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INTENDED USE

The Zenit anti GBM test kit is an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for detection and semi-
guantitation of IgG antibodies to glomerular basement membrane (GBM) in human sera. The assay is
used to detect antibodies in a single serum specimen. The results of the assay are to be used as an aid
to the diagnosis of Goodpasture syndrome. The analysis should be performed by trained laboratory
professionals.

FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE.

Summary and explanation

Goodpasture syndrome is characterised by lung haemorrhage, renal failure and the presence of anti-
GBM antibodies. Diagnosis is based on clinical signs of lung hemorrhage and rapidly progressive
glomerulonephritis combined with findings of anti-GBM antibodies.

As there are several other autoimmune diseases which may present with similar symptoms, this kit is a
useful aid in differentiation between these diseases.

Less than one third of patients with reno-pulmonary syndromes have antibodies against the
Goodpasture antigen, the majority having either Proteinase 3-ANCA or Myeloperoxidase-ANCA (1).
Historically, indirect immunofluorescence was used to detect anti-GBM antibodies. When the first
ELISA based on a collagenase digest was published in 1981 (2), assays using crude extracts were the
only alternative. In 1984 the specific antigen was shown to derive from the C-terminal domain of type IV
collagen (alpha 3 chain) (3, 4, 5, 6, 7, 11, 12, 13) and sensitive and specific assays were subsequently
developed (8). The molecular nature of the Goodpasture antigen is reviewed in (9, 14). The antigen is
characterised by a restricted tissue distribution occurring mainly in kidney and lungs 10).

The sensitivity and specificity of ELISA to detect anti-GBM antibodies is high (15). False positive
reactions occur, mainly in SLE and other diseases with polyclonal activation, most of which yield low
titers of 10-20 U/ml.

Principle of the Zenit anti-GBM kit

The wells of the microtitre strips are coated with purified GBM antigen (alfa 3 chain). During the first
incubation, specific antibodies in diluted serum, will bind to the antigen coating.

The wells are then washed to remove unbound antibodies and other components.

A conjugate of alkaline phosphatase-labelled antibodies to human IgG binds to the antibodies in the
wells in this second incubation.

After a further washing step, detection of specific antibodies is obtained by incubation with substrate
solution. The amount of bound antibodies correlates to the colour

intensity and is measured in terms of absorbance (optical density (OD)). The absorbance is then
calculated against a calibrator curve and the results are given in arbitrary U/ml.

Warnings and precautions

- For in vitro diagnostic use.

- The human serum components used in the preparation of the controls and calibrators in the kit have
been tested for the presence of antibodies to human immunodeficiency virus 1 & 2 (HIV 1&2), hepatitis
C (HCV) as well as hepatitis B surface antigen by FDA approved methods and found negative.
Because no test methods can offer complete assurance that HIV, HCV, hepatitis B virus, or other
infectious agents are absent, specimens and human-based reagents should be handled as if capable of
transmitting infectious agents.

- The Centers for Disease Control and Prevention and National Institutes of Health recommended that
potentially infectious agents be handled at the Biosafety Level 2.

- All solutions contain proclin 300 as a preservative. Never pipette by mouth or allow reagents or patient
sample to come into contact with skin. Reagents containing proclin may be irritating. Avoid contact with
skin and eyes. In case of contact, flush with plenty of water.

- The concentrations of anti-GBM in a given specimen determined with assays from different
manufacturers can vary due to differences in assay methods and reagent specificity
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Specimen collection

The anti-GBM assay is for use with serum. Handle as if capable of transmitting infectious agents.
Avoid using sera which are icteric, lipemic and hemolyzed.

Heat-inactivated sera can yield unspecific reactivities and should not be used.

Store serum between 2-8° C if testing will take place within five days. If specimens are to be kept for
longer periods, store at —20° C or colder. Do not use a frost-free freezer because it may allow the
specimens to go through freeze-thaw cycles and degrade antibody. Samples that are improperly stored
or are subjected to multiple freeze-thaw cycles may yield spurious results.

The NCCLS provides recommendations for storing blood specimens, (Approved Standard-Procedures
for the Handling and Processing of Blood Specimens, H18A, 1990).

Kit components and storage of reagents

- One frame with strips (12x8) coated with GBM antigen (alfa 3 chain) one lid sealed in a foil pack with a
dry pack.

- 1,5 ml negative control (NC) containing human serum in diluent.

- 1,5 ml positive control (PC) containing human serum in diluent.

- 13 ml conjugate containing alkaline phosphatase-labelled antibodies to human IgG (blue colour).

- 32 ml Diluent (Dil) containing PBS (red colour).

- 13 ml Substrate pNPP.

- 30 ml wash solution 30x concentrated.

- Five calibrators containing human serum in diluent. 1.5 ml Cal 1 = 320 U/ml, 1.5 ml Cal 2 = 160 U/ml,
1.5mlCal3=80U/ml, 1.5ml Cal 4 =40 U/ml, 1.5 ml Cal 5 = 10 U/ml.

All reagents in the kit are ready for use except wash solution and should be stored at 2-8°C.

Remove only the number of strips needed for testing, resealing the aluminium package carefully.

Materials or equipment required but not provided

- Microplate reader with filter 405 nm.

- Precision pipettes with disposable tips.

- Washer for strips, absorbent tissue, tubes and a timer.

PROCEDURE

All solutions should be used at room temperature. Incubate in all steps at room temperature (20-25°C)
with lid. Incubate serum for 30 minutes, conjugate for 30 minutes and substrate for 60 minutes (+ 10
minutes).

Preparation of washing solution
Dilute 10 ml of the 30x concentrated wash solution in 290 ml distilled water. When stored at 2-8°C, t he
diluted wash solution is stable until the date of expiration of the Kkit.

Dilution of serum and incubation

Dilute the patient's serum 1/80 with diluent (395 pl diluent +5 pl serum).

Pipet 100ul/well in duplicate of diluent (as a blank), Calibrator 1, 2, 3, 4, 5, NC, PC and diluted patient's
serum (P) according to the diagram below. Incubate for 30 minutes.
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1 2 3 4 5 6 |7 8 9 10 (11 (12

A | Dil |Cal4

P1
B | Dil |Cal4

P1
C [Call [Cal5

P2
D |Call |Cal5

P2
E |Cal2 | NC | etc
F |Cal2 | NC
G [Cal3| PC
H |Cal3| PC

After serum incubation
Wash 3 times with 300 pl washing solution / well, filling and emptying the wells each time; after the last
wash, empty the wells by tapping the strip on an absorbent tissue.

Adding conjugate
Add 100 pl conjugate to each well. Incubate for 30 minutes.

After conjugate incubation
Wash as before.

Adding substrate solution
Add 100 pl substrate pNPP to each well, incubate for 60 minutes (+ 10 minutes).
Read the absorbance at 405 nm on a microplate reader.

Calculations

Subtract the OD value for the blank from the other OD values.

Construct a calibrator curve by plotting the OD against the U/ml values of the 5 calibrators. The five
calibrators provided have been assigned arbitrary values of 320 U/ml for calibrator 1,

160 U/ml for calibrator 2, 80 U/ml for calibrator 3, 40 U/ml for calibrator 4 and 10 U/ml for calibrator 5.
Read the U/ml value of the patient from the constructed curve. Values greater than 320 should be
reported as >320, or reassay them with a higher dilution.

Arbitrary U/ml have been adopted by Zenit, as no generally recognised international standard exists for
expressing GBM titres.

Example: Calibrator U/ml Absorbance
1 320 2.3
2 160 1.8
3 80 1.2 B
4 40 0.7 A
5 10 0.18

A sample with an absorbance value of 0.7 will read on the X-axis as having 40 U/ml of anti-GBM.
Important: The curve is an example and should not be used for actual patient interpretation.

Quiality Control

The OD for the negative control should be less than that of calibrator 5.
The OD for calibrator 1 should be > 1,0

The value for the positive and negative controls see lot cetificate.
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The negative and positive controls are intended to monitor for substantial reagent failure. The positive
control will not ensure precision at the assay cut-off. It is recommended to assay an additional control at
the assay cut-off.

If any of the values are not within their respective ranges, the test should be considered invalid and the
test should be repeated. Additional controls may be tested according to guidelines or requirements of
local, state, and/or federal regulations or accrediting organisations. Refer to NCCLS C24-A for guidance
on appropriate QC practices.

Interpretation of results

<10 U/ml = Negative

10-20 U/ml = Equivocal; Retest, if still equivocal retest by an alternative method or test a new sample
>20 U/ml = Positive

Limitations

The individual patient’s antibody titre can not be used as a measure of disease severity, as antibodies
from different patients may differ from each other in affinity. Thus, it is difficult to obtain an absolute
standardisation of results.

The test should not be relied upon as the sole basis of decisions on clinical therapy, but should be used
as an adjunct to clinical symptoms and the results of other available tests.

Sera from patients with other autoimmune diseases and from normal individuals may contain potentially
cross-reactive autoantibodies. Some individuals may be positive for anti-GBM antibodies with little or no
evidence of clinical disease. On the other hand, some patients with active disease may have
undetectable levels of these antibodies.

Immunosuppressive therapy should not be started on basis of a positive anti-GBM result. Initiation or
changes in treatment should not be based on changes in anti-GBM concentration alone, but rather on
careful clinical observation.

Expected results

Anti-GBM are rarely found in normal healthy individuals. The anti-GBM ELISA was tested with 120
normal sera. 120 were found to be negative. The annual incidence of Goodpasture syndrome is one per
million inhabitants per year.

Anti-GBM antibodies are found in the sera of most Goodpasture syndrome patients. The anti-GBM
ELISA was tested with 40 GP sera, 38 (95%) were found to be positive.

Performance characteristics
Table 1. Clinical sensitivity and specificity. A total of 199 frozen retrospective sera with clinical
characterisation were assayed. The following table summarises the results

Control and Total Negative Equivocal Positive
Disease groups number <10 U/ml 10-20 U/ml >20 U/ml
Blood donors: 80 80 0 0
WG/ MP 27 27 0 0
SLE: 19 19 0 0
Others: 33 33 0 0
Anti-GBM: 40 0 2 38
WG = Wegener's granulomatosis, MP = microscopic polyangiitis

SLE = systemic lupus erythematosus Others = RA, UC, etc.
GBM = glomerular basement membrane

Clinical sensitivity ( Equivocal samples excluded from calculations)

GBM = 38/38 = 100 % 95% CI =90.7-100 %

5



40890, E-23-0165-02M

Clinical specificity (Equivocal samples excluded fr om calculations)

WG/MP =27/27 = 100 % 95% CI = 87.2-100 %
SLE =19/19 = 100 % 95% CI = 82.4-100 %
Others = 33/33 =100 % 95% CI = 89.4-100 %
Donors =80/80 = 100 % 95% CI = 95.5-100 %

The 95% confidence interval (Cl) was calculated using the exact method.

Table 2. Relative sensitivity and specificity of th e Zenit anti-GBM kit compared to GBM IFA.
A total of 68 frozen retrospective sera were assayed. The following table summarises the results.

Zenit anti-GBM

GBM IFA Positive Equivocal Negative Total
Positive 55 3 0 58
Negative 1 1 8 10
Total 56 4 8 68

Sera falling in the equivocal range were excluded from the following calculations.

Relative sensitivity =55/55 =100 % 95% CI = 93.5-100 %

Relative specificity =8/9=88.9% 95% CI = 51.8-99.7 %

Relative accuracy =63/64 = 98.4% 95% CI = 91.6-400

Table 3. Relative sensitivity and specificity of th e Zenit anti-GBM kit compared to an alternative
ELISA.

(Zenit 60x60x60) A total of 159 frozen retrospective sera were assayed. The following table
summarises the results.

Zenit anti-GBM

Positive Equivocal Negative Total
Positive 35 0 0 35
Alternative  Equivocal 3 1 0 4
ELISA Negative 0 1 119 120
Total 38 2 119 159
Sera falling in the equivocal range were excluded from the following calculations.
Relative sensitivity =35/35 =100 % 95% CI = 90.0-100 %
Relative specificity =119/120=99.2 % 95% CI = 95.4-100 %
Relative accuracy = 154/155 = 99.4% 95% CI = 96.5-100 %

The 95% confidence interval (Cl) was calculated using the exact method.

Table 4. Batch to batch variation  was determined by testing four different samples in duplicate.
Results were obtained for four different batches.

Sample Mean value SD CV %
1 58 U/ml 5 9
2 45 U/ml 7 15
3 24 U/ml 2 9
PK 40 U/ml 5 11
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Table 5. Inter-assay precision was determined by testing two different samples in duplicate. Results
were obtained for seven different runs.

Sample Mean value SD CV %
1 40 U/ml 2.6 7
2 18 U/ml 1.9 11
Table 6. Intra-assay precision was determined by testing one samples in 70 wells.
Sample Mean value SD CV %
1 67 U/ml 5.4 8

Table 7. Linearity. The values were determined for serial two-fold dilutions of four positive sera. The
values were compared to log 2 of dilution by standard linear regression. The data indicates that the
assay has a linear relationship with serum dilution.

Serum neat 1:2 1:4 1:8 1:16 r
1 60 36 18 9 0,977
2 217 126 82 71 26 0,988
3 98 60 34 23 6 0,998
4 69 42 19 12 0.999
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Troubleshooting

Problem: Possible causes: Solution:

Control values | 1. Incorrect temperature, timing or 1. Check that the time and temperature was

out of range. pipetting; reagents not mixed. correct. See "Poor precision” below.
Repeat test.

2. Cross contamination of controls. 2. Pipette carefully.

3. Improper dilution. 3. Repeat test.

4 Optical pathway not clean. 4. Check for dirt or air bubbles in the wells.

Wipe bottom and reread.
All test results | 1. One or more reagents not added, 1. Recheck procedure. Check for unused
negative. or added in wrong sequence. reagents. Repeat test.

2. Antigen coated plate inactive. 2. Check for obvious moisture in unused

wells. Wipe bottom and reread.
All test results | 1. Contaminated buffers or reagents. 1. Check all solutions for turbidity.
yellow.

2. Washing solution contaminated 2. Use clean container. Check quality of

water used to prepare solution.

3. Improper dilution of serum. 3. Repeat test.

Poor precision.| 1. Pipette delivery CV greater 1. Check calibration of pipette.
than 5% Use reproducible technique.

2. Serum or reagents not mixed 2. Mix all reagents gently but thoroughly
sufficiently or not equilibrated and equilibrate to room temperature.
to room temperature.

3. Reagent addition taking too long; 3. Develop consistent uniform technique
inconsistency in timing intervals. and use multi-tip device or auto

dispenser to decrease time.

4. Optical pathway not clean. 4. Check for air bubbles in the wells.

Wipe bottom and reread.

5. Washing not consistent; trapped 5. Check that all wells are filled and
bubbles; washing solution left aspirated uniformly. Dispense liquid above
in the wells level of reagent in well. After the last

wash, empty the wells by tapping the strip
on an absorbent tissue.

6. Improper pipetting. 6. Avoid air bubbles in pipette tips.
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TROUSSE POUR LA DETECTION QUALITATIVE ET LA DETERMI NATION SEMI-
QUANTITATIVE PAR DOSAGE IMMUNO-ENZYMATIQUE (ELISA) DES ANTICORPS
DIRIGES CONTRE LA CHAINE a 3DU COLLAGENE TYPE IV (ANTIGENE
GOODPASTURE)DANS LE SERUM HUMAIN

INTRODUCTION

CETTE TROUSSE EST UTILISEE POUR LE DIAGNOSTIC IN VITRO

La trousse Zenit anti-GBM antibodies utilise une méthode immuno-enzymatique (ELISA) pour la
détection et la détermination semi-quantitative des anticorps IgG anti-membrane basale glomérulaire
(GBM) dans le sérum humain.

Le dosage permet de détecter les anticorps dans un seul échantillon sérique. Les résultats du dosage
sont utilisés comme aide au diagnostic du syndrome de Goodpasture.

Résumé et commentaires

Le syndrome de Goodpasture est caractérisé par une hémorragie pulmonaire, une atteinte rénale et la
présence d’anticorps anti-GBM. Le diagnostic repose sur des signes cliniques d’hémoptysie et d’'une
glomérulonéphrite rapidement progressive, combinés a la présence d’anticorps anti-GBM.

Puisqu'il existe d’autres maladies auto-immunes graves pouvant présenter des symptémes similaires,
cette trousse est utile pour différencier entre ces différentes maladies.

Moins d’un tiers de patients atteints de syndromes pneumo-rénaux ont des anticorps anti-antigene
Goodpasture, la majorité possedent soit protéinase 3-ANCA soit Myéloperoxydase-ANCA.
L’'immunofluorescence indirecte a été utilisée dans le passé pour détecter les anticorps anti-GBM.
Lorsque le premier test ELISA basé sur une digestion a la collagénase fut publié en 1981, les dosages
utilisant des extraits bruts sont devenus la seule méthode alternative. En 1984, on a montré que
I'antigene spécifique provient du domaine C-terminal de la chaine a3 du collagéne IV et des dosages
sensibles et spécifiques ont été ensuite développés. La nature moléculaire de I'antigene Goodpasture
a été réexaminée par Hudson BG et coll. et par Hellmark T et coll.. L’antigéne est caractérisé par une
distribution tissulaire limitée qui apparait principalement dans les reins et les poumons.

La sensibilité et la spécificité des tests ELISA pour détecter les anticorps anti-GBM sont élevées. Des
réactions faussement positives ont lieu surtout dans le lupus érythémateux disséminé (LED) et dans
d’autres maladies avec activation polyclonale, dont la plupart donnent des titres inférieurs a 10-20
U/ml.

Description de la méthode

Cette trousse utilise une technique ELISA basée sur l'utilisation de plaques de microtitration avec des
puits revétus d’antigene GBM purifié. Le sérum a doser est dilué au 1/80 et mis a incuber dans les puits
de la microplaque. Lors de cette étape, les anticorps spécifiques vont se fixer aux antigenes des puits.
Les anticorps non fixés et autres éléments sont €liminés par lavage. Ensuite, des immunoglobulines de
chevre anti-lgG humaines conjuguées a la phosphatase alcaline sont ajoutées. Lors de l'incubation, le
conjugué se lie au complexe antigéne-anticorps fixé au puits. Aprés un nouveau lavage, la détection
des anticorps spécifiques est obtenue par incubation avec la solution de substrat. La quantité
d’anticorps liés est proportionnelle a l'intensité de la coloration qui est mesurée en termes d’absorbance
(densité optique = D.O.). L’absorbance est alors calculée par rapport a la courbe d’étalonnage et les
résultats sont donnés en U/ml arbi.

Prélevement des échantillons

Le test est a utiliser avec des échantillons séeriques. Manipuler comme s'ils étaient capables de
transmettre des agents infectieux.

Eviter d'utiliser du sérum ictérique, lipémique ou hémolysé. Le sérum inactivé par la chaleur peut
donner des réactivités non spécifiques et ne devrait pas étre utilisé.

Conserver le sérum a 2-8°C si le dosage doit étre réalisé dans les cing jours. Pour des plus longues
périodes, conserver le sérum a —20°C ou a une temp érature inférieure.
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Ne pas utiliser de congélateurs a décongélation automatique, qui peuvent faire subir a I'échantillon des
cycles de congélation-décongélation dégradant I'anticorps. Les échantillons qui ont été conservés de
facon inadéquate ou qui ont subi des cycles de congélation-décongélation peuvent donner des
résultats faux.

Précautions d'emploi

Réactifs contenant des substances d’origine humaine

Produit potentiellement infectieux.

Toutes les U/ml de sérum et de plasma utilisées pour la fabrication des composants de cette trousse
ont été analysées et ont été trouvées négatives en Ag HBS, en anticorps anti-VHC et en anticorps anti-
VIH 1/2. Toutefois, puisqu’il n’existe aucune meéthode garantissant I'absence totale d’agents
pathogénes, on doit considérer tout matériau d’origine humaine comme étant potentiellement
infectieux. C’est pourquoi il faudra le manipuler avec précaution.

Toutes les solutions contiennent du ProClin 300 comme conservateur. Ne jamais pipeter avec la
bouche et ne pas laisser les réactifs ou les échantillons de patient entrer en contact avec la peau. Les
réactifs contenant du ProClin 300 peuvent étre irritants. Eviter le contact avec la peau et les yeux. En
cas de contact, laver avec une grande quantité d’eau.

Les concentrations d’anti-GBM dans un échantillon donné, déterminées par des trousses provenant de
différents fabricants, peuvent varier en raison des différences dans les méthodes de dosage et de la
spécificité du réactif.

Précautions supplémentaires

Toutes les solutions contiennent du ProClin 300 comme conservateur. Ne jamais pipeter avec la
bouche et ne pas laisser les réactifs ou les échantillons de patient entrer en contact avec la peau. Les
réactifs contenant du ProClin 300 peuvent étre irritants. Eviter le contact avec la peau et les yeux. En
cas de contact, laver avec une grande quantité d’eau.

Les concentrations d’anti-GBM dans un échantillon donné, déterminées par des trousses provenant de
différents fabricants, peuvent varier en raison des différences dans les méthodes de dosage et de la
spécificité du réactif.

Matériel nécessaire mais non fourni

Micropipettes de précision avec embouts jetables.

Récipients propres en plastique ou en verre pour la dilution du tampon de lavage et des sérums de
patients.

Dispositif de lavage des microplaques, papier absorbant, tubes et minuterie.

Lecteur de plague avec filtre a 405 nm.

Réactifs

N°de référence GP 104X : trousse pour 96 détermina tions.

Dés réception, conserver tous les réactifs entre 2 et 8°C.

Microplaques revétues. Une plaque de 96 puits (12 x 8), revétus d’anti-membrane basale
glomérulaire (GBM) d’origine bovine purifiée et un couvercle hermétique, conditionnés dans un sachet
d’aluminium contenant un déshydratant.

Tampon diluant (couleur rougeétre).  Un flacon de 32 ml contenant une solution tamponnée PBS,
préte a 'emploi, avec 0,05 % de ProClin 300 comme conservateur.

Contréle négatif (couleur verte). Un flacon de 1,5 ml, contenant du sérum humain négatif pour les
IgG anti-GBM dans le tampon diluant. Prét a I'emploi.

Contréle positif (couleur rouge).  Un flacon de 1,5 ml, contenant du sérum humain positif pour les
lgG anti-GBM dans le tampon diluant. Prét & I'emploi.

Conjugué (couleur bleue). Un flacon de 13 ml contenant des immunoglobulines de chevre anti-lgG
humaines purifiées, conjuguées a de la phosphatase alcaline dans un tampon PBS

- Un flacon de 13 mL solution pour comprimés de substrat pNPP.

- Un flacon de 30 ml, solution de lavage (30 x concentrée).
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Etalons 1-5 (5 flacons). Chaque flacon de 1,5 ml contient du sérum humain réactif vis-a-vis des 1gG
anti-GBM et non réactif vis a vis de 'AgHBs et des anticorps anti-VHC et anti-VIH 1 et 2, 0,2 % de
sérum albumine bovine et du ProClin 300. Les concentrations des étalons sont : 10, 40, 80, 160, 320
U/ml arbitraires.

Conservation et stabilité des réactifs

*Tous les réactifs de la trousse sont préts a 'emploi a I'exception du tampon de lavage et doivent étre
conserves a 2-8°C.

*Retirer uniguement le nombre de barrettes nécessaire au dosage et refermer soigneusement le sachet
d’aluminium.

Préparation des réactifs

Avant de démarrer la procédure de dosage, tous les composants de la trousse doivent étre amenés a
température ambiante pour éviter la condensation. Calculer le nombre de puits nécessaire.
Microplaque. Le sachet d’aluminium avec le déshydratant doit étre soigneusement rescellé, apres avoir
retiré les barrettes nécessaires au dosage.

Solution de lavage. Diluer 30 ml de solution de lavage concentrée (X30) dans 870 ml d’eau distillée.
Conservée a 2-8°C, la solution de lavage diluée est stable jusqu’a la date de péremption de la trousse.
Des résultats valides et reproductibles sont obtenus uniquement en suivant strictement la notice
d’emploi et en utilisant les réactifs spécifiques de la trousse.

PROCEDURE DE DOSAGE

- Couper le sachet d’aluminium et extraire le nombre de barrettes nécessaire (voir « Préparation des
réactifs »).

- Diluer le sérum de patient au 1/80 avec le tampon diluant (395 pl de diluant + 5 pl de sérum).

- Distribuer (en doublets) 100 pl de tampon diluant (blanc), de chaque étalon, de contrdle négatif, de
contr6le positif et d’échantillon de patient (P), dilué au 1/80 avec le tampon diluant, dans les puits
respectifs, selon le tableau de distribution ci-apres.

Tableau de distribution des réactifs
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A Dil Etal 4 P1
B Dil Etal 4 P1
C |Etall |Etal 5 P2
D |Etall |Etal 5 P2
E |Etal2 | CN etc
F |Etal2 | CN
G |Etal3 | CP
H |Etal3 | CP

- Recouvrir la microplaque et la laisser incuber pendant 30 min a température ambiante (20-25°C).
- Aprés incubation, laver les puits trois fois avec 300 pl de solution de lavage par puits, en
remplissant et vidant les puits a chaque fois. Apres le dernier lavage, tapoter délicatement les
barrettes sur du papier absorbant.

- Ajouter 100 pl de conjugué dans chaque puits.

- Incuber de nouveau la microplaque, pendant 30 min & température ambiante (20-25°C).

- Aprés incubation, laver les puits de nouveau (voir ci-dessus).

- Ajouter 100 pl de solution de substrat dans chaque puits et incuber la microplague, pendant
60 min (£ 10 min) a température ambiante (20-25°C).

- Lire 'absorbance sur un lecteur de microplague a 405 nm.
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Blanc | Contrdle négatif | Contrdle positif Echantillon dilué au 1/80

Diluant pour
échantillons 00 u |- - -
Contréle négatif - 100 pl - -
Contréle positif - - 100 pl -
Echantillon - - - 100 pl

Incuber pendant 30 min a T.A., laver 3 fois avec la solution de lavage
Conjugué | 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 pl

Incuber pendant 30 min a T.A., laver 3 fois avec la solution de lavage
Substrat | 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 pl

Incuber pendant 60 min (+ 10 min) a T.A.
Lecture photométriqgue & 405 nm

Calcul des résultats

Validation

1. Lire les valeurs d’absorbance a 405 nm.

2. Soustraire la valeur D.O. du blanc de toutes les autres valeurs D.O.

3. Dessiner la courbe d’étalonnage en tracant les valeurs de D.O. par rapport aux valeurs en U/ml
arbitraires des 5 étalons. On a attribué des valeurs arbitraires a chacun des 5 étalons : 320 U/ml a
I'étalon 1, 160 a I'étalon 2, 80 a I'étalon 3, 40 a I'étalon 4 et 10 a I'étalon 5.

4. Lire la concentration de I'échantillon de patient en U/ml arbitraires sur la courbe d’étalonnage. Les
valeurs supérieures a 320 U/ml devraient étre rapportées comme > 320 U/ml.

Les U/ml arbitraires ont été adoptées par Zenit puisqu’il n'y a pas d’étalon international connu pour

exprimer les titres d’anti-GBM.

Exemple: Etalon U/mlé Absorbance @@ |
1 320 2,3 "
2 160 1,8
3 80 1,2 .
4 40 0,7 e e
5 10 0,18

Important: Ces valeurs sont données a titre d’exemple et ne doivent pas étre utilisées pour
l'interprétation des échantillons de patient.

Controle de qualité

La valeur de D.O. du contrble négatif doit étre inférieure a celle de I'étalon 5.
La valeur de D.O. de I'étalon 1 > 1,0.

La valeur du contrdle positif voir le lot certificat.

Les contrbles négatif et positif sont prévus pour contrdler tout défaut substantiel des réactifs. Le
contrdle positif ne garantit pas la précision a la valeur seuil du dosage. Il est conseillé le dosage d’'un
contr6le supplémentaire a la valeur seuil. Si 'une des valeurs ne donne pas les résultats attendus, le
test doit étre considéré comme non valide et il doit étre refait. Des contrdles supplémentaires peuvent
étre dosés suivant les exigences de la réglementation.

Interprétation des résultats

Résultat Interprétation
<10 U/ml Négatif
10-20 U/ml Douteux*

> 20 U/ml Positif
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* Des échantillons qui ont des valeurs dans la zone grise doivent étre dosés de nouveau ; si le résultat
du deuxieme dosage est douteux, doser de nouveau avec une autre méthode ou alors doser un nouvel
échantillon.

Limites du dosage

Le titre d’anticorps d’'un patient ne doit pas étre utilisé pour mesurer la gravité de la maladie, puisque
des anticorps de différents patients peuvent différer les uns des autres par leur affinité. Par conséquent,
il est difficile d’obtenir une standardisation absolue des résultats.

Les décisions thérapeutiques ne devraient pas étre prises sur la base unique des résultats du test,
ceux-ci doivent étre utilisés associés aux symptdmes cliniques et aux résultats d’autres tests
disponibles.

Des sérums provenant de patients atteints d’autres maladies auto-immunes et de sujets sains peuvent
contenir des auto-anticorps pouvant provoquer d’éventuelles réactions croisées. Quelques sujets
peuvent étre positifs vis-a-vis des anticorps anti-GBM avec peu ou pas de signes cliniques de maladie.
D’autre part, quelques patients atteints de maladie active peuvent avoir des concentrations
indétectables de ces anticorps.

La thérapie immunosuppressive ne devrait pas étre mise en place sur la base d'un résultat anti-GBM
positif. Le début ou le changement du traitement ne devrait pas reposer sur le seul changement de
concentration des anti-GBM, mais plutét sur une observation clinique approfondie.

Résultats attendus

On trouve rarement des anti-GBM chez les sujets sains. La trousse Zenit anti-GBM antibodies a été
évaluée sur 120 sérums « normaux ». Les 120 sérums ont donné un résultat négatif. L'indice annuel
d’'incidence du syndrome de Goodpasture est d’un nouveau cas par million d’habitants.

Des anticorps anti-GBM ont été trouvés dans des sérums de la plupart des patients atteints du
syndrome de Goodpasture. La trousse a été évaluée sur 40 sérums provenant de patients atteints du
syndrome de Goodpasture, 38 (95 %) ont été trouves positifs.

Performances du dosage

Spécificité et sensibilité diagnostiques

Une étude rétrospective sur un total de 198 échantillons congelés, cliniquement caractérisés, a été
réalisée avec la trousse anti-GBM. Le tableau suivant résume les résultats :

Contréles et groupes de maladie N Neégatif Douteux Positif
(<10 U/ml) (10-20 U/ml) (> 20 U/ml)

Sujets sains 80 80 0 0
Granulomatose de Wegener (GW) 12 12 0 0
Périatérite microscopique (PM) 15 15 0 0
Lupus érythémateux disséminé (LED) 19 19 0 0
Autres* 32 32 0 0
Néphrite anti-GBM** 40 0 2 38

* Autres = polyarthrite rhumatoide, colite ulcérative, maladie cceliaque, syndrome de Crohn.
** GBM = glomerular basement membrane = membrane basale glomérulaire

Sensibilité diagnostique  (les échantillons douteux ont été exclus des calculs)
GBM =38/38 =100%

Spécificité diagnostique  (les échantillons douteux ont été exclus des calculs)
GW +MP =27/27 =100% Autres = 32/32 =100 %
LED =19/19 =100% Sains = 80/80 =100 %
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Spécificité et sensibilité relatives de la trousse

Zenit anti-GBM comparée au test GBM IFA. Un
total de 68 échantillons congelés a été dosé avec la trousse anti-GBM. Le tableau suivant résume les

résultats :
Zenit anti-GBM
Positif |Douteux  Négatif  Total
Positif | 55 3 0 58
GBM IFA | Négatif | 1 1 8 10
Total 56 4 8 68
Les sérums qui ont donné des résultats douteux ont été exclus des calculs.
Sensibilité relative = 55/55 =100 % Spécificité relative
Justesse relative = 63/64 =98,4%

Spécificité et sensibilité relatives de la trousse
ELISA (Zenit 60x60x60)
Un total de 159 échantillons congelés a été dosé avec la trousse anti-GBM. Le tableau suivant résume

les résultats :

=8/9

=88,9 %

Zenit anti-GBM comparée a une autre trousse

Zenit anti-GBM (30’-30’-60
Positif Douteux Négatif Total
Positif 35 0 0 35
Trousse ELISA Douteux 3 1 0 4
(Zenit 60’-60’-60) Négatif 0 1 119 120
Total 38 2 119 159
Les sérums qui ont donné des résultats douteux ont été exclus des calculs.
Sensibilité relative = 35/35 =100 % Spécificité relative =119/120 =99,2%
Justesse relative =154/155 =199,4%

Précision intra-essais
La répétabilité ou la précision intra-essais a été déterminée sur un échantillon dosé dans 70 puits au
cours de la méme série de dosage.

Echantillon Moyenne (U/ml)

1 67

Ecart-type CV %
5,4 8

Précision inter-essais
La reproductibilité ou la précision inter-essais a été déterminée sur deux échantillons dosés en doublets
au cours de 7 séries de dosage différentes.

Echantillon Moyenne (U/ml) Ecart-type CV %
1 40 2,6 7
2 18 19 11

Précision inter-lots
La précision inter-lots a été déterminée sur quatre échantillons dosés en doublets. Les résultats ont été
obtenus avec 4 lots différents de trousse.

Echantillon Moyenne (U/ml) Ecart-type CV %
1 16 2,9 18
2 42 2,4 6
3 67 2,1 3
PC 134 9,6 7
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Linéarité

Pour déterminer la linéarité de la dilution, quatre sérums positifs ont été dilués en série au 1/2 puis
dosés. Les valeurs ont été comparées au log? de la dilution par régression linéaire standard.

Les résultats obtenus indiguent gu'il existe une relation linéaire entre la valeur obtenue et la dilution.

Sérum Pur 1/2 1/4 1/8 1/16 r
1 60 36 18 9 0,977
2 217 126 82 71 26 0,988
3 98 60 34 23 6 0,998
4 69 42 19 12 0,999
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CAUSES D’ERREUR

Probleme : Cause possible : Solution :
Valeurs des | 1. Distribution des réactifs, temps et 1. Vérifier temps et température
contrbles température de réaction erronés ; d’incubation. Voir « Mauvaise précision »
hors des réactifs pas bien mélangés. (ci-dessous). Refaire le dosage.
intervalles 2. Pipeter avec soin.
2. Contamination croisée des contréles.
3. Refaire le dosage.
3. Mauvaise dilution
4. Vérifier la présence de saleté ou de
4. Trajet optique sale bulles d’air dans les puits. Nettoyer le
fond de la plaque et relire.
Tous les 1. Un ou plusieurs réactifs n'ont pas été | 1. Vérifier la procédure. Vérifier s'il reste
résultats ajoutés ou ont été ajoutés dans le des réactifs. Refaire le dosage.
sont mauvais ordre.
negatifs 2. Antigéne des barrettes revétues 2. Vérifier la présence d’humidité dans les
inactif. puits non utilisés. Nettoyer le fond de la
plague et relire.
Tous les 1. Tampons ou réactifs contaminés. 1. Vérifier toutes les solutions pour
puits sont s'assurer gu’elles ne sont pas troubles.
jaunes 2. Solution de lavage contaminée. 2. Utiliser un récipient propre. Vérifier la
qualité de I'eau utilisée pour préparer la
solution.
3. Mauvaise dilution du sérum. 3. Refaire le dosage.
Mauvaise 1. CV% de I'appareil a pipeter 1. Vérifier le réglage de I'appareil a pipeter.
précision supérieur a 5% ou échantillons Utiliser une technique reproductible.

ajoutés trop rapidement.

2. Sérum ou réactifs insuffisamment
mélangés ou pas portés a
température ambiante.

3. Ajout de réactifs trop lent ; intervalles

de temps non reproductibles.

4. Trajet optique sale.

5. Lavage non reproductible ; présence
de bulles d’'air ou de liquide résiduel
dans les puits a la fin du lavage.

6. Pipetage non reproductible.

2. Mélanger délicatement mais intimement

tous les réactifs et les amener a
température ambiante.

3. Développer une technique reproductible

et utiliser des multipettes ou des
distributeurs automatiques pour réduire
les délais

4. Vérifier la présence de bulles d’air dans

les puits. Nettoyer le fond de la plague et
relire.

5. Vérifier que tous les puits sont

uniformément remplis et aspirés.
Distribuer la solution de lavage de
maniere a dépasser le niveau de réactif
dans les puits. Aprés le dernier lavage,
vider les puits en tapotant les barrettes
sur du papier absorbant.

6. Eviter les bulles d’air a I'extrémité des

pipettes.
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ESPANOL ]
INSTRUCCIONES DE USO - VERSION BREVE

USO PREVISTO

El andlisis Zenit anti-GBM es un ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) utilizado para
detectar y semicuantificar anticuerpos IgG contra los glomérulos de la membrana basal en suero
humano. Los resultados se utilizan como ayuda en el diagnostico del sindrome de Goodpasture. El
andlisis debe ser realizado por personal calificado.

PARA USO EN DIAGNOSTICO IN VITRO.

Recogida de muestras

El andlisis anti-GBM esta concebido para muestras de suero. Téngase en cuenta que los diferentes
reactivos y sobre todo los sueros pueden tener componentes potencialmente infecciosos. No deben
analizarse sueros ictéricos, lipémicos o hemolizados. El suero inactivado por calor puede mostrar
actividad no especifica y por tanto no debe ser analizado. Las muestras se conservan a temperatura
entre 2 y 8 T si los andlisis se efectian en un plazo de 5 dias. La conservacion a largo plazo debe
realizarse a -20 € o mas. Los congeladores con aut odescongelacion no son apropiados para estos
casos debido al riesgo de descongelacion de las pruebas. Las pruebas que no han sido debidamente
almacenadas pueden arrojar resultados erréneos.

Las normas NCCLS indican cémo almacenar las muestras de sangre (Approved Standard-Procedures
for the Handling and Processing of Blood Specimens, H18A, 1990).

Advertencias y precauciones

Solo para uso en diagnéstico in vitro

Todo el material de origen humano utilizado en la preparacion de los controles y calibradores de este
ensayo se analizé con métodos aprobados por la FDA y resultd negativo en los analisis de deteccion
de anti-VIH 1y 2, HbsAg y VHCasi como al antigeno de superficie de la hepatitis B. Pese a ello,
téngase en cuenta que ningun método puede garantizar la ausencia de VIH, VHC, virus de la hepatitis
B u otros agentes infecciosos.

Todas las muestras humanas deben ser consideradas potencialmente infecciosas y manipularse con el
cuidado requerido.

El Centro para el control y prevencion de enfermedades (CDC) y los Institutos Nacionales de Salud
(NIH) de Estados Unidos recomiendan manipular los materiales potencialmente infecciosos en
laboratorios de nivel 2 de bioseguridad.

Todas las soluciones contienen Proclin 300 como conservante. No pipetear con la boca. Evitese el
contacto directo de la piel con los reactivos o las muestras de pacientes. Los reactivos con Proclin 300
pueden ser irritantes. Por eso es indispensable evitar el contacto con la piel y los ojos. En caso de que
un reactivo entre en contacto con la piel o los ojos lavar inmediatamente y con cuidado la zona
afectada con gran cantidad de agua.

Equipo adicional requerido que no se entrega cones  te producto:

- Lector de microplacas con filtro para 405 nm.

- Pipeta de precisién con puntas desechables.

- Instalacién de lavado para placas de microtiter, papel absorbente, tubos de ensayo y cronémetro.

Contenido y conservacion

- Una placa con tiras (12x8 pocillos), recubiertas con antigeno GBM con sus respectivas tapas. Todo
dentro de una bolsa a prueba de aire, rellena de sustancia deshidratante.

- 1,5 ml control negativo (CN), suero humano prediluido

- 1,5 ml control positivo (CP), suero humano prediluido

- 13 ml conjugado de fosfatasa alcalina y anticuerpos anti-lgG humana (color azul)

- 32 ml diluyente (Dil), contiene PBS (color rojo).
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- 13 ml solucién substrato pNPP.

- 30 ml solucién de lavado (30x conc)

- cinco calibradores con suero humano diluido: 1,5 ml Cal 1 : 320 U/ml; 1,5 ml Cal 2 : 160 U/ml; 1,5 ml
Cal3:80U/ml;1,5mlCal4:40U/ml, 1,5 ml Cal5: 10 U/ml.

Todos los reactivos, excepto la solucidn de lavado, estan preparados para uso inmediato. Conservar el
kit en el refrigerador a temperatura entre 2 y 8 T . Mantener bien cerrado para evitar la evaporacion.
Extraer solamente las tiras necesarias para el andlisis y conservar las restantes en su bolsa cerrada.

PROCEDIMIENTO

Todas las soluciones deben estar a temperatura ambiente. Incubar siempre a temperatura ambiente
(20-25 C) y tapando las tiras. Para la incubacion rigen los tiempos siguientes: para el suero, 30
minutos; para el conjugado, 30 minutos; para el sustrato, 60 minutos (+ 10 minutos).

Preparacion de la solucion de lavado
Diluir 10 ml de solucién de lavado concentrada 30x en 290 ml de agua destilada. La solucion de lavado
es utilizable hasta la fecha de vencimiento si se conserva entre 2-8 °C.

Dilucion del suero y tiempo de Incubacion

Diluir la muestra del paciente con 1/80 de diluyente (395ul diluyente +5 ul suero).

Dispensar (en duplicado) 100ul/pocillo de diluyente (como blanco), de calibradoresde 1a 5, CN, CP y
la muestra del paciente, como se indica en el siguiente diagrama. Incubar tapado durante 30 minutos.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 [10 |11 |12

A | Dil Cal4 |P1
B Dil Cal4 |P1
C |Call [Cal5 |P2
D [Call [Cal5 |P2
E |Cal2 CN |etc
F [Cal2 | CN
G |Cal3 | CP
H|Cal3 | CP

Después de incubar el suero

Lavar tres veces con 300ul de solucion de lavadp@aillo, vaciando y volviendo a llenar los poedl
cada vez. Después del ultimo lavado, vaciar ladlps sacudiéndolos boca abajo sobre papel
absorbente.

Anadir conjugado
Afadir 100 pl de conjugado en cada pocillo e incubar por 30 minutos.

Después de incubar el conjugado
Lavar como se indico anteriormente .

Afadir solucién substrato
Afadir 100ul de substrato pNPP en cada pocillo e incubar durante 60 minutos (+ 10 minutos).
Leer la absorbancia a 405nm con un lector de microplacas.
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Calculacion

Restar el valor de densidad 6ptica (DO) del blanco de los restantes valores de DO. Trazar una curva
de calibracion, en donde se marquen los valores DO contra los valores de U/ml de los 5 calibradores.
Alos 5 calibradores se han asignado arbitrariamente los siguientes valores: 320 U/ml al calibrador 1;
160 U/ml al calibrador 2; 80 U/ml al calibrador 3; 40 U/ml al calibrador 4 y 10 U/ml al calibrador 5.
Tomar de la curva de valoracién los resultados de la muestra de los pacientes. Valores mayores de
320 tienen que ser indicados > 320 , alternativamente debe repetirse el anlisis con una prueba més
diluida. El resultado del andlisis Zenit se indica en U/ml arbitrarias, debido a que para la indicacién de
los titulos GBM no hay un reconocimiento tipo (estandar internacional).

Ejemplo:  Calibrador u/ml Absorbancia
1 320 2,3
2 160 1,8
3 80 1,2 :
4 40 0,7
5 10 0,18

Importante: La curva que se muestra es so6lo un ejemplo y no debe usarse para la lectura de las
muestras de los pacientes.

Control de calidad

La DO del control negativo debe ser inferior a la del calibrador 5.

La DO del calibrador 1 debe ser >1,0.

Consultar los valores de los controles positivo y negativo en el prospecto del lote. Los controles
positivo y negativo se utilizan para verificar si los reactivos funcionan correctamente. El control positivo
no garantiza precision ante valores umbral del ensayo. Recomendamos en estos casos efectuar un
control adicional. Si uno o mas valores estan fuera de la escala de valoracion indicada, el andlisis no
tendrd validez y debe ser repetido. Pueden efectuarse controles adicionales de conformidad con las
directrices o los requisitos establecidos por las normas locales, regionales o nacionales, o de
organizaciones acreditadas. Para una guia de las practicas adecuadas de control de calidad, véase el
documento NCCLS C24-A.

Interpretacion de los Resultados
<10 U/ml = negativo
10-20 U/ml = dudoso . Repitase la prueba; si el resultado sigue siendo dudoso, analicese con un método
alternativo o bien analicese una nueva muestra.
>20 U/ml = positivo

Limitaciones del Analisis

El titulo individual de anticuerpos del paciente no puede ser utilizado para dictaminar la gravedad de la
enfermedad , debido a que los anticuerpos de diferentes pacientes presentan diferentes afinidades.
Por esta razén, el analisis es dificil de tipificar.
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Los resultados de este analisis por si solos no son suficientes para un dictamen clinico, sino que se
han de valorar conjuntamente con los datos clinicos (sintomas, etc.) y los resultados de otros analisis
disponibles. En el suero de pacientes con otras enfermedades autoinmunes, asi como de individuos
sanos, puede haber autoanticuerpos capaces de provocar reacciones cruzadas. Un individuo puede
reaccionar positivamente a los anti-GBM sin que haya pruebas clinicas para sefialar una enfermedad;
al mismo tiempo, pacientes que padecen la enfermedad pueden reaccionar en forma negativa con
anticuerpos anti-GBM. Un tratamiento de inmunosupresion no debe comenzarse motivado por un
resultado positivo anti-GBM, asi como no debe iniciarse o0 modificarse tampoco sélo por cambios en la
concentracion de anti-GBM, sino que debe basarse en el cuadro clinico general. La concentracion
anti-GBM de un suero especifico puede variar después del andlisis con diferentes métodos de
pruebas. Esto se debe a las diferentes caracteristicas y sensibilidad de los reactivos que provienen de
diferentes kits y diferentes fabricantes.
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GEBRAUCHSANWEISUNG IN DEUTSCHER KURZFASSUNG

Verwendungszweck

Der Testkit Zenit Anti-GBM ist ein enzymgekoppelter Immunabsorptionstest (ELISA) fir den Nachweis
und die semi-quantitative Bestimmung von IgG-Antikérpern gegen die glomeruldre Basalmembran
(GBM) in Humanserum. Die Testergebnisse dienen als Hilfsmittel bei der Diagnose von Goodpasture-
Syndrom. Die Analyse sollte von qualifiziertem Personal durchgefiihrt werden.

NUR FUR DIE IN-VITRO-DIAGNOSTIK BESTIMMT.

Probenentnahme

Der Anti-GBM-Test ist flir Serumproben bestimmt. Behandeln Sie die Proben als potentiell infektits.
Analysieren Sie keine ikterischen, lipAmischen oder hamolysierten Proben. Warmeinaktiviertes Serum
kann unspezifische Aktivitat zeigen und sollte daher nicht verwendet werden. Proben kdnnen bei 2-8 T
aufbewahrt werden, wenn die Analyse innerhalb von 5 Tagen erfolgt. Eine langfristige Aufbewahrung
sollte bei - 20C oder darunter erfolgen. Lagern Si e die Proben nicht in Gefrierschréanken mit
automatischer Abtaueinrichtung, da dies zum wiederholten Auftauen und Einfrieren der Proben und
damit zur Degradation der Antikorper fihren kann. Proben, die nicht ordnungsgeman gelagert wurden,
koénnen falsche Ergebnisse hervorrufen.

Das NCCLS hat Richtlinien fur die Lagerung von Blutproben herausgegeben (Approved Standard
Procedures for the Handling and Processing of Blood Specimens, H18A, 1990).

Sicherheitsinformation

Nur fur die In-vitro-Diagnostik bestimmt.

Das fur die Zubereitung der Kontrollseren und Kalibratoren des Kits verwendete Humanserum wurde
mit von der FDA genehmigten Methoden auf Antikdrper gegen das menschliche Immunschwéchevirus
1 & 2 (HIV 1&2), Hepatitis C (HCV) sowie Hepatitis-B-Oberflachenantigen getestet und fir negativ
befunden. Da jedoch keine Methode die Abwesenheit von HIV, HCV, Hepatitis-B-Virus oder anderen
Krankheitserregern vollstandig garantieren kann, sind Proben und auf Humanserum basierende
Reagenzien

als potentiell infektités zu betrachten und entsprechend zu handhaben.

Die Centers for Disease Control and Prevention (CDC) und die National Institutes of Health (NIH)
empfehlen, potentiell infektiose Materialien gemaf der Sicherheitsstufe 2 zu behandeln.

Alle Lésungen enthalten Proclin 300 als Konservierungsmittel. Pipettieren Sie niemals mit dem Mund.
Lassen Sie Reagenzien oder Patientenproben nicht mit der Haut in Beriihrung kommen. Reagenzien
mit Proclin 300 wirken reizend. Vermeiden Sie den Kontakt mit der Haut und den Augen. Spiilen Sie bei
Kontakt mit der Haut oder den Augen die betroffenen Stellen sofort mit viel Wasser ab.

Bendtigte, nicht mitgelieferte Materialien

- Mikrotiterplattenreader mit Filter fir 405 nm.

- Prazisionspipetten mit Einwegspitzen

- Waschvorrichtung fur Mikrotiterplatten, saugfahiges Papier, Reagenzglaser, Zeitschaltuhr
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Kitbestandteile und Lagerung der Reagenzien

- Ein Rahmen mit Streifen (12x8), mit GBM-Antigen beschichtet, und ein Deckel in einer
verschlossenen Folienpackung mit Trockenmittel .

- 1,5 ml negatives Kontrollserum (NC), enthalt Humanserum in Verdinnungsmittel

- 1,5 ml positives Kontrollserum (PC), enthalt Humanserum in Verdinnungsmittel

- 13 ml Konjugat, enthalt mit alkalischer Phosphatase markierte Anti-lgG-Antikérper (blaue Farbe)
- 32 ml Verduinnungsmittel (Dil), enthalt PBS (rote Farbe).

- 13 ml pNPP-Substrat

- 30 ml Waschldsung (30-fach konzentriert)

- Funf Kalibratoren, enthalten Humanserum in Verdinnungsmittel. 1,5 ml Cal 1 = 320 E/ml, 1,5 ml Cal 2
=160 E/ml, 1,5 ml Cal 3 =80 E/ml, 1,5 ml Cal 4 =40 E/ml, 1,5 ml Cal 5 = 10 E/ml

Alle Reagenzien des Kits, mit Ausnahme der Waschlésung, sind gebrauchsfertig und sind bei 2-8 T
aufzubewahren. Entnehmen Sie nur die fiir den Test bendtigte Anzahl an Streifen und verschlieR3en Sie
den Aluminiumbeutel sorgfaltig wieder.

TESTVERFAHREN

Alle Lésungen mussen bei der Anwendung Raumtemperatur haben. Fiihren Sie in allen Schritten die
Inkubation bei Raumtemperatur (20-25 <C) durch; ver wenden Sie dabei einen Deckel. Fir die
Inkubation gelten folgende Zeiten: Serum 30 Minuten, Konjugat 30 Minuten, Substrat 60 Minuten (+ 10
Minuten)

Zubereitung der Waschlosung
Verdinnen Sie 10 ml der 30-fach konzentrierten Waschlésung mit 290 ml destilliertem Wasser. Die
verdinnte Waschldsung ist bei Aufbewahrung bei 2-8 T bis zum Verfallsdatum des Kits haltbar.

Probeverdinnung und Inkubation

Verdinnen Sie die Patientenproben 1/80 mit dem Verdinnungsmittel (395 ul Verdinnungsmittel + 5 pl
Serum).

Pipettieren Sie das Verdinnungsmittel (als Leerprobe), die Kalibratoren 1, 2, 3, 4, 5, das NC, das PC
und die verdinnten Patientenproben (P) in zweifacher Ausflihrung wie nachfolgend angezeigt (100 ul
pro Vertiefung). Inkubieren Sie 30 Minuten lang.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 110 ] 11| 12

A | Dil Cal4 |P1
B Dil Cal4 |P1
C |Call |Cal5|P2
D |Call |Cal5 |P2
E |Cal2 NC | etc.
F |Cal2 NC
G |Cal3 | PC
H|Cal3 | PC

Nach der Seruminkubation

Waschen Sie 3-mal mit 300 pl Waschldsung pro Vertiefung; fullen und entleeren Sie dabei jedes Mal
die Vertiefungen. Entfernen Sie nach dem letzten Waschschritt die verbleibende Flissigkeit durch
Abklopfen der Streifen Uber saugfahigem Papier.

Zugabe des Konjugates
Geben Sie 100 pl Konjugat in jede Vertiefung. Inkubieren Sie 30 Minuten lang.

Nach der Konjugatinkubation
Waschen Sie wie oben angegeben.
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Hinzufligen der Substratlosung
Geben Sie 100 pl Substratlésung in jede Vertiefung. Inkubieren Sie 60 Minuten (x 10 Minuten) lang.
Messen Sie die Absorption mit einem Mikrotiterplattenreader bei 405 nm.

Auswertung

Ziehen Sie jeweils den OD-Wert der Leerprobe von den Gbrigen OD-Werten ab.

Zeichnen Sie eine Kalibrierungskurve, indem Sie die OD-Werte gegen die E/ml der 5 Kalibratoren
auftragen. Den 5 Kalibratoren wurden die folgenden willkiirlichen Werte zugeordnet: Kalibrator 1: 320
E/ml, Kalibrator 2: 160 E/ml, Kalibrator 3: 80 E/ml, Kalibrator 4: 40 E/ml, Kalibrator 5: 10 E/ml. Lesen
Sie den Wert der Patientenprobe in E/ml von der so erstellten Kurve ab. Geben Sie Werte tiber 320 als
>320 an oder wiederholen Sie den Test mit einer hoheren Verdunnung.

Das Testergebnis wird von Zenit in willktrlichen E/ml angegeben, da es fir die Angabe von Anti-GBM-
Titern keinen international anerkannten Standard gibt.

Beispiel: Kalibrator E/ml Absorption
1 320 2,3
2 160 1,8
3 80 1,2
4 40 0,7
5 10 0,18

Wichtig : Die gezeigte Kurve ist nur ein Beispiel und darf nicht fur die Auswertung von Patientenproben
verwendet werden.

Qualitatskontrolle

Die OD des negativen Kontrollserums sollte unter der des Kalibrators 5 liegen.

Die OD von Kalibrator 1 sollte >1,0 sein.

Entnehmen Sie die Werte fur die positiven und negativen Kontrollseren dem Chargenzertifikat.

Positive und negative Kontrollseren dienen der Uberwachung auf wesentliche Funktionsfehler der
Reagenzien. Das positive Kontrollserum garantiert keine Genauigkeit am Grenzwert des Tests. Es wird
empfohlen, am Grenzwert des Tests eine zusatzliche Kontrolle durchzufihren.

Falls einer oder mehrere Werte nicht innerhalb der angegebenen Grélienordnung liegen, sollte der Test
als ungultig betrachtet und die Analyse wiederholt werden. Sollte es erforderlich sein, kénnen weitere
Kontrollseren getestet werden. Empfehlungen zur Qualitatskontrolle kénnen dem NCCLS-Dokument
C24-A enthommen werden.

Auswertung der Ergebnisse

<10 E/ml = negativ

10-20 E/ml = nicht eindeutig . Wiederholen Sie den Test; ist der Wiederholungstest ebenfalls nicht
eindeutig, verwenden Sie ein alternatives Nachweisverfahren oder eine neue Probe.

>20 E/ml = positiv

Einschrankungen

Der Antikorpertiter eines einzelnen Patienten kann nicht fir die Beurteilung des Schweregrades der
Krankheit verwendet werden, da die Antikdrper unterschiedlicher Patienten unterschiedliche Affinitaten
aufweisen konnen. Es ist daher schwer, eine absolute Standardisierung der Ergebnisse zu erreichen.
Der Test sollte nicht als alleinige Grundlage flur Entscheidungen zur klinischen Behandlung verwendet
werden; er dient vielmehr als Erganzung zu den klinischen Symptomen und den Ergebnissen anderer
verfugbarer Tests.
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Seren von Patienten mit anderen Autoimmunkrankheiten und von gesunden Personen kénnen
potentiell kreuzreaktive Antikorper enthalten. Einige Personen kénnen ein positives Ergebnis fur Anti-
GBM-Antikorper aufweisen, obwohl keine oder nur geringe Anzeichen einer klinischen Erkrankung
vorliegen. Andererseits kann bei einigen Patienten mit aktiver Erkrankung die Konzentration dieser
Antikdrper unter der Nachweisgrenze liegen.

Eine Behandlung mit Immunsuppressiva darf nicht nur aufgrund eines positiven Anti-GBM-Ergebnisses
begonnen werden. Der Beginn oder die Anderung einer Behandlung diirfen nicht nur aufgrund von
Veranderungen der Anti-GBM-Titer erfolgen, sondern erfordern eine sorgféltige klinische Bewertung.
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ITALIANO
ISTRUZIONI PER L'USO - VERSIONE BREVE

Uso previsto

Il kit Zenit anti-GBM utilizza un metodo immunoenzimatico (ELISA) per I'individuazione e la
determinazione semi-quantitativa degli anticorpi IgG anti-membrana basale glomerulare (GMB) nel
siero umano. Il dosaggio permette di individuare gli anticorpi in un singolo campione di siero. | risultati
possono essere di aiuto nella diagnosi della sindrome di Goodpasture. Le analisi devono essere
eseguite da laboratori professionali specializzati.

PER USO DIAGNOSTICO IN VITRO.

Avvertenze e precauzioni

Per uso diagnostico in vitro.

| componenti del siero umano usati per la preparazione dei controlli e dei calibratori compresi nel kit
sono stati testati, mediante metodi approvati dalla FDA, per individuare la presenza di anticorpi al virus
1 & 2 dellimmunodeficienza umana (HIV 1&2), nonché dell’antigene superficiale dell'epatite C (HCV),
e sono risultati negativi. Poiché nessun metodo di prova puo offrire garanzie complete sull'assenza dei
virus HIV, HCV, dell'epatite B o di altri agenti infettivi, i campioni e i reagenti a base umana devono
essere trattati come potenziali veicoli di malattie infettive.

Gli organismi sanitari statunitensi Centers for Disease Control and Prevention e National Institutes of
Health hanno raccomandato che il materiale potenzialmente infettivo sia maneggiato a livello di
biosicurezza 2.

Tutte le soluzioni contengono Proclin 300 come conservante. Non pipettare mai con la bocca ed evitare
che i reagenti o il campione del paziente entrino in contatto con gli occhi o con la pelle. | reagenti
contenenti Proclin possono essere irritanti. In caso di contatto lavare subito abbondantemente con
acqua.

La concentrazione di anti-GBM in un dato campione stabilita con test di produttori diversi pud variare a
causa delle differenze nei metodi di prova e della specificita dei reagenti.

Raccolta dei campioni

Il test anti-GBM si usa con il siero. Manipolare i campioni come potenzialmente infetti.

Evitare di usare campioni itterici, lipemici od emolizzati.

| sieri inattivati tramite calore possono produrre reattivita aspecifiche e non devono essere usati.
Conservare il siero tra 2-8T se il test viene eseg uito entro cinque giorni. Se i campioni devono essere
conservati piu a lungo, mantenerli ad una temperatura di -20C o inferiore; non usare congelatori con
sbrinatore automatico, in quanto esiste il rischio che durante lo sbrinamento i campioni si scongelino e
degradino gli anticorpi. | campioni conservati in modo inappropriato o sottoposti a sbrinamenti ripetuti
possono produrre risultati errati.

La NCCLS ha stabilito le norme per la corretta conservazione dei campioni di sangue (Approved
Standard-Procedures for the Handling and Processing of Blood Specimens, H18A, 1990).

Componenti del kit e conservazione dei reagenti

- Un supporto con strips (12x8) rivestite di antigene GBM (catena alfa 3), il tutto sigillato in una busta di
alluminio con essiccante.

- 1,5 ml di controllo negativo (NC) contenente siero umano in diluente.

- 1,5 ml di controllo positivo (PC) contenente siero umano in diluente.

- 13 ml di coniugato contenente anticorpi anti-lgG umana e fosfatasi alcalina (colore blu)

- 32 ml di diluente (Dil) contenente PBS (colore rosso).

- 13 ml di substrato pNPP

- 30 ml soluzione di lavaggio concentrata 30x .

25



40890, E-23-0165-02M

- Cingue calibratori contenenti siero umano in diluente. 1,5 ml Cal 1 =320 U/ml, 1,5 ml Cal 2 =
160 U/ml, 1,5 ml Cal 3 =80 U/ml, 1,5 ml Cal 4 = 40 U/ml, 1,5 ml Cal 5 = 10 U/ml.

Tutti i reagenti del kit sono gia pronti per I'uso, esclusa la soluzione di lavaggio, e devono essere
conservati a 2-8<C. Utilizzare solo le strips neces sarie al test. Rimettere le strips rimanenti nel
sacchetto protettivo con |'essiccante e chiudere accuratamente.

Materiali 0 accessori necessari ma non inclusi nel kit

- Lettore di micropiastre con filtro da 405 nm.

- Pipette di precisione con puntali monouso.

- Attrezzatura per il lavaggio dei pozzetti, carta assorbente, provette e timer.

PROCEDURA

Tutte le soluzioni devono essere usate a temperatura ambiente.

Incubare sempre a temperatura ambiente (20-25%C) ¢ on coperchio. Incubare il siero per 30 minuti, il
coniugato per 30 minuti e il substrato per 60 minuti (+ 10 minuti).

Preparazione della soluzione di lavaggio
Diluire 10 ml della soluzione di lavaggio concentrata 30x in 290 ml di acqua distillata. Se conservata a
2-8C, la soluzione di lavaggio diluita e stabile fino alla data di scadenza del kit.

Diluzione del siero e incubazione.

Diluire il siero del paziente 1/80 con diluente (395 pl di diluente +5 pl di siero).

Pipettare 100pul/pozzetto in doppio diluente (come bianco campione), calibratori 1, 2, 3, 4, 5, NC, PC e
siero diluito del paziente (P) come da diagramma seguente. Incubare per 30 minuti.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 (11 (12

A | Dil |Cal4

P1
B | Dil |Cal4

P1
C [Call [Cal5

P2
D |Call |Calb

P2
E |Cal2 | NC | etc
F |Cal2 | NC
G [Cal3| PC
H |Cal3| PC

Dopo l'incubazione dei campioni

Lavare ogni pozzetto 3 volte con 300 pl della soluzione di lavaggio, riempiendo e svuotando i pozzetti
ogni volta; dopo l'ultimo lavaggio svuotare i pozzetti battendo delicatamente la strip sulla carta
assorbente.

Aggiunta del coniugato
Aggiungere 100 pl di coniugato in ciascun pozzetto. Incubare per 30 minuti.

Dopo l'incubazione del coniugato
Lavare come sopra.
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Aggiunta della soluzione del substrato

Aggiungere 100 pl della soluzione del substrato pNPP in ogni pozzetto, incubare per 60 minuti (+ 10
minuti).

Leggere I'assorbanza a 405 nm con un lettore di micropiastre.

Calcoli

Sottrarre il valore di densita ottica del bianco campione dagli altri valori di densita.

Disegnare una curva di calibrazione con il valore di densita contro i valori U/ml dei 5 calibratori.

Ai 5 calibratori forniti in dotazione nel kit sono stati assegnati valori arbitrari di 320 U/ml per il calibratore
1, 160 U/ml per il calibratore 2, 80 U/ml per il calibratore 3, 40 U/ml per il calibratore 4 , e 10 U/ml per il
calibratore5. Leggere il valore U/ml del paziente dal diagramma. | valori superiori a 320 dovranno
essere riportati come >320, oppure ripetere il test con una diluzione maggiore.

Zenit ha adottato U/ml arbitrarie, perché non esiste alcuno standard internazionale generalmente
riconosciuto per esprimere titoli GBM.

Esempi: Calibratore  U/ml Assorbanza
1 320 2.3
2 160 1.8
3 80 1.2
4 40 0.7
5 10 0.18

Un campione con un valore di assorbanza di 0,7 verra letto sull’asse X come avente 40 U/ml di anti-
GBM.

Importante: il diagramma € solo un esempio e non deve essere usato per I'effettiva interpretazione del
paziente.

Controllo qualita

La densita ottica del controllo negativo deve essere inferiore a quella del calibratore 5.

La densita ottica del calibratore 1 deve essere > 1,0

Per il valore dei controlli positivo e negativo vedi certificato annesso.

| controlli positivo e negativo servono per monitorare I'eventuale malfunzionamento dei reagenti. Il
controllo positivo hon assicura la precisione dei valori vicini al cut-off. In questo caso raccomandiamo di
testare un controllo aggiuntivo a valori vicini al cut-off.

Se i valori non rientrano nei loro rispettivi intervalli, il test non deve considerarsi valido e va quindi
ripetuto. Controlli aggiuntivi possono essere testati ai sensi di linee guida o disposizioni di normative
locali, statali e/o federali o di organizzazioni accreditate. Si rimanda al NCCLS C 24-A per la guida alle
pratiche appropriate di controllo qualita.

Interpretazione dei risultati

< 10 U/ml = negativo

10-20 U/ml = equivoco; ripetere il test; se risulta ancora equivoco, ripetere il test con un metodo
alternativo o testare un nuovo campione.

> 20 U/ml = positivo

Limitazioni

Il titolo di anticorpi del singolo paziente non puo essere utilizzato per misurare la gravita della malattia,
in quanto anticorpi provenienti da pazienti diversi possono differire tra loro in affinita. E’ quindi difficile
ottenere una standardizzazione assoluta dei risultati.
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Il test non deve essere considerato come l'unica base per decisioni su terapie cliniche, ma va utilizzato
in combinazione con i parametri clinici e con i risultati di altri test disponibili.

Sieri di pazienti con altre malattie autoimmuni e di individui sani possono contenere autoanticorpi
potenzialmente cross-reattivi. Alcuni individui possono risultare positivi agli anticorpi anti-GBM anche
con scarsa 0 nessuna evidenza di malattia clinica, mentre alcuni pazienti con patologie attive possono
avere livelli anticorpali non rilevabili.

Una terapia immunosoppressiva non deve essere avviata solo sulla base di un risultato anti-GBM
positivo. L'inizio di un trattamento o eventuali sue modifiche non devono basarsi solo su

variazioni della concentrazione dell’anti-GBM, ma piuttosto su osservazioni cliniche accurate.
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INSTRUCOES RESUMIDAS EM PORTUGUES

UTILIZACAO PREVISTA

O kit do teste Zenit anti-GBM (anti-membrana basal glomerular) € um ensaio imunoenzimatico (ELISA)
para deteccéo e semi-quantificacdo de anticorpos IgG anti-membrana basal glomerular (MBG) em
soros humanos. O ensaio € utilizado para detectar anticorpos apenas numa amostra de soro. Os
resultados do ensaio destinam-se a ser utilizados como meio auxiliar no diagnostico da sindrome de
Goodpasture. A andlise deve ser realizada por profissionais de laboratorio com a forma¢édo adequada.
PARA USO EM DIAGNOSTICO IN VITRO.

Adverténcias e precaucdes

- Para uso em diagnastico in vitro.

- Os componentes de soro humano utilizados na preparacéo dos controlos e calibradores incluidos no
kit foram testados quanto a presenca de anticorpos contra os virus 1 e 2 da imunodeficiéncia humana
(VIH 1 e 2), virus da hepatite C (VHC), assim como contra o antigénio de superficie da hepatite B por
métodos aprovados pela FDA, com resultados negativos. Como hdo existe nenhum método de teste
gue ofereca uma garantia total da auséncia dos virus VIH, VHC, da hepatite B ou de outros agentes
infecciosos, as amostras e reagentes derivados de produtos humanos devem ser manuseados como
materiais capazes de transmitir agentes infecciosos.

- Os Centros para Controlo e Prevencao de Doencas e os Institutos Nacionais de Saude
recomendaram que agentes potencialmente infecciosos sejam manuseados no Nivel 2 de
Biosseguranca.

- Todas as solucdes contém ProClin 300 como conservante. Nunca pipetar com a boca nem permitir
gue reagentes ou amostras de doentes entrem em contacto com a pele. Os reagentes que contém
ProClin podem ser irritantes. Evitar o contacto com a pele e olhos. Em caso de contacto, lavar
abundantemente com agua.

- As concentracdes de anti-MBG numa dada amostra, determinadas com ensaios de diferentes
fabricantes, podem variar devido a diferencas nos métodos de ensaios e especificidade dos reagentes.

Colheita de amostras

Utilizar o ensaio anti-MBG somente com soro. Manusear como capaz de transmitir agentes
infecciosos.

Evitar a utilizac@o de soros ictéricos, lipémicos e hemolisados.

Soros inactivados pelo calor podem produzir reactividades inespecificas e ndo devem ser utilizados.
Conservar o soro entre 2 e 8C se o teste for reali zado num periodo de cinco dias. Se as amostras
tiverem de ser conservadas durante periodos mais longos, conservar a uma temperatura de —20C ou
inferior. N&o utilizar congeladores sem formacao de gelo porque podem sujeitar as amostras a ciclos
de congelacdo-descongelacéo e causar a degradacao dos anticorpos. Amostras incorrectamente
conservadas ou que foram sujeitas a ciclos de congelacdo-descongelacdo podem produzir resultados
falsos.

A NCCLS (National Committee on Clinical Laboratory Standards) oferece recomendacdes para a
conservacao de amostras de sangue (Padrées-Procedimentos aprovados para 0 Manuseamento e
Processamento de Amostras de Sangue, H18A, 1990).

Componentes do kit e conservacao de reagentes

- Uma placa com tiras (12 x 8) revestidas com antigénio da MBG (cadeia alfa 3) com uma tampa,

acondicionada numa embalagem selada de folha de aluminio com exsicante.

- 1,5 ml de controlo negativo (NC) contendo soro humano em diluente.

- 1,5 ml de controlo positivo (PC) contendo soro humano em diluente.

- 13 ml de conjugado contendo anticorpos anti-lgG humana marcados com fosfatase alcalina (cor
azul).
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- 32 ml de diluente (Dil) contendo PBS (cor vermelha).

- 13 ml de substrato pNPP.

- 30 ml de solugéo de lavagem concentrada 30x

- Cinco calibradores contendo soro humano em diluente. 1,5 ml de Cal 1 = 320 U/ml, 1,5 ml de Cal 2 =
160 U/ml, 1,5 ml de Cal 3 =80 U/ml, 1,5 ml de Cal 4 = 40 U/ml, 1,5 ml de Cal 5 = 10 U/ml.

Todos os reagentes do kit estdo prontos a utilizar com excepgao da solu¢do de lavagem e devem ser
conservados entre 2 e 8TC.

Remover apenas o nimero de tiras necessarias para o ensaio, tornando a selar cuidadosamente a
embalagem de aluminio.

Materiais ou equipamento necessarios mas nao fornec  idos

- Leitor de microplacas com filtro de 405 nm.

- Pipetas de precisdo com pontas descartaveis.

- Maquina de lavar as tiras, papel absorvente, tubos e um temporizador.

PROCEDIMENTO

Todas as solucdes devem ser utilizadas a temperatura ambiente. Efectuar a incubacdo em todas as
etapas a temperatura ambiente (20C - 25€C) com a t ampa. Incubar o soro durante 30 minutos, o
conjugado durante 30 minutos e o substrato durante 60 minutos (+10 minutos).

Preparacao da solucéo de lavagem

Diluir 10 ml da solucao de lavagem concentrada 30x em 290 ml de agua destilada. Quando
conservada a 2C-8T, a solucdo de lavagem diluida é estavel até ao prazo de validado indicado no
kit.

Dilui¢cao do soro e incubacéo

Diluir o soro do doente a 1/80 com diluente (395 pl de diluente + 5 pl de soro).

Pipetar em duplicado 100 ul/poco de diluente (como branco), Calibradores 1, 2, 3, 4, 5, controlo
negativo (NC), controlo positivo (PC) e de soro do doente diluido (P) de acordo com o diagrama
seguinte. Incubar durante 30 minutos.

1 2 3 4 5 6 |7 8 9 10 (11 (12

A | Dil |Cal4

P1
B | Dil |Cal4

P1
C [Call [Cal5

P2
D |Call |Calb

P2
E |Cal2 | NC | etc
F |Cal2 | NC
G [Cal3| PC
H |Cal3| PC

ApGs incubagédo do soro
Lavar 3 vezes com 300 pl de solugdo de lavagem/poco, enchendo e esvaziando os pogos de cada vez;
depois da ultima lavagem, esvaziar 0s poc¢os batendo levemente com a tira em papel absorvente.

Adicao de conjugado
Adicionar 100 pl de conjugado em cada pogo. Incubar durante 30 minutos.
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Apbs incubacao do conjugado
Lavar como acima indicado.

Adicéo da solucéo de substrato
Adicionar 100 pl do substrato pNPP em cada poco, incubar durante 60 minutos (+10 minutos).
Ler a absorbancia num comprimento de onda de 405 nm num leitor de microplacas.

Calculos

Subtrair o valor da densidade 6ptica (DO) do branco dos outros valores de DO.

Tragar uma curva de calibrag&o representando os valores da DO em relagéo aos valores em U/ml dos
5 calibradores. Foram atribuidos aos cinco calibradores fornecidos os valores arbitrarios de 320 U/ml
para o calibrador 1, 160 U/ml para o calibrador 2, 80 U/ml para o calibrador 3, 40 U/ml para o
calibrador 4 e 10 U/ml para o calibrador 5. Ler o valor em U/ml do doente a partir da curva tracada. Os
valores superiores a 320 devem ser comunicados como >320 ou, entdo, deverdo ser novamente
analisados com uma diluicdo mais alta.

A Zenit adoptou um valor arbitrario em U/ml, dado n&o existir um padr&o internacional comprovado
para exprimir os titulos de GBM.

Exemplo: Calibrador U/ml Absorbancia @000 || aew
1 320 2,3 B
2 160 1,8
3 80 1,2
4 40 0,7
5 10 0,18

Uma amostra com um valor de absorbancia de 0,7 é lida no eixo X como tendo 40 U/ml de anti-MBG.
Importante: A curva é dada apenas a titulo de exemplo e ndo deve ser utilizada para interpretacéo
efectiva de resultados de um doente em particular.

Controlo de qualidade

A DO do controlo negativo deve ser inferior a do calibrador 5.

A DO do calibrador 1 deve ser > 1,0.

No que respeita ao valor dos controlos positivo e negativo, ver certificado do lote.

Os controlos negativo e positivo destinam-se a monitorizacdo de uma falha importante dos reagentes.
O controlo positivo ndo assegura a precisédo no valor limiar (cut-off) do ensaio. Aconselha-se que seja
analisado um controlo adicional no valor limiar do ensaio.

Se nenhum dos valores estiver nos intervalos respectivos, 0 ensaio deve ser considerado como nao
vélido, devendo ser repetido. Podem analisar-se controlos adicionais, de acordo com as directrizes ou
exigéncias dos regulamentos locais e/ou hacionais ou das organizacdes autorizadas. Consultar o C24-
A da NCCLS para orientacdo sobre as praticas apropriadas de Controlo de Qualidade.

Interpretacao dos resultados

< 10 U/ml = Negativo

10-20 U/ml = Equivoco: repetir 0 ensaio; se este der novamente um resultado equivoco, repetir o
ensaio por um método alternativo ou analisar nova amostra.

> 20 U/ml = Positivo

Limitacdes
O titulo de anticorpos de um doente em particular ndo pode ser utilizado como medida da gravidade da

doenca, dado que os anticorpos de doentes diferentes podem diferir uns dos outros no que respeita a
afinidade. Portanto, é dificil obter uma normalizacéo absoluta de resultados.
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N&o se pode depender apenas de ensaios deste tipo como base exclusiva para uma tomada de
decisBes em terapéutica clinica, no entanto, devem ser utilizados em conjunto com os sintomas
clinicos e resultados de outros ensaios disponiveis.

Os soros de doentes com outras doencas auto-imunes e de individuos normais podem conter
potencialmente auto-anticorpos com reactividade cruzada. Alguns doentes podem ser positivos para
anticorpos anti-MBG com pouca ou nenhuma evidéncia de doenca clinica. Por outro lado, alguns
doentes com doencga activa podem ter niveis ndo detectaveis destes anticorpos.

N&o se deve iniciar uma terapéutica imunossupressora com base num resultado anti-MBG positivo. O
inicio ou as alteracdes do tratamento ndo se devem basear apenas em altera¢des da concentragédo de
anti-MBG, mas também numa observacao clinica cuidadosa.
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HuimroooTikO KiT Zenit a-GBM
(Zuvdpopo Goodpasture)

EvCupIKOG avoooTTpoadIopIouOGS YIa TV AViIXVEUON QUTOAVTICWHATWY
EvavTl TNG PACIKAG HEPNPBPAVNG TOU OTTEIPANATOS

XP'HZH IN'A THN OMNO’IA NMPOOPIZETAI

To kit e€€taong Zenit anti GBM eival évag evCupikog TTpoadiopioudg avoootpoopoéenong (ELISA) yia
TNV AViXVEUON KAl TOV NUITTOOOTIKO TTPOCOIoPIoHS TWV avTICWHATWY IgG évavT TG BACIKAG PEPPBPAVNG
Tou oTrelpduaTog (GBM) oe avBpwTivoug opoUs. O TTpoadIopIouOs XPNOIKOTIOIEITAI yIa TNV avixveuon
AVTICWHATWY O€ €va Povo Oeiyua opol. Ta ammoTeAEOUATA TOU TTPOCBIOPICKOU XPNOIKWOTTOIoUVTAl WG
BorBnua yia Tn didyvwon Tou ouvdpouou Goodpasture. H avdAuon Ba TTpETTEl va ekTEAEITAI ATTO
EKTTAIDEUNEVOUG ETTAYYEAUATIEG TOU EPYACTNPIOU.

A AIATNQETIKH XPHZH IN VITRO

20voyn Kal ere§ynon

To ouvdpopo Goodpasture xapakTnpigeTal ATTd TIVEUNOVIKI QIoppayia, VEQPIKA AVETTAPKEIN KAl
TTapouaia avriocwpaTwy évavtl Tng GBM (anti-GBM). H didyvwaon Baciletal o€ KAIVIKG onueia
TIVEUMOVIKAG aigoppayiag Kai Taxéwg eEeEAlooOuEVNG OTTEIPANATOVEPPITIOAG &€ CUVOUAOUO UE EUPAUATA
AvTIOWHATWYV évavTl TnG GBM.

KaBwg utrdpyouv diagpopeg AAAEG QUTOAVOOEG VOOOI TTOU EVOEXETAI VO TTAPOUCIOCTOUV HE TTAPOUOIA
CUMPTITWHATA, auTd TO KIT gival éva xprioido Bontnua yia Tn di1apopikr] didyvwaon METAEU auTwyV Twv
voowv.

NiyoTepol atrd TO €va TPITO TWV ACBEVWV UE TIVEUUOVOVEPPIKO CUVOPOUO £XOUV AVTICWHATA £VAVTI TOU
avTiyovou Goodpasture, evw n Aciownia éxei ite Mpwteivon 3-ANCA 1 MuehoUtrepoeiddon-ANCA
(2).

ATTO I0TOPIKAG ATTOWNG, O EUPECOG AVOTOPOOPIoUOG XPNOIUOTIOIEITO YIa TNV QViXVEUON AVTICWUATWYV
évavtl Tng GBM. Otav n pwTn ELISA pe Bdon pia méywn KkoAAayevaong dnuooieltnke 1o 1981 (2), ol
TTPOGSIOPICHOI TTOU XPNOIMOTIOIOUV AKATEPYOOTA EKXUAICHOTA ATAV N MOV eVOAAOKTIKA AUon. To 1984
TO €101KG avTIYOVO QAVNKE Va TTPOEPXETAI aTTd TNV C-TEAIKN TTEPIOXN TOU KOAAayovou TuTtTou 1V (aAucida
a3) (3,4,5,6, 7,11, 12, 13) ka1 akoAoUBwg avaTrTuxdBnkav euaiodnrol kai €181Koi TTpoadiopiouoi (8). H
Hoplakn @uan Tou avTtiyévou Goodpasture avaBewpeital o€ (9, 14). To avtiyévo xapaktnpietal atrd
TTEPIOPIOUEVN IGTIKI KATAVOWML TTOU CUMBaivel KUpiwg oTo veppd Kal Toug Tiveupoveg (10).

H euaioBnoia kai n eidikéTNTa TNG ELISA yia Tnv avixveuon avTiowpaTwy évavtl Tng GBM eival upnAn
(15). Weudwg BeTikéG avTidpdoelg aupPaivouy, Kupiwg o€ SLE kal GAAEG vOOOUG e TTOAUKAWVIKN
EVEPYOTTOINGN, 01 TTEPICCOTEPES ATTO TIG OTTOIEG Bivouv XaunAoug TiTAoug 10-20 U/ml.

Apxn Tou KIT Zenit anti-GBM

O1 uTTOOOXEG TWV TAIVIWV PIKPOTITAODOTNONG ETTIKAAUTITOVTAI e KaBapuévo avTiyovo GBM (aAuaida
a3). Kartd 1n didpkKela TNG TTPWTNG £TTWACNG, €10IKE avTICWHATA O€ apalwuévo opd deouelovTal TNV
ETTIKOAUMMEVN PE AVTIYOVO ETTIQAVEIQ.

Katdtiv, TTAEVOVTal 01 UTTOBOXEG YIO TNV OQAipECN TWV W OECUEUPEVWY AVTICWHATWY Kal AAAWV
OUCTATIKWV.

‘Eva ouluyég TTou TTEPIEXEI avTIOWPATA o€ avBpwTTivn IgG onuacpéva e aAKaAik puwao@atdaon
OeOEUETAI PUE TA AVTIOCWHATA OTIG UTTODOXEG O€ AUTAV T BEUTEPN ETTWOON.

MeTd amd éva Trepaitépw BAPA TTAUONG, N avixveuan €10IKWY AvTICWHUATWY ETTITUYXAVETAI JE ETTWACN PE
O1dAupa uTTooTPWHATOG. H TTO0OTNTA TWV BECUEUNEVWY QVTIOWHATWY OXETICETAI JE TNV £VTAGHN TOU
XPWHATOG Kal JETPIETAI WG aTToppdPNnon [oTITIKN TTUKVOTNTA (OD)]. H attoppd@non KaTtodTiv
uTToAOYiCeTal £vavTl PIag KAUTTUANG BaBuovounTwy Kai Ta amoteAéopara divovral o€ auBaipeteg U/ml.
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Mposg1doTtroINoeIg Kal TTPOPUAAEEIS

- Na diayvwaoTik XpAon in vitro.

- Ta yépn avBpwTTivou opoU TTOU XPNCIYOTTOIoUVTal OTNV TTAPACKEUR TWV NapTUpwWV Kal BabuovounTtwy
OTO KIT £Xouv eAeyxBei yia TNV TTapouadia avTiowudTwy aTov 16 TNG aVOOOAVETTAPKEIOG TOU avBpwTrou 1
& 2 (HIV 1&2), Tov 16 Tng nmratindag C (HCV), kabwg Kal To EMPAVEIOKO avTlyévo Tng NTraTimidag B pe
eyKekpIpéveS atro Tov Opyaviopd Tpogiuwy kal Papudkwv Twv H.IN.A. (FDA) uebddoug kai Bpédnkav
apvnTikd. ETeidn kapia pébodog e€Etaong dev ptropei va Trapéxel TARpN diac@daiion 611 o HIV, HCV kai
016G TnNG nTTaTimdag B 1 GAAoI poAuolaTIKOI TTapAyovTeG atmouaiddouy, Ta deiyuarta Kail Ta
avTidpaoThpia avBpwTTivng Bdong Ba TTpETTel va uTTORAAANOVTAI O€ XEIPIOWO WG €AV ATAV duvnTIKA
META®OONG AOIOYOVWY TTAPAYOVTWV.

- Ta Kévtpa yia Tov ‘EAeyxo kai Tnv MpdAnwn Néowv (Centers for Disease Control and Prevention) Twv
H.M.A. ka1 To EBvIKS IvoTitouTo Yyeiag (National Institutes of Health) Twv H.IM.A. cuvioTouv 0 X€IpIOPOG
duvNTIKWG Aolpoydvwy TTapayovTwy va yivetal oto ETitTredo Bioao@daAeiag 2.

- OAa ta diaAuuata mepiéxouv proclin 300 wg ouvtnENTIKG. MoTE NV avappo@ATe Ue TO OTOUA KAl JNV
EMTPETTETE OTA AvTIOPACTHPIA ) TO dEiypa aoBevoUg va €pBel oe eTTaQr] Ye To dépua. AvTidpaaoTrpia
TTOU TTEPIEXOUV proclin uTTopei va gival epeBIOTIKA. ATTOQUYETE TNV ETTAQA PE TO OEPPA KAI TA JATIAL ZE
TTEPITITWON ETTAPNAG, EETTAUVETE e dpBovo vePO.

- O1 ouykevTpwoelg anti-GBM o€ cuykekpiévo deiyua TTou Tpoodiopifovtal Je TTPoadIopICOUG aTTd
OIaPOPETIKOUG KATOOKEUAOTEG UTTOPET va TTOIKIAAOUV Adyw BIa@opwv OTIG eEBGdoUS TTPoadIopIGHOU Kal
TNV EI0IKOTNTA TWV AVTIOPACTNPIWV.

2uAAoyn deiyparog

O mrpoadiopioudg anti-GBM Trpoopiletal yia xprion He opd. Oa TTPETTEl va UTTORAAAETAI O€ XEIPIOUO WG
eav ATav duvnTiKOG PETADOONG AOIHOYOVWY TTAPAYOVTWV.

ATTOQUYETE TN XPAON IKTEPIKWVY, AMITTAIPIKWY KAl AIJOAUPEVWY OPWV.

AdpavoTroiNuévol Je BepUOTNTA OPOI PTTOPET VO BUICOUV [N EIBIKES AVTIOPACTIKOTNTES Kal Ogv Ba TTPETTE
va XpnolyoTrolouval.

QuidooeTe Tov 0pd PETALU 2-8° C av n e&€taon Ba yivel eviog TEVTE nuUeEPWV. Av Ta deiyuaTa TTPETTEI VO
QUAaxBouV yia peyaAiTepeg TTEPIOBOUG, QUAAELTE O¢ Beppokpaaia —20° C 1} xaunAdtepn. Mn
XPNOIUOTIOIEITE KATAWUKTN XWpIG TTAY0 yIaTi JTTopEi va emTpéwel oTa deiypaTa va TTEPACOoUV aTTd
KUKAOUG KaTawugng-atrowuéng Kal va utroaduioTei To avtiowpa. Ta deiypata Tou QUAGooovTal
akatdAAnAa ) uttopdAAovTal o€ TTOAATTAOUG KUKAOUG KaTAWUENG-atréWuéng UTTopEi va dwaoouv weudn
atmroteAéouara.

H EBvikr) Emtpotm) MNa KAivikogpyaoTtnpiakda MNpotutra (National Committee for Clinical Laboratory
Standards, NCCLS) twv H.IM.A. TTapéxel cuoTaoelg yia Tnv @UAagn deiypdtwy aipatog (Approved
Standard-Procedures for the Handling and Processing of Blood Specimens, H18A, 1990).

Mépn Tou KIT Kal @UAAgn avTidpaoTnpiwv

- ‘Eva 1TAaiolo pe Taivieg (12x8) emkaAuppéveg pe avriyovo GBM (aAucida a3) pe Eva KaTraki
O@PAYICUEVO O€ Wi CUOKEUOTIQ AAOUUIVIOU JE OTTOENPAVTIKO QAKEAAIOKO.

- 1,5 mL apvntikég papTupag (NC) Tou TTepIéxel avBpwTTivo opd o€ SIOAUTN.

- 1,5 mL BeTikég papTupag (PC) 1Tou repiEXel avOpwTTivo opd o€ dIaAUTN.

- 13 mL ouluyég TTou TTEPIEXEI QVTIOWPATA 0€ avBpwTTivn IgG onuacuéva pe aAKaAIK @uwo@aTdon
(MTTAE XpWHOTOG).

- 32 ml diaAuTn (Dil) TTou TTepIEXouv PBS (epuBpol XpwuaTog).

- 13 ml utrooTpwpaTtog pNPP.

- 30 mL didAupa TAUONG hE ocupTTUKVWON 30X.

- Mévte BaBuovounTég TTOU TTEPIEXOUV avBpwTTIVO 0pd o€ dIaAuTn. 1,5 ml Cal 1 = 320 U/ml, 1,5 ml Cal 2
=160 U/ml,

15mlCal3=80U/ml, 1,5ml Cal 4 =40 U/ml, 1,5 ml Cal 5 =10 U/ml.

OAa 1a avTidpacTrpia OTO KIT gival £ToIUA yia Xprion €KTOG atrd 1o dIdAUPa TTAUONG Kal Ba TTPETTEl va
QuAdooovtal o€ 2-8°C.

34



40890, E-23-0165-02M

A@aipéaTe uévo Tov apIBUG TaIVIWY TTOU ATTAITOUVTAI YIA TNV £££TACN KAl ETTAVOCQPAYIOTE TTPOCEKTIKA
TN CUOKEUACIia aAoupIviou.

YAIKA 1} €OTTAIONOG TTOU atraiToUuvTal aAAd dev TTapExovTal

- Movada avayvwong HIKPOTTAAKWY e QiATpo 405 nm.

- MiréTeg akpifeiag pe avaAwoiua puyxn.

- Z00Tnua TTAUONG YIa TAIVIEG, ATTOPPOPNTIKO XapPTi, cWANVAapPIa Kal XpovodIakoTITAG.

AIAAIKAZIA

OAa 1a dloAuparta Ba TPETTEl va XpnoiuoTrololvTal o€ Beppokpaacia dwpatiou. ETTwdoTe o€ OAa Ta
BrpaTa o€ Bepuokpacia dwuartiou (20-25°C) e katraki. ETTwdoTte Tov 0pd yia 30 AeTTTd, T0 OUlUYEG
yia 30 AeTTTé Kal TO UTTOOTPWHA Yia 60 AeTTTA (+ 10 AeTTTd).

MposToipacia Tou d10AUpATOG TTAUCHG
ApaiwaoTe 10 mL a1ré 10 diIdAUpa TTAUONG pE oupTTUKVWON 30x o€ 290 mL atreoTtaypévou vepou. Otav
QuAdoaoeTal o€ 2-8°C, 1o apalwpévo diIGAupa TTAUONG gival 0TaBePO WG TNV nUEPOPNVia ARENG Tou KIT.

Apdaiwon Tou opou Kal ETTWaoN

ApaiwaTe Tov 0pd Tou aoBevoug 1/80 e dIaAuTn (395 pl diaAuTtn +5 pl opou).

Alaveipete pe TTETal00ul/utrodoxn €1 diITAoUv dIaAUTN (W TUPAS), BaBuovount 1, 2, 3, 4, 5, NC, PC
Kal apaiwpévo opd aoBevougs (P) oupgwva Pe To TTapakdTw didypaupa. ETwdoTe yia 30 AeTTTd.

1 2 3 4 5 6 |7 8 9 10 (11 (12

A | Dil |Cal4
P1

B | Dil |Cal4
P1

C |Call |Cal5
P2

D |Call|Cal5
P2

E |Cal2 | NC
K.A
TT.

F |Cal2 | NC

G [Cal3| PC

H |Cal3| PC

MeTd TRV £€TTWAOTN OpoOU
MAUOveTe 3 Qopég pe didAupa TTAUoNG 300 pL / utrodoxn, yeuifovTtag Kal adeldlovTag TIG UTTODOXES KABE
@opd. Metd Tnv TeAeuTtaia TTAUGON, adeIAOTE TIG UTTOOOXEG XTUTTWVTAG TNV TAIVIA O€ ATTOPPOPNTIKO XAPTi.

NMpooBnikn culuyoug
MpooBéoTe 100 pL ouluyoug o€ k&Be uttodoxA. ETTwdaoTe yia 30 AeTTTd.

MeTd TnV emwaon ocufuyoug
MAOVETE OTTWG TTPIV.

NMpooBnKn SIAAUPATOG UTTOCTPWHATOG

MpooBéoTe 100 pL utrooTpwpuarog pNPP og kdBe uttodoxn Kal ETTWACTE yia 60 AeTTTA (+ 10 AeTTTd).
AlaBaoTe TNV atmoppo@non o€ 405 nm O€ PIa CUCKEUT avayvwaong MIKPOTTAAKWV.
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YtroAoyiouoi

AogaipéaTe TNV TIUA OD yia 1o TUPAS atrd TIG AAAEG TIEG OD.

KaTtaokeudoTe pia KauTTUAnN BaBuovounTtwy avatrapioTwyTag Je ypa@iki TapdoTtacn Tnv OD évavrl
TWV TIJWV U/ml Twv 5 BaBpovountwy. ZToug TévTe BaBuovounTéG TTOU TTAPEXOVTAI £X0UV avTIoToIXNOEi
auBaipeTa TiPéG 320 U/ml yia Tov BaBuovounti 1,

160 U/ml yia Tov BaBuovounth 2, 80 U/ml yia Tov BaBuovounth 3, 40 U/ml yia Tov BaBuovounTr 4 Kai
10 U/ml yia Tov BaBuovounTtn 5. AiaBdaoTte Tnv 1w U/ml Tou acBevoug atd Tnv KAUTTUAN TTou
KATOOKEUAOTNKE. TIPEG peyaAUTeEpeG atmd 320 Ba Tpétrel va ava@épovtal wg >320 r} va uttoBdaAAovTail
0€ VEO TTPOCOIOPICHO PE UPNASTEPN apaiwaon.

AuBaipeTeg U/ml éxouv uioBetnBei atrd Tnv Zenit, Adyw TNG EAAEIYNG YEVIKWG avayvwpiopévou dieBvoug
TTIPOTUTTOU YIa TNV éK@pacn Twv TiTAwv GBM.

MNapddeiyua: BabBuovountic U/ml Atroppdpnon
1 320 2,3
2 160 1,8
3 80 1,2 B
5 10 0,18

‘Eva deiypa pe Tipn amoppoenong 0,7 Ba diapaaTei oTtov dEova X wg éxov 40 U/ml anti-GBM.
ZnuavTtikd: H KautruAn atroTteAei éva TrTapddelypa kal dev Ba TTPETTEI va XPNOIUOTTOIEITAI YIO TV
gpMNVEia TTpayPaTIKOU aoBevoUG.

MoloTik6g EAeyx0g

H OD yia Tov apvnTiko pdptupa Ba TTpETTel va gival HIKpOTEPN aTTd €Keivn Tou BaBuovounTn 5.

H OD yia 1o BaBuovount 1 6a mpétrel va gival > 1,0.

Mo TNV TIPA BETIKWY Kal apvnTIKWV JapTUpwy, BA. TTIOTOTTOINTIKO TTAPTIOAG.

O1 apvnTikoi Kol BETIKOI APTUPEG TTPOOPICOVTAI YIa TNV TTAPAKOAOUONON yIa OUCIOCTIKA aoToXia
avTidpacTtnpiou. O BeTIKOG papTUPAG eV dlIAa@aAilel akpiBeia OTO ONUEIO ATTOKOTING TOU
TTPOoadIopIouoU. ZuvioTdrtal UTToBoAR o€ TTPOCBIOPIoUO TTPOCOETOU YAPTUPA OTO CNUEIO ATTOKOTIHG TOU
TTPpoodlopIouoU.

Edv otroiadATToTE a1TO QUTEG TIG TIMEG OEV BPIOKETAI EVTOG TWV AVTIOTOIXWVY €UPWYV, N doKipacia Ba
TTPETTEl VO Bewpeital dkupn Kai va eTavaAapBaveral. EvoéxeTal va e¢eTaocTouv TTpO0BETOI HAPTUPES
oUP@WVA HE TIG KATEUBUVTAPIEG 0BNYIES A TIG ATTAITHOEIG TWV TOTTIKWY, TTOMITEIAKWY A Kal
OMOCTTIOVOIAKWY KAVOVIOUWY i TWV OpyavIoUwY oToTToinong. Avatpégte oto NCCLS C24-A yia
KaBodrynaon via Tig KatdAANAeg TTpakTIkEG QC.

Eppnveia TwV atroTEAECUATWV

<10 U/ml = ApvnTiké

10-20 U/ml = Apg@iBoAo. ETravaAdBete Tn dokipaaia. Av TO aTTOTEAECHA €ival AKOPa au@iBoAo
eTavaAdpete Tn dokipagoia pe pia evoAAaKTIKA HEBOOO A e €va vEo Beiyua.

>20 U/ml = OeTikd

Meplropiopoi

O TiTAOG QVTIOWHATWY EVOG HEPOVWHEVOU aoBevoug dev UTTOPEl va XpnoIPoTToiNBei wg PETPO
BapuTtnTag TNG vOooU, KaBWG Ta avTICWHATA eVvOEXETAI va BlaPEPOUV aTTd a0Bevr 0 aoBev) WG TTPOG
TN ouyyévela. Emopévwg, gival SUoKoAo va An@Bei pia atréAuTn TTPOTUTTOTTOINCN TWV ATTOTEAECUATWY.
Aev Ba TTpéTTel va oTnpieoTe oTnV €€£TA0N WG POvN BAon yia T Aqwn atmo@dcewv KAIVIKAG BepaTreiag,
aAAd auTr) Ba TTPETTEI va XPNOIKOTTIOIEITAI € CUVOUACHO HE Ta KAIVIKA CUPTITWUATA KAl Ta
atroteAéopaTa AAAWY S100€01uWYV EEETATEWV.

36



40890, E-23-0165-02M

Opoi a1rd acbeveic e AAeG auTodvooeg vOOOUG Kal aTTd QUOIOAOYIKA AToPa EVOEXETAI VO TTEPIEXOUV
auToavTIoWUaTa duVNTIKWG dlacTaupoupevng avtidpaong. Mepikd droua evdéxeTal va gival BeTiké yia
avTiowpaTa anti-GBM pe eAaxI0TeG 1] KaBOAou evoeigelg KAIVIKAG vOoou. AvTIOETa, HEPIKOI a0BEVEIG e
EVEPYNA VOO O EVOEXETAI VA £XOUV UN AVIXVEUCIYA ETTITTESA TWV AVTICWHATWY QUTWV.

H avoookataoTaATiKA Bepatreia dev Ba TpéTTel va Eekivd oTn BAon evog BeTIKOU atToTeAéTUATOC anti-
GBM. H évapén i o1 uetaBoAég Tng Beparreiag dev Trpérel va BacifovTal o€ YETABOAEG OTN
ouykévTpwon anti-GBM pévo, aAAd TTEPICOAGTEPO TNV TTPOCEKTIKI KAIVIKF) TTapAtipnon.

Avapevopeva atmroteAéopaTa

Ta Anti-GBM oTravia atraviwvTal o€ QuaoloAoyikd uyi droua. H dokiyacia anti-GBM ELISA
dokipdoTnke pe 120 @uaoioAoyikoUg opoug. 120 Bpédnkav apvnTikoi. H eTAoia eTTiTITwon Tou ouvdpduou
Goodpasture gival évag ava EKATOPPUPIO KATOIKWY TO £T0G.

AvTicwpaTa Anti-GBM BpiokovTal 0TOUG 0poUg TwV TTEPICTOTEPWY A0BEVWV E TUVOPOUO
Goodpasture. H dokipaoia anti-GBM ELISA eAéyxOnke pe 40 opoug GP, 38 ek Twv oTToiwv (95%)
BpéBnkav BeTIKOI.

XapakTnpIoTIKA atrdédoong
Mivakag 1. KAiviki evaioBnoia kai £181kétnTa. YTmoBAROnkav o€ Tpoadiopioud 199 aywuévol
avadpouIKoi 0poi PE KAIVIKO XapakTnpiopo. O akdéAouBog TTivakag ouvowilel Ta aTToTEAETUATA.

Opadeg eAéyxou Kal ZuvoAiKOg ApvnTikd ApoipoAo OeTIKO
Néoou apIOuég <10 U/ml 10-20 U/ml >20 U/ml
AipodoTeg: 80 80 0 0
WG / MP 27 27 0 0
SLE: 19 19 0 0
AAAot: 33 33 0 0
Anti-GBM: 40 0 2 38

WG = Kokkiwpdtwon Wegener, MP = pikpookoTTiKr] TToAuayyelimida

SLE = ouoTnuaTtikog epubnuatwdng AUKOG AAa = RA, UC K.ATT.

GBM = Baoikn peuBpdvn Tou oTreipdpaTog
KAivik) euaioOnoia (Ta au@iBoAa deiyuaTta atmmokAgioTNKavV atrd Toug UTTOAOYICHOUG)
GBM = 38/38 = 100 % 95% CI =90,7-100 %

KAiviknf €181kéTnTa (Ta ap@ifoAa deiypata arokAgioTnKav a1rd TOUG UTTOAOYIGHOUCG)

WG/MP =27/27 = 100 % 95% CI = 87,2-100 %
SLE =19/19 = 100 % 95% CI = 82,4-100 %
ANAa = 33/33 =100 % 95% CI = 89,4-100 %
AoTeg =80/80 = 100 % 95% CI = 95,5-100 %

To didotnua gummoTtoouvng (Cl) 95% utroAoyioTnKe Pe XPAON TNG aKPIBOUG ueBdGdouU.

Mivakag 2. ZXeTIKA evaiobnoia Kal £181K6TNTA TOU KIT Zenit anti-GBM o€ oUykpion ME TO
GBM IFA.

MpoadlopioTnkav éva oUVoAo 68 TTaywpévwy avadpopikwy opwv. O akoAoubog TTivakag
ouvoyiCel Ta atroTeEAéoATA.
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Zenit anti-GBM

GBM IFA Oetikd Apeiforo Apvntikd XHvoro
O¢€TIKO 55 3 0 58
ApvnTiké 1 1 8 10
ZUvolo 56 4 8 68
O1 opoi TTou guTTiTITOUV OTO APQIBOAO €UPOG aTTOKAEIOTNKAVY OTTO TOUG aKOAOUBOUG UTTOAOYIOUOUG.
ZXETIKA euaiocbnaia =55/55 = 100 % 95% CI = 93,5-100 %
ZXETIKN €I0IKOTNTA =8/9=88,9% 95% CI =51,8-99,7 %
Yyetikn axpifela = 63/64 = 98,4% 95% CI1 =91,6-100 %

Mivakag 3. ZXETIKA evaioOnoia Kal £181K6TNTA TOU KIT Zenit anti-GBM o€ oUykpion PE
evaAAaKTIKA ELISA.

(Zenit 60x60x60) MpoodiopioTnkav Eéva ouvoAo 159 TTaywpévwy avadpopikwy opwy. O
aKOAOUBOG TTiVOKOG oUuvoyilel Ta aTToTEAEOUATA.

Zenit anti-GBM

OeTIKO Apoipoio ApvNTIKO 2Hvoio

O€TIKO 35 0 0 35
Evolhaxtiki Apeipoiro 3 1 0 4
ELISA ApvnTikd 0 1 119 120

Z0voAo 38 2 119 159
O1 opoi TTou euTTiTITOUV OTO APQIBOAO €UPOG aTTOKAEIOTNKAVY OTTO TOUG aKOAOUBOUG UTTOAOYIOUOUG.
ZXETIKA euaiocbnoia =35/35 =100 % 95% CI =90,0-100 %
ZXETIKN €I0IKOTNTA =119/120=99,2 % 95% CI = 95,4-100 %
ZXETIKA aKpieia =154/155 = 99,4% 95% CI = 96,5-100 %

To didotnua gptmoTtoouvng (Cl) 95% utroAoyioTnke e Xprion Tng akpiBoug uebddou.

Mivakag 4. H diakopavon mapTtidag mpog apTida mpoodiopioTnke ££ETAOVTAG TECOEPQ
dlagpopeTikd deiyuata €1g diTAouv. EAA@Bnoav atroteAéopaTa yia TECOEPIG DIGPOPETIKES TTAPTIOEG.

Aciypa Méon niyi TA ZA(%)
1 58 U/ml 5 9
2 45 U/ml 7 15
3 24 U/ml 2 9
PK 40 U/ml 5 11

Mivakag 5. H akpipeia petagl Twv mPoodiopiopwyY TTPocdIopioTnKe Pe TNV €€Taon dUO
OI0QOPETIKWYV BelYUATWYV €16 dITTAoUV. EAR@Bnaoav atmoteAéopaTta yia e@Té SIaQOPETIKEG aVAAUTEIS.

Aciypa Méon T1iyi TA ZA(%)
1 40 U/ml 2,6 7
2 18 U/ml 1,9 11

Mivakag 6. H akpiBela evrog Tou idlou Tpood1opIoHOU TTPOCDIOPIOTNKE WE TNV €EETACT EVOG
OciypgaTog o€ 70 UTTODOXEG.

Acgiypa Méon TiuA TA 2A(%)
1 67 U/ml 54 8
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Nivakag 7. FpappikoéTnTa. OI TIUEG TTPOCBIOPICTNKAV VIO OEIPIOKES DITTAACIEG APAIWTEIG TEOTAPWYV
BeTikwv opwv. OI TIHEG ouyKpIBnKav e To log 2 TNG apaiwang KE TUTTIKR YPAMMJIKR TTaAivdpounon. Ta
Oedopéva UTTodEIKVUOUV OTI 0 TTPOCDIOPITPOC £XEI YPAPUIKI) oX£0N PE TNV apaiwaon Tou opou

Opo6g kabapdé 1:2 1:4 1:8 1:16 r
1 60 36 18 9 0,977
2 217 126 82 71 26 0,988
3 98 60 34 23 6 0,998
4 69 42 19 12 0.999
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EmiAuon mrpoBAnuaTwyv

MpoéBAnua: MOBavég aiTieg: Adon:

Tiyég paptupa ef 1. AavBaouévn Bepuokpaaia, EAéyEre 6T 0 Xpbvog Kal n Beppokpacia

eUpoug XPOVIOUOG A dlavopn, NTav cwoTa.

MN avauign avridpaoTnpiwy BA. "Kakn akpifeia” TrTapakaTw.

EmavaAaBeTe Tnv €€€Taan.

2. AlaoTtaupoupevn HOAUVON TwV PapTUPWV] KAavTe TTPOCEKTIKN dIavour e TITTETA

3. AkataAAnAn apaiwan. EmavaAdBete Tnv e€étaon.

4 Mn kaBapr) oTrTIKr 006G. EAéyETe yia akaBapoia | puoaAideg aépa
OTIG UTTOOOXEG.
>kouTrioTe Tov TTUBPEVA TNG TTAGKAG Kal SIaBA0|
€K VEOu.

OAa 10 1. 'Eva A repioodTEpa avTidpaoThpia EtmraveAéyEre Tn Sladikaaia. EAEyETE yia

atroTeAéouATA T( Oev €xouv TTpooTeBEi A €xouv ayxpnolihoTToinTa avTiIdpaoThpIa.

eCeTdocwy TpooTeBEl pe AdBog oeipd. EtmavaAdBeTe Tnv €¢étaon.

gival apvnTikd.

2. H emKkaAupgpévn ye avtiyovo EAéyETe yia epgpavn uypacia o€ pn
TAGKa €ival avevepyn. XPNOIUOTTOINKEVEG UTTODOXEG. ZKOUTTIOTE
ToV TTUBPEVA TNG TTAGKAG Kail dlaBdoTe
€K véou.

OAa Ta 1. MoAuouéva puBuIoTIKA SiaAUuaTa f EAéyETe OAa Ta dloAUpaTa yia BoAepoTnTa.

atmroTeAéopaTA T( avTidpacThApIa.

eCeTdoEWVY 2. MoAucpuévo digGAupa TTAUonG. XpnaoigotroinoTe KaBapd TTEPIEKTN.

gival KiTpiva. EAéyEre TNV TTO16TNTA TOU VEPOU TTOU
XPNoIYoTToIEiTal YIa TNV TTapackeur SIAAUPOTOg

3. AkaTtdAANnAn apaiwon opou. EmavaAdBeTe Tnv €¢étaon.

Kakn akpiBeia. | 1. Aiavoun pe mméra ye XA>5% EAéyETe Tn BaBuovéunon Tng TITTETOG.
XPNOIKOTTOIEITE TEXVIKI TTOU WTTOPEI va
avattapayBei.

2. Opdbg A avTidpacTipIa PN ETAPKWG Avapi¢te 6Aa Ta avTidpaaThpia aTTaAd
QAVAPEUIYUEVA 1) TTOU BEV £XOUV aAAG kKaAd kal aproTe va €pBouv og Bepuokpad
£pBel o€ Beppokpaaia dwpaTiou. dwpariou.

3. H mpocbnkn avTidpacTtnpiou diapKei AvaTITUETE GUVETTH) OPOIOPOP®PN TEXVIKI
UTTEPPOAIKA, OCUVETTEIQ OE XPOVIKA KAl XPNOIUOTTOINOTE CUOKEUN TTOAATTAOU pUyX
dlaoTruara. 1 auTéuaTNG SIaVOMNG YIa TN

peiwon Tou Xpdvou.
4. Mn kaBapr) oTrTIK) 086G6. EAéyETe yia Quoalideg aépa oTIg
UTTOOOXEG.
>kouTrioTe Tov TTUBPEVA TNG TTAGKAG Kal S1aB A0
€K VEOU.

5. Mn ouveti¢ TTAUON, TTaYIBEUPEVEG EAEyETE OTI O0€ OAEC TIG UTTOBOXEG €XEI YivEl

QUOOAIBEG aépa, dIGAUNA TTAUCNG a@nEéy oMoIGuOoP®N TTAAPWGN Kal avappod@nan.
OTIG UTTOOOXEG. Alaveipete uypod Tavw aTrd TO £TTITTESO TOU
avTidpacTnpiou oTnv UTTodoXH. MeTA TRV TEAEUT
TTAUCT, adEIAOTE TIG UTTODOXEG XTUTTWVTAG ThV
Tavia o€ aTTopPOPNTIKO
XOPTi.
6. AKATAAANAN dlavopn Pe TTITTETA ATTOQUYETE TIG PUOAAIDEG aEpa OTA AKPA
TWV TTITTETWV.

40



40890, E-23-0165-02M

REFERENCES. REFERENCES. REFERENCIAS. LITERATUR. BIB LIOGRAFIA. ANA®OPEZ:

1. Saxena R, Bygren P, Arvastson B, Wieslander J.  Circulating autoantibodies as serological
markers in the differential diagnosis of pulmonary renal syndrome. J Intern Med. 1995. 238:
143-152.

2. Wieslander J, Bygren P, Heinegard D.  Anti-basement membrane antibody: Immunoenzymatic
assay and specificity of antibodies. Scand. J. Clin. Lab. Invest. 1981. 41:763-772.

3. Wieslander J, Bygren P, Heinegard D. Isolation of the specific glomerular basement membrane
antigen involved in Goodpasture syndrome. Proc Natl Acad Sci U. S. A. 1984a. 81:1544-1548.

4. Wieslander J, et al Goodpasture antigen of the glomerular basement membrane: localization to
noncollagenous regions of type 1V collagen. Proc Natl Acad Sci U. S. A. 1984b. 81:3838-3842.

5. Segelmark M, Butkowski R, Wieslander J.  Antigen restriction and 1gG subclasses among anti-
GBM autoantibodies. Nephrol Dial Transplant 1990.5: 991-996.

6. Hellmark T, Johansson C, Wieslander J. Characterization of anti-GBM antibodies involved in
Goodpastures syndrome. Kidney Int. 1994. 46: 823-829.

7. Hellmark T, Brunmark C, Trojner J, Wieslander J.  Epitope mapping of anti-GBM antibodies
with synthetic peptides. Clin. Exp. Immunol. 1996, 105 504-510.

8. Saxena R, Isaksson B, Bygren P, Wieslander J. A rapid assay for circulating anti-glomerular
basement membrane antibodies in Goodpasture syndrome. J. Immunol. Methods 1989 118:73-78.

9. Hellmark T, Segelmark M, Bygren P, Wieslander J.  Glomerular basement membrane antibodies.
In “Autoantibodies” Eds Peter JB, Shoenfeld Y, Elsevier Science 1996, 291-298.

10. Kleppel MM, et al. Human tissue distribution of novel basement membrane collagen. Am J Path.
1989. 134 4: 813-825.

11. Hellmark T, et al. ldentification of a clinically relevant immunodominant region in Goodpasture
disease. Kidney Int 1999, 55, 936-944.

12. Segelmark M, Burkhardt H, Wieslander J. = Goodpasture disease: Characterization of a single
conformational epitope as the target of pathogenic autoantibodies. J, Biol. Chem. 1999, 274,
25862-25868.

13. Gunnarsson A, etal. Molecular properties of the Goodpasture epitope. J Biol Chem 2000, 275,
30844-30848.

14. Hudson B, et al.. Alport’s Syndrome Goodpasture’s Syndrome and type IV collagen N Engl J Med
2003, 348, 2543-2556.

15. Segelmark M, Hellmark T, Wieslander J.. The prognostic significance in Goodpasture’s disease of

specificity, titre and affinity of anti-glomerular basement membrane antibodies. Nephron Clin Pract
2003, 94, 59-68.

41



40890, E-23-0165-02M

EXPLANATION OF SYMBOLS. EXPLICATION DE SYMBOLES. EX PLICACION DE 3
SIMBOLOS. ERKLARUNG DER SYMBOLE. SPIEGAZIONE DEI SI MBOLI. EXPLICAGCAO
DOS SIMBOLOS. EMEZHMHIH XYMBOAQN.

Batch number. Numéro de lot. Nimero de lote. Chargennummer. Numero di
LOT lotto. Codigo do lote. ApiBudg TTapTidag.

Product number. Référence. Numero del producto. Produktnummer. Numero di
REF prodotto. Referéncia de catalogo. ApiBudg poidvTog

Expiration date. Date d’expiration. Fecha de caducidad. Verfallsdatum. Data di
scadenza. Prazo de validade. Hugpounvia Ajéng.

Store at. Conserver a. Conservar a. Lagerung bei. Conservare a. Conservar a.
QduldooeTe O€:

~ I

Biological material. Matériel biologique. Material biolégico. Biologisches
/ Material. Materiale biologico. Material biolégico. BioAoyiké UAIKG.

&

See instruction for use. Voir notice d’emploi. Consultar las instrucciones de
uso. Gebrauchsanweisung beachten. Consultare le istruzioni per l'uso.
Consulte as instrucfes de utilizac@o. BA. Odnyieg xpriong.

=

In vitro diagnostic medical device. Dispositif médical pour diagnostic in vitro.
Dispositivo médico para diagnéstico in vitro. In-vitro-Diagnostikum. Dispositivo
IVD medico diagnostico in vitro. Dispositivo médico para diagnéstico in vitro.
latpoTexvoAoyikd BoriBnua Tou xpnaolgoTrolgital atn didyvwan in vitro.

Manufacturer. Fabricant. Fabricante. Hersteller. Fabbricante. Fabricante.
KataokeuaaoTrg

Number of tests. Nombre de tests. NUmero de pruebas. Anzahl der Tests.
Numero di test. NUmero de ensaios. ApiBudg egeTdoswv

Irritant. Irritant. Irritante. Reizend. Irritante. Irritante. EpeBioTIKO.
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ntigen. Antigéne. Antigeno. Antigen. Antigene. Antigénio.Avtiyovo.
Ag Antigen. Antigéne. Antig Antigen. Antig Antigéni
iluent. Diluant. Diluyente. Verdinnungsmittel. Diluente. Diluente. AiaAUTng
DIL Dil Dil Dil Verdi ittel. Dil Dil '
CONJ Conjugate. Conjugué. Conjugado. Konjugat. Coniugato. Conjugado. Zufuyéc.
Washsolution 30x conc. Solution lavage conc. 30x. Solucién de lavado conc.
BUF WASH | 30X 30x. Waschpuffer 30x konz. Soluzione di lavaggio conc. 30x. Solucéo de
lavagem concentrada 30x. AiGAupa TTAGONG pe ouptr. 30x.
SUBS pNPP Substrate pNPP. pNPP Substrat. Sustrato pNPP. Substrat pNPP. Substrato
pNPP. Substrato pNPP. YméoTtpwua pNPP.
SOLN STOP Stop solution. Solution d’Arrét. Solucién de interrupcion. Stopplésung.
Soluzione bloccante. Solucdo de paragem. AvaoxeTiké didAupa.
CAL X Calibrator. Etalon. Calibrador. Kalibrator. Calibratore. Calibrador. BaBuovountig.
CONTROL | X Control. Contrdle. Control. Kontrolle. Controllo. Controlo.Maptupag
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UK

UNITED KINGDOM
Distributed by

A. Menarini Diagnostics Ltd
405 Wharfedale Road
Winnersh - Wokingham
Berkshire RG41 5RA

EL

Alavéperal otTnv

EANAAA amré tnv

A. Menarini Diagnostics S.A.
575, Vouliagmenis Ave.
16451 Argyroupolis

Attiki

ES
ESPANA
Distribuido por

A. Menarini Diagnosticos S.A.

Avenida del Maresme,120
08918 Badalona
Barcelona

DE

DEUTSCHLAND
Vertrieb durch

A. Menarini Diagnostics
Eine Division der Berlin-
Chemie AG

Glienicker Weg 125
12489 Berlin

M Euro-Diagnostica AB, Malmo, Sweden

AT

OSTEREICH

Vertrieb durch

A. Menarini Ges.m.b.H
Pottendorfer Stral3e, 25/27
A -11 20 Wien

FR

FRANCE

Distribué par

A. Menarini Diagnostics
France S.A.R.L.

3-5, Rue du Jura

BP 70511

94633 Rungis Cedex

BE

BELGIQUE

Distribué par

A. Menarini Diagnostics
Benelux S.A./N.V.
Belgicastraat, 4

1930 Zaventem

IT

ITALIA

Distribuito da

A. Menarini Diagnostics
Via Lungo 'Ema, 7
50012 Bagno a Ripoli
Firenze

PT

PORTUGAL

Distribuido por

A. Menarini Diagnosticos,
Lda

Quinta da Fonte

Edificio D.Manuel I, 2B
2770-203 Paco de Arcos

NL

NEDERLAND
Distributed by

A. Menarini Diagnostics
Benelux N.V.

De Haak, 8

5555 XK Valkenswaard
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