8 D o s4
E S1..s9 E oS5
F S2  S10 F G- s6
G S3 . S11 G Ch- 1 s7
H sS4 s12 H Ce- 1 s8
1 2 3 4 1 2 3 4

Preparare una diluizione 1:101 del campione del paziente mescolando 5 pl di siero con 500ul di
Diluente del Siero.

Prelevare il numero necessario di pozzetti dall’involucro e riporre le strisce inutilizzate in frigo nella
loro confezione sigillata. Posizionare le micropiastre nel supporto in dotazione.

Pipettare 100 pl di Calibratori pronti all’'uso, di controlli Positivi e Negativi e di campioni diluiti del
paziente (1:101) nei relativi pozzetti come indicato sul foglio protocollo.

Nota: Includere un pozzetto che contenga 100 pl di Diluente del Siero che servira da bianco reagente.
Azzerare il lettore ELISA contro il bianco reagente.

Incubare per 30 minuti (+ 5 min) a temperatura ambiente e al buio.

Lavare 4x con il tampone di lavaggio. Per il lavaggio manuale, riempire ciascun pozzetto con il
tampone di lavaggio ricostitutito. Rimuovere il liquido da ciascun pozzetto invertendo e battendo
la piastra o aspirando il liquido da ciascun pozzetto. Per asciugare al termine dell’ultimo lavaggio,
capovolgere la piastra e batterla energicamente su carta assorbente. Per i dispositivi di lavaggio
automatici, programmare lo strumento secondo le istruzioni del produttore.

Pipettare 100 pl di Coniugato nei pozzetti.
Incubare per 30 minuti (+ 5 min) a temperatura ambiente e al buio.

Lavare tutti i pozzetti come prescritto al punto 8.
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Fase 12 Pipettare 100 ul di Substrato Enzimatico in ciascun pozzetto nello stesso ordine e con gli stessi tempi
usati per il Coniugato.

Fase 13 Incubare per 30 minuti (+ 5 min) a temperatura ambiente e al buio.

Fase 14 Pipettare 100 pl di Soluzione di Stop in ciascun pozzetto con nello stesso ordine e con gli stessi
tempi usati per I'aggiunta del Substrato Enzimatico. Leggere i valori dell’assorbanza entro 1 ora
dall’aggiunta della Soluzione di Stop.

Fase 15 Leggere I'assorbanza di ciascun pozzetto, a 450 nm se si usa un lettore a singola lunghezza d’onda
0 a 450/630nm con un lettore di micropiastre a doppia lunghezza d’onda, contro il bianco reagente
impostato ad assorbanza 0.

Controllo di Qualita

Devono essere testati Calibratori, Controlli Positivi e Negativi ed un bianco per ciascuna analisi per verificare
l'integrita e 'accuratezza dell’analisi. La lettura dell’assorbanza del bianco deve essere <0,3. Il Calibratore A deve
avere una lettura dell’assorbanza non inferiore a 1,0, altrimenti & necessario ripetere il test. Il Controllo Negativo
deve essere <20 EU/mI. Se I'analisi viene eseguita in duplicato, & necessario prendere la media delle due letture
per determinare le EU/ml.

Per I'esecuzione delle determinazioni qualitative, la densita ottica del Calibratore D deve essere superiore a quella
del Controllo Negativo e inferiore all’assorbanza del Controllo Positivo. Per le determinazioni semi-quantitative il
Controllo Positivo deve dare valori che rientrano nell'intervallo dichiarato sulla fiala.

RISULTATI

Calcoli
Le concentrazioni dei campioni devono essere determinate con uno dei seguenti due metodi:
1. DETERMINAZIONE QUALITATIVA

Ass. Campione Test

x EU/ml di Calibratore D = EU/mI del Campione
Ass. Calibratore D

2. DETERMINAZIONE SEMI-QUANTITATIVA

Tracciare I'assorbanza del Calibratore da A ad E contro le loro rispettive concentrazioni su carta millimetrata
in scala lineare logaritmica. Tracciare le concentrazioni in EU/ml sull’asse X contro I'assorbanza sull’asse Y e
disegnare una curva attraverso i punti. Determinare dalla curva le concentrazioni dei campioni dei pazienti contro
i corrispondenti valori di assorbanza. In alternativa, pud essere usata una curva a quattro parametri per tracciare
la curva standard.

Calibratori

Nel kit sono inclusi dei Calibratori pronto all’'uso utili alla semi-quantificazione e devono essere utilizzati in ciascuna
serie di analisi. | campioni dei pazienti contenenti livelli di anticorpi piu alti, possono dare valori di assorbanza
maggiori rispetto a quelli del Calibratore A. Per determinare valori semi-quantitativi accurati, tali campioni di
siero devono essere diluiti ulteriormente affinché rientrino nell’intervallo della curva del calibratore quando testati
nuovamente. Per determinare le EU/ml, moltiplicare le unita ottenute per il fattore di diluizione.

Interpretazione

| valori dell’interpretazione sono stati determinati analizzando campioni provenienti da 64 donatori di sangue adulti
normali. La media dei soggetti normali pit 2 DS é stabilita essere la soglia dell’analisi alla quale & stato assegnato
un valore arbitrario di 20 EU/mI. A. Menarini Diagnostics suggerisce di usare l'intervallo di riferimento riportato di
seguito. Ciascun laboratorio dovrebbe convalidare i valori delle analisi in base alle proprie condizioni.
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Valore As oxLDL Interpretazione
<20 EU/mI Negativo
20-25 EU/mi Indeterminato (Borderline)
>25 EU/ml Positivo

LIMITAZIONI DEL TEST

In questa procedura devono essere usati unicamente campioni di siero. | campioni di siero fortemente emolizzati,
lipemici o contaminati da agenti microbici possono interferire con le prestazioni del test e pertanto non devono
essere usati. Conservare i campioni da 2°a 8°C per non oltre una settimana. Per la conservazione prolungata,
congelare i campioni di siero. Evitare il congelamento e lo scongelamento ripetuto dei campioni. | risultati ottenuti
con quest’analisi non sono da ritenere di per sé diagnostici e dovrebbero essere valutati in congiunzione ad altre
valutazioni cliniche eseguite per il paziente. Per qualsiasi risultato borderline ottenuto per un paziente dovrebbero
essere ripetuti i test per confermare il risultato. Si raccomanda inoltre di testare i campioni dei pazienti che hanno
prodotto risultati borderline ad intervalli di tempo appropriati.

VALORI ATTESI

| risultati ottenuti con questo test sono previsti essere negativi in una popolazione normale di pazienti. Gli anticorpi
anti-LDL ossidate si riscontrano in pazienti affetti da aterosclerosi, diabete, LES e disturbi indotti da stress.

Caratteristiche della performance

A. Associazione malattia: Il test Zenit oxLDL Antibody ELISA per la determinazione degli anticorpi anti-LDL ossidate
é stato valutato analizzando sieri di pazienti affetti dalle condizioni associate riportate nella letteratura, sieri di
controllo della malattia ottenuti da pazienti con malattie autoimmuni non associate e sieri di controllo ottenuti da
soggetti normali. | risultati di questi test ed il numero dei campioni di siero raccolti per ciascuna popolazione sono
riassunti di seguito.

Popolazione n oxLDL As Pos n (%)
Coronaropatia 9 7 (78%)
Positivo anticorpi fosfolipidi 57 33 (58%)
Controlli malattia 50 1(2%)
Normali 100 4 (4%)

B. Reattivita incrociata: Sono stati testati per gli anticorpi anti-oxLDL complessivamente 50 campioni con
potenziale reattivita-incrociata raccolti da individui affetti da altri disturbi autoimmuni o risultati positivi ad altri
anticorpi utilizzando il sistema Zenit oxLDL.

Condizione n  oxLDL As Pos n (%)
Antinucleari As positiva 10 0 (0%)
Peptide ciclico citrullinato As positiva 10 0 (0%)
Tiroidite di Hashimoto 10 0 (0%)
Hsp-70 As positiva 10 0 (0%)
Fattore reumatoide positivo 10 1 (10%)
Totale 50 1(2%)
Precisione

La precisione nella serie & stata testata utilizzando 3 campioni positivi selezionati nell'intervallo complessivo
dell’'analisi. | cicli multipli dell’analisi sono stati eseguiti in tempi distinti. La precisione tra le serie & stata calcolata
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sulla base di 10 replicati eseguiti su 3 campioni. Sulla base di questi replicati € stato calcolato il Coefficiente di
Variazione (CV). Il CV nell’'analisi e tra le analisi € risultato essere tra il 5 ed il 13%.

Linearita

Per determinare una linearita accettabile, le micropiastre sono state analizzate con calibratori con valori noti.
Sono stati determinati i valori r-quadrato delle risultanti curve standard per le analisi multiple. Un valore r-quadrato
superiore a 0,95 é ritenuto essere accettabile. Il valore r-quadrato medio per queste analisi nel test di precisione
era di 0,9977 con nessun valore ottenuto al di sotto di 0,9972.

Recupero

I campioni con livelli noti di anticorpi anti-oxLDL sono stati mescolati con diluizioni appropriate di altri campioni
positivi con quantitativi noti di anticorpi anti-oxLDL. Sono stati determinati i livelli degli anticorpi dei campioni
miscelati e dai valori ottenuti € stata calcolata la percentuale di recupero. | risultati ottenuti sono i seguenti:

C1 C2 EU/ml EU/mI % Recupero
Campioni (EU/ml) (EU/ml) Attesi Ottenuti (Ottenuti/Attesi)
Miscela 1 43,6 42,2 42,9 49,4 115,2%
Miscela 2 37,1 60,2 48,6 50,4 103,6%
Miscela 3 20,1 52,9 36,5 38,0 104,0%
Miscela 4 78,9 65,3 72,1 84,3 116,9%
Miscela 5 178,5 152,8 165,7 171,3 103,4%

Interferenza

Sono stati eseguiti studi di interferenza usando sieri mescolati con livelli noti di anticorpi anti-oxLDL a campioni
di siero potenzialmente interferenti ed & stata studiata la deviazione dai risultati attesi. | risultati ottenuti sono i

seguenti:

Miscela* C1 (EU/ml) C2 (EU/ml) EU/ml Attesi EU/ml Ottenuti % Interferenza
H1 24,0 19,1 21,6 241 111,8%
L1 24,0 14,0 19,0 19,9 104,9%
H2 42,3 19,1 30,7 26,8 87.,2%
L2 42,3 14,0 28,1 24,0 85,4%
H3 79,3 21,5 50,4 48,3 95,9%
L3 79,3 18,6 48,9 48,9 99,9%
H4 189,8 12,2 101,0 131,8 130,5%
L4 189,8 2,1 95,9 1171 122,1%
H5 167,9 24,6 96,3 101,3 105,3%
L5 167,9 11,6 89,8 104,1 115,9%

* H=Emolitici, L=Lipemici.
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FOLHETO DO PRODUTO
AMENARINI

diagnostics 38085 ELISA anticorpos anti-LDL oxidada (oxLDL) 96 Determinagées

APLICAGAO

E um exame de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) para a deteccdo qualitativa e semi-quantitativa de anticorpos
anti- lipoproteinas de baixa densidade oxidadas (oxLDL) em soro humano.

RESUMO E EXPLICAGAO

Os anticorpos anti-LDL oxidada estdo associados a patologias clinicas tais como a aterosclerose, a estenose
das carotidas e outras disfungdes das artérias coronarias. Os anticorpos anti-LDL oxidada também podem ser
significativos em doencas tais como a diabetes, a hipertensédo e a endometriose.™®

A hipercolesterolemia esta directamente associada a um aumento do risco de aterosclerose.*® O colesterol
acumulado na placa aterosclerética provém principalmente da lipoproteina de baixa densidade (LDL). A oxidagao
da LDL é hoje em dia aceite como um acontecimento crucial no processo aterogénico.” Os radicais livres, como
o0s superoxidos e os oxidos nitricos (-O,, NO) produzidos nas reacgdes bioldgicas que ocorrem no corpo podem
contribuir para a oxidagdo da LDL.%° Foi demonstrado que o radical NO oxida a apolipoproteina B, um constituinte
da LDL. Da mesma forma, as lipoxigenases e os oxidantes como o peroxinitrito podem oxidar as metades lipidicas
da LDL. Foi demonstrado que a oxLDL, e ndo a LDL nativa, € removida por receptores de de depuragao presentes
em mondcitos, em células do musculo liso e em macréfagos nos vasos sanguineos. A oxidagao da LDL aumenta
a afinidade da oxLDL para os receptores acetilo dos macréfagos.'® Como esta via de captagdo de oxLDL nao é
regulada, tem como resultado a formagao de macrofagos carregados de lipidos (células esponjosas). A presenga
de células esponjosas € 0 passo mais precoce na formagao da placa aterosclerética nos vasos sanguineos.
Posteriormente, outras moléculas inflamatdrias libertadas pelos leucdcitos promovem a progressao da placa
aterosclerotica.™ 12

Foram registados anticorpos anti-oxLDL e seus complexos em lupus eritematoso sistémico, nas diabetes, na
trombose arterial, na hipertensao, etc.

PRINCIiPIO DO PROCEDIMENTO

O teste é executado como um imunoensaio em fase solida. Os micropogos s&o revestidos com antigénio oxLDL,
seguindo-se uma fase de bloqueio para reduzir a ligagdo nao especifica das proteinas durante a execucao do
teste. Os controlos, os calibradores e as amostras de soros de doentes s&do incubados nos pogos revestidos com
antigénio, o que permite a ligagdo dos anticorpos especificos ao antigénio. Os anticorpos néo ligados e outras
proteinas do soro sdo removidos por lavagem dos micropogos. Os anticorpos ligados sado detectados adicionando
aos micropogos um conjugado de IgG anti-humano marcado com enzima. O conjugado nao ligado é removido por
lavagem. Em seguida é adicionado aos micropogos um substrato enzimatico especifico (TMB) sendo a presenca
de anticorpos detectada por uma mudanga de cor produzida pela conversao do substrato TMB num produto
de reacgao colorido. A reacgéo € interrompida e altera-se a intensidade da cor, a qual sera proporcional a
concentracdo de anticorpos, e é lida por um espectrofotometro a 450 nm. Os resultados sdo expressos em
unidades ELISA por mililitro (EU/ml) e registados como positivos ou negativos.

REAGENTES
Conservagao e Preparagido
Conserve todos os reagentes a uma temperatura entre 2 e 8°C. Néao congele.

Nao utilize se o reagente nado estiver limpido ou se apresentar precipitagéo. Os reagentes devem estar todos a
temperatura ambiente (20-25°C) no momento da utilizag&o.
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Reconstitua o tampé&o de lavagem em 1 litro de agua destilada ou desionizada. Se conservado entre 2 e 8°C,
o tampao de lavagem reconstituido permanece estavel até ao prazo de validade indicado no kit. As tiras de
micropogos revestidas sé devem ser utilizadas uma vez.

Precaucoes

Todos os componentes de origem humana utilizados foram testados contra HBsAg, VHC, VIH-1 e 2, e HTLV-l, e
apresentaram resultados negativos pelos testes requeridos pela FDA. Contudo, os derivados de sangue humano
e de amostras de doentes devem ser considerados como potencialmente infecciosos. Respeite as normas
laboratoriais em matéria de conservagao, distribuicdo e eliminacado desses materiais.

Para assegurar a obtengéao de resultados vélidos devem ser rigorosamente respeitadas as instru¢ées que
acompanham este kit. Nao troque os componentes do kit por componentes de origens diferentes. Respeite
as normas em vigor em matéria de processos laboratoriais para minimizar as possibilidades de contaminagao
microbiana ou quimica dos reagentes durante o seu manuseamento. Nao utilize os componentes do kit apés o
prazo de validade indicado nos rétulos.

Materiais fornecidos
Zenit oxLDL ELISA 38085

Os kits contém reagentes suficientes para efectuar 96 determinagoes.

12x 8 (MICROPLATE|oxLDL| Microplaca com micropogos individuais destacaveis. Revestidos com
antigénios de LDL oxidada. Pronto a usar.

1x 1,75 ml [CONTROL|+|oxLDL| Controlo Positivo pronto a usar (tampa vermelha). Contém soro
humano positivo a anticorpos oxLDL. O intervalo de concentragédo
previsto em EU/mI esta indicado no rétulo.

1x1,75ml [CONTROLJ-] Controlo Negativo pronto a usar (tampa branca). Contém soro
humano.

5x 1,75 ml |CALIBRATOR|AloxLDL|  Conjunto de 5 Calibradores prontos a usar. Derivados de soro
humano contendo anticorpos oxLDL. As concentracbes em EU/mI

[CALIBRATOR]BJoxLDL| estao indicadas nos roétulos. Calibrador A (ftampa verde) 320 EU/ml;
[CALIBRATOR|C|oxLDL|  Calibrador B (tampa violeta) 80 EU/ml; Calibrador C (tampa azul) 40
[CALIBRATOR|DJoxLDL]| EU/mI; Calibrador D (tampa amarela) 20 EU/mI, e Calibrador E (tampa

laranja) 1 EU/ml.
[CALIBRATOR|E|oxLDL|

1x15ml  |IgG-CONJ|HRP]| IgG anti-humano na cabra HRP. Pronto a usar. Cor-de-rosa.

1 x 60 ml Diluente de soro. Pronto a usar. Verde.

1x15ml  |SUBSTRATE|TMB| Substrato enzimatico TMB. Pronto a usar. Proteger da luz.

1x15ml Solugédo de paragem. Pronto a usar.

2x Tampé&o de lavagem em po. Reconstitua cada unidade em um litro.
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Simbolos utilizados nos rétulos

Numero do lote
Numero do catalogo

E<p~w[3

Uso em diagnéstico in vitro
Prazo de validade
Temperatura de conservagéo
Ler as instrugdes antes do uso
Numero de testes

Fabricante

Materiais necessarios mas nao fornecidos

Agua desionizada ou destilada

Frasco de esguicho para o tampao de lavagem diluido

Pipetas para 5 ul a 1000 pl

Pontas de pipetas descartaveis

Tubos de ensaio limpos 12 x 75 mm e suporte para tubos de ensaio
Temporizador

Papel absorvente

Leitor de microplacas para a leitura de valores de absorvancia a 450 nm. Se estiver a disposigdo um leitor de
microplacas de dois comprimentos de onda, o filtro de referéncia deve ser regulado para 600-650 nm

Lavador automatico de microplacas com capacidade de distribuicdo de 200 pl

COLHEITA E MANUSEAMENTO DA AMOSTRA

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

PROCEDIMENTO

Notas sobre o procedimento

Leia atentamente estas instru¢des antes de iniciar o teste.
Prepare todas as diluigdes das amostras do doente antes de iniciar o teste.

Deixe que todas as amostras do doente e os reagentes de teste estabilizem a temperatura ambiente antes
de iniciar o procedimento de teste. Aconselha-se que os reagentes sejam deixados fora da embalagem
durante 30 minutos antes da sua utilizagdo. Guarde as amostras e os reagentes nao utilizados no frigorifico
imediatamente depois do uso.

Retire as tiras de micropogos necessarias da embalagem e feche-a bem para evitar a condensacao nos
pogos ndo usados. Coloque imediatamente a embalagem no frigorifico.

E imprescindivel uma boa técnica de lavagem. Se a lavagem for efectuada manualmente, essa deve ser
executada dirigindo um jacto forte de tampéo de lavagem com um frasco de borrifo com um bico largo ao
longo de toda a microplaca. Aconselha-se a utilizagao de um lavador automatico de microplacas.

Use uma pipeta multicanal com capacidade de distribuicdo em 8 ou 12 pogos simultaneamente. Isso torna
mais rapido o processo e assegura tempos de incubagao mais uniformes.
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*  Sao muito importantes os tempos de cada passo. Os periodos de incubacao iniciam apds a distribuigcdo dos
reagentes.

* Adistribuicdo de todas as amostras e reagentes deve ser efectuada com os mesmos intervalos e na mesma
ordem.

* Assegure-se que as incubagées na microplaca se déem no escuro. Inclui os passos de incubagao da
amostra, conjugado e substrato. A exposi¢ao a luz durante a incubagéo pode afectar os resultados.

Método de teste

Passo 1 Deixe estabilizar todos os reagentes e as amostras a temperatura ambiente.

Passo 2 Indique na folha de protocolo a colocacéo das amostras nos pocos. E uma boa pratica de laboratério
testar as amostras em duplicado.

Passo 3 Para uma determinagao qualitativa use somente o Calibrador D (tampa amarela).

ou
Para uma determinagdo semi-quantitativa use os Calibradores A a E como ilustrado no exemplo
abaixo.
Qualitativa Semi-quantitativa
A BLANK | S5 A BLANK  S1
B nec ss B e s2
C POS S7 C POS ' S3
D -1 s8 D L s4
E S1. 89 E -1 s5
F S2S10 F G- s6
G S3 . sM G - s7
H sS4 S12 H - s8
1.2 3 4 1.2 3 4

Passo 4 Prepare uma diluicdo 1:101 das amostras do doente misturando 5 ul de soro do doente com 500ul
de Diluente do Soro.

Passo 5 Retire os micropog¢os necessarios da embalagem e coloque as tiras que ndo precisa dentro da
embalagem bem fechada e depois no frigorifico. Coloque bem os micropogos no suporte acessorio
fornecido.

Passo 6 Junte 100 pl de Calibradores prontos a usar, Controlos Positivos e Negativos e amostras do doente
diluidas (1:101) nos respectivos micropogos indicados na folha de protocolo.
Nota: Inclua um pogo com 100 pl de Diluente do Soro como branco de reagente. Ponha o leitor
ELISA a zeros em relagdo ao branco de reagente.

Passo 7 Incube 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente no escuro.

Passo 8 Lave 4 vezes com o tampdo de lavagem. Em caso de lavagem manual, encha cada micropogo
com tampao de lavagem reconstituido. Elimine o fluido virando os pogos e batendo para que saia o
conteudo de cada um ou aspirando o liquido de cada pogo. Para enxugar no final da ultima lavagem,
vire as tiras e bata os pogos com forca em papel absorvente. Em caso de lavadores automaticos,
programe o lavador de acordo com as instru¢des do fabricante.

Passo 9 Junte 100 pl de Conjugado nos micropogos.

Passo 10 Incube 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente no escuro.

Passo 11 Lave todos os micropocos como ilustrado no Passo 8.

Passo 12 Junte 100 pl de Substrato Enzimatico em cada micropogo, na mesma sequéncia e tempos do

Conjugado.
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Passo 13 Incube 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente no escuro.

Passo 14 Junte 100 pl de Solugdo de Paragem em cada micropogo procedendo com a mesma sequéncia e
tempos do Substrato Enzimatico. Leia os valores de absorvancia no prazo de 1 hora depois de juntar
a Solugao de Paragem.

Passo 15 Leia a absorvancia de cada micropogo a 450 nm usando um leitor de microplacas de comprimento
de onda simples ou duplo a 450/630nm em relag&o ao branco de reagente em absorvancia zero.
Controlo de qualidade

Os Calibradores, os Controlos Positivos e Negativos e o branco de reagente devem ser ensaiados em cada
teste para verificar a integridade e a precisdo do teste. A leitura da absorvancia do branco do reagente devera
ser <0,3. O Calibrador A devera ter uma leitura de absorvancia nio inferior a 1,0, caso contrario o teste devera
ser repetido. O controlo negativo devera ser <20 EU/ml. Se o teste for efectuado em duplicado, calcule a média
das duas leituras para determinar as EU/ml. Durante a execugéo das determinag¢des qualitativas, a densidade
optica do Calibrador D devera superior a do controlo negativo e inferior a absorvancia do controlo positivo. Para
determinagdes semi-quantitativas, o controlo positivo devera dar valores dentro do intervalo indicado no frasco.

RESULTADOS

Calculos
As concentragdes das amostras podem ser determinadas por dois métodos:
1. DETERMINACAO QUALITATIVA

Abs. da Amostra de Teste

X EU/ml de CalibradorD = EU/ml Amostra de Teste

Abs. do Calibrador D

2. DETERMINACAO SEMI-QUANTITATIVA

Registe a absorvancia dos Calibradores A a E em relagéo as respectivas concentragdes num papel milimétrico.
Registe as concentragdes em EU/mI na coordenada X em relacdo a absorvancia na coordenada Y e trace a curva
melhor de ponto a ponto. Determine as concentragdes das amostras do doente a partir da curva de acordo com
os respectivos valores de absorvancia. Em alternativa pode-se usar uma curva de quatro parametros para tracar
a curva padrao.

Calibrador

Os calibradores prontos a usar sdo incluidos para assegurar a semi-quantificagdo e devem ser usados em todos
os testes. As amostras de doente que contém niveis altos de anticorpos podem dar valores superiores aos do
Calibrador A. Para determinar valores semi-quantitativos com precisao, essas amostras devem ser mais diluidas
de modo que entrem no intervalo da curva do calibrador quando sao novamente testadas. Para a determinagao
dos valores de EU/mI, multiplique as unidades obtidas pelo factor de dilui¢ao.

Interpretacao

Os valores de interpretagéo sdo determinados testando 64 dadores de sangue adultos normais. Foi estabelecida
como cutoff do ensaio a média dos individuos normais mais 2 SD e atribuido um valor arbitrario de 20 EU/
ml. A A. Menarini Diagnostics sugere o uso do intervalo de referéncia abaixo ilustrado. Cada laboratério deve
determinar os seus préprios valores normais.

Valor de abs. oxLDL Interpretagcao

<20 EU/mI Negativo
20-25 EU/mI Indeterminado (limiar)
>25 EU/mI Positivo
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Nesta operagdo s6 devem ser utilizadas amostras de soro. As amostras muito hemolisadas, lipémicas ou
contaminadas com micrébios poderao interferir com o desempenho do teste e, portanto, ndo deverdo ser
utilizadas. Conserve as amostras a uma temperatura entre 2 e 8°C por ndo mais de uma semana. Para conservar
as amostras de soro por mais tempo sera necessario congela-las. Evite congelamentos e descongelamentos
repetidos das amostras.
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Os resultados obtidos somente com este ensaio ndo constituem um diagnéstico e devem ser considerados em
conjunto com o quadro clinico do doente. Qualquer resultado com reactividade limiar deve ser repetido para
confirmacéo do resultado. Recomenda-se igualmente que os doentes com resultados limiares sejam novamente
testados em intervalos adequados.

VALORES PREVISTOS
Normalmente, os valores previstos numa populagédo normal sdo negativos. Os anticorpos anti-oxLDL estéo
presentes em doentes com aterosclerose, diabetes, LES e perturbagdes indutiveis por stress.

Caracteristicas de desempenho

A. Associacao de doengas: O ELISA para anticorpos anti oxLDL Zenit para a detecgao de anticorpos anti-oxLDL foi
avaliado testando os soros de doentes com condigdes associadas, como indicado na literatura, soros de controlo da
doenca de doentes com doengas auto-imunes desassociadas e soros de controlo de individuos normais saudaveis.
Os resultados desses testes e 0 nimero de soros recolhidos de cada populagdo estdo abaixo resumidos.

Populagiao n Ab Pos oxLDL n (%)
Doenca artéria coronaria 9 7 (78%)
Positivo anticorpos fosfolipidicos 57 33 (58%)
Controlos doenca 50 1(2%)
Normais 100 4 (4%)

B. Reacgédo cruzada: Foi testado um total de 50 amostras com potencial reacgédo cruzada de individuos com
outras patologias auto-imunes ou positivos a outros auto-anticorpos, para a determinagdo de anticorpos anti-
oxLDL usando o sistema Zenit oxLDL.

Condicéao n Abs pos oxLDL n (%)
Ab anti-nuclear positiva 10 0 (0%)

Ab Péptido citrulinado ciclico positiva 10 0 (0%)
Doenca de Hashimoto 10 0 (0%)

Ab Hsp-70 positiva 10 0 (0%)

Factor Reumatoide positivo 10 1(10%)

Total 50 1 (2%)
Precisao

A precisado inter-ensaio foi testada com 3 amostras positivas seleccionadas no intervalo do ensaio. Foram
efectuados testes multiplos em tempos separados. A preciséo intra-ensaios foi calculada baseando-se em 10
repeticdes de 3 amostras. O Coeficiente de Variagao (CV) foi calculado baseando-se nessas repeti¢cdes. Intervalo
de CV inter-ensaio e de intra-ensaio de 5 a 13%.
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Linearidade

Para determinar uma linearidade aceitavel, as placas foram testadas com calibradores de valor conhecido. Os
valores do coeficiente de determinagdo das curvas padrao obtidas foram calculados para testes multiplos. Um
coeficiente de determinagéo superior a 0,95 é considerado aceitavel. O coeficiente de determinagéo médio para
estes testes em ensaios de precisao foi de 0,9977 nao se tendo verificado nenhum valor inferior a 0,9972.

Recuperagao

Amostras com niveis de anticorpos anti-oxLDL foram misturadas com diluicées apropriadas de outras amostras
positivas com quantidades conhecidas de anticorpos anti-oxLDL. Foram determinados os niveis de anticorpos das
amostras misturadas e utilizados para calcular a percentagem de recuperagéo. Os resultados foram os seguintes:

S$1 S2 EU/mlI EU/mlI % Recuperagao
Amostras (EU/ml) (EU/mI) Previstos Obtidos (Obtidos/Previstos)
Mistura 1 43,6 42,2 42,9 49,4 115,2%
Mistura 2 37,1 60,2 48,6 50,4 103,6%
Mistura 3 20,1 52,9 36,5 38,0 104,0%
Mistura 4 78,9 65,3 72,1 84,3 116,9%
Mistura 5 178,5 152,8 165,7 171,3 103,4%

Interferéncias

Foram estudadas as interferéncias misturando soro com niveis conhecidos de anticorpos anti-oxLDL com
amostras de soro potencialmente interferentes e analisando o desvio dos resultados previstos. Os resultados
foram os seguintes.

Mistura*® S1 (EU/ml) S2 (EU/ml) EU/ml Prevista EU/ml Obtida  %lInterferéncia
H1 24,0 19,1 21,6 241 111,8%
L1 24,0 14,0 19,0 19,9 104,9%
H2 42,3 19,1 30,7 26,8 87.,2%
L2 42,3 14,0 28,1 24,0 85,4%
H3 79,3 21,5 50,4 48,3 95,9%
L3 79,3 18,6 48,9 48,9 99,9%
H4 189,8 12,2 101,0 131,8 130,5%
L4 189,8 2,1 95,9 1171 122,1%
H5 167,9 24,6 96,3 101,3 105,3%
L5 167,9 11,6 89,8 104,1 115,9%

* H=Hemoliticas, L=Lipémicas, S = Amostra.
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