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biomedical diagnostics

ELISIS B2-GPI 1gG / IgM
LIS 1206

DEFINITION

Le coffret ELISIS B2-GPI IgG/igM (£1<) permet une
recherche qualitative et quantitative, par méthadéSA, des
anticorps antB2-GPI d'isotype IgG et/ou IgM dans le sérum
humain. Les anticorps argR-GPI reconnaissent principalement
les épitopes spécifiques de fa-glycoproptéine | humaine qui
apparaissent uniquement lorsqueBaglycoprotéine | interagit
avec les lipides membranaires.

Les résultats obtenus avec le cofeiSIS B2-GPI IgG/IgM
(&nd) associés & des examens complémentaires et axteont
clinique, constituent pour le clinicien un élémanportant dans

le diagnostic et [I'évaluation du risque de Syndrome
Antiphospholipide (SAP) primaire ou secondaire.

Le coffret ELISIS B2-GPI IgG/igM (£7d) peut étre utilisé
avec l'automate de dilution/répartiti@ARIS™.,

VALEUR DIAGNOSTIQUE

Les anticorps antiphospholipides (aPL) constitugre famille
trés hétérogene d'autoanticorps, détectés paomigdmentin

vitro des tests de coagulation phospholipides-dépeneaamiar
des méthodes ELISA utilisant la cardiolipine ou utfas
phospholipides anioniques ou neutres. Les malal@igesplus
fréquemment associées aux aPL sont le lupus érptiedm
disséminé, le lupus induit médicamenteux, la maladiombo-
embolique et les thromboses en général, les averisma
répétition, les cytopénies périphériques autoimmunéa
cirrhose biliaire primitive, certaines infectiondgaés, les
infections par rétrovirus, SIDA et HTLV. Le terme dyndrome
des antiphospholipides associe la présence d'umplasieurs
criteres cliniques, thromboses veineuses et/ou rigliés,

avortements a répétition, naissances prématuréats foetales,
a la présence d'un anticoagulant circulant, d'urL a®/ou
d’'anti-B2-GP1 présents sur deux prélévements ou plus.

La détection par méthode ELISA de certains aPL ragies,
rencontrés dans les maladies autoimmunes, néckspitésence
d'une protéine sérique: Id,-glycoprotéine | [-GPI) ou
Apolipoprotéine H. A Tlinverse, lors des infectiorgui ne
s'accompagnent  généralement pas de
thrombotiques, sa présence n’est pas requise.

La B-GPI est une protéine plasmatique de 50kDa, prés&nt
une concentration de 200ug/ml, sous forme d'uneineha
polypeptidique de 326 acides aminés. Sa forteitffipour les
phospholipides est a I'origine de ses propriétéx@agulantes
in vitro sur la coagulation et I'agrégation plaquettaire.

La plupart des auteurs considérent aujourd’huilggeaPLp,-
GPI-dépendants sont probablement dirigés contnerdééine
structuralement modifiée par sa liaison aux pholpides.
Leur reconnaissanda vitro de lap,-GPI implique I'utilisation
d’'une phase solide irradiée, afin de reproduireltangement
de conformation.

Fr. Mars 2009

lls confirment I'intérét de caractériser les aPtig#is contre

des phospholipides anioniques, en testant leur ifspiéc

antigénique vis-a-vis de -GPI, afind’accroitre leur valeur
prédictive du risque thrombotique dans les pathekg
autoimmunes et corrélées a la survenue d’'un syrelrdes

aPL.

PRINCIPE DU TEST

L'antigene purifié32-glycoprotéine | (d’origine humaine) est
adsorbé sur un support solide constitué de 12 thesrde 8
micropuits en polystyrene.
« Dans un premier temps, I'échantillon a tester s ghuis
mis a incuber dans les puits de la microplaquec&itient
les anticorps recherchés, ceux-ci vont se fixer aux
antigénes correspondants. Aprés incubation, lésoaps
non fixés sont éliminés par lavage.

« Un conjugué monoclonal anti-lgG ou anti-lgM humaine
couplé a la peroxydase de Raifort est ensuite t&jau
chaque puits. Il se fixe au complexe antigene-argic
précédemment formé. Aprés incubation, l'excés dpigaé
est éliminé par un second lavage.

« L'étape de chromogénése est réalisée en déposaiskeat
de l'enzyme : TMB (3,3',5,5-tétraméthylbenzidin€ju
cours de celle-ci, se développe une coloration
proportionnelle a la quantité d'anticorps présedéms
I'‘¢chantillon.

« L'addition de HCI(1 M) permet de bloquer la réaction
enzymatique.

« La lecture des densités optigues a 450nm sur un
spectrophotomeétre constitue la derniére étapealisation
du test.

+ VLintensit¢ de la coloraton du chromogene est
proportionnelle a la quantité de conjugué liée ammlexe
anticorps-antigéne et donc proportionnelle a la
concentration initiale en autoanticorps du patient.

ECHANTILLONS

phénomenes

« Le test doit étre réalisé sur du sérum. Utilisepdiférence
des échantillons de sérum fraichement prélevés. Les
prélevements doivent suivre les recommandations
nationales.

Eviter d'utiliser des sérums lipémiques ou hémalyaénsi
que des prélevements congelés et décongelés plos d'
fois.

« Si le dosage n'est pas effectué immédiatement, les
échantillons devront étre conservés réfrigéréserfC et
+8°C pendant 5 jours maximums. Au-dela, ils deviirg
congelés a -20°C.

Afin de limiter toute fixation non spécifique, iseconseillé
de centrifuger et de filtrer les échantillons cdagalepuis
plus de 6 mois et troubles.
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STABILITE ET CONDITIONS DE CONSERVATION

- Les réactifs et les barrettes de puits sensibitie@égent étre
conservés entre +2°C et +8°C dans leur conditioemém
d’origine.

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

- Aprés la premiére ouverture, conserver les bagettm
utilisées a l'intérieur de la pochette plastiquepedsence
du sachet déshydratant et les remettre immédiateanére
+2°C et +8°C.

- Aprés la premiere ouverture, conserver tous lestiféa
entre +2°C et +8°C.

REACTIFS

Microplaque de 96 puits sensibilisés avec I'antegparifié
[32-glycoprotéine | humaine
(12x8 puits individuels sécables)

12 barrettes

1 flacon d’Etalon Seuil (bouchon bleu: solution rjay
contenant du sérum humain dilué et de 'azide dikuso <

0.1% (agent de conservation) 1x1,5ml
Prét a I'emploi
6 flacons de Calibrateur (intensité de couleurssante en
fonction de la concentration : solution jaune) emaint du
sérum humain dilué et de l'azide de sodium < O.2%eKft| 6 x 1,5ml
de conservation)
Prét & 'emploi
1 flacon de Contrdle Positif (bouchon rouge: solutiaune)
contenant du sérum humain dilué et de l'azide dieuso <
- 1x1,5ml
0.1% (agent de conservation)
Prét & 'emploi
1 flacon de Controle Négatif (bouchon vert: solntjaune)
contenant du sérum humain dilué et de l'azide dituso <
- 1x1,5ml
0.1% (agent de conservation)
Prét & 'emploi
1 flacon de Conjugué anti- IgG- humaine couplé a la
peroxydase (bouchon bleu: solution bleue) 1x15ml
Prét a I'emploi
1 flacon de Conjugué anti- IgM- humaine couplé a la
peroxydase (bouchon vert: solution verte) 1x15ml

Prét a 'emploi
1 flacon de Substrat TMB (bouchon noir) composé|de

TMB/H20; stabilisé. 1x15ml
Prét a 'emploi

1 flacon de Diluant échantillon — concentré x5 (Hwan

blanc: solution jaune) composé de Tris, de NaCISérim

albumine bovine et d'azide de sodium < 0.1% (ag#{ 1 x20ml
conservation)

A diluer

1 flacon de Tampon de Lavage — concentré x50 (kmuch

blanc: solution verte) composé de Tris, de NaClTdeen 1 x 20ml
20 et d’azide de sodium < 0.1% (agent de consemvati

A diluer

1 flacon de Solution d’arrét (bouchon blanc: saolati

incolore) contenant HCI (1M) 1x15ml

Prét a I'emploi

Les coffretsELISIS B2-GPI IgG/igM (£14) sont calibrés en
unites arbitraires (UA/ml).

De plus, les coffret€LISIS B2-GPI IgG/igM (£1d) sont
standardisés par rapport aux standards SAPPOROALHC
pour les IgG et EY2C9 pour les IgM.

M ATERIEL NECESSAIRE NON FOURNI

Eau purifiée (selon les exigences de la Pharmacdpsge
Etats Unis ou de la Pharmacopée européenne)

Lecteur de microplaque avec filtre de 450nm etefiie
référence optionnel de 620nm (600-690nm)

Eprouvettes (100-1000ml)
Tubes a hémolyse pour les dilutions de sérum
Vortex

Pipettes de précision capables de délivrer préaréiuie
10ul & 1000yl ou distributeur répétitif capablesidivrer
précisément de 100ul a 1000ul

Laveur de microplaque (pipettes répétitives ou tpiise
multicanaux ou systéme automatisé capables dereéliv
précisément 300ul)

Papier absorbant

PREPARATION DES REACTIFS

L’ensemble des réactifs doit étre préparé extenmgonznt.

1.

Préparation de la Solution “Diluant d’échantidn »

Diluer la Solution « Diluant d’échantillon » condeh au
1/5 en eau distillée.
Ex: 20ml dans 80ml

Durée de conservation : 1 mois entre +2°C et +8°C.

Préparation du tampon de lavage

Diluer le tampon de lavage concentré au 1/50 en eau
distillée.
Ex: 20ml dans 980ml

Préparer 20ml de tampon de lavage dilué pour & pmuit
200ml pour 96 puits.

Durée de conservation : 1 mois entre +2°C et +8°C.

Préparation des échantillons

Diluer les échantillons au 1/101 dans la solutierDduant
d’échantillon (x1).
Ex: 1000ul de Diluant d’échantillon (1x) + 10ul sierum

Agiter vigoureusement au vortex.

Etape de lavage
« Lavage automatisg

Pour le calcul du volume de tampon de lavage, pecad
considération les volumes nécessaires pour la pépa
des instruments ainsi que les volumes morts destpip

+ Lavage manuel :
Vider les puits par retournement de la plaque.

Tamponner vigoureusement la plaque retournée sur un
papier absorbant.

Distribuer 300ul de tampon de lavage dilué (x1)sdan
chaque puits et attendre 20 secondes.

Répéter entierement la procédure deux fois.
Microplaques
Déterminer le nombre de puits exact nécessairesu t

Replacer les puits, non utilisés a l'intérieur depbchette
plastigue en présence du sachet déshydratant et les
remettre immédiatement entre +2°C et +8°C.
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PRECAUTIONS

Ramener tous les réactifs et les échantillons iatp&ment a
température ambiante (+18°C/+25°C) avant utilisatio
S’assurer que les plaques soient bien égouttéés apaque
lavage.

Ne pas fumer, ne pas manger ou boire en maniple!aitt

Ne pas pipeter a la bouche.

L'étalon seuil, les calibrateurs et les contrlessd’origine

humaine. Pour chacun, les recherches d’anticorps-éiH 1

et 2, anti-VCH et d’antigénes de I'hépatite B satggévélées
négatives. Toutefois s’agissant de produits poddiathent
infectieux, il est nécessaire de les manipuler aves
précautions d'usage.

Ce coffret contient des composants potentiellerdangereux
qui ne sont pas classifiés comme irritant pourylesx et la
peau. Toutefois, il est recommandé d’'éviter le aohavec les
yeux et la peau et de porter des gants jetables.

L’étalon seuil, les calibrateurs, les contrleslest tampons
contiennent moins de 0.1% (w/v) d’'azide de soditla.pas
avaler et éviter tout contact avec la peau et leguauses.
L'azide de sodium peut former des mélanges exgldsit de
son élimination dans les canalisations de cuivrdeeplomb.
Rincer abondamment lors de telles éliminations.

Le coffretELISIS B2-GPI IgG/igM (£14) a été élaboré dans

le respect des Directives européennes 67/548/CEE et
1999/45/CE en ce qui concerne la classificaticemballage

et I'étiqguetage des préparations dangereuses.

ELISIS B2-GPI IgG/igM (£nd) a été optimisé pour les
conditions opératoires précisées dans cette notieenon-
respect des dilutions, de la préparation des feactiu
protocole ou la substitution d'un réactif par urtrayroduit
peuvent affecter les performances finales du test.

Ne pas mélanger, ni substituer les réactifs ouaplagues de
lots différents, car cela pourrait entrainer desatians de
résultats.

Incubation: pour les systemes automatisés, il est
recommandé de réaliser le protocole a +30°C.

Ne jamais exposer les réactifs a une températyrérisure a

+ 37°C.

Pipeter toujours le Substrat et le Conjugué aveccdees non

souillés.

Protéger le Substrat de la lumiére.

M oDE OPERATOIRE

1. Préparation du test

Utiliser la feuille de travail contenue dans lefostf pour
noter la localisation des échantillons.

Retirer le nombre exact de puits nécessaires Eamples
puits non utilisés dans la pochette de protectizec de
sachet déshydratant.

Utilisation d'une courbe
interprétation quantitative
Pour chaque série d’essais, prévoir en double:

- Calibrateurs (Cal A, Cal B, Cal C, Cal D, CaltEal F)
- Contréle positif (Ctrl +)

- Contrble négatif (Ctrl -)

- Echantillon dilué (S)

d’étalonnage pour une
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Utilisation de I'Etalon Seuil pour une interprétatin

qualitative

Pour chaque série d’essais, prévoir en double :
- Contréle négatif (Ctrl -)

- Etalon seuil (Ctrl Ref)

- Contréle positif (Ctrl +)

- Echantillon dilué (S)
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2. Incubation des échantillons

Déposer 100ul d'étalon seuil ou 100ul de chaque
calibrateur et 100ul des contrbles négatif et fodins

les puits identifiés.

Déposer 100ul d’échantillons dilués.

Incuber 30 minutes a température ambigr2e°C/+32°C)

Etape de lavage:

Vider les puits par retournement de la microplaque.
Procéder a une série de 3 lavages en tampon dgelava
(300ul/puits).

(e}

o

m

3. Incubation du conjugué
Déposer 100ul de conjugué dans tous les puits.
Incuber 30 minutes a température ambig&r?e°C/+32°C)
Etape de lavage:
Vider les puits par retournement de la microplaque.

Procéder a une série de 3 lavages en tampon dgelava
(300ul/puits).

4. Incubation du substrat
Déposer 100l de substrat TMB dans tous les puits.
Incuber 30 minutes a température ambig&r?e°C/+32°C)
Protéger les puits de la lumiére intense.

5. Arrét de la réaction
Déposer 100l de solution d'arrét dans chaque.puits
Incuber au minimum 5 minutes.
Agiter délicatement la microplague pendant 5 seesnd

6. Lecture

Lire la densité optique de chaque puits a 450nns (de
filtres 450/620nm peuvent étre éventuellementsgd) au
cours des 30 minutes suivant I'arrét de la réaction
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INTERPRETATION DES RESULTATS

Pour une interprétation quantitative, tracer la courbe
d'étalonnage sur du papier logarithmique en portant
ordonnées (axe des Y) les DO de chaque calibraeen
abscisses (axe des X) leurs valeurs correspondantggy/ml.
Afin d'obtenir de meilleurs résultatsfd. recommande
d'utiliser les courbes log (x) / lin (y) et 4 paraires
d’'ajustement. A partir de la courbe et de la dénsiptique
obtenue pour chaque échantillon, déduire la corggon en
anticorps en UA/ml.

Résultats négatifs Résultats positifs

< 15 UA/mI > 15 UA/mI

Exemple de courbe d’étalonnage

Il est recommandé de tester les calibrateurs ars @michaque
série d'essais.

Calibrateurs 19G DO 450/620nm CV % (Variation)
0 UA/mI 0,041 1,7
3 UA/mI 0,132 0,0
10 UA/mI 0,280 2,6
30 UA/m 0,584 2,1
100 UA/mI 1211 0,0
300 UA/mI 2,042 0,6

Exemple de calcul

Patient DO (en double) Moyenne (DO) Résultat (UA/mI)
PO1 0,756/0,757 0,757 45,9
P02 1,344/1,352 1,348 123,3

Ne pas utiliser cet exemple pour interpréter vosukats !

Les données spécifiques de chaque lot sont indsodiees les
certificats d’'analyse joints.

Chaque laboratoire doit établir ses propres valderplage
(normale) de référence, en fonction de ses tecksjgle ses
contréles, de ses équipements et de la populatigatients.

Pour une interprétation qualitative, lire la densité optique
de I'étalon seuil et des échantillons patients. Gamr la
densité optique obtenue pour les échantillons pistia celle
de I'étalon seuil. Les échantillons patients ayam¢ densité
optique supérieure a celle de I'étalon seuil samismérés
positifs.

DO Patient < DO étalon seuil  => Négatif

DO Patient > DO étalon seuil => Positif

Le diagnostic clinique définitif ne doit pas étre miquement
basé sur les résultats obtenus avec ce test, maisdoit
résulter de linterprétation du contexte clinique & des
examens complémentaires. Différentes méthodes de
diagnostic doivent étre associées pour établir leiafjnostic
définitif.

LIMITES

Les sérums hémolysés, lipémiques, ictériques
bactériologiguement contaminés peuvent entrainerégultats
faussement positifs.

ou

CONTROLE QUALITE

Le coffret contient un contréle positif et un cdfernégatif. Il est

conseillé de les doser au cours de chaque séfiséetales

valeurs obtenues pour ces contrbles doivent étrpiises dans
l'intervalle des valeurs précisées sur les ceatfid’analyse. Si les
résultats des contrdles ne sont pas conformes ésuitats

attendus, les essais doivent étre répétés.

£md propose un contréle multiparamétrique externgoqut étre
testé en paralléle (IMMUNO-TROL I, réf : HM037)e@ontrble
est a tester de fagon identique a celle des élibwasiti

CARACTERISTIQUES ET PERFORMANCES DU TEST

Sensibilité, spécificité et concordance

ELISIS B2-GPI IgG/IgM kit (£1d) a été comparé a un coffret
ELISA commercialisé.

L'étude a porté sur 115 échantillons cliniquemefiris.

= 104 échantillons provenant d’'une population patbiojue
(SAP, LED et autres maladies autoimmunes).

= 11 échantillons provenant d’individus sains

Résultats
Kit commercial
B2-GPI IgG
4L -
o 30 18 | Sensibilite relative : 96.8%
EL'S'SIC%'GP' Spécificité relative : 78.6%
= 1 66 Concordance : 83.5%
Kit commercial
B2-GPI IgM
4e -
Sensibilité relative : 93.3%
+ 14 11 o .
E'—'S'SIB'%A'GP' Spécificité relative : 89.0%
g - 1 89 Concordance : 89.6%

Précision du test

Estimée sur 3 échantillons positifs en IgG et eM ig
faiblement positif, positif et fortement positif

ELISIS B2-GPI IgG/IgM ELISIS B2-GPI IgG/IgM

Inter-essais
(18 tests dans 3 essais différents)

Intra-essai
(24 tests dans le méme essai)

Titres moyens o Titres moyens o
(UA/mI) cvit (UA/MI) cvit
228,5 6,6 172,1 6,5
54,3 8,8 70,3 6,9
17,2 51 19,6 4,4

Seuil de positivité

Estimé sur 70 échantillons issus de donneurs sains.

ELISIS B-LISA IgG/IigM

Seuil de positivité :

valeur moyenne + 3 écart-types 15 UA/mI

Notice technique, ELISIB2-GPI IgG/IgM, LIS 1206, Page 4/14



BIBLIOGRAPHIE

Abuaf N et al

Prevalence of anti-B,-glycoprotein | and anti-prothrombin
antibodies in 2174 patients and 107 healthy costrol

Nouv Rev Fr Hematol 1995, 37: S53-S56.

Alarcon-Segovia D, Cabral A

The concept and classification of antiphospholiméictor
syndromes.

Lupus 1996, 5: 364-367.

Arvieux J et al

Measurement of antiphospholipid antibodies by ELIG#ing -
glycoprotein | as an antigen.

J Immunol Methods 1991, 143: 223-229.

Boffa MC

Detection of antiphospholipid-protein antibodiesd amanagement
of the antiphospholipid syndrome.

Ann Med Interne 1996, 147 (1): 3-4.

Darnige L, Arvieux J

B2-glycoprotéine I (apolipoprotéine H) et anticorps
antiphospholipides.

Sang Thrombose Vaisseaux 1994, 6: 687-692.

Galli M et al

Anticardiolipin antibodies directed not to cardpifi but to a plasma
protein cofactor.

Lancet 1990, 335: 1544-15551.

Hunt JE, Krilis SA

The fifth domain of B,-glycoprotein | contains a phospholipid
binding site (Cys 281-Cys 288) and a region recoghiby
anticardiolipin antibodies.

J Immunol 1994, 152: 653-659.

Martinuzzo ME et al

Anti-Bo-glycoprotein | antibodies: detection and assoeiativith
thrombosis.

BJ Haematol 1995, 89: 397-402.

Matsuura E et al

Anticardiolipin cofactor (s) and differential diagsis of
autoimmune disease.

Lancet 1990, 336: 177-178.

Matsuura E et al

Anticardiolipin antibodies recogniz@,-glycoprotein | structure
altered by interacting with an oxygen modified dgdhase surface.
J Exp Med 1994, 179: 457-462.

McNeil HP et al

Antiphospholipid antibodies are directed againsbmplex antigen
that includes a lipid-binding inhibitor of coagutat; p2-
glycoprotein | (apolipoprotein H).

Proc Natl Acad Sci USA 1990; 87: 4120-4124.

Miyakis S. et al

International consensus statement on an updateeoflassification
criteria for definite anti-phospholipid syndromeR8).

J. Thromb. Haemost 2005, 3: 1-12.

Sorice M et al

Anticardiolipin and antip,-GPI are two distinct populations of
autoantibodies.

Thromb Haemost 1996, 75: 393-398.

Roubey RA et al

Anticardiolipin autoantibodies recogniz®-glycoprotein | in the
absence of phospholipid. Importance of antigen itheaad bivalent
binding.

J Immunol 1995, 154: 954-960.

Notice technique, ELISIB2-GPI IgG/IgM, LIS 1206, Page 5/14



SCHEMA RECAPITULATIF DU MODE OPERATOIRE

QUANTITE A REACTIFS c ,
DISTRIBUER M ETHODE M ETHODE ONDITIONS D' INCUBATION
QUANTITATIVE QUALITATIVE
Calibrateurs Contrdle négatif
100ul A B,C, D EetF (en double)
(en double)
100ul Controle positif Etalon seuil
INCUBATION (en double) (en double) 30 min a TA
100ul Contrdle négatif Controdle positif
(en double) (en double)
100ul Echantillons dilués Echantillons dilués
(en double) (en double)
LAVAGE Laver 3 fois en tampon de lavage (300ul/puits)
Conjugué anti-lgG-HRP humaine
I NCUBATION DU CONJUGUE 100pl ou 30 mina TA
Conjugué anti-lgM-HRP humaine
L AVAGE Laver 3 fois en tampon de lavage (300ul/puits)
. 30 min a TA
REACTION ENZYMATIQUE 100ul Substrat TMB A protéger de la lumire intensg
ARRET DE LA REACTION 100ul Solution d’'arrét (1M HCI) 5 min

TA : température ambiante (+20°C/+32°C)

SYMBOLES UTILISES

- . . . +3T A . e
(g% Risques biologiques - I Limites de température REF Référence catalogue
[:[E Consu(lit‘i:"lie;satl:)sntructlons VD Dispositif med\:ﬁ?g de diagnostic in LoT Code du lot

Nombre de tests

A utiliser jusque

ce

Déclaration de conformité CH

DI SPE x|

Diluant échantillon

Solution Stop

Etalon de référence

Tampon de lavage

Calilbrateur

Microplaque

Contréle

Substrat

Conjugué

BioMédical Diagnostics SA

Siége Social
Actipole 25
4 bld de Beaubourg
77435 Marne la Vallée Cx2

France

Tel: 331646210 12
Fax:33 164 62 09 66

€

E-mail : support@bmd-net.com

Internet : www.bmd-net.com
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IVD

biomedical diagnostics

ELISIS B2-GPI 1gG / IgM
REF| LIS 1206

DEFINITION

ELISIS B2-GPI IgG/igM kit (£7d) is an enzyme linked
immunoassay (ELISA) for the qualitative or quari@

determination of IgG and/or IgM ari2-GPI antibodies in
human serum samples. Af®2-GPI antibodies recognize
specific epitopes on humdgs2-glycoprotein | which are only
expressed when32-glycoprotein | interacts with lipid
membranes.

The results of th&€LISIS B2-GPI IgG/igM kit (£nd) are to
be used in conjunction with the clinical findingsdathe other
laboratory tests to aid in the diagnosis and ristimeation of
primary and secondary AntiPhospholopid SyndromeAP

ELISIS B2-GPI IgG/IgM kit (£7d) may be used with the
CARIS™ system(diluting and dispensing device).

DIAGNOSTIC VALUE

The antiphospholipid antibodies (aPL) are an extgm
homogenous family of antibodies, detected by ievitro
elongation of phospholipid-dependent coagulatiatstand by
ELISA techniques which employ cardiolipin or otlarionic or
neutral phospholipids. The illnesses most oftecated with
aPL are systemic lupus erythematosus, drug-induapds,
thrombo-embolic disease and thromboses in genexagated
abortion, autoimmune peripheral cytopenia, primaitibiliary
cirrhosis, a number of acute infections, retrovirzkections,
AIDS and HTLV. The expression, antiphospholipid dyome
denotes the association of one or several cliné#kria,
venous and\or arterial thrombosis, consecutive tals,
premature births, fetal deaths, to the presencg afculating
anticoagulant, an aPL and\or an afit-GP1 detected on two
or more occasions.

The detection of some anionic aPLs found in autaimen
diseases, by ELISA technique calls for the presefigeserum
protein, B,-glycoprotein | f,-GPI) or apolipoprotein H.
Conversely, infections which are not generally acganied by
thrombotic elements, do not require its presence.

B>-GPl is a 50 kDa plasma protein, occurring at eceotration
of 200ug/ml, in the form of a polypeptide chain3@6 amino-
acids. Its great affinity for the phospholipidstie basis of its
in vitro anticoagulant effect on coagulation andatelet
aggregation.

Today most authors consider that $eGPIl-dependent aPLs
are probably directed against the protein which bagn
structurally modified by linkage with the PLs. Thémn vitro
recognition ofp,-GPI requires the use of an irradiated solid
phase in order to reproduce the change in structure

Ag. March 2009

English

They confirm the value of detecting the aPL dirdcagainst
the anionic phospholipids, by testing their antiggecific
affinity to the B»-GPI, in order to increase their ability to
predict the risk of thrombosis.

ASSAY PRINCIPLE

The purifiedB,-GPI antigen (human origin) is coated onto a
polystyrene microtiter plate (12 strips of 8 wells)

First, the diluted sample is added to the coated, we
which allows to bind. After incubation, unbound {&ios
are removed by washing.

Then, a monoclonal anti-human 1gG or IgM conjugated
horseradish peroxidase is added to each well. The
conjugate binds to the antigen-antibody complexerAf
incubation, the excess conjugate is removed bycanse
wash.

The chromogenic step is performed by the additibn o
TMB substrate (3,3',5,5' — tetramethylbenzidinelring
this step, a colour will develop in proportion thet
amount of antibodies in the sample.

Addition of Stop Solution HCI (1 M) serves to sttpe
enzymatic reaction.

After stopping the reaction by HCI (1 M) the optica
density is read by a spectrophotometer at 450nm

The rate of color formation from the chromogen is a
function of the amount of conjugate bound to thiégamn-
antibody complex and this is proportional to thdiah
concentration of the respective antibodies in théept
sample.

SAMPLES COLLECTION AND HANDLING

The test should be performed on serutse preferentially
freshly collected serum samples. Blood withdrawalsm
follow national requirements.

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

If determination is not performed immediately, séesp
should be stored at +2°C/+8°C for no longer thameak
or frozen.

To avoid any non-specific fixation, samples whicvé
been frozen for more than 6 months or which aredyp
should be centrifuged and filtered.
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STABILITY AND STORAGE

« Store reagents and assay strips at +2°C/+8°C in dhen
package.

- Do not use kits beyond the expiration date.
« Store unused strips into their plastic bag withdbsiccant.

+2°C/+8°C.

REAGENTS

96 wells microplate coated with highly purified ivat
humanp2-glycoprotein |
(12x8 individual breakaway microwells)

12 strips

1 vial of Cut-off Calibrator (capped blue: yelloalstion)
containing: human serum (diluted), sodium azide ®
(preservative)
Ready to use

1x1.5mL

6 vials of Calibrators (color increasing with
concentration: yellow solution) 0, 3, 10, 30, 1GD0O
U/mL containing: human serum (diluted), sodium azd
0.1% (preservative) g
Ready to use

6 x 1.5mL

1 vial of Positive control (capped red: yellow gain)
containing: human serum (diluted), sodium azide ®
(preservative)
Ready to use

1x1.5mL

1 vial of Negative control (capped green: yelloMusion)
containing: human serum (diluted), sodium azide ®
(preservative)
Ready to use

1x1.5mL

1 vial of anti-human IgG-HRP Conjugate (capped blue
blue solution)
Ready to use

1x15mL

1 vial of anti-human IgM-HRP Conjugate (capped gres
green solution)

Ready to us

1 x15mL

1 vial of TMB Substrate (capped black) containing:
stabilized TMB/ HO, .
Ready to use

1x15mL

1 vial of Sample Diluent - 5x concentrated (cappbite:
yellow solution) containing: Tris, NaCl, BSA, sodiu
azide < 0.1% (preservative)
To dilute

1x20mL

1 vial of Wash Buffer - 50x concentrated (cappedtevh
green solution) containing Tris, NaCl, Tween 20jism

azide < 0.1% (preservative)
To dilute

1 x 20mL

1 vial of Stop Solution (capped white: colorleskigon)
containing: 1M HydrochloricAcid
Ready to use

1x15mL

ELISIS B2-GPI IgG/IgM kit (£n<) is calibrated in arbitrary
units (AU/mL).

ELISIS B2-GPI IgG/IgM kit (£nd) is standardized using the

Sapporo-Standards: HCAL for IgG and EY2C9 for IgM.

M ATERIAL REQUIRED BUT NOT PROVIDED

Store all components immediately after use again at

Purified water (according to the definition of thimited
States Pharmacopeia and the European Pharmacopeia)

Microtiter plate reader 450nm reading filter andiopal
620nm reference filter (600-690nm)

Glass ware (cylinder 100-1000mL)
Test tubes for serum dilutions
Vortex mixer

Precision pipettes (10, 100, 200, 500, 1000uL) or
adjustable multipipette (100-1000uL)

Microplate washing device (300uL repeating or mul-
tichannel pipette or automated System)

Adsorbent paper

SETUP

All the reagents should be prepared as required:

1.

Preparation of Sample diluent solution

Dilute concentrated Sample diluent 1/5 in distilleater.
Ex: 20mL plus 80mL

Storage period: 1 month at +2°C/+8°C
Preparation of wash buffer

Dilute concentrated Wash buffer 1/50 in distilledter.
Ex: 20mL plus 980mL

Prepare 20mL of diluted wash buffer for 8 wells or
200mL for 96 wells.

Storage period: 1 month at +2°C/+8°C

Preparation of samples

Dilute to 1/101 in Sample diluent (1x)
Ex: 1000uL sample buffer (1x) + 10uL serum

Shake vigorously at the vortex.

Washing Step

< Automated washing

Consider excess volumes required for setting up the
instrument and dead volume of robot pipette.

« Manual washing:

Discard liquid from wells by inverting the plate.

Knock the microwell frame with wells downside
vigorously on clean adsorbent paper.

Pipette 300ul of diluted wash buffer into each yetit
for 20 seconds.

Repeat the whole procedure twice again.

Microplates
Calculate the number of wells required for the.test

Remove unused wells from the frame, replace ane sto
in the provided plastic bag, together with desitcaeal
tightly (+2°C/+8°C).

Product Insert, ELISIB2-GPI IgG / IgM, LIS 1206, page 8/14



PRECAUTIONS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
2 (@9E9CG()

Allow all reagents and samples to come to room t¥atpre IDDIOCD,

(+18°C / +25°C) before handling. ¢ @)@ (=) ()

Check that all plates are well drained after eaabhw IDSOO,

Do not smoke, eat or drink when manipulating the ki IO,

Do not pipette by mouth. IO

Human sources for the preparation of calibratorsdan DO, 8

controls have been tested and found negative fobaaly to IO

HIV 1 and 2, antibody to hepatitis C virus and hiia B
virus antigen. Nevertheless, no test can offer detap
assurance that HIV, hepatitis B virus or other aifeus
agents are absent. Therefore, the reagents shauliahdled
as potentially infective materials.

This kit contains potentially hazardous componefitmugh kit
reagents are not classified being irritant to eged skin we

For qualitative interpretation use cut-off calibratrs
Set out in duplicate:

- Negative control (Ctrl -)

- Cut-off calibrator (Ctrl Ref)

- Positive control (Ctrl +)

- Diluted samples (S)

recommend to avoid contact with eyes and skin aedrw
disposable gloves.

Calibrators, Controls and Buffers contain less 4R (w/v)
sodium azide. Do not eat and avoid contact withn skid
eyes. This substance can form explosive mixturespper or
lead piping. Rinse thoroughly after flushing.

ELISIS B2-GPI IgG/igM kit (£1d) has been developed
according CE Directives 67/548/EEC and 1999/45/&l@ting

to the classification, packaging and labeling ohgkrous

preparations.

ELISIS B2-GPI IgG/IgM kit (£7<) has been optimized for
the use as describe in this procedure. Do not isutesbther
manufacturer's reagents. Dilution or adulteratioh these
reagents may also affect the performance of the @sse
adherence to the test procedure will assure optimal
performance.

Do not mix or substitute reagents or microplatesnfidifferent
lot numbers. This may lead to variations in thelltes
Incubation: We recommend test performance at +30°Gor
automated Systems.

Never expose components to higher temperature+#Barc.
Always pipette Substrate and Conjugate with braed tips
only.

Protect Substrate from light.

METHOD

1. Preparing the test
Use the work sheet to note the sample locations.

Detach the exact number of wells needed and return
unused wells to plastic pouch provided in the kith the
desiccant bag.

For quantitative interpretation use calibrators testablish a
standard curve

Set out in duplicate:
- CalibratorgCal A, Cal B, Cal C, Cal D, Cal E and Cal F)

- Positive control (Ctrl +)
- Negative control (Ctrl -)
- Diluted samples (S)

o O W

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
a () () () ()

E

F

JOOE

JOO©

2. Sample incubation

Add 100uL of calibrators OR cut-off calibrator and

controls into the designated microwells

Add 100uL of diluted samples

Incubate for 30 minutes at room temperaiure°c/+32°C)
Wash step:

Remove the contents of the wells by rapid inversion
Wash 3 times with 300uL of washing buffer.

3. Incubation of conjugate

Add 100uL of conjugate

Incubate for 30 minutes at room temperature°c/+32°C)
Wash step:

Remove the contents of the wells by rapid inversion
Wash 3 times with 300uL of washing buffer

4. Incubation of substrate

Add 100uL TMB substrate into each well

Incubate for 30 minutes at room temperaure°c/+32°C)
Protect the wells from intense light

5. Stop solution

Add 100uL of Stop solution to each well
Incubate for 5 minutes minimum

Agitate plate carefully for 5 sec.

6. Reading

Read the optical density of each well at 450nm

(optionally 450/620nm) within 30 minutes.
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INTERPRETATION OF RESULTS

For quantitative interpretation establish the standard curve
by plotting theoptical density (OD) of each calibrator (y-
axis) with respect to the corresponding concentrationesin
AU/mL (x-axis). For best result&™d. recommend log (x) / lin
(y) coordinates and 4-Parameter Fit. From the ODeath
sample, read the corresponding antibody conceotisti
expressed i\U/mL.

Positive Results
> 15 AU/mL

Negative Results
<15 AU/mL

Example of a standard curve
We recommend pipetting calibrators in paralleldach run.

Calibrators IgG OD 450/620 nm CV % (Variation)

0 AU/MmI 0.041 1.7

3 AU/MmI 0.132 0.0

10 AU/ml 0.280 2.6

30 AU/mI 0.584 2.1

100 AU/mI 1211 0.0

300 AU/mI 2.042 0.6

Example of calculation
Patient Replicate (OD) Mean (OD) Result (AU/mL)

PO1 0.756/0.757 0.757 45.9

P02 1.344/1.352 1.348 123.3

Do not use this example for interpreting patientsults!

For lot specific data, see enclosed quality coedificate.

Each laboratory should establish its own normajedrased upon
its own techniques, controls, equipment and papepulation
according to their own established procedures.

For qualitative interpretation read the optical density of the cut-

off calibrator and the patient samples. Comparemta OD with
the OD of the cut-off calibrator. All samples whiate higher than
cut-off are considered positive.

Negative: OD Patient < OD cut-off

Positive:  OD Patient > OD cut-off

A definite clinical diagnosis should not be basednathe results
of the performed test only, but should be made byhe

physician after all clinical and laboratory findings have been
evaluated. The diagnosis is to be verified using ftérent

diagnostic methods.

LIMITATION

Hemolytic, lipemic, icteric samples or samples wadtnormal
concentration may confound the results of thisyassa

QUALITY CONTROL

The kit contains positive and negative controlsthBmositive
and negative control should be included with eachaf the
test. Positive and negative controls concentragioould fall
within the range printed on the quality controltifieate. If
either reagent control is invalid, the test shdvddepeated.

£md - offers an external multiparameter quality control
(IMMUNO-TROL II, Cat: HM037). This control shouldeb
handled as samples.

CHARACTERISTICS AND PERFORMANCES OF THE TEST

Sensitivity, specific affinity and agreement to ethmethods

ELISIS B2-GPI IgG/IgM kit (£19) has been compared to
one predicate ELISA kit.

The study was performed on 115 samples of:

= 104 samples related to a pathological populatidRS,
SLE and other autoimmune diseases)

= 11 samples selected from healthy donors

Results
B--GPI IgG
predicate kit
+ -
ELISIS B.GPI o 30 18 |Relative sensibility : 96.8%
IEZG Relative specificity : 78.6%
1 66 Accuracy : 83.5%
B.-GPI IgM
predicate kit
+
. R o
ELISIS B2-GP! " 14 11 Relat?ve sens?b'llfty 193.3%
IgM Relative specificity : 89.0%
3 1 89 Accuracy : 89.6%

Test Precision

Estimated for IgG and IgM isotype on three positive
samples : strongly, moderate and weakly positive.

ELISIS B..GPI IgG/IgM ELISIS B-GPI IgG/IgM
Intra-assay Inter-assay
(24 tests in a same assay) (18 tests in 3 differents assays)
Titer mean - Titer mean o
AU/mL CV (%) AU/ML CV (%)
228.5 6.6 172.1 6.5
54.3 8.8 70.3 6.9
17.2 5.1 19.6 4.4

Threshold value
Calculated on 70 samples from « blood donors ».

ELISIS Bo-LISA 1gG/igM

Cut-off :

Mean value +3SD 15 AU/mL
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SUMMARY OF M ETHOD

AMOUNT TO BE REAGENTS INCUBATION
DISTRIBUTED QUANTITATIVE QUALITATIVE CONDITIONS
METHOD METHOD
100uL Calibrators Negative Control
A B,C,D,EandF (in duplicate)
(in duplicate)
100uL Positive Control Cut-off calibrator
INCUBATION OF SAMPLES (in duplicate) (in duplicate) 30 min at RT
100uL Negative Control Positive Control
(in duplicate) (in duplicate)
100uL Diluted samples Diluted samples
(in duplicate) (in duplicate)
WASHING Wash 3 times with washing buffer (300uL/ well)
| NCUBATION OF Anti-human IgG-HRP conjugate
CONJUGATE OR 30 min at RT
100uL Anti-human IgM-HRP conjugate
WASHING Wash 3 times with washing buffer (300uL/ well)
30 min at RT
ENZYME REACTION 100pL TMB Substrate protected from intense light
STOP REACTION 100pL Stop solution (1M HCI) 5 min

RT: room temperature (+20°C/+32°C)

SYMBOLS USED

48T
oY Biological risk Temperature limitation REF Catalog Number
(% g 2T I p ¢}
[:[E Read instructions for use IVD In Vitro Diagnostic Use Lot Number
Number of tests Use by ( € EC Declaration of Conformity

Sample Diluent Stop Solution CONTROL ' ‘ Cut-off calibrator
Wash Buffer Calibrator Microplate
Control Substrate CONJ Conjugate

BioMédical Diagnostics SA

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

Tel : 33164621012
Fax:33 16462 09 66

€

E-mail :support@bmd-net.com

Internet : www.bmd-net.com
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