Anti-Glomerular Basement Membrane (GBM) Antibody ELISA

M  PRODUCT INSERT

©
| M M CO 1154 Anti-Glomerular Basement Membrane (GBM) Antibody ELISA 96 Determinations
DIAGNOSTICS

INTENDED USE

An enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) for the detection and semi-quantitation of anti-glomerular basement
membrane (GBM) antibodies in human serum. The presence of GBM antibodies can be used as an adjunct to clinical
and other laboratory findings in the diagnosis of autoimmune renal disorders such as Goodpasture’s Syndrome.

SUMMARY AND EXPLANATION

Rapidly progressive glomerulonephritis (RPGN) is a clinical syndrome developing over days or weeks characterized
by crescentic glomerulonephritis on histopathology of the kidney. The prognosis is poor if not recognized early and
if an appropriate treatment is not instituted. To optimize patient management, RPGN may be classified based on a)
clinical assessment, b) direct immunofluorescence and electron microscopic studies of renal biopsy and c) serum
antibody studies.

Using the above criteria, RPGN may be classified into a) immune complex mediated disease characterized by the
presence of anti-DNA antibodies or anti-streptococcal antibodies, b) anti-glomerular basement membrane (GBM)
mediated glomerulonephritis and Goodpasture’s Syndrome and c) anti-neutrophil cytoplasmic antibody (ANCA)
associated glomerulonephritis. In a study by Jayne et al, of 889 RPGN suspected patients, 47 (5%) had anti-GBM, 246
(28%) had ANCA and 576 (65%) had neither antibodies. Two percent had both ANCA and anti-GBM antibodies.

Anti-GBM antibodies can be detected by indirect immunofluorescence or by ELISA%', The antigen associated with
anti-GBM antibodies is a non-collagenous domain of collagen IV.

PRINCIPLES OF PROCEDURE

The ELISA test is performed in microwells coated with purified GBM antigen. Controls, calibrators and patient
serum samples are incubated in the microwells allowing anti-GBM antibodies present in the serum to bind to the
antigen. Unbound antibody and other serum proteins are removed by washing the microwells. Bound antibodies
are incubated with an enzyme labeled anti-human IgG conjugate. Unbound conjugate is removed by washing
the microwells. Specific enzyme substrate (pNPP) is then added to the wells and the presence of antibodies is
detected by a color change produced by the conversion of the substrate to a colored reaction product. The reaction
is stopped and the intensity of the color change, which is proportional to the concentration of antibody, is read by
a spectrophotometer at 405 nm. Results are expressed in Enzyme Units per milliliter (EU/ml).

REAGENTS

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

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

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

Precautions

All human derived components used have been tested for HBsAg, HCV, HIV-1 and 2 and HTLV-l and found
negative by FDA required tests. However, human blood derivatives and patient specimens should be considered
potentially infectious. Follow good laboratory practices in storing, dispensing and disposing of these materials™.
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WARNING - Sodium azide (NaN,) may react with lead and copper plumbing to form highly explosive metal azides.
Upon disposal of liquids, flush with large volumes of water to prevent azide buildup. Sodium azide may be toxic if
ingested. If ingested, report incident immediately to laboratory director or poison control center.

Instructions should be followed exactly as they appear in this kit insert to ensure valid results. Do not interchange
kit components with those from other sources other than the same catalog number from Immco Diagnostics

Inc. Follow good laboratory practices to minimize microbial and cross contamination of reagents when handling.
Do not use beyond expiration date on the label.

Materials provided

ImmuLisa™ Anti-Glomerular Basement Membrane (GBM) Antibody ELISA 1154

Kits contain sufficient reagents to perform 96 determinations each.

12x 8 | MICROPLATE | GBM | Microplate with individual breakaway microwells coated with GBM
antigen

1x1.5ml |CALIBRATOR|A|GBM|* Ready to use Calibrator A (green cap). Human serum containing
antibodies to GBM.

1x1.5ml |[CALIBRATOR |B|GBM |* Ready to use Calibrator B (violet cap). Human serum containing
antibodies to GBM.

1x1.5ml |CALIBRATOR|C|GBM|* Ready to use Calibrator C (blue cap). Human serum containing

antibodies to GBM.

1x1.5ml | CALIBRATOR | D | GBM |* Ready to use Calibrator D (yellow cap). Human serum containing
antibodies to GBM.

1x1.5ml |[CONTROL | +|[GBM * Ready to use Positive Control (red cap). Contains human serum
positive for GBM antibodies.

1x1.5ml |CONTROL * Ready to use Negative Control (whitecap). Contains human

serum.

1x12 ml mG-CONJ |ALKPHOS |* Ready to use anti-human Alk. Phos. Conjugate. Color coded
pink.

2 x 60 mi * Ready to use Serum Diluent. Color coded blue.

1x12ml | SUBSTRATE |* Ready to use Enzyme Substrate. Contains pNPP. Protect from
light.

1x12 ml STOP Ready to use Stop Solution.
2 x Powder Wash Buffer. Reconstitute toone liter each.

* Contains <0.1% NaN,

Symbols used on labels:

Lot number
Catalog number

% Use by
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Storage temperature

ﬁl Read instructions for use
In vitro diagnostic use
d Manufacturer

W Number of Tests

Materials Required But Not Provided

Deionized or distilled water

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

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

Absorbent paper towels

Microplate reader capable of reading absorbance values at 405 nm. If dual wavelength microplate reader is
available, the reference filter should be set at 630 nm.

Automatic microplate washer capable of dispensing 200 pl

SPECIMEN COLLECTION AND HANDLING

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

PROCEDURE

Procedural Notes

Before starting with the assay read carefully the product insert.

Let serum specimens and test reagents equilibrate at room temperature before starting with the test procedure.
Return all unused specimens and reagents to refrigerator immediately after use.

All dilutions of the patient samples should be prepared prior to starting with the assay.

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

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

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

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

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

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

Step 2

Step 3

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

For a qualitative determination use only the Ready to Use Low Calibrator D (vial with yellow cap).
or For a semi-quantitative determination use the Ready to Use Calibrators A through D as depicted
in the sample layout below.

QUALITATIVE DETERMINATION SEMI-QUANTITATIVE DETERMINATION
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Step 4

Step 5

Step 6

Step 7
Step 8

Step 9

Step 10
Step 11
Step 12

Step 13
Step 14

Step 15

Prepare a 1:201 dilution of the patient samples by mixing 5 pl of the patient sera with 1.0 ml of Serum
Diluent.

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

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

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

Incubate 30 minutes (£ 5 min) at room temperature.

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

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

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

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

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

Read absorbance of each microwell at 405 nm using a single or 405/630nm dual wavelength
microplate reader against the reagent blank set at zero absorbance.
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Quality Control

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

RESULTS

Calculations

The concentrations of the patient samples can be determined by either of two methods:

1. QUALITATIVE DETERMINATION

Abs. of Test Sample
X EU/ml of Calibrator D = EU/mI Test Sample

Abs. of Calibrator D

2. SEMI-QUANTITATIVE DETERMINATION

Plot absorbance of Calibrator A through D against their respective concentration on a linear-linear graph paper.
Plot the concentration in EU/ml on the X-axis against the absorbance on the Y-axis and draw the best fit curve.
Determine the concentrations of the patient samples from the curve against its corresponding absorbance value.

2
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Calibrator

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

Interpretation

The following serves only as a guide in the interpretation of the laboratory results. Each laboratory must determine
its own normal values. These may vary with the population examined.

anti-GBM value Interpretation

<20 EU/mI Negative
20-25 EU/mlI Indeterminate (Borderline)
>25 EU/ml Positive
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LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

The results obtained serve only as an aid in the diagnosis of GBM antibody mediated nephritis and Goodpasture’s
Syndrome and should not be interpreted as diagnostic in themselves. Serum of several patients with RPGN may

be negative for anti-GBM antibodies

EXPECTED VALUES

Prevalance of anti-GBM Antibodies in different disease groups

Disease

Normals

Anti-GBM

Nephritis

Systemic Vasculitis

Systemic Lupus
Erythematosus

Rheumatoid Arthritis
or Scleroderma

No.
120

65

40

40

40

Negative
120 0
1 64
38 1
40 0
39 1

Positive

% Positive

0

98.4

2.5

25



MéBodog ELISA yia avTiowpaTa KATd TG OTTEIPAMATIKAG BaoIKAg HEPBPAvNg (ZBM)

“ ENOETO IPOIONTOZ

| M M C O© 1154 MéBodo¢ ECITA yia aviiwuara Kard ¢ Cmeipaparnikig Balikng ueuBpdvns (SBM) 96 Mool Siopijoi

DIAGNOSTICS

['POOPIZOMENH XPHZH

(1o péBodog evCuUIKOU avoooTTpoaPOPNTIKOU TTpoadiopiopol (ELISA) yia Tnv avixveuon Kal TOV NUI-TTOCOTIKO
TTPOCBIOPICPS TWV AVTICWHATWY KOTA TNG OTTEIPOUATIKNAG Bacikng pePBpavng (£Bl1) oe opd avBpwTtou. H
TTAPOUCIa TWV AVTICWMNATWY KATA TNG B[] uTTopei va xpnoiyoTroindei wg emMKOUPIKO PECO TwV KAIVIKWVY Kal
GAAWV €pYaoTNPIOKWY €UPNUATWY, Yia Tn OIdyvwaon QUTOAVOOWY VEPPIKWY dIaTapaXwV OTTwG To [Uvopouo
Goodpasture.

LEPIAHWYH KAl ELEZHIHZH

H raxéwg €Al lopevn mpoodeutikh [meipauaroveppinida (TEME) ival éva kKAIVIKO cUvOpOUOo TTOU avoTTTUCCETAI
EVTOG NUEPWV 1 ROOUAdWY Kal XapakTnpifetal ammd e¢eAICCOUEVN OTTEIPOUATOVEPPITIOO OTNV IoTOTTaB0AOYia Tou
veppou. Edv dev avayvwploTei Eykaipa Kal dev e@apuoaTei N KatdAAnAn Beparreia, n mpdyvwaon gival kakn. MNa mn
BEATIOTN avTIMETWTTION TwV aoBevwy, n TEMZ ptropei va TagivounBei pe Baon a) Tnv kKAIVIKR agloAéynaon, ) dueoeg
MEANETEG VEQPIKAG Blowiag pe avoao@BopIoud Kal NAEKTPOVIKI HIKPOTKOTTION KOl Y) MEAETEG AVTICWHATWY GTOV 0pPO.

XpnOoIYoTroIwVTag Ta TTapaTtdvw KpitApla, N TEMZ ytropei va tagivounBei o€ a) vooo oTnv otroia diauecgoAaBouv
QavOOOCOUPTTAOKQ KOl XapaKTNPIgeTal atrd TNV TTapoudia avTicwHATwy KaTtd Tou DNA 1} KaTd Tou OTPETTTOKOKKOU, B)
ouvdpopo Gl dlalllle Kal OTTEIPAPaTOVEPPITIOO 0TV OTToIa SlapecOAABOUV aVTICWHATA KATA TNG OTTEIPANATIKAG
Baolkng pepPBpdvng (£Bl1) kal y) OTTEIpAPATOVEPPITIOA OXETICOPEVN HE KUTTAPOTTAAOMATIKA QVTICWHATA KATA
TV oudeTEPOPIAWY (ANCA). Ze pia peAéTn atd Toug Jalle ellal', amd 889 aocbeveig pe utoyia TEMZ, 47 (5%)
gM@Avicav avTl-BL avriowpara, 246 (28%) epgdvicav ANCA kal 576 (65%) dev epgdvicav kavéva aTto Ta dU0
avTiowpata. AUo ToIg ekatd Twv acBevwv eppavioav 16co ANCA 600 kail avTl-ZBl] avTicwpara.

Ta avT-ZB[] avTicwparta gmmopouv va avixveuBouUv gite pe éuueco avooo@Boplioud eite pe ELISAZ. To avTtiyévo
TTOU OXETICETaI e Ta avTI-ZB1 avTiowpaTa gival gia pn kKoAayovwdng Trepioxr) Tou KoAAayovou 1V.

APXEZ THZ AIAAIKAZIAZ

H avdAuon ELISA die€dyetal o€ pIKPOKUWENIDEG €TTIKAAUMUEVEG PE KekaBappévo avTiyovo 2B, Ta diaAlupaTta
eAéyxou, ol BaBuovounTég Kal Ta deiypaTa opoU acBevidv eTTWALOVTAI OTIG MIKPOKUWEAIDEG, ETTITPETTOVTAG ETOI TN
déopeuan oTo avTiyovo OAwv Twv avT-EBl] avTiowudTwy Tou opou. Ta avTiowpata TTou dev deopeUTNKAY, KABWG
KOl GAAEG TTPWTEIVEG TOU OPOU, OTTORAKPUVOVTAI PE EKTTAUCT) TWV MIKPOKUWEAIDWY. Ta avTIoWPaTa TToU dEoEUTNKAV
eMwaAdovTal PE €va ONUOOHEVO PE €VCUUO OUCEUKTIKO avTiowua KaTd TnNg avBpwirivng avoocooaipivng IgG. To
Mn deoPEUPEVO GUCEUKTIKO QVTIOWHUA ATTOUAKPUVETAI JE EKTTAUCT TWV JIKPOKUWEAIBWY. 2T CUVEXEIQ, TTPOCTIOETAl
OTIG KUWEAIDEG TO €18IKO UTTOOTPWHA Tou evfUuou (pNPP) kai avixveleTal n TTapoudia avTiowPdTwy JE TNV aAAayn
XPWHOTOG TTOU TTPOKUTITEI AOYW TNG JETATPOTTHG TOU UTTOOTPWHOTOG O€ £VO EyXPWHO TTPoidv avTidpaong. H avtidpaon
TEPUATICETAI KAl N €vTacon TNG aAAayAg TOU XPWHATOG, N OTToia €ival avdaAoyn TNG CUYKEVTPWONG TOU AVTICWHATOG,
avixveuetal atréd £va QAoUATOPWTOUETPO, O€ PAKOG KUPATOG 405 nm. Ta amoteAéopata ekppdlovTal o€ JoVAdES
evQupou avd XIAlooToAiTpo (EU/mI).

ANTIAPAZTHPIA

®UAagn kai TpoeTOINOCia
OAa 10 avTIdpacTApla TTPETTEl va QUAdooovTal o€ Beppokpaaia 2-8°C. Mnv Ta KOTaWUXETE.

[1n xpnolgoTrolgite Ta avTidpaaTrpia dv dev gival diauyn A €dv TTepiExouv iCnua. OAa Ta avTidpacTApIa TTPETTEI VA
@Tdoouv o€ Beppokpaaia dwpartiou (20-25°C) Trpiv a1md TN XPARON.
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Otav @uAdooeTal og Bepuokpacia 2-8°C, 10 avacuoTabév pubuIoTIKO dIGAUpa EKTTAUCNG TTAPANEVEI AVAAAOIWTO
MEXPI TNV NUEPOMNVia ARENG Tou KIT. H avacUoTaon Tou puBuIoTIKOU SIGAUUATOG TTPETTEI VA YIVETAI JE ATTECTAYMEVO )
QTTIOVIOHEVO VEPO, 0€ OYKO 1 AiTpou. O EMKAAUPPEVEG TaIVIEG HIKPOKUWEAIDWYV TTpoopidovTal yia Jia pévo xpron.

[lpo@UAGEeIg

‘OAa Ta ouoTaTIKG avBPWTTIVNG TTPOEAEUCNG TTOU XPNOIKOTIOIoUVTal £X0UV EAEYXOEI yIa TNV TTapoUaia Tou avTiyovou
HBsAg, Twv 1wv HCV, HIV-1 ka1 2, kaBwg kai Tou 100 HTLV-I kai €xouv BpeBei apvnTikd, CUPPWVA PE TIG EEETATEIG
Trou atraitei 0 Opyaviopog Tpoipwy kalt Papudkwy Twy H.M.A. (FDA). Qot600, Ta TTapdywya avepwTTivou aiatog
Kal Ta deiypaTa acBevwv Ba TTpéTTel va BewpolvTtal wg duvnTiKA Aoihoyova. AKOAOUBAOTE TIG 0pBEG EpyaaTNPIOKES
TIPOKTIKEG KOTA TN QUAAEN, TNV £yXUon Kal TNV atréppIyn TwV UANIKWYV auTwv'™.

MPOEIAOMNOIHZH — To agidio Tou vartpiou (NaN,) evdéxetar va avnidpdoel pe owAnvwoelg amo poAupdo n
XOAKO Kl va OXNMUATICE! IOXUPWG EKPNKTIKG alidia eTdAAwyv. Katd Tnv amoppiyn uypwy, EKTTAUVETE PE PMEYAAES
TTO0OTNTEG VEPOU, £TOI WOTE va atmo@euxBei n cucowpeuon adidiwyv. To alidio Tou vaTpiou evOEXETAI va €ival
TOgIKO O€ TTEPITITWON KATATIOONG. Z€ TTEPITITWAN KATATIOONG, GVOPEPETE APECWG TO TTEPICTATIKO OTO SIEUBUVTH TOU
€PYaoTNPIoU ] 0TO KEVTPO EAEYXOU dNANTNPIACEWV.

MNa m dIac@dAAion EyKupwv ATTOTEAEOUATWY, aKoAouBNnoTE TIG 0dnyieg akpIBwg OTTWG gupavifovtal og autd TO
€vOETO TOU KIT. [NV evOANGOOETE TO GUCTATIKA TOU KIT PE OUCTATIKA GAANG TTpoéAeucng Trou dev €xouv Tov idlo
apIBu6 katahdyou NG Immco Diagnostics, Inc. AkoAouBAoTe TIG OPBEG EPYAOTNPIOKES TTPAKTIKEG YIO VA
ehaxioTotroinBei o kivduvog pikpoBiakng i dlacTaupoUpevng HOAUVONG TWV avTIOPACTNPIWY KOTA TO XEIPIOPO TOUG.
Na pnv xpnoigoTrolgital eTd TNV TTapEAEUON TNG NUEPONNVIAG AENG TTOU avaypa@eTal oTNV ETIKETA.

YAIkG TTOU TTOpEXOVTAl

[1€6000¢ ELISA yia avTiowpaTa Katd TG OTTEIPAUATIKAG Bacikng pepBpdvng (XB11) ImmuLisa™ 1154

KdBe kit TTepI€xel ETTOPKA avTIOPACTAPIA YIa TNV EKTEAEON 96 TTPOCBIOPICHWV.

12x 8 | MICROPLATE | GBM | [IAaKiBI0 EEXWPIOTWV OTTOOTIWHEVWY MIKPOKUWEAIOWY
ETTIKOAUPPEVWY PE avTiyovo 2BI1.

1x15 ml | CALIBRATOR | A | GBM |* ‘EToipog Trpog xprion Ba®uovountig A (mpdlivo mwua). Opdg
avOPWTTOU TTOU TTEPIEXEI AVTIOWHATA KATd TNG ZBI].

1x1,5ml | CALIBRATOR | B | GBM |* ‘EToipog 1pog xprion BaBuovountig B (1wdec mwua). Opdg
avOpWITTOU TTOU TTEPIEXEI AVTICWHATA KATd TNG 2Bl .

1x1,5ml | CALIBRATOR | C | GBM |* ‘EToipog 1Tpog xprion BaBpovountig C (umAe mwua). Opodg
avBpWITTOU TTOU TTEPIEXEI AVTIOCWHATA KATd TNG ZBI].

1x1,5ml |CALIBRATOR |D|GBM |* "EToipoc Tpog xprion BaBuovopntig D (kitpivo mwua). Opdc
avOpWITTOU TTOU TTEPIEXEI AVTIOCWHATA KATd TNG ZBI 1.

1x1,5ml | CONTROL | + |GBM | * ‘EToipo Tpog Xprion S1dAupa BeTIkoU EAEYXOU (KOKKIVO TTWUA).
Mepi€xel opd avBpwTTOU BETIKO YIQ AVTICWHATA KOTA TNG ZBI1.

1x1,5ml | CONTROL . * ‘ETOoIMO TTPOG Xprion Si1dAupa apvnTikoU eAEyXou (Asuko mwua).

Mepi€xel opd avBpwtTOU.

1x12ml |1gG-CONJ | ALKPHOS |* "ETOIO TIPOC XPrioN GUJEUKTIKS OVTICWHA KATH TNG
avOpwWITIVNG avoooo@alpivng ouleuyuévo e aAKAAIKNA
Pwo@aTdon. XpwuaTog pod.

2 x 60 mi * ‘ETOINO TTPOG XPHON apalwTIKO SIGAUMO 0poU. XpWHATOG PTTAE.
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1x12ml | SUBSTRATE |* ‘ETOIMO TTPOG XPpron eVEUMIKO UTTOOTPWHA. [epIExEl p-

VITpo@aIVUAIKT wo@atdon (pPNPP). Na rpooTtareldeTal atrd 1o
Ppwe.

1x12 ml STOP ‘ETOoIMO TTPOG Xprion S1dAupa TEpHATIOUOU.

2Xx

ZKOvn pubuIoTIKOU SiaAUpaTog ékTTAuong. H avacuaTtaon

TIPETTEI VA YivETAI £WG OYKO £VOG AiTpou yia To KaBéva.

* Mepigxel < 0,1% NaN,

ZUuBoAa TTou XPNOIPOTTOIOUVTAl OTIG ETIKETEG:

xd MEE S

Ap1Bubdg TapTidag

Ap1Budg kaTtaAdyou
Huepopnvia Aigng
O¢gpuokpaoia aTTodrKeEUONG

AloBdoTe TIG 00nyieg xpriong
In Litro diayvwoTIKA Xprion

KataokeuaoTng

ApIBu6G avaAuoewv

ATraiToUpeva UAIKA TTou dev TTapEXOVTAL

ATTIOVIOUEVO 1] ATTECTAYPEVO VEPO

EUkauTrTn TTAQCTIKA QIGAN YIO TO apalwhéVo pUBUICTIKG SidAuua

MiréTeg e duvatoTnTa xopriynong 5 pl €wg 1000 pl

AvoAwaoipa akpo@Uaola TTITTETWY

KaBapoi dokipaaoTikoi cwAfveg dlaatdoswy 12 [175 mm Kai ¢opéag SOKINATTIKWY CWAARVWY
XpOvouEeTpNTAG

ATTIOppOPNTIKA XaPTIA

>uokeun avayvwong TAakidiwy pe duvatdtnta avayvwaong TIHWY aTToppo@nong o€ JUKog KUupartog 405 nm.
Edv umrdpxel dioBéoiun ouokeury avdyvwong TTAaKISiwy SITTAOU PrKOUug KUPATOG, TO QiATPO avagopdg Ba
TPETTEl va puBuioTel oTa 630 nm.

Autéparn ouokeur] EkTAucng TTAaKISiwv pe duvatotnta xopriynong 200 pl

2YANOI'H KAI XEIPIZMOZ AEIrMATOZ

Oa TpETel va xpnolgoTrolouvTal pévo deiypata opou yia auth Tn diadikaoia. AgiyyaTa TTou €XOUuv UTTOOTEI
peydAou BaBuol aipdAuan, MNITTaIPIKA 1) S€iypaTa JOAUCHEVA PE PIKPOBIO EVOEXETAI VA ETTNPEGCOUV TV ATTOS0CN
NG avdAuong kail dev Ba TrpéTTel va xpnolpotrolouvTal. PuAdTe Ta deiypata oe Bepuokpacia 2°- 8°C, et OxI
TEPIO0OTEPO aTTO pia eBdoudda. MNa Mo pakpoxpdvia GUAAEN, Ta deiypata opou Ba TTPETTEl va KatayuxovTal.
ATtro@uyeTe TNV eTTavaAauBavopevn Katdwugn Kal amméyuén Twv OEIyNATWV.

AIAAIKAZIA

Znueiwoeig TnG diadikaoiag

MpoTtou &ekivrioeTe TNV avaAuorn, d1oBAoTe TTPOCEKTIKA TO EVOETO TTPOIGVTOG.
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*« AgroTte Ta deiypata opol Kal Ta avTidpacTipia TG avaAuong va @taoouv oe Beppokpaaia TTePIBAAAOVTOG
Tpotol Eekivrioete Tn Sladikacia TG avdAuong. EmoTpéwte 6Aa Ta pn xpnoigotroinuéva Seiyuata Kal
avTIBPaoTHPIa OTO WUYEID APECWE PETA T XPrion Toug.

+  OAgg o1 apaiwoelg Twv delypdTwy agBevv TIPETTEI VO TTIPOETOINOCTOUV TTPOoTOU EEKIVI|OEl N avdAuaon.

+  Eivai onuavTikr n xprion opBig TeXVIKNS EKTTAUONG. Edv n ékTTAUON Bev ekTeAEiTaI QUTOPATA, ETTAPKAG EKTTAUCT)
EMTUYXAVETOI KaTEUBUVOVTOG pia 1IoXUpn pITTA puBUIoTIKOU SiaAlpaTtog EKTTAUCNG aTtTd pia @IdAn EKTTAUCNG UE
£upU aKpo@UOI0 KATd PrKog oAGKANpou Tou TTAakIBiou. ZUvIGTATAl N XpHon auTOPATNG CUCKEUN G EKTTAUC G
TTAAKISiwv.

*  XPNOIMOTTIOINOTE HIA TTOAUKAVAAN TTITTETA PE DUVATATNTA TAUTOX POV Xoprynong o€ 8 kuyeAideg. Me Tov TpédTTO
auTo, emTaxUveTal n diadikaoia Kal ETTUYXAVETaI TTIO OPOIOPOPPOS XPOVOG ETTUWACTG.

«  Xeg OAa Ta BrpaTa gival onPAvTikOg o TTPOCEKTIKOG EAEYXOG TWV Xpovwy. OAeg ol Trepiodol eTTWaong ekivouv
HE TNV oAokAfjpwon Tng TTpoaBrikng Tou avTidpacTnpiou.

*  H mpoodrikn 6AWV Twv SEIYUATWY Kol avTIBpaoTnEiwy TTPETTEI va YiveTal e Tov id10 puBud Kal Je TV idia oeipd.

«  AgaipéoTe amd T OriKn TIG ATTAITOUHEVES TAIVIEG HIKPOKUWEAIDWY Kal ETTAVAC@PAYIOTE TTPOCEKTIKA T Orikn
WOTE VA ATTOTPATTEI TUXOV GUUTTUKVWOT) USPATUWV OTIG AXPNOIHOTIOINTEG HIKPOKUWEAIDEG. ETTIOTPEWTE apéowg
TN OrKn oTo Wuyeio.

MéBodog avdAuong

Brpa 1 AprioTe 6Aa Ta avTIdpacTipia Kal Ta SeiyHata va ¢Tacouv ae Beppokpacia TrepIBAAoOvVTOG.

BAua 2 Znuavere To QUAAO TOU TTPWTOKGAAOU WOTE va UTTODEIKVUETAI N TOTTOBETNON Twv JElYPATWY OTIG

HikpokuweAides. H avdAuon Twv deiypdTwy €1g dITTAoUV atroTeAei opon epyacTnpIiakr TTPAKTIKH.

BAua 3 la TroloTIKS TpoadiopIoud XpNOIPOTIOINOTE YOVO TOV £TOINO TTPOG Xprion BaBuovounTr D (@raAidio
UE KiTpivo Trwpa)
f MNa nUI-TocoTIKG TTPOoadIopIoPO XPNOIMOTIOINOTE TOUG £TOIMOUG TTpOg Xprion BaBuovountég A

£wg D, 6w amelkovileTal TNV TTAPAKATW SIAUOPPWOn SEYUATWY.

MoIOTIKOE NPOZAIOPIZMOZ HMI-NOZOTIKOZ NPOZAIOPIEMOL
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Bripa 4 MpogToipdoTe HIa apaiwaon Twy delypdTwy acBevwyv oe avadoyia 1:201, avapiyviovrag 5 pl Tou

Seiypartog Tou aoBevoug pe 1,0 ml Tou apaiwTikol diaAvpaTog opou.

BAipa 5 APaIPETTE TIC ATTAITOUMEVES HIKPOKUWEAIDES aTTd TN BrKN KA ETTICTPEWTE TUXOV Wi XPNOIHOTIOINUEVES
TAIViEG TTOU UTTApXOUV OTn o@payiopévn Brikn oto Yuyeio. TomoBeTrioTe oTABEPA TIG MIKPOKUWEAIDES

oTo TTAdioio oTrpigng Trou diaTiBeTal.

BAipa 6 MpoaBéate 100 pl £roipwy PG Xprion BaduovounTwy, dlaAupdrwy BETIKOU Kal apvnTIKOU £AEyXoU

KOl apaIWHEVWYV BEIYUATWY aoBEVWV OTIG KATAAANAEG HIKPOKUWEAIBEG, 6TTWG UTTOdEIKVUETAI OTO PUAAO
TTPWTOKOAAOU.
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Znueiwon: ZuptrepIAaBete pio KuweAida pe 100 pil apaiwTikoU BIGAUPOTOG 0poU WG TUPAD
avTidpacTnpiou. [1ndevioTe TN cuokeur) avdyvwaong ELISA pe 1o TUQAS avTidpacTnpiou.

BApa 7 EmwdoTe e11i 30 AeTrTd (£ 5 AeTTTA) 0€ Beppokpacia dwpaTiou.

BApa 8 ExkTTAUveTe 4x pe 10 pubuIOTIKO diIdAupa €kTTAuong. MNa pn autéparn €KAo, TTANPWOTE KABE
MIKpoKUWeAida pe avacuoTaBév puBuioTikd didAupa EKTTAUCNG. ATTOPPIYTE TO UYPO AVOCTPEPOVTAG
TO TTAOKI®IO KAl KTUTTWVTAG TO EAAPPd LWOTE VA adEIGTOUV OAEG OI KUWEAIDEG i} AvVOPPOPWVTAG TO UYPO
o116 KABe KuWeAida. MNa va oTUTTWOETE OTO TEAOG TNG TEAEUTAIAG EKTTAUONG, AVOCTPEWTE TIG TAIVIEG KAl
KTUTTAOTE BUVOTA TIG KUWEAIDEG £TTAVW O€ ATTOPPOPNTIKO XOPTi. Na QUTOUOTEG CUOKEUEG EKTTAUONG,
TTPOYPAMPMOTIOTE TN CUCKEUN CUPPWVQ JE TIG 0ONYIEG TOU KATAOKEUAOTH.

BAua 9 MpooBéaTte 100 pl culeukTIKOU AVTICWHATOG OTIG MIKPOKUWEANIDEG.
BApa 10  EmmwdoTe emmi 30 Aetrtd (£ 5 AeTTTd) 0€ Bepuokpacia dwpuartiou.
Bripa 11 EKTTAUVETE OAEG TIG pIKpOKUWEAIDEG OTTWG OTO Bripa 8.

BApa 12  TMpocBéote 100 pl ev{uuIKOU UTTOOTPWHATOG O€ KABE KUWeAida, pe TNV idla oeIpd Kal Je TOug idIoug
XPOVOUG OTTWG TO GUCEUKTIKO avTioWA.

BApa 13  EmmwdoTe emi 30 Aetrtd (+ 5 AeTTTd) 0€ Bepuokpacia dwpartiou.

BApa 14  TpooBéote 100 pl SioAUPATOG TEPUATIONOU O€ KABE PIKPOKUWEAIDQ, Pe TNV idla O€Ipd Kal PJE TOUG
idloug xpOVOoUG OTTWG TO EVCUMIKO UTTOOTPpWHA. AlaBdoTe TIG TINEG aTToppdPnong eviog 1 wpag ammd
TNV TTPOCBONKN Tou SIAAUUATOG TEPUATIOUOU.

BApa 15  AiaBdoTte Tnv ammoppd@non kabe kuweAidag o€ urfkog KUpaTog 405 nm XpnCIUOTIOIWVTAG JIG CUCKEUN
avdyvwaong TTAakISiwv povou r} SITTAoU prikoug KUPaTog 405/630 nm, £vavTi Tou TUQAOU avTIdpacTnpiou
TTOU pUBUIOTNKE va €xel atroppdPnon Undév.

"EAeyxog 1016TNTOG

>¢ KGBe avdAuon Ba mpétel va xpnoipotroioUvTal BadBuovountég, diaAUpaTa BETIKOU Kal apvnTIKOU €AEéyxou
Kal éva TUQAO avTiIdpaoTnpiou, TTPOKEINEVOU va eTTIBERAIWVETAI N AKEPAIOTNTA KAl N akpifeia Tng avdiuong. H
METPNON aTTopPOPNONG Tou TUPAOU avTidpacTnpiou TTpéTTel va eival <0,3. O BabuovounTig A TTpéTrel va dwaocel
TIUA atroppdPnong OxI MIKpOTEPN atod 1,0, dia@opeTika N avaAuon TTpETTel va eTTavaAn@Bei. To didAupa apvnTikou
eAéyyou TTpéTTel va dwaoel Ty <20 EU/mI. Edv n e&étaon die€dyetal €1 SITTAOUV, XPNOIYOTIOINOTE TN MEON TIUA
Twv OUO PETPHOEWV Yia va TTPOCdIOPICETE TN OUYKEVTPWON Twv avTiocwpdtwy o EU/mI. Katd tn die€aywyn
TTOIOTIKWYV TTPOCBIOPICHWY, N OTITIKA TTUKVOTNTA Tou BaBuovount D péTel va gival yeyaAuTtepn atrd auThyv Tou
S1aAUpaTOG apvnTIKOU EAEYXOU Kal PIKPOTEPN ATTO aUTAV Tou BIaAUPATOG BETIKOU €Aéyxou. TNa NUI-TTOCOTIKOUG
TPoadIopIGUOUG, To dIGAUpa BeTIKOU eAEyxou TTPETTEl va Oivel TIUEG EVTOG TOU €UPOUG TTOU aVAYPA@ETAl OTO
@IaAidio.

ATIOTEAEZMATA

YmroAoyiopoi

O1 OUYKEVTPWOEIG TwV BEIYUATWY TOu 0BEVOUG PTTOPOUV va TTPOCOIOPIoTOUV JE pia aTTo TIG €€ dUo pebddouc:

1. [IOIOTIKOZ [ POZAIOPIZMOZ

ATtr/on eeTalopevou deiyparog

X EU/1]1 Tou BaBpovounTti D = EU/C | Tou €€eTadopevou deiypatog
ATtr/on Tou BaOuovount D

2. HMI-[[O3OTIKOZ [(POZAIOPI>MO%

ATTEIKOVIOTE O€ YPaPIKN TTapdoTacn TNV ammoppd@non Twv Babuovountwy A éwg kal D wg TTpog Tnv avTioToIxn
OUYKEVTPWON TOUG, O€ €va XAPTi JE YPOUMIKOUG agoveg. TotroBeTrioTe oToV daova Twv X Tn ouykévipwon o€ EU/mI
Kol oTov aéova Twv Y Tnv amoppd@naon Kai oxedIAoTE TNV KAPTIUAN BEATIOTNG TTpocapuoynis. MNpoadiopioTe TIg
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OUYKEVTPWOEIG TV JEIYUATWY Twv acBevov aTTd TNV KAUTTUAN, 0€ OXE0N KE TIG QVTIOTOIXEG TIMEG ATTOPPOPNONAG
TOUG.

O.D. @ 405/630nm
T

S R S B B B —
0 20 40 60 80 100 120 140 160

BaBuovountig

O1 £to1por TTpog Xpron BabuovounTtég cuuTrepIAAUBAvovTal yia TOV NUI-TTOCOTIKO TTPOCOIOPIoCUO Kal TTPETTEl VA
XpnolgoTrolouvTal o€ KABe avdaAuan. Tuxov deiydaTa aoBeviov TTou TTEPIEXOUV UWNASTEPQ ETTITTESA AVTICWHATWY
eVOEXETAI VO OWOOUV TIEG ATTOPPOPNONG UWNAOTEPES aTTd auTéG Tou BaBuovountA A. MNa tov akpiBr TTpocdiopioud
TWV TIUWV NUI-TTOCOTIKOU TTPOCdIopIoHOU, Ta OciyyaTta autd Ba TTPETTEl va apaiwBolv TTeEpAITEPW, £TCI WOTE
oTav emmavegeTacToUV va EPTTITITOUV €VTOG TOU €UPOUG TNG KAUTTUANG BaBuovounong. MNa va TpoodiopiceTe Tn
ouykévipwaon og EU/mI, ToAaTTAQCIAOTE TIG JOVADEG TTOU TTPOKUTITOUV E TO OUVTEAECTH OPaiwong.

Epunveia

Ta TTOPaKATW TTaPEXOVTAl HOVOV WG 0dNyO6G OTNV £PUNVEId TWV €PYACTNPIAKWY OTTOTEAECUATWY. To KABe
EPYOOTHPIO TTPETTEI VA TTPOCBIOPITEl TIG SIKEG TOU QUOIOAOYIKEG TINEG. O1 TINEG QUTEG eVOEXETAI VA TTOIKIAAOUV O€
KGBe TTANBUCPO TTou e€eTdlETAl.

TiyA avri-ZBM  Eppnveia

<20 EU/ml ApvnTiko
20-25 EU/ml ATTPOoadIOPIGTO (0PIOKS)
>25 EU/mI O¢eTIkO

[IEPIOPIZMOI THZ AIAAIKAZIAZ

Ta atmoteAéopaTta TToU AapBdvovTal uttofonBolv poévo Tn didyvwaon TG veepiTidag oTnv otroia diapecgoAaBouv
avTiowpaTa KaTd TG B kai Tou [luvdpduou Goodpasture kal dev Ba TTPETTEI va epunvelovTal ATTé Héva TOUG WG
dlayvwoTikd. O opdg apkeTwv aoBevwyv pe TEME evdéxeTal va gival apvnTiKOG yia avT-ZBl1 avTicwuaTa.

ANAMENOMENEZ TIMEZ

ZuxvoTnTa ENPAviong Twv avti-ZBM avrTiowpdTwy o€ Sidpopeg opadeg TnG vooou

Noécog Ap. Apvnrikoi OcTikoi % [10000TO BETIKWV Y%
duaioloyikoi 120 120 0 0
Avti-ZBI[] 65 1 64 98,4
VEQPITIOO
>uoTtnuaTikAg ayyelimnda 40 38 1 2,5
2UoTNUOTIKOG £puB. AUkog 40 40 0 0
PeupaTtoeidng apbpitida

1l okAnpodepuia 40 39 1 2,5
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ELISA para anticuerpos anti membrana basal glomerular (MBG)

7\
‘ PROSPECTO

©
| M M CO 1154 ELISA para anticuerpos anti membrana basal glomerular (MBG) 96 an'lisis
DIAGNOSTICS

USO PREVISTO

Ensayo inmunoenzimatico (ELISA) para la deteccil n y semicuantificacil n de anticuerpos anti membrana basal
glomerular (MBG) en suero humano. La deteccil n de anticuerpos anti MBG es una ayuda, junto con otros estudios
de laboratorio y exdmenes clinicos, en el diagnistico de trastornos renales autoinmunes como el sindrome de
Goodpasture.

RESUMEN Y EXPLICACI[N

La glomerulonefritis r. pidamente progresiva (GNRP) es un sindrome clinico que evoluciona en dias o
semanas, caracterizado por glomerulonefritis cresc( ntica, como evidencia la histopatolog/a del ri(/ In. La
prognosis no es buena si no hay un diagn(stico precoz de la enfermedad con consiguiente tratamiento.
Para optimizar el tratamiento del paciente, la GNRP se puede diagnosticar basandose en a) exploraciones cllnicas,
b) estudios de una biopsia renal mediante inmunoinfluorescencia directa y microscopio electrinico y c) analisis
de anticuerpos en suero.

Siguiendo los criterios antedichos, la GNRP puede clasificarse en a) enfermedad de complejos inmunes
caracterizada por la presencia de anticuerpos anti-ADN o anti-estreptoc( cicos; b) Glomerulonefritis anti-
membrana basal glomerular (MBG) y sindrome de Goodpasture y c) Glomerulonefritis asociada a
anticuerpos anti-neutrfilo citoplasm(tico (ANCA). Segn un estudio de Jayne et al ' sobre 889 pacientes
en que se sospechaba GNRP, 47 de ellos (5%) tenian anticuerpos anti-MBG, 246 (28%) presentaban ANCA,
576 (65%) no presentaban ninguno de los dos anticuerpos y el 2% tenlan ambos anticuerpos, ANCA y
anti-MBG.

Los anticuerpos anti MBG se detectan mediante inmunofluorescencia indirecta o mediante ELISA?"°. El antigeno
asociado a los anticuerpos anti MBG es un dominio no colageno del colageno iv.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIIMIENTO

El ensayo ELISA se efectla en pocillos recubiertos de antigeno MBG purificado. Controles, calibradores y
muestra de suero del paciente se incuban en los pocillos permitiendo que los anticuerpos anti MBG presentes
en el suero se unan al antigeno. Los anticuerpos no unidos y demas protenas del suero se eliminan mediante
lavado. Los anticuerpos unidos se incuban con un conjugado de IgG antihumana marcado con enzima. Despuls
de eliminar por lavado todo el conjugado que no se ha unido, se alade a los pocillos un substrato enziméatico
especifico (PNPP). La presencia de anticuerpos se detecta por el cambio de color provocado por la conversil n
del substrato pNPP en un producto de reaccil n coloreado. Se detiene la reaccil n y con un espectrofot metro se
lee la intensidad del cambio de color, que es proporcional a la concentraci’n del anticuerpo. Los resultados se
expresan en unidades ELISA (EU)/ml.

REACTIVOS
Conservacil n y preparacil n
Conserve los reactivos a 2-8°C. No los congele.

No utilice el reactivo si se presenta turbio o se advierten precipitados. En el momento de usarlos, los reactivos
tienen que estar a temperatura ambiente (20°-25°C).

Conservado a 2-8°C, el tamp[ n de lavado reconstituido permanece estable hasta la fecha de caducidad indicada
en el kit. Reconstituya el tamp('n de lavado hasta 1 litro con agua destilada o desionizada. Las tiras de micropocillos
recubiertos deben usarse una sola vez.
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Precauciones

Todo suero de donante empleado para fabricar este producto ha sido analizado mediante m[ todos aprobados por
FDA y resultl! negativo al anticuerpo anti HCV (HIV 1 e HIV 2), al antigeno de superficie del virus de la hepatitis
B (HBsAg) y al anticuerpo del virus de la hepatitis C (HCB). De todos modos, los derivados de sangre humana y
las muestras del paciente han de considerarse potencialmente infecciosos. Resp!tense las buenas practicas de
laboratorio para la conservacin, dispensacin y eliminaciCn de estos materiales'".

ADVERTENCIA: la azida de sodio (NaN,) puede reaccionar con el plomo y el cobre de las tuber(as, dando origen
a azidas metélicas altamente explosivas. Despul's de utilizar los I'quidos, lave con abundante agua para impedir
la acumulacil n de azida. La azida de sodio es t[ xica por ingestiin. En caso de ingestil n accidental, informe de
inmediato al director del laboratorio o acuda a un centro de control de envenenamientos.

Para asegurar resultados vilidos, es menester seguir las instrucciones exactamente como se presentan
en este prospecto. No mezcle los componentes del kit con componentes de otro origen o que no tengan el mismo
nmero de catalogo de Immco Diagnostics Inc. Respete las buenas tl cnicas de laboratorio para reducir al
m(nimo la contaminaci’ n microbiana y quimica. No utilice el producto despu's de la fecha de caducidad.

Material suministrado
ELISA para anticuerpos anti membrana basal glomerular (MBG) ImmuLisa™ 1154

Los reactivos del kit son suficientes para efectuar 96 analisis.

12x 8 | MICROPLATE |GBM| Microplaca con micropocillos individuales separables revestidos
con antigeno GBM.

1x1,5ml [CALIBRATOR|A[GBM|* Calibrador A listo para usar (tapa verde). Suero humano con
anticuerpos anti GBM.

1x1,5ml [CALIBRATOR|[B[GBM|* Calibrador B listo para usar (tapa morada). Suero humano con
anticuerpos anti GBM.

1x1,5ml [CALIBRATOR|C[GBM|* Calibrador C listo para usar (tapa alul). Suero humano con
anticuerpos anti GBM.

1x1,5ml [CALIBRATOR|D|[GBM|* Calibrador D listo para usar (tapa amarilla). Suero humano con
anticuerpos anti GBM.

1x1,5ml [cONTROL [+|GBM]|* Control positivo listo para usar (tapa rola). Contiene suero
humano con anticuerpos anti GBM.

1x1,5ml [cONTROL]-]|* Control negativo listo para usar (tapa blanca). Contiene suero
humano.

1x12 mi [ IgG-CONJ [ ALKPHOS | * Conjugado anti humano con fosfatasa alcalina listo para usar.
Color rosado.

2 x 60 mi * Diluyente de suero listo para usar. Color azul.

1x12ml [SUBSTRATE |* Substrato enzim(tico listo para usar. Contiene pNPP. Protljase
de la luz.

1x12ml [sTOP Soluciln Stop lista para usar.
2 x Tamp(n de lavado en polvo. Reconstituir cada unidad hasta un

litro.

* Contiene <0.1% NaN,,
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Simbolos utilizados en las etiquetas:

xd MEEE S

NCmero de lote

N[mero de catalogo

Fecha de caducidad
Temperatura de conservacil n

L anse las instrucciones de uso
Para diagn(stico in vitro
Fabricante

NCmero de analisis

Materiales necesarios no suministrados

O

Agua desionizada o destilada

Botella dispensadora para el tampin de lavado diluido, o bien lavador automatico de microplacas con
capacidad de 200 pl

Pipetas c* n capacidad de 5 pl a 1000 pl

Puntas de pipetas desechables

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

Papel absorbente

Lector de microplaca para lectura de valores de absorbancia a 405 nm. Si se dispone de un lector de doble
longitud de onda, el filtro de referencia debe regularse en 600-650 nm

RECOGIDAY MANIPULACIT'N DE MUESTRAS

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

PROCEDIMIENTO

Advertencias preliminares

Lea detenidamente estas instrucciones antes de comenzar el analisis.

Deje que los reactivos y las muestras se estabilicen a temperatura ambiente antes de dar comienzo a la
prueba. Vuelva a poner de inmediato en la nevera los materiales y muestras no utilizados.

Prepare todas las diluciones de las muestras del paciente antes de comenzar el analisis.

Una buena t(cnica de lavado es crucial. Si efectla el lavado manualmente, rocle toda la microplaca con un
fuerte chorro de solucil nh de lavado, utilizando una botella de boca ancha. Se recomienda el uso de un
lavador autom[tico de microplacas.

Use una pipeta multicanal que pueda servir simultaneamente 8 pocillos; de este modo se agiliza el proceso y
el tiempo de incubacii n es mas uniforme.

Es importante controlar bien el tiempo. El periodo de incubaciin empieza despuls de dispensar los
reactivos.

Las muestras y reactivos deben al adirse a la misma velocidad y en la misma secuencia.
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« Saque las tiras de pocillos de su sobre y cil rrelo cuidadosamente para evitar condensacil n en los pocillos no
utilizados. Vuelva a ponerlo de inmediato en la nevera.

Procedimiento del ensayo

Paso 1

Paso 2

Paso 3

Paso 4

Paso 5

Paso 6

Paso 7

Paso 8

Paso 9

Paso 10
Paso 11
Paso 12

Paso 13
Paso 14

Los reactivos deben estar a temperatura ambiente.

Sel ale en la hoja de protocolo la colocacii n de la muestra en la microplaca. Es buena practica de
laboratorio analizar las muestras por duplicado.

Para la determinacil n cualitativa, use [ nicamente el Low Calibrator D (vial de tapa amarilla) listo
para usar. Para la Determinacil ln semi cuantitativa, use los calibradores de A a D listos para usar
como se muestra en el ejemplo siguiente:

DETERMINACILN CUALITATIVA DETERMINACILN SEMI CUANTITATIVA

SIO0¢
(=)
EIEOC
@)6OC
ENEOC
(2819 )C
EOC
c9812(OC

SIO0E
ClO0E
(26O
DeOC
D OC
©EOC
®EOC
(WEOC

1 2 3 4 1 2 3 4

T T™"TMmMQOQO®>
T TMTMOUQO)®>X>

Prepare una dilucil n de 1:201 de la muestra del paciente, mezclando 5 pl de suero con 1,0 ml de
diluyente de suero.

Coja los pocillos necesarios del sobre, cil rrelo bien y pl ngalo nuevamente en la nevera de inmediato.
Ponga los pocillos en el soporte suplementario.

Pipetee 100 pl de calibrador listo para usar, controles positivo y negativo y muestras de paciente en
los correspondientes pocillos, como se indica mas arriba en el esquema.

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

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

Lave 4 veces con el tampl[n de lavado. Para lavado manual, llene cada pocillo con el tampin de
lavado reconstituido. Elimine el liquido invirtiendo y sacudiendo el pocillo, o bien aspire el liquido de
cada pocillo. Al terminar el [ltimo lavado, invierta las tiras y sacl dalas enlrgicamente sobre papel
absorbente. Si utiliza un lavador automatico, programe el ciclo de lavado siguiendo las instrucciones
del fabricante.

Pipetee 100 pl de conjugado en los pocillos.
Incube 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.
Lave los pocillos repitiendo el paso 8.

Pipetee 100 ul de substrato enzimatico en cada pocillo, en la misma secuencia y tiempos del
conjugado.

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

Pipetee 100 pl de soluci’ n Stop en cada pocillo, en la misma secuencia y tiempos en que al adil
el substrato enzimatico. Lea la absorbancia en el plazo de una hora despuls de haber aladido la
solucil n Stop.
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Paso 15 Lea la absorbancia de cada pocillo a 405 nm mediante un lector de microplacas de longitud de onda
simple o doble 405/630nm comparandola con el blanco de reactivo regulado en absorbancia cero.

Control de Calidad

En cada ensayo es necesario procesar calibradores, controles positivo y negativo y un blanco de reactivo para
comprobar la integridad y precisil n del andlisis. La lectura de absorbancia del blanco de reactivo debera ser
<0,3. La lectura de absorbancia del calibrador A no debe ser inferior a 1,0; de lo contrario sera necesario repetir
el andlisis. El control negativo debe ser <20 EU/ml. Si el analisis se efectl a por duplicado, se tomara la media
de ambas lecturas para determinar las EU/ml. Cuando se efect an determinaciones cualitativas, la absorbancia
del calibrador D debe ser superior a la del control negativo e inferior a la absorbancia del control positivo. En las
determinaciones semi cuantitativas, los valores del control positivo deben estar dentro de los Iimites establecidos
en el vial.

RESULTADOS

Cllculo

Las concentraciones en la muestra del paciente se pueden determinar mediante dos m[_todos:
1. DETERMINACI[ /N CUALITATIVA

Abs. de muestra analizada

X EU/ml de Calibrador D = EU/ml muestra analizada
Abs. de Calibrador
2. DETERMINACI['N SEMI CUANTITATIVA

Registre la absorbancia de los calibradores A a D en relacil n a sus respectivas concentraciones en una hoja de
papel milimetrado. Registre la concentracil h en EU/ml en el eje X contra la absorbancia en el eje Y y trace la curva
que mejor se adapte. Determine las concentraciones de la muestra del paciente seg/'n la curva comparandola con
su correspondiente valor de absorbancia.

O.D. @ 405/630nm
1

I I S B B B
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Calibrador

Los calibradores listos para usar proporcionan la semi cuantificaci n y deben utilizarse en todos los ensayos. Las
muestras de pacientes que contengan niveles altos de anticuerpos podrian dar valores de absorbancia superiores a
los del calibrador A. Para determinar con precisil h los valores semi cuantitativos, las muestras con esas caracter(sticas
deben volverse a diluir, de modo que queden dentro de los I'mites de la curva del calibrador al ser analizadas
nuevamente. Para determinar las EU/mI, multiplique las unidades obtenidas por el factor de diluci n.

Interpretacil n

La informacil n siguiente se da [ nicamente a titulo de gula para la interpretacil n de los resultados de laboratorio.
Cada laboratorio establecera sus propios valores normales, que podrian variar segl n la poblacil h examinada.

Valor anti-MBG Interpretaci’ n

<20 EU/mI Negativo
20-25 EU/mlI Incierto (valores Iimite)
>25 EU/ml Positivo

17



ES

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Los resultados obtenidos se utilizaran silo como ayuda en el diagn(stico de nefritis por anticuerpos MBG y
sindrome de Goodpasture; no deben considerarse como un diagn( stico por s[Isolos. Algunos pacientes con

GNRP podrian resultar negativos a anticuerpos anti MBG.

VALORES ESPERADOS

Prevalencia de anticuerpos anti-MBG en grupos de pacientes con diferentes enfermedades

Enfermedad No.
Normales 120
Nefritis anti MBG 65
Vasculitis sist mica 40

Lupus eritematoso
sistCmico 40
Atritis reumatoide

e esclerodermia 40

1
38

40

39

Negativo
120

18

Positivo % Positivo
0 0
64 98,4
1 2,5
0 0
1 25



Anti-glomerull re-Basalmembran-Antik[ rper-ELISA (GBM)

‘ BEIPACKTEXT

©
| M M CO 1154 Anti-glomerulre-Basalmembran-Antil I rper-ELISA (GBM) 96 Bestimmungen
DIAGNOSTICS

VERWENDUNGS WECK

Enzymgekoppelter Immunabsorptionstest (ELISA) fir den Nachweis und die semi-quantitative Bestimmung
von Antik[ rpern gegen die glomerul' re Basalmembran (GBM) in Humanserum. Das Vorhandensein von GBM-
Antik[ rpern kann als zus(tzliches Element zu klinischen und anderen Laborbefunden bei der Diagnose von
autoimmunen Nierenerkrankungen, z.B. Goodpasture-Syndrom, verwendet werden.

TUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Rapid progressive Glomerulonephritis (RPGN) ist ein klinisches Syndrom, das sich ['ber Tage oder Wochen hin
entwickelt und bei einer Histopathologie der Niere durch eine halbmondfi rmige Glomerulonephritis gekennzeichnet
ist. Die Prognose ist schlecht, wenn die Krankheit nicht frih erkannt und eine angemessene Behandlung
eingeleitet wird. Um das Patientenmanagement zu optimieren, kann RPGN auf der Grundlage von a) klinischer
Beurteilung, b) direkter Immunfluoreszenz und elektronenmikroskopischen Untersuchungen der Nierenbiopsie
und c) Serumantikl rpertests klassifiziert werden.

Unter Verwendung der obigen Kriterien kann RPGN wie folgt klassifiziert werden: a) Immunkomplex-vermittelte
Erkrankung, die durch das Vorhandensein von Anti-DNA-Antiki rpern oder Anti-Streptokokken-Antik( rpern
gekennzeichnetist, b) durch Antik[ rper gegen die glomerull re Basalmembran (GBM) vermittelte Glomerulonephritis
und Goodpasture-Syndrom und c) mit antineutrophilen zytoplasmatischen Antikirpern (ANCA) verbundene
Glomerulonephritis. In einer Studie von Jayne et al' hatten von 889 Patienten, bei denen ein Verdacht auf RPGN
bestand, 47 (5%) Anti-GBM-Antik rper, 246 (28%) ANCA und 576 (65%) keinen der beiden Antik(rper. Bei zwei
Prozent wurden sowohl ANCA als auch Anti-GBM-Antik[ rper gefunden.

Anti-GBM-Antik[rper ki'nnen durch indirekte Immunfluoreszenz oder ELISA nachgewiesen werden?'°. Das mit
Anti-GBM-Antik[ rpern verbundene Antigen ist eine nicht-kollagene Dom[ ne von Kollagen IV.

TESTPRINCIP

Der ELISA-Test wird in Mikrotiterplattenvertiefungen durchgefl hrt, die mit gereinigtem GBM-Antigen beschichtet
sind. Kontrollseren, Kalibratoren und Serumproben vom Patienten werden in den Vertiefungen inkubiert; dies
erm(glicht die Bindung der im Serum vorhandenen Anti-GBM-Antik rper an das Antigen. Nicht gebundene
Antik[ rper und andere Serumeiweil le werden durch Waschen der Vertiefungen entfernt. Gebundene Antik[ rper
werden mit einem enzymmarkierten Anti-human-lgG-Konjugat inkubiert. Nicht gebundenes Konjugat wird durch
Waschen der Vertiefungen entfernt. Anschliel ’end wird ein spezifisches Enzymsubstrat (pNPP) in die Vertiefungen
gegeben. Das Vorhandensein von Antik rpern wird mittels einer Farbver nderung festgestellt, die durch die
Umwandlung des pNPP-Substrats in ein farbiges Reaktionsprodukt entsteht. Die Reaktion wird gestoppt, und die
Intensit[ t der Farbver nderung, welche proportional zur Konzentration der Antik[ rper ist, wird bei 405 nm mit einem
Spektrophotometer gemessen. Die Ergebnisse werden in Enzym-Einheiten pro Milliliter (EU/ml) angegeben.

REAGENTIEN

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

Verwenden Sie das Reagenz nicht, falls es trib ist oder Partikel enth(It. Alle Reagenzien missen vor der
Anwendung auf Raumtemperatur (20-25 °C) gebracht werden.

Bei Lagerung bei 2-8 °C ist der rekonstituierte Waschpuffer bis zum Verfallsdatum des Kits haltbar. Rekonstituieren

19



DE

Sie den Waschpuffer auf 1 Liter mit destilliertem oder entionisiertem Wasser. Die beschichteten Mikrotiterstreifen
sind nur zur einmaligen Anwendung bestimmt.

Vorsichtsmallnahmen

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

WARNUNG - Natriumatid (NaN,) kann mit Blei- und Kupferrohren reagieren und dabei hochexplosive Metallazide
bilden. Spllen Sie bei der Entsorgung von Flssigkeiten mit reichlich Wasser nach, um eine Anhlufung von
Azid zu vermeiden. Natriumazid kann giftig sein, wenn es verschluckt wird. Bei Verschlucken muss sofort der
Laborleiter oder die Vergiftungszentrale informiert werden.

Die Anweisungen sollten genau wie in diesem Beipacktext dargestellt befolgt werden, um gl Itige Ergebnisse
sicherzustellen. Tauschen Sie Kitbestandteile nicht gegen Produkte aus anderen Quellen aus, sondern nur gegen
Produkte von Immco Diagnostics Inc. mit derselben Bestellnummer. Befolgen Sie die Gute Laborpraxis,

um beim Umgang mit Reagenzien mikrobielle Verunreinigungen und Verschleppungen so gering wie miglich zu
halten. Nicht nach dem auf dem Etikett angegebenen Verfallsdatum verwenden.

Mitgelieferte Materialien
ImmuLisa™ Anti-glomerull re-Basalmembran-Antik[ rper-ELISA (GBM) 1154

Die Kits enthalten ausreichend Reagenzien zur Durchfl hrung von jeweils 96 Bestimmungen

12x 8 | MICROPLATE |GBM | Mikrotiterplatte mit einzeln abbrechbaren
Mikrotitervertiefungen, mit GBM-Antigen beschichtet

1x1,5ml | CALIBRATOR | A | GBM |* Gebrauchsfertiger Kalibrator A (gri ne [lappe). Humanserum mit
Antik(rpern gegen GBM.

1x1,5ml | CALIBRATOR | B | GBM |* Gebrauchsfertiger Kalibrator B (lila [lappe). Humanserum mit
Antik(rpern gegen GBM.

1x1,5ml [CALIBRATOR|C|GBM |* Gebrauchsfertiger Kalibrator C (blaue Dappe). Humanserum mit
Antik[ rpern gegen GBM.

1x1,5ml |CALIBRATOR |D|GBM|* Gebrauchsfertiger Kalibrator D (gelbe ['appe). Humanserum mit
Antik[ rpern gegen GBM.

1x1,5ml |CONTROL|+|GBM|* Gebrauchsfertiges positives Kontrollserum (rote [lappe).
Enth( 1t GBM-Antik rper-positives Humanserum.

1x1,5ml | CONTROL . * Gebrauchsfertiges negatives Kontrollserum (wei8e [appe).

EnthClt Humanserum.

1x12ml |1gG-CONJ | ALKPHOS |* Gebrauchsfertiges Anti-human-alk.-Phos.-Konjugat.
Farbkennzeichnung rosa.

2 x 60 ml * Gebrauchsfertiger Serumverd  nner. Farbkennzeichnung blau.

1x12ml | SUBSTRATE |* Gebrauchsfertiges Enzymsubstrat. Enth It pNPP. Vor Licht
schitzen.
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1x12 ml STOP Gebrauchsfertige Stopplisung.

2x Waschpuffer in Pulverform. Auf jeweils einen Liter

rekonstituieren.

* Enthilt <0,1% NaN,

Auf den Etiketten verwendete Symbole:
Chargennummer

Bestellnummer
Verwendbar bis
Lagerungstemperatur
Gebrauchsanleitung lesen
In-vitro-Diagnostikum
Hersteller

Anzahl an Tests

4R (B~ [{8

Ben[ tigte, nicht mitgelieferte Materialien
« Entionisiertes oder destilliertes Wasser
«  Spritzflasche f(r den verdl hnten Waschpuffer

*  Pipetten mit einem Volumenbereich von 5 pul bis 1000 pl

Pipettenspitzen zur einmaligen Verwendung

*  Saubere Probenr hrchen 12 x 75 mm und R[ hrchenhalter
e Stoppuhr

«  Saugfl hige Papiert' cher

*  Mikrotiterplattenreader, der Extinktionswerte bei 405 nm ablesen kann. Falls ein Mikrotiterplattenreader mit
doppelter Wellenll nge verwendet wird, sollte der Referenzfilter auf 630 nm eingestellt werden.

* Automatischer Mikrotiterplattenwascher mit einer Verteilungskapazit/ t von 200 pl

PROBENENTNAHME UND -HANDHABUNG

F(r dieses Verfahren sollten nur Serumproben verwendet werden. Stark h molysierte, lip[ mische oder mikrobiell
verunreinigte Proben k[ nnen die Leistung des Tests beeinflussen und sollten nicht verwendet werden. Lagern Sie
die Proben hichstens eine Woche lang bei 2-8 °C. Zur I ngeren Aufbewahrung sollten Serumproben eingefroren
werden. Vermeiden Sie ein wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Proben.

VERFAHREN

Hinweise zum Verfahren
* Lesen Sie sorgfl Itig den Beipacktext, bevor Sie mit dem Test beginnen.

*  Warten Sie vor Beginn des Testverfahrens, bis die Serumproben und Testreagenzien Raumtemperatur erreicht
haben. Stellen Sie alle nicht verwendeten Proben und Reagenzien sofort nach der Anwendung wieder in den
K[ hlschrank.

* Alle Verdi ' nnungen der Patientenproben sollten vor Beginn des Tests vorbereitet werden.
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* Eine gute Waschmethode ist unerl( sslich. Wenn von Hand gewaschen wird, erreichen Sie eine angemessene
Spllung, indem Sie eine Waschflasche mit einer breiten D[ se verwenden und einen starken Strahl Waschpuffer
[berdie gesamte Mikrotiterplatte spritzen. Die Anwendung eines automatischen Mikrotiterplattenwaschers
wird empfohlen.

* Verwenden Sie eine Multikanalpipette, die gleichzeitig in 8 Vertiefungen pipettieren kann. Dies beschleunigt
das Verfahren und resultiert in gleichm[ RBigeren Inkubationszeiten.

« FLr alle Schritte ist eine sorgf(ltige Kontrolle der zeitlichen Koordinierung wichtig. Alle Inkubationszeitrl ume
beginnen, sobald das Zufi gen der Reagenzien abgeschlossen ist.

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

« Entnehmen Sie dem Beutel die ben[tigte Anzahl an Mikrotitervertiefungsstreifen; verschlieRen Sie dann den
Beutel sorgf(ltig, um Kondensation in den nicht verwendeten Vertiefungen zu vermeiden. Legen Sie den
Beutel sofort wieder in den K hischrank.

Testmethode

Schritt 1 Lassen Sie alle Reagenzien und Proben Raumtemperatur erreichen.

Schritt2  Verwenden Sie den Protokollbogen, um die Positionen der Proben in den Vertiefungen zu notieren.
Es entspricht der Guten Laborpraxis, Proben zweifach zu testen.

Schritt 3  Verwenden Sie fi 1 eine qualitative Bestimmung nur den gebrauchsfertigen niedrigen Kalibrator D
(FI''schchen mit gelber [lappe).
oder Verwenden Sie f(r eine semi-quantitative Bestimmung die gebrauchsfertigen Kalibratoren A
bis D, wie in der Probenanordnung unten angezeigt.

A f(s8) (O A (O
B (9O B [t)(s)( I
CleaEnOC Cle 6
D (@)L D (GE&OC
E (G0&OC E (©&OC
F (G280 )C F ©60OC
G| G| C
H G082 )C H OC

1 2 3 4 1 2 3 4

Schritt4  Verdinnen Sie die Patientenproben im Verh(ltnis 1:201, indem Sie 5 pl des Patientenserums mit 1,0
ml Probenverd( nner vermischen.

Schritt 5 Entnehmen Sie dem Beutel die ben( tigte Anzahl Vertiefungen und legen Sie die nicht verwendeten
Streifen im versiegelten Beutel wieder in den K[ hischrank. Setzen Sie die Vertiefungen sicher in den
mitgelieferten Halter ein.

Schritt 6  Pipettieren Sie 100 ul der gebrauchsfertigen Kalibratoren, der positiven und negativen Kontrollseren
und der verdl nnten Patientenproben in die auf dem Protokollbogen angezeigten entsprechenden
Vertiefungen.

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

Schritt 7 Inkubieren Sie 30 Minuten (+ 5 Minuten) lang bei Raumtemperatur.

Schritt8 Waschen Sie viermal mit Waschpuffer. Wenn Sie manuell waschen, flllen Sie jede Vertiefung mit
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Schritt 9

Schritt 10
Schritt 11
Schritt 12

Schritt 13
Schritt 14

Schritt 15

rekonstituiertem Waschpuffer. Entfernen Sie die FIssigkeit, indem Sie jede Vertiefung umdrehen und
deren Inhalt ausklopfen, oder indem Sie die Fl[ssigkeit aus jeder Vertiefung absaugen. Drehen Sie
zum Trocknen am Ende des letzen Waschens die Streifen um und klopfen Sie [ ber saugfi_higem Papier
kr(ftig auf die Vertiefungen. Wenn Sie einen automatischen Wascher verwenden, programmieren Sie
diesen entsprechend den Anweisungen des Herstellers.

Pipettieren Sie 100 pl Konjugat in die Vertiefungen.
Inkubieren Sie 30 Minuten (+ 5 Minuten) lang bei Raumtemperatur.
Waschen Sie alle Vertiefungen wie in Schritt 8 beschrieben.

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

Inkubieren Sie 30 Minuten (+ 5 Minuten) lang bei Raumtemperatur.

Pipettieren Sie 100 pl Stopplisung in jede Vertiefung; gehen Sie dabei in derselben Reihenfolge
und mit derselben Geschwindigkeit vor wie beim Hinzufl gen des Enzymsubstrats. Lesen Sie die
Extinktionswerte innerhalb 1 Stunde nach Hinzuflgen der Stopplsung ab.

Lesen Sie die Extinktion jeder Vertiefung bei 405 nm gegen die Blindprobe, f( r die der Extinktionswert
Null eingestellt wurde, ab; verwenden Sie einen Mikrotiterplattenreader mit einer einzigen Wellenl nge
oder mit einer doppelten Wellenl nge von 405/630 nm.

Qualit_tskontrolle

Bei jedem Testlauf m( ssen Kalibratoren, positive und negative Kontrollseren und eine Blindprobe mitgetestet werden,
um die Unverfllschtheit und die Genauigkeit des Tests zu [berpr_fen. Der Extinktionswert der Blindprobe sollte <0,3
sein. Kalibrator A sollte einen Extinktionswert von mindestens 1,0 haben, anderenfalls muss der Test wiederholt
werden. Der Wert des negativen Kontrollserums muss <20 EU/mI sein. Falls der Test doppelt durchgef( hrt wurde,
sollte der Mittelwert der beiden Messungen verwendet werden, um die EU/ml zu bestimmen. Bei der Durchfl_hrung
von qualitativen Bestimmungen muss die Extinktion von Kalibrator D gr( Rer als die des negativen Kontrollserums
und kleiner als die Extinktion des positiven Kontrollserums sein. FI'r semi-quantitative Bestimmungen m{ssen die
Werte des positiven Kontrollserums innerhalb des auf dem Fll schchen angegebenen Bereichs liegen.

ERGEBNISSE

Berechnungen

Die Konzentrationen der Patientenproben ki nnen mit einer der beiden folgenden Methoden bestimmt werden:

1. QUALITATIVE BESTIMMUNG

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

Ext. von Kalibrator D

2. SEMI-QUANTITATIVE BESTIMMUNG

Tragen Sie aufkariertem Millimeterpapier die Extinktionen der Kalibratoren Abis D gegen ihre jeweilige Konzentration
auf. Tragen Sie die Konzentration in EU/ml auf der X-Achse gegen die Extinktion auf der Y-Achse auf und zeichnen
Sie die passendste Kurve. Bestimmen Sie auf der Kurve die Konzentrationen der Patientenproben gegen ihre
entsprechenden Extinktionswerte.

O.D. @ 405/630nm
N

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

Die gebrauchsfertigen Kalibratoren sind im Kit enthalten, um die semi-quantitative Bestimmung zu ermdéglichen;
sie miUssen bei jedem Testlauf verwendet werden. Patientenproben mit hohen Antikérperspiegeln kénnen héhere
Extinktionswerte aufweisen als Kalibrator A. Um genaue semi-quantitative Werte zu bestimmen, sollten solche
Proben nochmals verdiinnt werden, damit sie bei einem erneuten Test innerhalb des Bereichs der Kalibratorenkurve
fallen. Um die EU/ml zu bestimmen, missen Sie den erhaltenen Wert mit dem Verdinnungsfaktor multiplizieren.

Interpretation

Die folgenden Angaben dienen nur als Leitfaden bei der Interpretation der Laborergebnisse. Jedes Labor muss
seine eigenen Normalwerte festlegen. Diese kdnnen je nach der untersuchten Patientenpopulation schwanken.

Anti-GBM-Wert Interpretation

<20 EU/ml negativ
20-25 EU/mlI unbestimmt (Grenzbereich)
>25 EU/ml positiv

EINSCHRANKUNGEN DES VERFAHRENS

Die erhaltenen Ergebnisse dienen nur als Hilfsmittel bei der Diagnose von durch GMB-Antikérper vermittelter
Nephritis und Goodpasture-Syndrom und sollten nicht allein als diagnostisch gedeutet werden. Das Serum einiger
Patienten mit RPGN kann negativ fur Anti-GBM-Antikérper sein.

ERWARTETE WERTE

Vorkommen von Anti-GBM-Antikdrpern in verschiedenen Krankheitsgruppen

Krankheit Anzahl Negativ Positiv % Positiv
Normale Testpersonen 120 120 0 0
Anti-GBM-Nephritis 65 1 64 98,4
Systemische Vaskulitis 40 38 1 25
Systemischer Lupus

erythematodes 40 40 0 0
Rheumatoide Arthritis

oder Sklerodermie 40 39 1 2,5
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Anti-corps de la membrane basale glomérulaire (GBM) ELISA

M  ENCART DU PRODUIT

©
| M M CO 1154 Anticorps anti-membrane basale glomérulaire (GBM) ELISA 96 [ests
DIAGNOSTICS

USAGE PRI'VU

Technique de dosage immunoenzymatique de type ELISA, destinée [1la détection et [1la semi-quantification
des anticorps anti-membrane basale glomérulaire (GBM) dans le sérum humain. La présence d’anticorps de
la membrane basale glomérulaire (GBM) peut [ tre utilisée comme un élément complémentaire par rapport aux
conclusions cliniques et aux autres conclusions de laboratoire dans le cours du diagnostic des troubles rénaux
autoimmuns tel que le Syndrome de Goodpasture.

RIOSUMT ET EXPLICATION

La glom(rulon(phrite rapidement progressive (RPG(1) est un syndrome clinil ue se dlveloppant sur [‘uell ues
semaines ou quelques mois, caractérisée par une glomérulonéphrite croissante sur I'histopathologie du rein.
Le pronostic est défavorable si la maladie n’est pas reconnue t( t et si un traitement approprié n’est pas institué.
Pour optimiser la gestion du patient, la RPGN peut [ tre classée en ayant recours [a) une évaluation clinique b)
une immunofluorescence directe et des études au microscope électronique de la biopsie rénale et c) études des
anticorps du sérum.

Lorsque I'on a recours aux critl res précités, la glomérulonéphrite rapidement progressive peut [ tre classée en a)
une maladie médiée par des complexes immuns, caractérisée par la présence d’anticorps anti-ADN ou d’anticorps
anti-streptococciques b) glomerulonéphrite et Syndrome de Goodpasture médiés par des anticorps anti-membrane
basale glomérulaire (GBM) et c) glomérulonéphrite associée [/des anticorps antineutrophile cytoplasmique (ANCA).
Dans une étude de Jayne et al', sur 889 patients chez qui on souponne une RPGN, 47 (5%) avait des anticorps
anti-membrane basale glomérulaire (GBM), 246 (28%) avait des anticorps antineutrophile cytoplasmique ANCA et
576 (65%) n’avait aucun anticorps. Deux % avaient aussi bien des anticorps ANCA que GBM.

Les anticorps anti-GBM peuvent [ tre détectés par 'immunofluorescence indirecte ou par une méthode de dosage
immunoenzymatique de type ELISAZ'°. L’antigine associé avec les anticorps anti-membrane basale glomérulaire
est un domaine non-collag ne du collagi ne IV.

PRINCIPES DE LA M{'THODE

Le test ELISA est réalisé dans des micropuits enduits d’antigi ne GBM purifié. Les régulateurs, les calibreurs et
les échantillons de sérum des patients sont incubés dans les puits en permettant aux anticorps anti-GBM qui sont
présents dans le sérum de s’agglutiner [1l'antigi ne. L’anticorps non agglutiné et les autres protéines du sérum
sont éliminés en nettoyant les puits des microplaques. Les anticorps agglutinés sont incubés avec un conjugué
d’anticorps [ marquage enzymatique pour I'lgG humain. Le conjugué non-agglutiné est éliminé par lavage des
micropuits. La phosphatase alcaline et son substrat (pNPP) est ensuite ajoutée aux puits et la présence d’anticorps
est détectée par un changement de couleur engendré par la conversion du substrat vers un produit de réaction
coloré. La réaction est arr( tée et I'intensité du changement de la couleur, qui est proportionnelle [1la concentration
d’anticorps est lue par un spectrophotomtre (1405 nm. Les résultats sont exprimés en unités enzyme par millilitre
(EU/ml).

RICACTIFS
Stockage et préparation
Entreposer tous les réactifs [12°-8°C. Ne pas congeler.

Ne pas utiliser si le réactif n’est pas clair ou si un précipité est présent. Tous les réactifs doivent [tre amenés [
température ambiante (20°-25°C) avant 'usage.
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Quand elle est entreposée [12°-8°C, la solution de lavage reconstituée est stable jusqu’(/la date d’expiration du
kit. Reconstituer la solution de lavage dans 1 litre avec de 'eau distillée ou de I'eau désionisée. Les bandes des
microplaques [1puits enduites sont destinées ([ tre utilisée une fois seulement.

Précautions

Tous les composants humains dérivés utilisés ont été testés pour HBsAg, HCV, HIV 1 et 2 et HTLV et se sont
révélés négatifs sur la base des tests qui sont exigés par 'administration FDA. Cependant, les dérivés du sang
humain et les spécimens des patients doivent toujours [ tre considérés comme étant potentiellement infectieux.
Il faut appliquer de bonnes pratiques de laboratoire au cours du stockage, de la distribution et de la manipulation
de ces matériaux'".

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

Les instructions doivent [tre suivies exactement dans I'ordre dans lequel elles sont fournies dans la présente
brochure de I'équipement pour garantir I'obtention de résultats valables. |l ne faut pas échanger les composants de
I'équipement avec d’autres provenant d’autres sources, si ce n’est ceux qui portent le m_me numéro de catalogue
d’Immco Diagnostics Inc. |l faut respecter de bonnes pratiques de laboratoire pour limiter la contamination
microbienne et la contamination croisée des réactifs au moment de la manipulation. Ne pas utiliser apr( s la date
de péremption indiquée sur I'étiquette.

Matériel fourni
Anticorps anti-membrane basale glomérulaire (GBM) ImmuLisa™ ELISA 1154

Les kits contiennent des réactifs en suffisance pour procéder 196 tests.

12x8 | MICROPLATE |GBM | Microplaques avec micropuits individuels séparables enduits
d’antigi ne membrane glomérulaire.

1x1,5ml [CALIBRATOR|A|GBM|* Calibreur A (couvercle vert), prit O I'emploi. Sérum humain
contenant des anticorps de I'antigl ne GBM.

1x1,5ml [CALIBRATOR|B|[GBM]* Calibreur B (couvercle violet), prit [l 'emploi. Sérum humain
contenant des anticorps de I'antigl he GBM.

1x1,5ml [CALIBRATOR|C|GBM|* Calibreur C (couvercle bleu), prit O 'emploi. Sérum humain
contenant des anticorps de I'antigl ne GBM.

1x1,5ml [CALIBRATOR|D|[GBM]* Calibreur D (couvercle jaune)pr(t [] 'emploi. Sérum humain
contenant des anticorps de I'antigi ne GBM.

1x1,5ml | CONTROL | + |GBM|* Régulation positive prite [1I'emploi (couvercle rouge). Contient
du sérum humain positif pour les anticorps IgG anti-GBM.

1x1,5ml [CONTROL|-]* Régulation Négative prite [JI'emploi (couvercle blanc). Contient
du sérum humain.

1x12ml ||_gG_CONJ | ALKPHOS |* Conjugué phos. alc. Anti-lgG humain prCt C 'emploi. Codé en
couleur rose.

2 x 60 ml * Diluant de sérum pr('t [1I'emploi. Codé en couleur bleue.

1x12ml | SUBSTRATE |* Substrat dlenzyme pr(t [1I'emploi. Contient du pNPP. Conserver

[Jlfabri de la lumiCre.
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1x12ml | STOP Solution diarr(t prite [1'emploi.

2 x Poudre Wash Buffer (solution de lavage). Reconstituer en un litre

chacun.

* Contient <0.1% NaN,

Symboles utilisés sur les étiquettes:
Numéro de lot

Numéro de référence catalogue
A utiliser avant

Température de conservation
Lire les instructions d’utilisation

Pour usage diagnostique In vitro

E 5B ~ x [{[5]

Fabricant

W Nombre de tests

Matériel nécessaire mais non fourni

« Eau distillée ou désionisée

* Pissette en plastique pour contenir la solution de lavage diluée

* Pipettes en mesure de délivrer de 5 pl 11000 pl

* Bouchons de pipette jetables

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

e Serviettes de papier absorbant

*  Lecteur de microplaque en mesure de lire des valeurs d’absorption (1405 nm. Si un lecteur de microplaque [
double longueur d’onde est disponible, le filtre de référence doit [tre placé (1630 nm.

*  Nettoyeur automatique de microplaque en mesure de dispenser 200 pl

RCCOLTE DES SPLICIMENS ET MANIPULATION

Seuls des spécimens de sérum doivent [tre utilisés dans cette procédure. Des spécimens grossil rement
hémolysés, lipémiques ou frappés de contamination microbienne peuvent avoir une influence sur les résultats
de I'essai et ne devraient pas [tre utilisés. Entreposer les spécimens (12 - 8°C pendant un laps de temps qui ne
doit pas dépasser une semaine. Dans le cas d'un stockage plus long, les spécimens de sérum devraient [tre
congelés. Eviter des congélations et des décongélations répétées des échantillons.

PROCIDURE

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

* Conserver les spécimens de sérum et les réactifs de test [1température ambiante avant d’entreprendre la
procédure de test. Remettre immédiatement tous les spécimens inutilisés et les réactifs au réfrigérateur apri’s
usage.
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* Toutes les dilutions des échantillons des patients devraient [ tre préparées avant de commencer I'essai.

* Le recours [1une bonne technique de lavage s’avl re fondamentale. Si le lavage est réalisé manuellement, il
est fait de manil re adéquate en dirigeant un flux puissant de solution de lavage avec un flacon-laveur [ pointe
large [Itravers toute la microplaque. On conseille de recourir [1un dispositif automatique de lavage de la
microplaque.

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

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

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

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

Méthode de test

[tape 1 Laisser tous les réactifs et les spécimens atteindre la température ambiante.

[tape 2 Etiqueter la feuille de protocole pour indiquer le placement de I'échantillon dans les puits. Une bonne

pratique de laboratoire consiste a traiter les échantillons en double.

[tape 3 Pour une détermination qualitative, utiliser seulement le Calibreur Bas D prét a 'emploi (liole avec
couvercle jaune).
ou Pour un dosage semi-quantitatif, utiliser les Calibreurs A a D préts a 'emploi comme montré

dans le schéma d’échantillon figurant ci-dessous.

DETERMINATION QUALITATIVE DETERMINATION SEMI-QUANTITATIVE
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[tape 4 Préparer une dilution 1:201 des échantillons patient en mélangeant 5 pl du sérum patient avec 1.0
ml de diluant de sérum.

['tape 5 Enlever les microplaques a puits nécessaires du sachet et remettre les bandes inutilisées dans le
sachet scellé au réfrigérateur. Placer solidement les microplaques a puits dans le support fourni

comme accessoire.

[tape 6 Pipeter 100 pl des calibreurs préts a 'emploi, des régulateurs positifs et négatifs et des échantillons
patients dilués dans les puits appropriés conformément au feuillet de protocole.
Note : Inclure un puits qui contient 100 pl du diluant de sérum a titre de réactif a blanc. Mettre le

lecteur ELISA a zéro par rapport au réactif a blanc.

[tape 7 Incuber pendant 30 minutes (+ 5 min) a température ambiante.
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['tape 8 Laver 4x avec de la solution de lavage. En cas de lavage manuel, remplir chaque puits avec de la solution
de lavage reconstituée. Eliminer le fluide en renversant et en tapotant le contenu de chaque puits ou
en aspirant le liquide de chaque puits. Pour absorber a la fin du dernier lavage, renverser les bandes
et tapoter vigoureusement les puits sur les serviettes de papier absorbant. Dans le cas de dispositifs
automatiques de lavage, programmer le dispositif de lavage en suivant les instructions du fabricant.

[tape 9 Pipeter 100 pl de conjugué dans les microplaques a puits.
['tape 10  Incuber pendant 30 minutes (+ 5 min) a température ambiante.
['tape 11 Laver tous les puits comme décrit dans I'étape 8.

[tape 12  Pipeter 100 pl de substrat d’enzyme dans chaque puits dans le méme ordre et chronométrer comme
pour le conjugué.

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

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

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

Contr( le de qualité

Des calibreurs, des régulateurs positif et négatif et un réactif a blanc doivent étre utilisés a chaque essai pour vérifier
l'intégrité et 'exactitude du test. La lecture de I'absorption du réactif a blanc doit étre inférieure a 0,3. Le calibreur A
doit présenter une mesure de I'absorption qui ne doit pas étre inférieure a 1,0, sans quoi le test doit étre recommencé.
Le contréle négatif doit étre inférieur a 20 EU/mI. Si le test est effectué en double, la moyenne des deux lectures
devrait étre prise pour déterminer EU/ml Quand on procéde aux dosages qualitatifs, la densité optique du Calibreur
D doit étre supérieure a celle du régulateur négatif et inférieure a 'absorption du régulateur positif. Pour les dosages
semi-quantitatifs, le régulateur positif doit fournir des valeurs s’inscrivant dans la plage figurant sur la fiole.

RLUSULTATS
Calculs

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

1. DOSAGE QUALITATIF

Abs. de liéchantillon dlessai
X EU/ml du calibreur D = EU/ml échantillon de test

Abs. du calibreur D
2. DOSAGE SEMI-QUANTITATIF

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

O.D. @ 405/630nm

ST T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160
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Calibreur

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

Interprétation

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

Valeur anti-GBM Interprétation

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

LIMITES DE LA PROCI/DURE

Les résultats obtenus servent seulement comme aide dans le diagnostic de la néphrite médiée par anticorps
GBM et du syndrome de Goodpasture et ne devraient pas étre interprétés comme un diagnostic par eux-mémes.
Le sérum de plusieurs malades souffrant de glomérulonéphrite rapidement progressive peut étre négatif aux
anticorps anti-membrane basale glomérulaire (GBM)

VALEURS ATTENDUES

Prévalence dianticorps anti-GBM dans les différents groupes de maladie

Incidence maladie N° Négatif Positif % Positif
Patients normaux 120 120 0 0
Néphrite anti-GBM 65 1 64 98.4
Vascularité systémique 40 38 1 2.5
Lupus systémique

érythémateux 40 40 0 0
Polyarthrite rhumato'de

ou sclérodermie 40 39 1 2.5
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Test Anticorpi Anti-membrana Basale del Glomerulo (GBM) ELISA

‘
‘ INSERTO DEL PRODOTTO

©
| M M CO 1154 Test Anticorpi Anti-membrana Basale del Glomerulo (GBM) ELISA 96 Determinazioni
DIAGNOSTICS

FINALITACDUSO

Test immunoenzimatico (ELISA) per la rilevazione e la semiquantificazione di anticorpi anti-membrana basale del
glomerulo (GBM) nel siero umano. Il dato della presenza di anticorpi anti-GBM pul]essere usato in aggiunta alle
evidenze cliniche e ai risultati di altre analisi di laboratorio nella diagnosi dei disturbi renali autoimmuni come la
sindrome di Goodpasture.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE DEL TEST

La glomerulonefrite a progressione rapida (RPGN) & una sindrome clinica che si sviluppa in giorni o settimane,
caratterizzata da glomerulonefrite a semilune visibile mediante istopatologia del rene. La prognosi & scarsa se la
malattia non viene riconosciuta precocemente e se non viene istituito un trattamento appropriato. Per ottimizzare
la gestione del paziente, la RPGN pull essere classificata sulla base di a) valutazione clinica, b) studi per
immunofluorescenza e microscopia elettronica di biopsie renali e c) studi per gli anticorpi nel siero.

Avvalendosi dei criteri sopracitati, la RPGN pul]essere classificata come a) una patologia mediata da complesso
autoimmune caratterizzata dalla presenza di anticorpi anti-DNA o anti-streptococchi, b) glomerulonefrite e sindrome
di Goodpasture mediate da anticorpi anti-membrana basale del glomerulo (GBM) e c) glomerulonefrite associata
ad anticorpi anti-neutrofili citoplasmatici (ANCA). In uno studio condotto da Jayne et al', degli 889 pazienti con
sospetta RPGN, 47 (5%) presentava anticorpi anti-GBM, 246 (28%) anticorpi ANCA e 576 (65%) nessuno dei due
anticorpi, mentre il 2% aveva anticorpi ANCA e anti-GBM.

Gli anticorpi anti-GBM possono essere individuati per immunofluorescenza indiretta o con il metodo ELISA%°,
L’antigene associato con gli anticorpi anti-GBM & un dominio IV non collagenico del collagene.

PRINCIPI DELLA METODICA

Il Test anti-GBM ELISA viene eseguito in pozzetti rivestiti con antigene GBM purificato. Controlli, calibratore e
campioni di siero del paziente vengono incubati nei pozzetti rivestiti di antigene, e ci’lpermette agli anticorpi anti-
GBM presenti nel siero di legarsi all’antigene. L'anticorpo non legato e altre proteine sieriche vengono rimossi
lavando i pozzetti. Gli anticorpi legati sono incubati con coniugato anti IgG umane marcato con un enzima. I|
coniugato non legato viene rimosso mediante lavaggio. Nei pozzetti viene poi aggiunto un substrato enzimatico
specifico (PNPP) e la presenza di anticorpi viene rivelata da un cambiamento di colore prodotto dalla conversione
del substrato in un derivato colorato della reazione. La reazione viene stoppata e l'intensita del cambiamento
di colore, che & proporzionale alla concentrazione di anticorpo, viene letta da uno spettrofotometro a 405 nm. |
risultati sono espressi in unita di enzima per millilitro (EU/ml).

REAGENTI
Conservazione e preparazione
Conservare tutti i reagenti a 2-8°C. Non congelare.

Non usare il reagente se non & limpido o se & presente un precipitato. Tutti i reagenti devono essere portati a
temperatura ambiente (20-25°C) prima dell’'uso.

Se conservato a 2-8°C, il tampone di lavaggio ricostituito € stabile fino alla data di scadenza del kit. Ricostituire il
tampone a 1 litro con acqua distillata o deionizzata. Le strisce con i pozzetti sono monouso.

Precauzioni

Tutti i componenti di derivazione umana sono stati analizzati per HbsAg, HCV, HIV-1 e 2 e HTLV-I e sono risultati
negativi nei test prescritti dalla FDA. Tuttavia, i derivati del sangue umano e i campioni del paziente devono

31



IT

essere considerati potenzialmente infettivi. Attenersi alle buone prassi di laboratorio per la conservazione, la
dispensazione e lo smaltimento di questi materiali'.

ATTENZIONE [ L'azide sodica (NaN,) pulJreagire con gli scarichi idraulici in piombo e rame per formare azidi
metalliche altamente esplosive. Durante lo smaltimento dei liquidi, diluire con acqua corrente per evitare 'accumulo
di azide. L'azide sodica pullessere tossica se ingerita. In caso di ingestione riferire immediatamente l'incidente al
direttore del laboratorio o al centro antiveleni.

Per garantire la validita dei risultati &€ indispensabile seguire scrupolosamente le istruzioni contenute in questo foglio
illustrativo. Per eventuali sostituzioni di materiali del kit, usare solo materiali Immco Diagnostics Inc. aventi

lo stesso numero di catalogo. Seguire una buona prassi di laboratorio per ridurre al minimo la contaminazione
microbica e crociata di reagenti durante la manipolazione. Non utilizzare il prodotto oltre la data di scadenza
indicata sull’etichetta.

Materiali forniti
Test Anti-membrana Basale del Glomerulo (GBM) ELISA ImmuLisa™ 1154

Il kit contiene reagenti sufficienti ad eseguire 96 determinazioni ciascuno.

12x 8 | MICROPLATE |GBM | Micropiastra con micropozzetti asportabili rivestiti con antigene
GBM.
1x1,5ml [CALIBRATOR|A[GBM]* Calibratore A (tappo verde) pronto all’'uso. Siero umano contenente

anticorpi anti-GBM.

1x1,5ml |CALIBRATOR |B|GBM|* Calibratore B (tappo viola) pronto all'uso. Siero umano contenente
anticorpi anti-GBM.

1x1,5ml [CALIBRATOR|C|[GBM]* Calibratore C (tappo blu) pronto alf'uso. Siero umano contenente
anticorpi anti-GBM.

1x1,5ml |CALIBRATOR|D|GBM |* Calibratore D (tappo giallo) pronto all'uso. Siero umano contenente
anticorpi anti-GBM.

1x1,5ml [CONTROL | +[GBM|* Controllo Positivo (tappo rosso) pronto alluso. Contiene siero
umano positivo per anticorpi anti-GBM.

1x1,5ml [CONTROL]-|* Controllo Negativo (tappo bianco) pronto alluso. Contiene siero

umano.

1x12ml [IgG-CONJ | ALKPHOS |* Coniugato in Fosf. Alc. anti-lgG umane pronto allluso; di colore
rosa.

2 x 60 ml * Diluente siero pronto all’'uso; di colore blu.

1x12ml | SUBSTRATE |* Substrato Enzimatico pronto allluso. Contiene pNPP.

Proteggere dalla luce.

1x12ml [ sToP Soluzione di Stop pronta all’'uso.

2 x Tampone di Lavaggio in polvere. Da ricostituire a 1 litro

ciascuno.

* Contiene < 0,1% NaN,

Simboli usati sulle etichette:

Numero di lotto
Numero catalogo
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% Scadenza
X Temperatura di conservazione

[ﬁ Leggere le istruzioni per l'uso
Uso diagnostico in vitro

ml Produttore
W Numero di test

Materiali necessari ma non forniti

* Acqua distillata o deionizzata

* Flacone per contenere il tampone di lavaggio diluito.

* Pipette con capacita di dispensazione da 5 ul a 1000 pl

* Puntali monouso delle pipette

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

« Carta assorbente

» Lettore di micropiastre per la lettura di valori di assorbanza a 405 nm. Se & disponibile un lettore di micropiastre
a doppia lunghezza d’onda, il filtro di riferimento deve essere impostato a 630 nm.

» Lavatore automatico per micropiastre, in grado di dispensare 200 pl
RACCOLTA DEL CAMPIONE

In questa procedura devono essere usati solo campioni di siero. Campioni fortemente emolizzati, lipemici o
microbiologicamente contaminati possono interferire con le prestazioni del test e non devono quindi essere usati.
Conservare i campioni a 2-8°C per non oltre una settimana. Per la conservazione prolungata, i campioni di siero
dovrebbero essere congelati. Evitare congelamenti e scongelamenti ripetuti dei campioni.

PROCEDURA
Note sul test
* Prima di iniziare il test leggere attentamente questo foglio illustrativo.

* Portare a temperatura ambiente i campioni di siero e i reagenti prima di iniziare la procedura di analisi.
Immediatamente dopo 'uso trasferire in frigo tutti i campioni e reagenti non utilizzati.

*  Prima dell'inizio del test preparare tutte le diluizioni dei campioni del paziente.

* Una buona tecnica di lavaggio € di importanza decisiva. Se il lavaggio viene eseguito manualmente, dirigere
un forte getto di tampone di lavaggio con un flacone a punta larga su tutta la micropiastra. Si consiglia di
utilizzare un dispositivo automatico di lavaggio della micropiastra.

e Usare una pipetta multicanale in grado di riempire 8 pozzetti contemporaneamente. La procedura risulta pil|
rapida e il tempo di incubazione pilluniforme.

* Per tutte le fasi € importante controllare accuratamente i tempi. Tutti i periodi di incubazione iniziano con il
completamento dell’aggiunta di reagente.

« L'aggiunta di tutti i campioni e reagenti dovrebbe essere eseguita alla stessa velocita e nella stessa
sequenza.

» Togliere le strisce necessarie dalla busta e risigillarla accuratamente per impedire la formazione di condensa
nei pozzetti non ancora utilizzati. Trasferire immediatamente la busta in frigo.
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Metodo del test

Fase 1

Fase 2

Fase 3

Fase 4

Fase 5

Fase 6

Fase 7

Fase 8

Fase 9

Fase 10
Fase 11
Fase 12

Fase 13
Fase 14

Fase 15

Portare tutti i reagenti a temperatura ambiente.

Etichettare il foglio protocollo per indicare la posizione del campione nei pozzetti. E’ buona prassi di
laboratorio eseguire il test in duplicato.

Per una determinazione qualitativa usare solo il Low Calibrator D pronto all'uso (fiala con tappo giallo).

mentre per una determinazione semi-quantitativa usare i Calibratori da A a D pronti all’'uso come
illustrato nell’esempio di disposizione riportato sotto:

DETERMINAZIONE QUALITATIVA DETERMINAZIONE SEMI-QUANTITATIVA
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Preparare una diluizione 1:201 del campione del paziente mescolando 5 pl di campione con 1,0 ml di
Diluente del Siero.

Rimuovere i pozzetti necessari dalla busta e riporre nuovamente le strisce inutilizzate nella busta
sigillata nel frigo. Sistemare in modo sicuro i pozzetti nel supporto extra fornito di corredo.

Pipettare 100 pl di Calibratore pronto all’'uso, di Controllo Positivo e Negativo e di campioni del
paziente negli appositi pozzetti come indicato nello schema riportato sopra.

Nota: Includere un pozzetto contenente 100 pl di Diluente del Campione come bianco. Azzerare |l
lettore ELISA contro il bianco.

Incubare per 30 minuti (£ 5 min) a temperatura ambiente.

Lavare 4 volte con il tampone di lavaggio. Per il lavaggio manuale, riempire ciascun pozzetto con
il tampone di lavaggio ricostituito. Eliminare il liquido capovolgendo e sbattendo i contenuti da
ciascun pozzetto o aspirando il liquido da ciascun pozzetto. Per asciugare dopo l'ultimo lavaggio,
capovolgere le strisce e battere vigorosamente i pozzetti su carta assorbente. Per i dispositivi di
lavaggio automatico, programmare il dispositivo secondo le istruzioni del produttore.

Pipettare 100 pl di Coniugato nei pozzetti.
Incubare per 30 minuti (£ 5 min) a temperatura ambiente.
Lavare tutti i pozzetti come prescritto al punto 8.

Pipettare 100 pl di Substrato Enzimatico in ciascun pozzetto nello stesso ordine e con gli stessi tempi
usati per il Coniugato.

Incubare per 30 minuti (£ 5 min) a temperatura ambiente.

Pipettare 100 pl di Soluzione di stop in ciascun pozzetto nello stesso ordine e con gli stessi tempi
usati per I'aggiunta del substrato enzimatico. Leggere I'assorbanza entro 1 ora dall’aggiunta della
Soluzione di stop.

Leggere I'assorbanza di ciascun pozzetto a 405 nm usando un lettore di micropiastre con lunghezza
d’onda singola o doppia (405/630nm) contro il bianco impostato su assorbanza 0.
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Controllo di Qualit[]

In ciascun test devono essere utilizzati calibratori, controllo positivo, controllo negativo e un bianco allo scopo di
verificare l'integrita e 'accuratezza del test. La lettura dell’assorbanza del bianco deve essere <0,3. Il calibratore
A dovrebbe avere una lettura dell’assorbanza non inferiore a 1, altrimenti € necessario ripetere il test. Il controllo
negativo deve essere inferiore <20 EU/ml. Se il test viene eseguito in duplicato, per determinare le EU/ml si deve
prendere la media delle due letture. Se si eseguono le determinazioni qualitative, la densita ottica del calibratore
D deve essere maggiore di quella del controllo negativo e minore dell’assorbanza del controllo positivo. Nelle
determinazioni semiquantitative il controllo positivo deve dare valori che rientrano nellintervallo indicato sul
flacone.

RISULTATI
Calcoli

Le concentrazioni dei campioni del paziente possono essere determinate con uno dei due metodi seguenti:

1. DETERMINAZIONE QUALITATIVA:

Assorbanza del campione del test

X EU/mI del Calibratore D = EU/ml del Campione
Assorbanza del calibratore D

2. DETERMINAZIONE SEMIQUANTITATIVA

Tracciare I'assorbanza dei calibratori da A a D contro la loro rispettiva concentrazione su una carta millimetrata
lineare-lineare. Tracciare la concentrazione in EU/ml sul’asse X contro 'assorbanza sull'asse Y e disegnare la
curva. Determinare le concentrazioni dei campioni del paziente dalla curva contro il suo corrispondente valore di
assorbanza.

O.D. @ 405/630nm
T

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

Calibratore

| calibratori pronti per 'uso servono per la semiquantificazione e devono essere usati in ciascuna serie di analisi. |
campioni di pazienti contenenti livelli di anticorpo pillalti possono dare valori di assorbanza maggiori di quelli del
calibratore A. Per determinare valori semiquantitativi accurati, tali campioni di siero devono essere ulteriormente
diluiti, in modo da farli rientrare nell’intervallo della curva del calibratore quando testati nuovamente. Per determinare
le EU/mI moltiplicare le unita ottenute per il fattore di diluizione.

Interpretazione

Quanto segue serve solo da guida nell'interpretazione dei risultati. Ciascun laboratorio deve stabilire i propri valori
normali che possono variare in base alla popolazione esaminata.

Valore anti-GBM Interpretazione

<20 EU/ml Negativo
20-25 EU/mlI Indeterminato (Borderline)
>25 EU/ml Positivo
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LIMITAZIONI DEL TEST

| risultati ottenuti rappresentano unicamente un elemento di supporto alla diagnosi della nefrite mediata da anticorpi
anti-GBM e della sindrome di Goodpasture, considerati singolarmente non hanno valenza diagnostica. | sieri di
alcuni pazienti con RPGN possono risultare negativi agli anticorpi anti-GBM.

VALORI ATTESI

Prevalenza di anticorpi anti-GBM in diversi gruppi patologici

Patologia N. Negativo Positivo % Positivo
Normali 120 120 0 0
Nefrite 65 1 64 98,4
Anti-GBM
Vasculite sistemica 40 38 1 2,5
Lupus eritematoso

Sistemico 40 40 0 0
Artrite reumatoide

o Sclerodermia 40 39 1 2,5
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ELISA para Anticorpos Anti-Membrana Basal Glomerular (GBM)

‘ g  FOLHETO DO PRODUTO

| M M C O© 1154 ELISA para Anticorpos Anti-Membrana Basal Glomerular (GBM) 96 Determinall es

DIAGNOSTICS

APLICA[I]O

E um teste de imunoabsorco enzimatica (ELISA) para a detecglo e semiquantificagio de anticorpos anti-
membrana basal glomerular (GBM) em soro humano. A presenca de anticorpos GBM pode ser usada como
auxiliar em exames clinicos ou laboratoriais para o diagnéstico de doengas renais auto-imunes, tais como a
Sindroma de Goodpasture.

RESUMO E EXPLICA[[1O0

A Glomerulonelrite progressiva rapida (RPGN) € uma sindroma clinica que se desenvolve em dias ou semanas
e que € caracterizada por uma Glomerulonefrite crescente na histopatologia do rim. O prognéstico € mau se nl o
for reconhecida precocemente e se nl o tiver sido iniciado um tratamento apropriado. Para optimizar o tratamento
do doente, a RPGN pode ser classificada com base em a) exame clinico, b) imunofluorescéncia directa e exames
ao microscopio electronico de uma biopsia renal e ¢) exames de anticorpos no soro.

Usando os critérios acima mencionados, a RPGN podera ser classificada como a) doenga mediada por complexos
imunes caracterizada pela presenca de anticorpos anti-ADN ou anticorpos anti-estreptococos, b) glomerulonefrite
mediada por anticorpos anti-membrana basal glomerular (GBM) e Sindroma de Goodpasture e c) glomerulonefrite
associada a anticorpos anti-citoplasma de neutréfilos (ANCA). Num estudo de Jaime et al’, de 889 doentes
suspeitos de RPGN, 47 (5%) tinham anticorpos anti-GBM, 246 (28%) tinham ANCA e 576 (65%) nlo tinham
nenhuns anticorpos. Dois por cento tinham ambos os anticorpos ANCA e anti-GBM.

Os anticorpos Anti-GBM podem ser detectados por imunofluorescéncia indirecta ou por ELISA%', O antigénio
associado com os anticorpos anti-GBM é um dominio nl o-colagénico de colagénio IV.

PRINCPIOS DO M['TODO

O teste ELISA é efectuado em micropogos revestidas com antigénio GBM purificado. Os Controlos, os calibradores
e as amostras de soro do doente sl o incubados nos micropogos permitindo que os anticorpos anti-GBM presentes
no soro se liguem ao antigénio. Os anticorpos que nl o se ligam e as outras proteinas do soro s/ 0 eliminadas
lavando os micropogos. Os anticorpos que se ligam sl o incubados com um conjugado de IgG anti-humana
marcado com enzima. O conjugado que n! o tiver aderido € eliminado lavando os micropogos. Depois junta-se um
substrato enzimatico especifico (PNPP) aos micropogos e a presenca de anticorpos € detectada por uma mudanca
de cor provocada pela convers[ o do substrato num produto de reacg¢l o, colorido. A reacgl b € interrompida e
muda a intensidade da cor, a qual sera proporcional a concentragl o de anticorpos, lida por um espectrofotdmetro
a 405 nm. Os resultados sl o indicados em Unidades de Enzima por mililitros (UE/ml).

REAGENTES
Conservall o e Preparal |l o
Conserve todos os reagentes entre 2 e 8 °C. Nl o congele.

N[0 use o reagente se nl[ 0 estiver limpido ou se apresentar um precipitado. Os reagentes devem ser estar todos
a temperatura ambiente (20 a 25 °C) antes do uso.

Quando conservados entre 2 e 8 °°C, o tamplo de lavagem reconstituido permanecera estavel até a data de
validade do kit. Reconstitua o tamplo de lavagem em 1 litro de agua destilada ou desionizada. As tiras de
micropogos revestidos s6 devem ser usadas uma vez.

Precaulles

Todos os componentes de origem humana usados foram testados contra HBsAg, VHC, VIH-1 e 2 e HTLV-l e deram
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resultado negativo nos testes recomendados pela FDA. Contudo, os derivados de sangue humano e as amostras
dos doentes devem ser considerados como potencialmente infecciosos. Respeite as normas laboratoriais de
conservago, distribuigcio e eliminago desses materiais'.

CUIDADO - A azida de sodio (NaN,) pode reagir com as canalizages de chumbo e de cobre formando azidas
metalicas altamente explosivas. Para a eliminagl o dos liquidos, lave com grandes quantidades de agua para
evitar a formag/ o de azidas. A azida de sédio pode ser tdxica se for ingerido. Em caso de ingestl b, informe
imediatamente o director do laboratério ou um Centro Anti-Venenos.

As instrugies devem ser respeitadas exactamente como estl o indicadas no folheto do kit para assegurar a
obtengl o de resultados validos. N[ o trocar os componentes do kit por outros de origens diferentes do mesmo
nmero de catalogo da Immco Diagnostics Inc. Respeite as normas laboratoriais em vigor para reduzir a
possibilidade de contaminag o microbiana ou cruzada dos reagentes durante o manuseamento. N[0 usar apés a
data de validade indicada no rotulo.

Materiais fornecidos
ELISA para Anticorpos Anti-Membrana Basal Glomerular (GBM) ImmuLisa™ 1154

Cada kit contém reagentes suficientes para executar 96 determinag( es.

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

1x1,5ml |CALIBRATOR|A|[GBM|* Calibrador A pronto a usar (tampa verde). Soro humano contendo
anticorpos anti-GBM.

1x1,5ml |CALIBRATOR |B|GBM |* Calibrador B pronto a usar (tampa violeta). Soro humano
contendo anticorpos anti-GBM.

1x1,5ml [CALIBRATOR|C|GBM |* Calibrador C pronto a usar (tampa azul). Soro humano contendo
anticorpos anti-GBM.

1x1,5ml |[CALIBRATOR |D|GBM |* Calibrador D pronto a usar (tampa amarela). Soro humano
contendo anticorpos anti-GBM.

1x1,5ml |[CONTROL | +|[GBM |* Controlo positivo pronto a usar (fampa vermelha). Contém soro
humano positivo para anticorpos anti-GBM.

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

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

2 x 60 mli * Diluente de soro pronto a usar. Cor azul.

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

1x12 ml STOP Solulllo de paragem pronta a usar.

2 x Tampl o de lavagem em pé. Reconstituir cada unidade em um
litro.

* Contém <0,1% NaN,
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Simbolos utilizados nos rétulos:
NCmero de lote

N[ mero de catalogo

Prazo de validade

Temperatura de armazenamento
Ler as instrugles de utilizagl o
Utilizag o em diagndstico in vitro

Fabricante

xd MEEE S

NCmero de testes

Materiais necessarios mas ni o fornecidos

«  Agua desionizada ou destilada

* Frasco de esguicho para o tamp( o de lavagem diluido

* Pipetas com capacidade de 5 a 1000 pl

Pontas de pipetas descartaveis

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

* Toalhetes de papel absorvente

* Leitor de microplacas capaz de ler valores de absorvancia a 405 nm. Se estiver a disposi¢/ b um leitor de
microplacas de dois comprimentos de onda, o filtro de referéncia deve ser regulado em 630 nm.

* Lavador automatico de microplacas capaz de distribuir 200 pl

COLHEITA E MANUSEAMENTO DA AMOSTRA

S6 devem ser usadas amostras de soro neste método. As amostras muito hemolisadas, lipémicas ou com
contaminag/ o microbiana podem interferir com o desempenho do teste e portanto nl'o dever[ b ser utilizadas.
Conserve as amostras entre 2 e 8 C por n_o mais de uma semana. Para uma conservag o mais prolongada, as
amostras de soro devem ser congeladas. Evite congelar e descongelar as amostras repetidamente.

MODO DE PROCEDER

Notas sobre o modo de proceder

* Antes de iniciar o teste leia atentamente o folheto do produto.

« Deixe que as amostras de soro e os reagentes de teste alcancem a temperatura ambiente antes de iniciar o
teste. Guarde imediatamente no frigorifico as amostras e os reagentes nl o usados.

» Todas as dilui¢les das amostras dos doentes devem ser preparadas antes de iniciar o teste.

« E fundamental uma boa técnica de lavagem. Se a lavagem for efectuada manualmente, a melhor forma de
efectuar essa lavagem é a de deitar um forte fluxo de tamp o de lavagem com um frasco de lavagem de boca
larga ao longo de toda a microplaca. Aconselha-se o uso de um lavador automatico de microplacas.

¢ Use uma pipeta multicanal capaz de distribuir em 8 pogos simultaneamente. Isso torna o processo mais
rapido e assegura um tempo de incubag 0 mais uniforme.

* Em todos os passos € importante um controlo do tempo. O inicio de todos os periodos de incubag/ o da-se
quando se adiciona o reagente.
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* O adicionamento de todas as amostras e reagentes deve ser efectuado com o mesmo intervalo e na mesma
sequéncia.

* Retire as tiras de micropogos necessarias do pacote e depois feche-as bem para evitar a condensagl 0 nos
pogos nl o usados. Guarde o pacote imediatamente no frigorifico.

Método do teste

Passo 1

Passo 2

Passo 3

Passo 4

Passo 5

Passo 6

Passo 7

Passo 8

Passo 9
Passo 10
Passo 11

Passo 12

Deixe que todos os reagentes e as amostras dos doentes alcancem a temperatura ambiente.

Preencha a folha de protocolo para indicar a disposi¢_ o das amostras nos pogos. E laboratorialmente
aconselhavel processar as amostras em duplicado.

Para uma determinal | o qualitativa, use exclusivamente o Calibrador D Baixo, pronto a usar (frasco
com a tampa amarela).

ou Para uma determinal [ o semiquantitativa, use os Calibradores A a D, prontos a usar, como
descrito no esquema das amostras abaixo.

A s A e (2
B (=9 B [t C
CleIGnOC Cle 6
D@L D (E&OC
E G0E(C E (©&OC
F (G280 )C F ©60OC
G|EENOC G|@ eI
H (c9812()C H (0 (OC

1 2 3 4 1T 2 3 4
Prepare uma diluigi o a 1:201 das amostras do doente misturando 5 pl de soro do doente com 1,0
ml de Diluente do Soro.

Retire os micropogos necessarios do pacote e guarde as tiras nl o utilizadas no pacote fechado
dentro do frigorifico. Coloque correctamente as micropogos no suporte extra fornecido.

Deite com uma pipeta 100 pl de Calibradores, prontos a usar, Controlos Positivo e Negativo e
amostras dos doentes diluidas nas respectivas micropogos como indicado na folha de protocolo.
Nota: Inclua um pogo que contenha 100 pl de Diluente de Soro como branco de reagente. Determine
o zero do leitor ELISA em relag o ao branco de reagente.

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

Lave 4x com tampl[ b de lavagem. Em caso de lavagem manual, encha cada micropog¢o com tampl o
de lavagem reconstituido. Elimine o fluido invertendo e sacudindo o conteldo de cada pogo ou
aspirando o liquido de cada pocgo. Para enxugar apds a [Itima lavagem, inverta as tiras e sacuda
vigorosamente em toalhetes de papel absorvente. Em caso de lavadores automaticos, programe o
lavador de acordo com as instrugl es do fabricante.

Deite com uma pipeta 100 pl de Conjugado nos micropogos.
Incube 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.
Lave todos os micropogos como indicado no Passo 8.

Deite com uma pipeta 100 pl de Substrato Enzimatico em cada micropogo, na mesma ordem e
tempos usados para o Conjugado.
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Passo 13 Incube 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.

Passo 14 Deite com uma pipeta 100 pl de Soluglo de Paragem em cada micropogo, na mesma ordem e
tempos usados para a jung o do Substrato Enzimatico. Leia os valores da absorvancia no prazo de
1 hora ap0s ter juntado a Solugl o de Bloqueio.

Passo 15 Leia a absorvancia de cada micropoco a 405 nm usando um leitor de microplacas de comprimento de
onda simples ou duplo a 405/630 nm em relag 0 ao branco de reagente definido em absorvancia zero.

Controlo de Qualidade

Os Calibradores, os Controlos Positivo e Negativo e o branco de reagente devem ser executados em cada teste
para verificar a integridade e a precisl 0 desse teste. A leitura da absorvancia do branco de reagente deve ser
< 0,3. O Calibrador A deve ter uma leitura de absorvancia nlo inferior a 1,0, caso contrario deve-se repetir o
teste. O controlo negativo deve ser < 20 UE/ml. Se o teste for efectuado em duplicado, deve-se calcular a média
das duas leituras para determinar as UE/ml. Quando se efectuam as determinagles qualitativas, a densidade
optica do Calibrador D deve ser superior a do controlo negativo e inferior a absorvancia do controlo positivo. Nas
determinac! es semiquantitativas, o controlo positivo deve dar valores dentro do intervalo indicado no frasco.

RESULTADOS
Calculos
As concentrag es das amostras dos doentes podem ser determinadas por ambos os métodos:

1. DETERMINA [ 1O QUALITATIVA

Abs. da Amostra de Teste
X UE/ml do Calibrador D = UE/ml da Amostra de Teste

Abs. do Calibrador D
2. DETERMINA 10 SEMIQUANTITATIVA

Registe as absorvancias do Calibrador A ao D em relagl 0 as respectivas concentragi es num papel milimétrico
linear. Registe a concentrag o em UE/ml na coordenada X em relagl 0 a absorvancia na coordenada Y e trace a
curva mais légica. Determine as concentragl es das amostras dos doentes pela curva em relagl o ao seu valor de
absorvancia correspondente.

O.D. @ 405/630nm
T

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

Calibrador

Os Calibradores prontos a usar sl 0 incluidos para determinar a semiquantificag o e devem ser usados em
cada teste. As amostras dos doentes que contém niveis de anticorpos mais elevados podem dar valores de
absorvancia mais elevados do que os do Calibrador A. Para determinar valores semiquantitativos com precis!( o,
essas amostras de soro devem ser mais diluidas de modo que entrem dentro do intervalo da curva do calibrador
quando sl 0 novamente testadas. Para determinar as UE/mI, multiplique as unidades obtidas pelo factor de
dilui¢lo.

Interpretal [ o

O seguinte serve apenas como guia para a interpreta¢/ 0 dos resultados de laboratério. Cada laboratério deve
determinar os seus préprios valores normais. Estes poder( o variar em fungl o da popula¢lo examinada.
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Valor anti-GBM Interpretal | o

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

LIMITACI'ES DO M'TODO

Os resultados obtidos servem apenas como auxilio para o diagnéstico de nefrite média com anticorpos GBM
e Sindroma de Goodpasture e nl o dever[ 0 ser interpretados como diagnéstico definitivo. Os soros de muitos
doentes com RPGN poder! o ser negativos a anticorpos anti-GBM.

VALORES PREVISTOS

Prevaléncia de Anticorpos anti-GBM em diferentes grupos de doengas

Doenla N. Negativo Positivo % Positivos
Normais 120 120 0 0
Nefrite Anti-GBM 65 1 64 98,4
Vasculite Sistémica 40 38 1 2,5
L[ pus Eritematoso

Sistémico 40 40 0 0
Artrite Reumatéide

ou Esclerodermia 40 39 1 2,5
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