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f LABORATORY - DIAGNOSTICS

ANA ViraStripe® IgG Test Kit c €

Stripe-Immunoblot zum qualitativen Nachweis von IgG Autoantikdrpern gegen spezifische nukledre und zytoplasmatische
Antigene in humanem Serum im Rahmen der Autoimmundiagnostik zum Nachweis und zur Differenzierung von Kollagenosen.

Der ANA ViraStripe® IgG Test Kit ist ein Immunoblot auf Basis eines Enzym-Immunoassays im Line/Stripe Format, bei dem
folgende aufgereinigte ANA-spezifische Antigene verwendet werden: dsDNA, Sm, Sm/RNP, PCNA, P0, SS-A 52, SS-A 60 (Ro),
SS-B (La), Scl-70, CENP B, Jo-1 und PM/Scl (1,2,3,4). Ergénzend enthalt der Analytabschnitt eine DNA-Spezifitadtskontrolle mit
der die spezifische Reaktivitat der dsDNA Bande bewertet werden kann.

Testprinzip

Spezifische nukledre und zytoplasmatische IgG Autoantikdrper binden wahrend der Seruminkubation an das fixierte Antigen auf
dem Teststreifen. Wahrend der Konjugatreaktion bindet das AP-Konjugat an den Antigen-Antikérper-Komplex. Die Alkalische
Phosphatase setzt das Chromogen/Substrat um und farbt damit den Antigen-Antikérper-Komplex auf dem Teststreifen lila an. Die
Waschschritte nach der Seruminkubation, der Konjugatinkubation und der Chromogen/Substrat-Inkubation entfernen ungebundene
Antikérper und Reagenzien.

Die griine Trennlinie teilt den Teststreifen in einen Kontrollabschnitt und einen Analytabschnitt. Im Kontrollabschnitt befinden sich
die Negativkontrollbande, die Serumkontrolle, drei Konjugatkontrollen (IgG, IgA, IgM) und die Cut off Kontrolle. Der
Teststreifencode fir die ANA ViraStripe® IgG Teststreifen ist AN. Die Teststreifen sind von 01 bis 25 nummeriert.

Im Analytabschnitt befinden sich die nukledren bzw. zytoplasmatischen Antigene und zusétzlich eine DNA-Spezifitédtskontrolle
anhand derer die spezifische Reaktion von Autoantikérpern mit dsDNA in humanem Serum Uberpriift werden kann.

Best.-Nr.: V-ANSGSK Best.-Nr.: V-ANSGXK (Penta Kit)
PackungsgréBe: 1x 25 Teststreifen PackungsgréBe: 10x 25 Teststreifen
Probenmaterial: 20 pl Serum Probenmaterial: 20 pl Serum

Testdauer: ca. 90 Minuten Testdauer: ca. 90 Minuten

Kitinhalt

1x bzw. 10x 25 Teststreifen ANA ViraStripe® Antigen Strips (IgG) (Prod.-Nr.: V-ANSGAS)

Teststreifen mit Kontrollabschnitt und ANA-spezifischen
Antigenen im Analytabschnitt, gebrauchsfertig

1x bzw. 10x 4,5 ml ViraStripe®/ ViraBlot® AP-Anti-Human IgG Conjugate (Best.-Nr.: V-UVNGKI45)
Konjugat-Konzentrat, Ziege

1x bzw. 10x 100 ml ViraStripe® / ViraBlot® Diluent / Wash Buffer (Best.-Nr.: V-UVNUWP)
Proben-/Waschpuffer-Konzentrat, 10-fach

1xbzw. 10x5 g ViraStripe® / ViraBlot® Diluent / Wash Powder (Best.-Nr.: V-UVNUMP)
Proben-/Waschpuffersalz

1x bzw. 10x 90 ml ViraStripe® / ViraBlot® Chromogen / Substrate Solution (Best.-Nr.: V-UVNUCS)
Chromogen/Substratldsung, gebrauchsfertig

1 bzw. 10 Exemplare Auswerteprotokoll ANA ViraStripe® IgG Test Kit

Zusitzlich separat lieferbar

330 pl ENA ViraStripe® IgG Positive Control (Best.-Nr.: V-ENSGPK)
1gG positives Kontrollserum, human, gebrauchsfertig

330 ul ENA ViraStripe® IgG Negative Control (Best.-Nr.: V-ENSGNK)
IgG negatives Kontrollserum, human, gebrauchsfertig

50 Exemplare ANA ViraStripe®IgG Auswerteprotokolle (Best.-Nr.: V-ANSGEP)

fiir die automatisierte Auswertung mit der ViraScan® Software

Vorbereiten der Reagenzien und der Patientenproben
Alle Reagenzien vor Gebrauch auf Raumtemperatur (20-25°C) bringen. Informationen zur Haltbarkeit finden Sie auf Seite 10.

Proben-/Waschpuffer- Proben-/Waschpuffer-Konzentrat 1:10 in destilliertem oder deionisiertem Wasser verdlnnen

Gebrauchsverdiinnung (100 ml Konzentrat + 900 ml Wasser). AnschlieBend Proben-/Waschpuffersalz komplett zugeben
und solange mischen, bis sich das Pulver vollstédndig aufgeldst hat. Eventuell 10-15 Minuten auf
einen Magnetrihrer stellen. Der pH-Wert sollte um pH 7,5 bei 20°C liegen.

Teststreifen: Bendtigte Teststreifen vorsichtig mit der Pinzette an der Beschriftung fassen, vom Steg I6sen und
in die vorbereitete Inkubationswanne legen (Arbeitsvorschrift Punkt 2). Nach Entnahme aus der
Verpackung sofort verwenden. Teststreifen nicht mit den Fingern berihren. Nicht benétigte
Teststreifen sofort wieder in die Originalverpackung zurlickgeben, dicht verschlieBen und bei 2-8°C

lagern.
Patientenproben: Pro Ansatz werden 20 pl Patientenserum unverdiinnt eingesetzt.
Kontrollen: Pro Ansatz werden je 100 pl des positiven Kontrollserums sowie des negativen Kontroll-
serums unverdinnt eingesetzt.
Konjugat-Gebrauchs- Konjugat-Konzentrat 1:10 mit Proben-/Waschpuffer-Gebrauchsverdiinnung ansetzen (siehe
verdiinnung: Tabelle 1). Vor jedem Testansatz frisch ansetzen. Nicht aufbewahren.

Chromogen/Substratiosung: Gebrauchsfertig.
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ANA ViraStripe® IgG Test Kit

Herstellung der Konjugat-Gebrauchsverdiinnung IgG

Anzahl Proben-/Waschpuffer- Konjugat- End-
Streifen Gebrauchsverdiinnung Konzentrat volumen
1 1,35 ml + 0,15 ml 1,5ml
2 2,70 ml + 0,30 ml 3,0 ml
3 4,05 ml + 0,45 ml 4,5ml
4 5,40 ml + 0,60 ml 6,0 ml
5 6,75 ml + 0,75 ml 7,5ml
6 8,10 ml + 0,90 ml 9,0 ml
7 9,45 ml + 1,05 ml 10,5 ml
8 10,80 ml + 1,20 ml 12,0 ml
9 12,15 ml + 1,35 ml 13,5 ml
10 13,50 ml + 1,50 ml 15,0 ml
1 14,85 ml + 1,65 ml 16,5 ml
12 16,20 ml + 1,80 ml 18,0 ml
13 17,55 ml + 1,95 ml 19,5 ml
14 18,90 ml + 2,10 ml 21,0ml
15 20,25 ml + 2,25 ml 22,5ml
16 21,60 ml + 2,40 ml 24,0 ml
17 22,95 ml + 2,55 ml 25,5 ml
18 24,30 ml + 2,70 ml 27,0 ml
19 25,65 ml + 2,85 ml 28,5ml
20 27,00 ml + 3,00 ml 30,0 ml
21 28,35 ml + 3,15 ml 31,5ml
22 29,70 ml + 3,30 ml 33,0ml
23 31,05 ml + 3,45 ml 34,5 ml
24 32,40 ml + 3,60 ml 36,0 ml
25 33,75 ml + 3,75 ml 37,5ml

LABORATORY - DIAGNOSTICS

-o.

Anzahl Proben-/Waschpuffer- Konjugat- End-
Streifen Gebrauchsverdiinnung Konzentrat volumen
26 35,10 ml + 3,90 ml 39,0 ml
27 36,45 ml + 4,05 ml 40,5 ml
28 37,80 ml + 4,20 ml 42,0 ml
29 39,15 ml + 4,35 ml 43,5 ml
30 40,50 ml + 4,50 ml 45,0 ml
31 41,85 ml + 4,65 ml 46,5 ml
32 43,20 ml + 4,80 ml 48,0 ml
33 44,55 ml + 4,95 ml 49,5 ml
34 45,90 ml + 510 ml 51,0 ml
35 47,25 ml + 5,25 ml 52,5 ml
36 48,60 ml + 5,40 ml 54,0 ml
37 49,95 ml + 5,55 ml 55,5 ml
38 51,30 ml + 5,70 ml 57,0 ml
39 52,65 ml + 5,85 ml 58,5 ml
40 54,00 ml + 6,00 ml 60,0 ml
41 55,35 ml + 6,15 ml 61,5 ml
42 56,70 ml + 6,30 ml 63,0 ml
43 58,05 ml + 6,45 ml 64,5 ml
44 59,40 ml + 6,60 ml 66,0 ml
45 60,75 ml + 6,75 ml 67,5 ml
46 62,10 ml + 6,90 ml 69,0 ml
47 63,45 ml + 7,05 ml 70,5 ml
48 64,80 ml + 7,20 ml 72,0 ml
49 66,15 ml + 7,35 ml 73,5ml
50 67,50 ml + 7,50 ml 75,0 ml

Tabelle 1: Konjugat-Konzentrat 1:10 mit Proben-/Waschpuffer-Gebrauchsverdiinnung ansetzen

Arbeitsvorschrift

1. Inkubationswanne mit jeweils ca. 1,5 ml Proben-
/Waschpuffer-Gebrauchsverdiinnung  spiilen, Puffer
abgieBen

2. Die gewinschte Anzahl an Teststreifen in die

Inkubationswanne legen - ein Teststreifen pro Rinne

3. Je 1,5 ml Proben-/Waschpuffer-Gebrauchsverdiinnung
zugeben und 5 Minuten bei Raumtemperatur (RT) auf
dem Schiittler inkubieren

4. Je 20 pl Patientenserum bzw. 100 pl Kontrollserum
zugeben

5. 30 Minuten bei RT auf dem Schiittler inkubieren
6. Fliissigkeit abgieBen

7. 3 x waschen:

- je 1,5 ml Proben-/Waschpuffer-Gebrauchsverdiinnung
zugeben

- 5 Minuten bei RT auf dem Schiittler inkubieren

- Flussigkeit abgieBen

8. Je 1,5 ml frische Konjugat-Gebrauchsverdiinnung
zugeben

9. 15 Minuten bei RT auf dem Schiittler inkubieren

10.
11.
12

Fliissigkeit abgieBen
3 x waschen wie in Punkt 7

Je 1,5 ml destilliertes oder deionisiertes Wasser zugeben
und 1 Minute bei RT auf dem Schiittler inkubieren

13.
14.
15.

Fliissigkeit abgieBen
Je 1,5 ml Chromogen/Substratlésung zugeben
Bei RT auf dem Schiittler entwickeln

ANA ViraStripe® IgG: ca. 5 bis 15 Minuten
16.

17.
18.

Stoppen: Fliissigkeit abgieBen
3 x mit je 1,5 ml dest. oder deionisiertem Wasser spiilen
Teststreifen trocknen lassen und auswerten
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Inkubationswanne mit einem wasserunléslichen Stift beschriften. Das
Spillen entfernt Staubpartikel.

Pro Patienten- bzw. Kontrollserum je einen Teststreifen vorsichtig mit
einer Pinzette an der Beschriftung fassen, vom Steg I6sen und in die
Inkubationswanne legen. Die Seite mit der griinen Trennlinie und
der Beschriftung muss nach oben weisen.

Sicherstellen, dass die Teststreifen vollstandig bedeckt sind. Auf einen
Schittler mit einer Taktfrequenz von ca. 40/Minute stellen. Uberlaufen
vermeiden. Puffer nicht abgieBen.

Seren direkt im Bereich der Beschriftung auf dem Teststreifen
zugeben. Darauf achten, dass der Schittler lauft, bzw. die
Inkubationswanne nach jeder Serumzugabe schwenken.

Sicherstellen, dass die Teststreifen vollstandig bedeckt sind. Auf einen
Schittler mit einer Taktfrequenz von ca. 40/Minute stellen.

Restliche Flissigkeit auf Filterpapier gut abklopfen. Beim AbgieBen
bleiben die Teststreifen am Inkubationswannenboden haften.

Auf dem Schiittler. Restliche FlUssigkeit gut auf Filterpapier abklopfen.

Darauf achten, dass die Teststreifen vollstindig mit Konjugat-
Gebrauchsverdlinnung bedeckt sind.

Sicherstellen, dass die Teststreifen vollstandig bedeckt sind. Auf einen
Schittler mit einer Taktfrequenz von ca. 40/Minute stellen.

Restliche FlUssigkeit auf Filterpapier gut abklopfen.
Auf dem Schiittler.

Sicherstellen, dass die Teststreifen vollstdndig bedeckt sind. Auf
einen Schittler mit einer Taktfrequenz von ca. 40/Minute stellen.

Restliche Flussigkeit auf Filterpapier gut abklopfen.
Darauf achten, dass die Teststreifen vollstandig bedeckt sind.

Sobald die Cut off Kontrolle sichtbar ist, muss die Reaktion
abgestoppt werden. Die Cut off Kontrolle befindet sich im
Kontrollabschnitt auf jedem Teststreifen. Achtung: Zu langes
Entwickeln verursacht Hintergrundfarbung.

Restliche FlUssigkeit auf Filterpapier gut abklopfen.
Ohne Zwischeninkubation.

Inkubationswanne gut abklopfen. Teststreifen auf Filterpapier oder
saugféhiges, ungebleichtes Papier legen und trocknen lassen.
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ANA ViraStripe® IgG Test Kit

Auswertung
1. Auswerteprotokoll:

2. Giiltigkeit der Teststreifen:

3. Zuordnung der
Antigenbanden:

4. Bandenbewertung:

5. Testinterpretation:

6. Beurteilung der Patienten-
banden:

lgG Teststreifen

LABORATORY - DIAGNOSTICS

Daten in das Auswerteprotokoll aufnehmen. Die entwickelten Teststreifen auf das
Auswerteprotokoll kleben. Dabei die griine Trennlinie der Teststreifen exakt auf die im Protokoll
vorgedruckte Trennlinie legen.

Ein Teststreifen ist glltig, wenn folgende Banden sichtbar sind:

— Die Serumkontrolle.

— Die Konjugatkontrolle der untersuchten Konjugatklasse. Falls mehr als eine der drei Konjugat-
kontrollen auftreten, muss die starkste Bande der untersuchten Konjugatklasse entsprechen.

— Die Cut off Kontrolle.

und wenn folgende Bande nicht sichtbar ist:
— Die Negativkontrollbande.

Ungliltige Teststreifen nicht auswerten!

Die griine Trennlinie des Teststreifens gibt die Orientierung flir die Zuordnung der Antigenbanden
zu dem Bandlocator auf dem Auswerteprotokoll an. Banden zuordnen und entsprechend Punkt 4
protokollieren.

Entsprechend den Qualitatsrichtlinien im Labor soll pro Testansatz eine Cut off Kontrolle mitgefthrt
werden (5). Die Cut off Kontrolle fiir den ANA ViraStripe® IgG befindet sich im Kontroll-
abschnitt auf jedem Teststreifen. Die Intensitédt der Cut off Kontrolle gibt den Schwellenwert an,
ab dem eine Bande gewertet wird:

Eine Bande wird als deutlich gewertet, wenn die Intensitat gleich oder gréBer als die Intensitat
der Cut off Kontrolle ist. Entsprechende Banden werden im Auswerteprotokoll mit X gekenn-
zeichnet.

Eine Bande wird als schwach gewertet, wenn die Intensitat kleiner als die Intensitat der Cut off
Kontrolle ist. Schwache Banden werden nicht fir die Interpretation berlicksichtigt, mit Ausnahme
der dsDNA Bande. Eine schwache dsDNA Bande wird mit (X) im Auswerteprotokoll gekenn-
zeichnet.

Eine Bande wird nicht gewertet, wenn sie nicht vorhanden ist oder wenn ihre Intensitét kleiner als
die Intensitat der Cut off Kontrolle ist.

Eine oder mehrere deutliche Bande(n) aus Sm, Sm/RNP, PCNA, P0, SS-A 52, SS-A 60, SS-B,
Scl-70, CENP B, Jo-1, PM/Scl flihren zu einem positiven Testergebnis fir den jeweiligen
Autoantikérper.

Keine Bande(n) oder eine bzw. mehrere schwache Bande(n) aus Sm, Sm/RNP, PCNA, PO, SS-A
52, SS-A 60, SS-B, Scl-70, CENP B, Jo-1, PM/Scl fiihren zu einem negativen Testergebnis flir
den jeweiligen Autoantikérper.

Wenn die DNA-Spezifitdtskontrolle reagiert werden die Intensitaten der dsDNA Bande und der
DNA-Spezifitatskontrolle miteinander verglichen:

Eine deutliche dsDNA Bande fiihrt zu einem positiven Testergebnis wenn ihre Intensitét gréBer
als die Intensitat der DNA-Spezifitatskontrolle ist.

Eine schwache dsDNA Bande flihrt zu einem grenzwertigen Testergebnis wenn die DNA-
Spezifitatskontrolle nicht reagiert.

Keine dsDNA Bande fihrt zu einem negativen Testergebnis wenn gleichzeitig die DNA-
Spezifitatskontrolle nicht reagiert.

Alle anderen Kombinationen, bei denen die DNA Spezifitdtskontrolle reagiert, gelten als nicht
interpretierbar hinsichtlich der dsDNA Autoantikérper.

Die Patientenbanden sind als Krankheitssymptome zu werten. Eine endglltige Diagnose sollte
immer unter Wertung von Anamnese, Klinik und Labordaten erfolgen.
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Abbildung 1: Schematische Abbildung eines ANA ViraStripe® IgG Teststreifens in OriginalgréBe.
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LABORATORY - DIAGNOSTICS

IgG Interpretationskriterien

Allgemein gilt: Die Bandenintensitaten werden anhand der Cut off Kontrolle bestimmt. Diese befindet sich im Kontrollabschnitt auf
jedem Teststreifen. Deutliche Banden haben eine Intensitat = der Cut off Kontrolle. Schwache Banden haben eine Intensitat < der

Cut off Kontrolle.

Auftretende Banden

Ergebnis Beurteilung

Eine oder mehrere deutliche
Bande(n) aus:

Spezifische Autoantikorper sind gegen das jeweilige Antigen
nachweisbar: Sm, Sm/RNP, PCNA, P0, SS-A 52, SS-A 60,
SS-B, Scl-70, CENP B, Jo-1, PM/Scl.

gg‘ks&':gmstlikF:;c(:)Né’spg ’ Positiv Hinweis auf eine Autoimmunerkrankung, die mit den jeweiligen,
Scl-70. CENP B. Jo-1. PM/Scl nachweisbaren nuklearen bzw. zytoplasmatischen
’ ’ ’ Autoantikdérpern assoziiert ist.
Keine Bande(n) oder . ) .
Bande(n) < Cut off Kontrolle Negativ Keine oder nur geringe Mengen an spezifischen
Autoantikérpern nachweisbar.
(Ausnahme: dsDNA Bande)
Eine deutliche dsDNA Bande, e - . )
wenn dsDNA Bande > DNA- Positiv Spezifische Autoantikdrper sind gegen dsDNA nachweisbar.

Spezifitatskontrolle

Eine schwache dsDNA Bande,
wenn keine DNA-Spezifitats-
kontrolle sichtbar ist

Keine dsDNA Bande und
keine DNA-Spezifitdtskontrolle
sichtbar

DNA-Spezifitétskontrolle =
dsDNA Bande

Hinweis auf systemischen Lupus erythematodes.

Geringe Mengen an spezifischen Autoantikérpern gegen

Grenzwertig dsDNA vorhanden.

Negativ Keine spezifischen Autoantikbrper gegen dsDNA nachweisbar.

Eine Reaktion mit der DNA-Spezifitatskontrolle kann auf
unspezifische Reaktionen der dsDNA Bande hinweisen. Die
dsDNA Bande ist nicht interpretierbar.

dsDNA Bande
nicht interpretierbar

Nomenklatur und diagnostische Bedeutung der ANA Autoantikérper aus der Literatur

Antigen:

dsDNA
Doppelstrang DNA

Sm
Smith Antigen

Sm/RNP
Smith Antigen/
Ribonukleoprotein

2481_ANA_ViraStripe_IgG_AL_de_RevA.doc

Bemerkungen:

Hinweis auf systemischen Lupus erythematodes (SLE).

Autoantikérper gegen dsDNA (Doppelstrang DNA, bzw. native DNA) besitzen eine sehr hohe
diagnostische und prognostische Bedeutung und dienen als Aktivititsmarker. Sie kommen bei
ca. 90% der Patienten mit SLE vor. Der Nachweis von Autoantikdrpern gegen native bzw.
dsDNA gilt als eines der elf Kriterien des American College of Rheumatology (ACR Kriterien von
1982, revidiert 1997). Autoantikdrper gegen dsDNA sind die am haufigsten nachweisbaren SLE-
typischen Autoantikérper. Die Nachweisfrequenz variiert jedoch in Abhangigkeit von Aktivitat
und Organmanifestation: Aktiver SLE mit Nierenbeteiligung > 95%, aktiver SLE ohne
Nierenbeteiligung > 50-70%, inaktiver SLE < 40%. Fehlender dsDNA-Nachweis schlieBt einen
aktiven Schub eines SLE jedoch nicht aus (1,2,3,4,6).

Hinweis auf systemischen Lupus erythematodes (SLE).

Autoantikérper gegen Sm sind hochspezifisch und kommen bei ca. 10-15% der Patienten mit
SLE vor. Positive Assoziation mit schweren Organmanifestationen, wie z.B. ZNS Nieren oder
Haut. Sie gelten als prognostischer Marker und ihr Nachweis z&hlt zu den elf ACR Kriterien. Sm
positive Seren reagieren oft auch in der Sm/RNP-Bande, die neben dem Hauptantigen RNP
auch Epitope von Sm enthéalt (1,3,4,6,7,8).

Hinweis auf systemischen Lupus erythematodes (SLE) bzw. Mischkollagenosen (MCTD),
Sklerodermie sowie Raynaud-Symptomatik.

Autoantikdrper gegen Sm/RNP kommen bei ca. 30-40% der Patienten mit SLE bzw. bei ca.
95% der Patienten mit MCTD und bei 10-15% der Patienten mit Sklerodermie vor. Bei
Abwesenheit von Sm und dsDNA Autoantikérpern haben Autoantikdrper gegen RNP eine sehr
hohe Sensitivitat von fast 100% fiir MCTD. Fehlende RNP Autoantikérper schlieBen daher eine
MCTD aus (1,2,3,4,7,8).

E-Mail: viramed@yviramed.de + Web: www.viramed.de « certified according to ISO 13485
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PCNA
Proliferating Cell Nuclear
Antigen

PO
Ribosomales Phosphoprotein

SS-A 52
Sjogren Syndrom Antigen A

SS-A 60
Sjogren Syndrom Antigen A

SS-B
Sjogren Syndrom Antigen B

Scl-70
Topoisomerase |

CENP B
Centromer B Antigen

Jo-1
Histidyl-t-RNA-Synthetase

PM/Scl
Exoribonuklease

LABORATORY -
-5-

Hinweis auf systemischen Lupus erythematodes (SLE) bei Abwesenheit von dsDNA und
Sm Autoantikérpern.

Autoantikérper gegen PCNA (identisch mit Autoantikérpern gegen Cyclin) kommen bei ca. 3-7%
der Patienten mit SLE vor. Patienten mit PCNA positivem SLE zeigen h&ufig Nieren- bzw. ZNS-
Beteiligung sowie Thrombozytopenie (1,2,3,4).

Hinweis auf systemischen Lupus erythematodes (SLE).

PO ist ein ribosomales Phosphoprotein und die Hauptkomponente der 60S Untereinheit des
ribosomalen Komplexes. Autoantikérper gegen PO kommen bei ca. 6-46% der Patienten mit
SLE vor auch wenn dsDNA und Sm Autoantikérper nicht nachweisbar sind. Autoantikdrper
gegen PO sind hochspezifisch und vorzugsweise bei SLE-Patienten in der aktiven Phase mit
einer Nierenbeteiligung assoziiert (3,4,7,9).

Hinweis auf Myositis.

Autoantikdrper gegen SS-A 52 sind haufig bei Myositis Patienten zu finden und haben eine
Bedeutung in der Pathogenese des kongenitalen Herzblocks sowie kutaner Lupus-
Manifestationen. Autoantikérper gegen SS-A 52 sind weniger spezifisch fir das Sjogren-
Syndrom (SjS) und systemischen Lupus erythematodes (SLE) als Autoantikdrper gegen SS-A
60. Das koinzidente Auftreten von SS-A 52, SS-A 60 und SS-B Autoantikdrper ist mit dem
kongenitalen Herzblock assoziiert (3,4,7,8,10,11).

Hinweis auf Sjogren-Syndrom (SjS), Lupus erythematodes (LE) oder rheumatoide
Arthritis (RA).

Autoantikérper gegen SS-A kommen bei ca. 96% der Patienten mit primarem SjS bzw. ca. 80%
bei Patienten mit sekundarem SjS, ca. 24-60% der Patienten mit LE, ca. 70-100% der Patienten
mit subakut kutanem Lupus erythematodes (SCLE), ca. 85% der Patienten mit neonatalem
Lupus erythematodes (NLE), und ca. 5-8% der Patienten mit RA vor. Das koinzidente Auftreten
von SS-A 52, SS-A 60 und SS-B Autoantikérper ist mit dem kongenitalen Herzblock assoziiert
(1,3,4,7,8,10,11).

Hinweis auf Sjégren-Syndrom (SjS), Lupus erythematodes (LE) oder neonatale Lupus
Syndrome.

Autoantikdrper gegen SS-B kommen bei ca. 70% der Patienten mit primérem S;jS, ca. 50% bei
Patienten mit sekundarem SjS, ca. 20% der Patienten mit LE, ca. 50% bei Patienten mit
subakut kutanem Lupus erythematodes (SCLE) und ca. 60% bei neonatalem Lupus
erythematodes (NLE) vor. Wenn SS-B Autoantikdrper gleichzeitig mit SS-A 52 und SS-A 60
Autoantikérpern bei Schwangeren auftreten, besteht ein erhdhtes Risiko von 1-2% flr
kongenitalen Herzblock beim Neugeborenen (1,3,4,7,10,11).

Hinweis auf systemische Sklerose bzw. Sklerodermie (SSc).

Autoantikérper gegen Scl-70 kommen bei ca. 40% der Patienten mit SSc vor. In der Regel
haben Scl-70 positive Patienten schwerere Verlaufsformen mit unginstigerer Prognose als
Patienten positiv flir Centromer Autoantikdrper. Es besteht eine Assoziation mit diffusem
Hautbefall und dem Auftreten von internen Manifestationen, z.B. Lunge, Herz und Nieren (1,2,3,
4,12).

Hinweis auf Sklerodermie bzw. die kutane Form der Sklerodermie, das CREST-Syndrom.
Autoantikérper gegen CENP B kommen bei ca. 64-95% der Patienten mit CREST-Syndrom vor
und bei ca. 20-35% der Patienten mit diffuser Sklerodermie. Mit tber 95% ist CENP B das
haufigste Zielantigen bei Patienten mit Sklerodermie. Patienten mit primér bilidrer Zirrhose
(PBC) weisen ebenfalls Autoantikdrper gegen Centromer auf in ca. 30% der Félle. Die
Frequenz von interstitieller Lungenfibrose und Nierenbeteiligung ist bei Centromer positiven
Sklerodermie-Patienten sehr gering hingegen Organmanifestationen wie die pulmonale
Hypertension und gastrointestinale Komplikationen treten haufiger auf (3,4,7,12).

Hinweis auf idiopathische Myositis, Polymyositis (PM) / Dermatomyositis (DM).
Autoantikérper gegen Jo-1 kommen bei ca. 60% der Patienten mit PM, ca. 13% der Patienten
mit DM bzw. ca. 43% der Patienten mit PM/DM Uberlappungssyndrom vor. Die diagnostische
Spezifitat liegt bei fast 100%. Es besteht eine Assoziation zu SS-A 52 Autoantikérpern. Jo-1
positive Myositis-Patienten haben einen schweren Verlauf, haufig Schilbe und eine schlechte
Prognose. In Uber 70% der Félle besteht eine interstitielle Lungenbeteiligung. Die Mehrheit der
Myositis Patienten mit Jo-1 Autoantikérpern hat Symptome des Anti-Synthetase-Syndroms. Bei
erfolgreicher Therapie bzw. in Remission verschwinden die Jo-1 Autoantikérper (1,2,3,4,13).

Hinweis auf Myositis, Sklerodermie bzw. Polymyositis/Sklerodermie Uberlappungs-
syndrom.

Autoantikérper gegen PM/Scl Exoribonukleasen kommen bei ca. 24-55% der Patienten mit
Polymyositis/Sklerodermie Uberlappungssyndrom, ca. 8-12% der Patienten mit PM/DM. bzw.
ca. 1-16% der Patienten mit Sklerodermie vor. Neben der Myositis ist PM/Scl ein prognostischer
Marker fir Arthritiden in ca. 89%, Raynaud-Symptomatik in ca. 79%, interstitielle Lungen-
manifestation in ca. 44% der Falle und Skleromyositis im Kindesalter. PM/Scl Autoantikdrper
kommen meist nur isoliert vor und nicht in Kombination mit anderen Markern der idiopathischen
Myositis oder Sklerodermie (2,3,4,12,14).
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ANA ViraStripe® IgG Test Kit -6-

IgG Leistungsdaten
Korrelation mit Ringversuchsproben INSTAND e.V.

Ringversuchsproben
ANA ViraStripe® INSTAND e.V.
Antigene . . .
Positiv Negativ Korrelation
dsSDNA Positiv 7 0
s
n=237 Grenzwertig 0 1* 97%
Negativ 0 29
Sm Positiv 1 0
n=17 : 100%
Negativ 0 16
Sm/RNP Positiv 5 0
n=17 : 100%
Negativ 0 12
PCNA Positiv 1 0
n=5 : 100%
Negativ 0 4
PO Positiv 0 0
n=4 . 100%
Negativ 0 4
SS-A 52 Positiv 10 0
n=20 : 100%
Negativ 0 10
SS-A 60 Positiv 9 0
n=20 : 100%
Negativ 0 11
SS-B Positiv 9 0
n=20 : 100%
Negativ 0 11
Scl-70 Positiv 5 0
n=16 : 100%
Negativ 0 11
CENP B Positiv 4 0
n=7 . 100%
Negativ 0 3
Jo-1 Positiv 0 0
n=16 : 100%
Negativ 0 16
PM/Scl Positiv 1 0
n=14 . o 93%
Negativ 1 12

* : Diese Probe reagierte in der nDNA IFT (Crithidia luciliae) positiv und ist laut INSTAND das Serum einer SLE Patientin.

**: Diese Probe wurde durch Verwendung der HEp2 IFT positiv mit nukleolarem Muster bewertet. Laut INSTAND besteht bei dieser
Patientin ein Verdacht auf Polymyositis/Sklerodermie Uberlappungssyndrom. Das Serum enthielt Autoantikérper gegen PM/Scl und
wurde mit Rinderserum verdiinnt. Jedoch nur 50% der Teilnehmer bestimmten diese Probe mit anderen Methoden als der IFT
richtig.

Tabelle 2: Korrelation mit Ringversuchsseren (INSTAND e.V.) aus den Jahren 2000 bis 2010. In 99% der Falle stimmen die
Ergebnisse des ANA ViraStripe® IgG mit den Sollwerten von 47 Ringversuchsseren (Autoimmunerkrankungen Gruppe | Nr. 251,
n = 35 und Gruppe Ill Nr. 255, n = 12) Gberein.
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ANA ViraStripe® IgG Test Kit -7-
Spezifitat
Blutspenderseren Potentiell kreu§zreaktive
Selektiert und negativ .
ANA ViraStripe® charakterisieg Unselektiert ie_re;z
Antigene n =142 n =146
Positiv Positiv Positiv
dsDNA 0 0 0
Sm 0 0 0
Sm/RNP 0 1* 0
PCNA 0 1* 0
PO 0 1* 0
SS-A 52 1 1 2
SS-A 60 0 0 0
SS-B 0 0 0
Scl-70 0 0 0
CENP B 0 0 0
Jo-1 0 1* 0
PM/Scl 1 1 1
Spezifitat 99% Pravalenz 4,1%

*

korrelieren mit dem ANA ViraStripe® IgG Ergebnis.

§

Tabelle 3: Spezifitat und Seropravalenz von Autoantikérpern mit dem ANA ViraStripe® IgG bei Blutspendern und bei

: Potentiell kreuzreaktive Seren: EBV (n=21), Borrelia (n=14), Yersinia (n=17)

. Weitere Analysen dieser Proben mit verschiedenen Immunoblots fihrten ebenfalls zu einem positiven Ergebnis und

potentiell kreuzreaktiven Seren Arthritis assoziierter Infektionsparameter (EBV, Borrelia, Yersinia).

Bei negativen Blutspendern erzielte der ANA ViraStripe® IgG eine Spezifitit von 99%. Mit dem ANA ViraStripe® IgG wurden bei der
Untersuchung von 146 unselektierten Blutspenderseren in 4,1% (6 / 146) der Falle Autoantikdrper nachgewiesen, von denen 4 / 6
durch weitere Immunoblots bestétigt wurden. In Referenzstudien (2) wurde gezeigt, daB3 etwa 2-5% der gesunden Blutspender (bis
60 Jahre) ein positives Testergebnis beziiglich des Vorhandenseins von IgG Autoantikérpern aufweisen (2). Bei der Analyse von 52

potentiell kreuzreaktiven Seren wurde in 3 von 52 Fallen ein positives Ergebnis mit dem ANA ViraStripe® 1gG erhalten.

Ubereinstimmung der Reaktivititen der ANA ViraStripe® lgG Antigenbanden mit den Vergleichsmethoden

nDNA IFT (Crithidia luciliae), HEp2 IFT, ELISA und Immunoblots

In den folgenden Tabellen werden die Ubereinstimmungen der Reaktivitdten von Seren mit den jeweiligen Antigenbanden auf dem
ANA ViraStripe® IgG gegeniiber anderen Methoden bzw. Testen dargestellt. Die Ergebnisse des ANA ViraStripe® IgG (linke Spalte)
werden mit den Ergebnissen der nDNA IFT (Crithidia luciliae) bzw. der HEp2 IFT (mittlere Spalte) und mit den Ergebnissen weiterer
immunologischer Methoden (ELISA / Immunoblots, rechte Spalte) verglichen. Zur Sollwertbestimmung gehen dabei zusétzlich die,

fur die jeweiligen Antigene eindeutigen, HEp2 IFT Muster mit ein.

dsDNA nDNA IFT ELISA / Immunoblots
ANA ViraStripe® Positiv Grenzwertig Negativ Positiv Negativ
Positiv 26 0 0 8 0
Grenzwertig 4 2 3 0 0
Negativ 1 0 21 0 87

Korrelation: 93%

Korrelation: 100%

Tabelle 4: Ubereinstimmung der Reaktivitat der dSsDNA Bande mit Vergleichsmethoden

HEp2 IFT: Fir den Datenvergleich wurden die jeweils relevanten ANA ViraStripe® IgG Antigenbanden mit den HEp2 IFT
Ergebnissen korreliert. Dabei wurde entsprechend zytoplasmatischer und/oder nukleérer Fluoreszenzmuster differenziert. Bei den
nukledren Fluoreszenzmustern wurden folgende Antigene beriicksichtigt: Sm, Sm/RNP, PCNA, SS-A 52, SS-A 60, SS-B, Scl-70,

CENP B und PM/Scl. Bei den zytoplasmatischen Fluoreszenzmustern wurden die Antigene PO und Jo-1 berlcksichtigt.
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Die Gesamtzahl der Seren mit negativem HEp2 IFT Ergebnis ergibt sich aus der Anzahl der nicht fluoreszierenden Seren sowie aus
der Anzahl fluoreszierender Seren mit unzutreffenden Fluoreszenzmustern. Die Gruppe der Seren mit positiven HEp2 IFT
Ergebnissen, aber negativen ANA Immunoblotergebnissen wurde in den Tabellen nicht aufgefiihrt und als graues Datenfeld (*)
hinterlegt. Die HEp2 IFT bietet im Screening ein breites Spektrum an Antigen-Autoantikérper Reaktionen, dessen Aufldsung in
einzelne Autoantikérper iiber das Spektrum eines ANA Immunoblots hinausgeht. Der ANA ViraStripe® IgG bietet eine ausgewéhlte
Kombination an diagnostisch relevanten Antigenen zum Nachweis von Autoantikdrpern zur Differenzierung von Kollagenosen.

8 -
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HEp2 IFT

Sm Nukledre Fluoreszenz ELISA / Immunoblots

ANA ViraStripe® Positiv Negativ Positiv Negativ
Positiv 23 1 22 2
Negativ * 65 0 81

Korrelation: 98%

Tabelle 5: Ubereinstimmung der Reaktivitat der Sm Bande mit Vergleichsmethoden

HEp2 IFT

Sm/RNP Nukledre Fluoreszenz ELISA / Immunoblots

ANA ViraStripe® Positiv Negativ Positiv Negativ
Positiv 32 2 40 3
Negativ * 64 0 77

Tabelle 6: Ubereinstimmung der Reaktivitat der Sm/RNP Bande mit Vergleichsmethoden

Korrelation: 98%

PCNA !-IEp2 IFT Immunoblots / I-!.Ep2 IFT
Nukleé&re Fluoreszenz Polymorphes, nukleédres Muster
ANA ViraStripe® Positiv Negativ Positiv Negativ
Positiv 5 1 5 1
Negativ * 65 0 87

Tabelle 7: Ubereinstimmung der Reaktivitat der PCNA Bande mit

Korrelation: 99%

Vergleichsmethoden

PO

HEp2 IFT
Zytoplasmatische Fluoreszenz

Immunoblots / HEp2 IFT
Zytoplasmatisch,
feinstgranulares Muster

ANA ViraStripe® Positiv Negativ Positiv Negativ
Positiv 12 2 14 1
Negativ * 126 0 156

Korrelation: 99%

Tabelle 8: Ubereinstimmung der Reaktivitat der PO Bande mit Vergleichsmethoden

SS-A 52 NuKonERa Pl ELISA / Immunoblots
ANA ViraStripe® Positiv Negativ Positiv Negativ
Positiv 21 3 54 1
Negativ * 56 0 74

Korrelation: 99%

Tabelle 9: Ubereinstimmung der Reaktivitat der SS-A 52 Bande mit Vergleichsmethoden
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ANA ViraStripe® IgG Test Kit -9-
SS-A 60 NuklonERa P T ELISA / Immunoblots
ANA ViraStripe® Positiv Negativ Positiv Negativ
Positiv 40 0 46 0
Negativ * 66 0 76

Tabelle 10: Ubereinstimmung der Reaktivitit der SS-A 60 Bande

Korrelation: 100%

mit Vergleichsmethoden

ss-B Nuklom e e o ELISA / Immunoblots

ANA ViraStripe® Positiv Negativ Positiv Negativ
Positiv 20 1 29 0
Negativ * 65 0 80

Tabelle 11: Ubereinstimmung der Reaktivitit der SS-B Bande mit

Korrelation: 100%

Vergleichsmethoden

Scl-70 NuklonEpa e T ELISA/ Immunoblots
ANA ViraStripe® Positiv Negativ Positiv Negativ

Positiv 17 0 12 0

Negativ * 66 0 87

Korrelation: 100%

Tabelle 12: Ubereinstimmung der Reaktivitat der Scl-70 Bande mit Vergleichsmethoden

HEp2 IFT

CENP B Nukleé&re Fluoreszenz Immunoblot
ANA ViraStripe® Positiv Negativ Positiv Negativ
Positiv 21 0 35 0
Negativ * 66 0 113

Korrelation: 100%

Tabelle 13: Ubereinstimmung der Reaktivitit der CENP B Bande mit Vergleichsmethoden

Jo-1 Zytoplasm:ItIiEsF::ﬁéFI;I;uoreszenz ELISA /Immunoblots

ANA ViraStripe® Positiv Negativ Positiv Negativ
Positiv 9 1 10 0
Negativ * 255 0 85

Korrelation: 100%

Tabelle 14: Ubereinstimmung der Reaktivitat der Jo-1 Bande mit Vergleichsmethoden

PM/Scl !-IEp2 IFT Immunoblgt/ HEp2 IFT
Nukleé&re Fluoreszenz Nukleolares Muster
ANA ViraStripe® Positiv Negativ Positiv Negativ
Positiv 4 2 4 2
Negativ * 64 0 142

Korrelation: 99%

Tabelle 15: Ubereinstimmung der Reaktivitit der PM/Scl Bande mit Vergleichsmethoden
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VorsichtsmaBnahmen / Sicherheitsvorkehrungen

1.Alle humanen Serumkomponenten wurden auf HCV-, HIV1,2-
Antikérper und HBs-Antigen untersucht und fiir negativ befunden.
Dennoch sollten alle humanen Kitkomponenten, ebenso wie die Patien-
tenproben, als potentiell infektiés betrachtet und mit entsprechenden
VorsichtsmaBnahmen verwendet werden. Bei Arbeiten mit potentiell
geféhrlichen oder infektiésen Materialien sind die entsprechenden
nationalen/internationalen Gesetzte, Verordnungen und Vorschriften zu
beachten. Dies gilt ebenfalls fir die Lagerung und Entsorgung der
verwendeten Chemikalien und Reagenzien.

2.Die SchutzmaBnahmen flr das Arbeiten mit Gefahr- und Biostoffen
sind gemaB den aktuell glltigen l&nderspezifischen Richtlinien fir
Laboratorien zu beachten. Allgemein sollten beim Umgang mit
biologischen und chemischen Arbeitsstoffen die Richtlinien zur ,Guten
Laborpraxis (GLP)“ angewendet werden. Allgemeine HygienemaBnah-
men sind unter anderem:

— Nicht mit dem Mund pipettieren.

— Einweg-Handschuhe und Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen.

— Am Arbeitsplatz nicht essen, trinken oder rauchen.

Lagerung und Haltbarkeit der Reagenzien

1.Teststreifen: Verschlossen in der Originalverpackung bei 2-8°C
haltbar bis zum Verfallsdatum.

2. Konjugat-Konzentrat: Bei 2-8°C haltbar bis zum Verfallsdatum.

3. Konjugat-Gebrauchsverdiinnung: Vor jedem Testansatz frisch
ansetzen. Nicht aufbewahren.

4. Proben-/Waschpuffer-Konzentrat, 10-fach: Bei 2-8°C haltbar bis
zum Verfallsdatum.

Hinweise zum Probenmaterial

1.Der ANA ViraStripe® IgG Test Kit ist mit Serum als Probenmaterial
durchzufiihren.

2.Es sind nur klare, nicht-hdmolysierte und nicht mikrobiell konta-
minierte Proben zu verwenden.

3. Proben, die mit Hitze vorbehandelt wurden, hdmolytisch, ikterisch oder
lipdmisch sind, kénnen zu falschen Ergebnissen flihren.

Einschréankungen des Verfahrens

1.Um ein exaktes Testergebnis zu erhalten, missen die Gebrauchs-
anweisung und ,Good Laboratory Practice” genau eingehalten werden.
2. Ein positives Testergebnis wird aufgrund erhdhter spezifischer Anti-
korpertiter erreicht und ist wie ein Symptom zu werten. Der Rickschluss
auf eine Erkrankung ist nur bedingt méglich.

3. Ein negatives Testergebnis schlieBt eine Erkrankung nicht aus.

4. Dieser Test ist nur durchzufihren von Fachpersonal, das bezlglich
des Testverfahrens geschult wurde.

5. Der Nachweis von spezifischen Antikdrpern kann bei Untersuchungen
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3. Die Chromogen/Substratiésung enthalt BCIP und NBT. Berlihrung mit
Haut und Schleimhauten vermeiden. Bei Berlihrung mit Haut und Augen
sofort mit viel Wasser nachwaschen.

4.Proben und alle mdglicherweise kontaminierten Materialien sowie
flissige infektidse Abfélle sind gemé&B allgemein anerkannter Labor-
techniken zu dekontaminieren, z.B. durch ein mindestens 20-minitiges
Autoklavieren bei 121°C bei feuchter Hitze. Zur Entsorgung flUssiger
Abfélle kénnen diese z.B. mit Natriumhypochlorit in einem Volumen-
verhaltnis gemischt werden, so dass das Endgemisch 1% Natrium-
hypochlorit enthalt. Zur vollstandigen Desinfektion 30 Minuten einwirken
lassen.

5. Bitte beachten Sie die Angaben in den Sicherheitsdatenblattern Gber
maogliche Gefahren, Erste-Hilfe-MaBnahmen, MaBnahmen bei unbeab-
sichtigter Freisetzung von gréBeren Mengen, Handhabung und
Lagerung, personliche Schutzausrlstung, Hinweise zur Entsorgung
sowie Angaben zur Toxikologie.

5. Proben-/Waschpuffer-Gebrauchsverdiinnung: Bei 2-8°C fir ca. 2
Wochen haltbar. Bei langerer Aufbewahrung kann die Gebrauchs-
verdiinnung aliquotiert bei -20°C eingefroren werden.

6. Proben-/Waschpuffersalz: Bei 2-8°C haltbar bis zum Verfallsdatum.
7.Chromogen/Substratlosung: Bei 2-8°C haltbar bis zum Verfalls-
datum. Vor Lichteinfall schiitzen!

4.In der Regel kénnen unverdinnte Proben bis zu 5 Tage bei 2-8°C
aufbewahrt werden. Fir eine ldngere Lagerung sind die Proben in
Aliquots bei -20°C (oder kalter) einzufrieren.

5. Vor Beginn der Testdurchfiihrung sollten die Proben auf Raumtem-
peratur gebracht werden. Proben nach dem Auftauen vorsichtig mischen
und bei Bedarf sichtbare Partikel durch Zentrifugation entfernen.

6. Ein wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Proben ist zu vermeiden.

mit verschiedenen Testen bzw. von verschiedenen Herstellern aufgrund
von unterschiedlichen Sensitivitaten, Spezifitdtten und Testmethoden zu
unterschiedlichen Ergebnissen flihren.

6. Teststreifen mit extrem starkem Hintergrund sind nicht auszuwerten,
vor allem wenn Banden heller als der Hintergrund erscheinen.

7. In vitro-Diagnostika dirfen nicht Gber das angegebene Verfallsdatum
hinaus verwendet werden, da zuverlassige Ergebnisse dann nicht mehr
gewabhrleistet sind.

8. Grliindliches Waschen ist essentiell fir exakte Testergebnisse. Unge-
niugendes Waschen kann falsche Ergebnisse verursachen.
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Hersteller

Bestellnummer

Gebrauchsanweisung beachten

Verwendbar bis / Mindesthaltbarkeitsdatum

In-Vitro Diagnostikum

Temperaturbegrenzung (Lagerung)

Testkit-Chargen-Nummer

Positive Serumkontrolle

Ausreichend flr 50 Ansatze

Negative Serumkontrolle

Raumtemperatur in °C CONTROL Kontrolle
Bearbeiter DATE Datum
Probennummer Cb Chromogen/Substratentwicklungszeit in Minuten
SUBSTRATE
PROTOCOL| | Auswerteprotokoll No Protokolinummer
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