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DEFINITION

HM 043

Le coffret CYTO-DOT 4 constitue une méthode de détection

immunoenzymatique rapide et qualitative d'autoangis sur
support membranaire. Il permet la recherche simétade 4
spécificités & localisation cytoplasmique ribossm
mitochondries de type 2, Jo-1 et LKM-1.

VALEUR DIAGNOSTIQUE

. Anticorps anti-mitochondries de type M2

Parmi les 9 types d'anticorps dirigés contre dfiés
composants des mitochondries (M1 a M9), I'anticadps
type M2 est le plus fréquent. Il constitue un maqu
sensible et spécifique de la cirrhose biliaire i@
(présent dans 90% des cas).

On le trouve beaucoup plus rarement dans certaines

hépatopathies chroniques.

. Anticorps anti-ribosomes

Ces anticorps ont été signalés associés aux argicor-
nucléaires dans 10 a 20% des lupus.

Leur intérét réside dans leur forte association aux

localisations neurologiques centrales du lupus.

. Anticorps anti-Jo-1

Il reconnait I'histidyl ARNt synthétase, enzyme peftant
de fixer I'histidine sur I'ARN de transfert (50Kd).

Il est présent, avec une fréquence variable, dasérum de
patients atteints de polymyosite, dermatopolymgosiii de
syndrome de chevauchement.

Il caractériserait surtout les formes avec fibrpasémonaire
intersticielle diffuse.

. Anticorps anti-LKM-1

Les anticorps anti-LKM-1 réagissent avec le cytoche
P450 2D6. lIs caractérisent I'hépatite auto-immudeetype
Il, pour laquelle ils reconnaissent un épitope majge 9
acides aminés (262-270) sous forme linéaire. Démutr

facteurs étiologiques peuvent induire la production

d’anticorps anti-LKM-1 : médicament (halothane),rugi
(virus de I'hépatite C) et affection autoimmune prive
multifactorielle.

M ATERIEL NECESSAIRE NON FOURNI

¢ Pipettes de précision

¢ Chronométre

« Eau distillée (reconstitution du PBS-Tween concéntré
« Papier absorbant (séchage des bandelettes)

« Portoir de 96 tubes de réaction (bmd, réf. HM501)

PRINCIPE DU TEST

Les antigénes sont adsorbés sur un support menigraoastitué
de 5 puits distincts.

« Dans un premier temps, la membrane est plongéeuatube

réactionnel contenant I'échantillon a tester. &jhtient un ou

plusieurs anticorps recherchés, ceux-ci vont s& fix antigenes
correspondants. Aprés incubation, un premier lavpgemet

d'éliminer les éléments non fixés.

¢ Un conjugué, protéine A couplée a la phosphatasaliaé,

viendra ensuite se fixer aux autoanticorps précéumrh capturés.
Apres incubation, un deuxieme lavage permet d'Bimitout

exces de conjugué.

e L'étape de chromogénése est réalisée en utilisasubstrat
insoluble de la phosphatase (BCIP/NBT). Au cours dk-cé
apparaissent des cercles de couleur bleue, tradusagprésence
d'autoanticorps dans I'échantillon testé.

COMPOSITION DU COFFRET

HMO043

Bandelettes réactives constituées de 5 puits distin
correspondant aux spécificités suivantes :

Antigénes coatés : protéing
ribosomales (mélange d
plusieurs phosphoproteing
purifiées de poidg
moléculaires différents)
protéines mitochondriales d
type M2 (mélange dé
plusieurs protéines purifiée
conirile + de poids  moléculaires
différents), protéine purifiég
rihosomes Jo-1 (58kD) et protéing
mitochondries recombinante LKM-1 (6(
Jo-1 kD).

oy

Un flacon de Conjugué PAL (protéine A couplée a la
phosphatase alcaline) CONJ | 300pl
aG

(EORTY

10

[*2 - 0]

IO

A diluer
Un flacon de Substrat (BCIP/NBT)
Prét 4 lemploi suss[gciP-NBT]| 2™

Un flacon de Tampon Phosphate-Tween (concentré 10x)
A reconstituer en eau distillé 30 ml

| BUF | WASH |[10x |

Tubes de réaction (1,5ml) 40

Etiquettes autocollantes pour le rendu des résultat 10
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ECHANTILLONS

¢ Le test est a effectuer sur sérum.

« Eviter d'utiliser des sérums lipémiques ou hémalysnsi
que des prélévements congelés et décongelés phesfdis.

* Sile dosage n'est pas effectué immédiatemenéclesntillons
devront étre conservés réfrigérés entre +2°C et {#f@lant
5 jours maximum, sinon congelés a —20°C.

« Afin de limiter toutes fixations non spécifiquelsest conseillé
de centrifuger et de filtrer les échantillons cdagedepuis
plus de 6 mois et troubles.

PRECAUTIONS D'EMPLOI

S'assurer que les bandelettes soient bien égoufEes chaque
lavage.

Si toutes les spécificités sont retrouvées cheméme patient, il
est conseillé de contrdler le prélevement par wiheanéthode.

Les réactifs en solutions (excepté le substratjieonent comme
agent de conservation, de I'azide de sodium a vneentration
<0.1%(w/v) ou du ProClin® 300, a 0.02% (w/v). Ne paaler et
éviter tout contact avec la peau et les muqueuses.
L'azide de sodium peut former des mélanges exgdsit de son
élimination dans les canalisations de cuivre owpldenb. Rincer
abondamment lors de telles éliminations.

Le coffret CYTO-DOT 4 a été élaboré dans le respect des
Directives européennes 67/548/CEE et 1999/45/CE emuce
concerne la classification, I'emballage et I'étitage des
préparations dangereuses.

CYTO-DOT 4 a été optimisé pour les conditions opératoires
précisées dans cette notice. Le non-respect datodi#, de la
préparation des réactifs, du protocole ou la stultgtn d'un
réactif par un autre produit peuvent affecter lesfggmances
finales du test.

STABILITE ET CONDITIONS DE CONSERVATION

« Les réactifs et les bandelettes doivent étre cwaseentre
+2°C et +8°C dans leur conditionnement d’origine.

« Ne pas utiliser un coffret dont les dates de pétiempsont
dépassées.

e Apres la premiére ouverture, conserver les bartdslaion
utilisées a l'intérieur de la pochette plastiquepegsence du
sachet déshydratant et les remettre immédiatenmerg €2°C
et +8°C.

* Remettre immédiatement entre +2°C et +8°C, les réautin
utilisés.

PREPARATION DU DOSAGE

Avant la manipulation, ramener tous les réactifte@pérature
ambiante.

1. Préparation du Tampon de Dilution et de Lavage (TpL
- Diluer le tampon Phosphate-Tween concentré au &m0
eau distillée.
- Durée de conservation : 3 mois entre +2°C et +8°C.

2. Préparation des échantillons

- Identifier une bandelette par échantillon.

- lIdentifier 3 tubes de réaction par échantillon. Les
numéroterde 1a 3 :
& tube 1 :incubation de I'échantillon
# tube 2 : incubation du conjugué
& tube 3 : incubation du substrat

- Distribuer 1ml de tampon TDL dans les tubes 1 et 2.

- Préparer un tube supplémentaire réservé aux deux
premiers lavages et distribuer 1ml de tampon TDL

Remarques :

Le substrat est sensible a la lumiére. Il nécessigére distribué au

moment de son utilisation dans les tubes 3 exteamgonent.

Certaines conditions environnementales comme lapéesture

peuvent influencer le résultat final. Pour des témagures

> +30°C, il est recommandé d’'étre vigilant sur lateérence des

résultats obtenus.

Certaines conditions opératoires peuvent influeretensité de la

couleur bleue et conduire a une atténuation deeegilorsque :

- letemps d'agitation a chaque lavage est inféri@dr minute

- la membrane se colle a la paroi du tube durantdéférentes
incubations.

- I'homogénéisation, en tampon, de I'échantillon atabnjugué
est incompléte.

INTERPRETATION DES RESULTATS

1. Criteres de Validation de la Manipulation :

. Le contrdle positif doit présenter un cercle deleoubleue
avec un contour nettement délimité.

. Si plusieurs spécificités sont retrouvées chez @men
patient, il est conseillé de contrdler le prélevehmar une
autre méthode.

2. Lecture des bandelettes :

Pour une interprétation aisée et fiable, vérifiee ¢gs bandelettes
soient totalement séches.

Pour chaque spécificitinterpréter selon le tableau ci-dessous :

ASPECTS DES PUITS RESULTATS

Absence d’autoanticorps

Aucun puits nettement cerclé NEGATIE

Présence d’un cercle distinct et bien
délimité dont la coloration est
nuancée du clair au sombre

Présence d’autoanticorps
POSITIF

Tous puits présentant un cercle peu discernablensa@ontour net, doit
étre contrdlé sur un second préléevement quelquema@es plus tard et
interprétés en fonction d’examens complémentaires @u contexte
clinique.

CONTROLE DE QUALITE

bmd propose un contrdle multiparamétrique (Immuna-V, réf.:
HMO052) qui peut étre testé en parallele. Il renferhes anticorps
humains dirigés contre I'une des 4 spécificitéhieechées. Il est a
tester de facon identique a celle des échantillons.

CARACTERISTIQUES ET PERFORMANCES DU TEST

1. SENSIBILITE , SPECIFICITE, CONCORDANCE PAR RAPPORT A UNE
AUTRE METHODE

Le coffretCYTO-DOT 4 a été comparé :

— Au coffret TRIPLE SUBSTRAT DE RAT (référence ME1248)
commercialisé par bmd, permettant le dépistage ¢trhge
des autoanticorps anti-ribosomes, anti-mitochondaetype
M2 et anti-LKM-1 par immunofluorescence indirectar s
coupes de foie, rein et estomac.

— Au coffret ENA-LISA (référence HM008) commercialipér
bmd, permettant la détermination semi-quantitapee une
technique ELISA des autoanticorps anti-ENA et en
particulier les autoanticorps dirigés contre lacgjté Jo-1.
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L'étude a porté sur 187 échantillons :

= 91 échantillons susceptibles de renfermer au moires des
spécificité recherchée,

= 49 échantillons provenant d'individus sains,

= 47 échantillons renfermant des facteurs d'interfee
potentiels (aspect et nature du prélévement, autr@asjueurs
biologiques susceptibles de provoquer des réactimmssement
positives).

Sensibilité Spécificité
. . Concordance
relative relative
(%) * (%) *k (%) Fkk
Ribosome| 100 (0/10) 100  (0/177 100  (0/187)
M2 96.8  (2/61) 100  (0/124) 98.9  (2/18))
Jo-1 100 (0/11) 100  (0/176 100  (0/187)
LKM-1 100 (0/9) 100  (0/178 100  (0/187)
*: échantillons discordants par rapport au nombreotal
d’échantillons positifs détectés.
** . échantillons discordants par rapport au nombretotal
d’échantillons négatifs détectés.
*** . échantillons discordants par rapport au nonwr total

d’échantillons testés.

2. ESTIMATION DE LA VALEUR PREDICTIVE DU TEST

Elle a été calculée sur 'ensemble des résultaenois, soit sur
748 tests :

- Valeur prédictive négative : 99.7% (655/657)

- Valeur prédictive positive : 100% (93/93)

3. VERIFICATION DU SEUIL DE POSITIVITE
Le seuil de positivité a été estimé sur 145 échansi :

= 49 échantillons provenant d’individus sains

= 47 échantillons ne renfermant pas d'anticorps-BN#\ mais
susceptible de provoquer des interférences biol@gicen raison
de leur aspect (turbidité, lyse globulaire, plasnd®) la présence
de marqueurs biologiques liés a dautres pathotogie
(cryoglobulinémie, hypergammaglobulinémie IgG, IgM
monoclonales, complexes immuns circulants, compiéme
facteurs rhumatoides, autres maladies autoimmunes).

L’ensemble de ces échantillons ont été trouvéstiigga

4.FIDELITE DU TEST

Elle a été estimée pour 2 spécificités du cof@¥TO-DOT 4,
sur 3 échantillons se situant a différents degeésédctivité : un
positif, un faiblement positif ou limite et un néga

5. COMPARAISON DES PERFORMANCES DU COFFRETCYTO-DOT 4,
NOUVELLE VERSION (PROTOCOLE COURJ A CELLES DE L ANCIEN
COFFRET CYTO-DOT 4 (PROTOCOLE LONQ

L’étude a porté sur 193 échantillons :

= 69 échantillons susceptibles de renfermer au mones des
spécificités recherchées,

= 62 échantillons provenant d’individus sains,

= 62 échantillons renfermant des facteurs d'interiée
potentiels (aspect et nature du prélévement, autr@sjueurs
biologiques susceptibles de provoquer des réacfaunssement
positives).

Sensibilité Spécificité c
. . oncordance
relative relative
(%) * (%) *k (%) *kk
Ribosome| 100 (0/9) 100 (0/184 100 (0/193)
M2 100 (0/42) 99.3 (1/151 99.5  (1/198)
Jo-1 100 (0/10) 100 (0/59) 100 (0/193)
LKM-1 100 (0/8) 99.5  (1/185 99.5  (1/193)
*:  échantillons discordants par rapport au nombréotal
d’échantillons positifs détectés.
**: échantillons discordants par rapport au nombredotal
d’échantillons négatifs détectés.
*** . @gchantillons discordants par rapport au nomér total

d’échantillons testés.

LISTE DES SYMBOLES

Référence produit

O Numéro de lot

Nombre de tests

<EH

Test unitaire

)

Pour le diagnostit vitro uniquement

Date d’expiration

INTRA-ESSAI INTER-ESSAIS
Spécificite 1:I;i_tr|eze Aspect des puits Aspect des puits
peciiicite | Trip n CYTO-DOT 4 n CYTO-DOT 4
substrat
Anti- >1/320 Sombre cerclé Sombre cerclé
ribosomes 1/40 |5 Clair cerclé 5 Clair cerclé
négatif Absence de cerclg Absence de cercle
Anti- >1/160 Sombre cerclé Sombre cerclé
LKM-1 1/40 5 Clair cerclé 5 Clair cerclé
négatif Absence de cercle Absence de cercle

A conserver entre +2-+30°C

Lire les instructions d'utilisation

ElasiE

Conforme a la réglementation CE

N
m

RCNS|H,0 A reconstituer ou diluer avec de I'eau

)

Contient de 'azide de sodium

| CONT | NaN, |

| CONT | PROCLIN™ |

Contient du Proclin
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SCHEMA RECAPITULATIF DU M ODE OPERATOIRE

TEMPS
OPERATIONS A EFFECTUER D'INCUBATION
Ajouter 20pl d'échantillon dans le tube 1 contemamampon TDL.
NousaTion |©  lnderlaendelete entfe 10 i
DES SERUMS Agiter manuellement la bandele@e fois (sur une durée totale de 15s) aTA
Laisser ensuite incuber sans agiter

Pendant l'incubation des échantillons, distribu®rl2le conjugué dans le tube 2 contenant le TDL

Plonger la bandelette dans le tube de lavage camtelu TDL.

LAVAGE Agiter manuellement. 1 minute
Eliminer le tampon résiduel en égouttant la bantielsur un papie aT.A
absorbant.

Plonger la bandelette dans le tube 2.
INCUBATION Déclencher le chronometre. 10 minutes
DU CONJUGUE Agiter manuellement la bandele@e fois (sur une durée totale de 15s) aT.A
Laisser ensuite incuber sans agiter
En fin d'incubation du conjugué, distribuer 1misidstrat dans le tube 3
Plonger la bandelette dans le tube de lavage camtelu TDL.

LAVAGE Agiter manuellement. 1 minute
Eliminer le tampon résiduel en égouttant la bantielsur un papie aT.A
absorbant.

Placer la bandelette dans le tube 3.
INCUBATION Déclencher le chronometre. 5 minutes
DU SUBSTRAT Agiter manuellement la bandele@e fois (sur une durée totale de 15s) aT.A

Laisser ensuite incuber sans agiter

LAVAGE

Laver la bandelette sous I'eau du robinet.

SECHAGE

Eliminer I'eau résiduelle en déposant la bandeteftain papier absorbar
etlaisser sécher complétemerdvant l'interprétation du résultat

aT.A

T.A : Température Ambiante entre +18°C et + 25°C.

BioMédical Diagnostics SA

Siege social
Actipole 25
4 bld de Beaubourg

Tél:33164621012

" : Les agitations doivent étre lentes et verticales.

€

E-mail : support@bmd-net.com

Fax: 33164 6209 66

77435 Marne la Vallée Cx2

France

Internet : www.bmd-net.com
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IVD

biomedical diagnostics

CYTO-DOT
HM 043

DEFINITION

The CYTO-DOT 4 kit is a qualitative enzyme immunoassay (EIA)
for the simultaneous detection of 4 cytoplasmic cHjnities:
ribosome, mitochondria (M2), Jo-1 and LKM-1.

DIAGNOSTIC VALUE

¢ Mitochondrial antibodies type M2

Among the 9 types of antibodies directed again$ferdint
components of mitochondria (M1 to M9), the antibadytype
M2 is the most frequent. It is a sensitive and djpemarker for
primary biliary cirrhosis (present in 90% of theses).

It is found rarely in certain chronic hepatic dises.

¢ Anti-ribosomal antibodies

These antibodies are found in association with-m@untiear
antibodies in 10 to 20% of lupus.

Their interest lays in their strong association wiéntral
neurological abnormalities in lupus.

¢ Anti-Jo-1 antibodies

These antibodies recognize the histidyl-tRNA syrgbet an
enzyme responsible for complexing the amino acgtidine to
its cognate transfer RNA (50kD). It is present, wattvariable
frequency, in serum of patients with polymyositermato-
myositis or overlap syndromes.

These antibodies are characteristic particularithenforms with
diffuse interstitial lung fibrosis.

¢ Anti-LKM-1 antibodies

Anti-LKM-1 antibodies react with cytochrome P450 M6.
They are markers of autoimmune hepatitis type dt, Wwhich
they recognize a major epitope of 9 amino acid2{2B0) on
linear form. Other ethiologic factors can induce firoduction
of anti-LKM-1 antibodies: drug (halothane), virusepatitis C),
and multifactorial autoimmune primitive disorder.

M ATERIAL REQUIRED BUT NOT PROVIDED

¢ Pipettes
e Timer

« Distilled water (to dilute the concentrated Phosptlaveen
buffer)

« Adsorbent towels (to blot dry the assay strip)
« Support for 96 reaction tubes (bmd, cat. HM501)

Ag. March 2009

ASSAY PRINCIPLE

The antigens are coated on distinct membranesebas$ay strip.

« First, the assay strip is incubated in a reactidre tcontaining
the diluted sample of the patient. If this samptatains the
antibodies, these antibodies will recognize anddbio the
corresponding antigen.

« After incubation, a first wash step removes alih&f unbound
proteins.

* An alkaline phosphatase labeled protein A conjubatds to
the captured antibodies. The excess of unboundugetg is
removed by a second wash step.

* The bound conjugate is visualised with an insolilestrate
for the phosphatase enzyme (BCIP/NBT). This will gige to a
blue colored circle, confirming the presence obaantibodies in
the sample tested.

REAGENTS

HMO043

Assay strips

Antigens coated: ribosomal
proteins (mix of severa
purified phosphoproteins of
different molecular weights)}
mitochondrial M2 proteins
(mix of several purified
proteins of differing 10
conirol + molecular weights), purified
Jol protein (58kD) and

ribosomes recombinant LKM-1 protein
miio M2 (60KD).
Jo-1

ERANN

e

1 vial of PAL Conjugate (Phosphatase alkalin lathele

protein A) 300uL
To be diluted CONJ | IgG :
1 vial of Substrate (BCIP/NBT)

Ready to use |SU BS |BCIP-NBT| 12mL

1 vial of Phosphate-Tween buffer (concentrate 10x)
To be diluted in distilled water

| BUF | WASH |[10x |

30mL

Reaction tubes (1,5mL) 40

Self-stick labels for returned results 10
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SAMPLES COLLECTION AND HANDLING

e The testis performed on serum.

« Lipemic sera should be avoided, as well as sanwpiiésh have
been frozen and defrosted more than once.

e If the test is not run immediately, the samplesusthdoe stored
at +2°C/+8°C for a maximum of 5 days, for longerrage,
frozen undiluted samples at -20°C.

e To avoid non-specific binding, it is recommendeccémtrifuge
and filter the cloudy samples or samples frozemfore than 6
months.

PRECAUTIONS

Be sure that the strips are dry after each wash.

If all specificities are found with the same patjehis advisable to
control this sample with an other method.

Reagents in solution (except for substrate buffentain less of
0.1% (w/v) sodium azide and 0.02% (w/v) of Procli800. Do not
eat and avoid contact with skin and eyes. Azidefoam explosive
mixtures in copper or lead piping. Rinse thorougdfter flushing.

CYTO-DOT 4 has been developed according CE Directives

67/548/EEC and 1999/45/EC relating to the classifioat
packaging and labelling of dangerous preparations.

CYTO-DOT 4 has been optimized for the use as describe in this

procedure. Do not substitute other manufacter'geets. Dilution
or adulteration of these reagents may also affecperformance of
the test. Close adherence to the test procedureasslire optimal
performance.

STABILITY AND STORAGE

e Store reagents and assay strips at +2°C/+8°C in thir
package.

« Do not use kits beyond the expiration date.
« Store unused strips into their plastic bag withdhsiccant.
« Store all components immediately after use aga#R&C/+8°C.

SETUP

All reagents must be at room temperature before use
1. Preparation of the wash and dilution buffer
- Dilute 10 times the concentrated Phosphate-Twedierbu
in distilled water.
- Storage period: 3 months at +2°C/+8°C

2.  Preparation of samples

- Mark one strip per sample.

- Mark 3 reaction tubes per sample and number fram3t
&  tube 1: sample incubation.
&  tube 2: conjugate incubation.
&  tube 3: substrate incubation.

- Dispense 1mL of wash and dilution buffer in tubeant
2.

- Mark another microtube reserved for the two firsshing
steps and dispenses 1mL of wash and dilution huffer

Remarks and precautions:

The substrate is light sensitive. It requires to Héspense

immediately at the time of his use in the tubes 3.

Certain environmental conditions as the temperatggy influence

the final result. For temperatures > +30°C, it isacommended to be

vigilant on the coherence of the results obtained.

Certain operational conditions may influence theéemsity of the

blue color and should therefore be avoided:

- the agitation time in each wash step is less thamraute

- the membrane sticking to the wall of the vesselindur
incubation step.

- incomplete mixing of sample and conjugate

INTERPRETATION OF RESULTS

1. Validation criterion for the manipulation:

. The positive control should give a blue coloredleiwith
a well defined outline.

. If all specificities are found with the same patjeit is
recommended to control this sample with an othehotk

2. Reading of the strips:

In order to interpret correctly make sure that #teps are
completely dry.

For each specificity interpret this scheme

APPEARANCE OF THE WELL RESULTS

absence of auto-antibodies

no circle NEGATIVE

presence of a circle of which the
staining is variable from bright to
dark

presence of auto-antibodies
POSITIVE

Each membrane showing a difficult tdistinguish circle should be
controlled with a second blood sample, drawn a feweeks later. The
interpretation of the results should be done in atbn to other
examinations and in the clinical context.

QUALITY CONTROL

bmd offers a multiparametric quality control (Imnatrol V, Cat.
No: HM052) which contains antibodies directed aghione of
the 4 specificities; it must be handled in the sarag as samples.

CHARACTERISTICS AND PERFORMANCE OF THE TEST

1. INDICATION OF THE DIAGNOSTIC VALUE IN COMPARISON WITH AN
OTHER METHOD

CYTO-DOT 4 has been compared :

— With RAT TRIPLE SUBSTRATE (Cat. ME1248) commercialized
by bmd for screening and titering of anti-ribosomaiti-
mitochondrial subtype M2 and anti-LKM-1 autoantibesd
by indirect immunofluorescence on rat kidney, stomand
liver substrate.

— With ENA-LISA (Cat. HM008) commercialized by bmd for
semi-quantitative determination by ELISA method aofti-
ENA antibodies and especially for Jo-1 specificity.
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Study was performed on 187 samples :

= 91 samples with at least one of the evaluatedifspges,

= 49 samples of blood donor,

= 47 samples with potential interference factorspeat (turbidity,
globular lysis, plasma) or biological markers (glabulinemia,

hypergammaglobulinemia, monoclonal immunoglobulins,
circulating immune complexes).

Relative Relative

o e Concordance

sensibility specificity

(%) * (%) *k (%) Hkk
Ribosome| 100  (0/10) 100  (0/177 100  (0/18F)
M2 96.8  (2/61) 100  (0/124) 98.9  (2/18))
Jo-1 100  (0/11) 100  (0/176 100  (0/187)
LKM-1 100 (0/9) 100  (0/178 100  (0/187)

*:  Discordant samples / total number of positieergples detected
** . Discordant samples / total number of negatsamples detected
*** . Discordant samples / total number of samptested

2. ESTIMATION OF PREDICTIVE VALUE

Calculated on 748 tests :

- Negative predictive value : 99.7% (655/657)
- Positive predictive value : 100% (93/93)

3. VERIFICATION OF POSITIVE THRESHOLD

Calculated on the 145 samples :

= 49 samples of blood donors,

= 47 samples with potential interference factorspeat (turbidity,
globular lysis, plasma) or biological markers (glabulinemia,
hypergammaglobulinemia, monoclonal immunoglobulins,
circulating immune complexes).

These samples have been found negative.

4. REPRODUCIBILITY

Calculated for 2 specificities &8YTO-DOT 4 kit, with different
positivity degrees : positive, weakly positive oortlerline and
negative.

INTRA-ASSAY INTER-ASSAYS
| Triple CYTO-DOT 4 CYTO-DOT 4
Specificity | substrate | n n
Titer appearence appearence
Anti- >1/320 Dark circle Dark circle
. 1/40 |5 Bright circle 5 Bright circle
ribosomes| . . .
négatif No circle No circle
Anti- >1/160 Dark circle Dark circle
LKM-1 1/40 |5 Bright circle 5 Bright circle
négatif No circle No circle

Precision of the test couldn’t be evaluated by affadent of
variation, becaus€YTO-DOT 4 is not a quantitative method.

But all tests have been compared together; they liagesame
appearance. The reproducibility is excellent.

5. PERFORMANCE COMPARISON OF CYTO-DOT 4, NEW VERSION
(SHORT PROCEDURE TO CYTO-DOT 4, PREVIOUS VERSION
(LONG PROCEDURB

Study was performed on 193 samples :

= 69 samples with at least one of the evaluatedifigpiges,
= 62 samples of blood donor,
= 62 samples with potential interference factorsspeat

(turbidity, globular lysis, plasma) or biological ankers
(cryoglobulinemia,  hypergammaglobulinemia,  monoelon
immunoglobulins, circulating immune complexes).
Relative Relative Concordance
sensibility specificity
(%) * (%) *k (%) Fokk
Ribosome| 100 (0/9) 100  (0/184 100  (0/193)
M2 100  (0/42) | 99.3 (1/151) 99.5  (1/198)
Jo-1 100  (0/10) 100  (0/59) 100  (0/193)
LKM-1 100 (0/8) 99.5  (1/185) 995  (1/193)

*:  Discordant samples / total number of positieenples detected
** . Discordant samples / total number of negatsamples detected
**+ . Discordant samples / total number of samptested

SyMmBOLS USED

Catalog number

Batch code

Number of tests

jl_
HE
=

Rapid test

égE

<
)

In vitro diagnostic device

Use by

Storage temperature limitation

e

Read instructions for use

N
m

EC Declaration of Conformity

Reconstitute with water

| CONT | NaN; |

Contains sodium azide

| CONT | PROCLIN™ |

Contains Proclin
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INCUBATION
OPERATIONS STEPS TIME
- Add 20pL sample to tube 1 containing wash andiditubuffer.
INCUBATION | Put in the identified strip. 10 minutes
OF SAMPLES | - Start the alarm. atRT
- Move' the strip manually 20 times up and down (during)15 '
- Then incubate without shaking

During sample incubation, add 20pL conjugate t@t2lwontaining wash and dilution buffer

Put the strip in the corresponding wash tube wiilstwand dilution buffdr.

WASH - Move manually. 1 minute
- Take the strip out of the tube and remove residutfer by blotting the atR.T
strip with an adsorbent towel.
INCUBATION | Put the strip in tube 2. _
OF - Start the alarm. 10 minutes
- Move the strip manually 20 times up and down (during)15 atR.T
CONJUGATE . . .
- Then incubate without shaking
At the end of the conjugate incubation, dispense afisubstrate in tube 3
- Put the strip in the corresponding wash tube wiilstwand dilution buffdr.
WASH - Move manually. 1 minute
- Take the strip out of the tube and remove residutfer by blotting the atR.T
strip with an adsorbent towel.
- Put the strip in tube 3.
INCUBATION [ -  Start the alarm. 5 minutes
OF SUBSTRATEH| - Move the strip manually 20 times up and down (during)15 atR.T

Then incubate without shaking

WASH -

Wash the strip under tap water.

DRY

Remove water by blotting the strip with an adsotthewel andet dry
completely before reading the result.

about 30 minutes
atR.T

R.T : Room Temperature between +18°C and + 25°C. ": Up and down agitations should be slow.

BioMédical Diagnostics SA

Office

Q

Actipole 25
4 bld de Beaubourg
77435 Marne la Vallée Cx2
France

Tel : 33164621012
Fax:33 164 6209 66

E-mail : support@bmd-net.com
Internet : www.bmd-net.com
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