QUANTA Lite™ B, GPI IgA ELISA 708675

Nur fur “In-Vitro Diagnostik”
CLIA Kompliziertheit: Hoch

Verwendungszweck

QUANTA Lite™ B, GPI IgA ist ein semi-quantitativer Enzym-Immunassay (ELISA) zur Bestimmung von IgA
Autoantikdrper gegen B, Glykoprotein | (B, GPI). Dieser Test ist hilfreich bei der Diagnose von bestimmten
thrombotischen Autoimmun-Erkrankungen, wie jene sekundar zu Systemischem Lupus erythematodes (SLE)
oder anderen Lupus-ahnlichen thrombotischen Erkrankungen.

Informationen zum Test

Der Nachweis von Anticardiolipin-Antikérper (ACA) wurde h&ufig mit vendsen und arteriellen Thrombosen
assoziiert."® Diese Erkenntnisse wurden erstmals bei Studien {iber den Systemischen Lupus erythematodes
(SLE) gewonnen, eine Krankheit, die Thrombosen als eines von vielen Symptomen beinhaltet.®” Neuere
Studien®*? haben gezeigt, daR ein 50kD Serum-Kofaktor fiir Anti-Cardiolipin-Antikdrper notwendig ist, um an
Mikrotiterplatten gebundenes Cardiolipin zu binden. Der Kofaktor wurde als B,-Glykoprotein | identifiziert, er
wird auch als Apolipoprotein H bezeichnet.®*2**'* Obwohl B, GPI als in-vitro-Inhibitor der intrinsischen
Gerinnungskaskade,™ der ADP-abhangigen Aggregation® und Inhibitor der Prothrombinase-Aktivitat von
aktivierten Thrombozyten'” bekannt ist, ist dessen physiologische Funktion immer noch unklar.

Es wurde offensichtlich, dafl3 Anticardiolipin-Antikdrper von Patienten mit Anti-Phospholipid Syndrom (APS)
als Epitop eine modifizierte 3, GPI Struktur erkennen und nicht Cardiolipin, natives 3, GPI oder ein Epitop,
das strukturell durch Cardiolipin als auch p, GPI definiert ist.*2

Galli et al.” und Viard et al.’® berichteten unabhéngig voneinander, daf® Anti-Cardiolipin-Antikérper von
Autoimmunpatienten (z.B. SLE und/oder APS) gegen das auf Mikrotiterplatten gebundene B, GPI Molekl
gerichtet sind. Koike' und Matsuura®® haben gezeigt, daR B, GPI tatsachlich das Antigen ist, an das
Anticardiolipin-Antikérper binden, und haben weiterhin herausgefunden, dal3 Phospholipid lediglich als
Verbindung zwischen (3, GPI und der festen Phase dient.

Es ist bekannt, da? man mit herkémmlichen Anticardiolipin-Antikérper Tests falsch positive Ergebnisse
erhalt, die durch Kreuzreaktionen von Phospholipiden mit Serumproben von Patienten mit infektiosen
Erkrankungen (Syphilis) und mit anderen Autoantikérpern, wie dsDNA, bedingt sind.?® Durch die
Eliminierung des Phospholipids aus der festen Phase und alleiniger Verwendung von 3, GPI wird der Test
spezifischer fur die Erkennung maéglicher Gerinnungsprobleme. Diese erhdhte Spezifitat wurde Giberzeugend
von mehreren Arbeitsgruppen aufgezeigt.!**210171920.21.22 bar g, GP| Autoantikérper Test ist ein nitzlicher
und spezifischerer Test, der in Verbindung mit herkdmmlich verwendeten Anticardiolipin-Antikorper und
Lupus Antikoagulans Tests zur Einschatzung des Thromboserisikos bei Risikopatienten verwendet werden
soll.

B, GPI Antikérper vom Isotyp IgG wurden bei 17 von 47 SLE Patienten (36%) nachgewiesen.'® Neun dieser
47 SLE-Patienten hatten Thrombosen und 8 von ihnen (89%) hatten B, GPI-Antikdrper. Hisham et al.?°
fanden B, GPI-Antikdrper vom Isotyp IgG in allen funf Patienten (100%) mit zumindest zwei dokumentierten
klinischen Manifestationen von APS. Alle fiinf dieser Patienten wurden in die Gruppe mit hohen Werten von
B> GPI Antikdrper eingestuft. Bei acht von 14 Patienten (57%), die in die Gruppe mit niedrigen Werten von [,
GPI Antikdrpern eingestuft waren, trat zumindest ein Thrombosefall auf.

Tsutsumi et al.?? fanden 1gG- und IgM-Antikérper gegen B, GPI in 10,1%, bzw. 5,8% von 308 zufallig
ausgewahlten SLE-Patienten in Japan. B, GPI-Antikérper vom Isotyp IgG wurden haufiger bei Patienten mit
vorangegangenen Thrombosen gefunden. Diese Arbeitsgruppe zeigte ebenfalls, daf? von 15 Patienten mit
mehrmaligem Abort 20% IgG B, GPI positiv waren. Es wurde ebenfalls gezeigt, daR Patienten mit
vorangegangenen Thrombosen eher positiv fir IgM p, GPI waren und dal3 die Titer von IgM 3, GPI in der
Gruppe mit Thrombosen héher waren als in der Gruppe ohne Thrombosen. Von den 15 Patienten ohne
vorangegangene Aborte war keiner IgM B, GPI positiv.

Cabiedes et al.?® haben 94 SLE Patienten untersucht, 39 von ihnen hatten klinische Manifestationen von
APS. Die Verbindung von klinischen Manifestationen des APS war starker assoziiert mit 3, GPI-Antikorper
als mit dem positiven Ergebnis im herkdmmlichen ACA Test. Anti-p, GPI-Antikdrper vom Isotyp 1gG waren
bei 16 von 18 Patientenseren (89%) mit APS nachzuweisen. Von 22 Patienten mit positivem ACA Ergebnis,
jedoch bisher ohne klinische Manifestation von APS, war keiner 3, GPI positiv.

Cerrato et al.?* fanden Anti-B, GPI-AK vom IgG-Isotyp bei 87,5% in einer Gruppe von 32 Patienten mit
thrombotischem Geschehen (APS). Anti-B, GPI-AK vom IgM-Isotyp wurden zu 71,9% bei der gleichen
Gruppe gefunden.

Sebastiani et al.?> wiesen Anti-p, GPI-AK vom IgM-Isotyp bei 110 Patienten (20,3%) und IgG bei 109
Patienten (20,1%) bei einer Gesamtanzahl von 542 SLE-Patienten nach. Die Anwesenheit von Anti-B, GPI-
AK war stark mit ACA (p < 107™°) assoziiert. Weiterhin zeigten sie, daR Anti-B, GPI-Antikérper vom Isotyp IgG
und IgM mit arteriellen und vendsen Thrombosen in Verbindung stehen.



Testprinzip

Der QUANTA Lite™ B, GPI IgA ist ein ELISA fiur die Bestimmung von Antikbrpern aus Humanserum gegen
B, GPI unter Verwendung der Sandwich ELISA-Technik. Gereinigtes 3, GPI Antigen wurde an die Kavitaten
der Polystyrol-Mikrotiterplatte unter Wahrung der urspriinglichen Konfiguration gebunden. Vorverdiinnte
Kontrollen und verdiinnte Patientenseren werden in verschiedene Kavitéaten pipettiert. Die vorhandenen f3,
Antikérper binden an die gebundenen Antigene. Der Rest der Probe/Kontrolle wird durch Waschen entfernt.
Enzymmarkiertes anti-humanes IgA Konjugat wird in die Kavitdten pipettiert und bindet wahrend einer
zweiten Inkubation an den Patienten-Antikdrper. Nachdem in einem weiteren Waschschritt das restliche
Konjugat entfernt worden ist, wird mit einem Peroxidase-Substrat eine Farbreaktion mit dem gebundenen
Enzym ausgel6st. Nach dem Abstoppen der Enzymreaktion wird der Test durch Vergleich der OD-Werte der
Patienten mit denen einer Funf-Punkte-Kalibrationskurve ausgewertet. Die Ergebnisse werden semi-
guantitativ in Standard IgA Anti-3, GPI Units (SAU) angegeben.

Inhalt der Testpackung

1. Mikrotiter-ELISA-Platte beschichtet mit gereinigtem 3, Antigen (12-1 x 8 Kavitaten), mit Streifenhalter
in Folienverpackung und Desiccant (Trockenmittel)

2. ELISA Negative Kontrolle, 1 Flasche Puffer mit Stabilisator und Humanserum ohne humane
Antikdrper gegen B, GPI, gebrauchsfertig vorverdinnt, 1,2 mL

3. B> GPI IgA ELISA Kontrolle, 1 Flasche Puffer mit Stabilisator und Humanserum mit humanen
Antikérpern gegen B, GPI, gebrauchsfertig vorverdiinnt, 1,2 mL

1. B> GPI IgA ELISA Kalibrator A, 1 Flasche Puffer mit Stabilisator und Humanserum mit humanen
Antikérpern gegen B, GPI, gebrauchsfertig vorverdiinnt, 1,2 mL

2. B> GPI IgA ELISA Kalibrator B, 1 Flasche Puffer mit Stabilisator und Humanserum mit humanen
Antikérpern gegen B3, GPI, gebrauchsfertig vorverdiinnt, 1,2 mL

3. B> GPI IgA ELISA Kalibrator C, 1 Flasche Puffer mit Stabilisator und Humanserum mit humanen
Antikérpern gegen B3, GPI, gebrauchsfertig vorverdiinnt, 1,2 mL

4, B> GPI IgA ELISA Kalibrator D, 1 Flasche Puffer mit Stabilisator und Humanserum mit humanen
Antikérpern gegen B3, GPI, gebrauchsfertig vorverdiinnt, 1,2 mL

5. B> GPI IgA ELISA Kalibrator E, 1 Flasche Puffer mit Stabilisator und Humanserum mit humanen
Antikérpern gegen B3, GPI, gebrauchsfertig vorverdiinnt, 1,2 mL

9. HRP Probenverdiinner, 1 Flasche - rosa gefarbt mit Tris-gepufferter Kochsalzlésung, Tween 20,
Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, 50 mL

10. HRP Waschkonzentrat, 1 Flasche mit 40fachem Konzentrat - rot gefarbt mit gepufferter

Kochsalzlésung und Tween 20, 25 mL. Zur Verdiinnung bitte das entsprechende Kapitel in der
Anleitung beachten.

11. HRP IgA-Konjugat, (Ziege), anti-humanes IgA, 1 Flasche - gelb gefarbt mit Puffer,
Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, 10 mL

12. TMB Chromogen, 1 Flasche mit Stabilisatoren, 10 mL

13. HRP Stoppldsung, 0,344M Schwefelséaure, 1 Flasche - farblos, 10 mL

Hinweise

1. VORSICHT: Probenverdiinner, Kontrollen und Konjugat enthalten 0,02% Chloramphenicol. Es istim
US-Bundesstaat Kalifornien und allgemein bekannt, daf3 dieser Stoff Krebs verursachen kann.

2. Alle Reagenzien fur die Herstellung dieses Tests wurden auf Antikérper gegen HIV, HBsAg und HCV

getestet und fur negativ befunden. Dennoch sollten alle humanen Kontrollen wie potentiell infektiéses
Humanserum oder Blutproben behandelt werden.?®

3. NaN; wird als Stabilisator verwendet. NaN; ist ein Giftstoff und kann bei Einnahme toxische
Reaktionen verursachen. Vorsichtig handhaben und Kontakt mit Augen und Haut vermeiden! Den
Kontakt mit Metall, basischen Stoffen oder anderen Komponenten, die mit S&ure reagieren kénnen,
vermeiden. Bei der Entsorgung von Reagenzien ist daher mit viel Leitungswasser nachzuspulen, um
Ansammlungen im Abwassersystem zu verhindern.

4. Das HRP-Konjugat enthdlt eine verdiinnte Chemikalie, die bei Einnahme in groRen Mengen toxisch
wirken kann. Daher den Kontakt mit Haut und Augen vermeiden.

5. Das TMB Chromogen enthalt ein Reizmittel, das bei Inhalation, Einnahme oder Absorbtion durch die
Haut gesundheitliche Schaden verursachen kann. Kontakt mit Haut und Augen vermeiden.

6. Die HRP Stopplosung besteht aus einer verdiinnten Schwefelsdure. Den Kontakt mit Basen,

Metallen und anderen Stoffen, die mit Saure reagieren kénnen, vermeiden. Schwefelséure ist ein
Giftstoff und kann bei Einnahme toxische Reaktionen hervorrufen. Den Kontakt mit Haut und Augen
vermeiden.

Die vorgeschriebene personliche Schutzausriistung wahrend der Arbeit mit Reagenzien tragen.
Verschiittete Reagenzien sofort beseitigen. Bei der Entsorgung von Abféllen alle Umweltvorschriften
beachten.
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VorsichtsmalRhahmen

1. Dieser Test ist fur “In-Vitro Diagnostik®.

2. Die Verwendung anderer als im Testkit vorhandenen Komponenten kann zu widerspriichlichen
Ergebnissen fuhren.

3. Unvollstandiges Waschen und ungenigendes Entfernen der Fllssigkeiten aus den ELISA-Kavitaten

fuhrt zu einer schlechten Prazision und zu hohen Hintergrund-Extinktionen.



Die Adaptation dieses Testsystems auf automatische Probenverarbeitung und andere Instrumen-
tierung, ganz oder teilweise, kann unterschiedliche Ergebnisse zur manuellen Durchfiihrung ergeben.
Es liegt in der Verantwortung eines jeden Labors, die automatische Bearbeitung so zu Uberprfen,
dal’ Testergebnisse innerhalb akzeptabler Bereiche erzielt werden.

Eine Reihe von Faktoren beeinflusst das Testergebnis. Hierzu zahlen die Genauigkeit und
Reproduzierbarkeit des Pipettierens, der Typ des verwendeten Photometers, die Temperatur der
Reagenzien, die Umgebungs-Temperatur, die Grundlichkeit des Waschens und der Entfernung der
Flassigkeiten aus den Vertiefungen der ELISA-Streifen, und die Einhaltung der Inkubationszeiten. Es
ist deshalb sehr wichtig, fir gleichbleibende Bedingungen zu sorgen.

Die strikte Einhaltung der Testprozedur wird empfohlen. Jede Anderung im Protokoll erfolgt auf
Risiko des Anwenders.

Das unvollstandige Verschliel3en der Mikrotiterkavitaten und des Trockenmittels (Desiccants) fuhrt zu
Antigenabbau und schlechter Prazision.

Eine unakzeptabel niedrige Absorption kann beobachtet werden, wenn eine Flasche HRP Konjugat
bei zwei- oder mehrfachem Gebrauch Uber einen langeren Zeitraum benutzt wird. Daher ist es
wichtig, die Hinweise zum Umgang mit dem HRP Konjugat genau zu beachten.

Chemische Kontamination des HRP Konjugates kann durch unzureichendes Reinigen oder Spiilen
der Ausrustung oder der Instrumente verursacht werden. Rickstande gebrauchlicher
Laborchemikalien wie z.B. Formalin, Bleichmittel, Ethanol oder Spulmittel fiihren zum Abbau des
HRP Konjugates im Laufe der Zeit. Das grindliche Spilen der gesamten Ausristung und
Instrumentierung nach Verwendung chemischer Reinigungsmittel ist daher unbedingt erforderlich.

Lagerung

1.

2.

3.

Lagerung aller Kit-Reagenzien bei 2-8°C. Nicht einfrieren. Die Reagenzien sind stabil bis zum Ende
des Haltbarkeitsdatums bei vorschriftsmaRiger Lagerung und Handhabung.

Nicht verwendete Mikrotiterstreifen wieder in die Originalverpackung mit einliegendem Desiccant
(Trockenmittel) geben, luftdicht verschliel3en und in den Kuhlschrank zurticklegen.

Der verdinnte Waschpuffer ist bei 2-8°C eine Woche stabil.

Proben

Die Testdurchfuihrung sollte mit Serumproben erfolgen. Werden Azide oder andere Stabilisatoren zu den
Serumproben gegeben, konnen die Ergebnisse nachteilig beeinflusst werden. Mikrobakteriell kontaminierte,
hamolytische, lipamische oder durch Hitzeeinwirkung inaktivierte Proben sollten nicht verwendet werden.
Nach der Blutentnahme ist das Serum vom Blut zu trennen. Das NCCLS Dokument H18-A2 empfiehlt die
folgenden Lagerungsbedingungen fir Patientenproben: 1) Proben bei Raumtemperatur nicht langer als 8
Stunden lagern. 2) Kann die Testdurchfiihrung nicht innerhalb von 8 Stunden erfolgen, die Proben bei 2-8°C
kuhl lagern. 3) Kann die Testdurchflihrung nicht innerhalb von 48 Stunden erfolgen, ist die Probe bei -20°C
oder niedriger einzufrieren. Eingefrorene Proben missen nach dem Auftauen und vor der Testung gut
geschdttelt werden.

Testdurchfuhrung, In der Testpackung vorhandenes Material
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B, GPI ELISA Mikrotiterplatte (12-1 x 8 Kavitaten), mit Streifenhalter
1,2 mL vorverdiinnte ELISA Negative Kontrolle

1,2 mL vorverdinnte 3, GPI IgA ELISA Kontrolle

1,2 mL vorverdinnter B, GPI IgA ELISA Kalibrator A

1,2 mL vorverdinnter B, GPI IgA ELISA Kalibrator B

1,2 mL vorverdiinnter B, GPI IgA ELISA Kalibrator C

1,2 mL vorverdinnter B, GPI IgA ELISA Kalibrator D

1,2 mL vorverdinnter B, GPI IgA ELISA Kalibrator E

50 mL HRP Probenverdiinner

25 mL HRP Waschkonzentrat, 40faches Konzentrat

10 mL HRP IgA Konjugat (von der Ziege), anti-humanes IgA
10 mL TMB Chromogen

10 mL HRP Stopplésung, 0,344M Schwefelsédure

Zusatzliches bendtigtes Material

Pipetten fur 5, 100, 200-300 und 500 pL

Einmal-Pipettenspitzen

Eppendorf-Reaktionsgefafde fir die Serumverdiinnung, 4 mL Volumen

Distilliertes oder deionisiertes Wasser

1 L GefaR fur verdinntes HRP-Waschkonzentrat

Reader fur Mikrotiterplatten mit 450 nm Filter (und 620 nm fir eine bichromatische Messung)

Methode ,Testvorbereitung

1.
2.

Alle Reagenzien und Proben auf Raumtemperatur bringen (20-26°C) und grtindlich mischen.

Den gesamten Inhalt (25 mL) des Waschkonzentrats mit 975 mL Aqua dest. mischen (1:40
Verdinnung). Die verdinnte Pufferlésung ist bei 2-8°C eine Woche stabil. Soll nicht die gesamte
Mikrotiterplatte auf einmal verwendet werden, so kdnnen fiir einen Ansatz von 16 Kavitaten 2 mL
Konzentrat mit 78 mL Aqua dest. gemischt werden.



Serumproben 1:101 verdinnen, indem 5 uL Serum mit 500 uL gebrauchsfertigem Probenverdiinner
gemischt werden. Verdinnte Proben sollen innerhalb von 8 Stunden getestet werden. Die B, GPI IgA
ELISA Kalibratoren, die B, GPI IgA ELISA Kontrolle und die ELISA Negative Kontrolle nicht
verdinnen.

Jeder Test bendtigt zwei Kavitaten fir die Kalibratoren und Kontrollen sowie eine oder zwei Kavitaten
fur die Patientenprobe. Es wird empfohlen, alle Proben in Doppelbestimmung anzusetzen.
Standardkurve vorbereiten: Fur Punkte A bis E der Standardkurve mit 5 Punkten die
VORVERDUNNTEN ELISA-Kalibratoren B, GPI IgA A bis E direkt aus den Flaschchen benutzen. Die
Standardkurve mit finf Punkten hat die folgenden Werte:

Punkt # Standard IgA ., GPI Units (SAU)
Vorverdinnter B, GPI IgA ELISA Kalibrator A 150,0

Vorverdinnter 3, GPI IgA ELISA Kalibrator B 75,0

Vorverdiunnter B, GPI IgA ELISA Kalibrator C 37,5

Vorverdinnter B, GPI IgA ELISA Kalibrator D 18,8 oder 18,75
Vorverdinnter 3, GPI IgA ELISA Kalibrator E 9,4 oder 9,375

moOw>

Testdurchfihrung

1.

N o

ALLE REAGENZIEN UND PATIENTENPROBEN AUF RAUMTEMPERATUR (20-26°C) BRINGEN.
Die entsprechende Anzahl Mikrotiterkavitaten abbrechen. Die Kavitdten im Rahmen befestigen. Die
unbeniitzten Kavitaten wieder in die Originalverpackung geben, luftdicht verschlieen und in den
Kuhlschrank zurlicklegen, um Verdunstung zu minimieren.

100uL von jedem der funf Kalibratoren, der verdinnten Patientenproben, der ELISA Negative
Kontrolle und der B, GPI IgA ELISA Kontrolle in die entsprechenden Kavitaten pipettieren.
HINWEIS: Sowohl g, GPI IgA ELISA Kontrolle als auch ELISA Negative Kontrolle sind vorverdiinnt
und gebrauchsfertig. Der Wert und der akzeptable Bereich der 3, GPI IgA ELISA Kontrolle ist auf
dem Flaschchen-Etikett angegeben. Falls die Kontrolle nicht in den angegebenen Bereich fallt, muld
der Testlauf wiederholt werden.

Streifen abdecken und bei Raumtemperatur 30 Minuten inkubieren. Die Inkubationszeit beginnt nach
Zugabe der letzten Probe.

Waschen: Den Inhalt aller Kavitaten absaugen. Die Kavitdaten vollstandig (200-300 pL) mit
verdinntem HRP Waschpuffer fullen und dann grindlich absaugen. Diesen Waschschritt noch
zweimal wiederholen (insgesamt: drei Waschschritte). Anschliel3end die Platte auf saugféahigem
Papier ausklopfen, um die restliche Waschfllssigkeit zu entfernen. Die Waschschritte sind in der
selben Reihenfolge wie die Pipettierschritte durchzufihren.

100 pL des HRP IgA Konjugates in jede Kavitdt geben. Sterile Pipetten verwenden! Nur das
bendétigte Volumen an Konjugat aus der Flasche entnehmen. UNBENUTZTES KONJUGAT NICHT
IN DIE FLASCHE ZURUCKPIPETTIEREN. KONTAMINATIONSGEFAHR!! Abgedeckte Streifen bei
Raumtemperatur 30 Minuten inkubieren, wie in 3. beschrieben.

Waschen: Schritt Nr. 4 wiederholen.

100 uL TMB Chromogen in jede Kavitdt geben. 30 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur
inkubieren.

100 pL HRP Stopplésung in jede Kavitat pipettieren. Bei der Hinzugabe der Stopplésung dieselbe
Reihenfolge und Zeitplan wie bei der Hinzugabe des TMB Chromogens einhalten. Die Mikrotiterplatte
vorsichtig schitteln.

Die optische Dichte (OD) jeder Kavitat bei 450 nm innerhalb einer Stunde nach Abstoppen der
Reaktion ablesen. Es wird eine bichromatische Messung mit 620 nm als Referenzwellenlange
empfohlen.

Qualitatskontrolle

1.

Die B, GPI IgA ELISA Kalibratoren, 3, GPI IgA ELISA Kontrolle und die ELISA Negative Kontrolle

sollten bei jedem Testansatz mitgefiihrt werden, um sicherzustellen, daf} alle Reagenzien und der

Testansatz insgesamt ordnungsgemalf funktionieren.

Da die B, GPI IgA ELISA Kalibratoren, 3, GPI IgA ELISA Kontrolle und die ELISA Negative Kontrolle

vorverdunnt sind, entféllt der Verdiinnungsschritt der Patientenproben fur die Kontrollen.

Zusatzliche Kontrollen zur Qualitatssicherung kdnnen gemafl den Richtlinien nationaler oder

internationaler Regulierungs- oder Akkreditierungsbehdrden eingesetzt werden. Geeignete

Kontrollen kénnen aus Humanserum gewonnen und bei <-20°C gelagert werden.

Um sicher zu sein, dal} alle Patientenwerte korrekt sind, missen die nachfolgenden Kriterien erfillt

werden (Wurden ein oder mehrere Kriterien nicht erfillt, so ist das Ergebnis als ungltig zu

betrachten und der Testansatz ist zu wiederholen).

a. Die Absorption des vorverdinnten B, GPI IgA ELISA Kalibrators A mul3 gré3er sein als die
Absorption der vorverdiinnten 3, GPI IgA ELISA Kontrolle. Die Absorption der 3, GPI IgA
ELISA Kontrolle wiederum muf3 grof3er sein als die der vorverdinnten ELISA Negative

Kontrolle.

b. Die Absorption des vorverdinnten 3, GPI IgA ELISA Kalibrators A muf3 gréRer als 1,0 sein,
die Absorption der vorverdiinnten Negative Kontrolle darf nicht gro3er als 0,2 sein.

C. Die Absorption der B, GPI IgA ELISA Kontrolle muf3 mehr als doppelt so hoch sein wie die

Absorption der ELISA Negativen Kontrolle oder tber 0,25 liegen.



d. Die Konzentration der [, GPl IgA ELISA Kontrolle muf3 innerhalb des auf dem
Flaschchenetikett angegebenen Bereichs liegen.

e. Der Anwender kann unter anderem das NCCLS Dokument Nr. C24-A fir zusétzliche
Hinweise zur zeitgeméalen Qualitatskontrolle konsultieren.

Berechnung der Ergebnisse

1. Den Mittelwert aller Doppelbestimmungen ermitteln.

2. Die errechneten Mittelwerte der Absorption der einzelnen Kalibratoren gegen den log der
entsprechenden Konzentrationen auftragen und durch die Punkte eine Kurve zeichnen. Alternativ
kann auch eine log/log Auswertung durchgefuihrt werden. Die SAU-Units der verschiedenen
Kalibratoren sind auf den Flaschchen-Etiketten aufgedruckt.

3. Die unbekannte B, GPI IgA-Konzentration in Standard IgA B, GPI Units (SAU) Uber die “X"- Achse
bestimmen, indem die ermittelte Absorption auf der “Y”-Achse abgelesen wird.
4, Negative Ergebnisse haben einen Wert von 0-20 Units, positive Ergebnisse >20 Units (SAU).

Interpretation der Ergebnisse

Dieser ELISA-Test ist sehr sensitiv und in der Lage, sogar kleine Unterschiede in Patientenpopulationen zu

messen. Es wird empfohlen, dal3 sich jedes Labor seine eigenen Normalwerte, basierend auf eigener

Technik, Kontrollen, Ausriistung und Patientenpopulation erarbeitet.

1. Ein positives Ergebnis zeigt das Vorhandensein von 3, GPI IgA Antikérpern an und legt die
Mdglichkeit des Vorkommens bestimmter thrombotischer Autoimmun-Erkrankungen nahe, wie z.B.
jene sekundar zu Systemischen Lupus erythematodes (SLE) oder anderen Lupus-&hnlichen
thrombotischen Erkrankungen.

2. Ein negatives Ergebnis deutet auf das Nichtvorhandensein von 3, GPI IgA Antikdrpern oder auf
Konzentrationen unterhalb der Erfassungsgrenze des Testsystems hin.
3. Wir schlagen vor, die Laborergebnisse mit folgendem Hinweis zu versehen: ,Die folgenden

Ergebnisse wurden mit dem INOVA QUANTA Lite™ B, GPI IgA ELISA erzielt. B, GPI IgA Werte, die
mit Testsystemen anderer Hersteller erzielt wurden, kénnen nicht untereinander ausgetauscht
werden. Die Hohe des gefundenen IgA-Titers kann nicht mit einem Endpunkttiter in Korrelation
gebracht werden."

Grenzen des Verfahrens

1. Die klinische Signifikanz von B, GPI-Antikorper bei nicht-SLE Erkrankungen wird gegenwaértig
untersucht.

2. Werden negative 3, GPI-Antikdrper Titer in der Gegenwart von klinischen Indikationen vorgefunden,
wird die Untersuchung mit Lupus Antikoagulans, ACA oder anderen zusatzlichen Tests empfohlen.

3. Die Diagnose kann nicht allein auf Grundlage der B, GPI-Antikdrper Resultate erstellt werden. Diese
Ergebnisse sind im Zusammenhang mit klinischen Erkenntnissen zu interpretieren.

4. Behandlungen durfen nicht allein auf der Basis des [, GPI-Titers induziert werden. Andere klinische
Indikationen mussen ebenfalls gegeben sein.

5. Es kann vorkommen, daf3 einige Proben ACA positiv sind, jedoch 3, GPI negativ. Der 3, GPI Test ist

ein spezifischerer Marker fir das Thromboserisiko. Der ACA Test kann falsch positive Ergebnisse in
Verbindung mit der Kreuzreaktivitat mit dsDNA oder bestimmten Antikérpern bei infektiosen
Erkrankungen produzieren.

6. Die Leistungscharakteristika flir andere Untersuchungsmaterialien als Serum wurden nicht bestimmt.

Erwartungswerte und spezifische Leistungscharakteristika
Eine Gesamtanzahl von 215 Normalseren wurde mit dem QUANTA Lite™ 3> GPI IgA ELISA Kit getestet.

Diese Gruppe bestand ungefahr zu gleichen Teilen aus Mannern und Frauen im Alter von 18 bis 58 Jahren.
Sieben dieser Proben (3,2%) waren positiv fiir IgA 35 GPI Antikdrper. Der Durchschnittswert dieser Normal-

population betrug 2,52 SAU.
Die nachfolgende Tabelle fal3t die Ergebnisse der internen und externen klinischen Studien des QUANTA
Lite™ B> GPI IgA ELISA Tests zusammen.

Patientengruppe Anzahl Anzahl Positiv (%)
SLE + APS’ 14 10 (71,4)
APS 48 26 (54,2)
SLE (ohne APS) 24 7 (29,2)
Infektibse Erkrankungen” 30 0 (0,0)
Normalseren 215 7 (3,2)

* APS = Antiphospholipid Syndrom

** Die meisten davon waren positiv in der Syphilis-Serologie

Basierend auf den obigen Daten ergibt sich eine klinische Sensitivitat flir den IgA B, GPI Antikérper Test von
58,1%. Spezifitdt und klinische Effektivitat von jeweils 94,8% und 87,9%.



Relative Sensitivitat und Spezifitat

Korrelation mit dem 3, GPI IgA ELISA

Der IgA B, GPI Kit wurde mit einem IgA Anti-Cardiolipin Antikorper (ACA) Test verglichen. 14 Normalseren,
16 APS Patientenseren und 22 Seren von SLE Patienten ohne offensichtlichem thrombotischen Geschehen
wurden evaluiert. Diese Vergleichsstudie ist nachfolgend zusammengefasst:

IgA B, GPI

+ -
IgA + 6 6** Relative Sensitivitat 50,0%
ACA Relative Spezifitat 80,0%
- 8* 32 Relative Ubereinstimmung 74,1%

* 2 dieser Patienten waren aus der Gruppe mit APS. Die anderen sechs aus der Gruppe mit SLE.

** 4 dieser 6 Proben waren aus der Gruppe mit APS und 2 aus der Gruppe mit SLE.

Sechs Proben waren in beiden Methoden positiv. Alle sechs Proben stammten aus der Gruppe mit APS. 32
Proben waren in beiden Methoden negativ. Acht Proben waren 3, GPI positiv jedoch ACA negativ. Zwei
davon waren aus der APS-Gruppe und die anderen sechs waren aus der Gruppe mit SLE. Drei der sechs 3,
GPI positiven, ACA negativen SLE Patienten waren nur schwach positiv fur 8, GPI (21, 24 und 29 SAU). Es
waren sechs Proben IgA ACA positiv jedoch 3, GPI negativ. Zwei dieser Proben stammten aus der Gruppe
mit SLE und vier aus der Gruppe mit APS.

Wenn Regressionen fiir die IgA ACA und 3, GPI Werte fiir die 14 Normalseren, die 16 APS-Patienten und
die 22 SLE-Patienten berechnet werden, wird ein " r-" Wert von 0,825 mit einer Steigung von 1,31 ermittelt.

Prazision und Reproduzierbarkeit

Die Prazision und Reproduzierbarkeit wurden ermittelt, indem eine negative, eine hoch positive und eine
schwach positive Probe sechsmal an sechs aufeinanderfolgenden Tagen getestet wurden. Der
Durchschnittswert fir die negative Probe lag bei 18,2, der der schwach positiven 37,2 und der der stark
positiven 79,6. Die Intra- und Interassay Ergebnisse sind nachfolgend aufgefthrt.

Negativ Schwach Positiv Stark Positiv

SD VK SD VK SD VK
Gesamt 0,82 4,4% 1,61 4,3% 4,06 5,1%
Intraassay 1,22 6,6% 1,49 4,0% 4,07 5,2%
Interassay 1,22 6,6% 1,50 4,0% 3,40 4,2%
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