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TESTE DE TRIAGEM RELISA(? COM POCO UNICO DE ENA PARA
ANTICORPOS CONTRA ANTIGENOS NUCLEARES EXTRAIVEIS

Para uso em diagnéstico in vitro
Para uso profissional
Numeros de Catalogo: 7096-10 (96 pocos) e 7696-10 (576 pocgos)

USO PRETENDIDO: Este ¢ um sistema de imunoensaio enzimatico (EIA) para detecgéo de anticorpos para 0s
antigenos nucleares extraiveis Sm (Smith), RNP, SSA/Ro, SSB/La, Scl-70 e Jo-1 em soro humano. Os resultados
desse ensaio podem ser usados como auxiliares no diagnéstico de doengas autoimunes.

REsSUMO E EXPLICACAO DO TESTE

Os anticorpos para antigenos nucleares extraiveis (ENA) foram associados a varias sindromes autoimunes e parecem
ter significancia diagndstica e/ou prognéstica em esclerose sistémica (1, 2), doenga mista do tecido conectivo (3-5),
sindrome de Sjoégren (6, 7), polimiosite (8), dermatomiosite (9), lupus eritematoso sistémico (5) e artrite reumatoide (10).
O teste de anticorpo antinuclear (ANA) foi usado como triagem para esses anticorpos, mas o ANA néo indica a
especificidade do anticorpo, e os anticorpos para alguns ENA nao produzem teste ANA positivo (11, 12). Assim, os
testes confirmatdérios secundarios para anticorpos para ENA sao altamente recomendados (13).

O antigeno Sm (Smith) foi identificado em 1966, por Tan e Kunkel, como uma glicoproteina nao-histona soluvel em
solugao salina, que nédo é dependente de DNA ou RNA para sua antigenicidade (14). Os anticorpos para o antigeno Sm
sao considerados um marcador sorolégico especifico, devido ao alto grau de especificidade para o lupus eritematoso
sistémico (LES). Esses anticorpos encontrados em até 30% dos pacientes com LES e foram associados a doenca renal
ativa e cerebrite (15-17).

Os anticorpos para o antigeno Sm s&o encontrados com frequéncia em conjunto com anticorpos para U1-RNP no soro
de pacientes com LES (18, 19). Ao contrario dos anticorpos para o antigeno Sm, os anticorpos para RNP nao sao
considerados um marcador sorolégico especifico, porque sdo encontrados em pacientes com diversas doengas
reumaticas, inclusive LES, esclerodermia, sindrome de Sjogren e artrite reumatoide. Contudo, os altos niveis de
anticorpo anti-RNP sédo grandemente associados a uma sindrome de sobreposi¢ao chamada doenga mista do tecido
conectivo (DMTC). Os pacientes com DMTC sao caracterizados por uma combinagao de atributos clinicos encontrados
em LES, esclerodermia e polimiosite. Esses pacientes apresentam, com frequéncia, boa resposta ao tratamento com
corticosteroides e tém incidéncia menor de doenga renal em comparagéo com os pacientes com LES (20, 21).

SSA e SSB foram descritos originalmente como antigenos nucleares da proteina-RNA em pacientes com sindrome de
Sjogren (6, 7). Ro e La foram descritos como antigenos citoplasmaticos da proteina-RNA em pacientes com LES (22,
23). Agora, € amplamente aceito que SSA e Ro sédo analogos, SSB e La sdo analogos, e esses antigenos sao
encontrados no nucleo e no citoplasma. Os anticorpos para SSA/Ro sozinhos ou para SSA/Ro e SSB/La sao
encontrados em até 62% dos pacientes com lupus cutdneo subagudo (24) e em 85% dos pacientes com sindrome de
Sjogren que desenvolvem vasculite (25). Os anticorpos para SSA/Ro sozinho ocorrem em pacientes que tém
deficiéncia homozigoética da fragao C2 do complemento (26), em pacientes com cirrose biliar primaria que desenvolvem
sindrome de Sjégren (27), e em até dois tergos de pacientes com “LES negativo para ANA” (28).

O auto-antigénio SSA/Ro € um complexo composto pelas proteinas Ro60 e Ro52 e com pequenas

ribonucleoproteinas.
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Este complexo é por vezes denominado “complexo SSA/Ro hY-RNA”, e também inclue a proteina SSB/La. A proteina
Ro-60 esta fortemente associada com o complexo SSA/Ro hY-RNA, mas a proteina Ro-52 esta fracamente associada
com este complexo (29).

O antigeno Scl-70 foi identificado como uma enzima celular, a DNA topoisomerase | (30). Os anticorpos para Scl-70
foram relatados em até 56% dos pacientes com esclerose sistémica progressiva, em especial o subgrupo de pacientes
com esclerodermia difusa (31). Esses autoanticorpos sdo considerados marcadores de ESP, porque eles ndo sao
vistos em outras doencgas de tecido conectivo.

Os anticorpos para Jo-1, que € a enzima celular histidil tRNA sintetase, s&do encontrados em 25% a 30% dos pacientes
com polimiosite ou dermatomiosite, mas nao em outras miopatias (11, 32). Também se demonstrou que os anticorpos
anti Jo-1 tém alta associagdo com doenga pulmonar intersticial vista em conjunto com miosite (32).

PRINCiPIO DO TESTE

Este teste € um EIA indireto qualitativo. Uma mistura de antigenos nucleares extraiveis estabilizados e purificados por
afinidade foi usada para revestir a superficie dos micropogos, visando servir como substrato antigénico nesse sistema.
As amostras diluidas do pacientes sdo colocadas nos micropogos e incubadas, permitindo que os anticorpos
especificos da amostra reajam com o antigeno na fase sdlida. Depois da lavagem para remover os anticorpos nao-
ligados e outras proteinas do soro, os pogos sao incubados com anticorpos anti-humanos de cabra marcados com
horseradish peroxidase. A preparagao de anticorpo conjugado a horseradish peroxidase que é incluida no sistema de
teste é especifica para IgG humana de cadeias pesada e leve.

Depois da incubagdo com o conjugado HRP, forma-se um complexo estavel de trés partes se os resultados forem
positivos. Este complexo consiste no anticorpo anti-humano conjugado com HRP ligado ao anticorpo anti-ENA humano,
que é ligado ao antigeno estabilizado na superficie de plastico.

Apods outra etapa de lavagem, esse complexo € detectado adicionando-se uma solugao de tetrametilbenzidina (TMB) e
H,0, como substrato cromogénico. O grau de desenvolvimento de cor em cada pogo € proporcional a concentragéo de
anticorpos anti-ENA em cada amostra de soro. Cada micropogo € lido em um espectrofotdmetro em 450 nm.

COMPONENTES DO SISTEMA - MATERIAIS FORNECIDOS

Armazenamento: Todos os componentes podem ser armazenados em refrigeragdo de 2°C a 10°C. Nao congelar.

Estabilidade: Todos os componentes continuam estaveis por pelo menos 12 meses a partir da data de fabricagdo. Nao
utilize qualquer componente depois de sua data de validade.

REAGENTES REATIVOS

Tiras de micropogos revestidos com antigeno nuclear extraivel : Ndmero de Catalogo 7008-10. Um
suporte de micropogos com 12 tiras de 8 pocgos revestidos de uma mistura de sete antigenos nucleares extraiveis
estabilizados e purificados por afinidade (Sm, RNP, SSA/R060, Ro52, SSB/La, Scl-70 e Jo-1). Essas tiras sdo
codificadas na cor marrom. Se forem necessarios menos de oito pogos para o teste, os pogos podem ser destacados.
As tiras nao utilizadas podem ser recolocadas na bolsa de papel aluminio com a bolsa de agente dessecante, vedada
com o fecho tipo ziper e refrigeradas por até 45 dias.

Diluente da amostra [SOLN|DIL}: Numero de Catalogo 7100 (100 ml). Diluente tamponado de amostra patenteado
para diluir amostras de pacientes.

Reagente para anticorpo enzimatico - IgG humana especifica para cadeia pesada e leve |CONJ|HRP]: Numero de
Catalogo 7009-10 (14 ml). IgG anti-humana (coragao e pulméao) conjugada a horseradish peroxidase (HRP). O reagente
vem pronto para usar.

Solugao de substrato [SOLN|SUB /\: C - Numero de Catalogo 7035 (14 ml). Solugao de substrato enzimatico

especifico para HRP, contendo 3,3’,5,5-tetrametilbenzidina (TMB) estabilizada e perdxido de hidrogénio (H,0,). O
reagente vem pronto para usar. PERIGO: Inflamavel. Este reagente contém menos de 25% de metanol e acetona.
Mantenha fora do alcance de criangas. Em caso de contato com os olhos, lavar imediatamente e abundantemente com
agua e consultar um médico.



Reagente de parada [SOLN|STOP ‘% C : Numero de Catalogo 7033 (14 ml). Reagente de parada patenteado

para sistemas de testes EIA da Immuno Concepts. O reagente vem pronto para usar. PERIGO: Corrosivo. Esse
reagente contém acido cloridrico e acido sulfurico e devem ser manuseados com cuidado. Manter fora do alcance das
criangas. Em caso de contato com os olhos, enxague imediata e completamente com agua e consulte um médico.
Nunca adicione agua a esse reagente.

Soro calibrador para ENA : Numero de Catalogo 7026-10 (2 ml). Soro humano que contém anticorpos para um

ou mais dos antigenos nucleares extraiveis Sm, RNP, SSA/Ro, SSB/La, Scl-70 e/ou Jo-1. O valor do ensaio para este
soro esta declarado na etiqueta do frasco. Este soro esta na diluigdo de trabalho e é pronto para usar.

Controle positivo para ENA [CONTROL] +|: Numero de Catalogo 7021-10 (2 ml). Soro humano de controle positivo
que contém anticorpos para um ou mais dos antigenos nucleares extraiveis Sm, RNP, SSA/Ro, SSB/La, Scl-70 e/ou
Jo-1. Este soro esta na diluicao de trabalho e é pronto para usar.

Soro de controle negativo para ENA [CONTROL| - |: Numero de Catalogo 7031 (2 ml). Soro de controle humano
negativo que nao contém anticorpos para os antigenos Sm, RNP, SSA/Ro, SSB/La, Scl-70 ou Jo-1. Este soro esta na
diluicao de trabalho e é pronto para usar.

Controle positivo nao-diluido opcional para ENA : Numero de Catalogo 7022-10 (0,25 ml). Soro humano de
controle positivo que contém anticorpos para um ou mais dos antigenos nucleares extraiveis Sm, RNP, SSA/Ro,
SSB/La, Scl-70 e/ou Jo-1. Tratar este controle positivo como soro n&o diluido.

COMPONENTES NAO-REATIVOS
Suporte para tiras de micropogos

Solugao tampao de lavagem:

Tampao PBS : Numero de Catalogo 1011. Solugao salina tamponada com fosfato em p6 (0,01 M, pH 7,4
1 0,2). Cada bolsa contém p6 de tampao suficiente para fazer 1 litro. (Para cada placa de 96 micropogos sao fornecidas
duas bolsas de tampao em pd no kit completo do teste).

Concentrado de solugdo tampao de lavagem |[SOLN|WASH|: Niumero de Catalogo 1031 (10 ml). Solugdo Tween 20
a 5% para ser usada como tampao de lavagem. (Para cada placa de 96 micropogos s&o fornecidos dois frascos de
tampéao concentrado no kit completo do teste).

Preparacgao: Dissolver uma bolsa de tampao em pé em um litro de agua desionizada ou destilada. Adicionar todo o
conteudo de um frasco de Concentrado de solugédo tampao de lavagem ao PBS dissolvido. Misturar bem e
armazenar entre 2°C e 25°C por até quatro semanas ou até que ocorram sinais de contaminacgao ou outras
alteragdes visiveis. A solugdo tampao de lavagem deve estar em temperatura ambiente (18°C a 25°C) antes do
uso.

MATERIAIS ADICIONAIS NECESSARIOS - POREM NAO
FORNECIDOS

Pipetadores de precisao volumétrica para dispensar volumes de 25-1000 ul

Almotolia para dispensar solugao tampao de lavagem nos micropogos ou sistema de lavagem automatica dos
Micropogos

Recipiente de um litro para solugao tampao PBS de lavagem

Agua desionizada e destilada

Espectrofotdmetro de leitura de placa capaz de ler absorbancia em 450 nm

Tubos de ensaio para preparar diluigbes de soro

Papel absorvente ou papel-toalha

Pipetadores multicanais capazes de dispensar em 8 pogos

Luvas descartaveis

Temporizador de laboratério



PRECAUCOES

1. Todos os materiais de origem humana usados neste produto foram testados e foram negativos (nao-reativos
repetidamente) para anticorpos para o virus da imunodeficiéncia humana-1 (HIV-1), virus da imunodeficiéncia
humana-2 (HIV-2), virus da hepatite C (HCV) e para o antigeno de superficie da hepatite B (HBsAg), segundo
meétodos aprovados pela FDA. Contudo, nenhum método de teste pode oferecer garantia total de que HIV-1, HIV-2,
hepatite C, hepatite B ou outros agentes infecciosos estejam ausentes. Assim, todos os materiais do kit devem ser
manuseados da mesma maneira que materiais com potencial infeccioso.

2. Todos os soros de controle, soros calibradores e as amostras de pacientes devem ser manuseadas no nivel de
Biosseguranga 2, conforme as recomendagdes para amostras de soro ou sangue humano com potencial infeccioso
constantes no Manual dos Centers for Disease Control/National Institutes of Health: Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories, 1999 Edition.

3. A azida sddica (0,09%) é usada como conservante nos soros de controle e calibrador. A azida sddica pode reagir
com instalagdes hidraulicas de chumbo ou cobre e formar sais de azida metalica explosivos. Aos descartar os
reagentes, enxaguar com grandes volumes de agua corrente para evitar possiveis residuos no encanamento. A
azida sddica € um veneno e pode ser toxica quando ingerida.

4. A diluicao dos componentes ou a substituicdo dos componentes além dos fornecidos com o sistema podem gerar
resultados inconsistentes.

5. N&o aquecer as amostras de soro inativado que serdo usadas para for RELISA® de triagem para ENA. Aquecer
substancias inativadas pode causar valores elevados.

6. Este kit destina-se ao uso para diagnéstico in vitro.

7. Nunca pipetar com a boca e evitar o contato dos reagentes e amostras com a pele e a mucosa. Se ocorrer contato,
lavar com sab&o germicida e quantidade abundante de agua.

8. Nao fumar, comer ou beber nas areas em que as amostras ou reagentes do kit sdo manuseados.

9. Evitar respingos ou geragao de aerossois todas as vezes.

10. Os tempos e temperaturas de incubagao além dos especificados podem gerar resultados erréneos.

11. A contaminagao cruzada de reagentes ou amostras pode gerar resultados falsos. As amostras devem ficar
confinadas aos micropogos durante o teste.

12. A vidraria reutilizavel deve ser lavada e totalmente enxaguada, de modo a remover todo o detergente antes do uso.
Toda a vidraria deve ser limpa e seca antes do uso.

13. Deixar todos os reagentes, micropogos e amostras chegarem a temperatura ambiente (18°C a 25°C) antes de usar.

14. Usar luvas descartaveis ao manusear amostras e reagentes, e lavar completamente as méaos depois.

15. A contaminagao microbiana de reagentes ou amostras pode gerar resultados falsos.

16. O reagente de parada é corrosivo e pode causar queimaduras. Esse reagente contém acido cloridrico e acido
sulfurico e devem ser manuseados com cuidado. Manter fora do alcance das criangas. Em caso de contato com os
olhos, enxague imediata e completamente com agua e consulte um médico. Nunca adicione agua a esse reagente.

COLETA DE AMOSTRA

Coleta: O soro é a amostra preferida. Cerca de 5 ml de sangue total devem ser coletados de modo asséptico, por
pungéo venosa com tubo de coleta estéril e a vacuo ou com outro sistema de coleta adequado. Deixar o sangue
coagular em temperatura ambiente (18°C a 25°C). O soro deve ser separado do coagulo por centrifugagao, assim que
possivel para minimizar a hemdlise.

CUIDADO: Nao aquecer as amostras de soro inativado que serdo usadas para for RELISA® de triagem para ENA.
Aquecer substéncias inativadas pode causar valores elevados.

Substéancias interferentes: O soro que apresenta alto grau de hemdlise, bile, lipemia ou crescimento microbiano nao
deve ser usado porque essas condigdes podem ocasionar resultados aberrantes. As amostras que contém matéria
particulada visivel devem ser clareadas por centrifugagcao antes dos testes.

Armazenamento: O soro pode ser armazenado de 2°C a 10°C por até uma semana. Se os testes demorarem mais
que isso, o soro deve ser armazenado congelado a —20°C ou menos. O soro nao deve ser armazenado em refrigerador
ou freezer com autodescongelamento.

CUIDADO: O congelamento e descongelamento repetitivo das amostras dos pacientes podem gerar resultados falso-
positivos ou falso-negativos.



NoTAsSs GERAIS SOBRE O PROCEDIMENTO

E extremamente importante deixar todos os componentes do kit e as amostras de soro em temperatura ambiente
(18°C a 25°C) antes de usar. Um litro inteiro de tampao de lavagem pode demorar varias horas para aquecer até
20°C depois de ser removido do refrigerador. As temperaturas de incubagéo acima ou abaixo da faixa determinada
podem causar resultados imprecisos. Recolocar as amostras e reagentes ndo usados no armazenamento
refrigerado.

Misturar bem os reagentes antes de usar, invertendo os frascos suavemente. Nao usar vortex nem agitar os
reagentes. Evitar produgéo de espuma.

Ao preparar diluigdes de amostra, as pontas da pipeta devem ser limpas primeiro, para dispensar o soro no diluente
da amostra. O excesso de amostra que adere ao lado externo da ponta da pipeta afeta os resultados.

O uso de pipetador multicanais é recomendado porque proporciona dispensagao do reagente, tempos de
incubagao e tempos de reagdo mais uniformes.

A lavagem apropriada dos pocos é de extrema importancia. Os pogos inadequadamente lavados apresentam
altos valores de fundo e pode mostrar valores falso-positivos. Na lavagem manual, aspirar o contetdo dos pogos e,
a seguir, encher cada pogo com solugéo tampao de lavagem. Evitar a contaminagao cruzada dos pogos, em
especial na primeira lavagem depois da aspiragdo. Drenar todo o tampéao de lavagem dos pogos invertendo-os e
impelindo o tampéao de lavagem residual para fora dos pogos com movimento enérgico do punho. Repetir o as
etapas de enchimento e drenagem até um total de 3 a 5 lavagens. Os pogos devem ser batidos vigorosamente
sobre papel-toalha ou material absorvente para remover todos os tragos de tampéao de lavagem residual. O uso de
sistema automatico de lavagem de micropogos garante a lavagem uniforme dos pogos é recomendado.

NOTA: Devido aos varios tipos de técnicas de lavagem e de sistemas automaticos, o nUmero de lavagens deve ser
ajustado de modo a se obter os resultados ideais. Cada laboratdrio deve determinar o nimero mais eficiente de
lavagens para seu sistema.

A remogao improépria de tampao de lavagem residual pode causar desenvolvimento irregular das cores. As tiras de
micropogos devem ser batidas e secas em papel absorvente ou toalhas para minimizar os residuos de tampao de
lavagem.

O tempo de todas as etapas é essencial. Todas as amostras de soro devem ser diluidas antes do inicio do
procedimento, e devem ser dispensadas nos micropogos no menor periodo de tempo possivel (ndo mais de cinco
minutos). O tamanho dos lotes deve ser definido de modo que a manipulagdo das amostras possa ser realizada
confortavelmente dentro desse periodo. O uso de pipetador multicanais facilita o manuseio das amostras e dos
reagentes, € é recomendado.

Com excegéao da ultima incubagéo (solugéo de substrato), o inicio de cada periodo de incubagéo ocorre no término
da dispensacao da amostra ou do reagente. A incubagao da solugéo de substrato deve ser exatamente 30 minutos
para cada pogo. Todas as amostras e reagentes devem ser dispensados na mesma sequéncia e em velocidade
constante.

INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS

CALCULOS

1.

Subtrair o valor de absorbancia para o pogo de solugao de branco dos valores de absorbéancia obtidos nos pogos
do soro calibrador, controle e da amostra do paciente. Calcular os valores de absorbancia média para pogos
duplicados.

A concentragao de anticorpo especifico do soro calibrador (declarada na etiqueta) é dividida pelo valor de
absorbancia média dos pogos de calibrador para se obter o fator de conversao.

Os valores de absorbancia de cada uma das amostras sdo multiplicados pelo fator de converséo para se obter a
concentragao do anticorpo especifico em unidades.

A forma simplificada desses calculos pode ser expressa como:

Ucx s =Us
AC

Uc = Valor do calibrador (unidades)
Ac = Absorbancia do calibrador*

As = Absorbancia da amostra®

Us = Valor unitario da amostra

*Se os calibradores e as amostras forem executados em duplicata, usar a absorbancia média dos pogos com teste
em duplicata.



CONTROLE DE QUALIDADE

1.

9.

O valor de absorbancia média dos pogos calibradores deve ser pelo menos 0,400. Os valores de absorbéancia
inferior a 0,400 indicam desenvolvimento inadequado da cor e, portanto, uma execugao invalida. O
desenvolvimento de cor inadequada em geral se deve ao uso de reagentes resfriados ou de tempo incorreto em
uma ou mais etapas do ensaio. Deixar os reagentes aquecerem até a temperatura ambiente (18°C a 25°C), e
repetir a execugao prestando atengéo especial para o tempo de todas as etapas.

O pogo de controle de solugédo de branco deve ter absorbancia inferior a 0,150. Os valores de absorbéancia da
solugéo de branco superiores a 0,150 indicam lavagem inadequada ou contaminagao dos reagentes.

As amostras com valores de anticorpos especificos maiores que o limite superior do calibrador devem ser relatadas
como positivas com valor unitario “maior ou igual” ao valor da unidade declarado na etiqueta do soro calibrador.

O fator de conversao deve ser calculado para cada execugdo. Usar o fator de conversdo de uma execugéao para
outra invalida os resultados.

Cada laboratério deve estabelecer e manter seus proprios valores de referéncia (normal), com base na populagao
de pacientes e em outros fatores locais.

O soro de controle positivo é soro humano que contém anticorpos para um ou mais dos antigenos nucleares
extraiveis Sm, RNP, SSA/Ro, SSB/La, Scl-70 e/ou Jo-1. Esse € um controle qualitativo, que deve produzir um
resultado superior a 20 unidades de ENA.

O soro de controle negativo € uma mistura de soro humano que ndo contém anticorpos para nenhum dos seis
autoantigenos neste teste. Esse é um controle qualitativo, que deve produzir um resultado superior a 20 unidades
de ENA.

O soro de controle positivo ndo diluido é soro humano que contém anticorpos para um ou mais dos antigenos
nucleares extraiveis Sm, RNP, SSA/Ro, SSB/La, Scl-70 e/ou Jo-1. Este controlo devem dar um valor maior do que
20 unidades de ENA.

Se algum valor de controle estiver fora da faixa, o ensaio é invalido e deve ser repetido.

INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS DO PACIENTE

1.

Este € um ensaio qualitativo. Os niveis de anticorpos detectados nao tém significancia clinica conhecida, e os
valores unitarios obtidos neste ensaio destinam-se simplesmente a separar os pacientes nos seguintes trés
grandes grupos. Os pogos de amostra do paciente que tém valores calculados maiores ou iguais a 25 unidades de
ENA sao considerados positivos, e devem ser testados para especificidades individuais para ENA. Os pogos de
amostra do paciente que tém valores calculados inferiores a 20 unidades de ENA sao considerados negativos. Os
valores entre 20 unidades e 25 unidades sao considerados positivos limitrofes e devem ser repetidos ou testados
para especificidades individuais para ENA. Cada laboratério deve estabelecer sua prépria faixa de referéncia e
valores de corte, com base na populagao de pacientes testados. Os valores unitarios sdo afetados por fatores do
paciente, consideragdes mecanicas (como precisao e corregao da pipetarem), e condigdes do ensaio (como
temperatura e tempo transcorridos nas etapas).

Desde que o Teste de triagem RELISA® com pogo unico de ENA contém uma mistura de antigenos, os resultados
representam um composto de reagdes contra anticorpos para cada um dos seis antigenos. Se os niveis baixos de
multiplos autoanticorpos estédo presentes, o Teste de triagem RELISA® com poco unico de ENA pode apresentar
resultado positivo, mas as especificidades individuais podem estar abaixo dos valores de corte para cada um.

LAUDO DE RESULTADOS
Os resultados devem ser relatados como positivos ou negativos para os anticorpos aos antigenos nucleares extraiveis.
Os niveis de anticorpos detectados nao tém significancia clinica conhecida.

LIMITACOES DO TESTE

O diagndstico nao pode ser feito com base apenas em anticorpos para antigenos nucleares extraiveis. O médico
precisa interpretar esses resultados em conjunto com a histdria, os sintomas e os achados fisicos do paciente e
com outros procedimentos de diagndstico.

O tratamento nao deve ser iniciado com base unicamente em um teste positivo para anticorpos para antigenos
nucleares extraiveis. As indicagdes clinicas, outros achados laboratoriais e a impressao clinica do médico devem
ser considerados antes de iniciar qualquer tratamento.

Alguns pacientes com doengas autoimunes podem ter niveis ndo-detectaveis ou insignificantes de anticorpos para
antigenos nucleares extraiveis, e alguns individuos podem ter niveis altos de anticorpos para antigenos nucleares
extraiveis, mas com pouca ou nenhuma evidéncia de doenga clinica. O médico precisa interpretar os resultados de
testes para anticorpos para antigenos nucleares extraiveis em conjunto com a histéria e os sintomas do paciente,
seus achados fisicos e outros procedimentos diagndsticos.

Os niveis de anticorpos detectados com esse sistema de teste ndo necessariamente indicam gravidade ou duragao
da doencga.



VALORES ESPERADOS

A incidéncia de autoanticorpos para varios antigenos nucleares varia, dependendo da populagéo de pacientes e da
incidéncia de doengas reumaticas clinicas nessa populagao. A associagao de anticorpos com doengas reumaticas
especificas esta resumida na Tabela 1.

Tabela 1

Anticorpos Associagdo com doencgas:
para:

Sm | Anticorpo marcador altamente especifico, visto em 25% a 30%
dos pacientes com LES
U1-RNP | Doenca mista do tecido conectivo > 95%; LES 35%; menor
frequéncia em lupus discoide ou esclerose sistémica
progressiva
SSA/Ro | Sindrome de Sjégren 60-70%; LES 50%
SSB/La | Sindrome de Sjégren 40-50%; LES 15%

Scl-70 | Anticorpo marcador altamente especifico visto em 15% a 20% dos
pacientes com ESP
Jo-1 | Anticorpo marcador altamente especifico visto em 25% a 30% dos
pacientes com polimiosite ou dermatomiosite

FAIXA DE REFERENCIA

A faixa de referéncia foi estabelecida testando-se soros de 403 doadores de sangue saudaveis, 205 mulheres e 198
homens, nenhum dos quais tinha histéria conhecida de doengas reumaticas. Com base nesses dados, os valores de
corte normais foram estabelecidos como inferiores a 20 unidades de ENA. As Boas Praticas de Laboratdrio ditam que
cada laboratdrio deve estabelecer suas préprias faixas de normalidade com base em sua populagédo de pacientes e em
outros fatores locais.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

O teste de triagem RELISA® com po%o unico de ENA da Immuno Concepts foi comparado com o Teste
multiparamétrico de triagem RELISA™ para ENA da Immuno Concepts. A populagédo de pacientes estudados consistiu
em 50 pacientes que satisfizeram os critérios para o diagndstico de lupus eritematoso sistémicos, 25 pacientes com
miosite autoimune ou sindromes de sobreposigdo de miosite, 23 pacientes com diagndstico de esclerodermia ou
esclerose sistémica progressiva, 21 pacientes com sindrome de Sjégren, 3 pacientes com diagndstico de artrite
reumatoide, 18 pacientes com doencga do tecido conectivo indiferenciada e 403 individuos sem doenga autoimune
conhecida. Com base nessa comparagao, foram obtidos os seguintes dados: Tabela 2.

RELISA® da Immuno Concepts

Tabela 2 Teste multiparamétrico para triagem de ENA
Immuno Concepts Positivo | Limitrofe | Negativo
Poco simples RELISA® Positivo 126 9 5
Triagem de ENA Limitrofe 0 2 4
Teste Negativo 1 2 394

Os resultados limitrofes foram considerados positivos. Esses dados geraram a seguinte estatistica: sensibilidade
relativa, 97,9%; especificidade relativa, 97,8% e equivaléncia geral, 97,8%.

REPRODUTIBILIDADE

Seis amostras positivas e cinco amostras negativas foram executadas em trés niumeros de lotes diferentes de tiras de
antigeno, em trés ocasides distintas. Em nenhum caso uma amostra negativa apresentou resultados positivos, e as
amostras positivas apresentaram resultados claramente positivos de maneira uniforme.
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PROCEDIMENTO DO TESTE DE TRIAGEM RELISA® COM
Poco UNIco

Todas as amostras, reagentes (inclusive a solugdo tampao de lavagem) e os micropogos devem estar em temperatura
ambiente antes do uso.

PREPARAGAO DA PLANILHA 8.
Etiquetar a planilha incluida no kit para indicar a localizagéo das

amostras nos micropogos. Testar o soro calibrador em duplicata.

Um pogo é usado para um branco de reagente. Recomendamos

que cada amostra de controle e de paciente seja testada em 9.
duplicata até que se estabelega uma precisao aceitavel para o

ensaio em seu laboratorio.

PREPARAGAO DA SOLUGAO TAMPAO DE LAVAGEM (PBS-
Tween)

Dissolver o conteudo de uma bolsa de tampao PBS em um litro de
agua desionizada ou destilada. Adicionar todo o conteudo de um

frasco de Concentrado de tampéo de lavagem a um recipiente de 10.

um litro de PBS dissolvido. Misturar bem. A solugao tampao de
lavagem pode ser tampada e armazenada de 2 °C a 25 °C por até
quatro semanas.

DILUIGAO DAS AMOSTRAS DO PACIENTE

Diluir as amostras do paciente até 1:40 adicionando 25 pl de soro
a 975 ul do diluente da amostra. Se estiver usando um controle
positivo ndo diluido para ENA opcional, dilui-lo da mesma forma
que as amostras do paciente. Misturar bem. O soro calibrador, o
controle positivo e o controle negativo séo fornecidos na diluigdo
de trabalho e ndo requerem mais diluigéo.

PREPARAGAO DOS MICROPOGOS 1.

Remover o nimero necessario de tiras de micropogos da bolsa e
coloca-las no suporte. Os micropogos devem ficar firmemente
assentados nesse suporte. Pressionar firmemente os dois lados
das tiras, de modo que elas encaixem com seguranga no suporte.
Ao usar pogos individuais ou menos que uma tira completa de
pogos, certificar-se que cada pogo esteja firmemente assentado.
Os pogos adequadamente assentados ndo caem quando o suporte
é invertido. Se forem necessarios menos de oito pogos para o
teste, os pogos podem ser destacados. Os pogos ndo usados

podem ser recolocados na bolsa de papel aluminio, vedada com o 12.

fecho tipo ziper e refrigerados por até 45 dias.

DISPENSAGAO DE DILUIGOES DE SORO
Dispensar 100 pl dos calibradores, controles e amostras diluidas
do paciente nos pogos apropriados como indicado na planilha.

Dispensar 100 pl de diluente da amostra no pogo de branco do 13.

reagente.

INCUBAR LAMINAS (30 minutos em temperatura ambiente, isto
é,18°Ca25°C)

Incubar em temperatura ambiente por 30 minutos. As tiras devem
ser protegidas de correntes de ar ou mudangas de temperatura
durante a incubagdo. Caso se deseje, as tiras podem ser cobertas

com fita transparente ou com papel-toalha para protegé-las de 14.

poeira e outros corpos estranhos.

LAVAGEM DAS TIRAS (Ver Notas de Procedimentos Gerais 5 e
6)

Lavar os pogos 3 a 5 vezes com solugédo tampéao PBS-Tween de
lavagem. Na lavagem manual, aspirar o conteudo dos pogos €, a
seguir, encher cada pog¢o com solugao tampao de lavagem. Evitar
a contaminagao cruzada dos pogos, em especial na primeira
lavagem depois da aspiragéo. Drenar todo o tampéo de lavagem
dos pogos invertendo-os e impelindo o tampao de lavagem
residual para fora dos pogos com movimento enérgico do punho.
Repetir 0 as etapas de enchimento e drenagem até um total de 3 a
5 lavagens. Os pogos devem ser batidos vigorosamente sobre
papel-toalha ou material absorvente para remover todos os tragos
de tampéo de lavagem residual.

DISPENSAGAO DO REAGENTE DE ANTICORPO ENZIMATICO
Dispensar 100 pl de reagente de anticorpo enzimatico em cada um
dos pogos.

INCUBAR LAMINAS (30 minutos em temperatura ambiente, isto
é,18°Ca25°C)

Incubar em temperatura ambiente por 30 minutos. As tiras devem
ser protegidas de correntes de ar ou mudangas de temperatura
durante a incubagdo. Caso se deseje, as tiras podem ser cobertas
com fita transparente ou com papel-toalha para protegé-las de
poeira e outros corpos estranhos.

LAVAGEM DAS TIRAS

Lavar os pogos 3 a 5 vezes com solugédo tampédo PBS-Tween de
lavagem. Na lavagem manual, aspirar o conteudo dos pogos e, a
seguir, encher cada pog¢o com solugao tampao de lavagem. Evitar
a contaminagao cruzada dos pogos, em especial na primeira
lavagem depois da aspiragéo. Drenar todo o tampéao de lavagem
dos pogos invertendo-os e impelindo o tampao de lavagem
residual para fora dos pogos com movimento enérgico do punho.
Repetir as etapas de enchimento e drenagem até um totalde 3 a 5
lavagens. Os pogos devem ser batidos vigorosamente sobre papel-
toalha ou material absorvente para remover todos os tragos de
tampao de lavagem residual.

DISPENSAGAO DE SOLUGAO DE SUBSTRATO

Usando um temporizador para garantir intervalos iguais, dispensar
100 pl de solugéo de substrato a cada um dos pogos. A solugéo de
substrato deve ser adicionada aos pogos em velocidade constante,
de modo que cada um deles seja incubado exatamente pela
mesma extensdo de tempo (30 minutos). A solugéo de substrato
nos pogos incubados com amostras positivas fica azul e a solugdo
nos pogos incubados com amostras negativas seréo incolores a
azul muito claro.

INCUBAR LAMINAS (Exatamente 30 minutos em temperatura
ambiente, isto &, 18 °C a 25 °C)

Incubar em temperatura ambiente por exatamente 30 minutos. As
tiras devem ser protegidas de correntes de ar ou mudangas de
temperatura durante a incubacgéao.

DISPENSAGAO DO REAGENTE DE PARADA

Depois que o primeiro pogo for incubado por exatamente 30
minutos, adicionar 100 ul de reagente de parada a cada pogo, na
mesma ordem e na mesma velocidade que a solugédo de substrato
foi adicionada aos pogos. A adigdo do reagente de parada, a
solugdo de substrato azul fica amarela e a solugéo incolor
permanece incolor.

LEITURA DA ABSORBANCIA DOS POGOS

Dentro de 30 minutos depois da adigéo do reagente de parada, os
pogos podem ser lidos em um espectrofotdmetro de leitura de
placa. Os pogos séo lidos em 450 nm contra o pogo de branco de
controle. Ao se usar espectrofotdbmetro de comprimento de onda
duplo, o comprimento de onda para o filtro de referéncia deve
definido em 600-650 nm. A leitura dos micropogos em 450 nm sem
filtro de referéncia resultara em valores de absorbancia maiores.

PARA ASSISTENCIA TECNICA:
EUA: 1-800-251-5115 Fora dos EUA: 1-916-363-2649
Email: technicalsupport@immunoconcepts.com
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