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ImmuLisa™

ENA Antibody ELISA

SS-A (Ro) Antibody ELISA
SS-B (La) Antibody ELISA

For in vitro diagnostic use
CLIA Complexity: High

PRODUCT INSERT

REF| 5128  SS-A (Ro) Antibody ELISA 96 Determinations
REF| 5129  SS-B (La) Antibody ELISA 96 Determinations

INTENDED USE

ImmulLisa Enhanced™ SS-A (Ro) Antibody ELISA: Enzyme linked immunoassay
(ELISA) for the qualitative and semi-quantitative detection of SS-A (Ro) (52 kD and 60
kD) IgG antibodies in human serum as an aid in diagnosis of Systemic Lupus
Erythematosus (SLE) and Sjogren’s Syndrome in conjunction with clinical findings and
other laboratory tests.

ImmuLisa Enhanced™ SS-B (La) Antibody ELISA: Enzyme linked immunoassay
(ELISA) the qualitative and semi-quantitative detection of SS-B (La) IgG antibodies in
human serum as an aid in diagnosis of Systemic Lupus Erythematosus (SLE) and
Sjogren’s Syndrome in conjunction with clinical findings and other laboratory tests.

SUMMARY AND EXPLANATION

ENA are soluble ribonucleoprotein (snurps) complexes. Autoantibodies directed
against various ENA have proven to be of value in the diagnosis and monitoring
of various systemic connective tissue diseases.’™ Antibodies to SS-A (Ro) and
SS-B (La) occur in approximately 30-50% and 10-15% of SLE patients and 60-
95% and 40-90% of patients with Sjogren’s syndrome respectively. Antibodies to
SS-B (La) occur frequently in association with SS-A (Ro) antibodies.*®%

These antibodies can be detected by various methods. ELISA methodology has
many advantages over older technologies such as immunodiffusion: assay
performance times are reduced, individual subjectivity in reading results is
eliminated, quantitation is achieved without serum titration, there is potential for
automation and ELISAs offer greater sensitivity.*”

PRINCIPLES OF PROCEDURE

The test is performed as a solid phase immunoassay. Microwells are coated with
recombinant SS-A (Ro) 52 kD and 60 kD antigen or SS-B (La) antigen followed
by a blocking step to reduce non-specific protein binding during the assay run.
Controls, calibrators and patient sera are incubated in the antigen coated wells to
allow specific antibodies present in the serum to bind to the antigen. Unbound
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antibodies and other serum proteins are removed by washing the microwells.
Bound antibodies are detected by adding an enzyme labeled anti-human IgG
conjugate to the microwells. Unbound conjugate is removed by washing. Specific
enzyme substrate (TMB) is then added to the wells and the presence of
antibodies is detected by a color change produced by the conversion of TMB
substrate to a colored reaction product. The reaction is stopped and the intensity
of the color change, which is proportional to the concentration of antibody, is read
by a spectrophotometer at 450 nm. Results are expressed in ELISA units per
milliliter (EU/ml) and reported as positive or negative.

REAGENTS
Storage and Preparation

Store all reagents at 2-8°C. Do not freeze. Reagents are stable until the
expiration date when stored and handled as directed.

Do not use if reagent is not clear or if a precipitate is present. All reagents must
be brought to room temperature (20-25°C) prior to use.

Reconstitute the wash buffer to 1 liter with distilled or deionized water. When
stored at 2-8°C, the reconstituted wash buffer is stable until the kit expiration
date.

Coated microwell strips are for one time use only. Unused microwell strips should
be carefully resealed in the pouch containing desiccants to prevent condensation
and stored at 2-8°C.

Precautions

All human derived components used have been tested for HBsAg, HCV, HIV-1
and 2 and HTLV-I and found negative by FDA required tests. However, human
blood derivatives and patient specimens should be considered potentially
infectious. Followgood laboratory practices in storing, dispensing and disposing
of these materials.

Stop Solution is a dilute sulfuric acid solution. Sulfuric acid (H,SOa) is poisonous
and corrosive. Do not ingest and avoid contact with skin and eyes. Avoid
exposure to bases, metals or other compounds that may react with acids.

TMB Enzyme Substrate contains an irritant that may be harmful if inhaled,
ingested or absorbed through the skin. Do not ingest and avoid contact with skin
and eyes.

Instructions should be followed exactly as they appear in this kit insert to
ensure valid results. Do not interchange kit components with those from other
sources. Follow good laboratory practices to minimize microbial and cross
contamination of reagents when handling. Do not use kit components beyond
expiration date on the labels.

Caution: United States federal law restricts this device to sale by or on the order
of a licensed practitioner.

Materials provided

Kits contains sufficient reagents to perform 96 determinations.
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ImmuLisa™ SS-A (Ro) (52 kD and 60 kD) Antibody ELISA 5128

12x 8

1x 1.75 ml

1x1.75ml

5x1.75 ml

1x15ml

1 x 60 ml
1x15ml

1x15ml
2x

1x

MICROPLATE

CONTROL[+[SSA

Microplate with individual breakaway microwells.
Coated with recombinant Ro 52 kD and 60 kD
antigen. Ready for use.

Ready to use Positive Control (red cap). Contains
human serum positive for SS-A (Ro) (52 kD and 60
kD) antibodies. The expected concentration range in
EU/ml is printed on the label.

Ready to use Negative Control (white cap).
Contains human serum.

Ready to use set of 5 Calibrators. Calibrator A
(green cap) 160 EU/mI, Calibrator B (violet cap) 80
EU/ml, Calibrator C (blue cap) 40 EU/ml, Calibrator D
(yellow cap) 20 EU/mI, and Calibrator E (orange cap)
1 EU/mI. Derived from human serum containing SS-A
(Ro) 52kD and 60kD antibodies. Concentrations in
EU/ml are printed on the labels.

HRP goat anti-human IgG Conjugate. Ready for
use. Color coded pink.

Serum Diluent. Ready for use. Color coded purple.

TMB enzyme substrate. Ready for use. Protect from
light.

Stop Solution. Ready for use.

Powder Wash Buffer. Reconstitute to one liter
each.

Protocol Sheets

ImmuLisa™ SS-B (La) Antibody ELISA 5129

12x 8

1x 1.75 ml

1x 1.75 ml

5x1.75ml

1x15ml

1 x 60 ml
1x15ml

1x15ml
2x

MICROPLATE([SSB
CONTROL[+[SSB

CONTROL[]

[CALIBRATORIE[SSH]
IgG-CONJHRP

BUF|WASH

Microplate with individual breakaway microwells.
Coated with recombinant La antigen. Ready for use.

Ready to use Positive Control (red cap). Contains
human serum positive for SS-B (La) antibodies. The
expected concentration range in EU/ml is printed on
the label.

Ready to use Negative Control (white cap).
Contains human serum.

Ready to use set of 5 Calibrators. Calibrator A
(green cap) 160 EU/mI, Calibrator B (violet cap) 80
EU/ml, Calibrator C (blue cap) 40 EU/ml, Calibrator D
(yellow cap) 20 EU/mI, and Calibrator E (orange cap)
1 EU/mI. Derived from human serum containing SS-B
(La) antibodies. Concentrations in EU/mI are printed
on the labels.

HRP goat anti-human IgG Conjugate. Ready for
use. Color coded pink.

Serum Diluent. Ready for use. Color coded purple.

TMB enzyme substrate. Ready for use. Protect from
light.

Stop Solution. Ready for use.

Powder Wash Buffer. Reconstitute to one liter
each.
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1x Protocol Sheets

Optional Components

1 x 60ml BUF|WASH Liquid concentrated Wash Buffer. Reconstitute to
one liter.

Symbols used on labels

LOT| Lot number
REF| Catalog number
IVD In vitro diagnostic use

Use by
Storage temperature
Read instructions before use

Number of tests

Edb~x

Manufacturer

Materials Required But Not Provided
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Deionized or distilled water

Squeeze bottle to hold diluted wash buffer

Pipettes capable of delivering 5 ul to 1000 pl

Disposable pipette tips

Clean test tubes 12 x 75 mm and test tube rack

e Timer

«  Absorbent paper towels

*  Microplate reader capable of reading absorbance values at 450 nm. If dual
wavelength microplate reader is available, the reference filter should be set
at 600-650 nm

«  Automatic microplate washer capable of dispensing 200 pl

3

SPECIMEN COLLECTION AND HANDLING

Only serum specimens should be used in this procedure. Grossly hemolyzed,
lipemic or microbially contaminated specimens may interfere with the
performance of the test and should not be used. Store specimens at 2°- 8°C for
no longer than one week. For longer storage, serum specimens should be
frozen. Avoid repeated freezing and thawing of samples. It is recommended that
frozen specimens be tested within one year.
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PROCEDURE

Procedural Notes

e Carefully read the product insert before starting the assay.

e All dilutions of the patient samples should be prepared prior to starting with
the assay.

e Let patient specimens and test reagents equilibrate to room temperature
before starting with the test procedure. It is suggested that reagents be left
on the bench out of the box for 30 minutes prior to use. Return all unused
specimens and reagents to refrigerator immediately after use.

¢ Remove required microwell strips from the pouch and carefully reseal the
pouch to prevent condensation in the unused wells. Return pouch
immediately to refrigerator.

¢ Good washing technique is critical. If washing is performed manually,
adequate washing is accomplished by directing a forceful stream of wash
buffer with a wide tip wash bottle across the entire microplate. An
automated microplate washer is recommended.

¢ Use a multichannel pipette capable of delivering 8 or 12 wells
simultaneously. This speeds the process and provides more uniform
incubation times.

e For all steps, careful control of timing is important. The start of all incubation
periods begins with the completion of reagent addition.

*  Addition of all samples and reagents should be performed at the same rate
and in the same sequence.

Test Method

Step 1 Let all reagents and specimens equilibrate to room temperature.

Step 2 Label protocol sheet to indicate sample placement in the wells. It is
good laboratory practice to run samples in duplicate.

Step 3  For a qualitative determination use Calibrator D (vial with yellow cap)
only.
or

For a semi-quantitative determination use Calibrators A through E
as depicted in the sample layout below.

Qualitative Semi-Quantitative
A Blank S5 Etc. A Blank S1 Etc.
B -Control S6 B -Control S2
C + Control S7 C + Control S3
D Cal D S8 D CalA S4
E S1 S9 E CalB S5
F S2 S10 F CalC S6
G S3 S11 G CalD S7
H S4 S12 H CalE S8
1 2 3 1 2 3
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Step 4

Step 5

Step 6

Step 7
Step 8

Step 9

Step 10
Step 11
Step 12

Step 13
Step 14

Step 15

Prepare a 1:101 dilution of the patient samples by mixing 5 pl of the
patient sera with 500ul of Serum Diluent.

Remove the required microwells from pouch and return unused strips
in the sealed pouch to refrigerator. Securely place the microwells into
the extra provided holder.

Pipette 100 ul of Ready to use Calibrators, Positive and Negative
controls and diluted patient samples (1:101) to the appropriate
microwells as per protocol sheet.

Note: Include one well which contains 100 pl of the Serum Diluent as a
reagent blank. Zero the ELISA reader against the reagent blank.

Incubate 30 minutes (£ 5 min) at room temperature.

Wash 4x with wash buffer. For manual washing, fill each microwell with
reconstituted wash buffer. Discard the fluid by inverting and tapping out
the contents of each well or by aspirating the liquid from each well. To
blot at the end of the last wash, invert strips and tap the wells
vigorously on absorbent paper towels. For automatic washers, program
the washer as per manufacturer’s instructions.

Pipette 100 pl of Conjugate into microwells.
Incubate 30 minutes (£ 5 min) at room temperature.
Wash all microwells as in Step 8.

Pipette 100 pl of Enzyme Substrate into each microwell in the same
order and timing as for the Conjugate.

Incubate 30 minutes (£ 5 min) at room temperature.
Pipette 100 pl of Stop Solution into each microwell using the same

order and timing as for the addition of the Enzyme Substrate. Read
absorbance values within 30 minutes of adding Stop Solution.

Read absorbance of each microwell at 450 nm using a single or at
450/630nm using a dual wavelength microplate reader against the
reagent blank set at zero absorbance.

Quality Control

Calibrators, Positive and Negative Controls and a reagent blank must be run with
each assay to verify the integrity and accuracy of the test. The absorbance
reading of the reagent blank should be <0.3. The Calibrator A should have an
absorbance reading of not less than 1.0, otherwise the test must be repeated.
The negative control must be <10 EU/mI. The optical density of Calibrator D must
be greater than that of the negative control and less than the absorbance of the
positive control. The positive control must give values in the range stated on the

vial.
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RESULTS

Calculations

The concentrations of the patient samples can be determined by either of two
methods:

1. QUALITATIVE DETERMINATION

Abs. of Test Sample
---------------------------- X EU/ml of Calibrator D = EU/ml Test Sample
Abs. of Calibrator D

It is recommended that qualitative results be reported as “positive” or
“negative.” Sample results greater than or equal to Calibrator D are
considered positive.

2. SEMI-QUANTITATIVE DETERMINATION

Plot the absorbance of Calibrator A through E against their respective
concentrations on linear-log graph paper. Plot the concentrations in EU/mlI
on the X-axis against the absorbance on the Y-axis and draw a point-to-point
curve fit. Determine the concentrations of the patient samples from the curve
according to corresponding absorbance values. Alternately, a four parameter
curve may be used to plot the standard curve.

It is recommended that semi-quantitative results be reported as “positive,”
“negative,” or “‘indeterminate” with EU/mI unit values.
Indeterminate/borderline results should be retested and evaluated along with
other laboratory methods for detection of antibodies to ENA.

Interpretation

Interpretation values were determined by testing normal blood donors and
disease control sera. The cutoff was established using mean of the normal
subjects plus 4.5 SD for the SS-A (Ro) (52 kD and 60 kD) Ab ELISA and 3 SD
for the SS-B (La) Ab ELISA. The cutoff was assigned an arbitrary value of 20
EU/mI. Negative, Indeterminate and Positive assay ranges are provided below.

SS-A (Ro) (52 kD
and 60 kD) Ab value  SS-B (La) Ab value Interpretation

<20 EU/mlI <20 EU/mI Negative

20-25 EU/mi 20-25 EU/mlI Indeterminate (Borderline)
>25 EU/mI >25 EU/mI Positive

Calibrator

The Ready to Use Calibrators are included to provide semi-quantitation and
must be used with each run. The measuring range of these assays are from
the EU/mI defined in the Limit of Detection (see below) to Calibrator A (160
EU/ml) for semi-quantitative assays. Patient samples containing high
antibody levels may give absorbance values greater than that of Calibrator
A. For determining accurate semi-quantitative values, such specimens
should be further diluted so they fall within the range of the calibrator curve
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when retested. For determining EU/ml values, multiply the units obtained by
the dilution factor.

LIMITATIONS OF PROCEDURE

The assay should not be performed on grossly hemolyzed, microbially
contaminated or lipemic samples. This method should be used for testing human
serum samples only. The results obtained serve only as an aid in the diagnosis.
Taken alone, these results should not be interpreted as diagnostic. This assay
has not been validated in a pediatric population.

EXPECTED VALUES

Test results in a normal population are usually expected to be negative. The
prevalence of SS-A (Ro) and SS-B (La) antibodies in various systemic
connective tissue diseases is summarized in the following table:

Diagnostic Significance of Antibodies to SS-A (Ro) and SS-B (La) Antigens

Antibody Disease Association (% Incidence)
SS-A (Ro) SLE (30-50%)

Sjégren's syndrome (60-95%)
SS-B (La) SLE (10-15%)

Sjégren's syndrome (15-60%)

Note: The frequency of each antibody specificity in a disease represents
compilation from the literature.>*®*” The prevalence varies depending on the
patient population.

Sets of clinical samples were tested on the ImmuLisa™ SS-A (Ro) (52 kD and 60

kD) and SS-B (La) Antibody ELISAs. Results demonstrating prevalence in the
populations for this study are provided below.

SS-A (Ro) Ab SS-B (La) Ab
Condition n n pos % pos n n pos % pos
SLE 160 69 41.3% 137 19 13.9%
SLE with APS 15 3 20.0% 14 3 21.4%
Sjogren's 104 81 77.9% 68 41 60.3%
Myositis 91 31 34.1% 48 0 0.0%
Systemic sclerosis 154 30 19.5% 70 3 4.3%
Healthy subjects 142 4 2.8% 133 3 2.3%

SLE=systemic lupus erythematosus, APS=antiphospholipid syndrome
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Clinical sensitivity and specificity for the populations tested are summarized
below:

Analyte Disease Sensitivity Specificity
SS-A (Ro) Ab  SLE 39.4% 91.5%
SS-A (Ro) Ab  Sjogren’s 77.9% 91.5%
SS-B (La) Ab  SLE 14.6% 97.7%
SS-B (La) Ab  Sjogren’s 60.3% 97.7%

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

The utility of the ImmuLisa™ SS-A (Ro) (52 kD and 60 kD) and SS-B (La)
Antibody ELISAs were evaluated by testing specimens from subjects with SLE,
Sjégren’s, systemic sclerosis, myositis and a variety of autoimmune and
infectious disease control populations. These specimens were also tested on
commercially available test kits. Only specimens in the linear range of the assay
were included in the method comparison. These results are summarized below.

A. Method Comparison: ImmuLisa™ SS-A (Ro) (52 kD and 60 kD) Antibody
ELISA vs. other SS-A (Ro) (52 kD and 60 kD) Antibody Kit:

Other SS-A (Ro) Antibody ELISA

Positive Negative Total
IMMCO Positive 138 24 162
SS-A (Ro) Negative 9 452 461
Ab ELISA Total 147 476 623

Positive Percent Agreement: 93.9% (95% CI 88.4% - 97.0%)
Negative Percent Agreement: 95.0% (95% CIl 92.5% - 96.7%)

Total Agreement: 94.7% (95% Cl 92.6% - 96.3%)
B. Method Comparison: ImmuLisa™ SS-B (La) Antibody ELISA vs. other SS-B
(La) Antibody Kit:
Other SS-B (La) Antibody ELISA
Positive Negative Total
IMMCO Positive 62 8 70
SS-B (La) Negative 5 498 503
Ab ELISA Total 67 506 573

Positive Percent Agreement: 92.5% (95% CI 82.7% - 97.2%)
Negative Percent Agreement: 98.4% (95% Cl 96.8% - 99.3%)
Total Agreement: 97.7% (95% Cl 96.1% - 98.7%)
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C. Cross Reactivity: Numerous potentially cross-reactive autoimmune and infectious
disease sera were tested for SS-A (Ro) (52 kD and 60 kD) and SS-B (La) antibodies using
the ImmuLisa™ assays. Studies demonstrated minimal cross-reactivity for these
specimens as indicated below.

SS-A (Ro) Ab SS-B (La) Ab
Condition n n pos (%) n n pos (%)
1BD' 40 0 40 0
Myositis2 48 0
MCTD 17 0 10 0
Rheumatoid arthritis 33 1 33 1
Other Al controls® 127 0 123 0
Infectious disease’ 110 3 110 3
Other disease controls’ 20 1 20 1
Total 347 5(1.4%) 384 5(1.3%)

1. Ulcerative colitis (20), Crohn’s disease (20)

. Myositis: polymyositis (34), dermatomyositis (14)

3. Other autoimmune disease controls: celiac disease (26 SS-A, 25 SS-B), dermatitis herpetiformis
(10), Wegener’s (8), Churg-Strauss (10), Hashimoto's (8), Graves (10), antiphospholipid syndrome
(15 SS-A, 12 SS-B), Crohn’s disease (20), ulcerative colitis (20)

4. Infectious disease controls: syphilis (30), hepatitis (30), toxoplasmosis (10), cytomegalovirus (10),
herpes (20), rubella (10)

5. Other disease controls: osteoarthritis (10), thrombocytopenia (10)

N

Precision

Precision was tested with positive specimens selected throughout the range of the assay.
Assay runs of 6 replicates of each specimen were conducted over multiple days.
Repeatability was determined with 12 replicates of each specimen.

Mean
(EU/m Total Within run
1) Imprecision Between days (Repeatability)
SD SD SD

S (EU/m (EU/m (EU/m
Kit # 1) CV% 1) CV% 1) CV%
1 9.6 1.2 12.4% 1.2 12.3% 1.2 12.3%
2 17.2 15 8.9% 1.6 9.1% 1.2 7.0%
SS-A 3 20.3 1.2 6.1% 1.2 6.0% 14 6.6%
(Ro) 4 23.2 1.8 7.7% 1.8 7.9% 1.6 6.8%
Assay 5 85.2 6.0 7.0% 6.0 7.1% 5.5 6.3%
6 | 1164 7.1 6.1% 7.2 6.2% 5.4 4.5%
7 | 137.2 13.2 9.6% 134 9.9% 8.2 5.7%
1 11.9 1.0 8.1% 0.9 7.9% 0.8 7.1%
2 15.2 1.2 8.0% 1.2 8.0% 1.1 7.7%
SS-B 3 19.8 1.7 8.4% 1.7 8.6% 1.1 5.7%
(La) 4 25.2 1.9 7.6% 1.9 7.4% 1.7 6.9%
Assay 5 51.4 4.7 9.1% 4.8 9.4% 3.6 6.9%
6 80.4 7.7 9.5% 7.9 9.9% 5.8 7.0%
7 | 152.1 10.1 6.7% 10.6 7.0% 6.7 4.4%
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Reproducibility

Intra-assay qualitative reproducibility was tested with 90 replicates of samples in the negative range,
~20% below cutoff, at ~cutoff, ~20% above cutoff and in the moderate positive range of the assays.
For SS-A/Ro (52 kD and 60 kD) Ab the cutoff +/- 20% specimens produced 97.8% qualitative
agreement, the cutoff specimen produced 51.1% negative and 48.9% positive results and other
specimens produced 100% qualitative agreement. For SS-B/La Ab the cutoff specimen produced
53.3% negative and 46.7% positive results and other specimens produced 100% qualitative
agreement.

Inter-lot reproducibility was tested with positive specimens selected throughout the range of
the assay. Each specimen was tested in 3 runs of 3 replicates over 3 days on each of 3
lots. Assay results for these specimens produced 100% qualitative agreement.

Limit of Detection

The limit of detection (LoD) was determined based on 60 replicates of the blank and 10
replicates each of 6 low-level (NHS) samples. LoD for SS-A (Ro) (52 kD and 60 kD) Ab
was 2.0 EU/ml. LoD for SS-B (La) was 1.6 EU/mI.

Linearity and Recovery

Linearity and recovery were tested by diluting positive specimens through the assay range
in equidistant dilutions and comparing actual vs. expected results. The linear ranges of the
assays were determined be 2.0 (LoD) — 160 EU/mI for SS-A (Ro) (52 kD and 60 kD) Ab
and 1.6 (LoD) — 160 EU/ml for SS-B (La) Ab. Results are summarized below:

RL?]sgte Slope Y-intercept R2 % recovery
(EU/mI) (95% ClI) (95% ClI) (obtained/expected)
SS-A (Ro) Ab
2.6t035.8 (0‘89(2361‘03) (_0.3':062.2) 0.9953 88% to 104%
3.0to175.1 (0.930£81.03) (2.762313.06) 0.9919 86% to 108%
18.2t0156.0 (0.920291.07) (»8.'5155.8) 0.9948 94% to 110%
30.3t0248.5 (0‘810&9)81‘14) (_35.1_;7_19.7) 0.9724 100% to 121%
1.7t021.0 (0.961£21.09) (»1.4_;,0{252).25) 0.9961 98% to 115%
SS-B (La) Ab
2.81t022.2 (0.890£281.07) (»1.8.t2061.6) 0.9914 92% to 106%
8.7t081.8 (0‘760$81‘01) (_4.22':;19.4) 0.981 84% to 116%
8.7t0159.3 (0.790£01.01) (—6.63t.2214.5) 0.9894 94% to 117%
6.4t0197.4 (0.901:;01.11) (»18.6;15.tio7.05 ) 0.9894 100% to 119%
1.1to 13.7 (0‘931:;71‘22) (_1.9-?(;6558 ) 0.9815 92% to 122%

11
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Interference

Interference was studied by mixing sera with known SS-A (Ro) (52 kD and 60
kD) and SS-B (La) antibody levels with potentially interfering serum samples and
studying deviation from expected results. No significant interference was
demonstrated for the following substances at the levels indicated: Hemoglobin (2
g/L), Bilirubin (342 pmol/L), and Rheumatoid Factor (100 EU/mI).

12
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ImmuLisa™

AvTticowpa ENA ELISAS

AvTtiowpa SS-A (Ro) ELISA
AvTtiowpa SS-B (La) ELISA

Ma in vitro 1I0yvwoTIKA XpAoN
CLIA MoAuTtrAokotnta: YywnAn

ENGOETO NPOIONTOX

REF| 5128  Avricwpa SS-A (Ro) ELISA 96 lMNMpoaodiopicuoi
REF| 5129  Avricwua SS-B (La) ELISA 96 Mpoadiopicuoi

ZKOMOYMENH XPHzH

ImmulLisa Enhanced™ ELISA Avriowpdtwv SS-A (Ro): Evfuuikr) avooodokipagia
(ELISA) yia Tnv TTOIOTIK) KQI TNV NUITTOOOTIKY) QViXVEUOTN TwV avTIOWHPATWYV IgG SS-A
(Ro) (52 kD ka1 60 kD) otov avBpwtivo opd wg Borinua otn didyvwaon Tou
ZuoTtnuatikoU EpuBnuaTtwdn Alkou (SLE) kar Tou Zuvdpdupou Sjogren oe
ouvOUACNO PE KAIVIKA EUPAUATO Kal GAAEG EpYOOTNPIAKES £EETATEIG.

ImmulLisa Enhanced™ ELISA Avtiowudtwv SS-B (La): Eviuuikii avooodokipaoia
(ELISA) yia TnVv TTOIOTIKI] KOl TNV NUITTOCOTIKI QViXVEUON TwV avTiIowpdTwy IgG SS-B
(La) 1gG oTov avBpwtmvo opd wg PBorRbnua otn dIdyvwaon Tou ZUGTNPATIKOU
Epubnuatwdn Atkou (SLE) kai Tou Zuvdpduou Sjogren ge guvOUACGHS HE KAIVIKA
eUPAMATA Kal GAAEG EPYOOTNPIOKEG ECETATEIG.

MNEPIAHWH KAI AITIOAOTIA

Ta ENA civar O10AUTG  PIBOVOUKAEOTTPWTEIVIKA (Shurps) oUptrAoka. Ta
auToavTiIowuarta kateubuvovtal évavtl dlapdpwv ENA tTou €xel amodeixBei OTi
éxouv agia otn didyvwaon Kal TTapakoAolbnon dIa@opwy CUCTNUATIKWY VOCWV
ouvoeTIKOU 10T0U.  Avtiowpata o€ SS-A (Ro) kai SS-B (La) epgaviovtal o€
mepitrou 30-50% kai 10-15% aoBevwv pe SLE kai 60-95% kai 40-90% aoBevirv
pe oUvdpopo Sjogren avtioToiXa. Avncu’uyam oe SS-B (La) epgavifovral ouxvd
0€ OUOXETIOUS Pe avTiowpaTa SS-A (Ro)™ 2%

Ta avriowpota autd ptropolv va avixveuBouv pe didgopeg peBodoug. H
peBodoloyia ELISA €xel TTOANG TTAcovekTAPATA ETTI TTOAQIOTEPWY TEXVOAOYILV
OTTWG avooodIdyuan: ol Xpovol ekTEAEONG TNG OOKIKACIAg MEIWBNKAVY, N OTOMIKA
UTTOKEIJEVIKOTNTA OTNV AVAYVWON TWV ATTOTEAECUATWY €CAAEIPETAI, O TTOGOTIKOG
TTPOCBIOPIGUSOG ETTITUYXAVETAI XWPIG TITAODOTNGON 0poU, UTTdpXel TIBavOTNTA YIa
auToMaTIONO Kal Ta ELISAs TTpoc@épouv peyaAlTtepn euaioBnaia.
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APXEZ AIAAIKAZIAZ

H o&okiyacia ekteAeital wg oTeped @Aon avooofioloyikng dokipacias. Ta
BubBiouata (microwells) emevduovTal Ye avaouvdualduevo avTiyovo SS-A (Ro) 52
kD kai 60 kD ) SS-B (La) kai akoAouBei To Brjpua YTTAOKOPICUATOG YIa Tn MEiwan
Mn €181kNAG déopeuong Katd Tn didpkela TNG die€aywyng Tng dokipaaciag. ‘EAgyxol,
BaBuovounTtég kai opoi acBevwyv emwalovral ota emmevdedupéva Bubicuara
avTiyOvou yIa va ETTITPATTEl OE OUYKEKPIPEVA QVTICWHATA TTAPOVTA OTOV 0pO YIA
va OeopeUouV TO avTiyovo. ADECUEUTA AVTIOWUOTA Kal GAAEG TTpwTEiveG opoU
agaipouvTtal Pe TNV TAUON Twv  BuBiopdtwy. Agopeupéva  avTICWHATA
avixveuovtal TpooBétovtag ouleuén avBpwTTivng avTI-avoooo@aipivng  HE
evquuikn onuavon (enzyme labeled anti-human 1gG conjugate) ota BuBicpata. H
adéopeutn oUCeugn oTToPaKPUVETAl PE TNV TTAUCN. ZUYKEKPIYEVO UTTOOTPWHA
evfupou (TMB) TmpooTiBeTal OTn OUVEXEIDQ OTIG KOIAOTNTEG KAl N Trapouaia
AVTICWHPATWY  AVIXVEUETAI HE XPWHATIK aAAayry TTou Trapdyetal amd Tnv
METATPOTIH) TOU UTTOOTpWHaTOG TMB o¢ Tpoidv Xpwpatikig avrtidpaong. H
avTidpaon SIGKOTITETAI KAl N AKEPAIOTNTA TNG XPWHOTIKAG aAAayAG, n oTToia gival
av@hoyn ME TNV TIUKVOTNTO TOU  QvTIOWHATOG, OlaBadetar  pe  éva
QaouaTo@wToPETpo oTa 450 nm. Ta amoteAéopara ek@pdlovial o€ Movadeg
ELISA avd xiAloatéAhitpo (EU/mI) kar avagépovTal wg BeTIKG i apvnTIKE.

ANTIAPAZTHPIA
AtroBnkeuon kai NMpoeToipacia

AmrobnkeluoTe OAa Ta avmidpaoThpia oTtoug 2-8°C.  Mnv karawuxere. Ta
avTidpacTApIa givalr oTaBepd péxpl TNV nuepounvia AAgng, étav atrobnkevovtai
Kl PETAXEIPICoVTal CUPPWVa PE TNV KaBodrynon.

Mnv XpnolyoTroIEiTE av TO avTIdPAOTHPIO BeV eival dlauyéG A UTTAPXEl EvCUpO
mapov. OAa 1a avTidpacTiplia TpéTel va ¢pBouv oe Bepuokpaaia dwpariou (20-
25°C) mrpiv Tn Xpnon.

AvaguvBéoTe 1o O1dAupa TTAUONG oTo 1 AiTpO pPE ATTECTAYPEVO 1 ATTIOVTIGUEVO
vepd. Otav amoBnkevetar otoug 2-8°C, 10 avacuoTaBév OidAupa TTAUONG
TTapapével 0TaBepd £wg TNV nUEPoNvia ARENG Tou KIT.

O1 Awpideg emrevdedupévwy BuBiopdTwy TTpoopifovtal yia XpAon MIag POvo
@opdg. O1 un xpnoiyoTtroinBeioeg Awpideg eTTEVOEdUPEVWY BUBIoUATWY Ba TTPETTEI
va ETTAvVac@PayifovTal TTPOCEKTIKG OTn OAKOUAO TTOU TTEPIEXEI ATTOENPAVTIKEG
0uCieg yIa va atro@euxBei uypoTroinon kai va armodnkelovTal otoug 2-8°C.

Mpo@uAdgeig

‘OAa Ta ouoTaTIKG TTOU XPNOIKOTTOINONKav, Ta TTPoEpXOuUEva atrd Tov AvBpwTTo,
éxouv dokiyaotei yio HBsAg, HCV, HIV-1 ka1 2 kai HTLV-l kai Bpébnkav
apvnTika a1ré dokipacieg Tmou araitolvral amd Tnv Ymnpeoia Tpo@ipwv Kai
OGappdkwy (FDA). Qotdéoo, mapdywya avBpwITvou aigatog Kai  deiypara
aocBevwyv Ba TTpéTel va Bewpouvtal duvnTiIKA poAucpatikd. Tnpeite TIG 0pBEg
ep))\ya’onlglckég TTPOKTIKEG YIO TNV aTTOBrKEUGN, XOPrynon Kai didBeon autwy Twv
UAIKWV.

To didAupa TTavong (Stop Solution) eival apaidé didAupa Beikol o&éog. To Benkd
ofU (H2S04) civar dnAnTnpiwddeg kai SlIoBpwTikd. Mnv TO KOTOTTIVETE KOl
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ATTOQUYETE TNV €TTAPr) PE TO Oépua Kal Ta pamia. Atropuyete Tnv €kBeon o€
Bdoeig, pétaAla i AAAeg ouaieg TTou evdExeTal va avTidpouV pe oEa.

To Evqupiko YmoéoTpwua TMB (TMB Enzyme Substrate) mrepiéxel pia epeBioTikn
ouacia TTou ptTopei va eivar emBAaBrg av eioTrveuaBei, katatroBei | atroppo@nBei
ato 10 OépUa. MnV TO KATATTIVETE KOl ATTOQUYETE TNV ETTAQPH PE TO dEPUA KAl TA
MaTIa.

O1 odnyiec 6a mpémel va tnpouvral akpifws omwgs gupavifovral oTo EvOsro
TOU TTapovrog KIT yia va Siao@alAioTouv fykupa amoreAéouara. Mnv
evaAAAOOETE OTOIXEIQ TOU KIT pe ekeiva amd GAAeg Tnyég. TnproTte TG opBEg
EPYACTNPIOKEG TIPOKTIKEG VIO VA €AAXIOTOTIOINOETE MIKPOPIOKK Kali aAAnAo-
MOAuvon avTidpaoTNPiwV KOTd ToV XEIPIOKO. Mnv XpNOIKOTTOIEITE OTOIXEIO TOU KIT
META TNV NUEPOMNVia ARENG TToU avaypA@ETAl OTIG ETIKETEG.

Mpoooxn: H opoatrovdiakr vopoBeoia Twv Hvwpévwy MoAiteiwy emTpétrel TRV
TTWANGN TOU TTAPOVTOG TTPOIGVTOG HOVO aTTd 1aTPO 1) KATOTTIV EVTOANG 1aTPOU.

YAiIkd TTOU TTOpao)XEOnKav

To KIT TTEPIEXEI ETTAPKA AVTIBPACTHPIA YIA TNV EKTEAEON 96 TTPOCBIOPICHUWV.
ImmuLisa™ SS-A (Ro) Antibody ELISA 5128

12x 8 [MICROPLATE[SSA MikpotrAdka pe aTopikd BuBiocpata ekkivnong
(breakaway microwells). Emrevdedupévn e
avaouvduadopeva avriowparta SS-A (Ro) 52 kD
Kal 60 kD. ‘EToiun Trpog xpron.

1x 1.75ml CONTROL[+[SSA ‘EToipog  mpog  Xprion O@eTik6g  ‘EAeyxog
(Positive Control) (kékkivo mwua). Mepiéxel
avBpwivo 0pd BEeTIKG yia avTIoWHaTa SS-A
(Ro) 52 kD ka1 60 kD. To €0pog avauevopevng
TukvéTNTag 0 EU/MI epgavigeTal otnv TIKETA.

1x 1.75 ml CONTROL[] ‘Etoipog  Tpog  XprAon ApvnTikég ‘EAeyxog
(Negative Control) (Aeuké mwpa). MNepiExel
avepwITIvo opo.

5x 1.75ml [CALIBRATORIJAJSSA] ‘EToljo  TIpog  Xprion oeT 5 BaBpovountwv.

BaBuovountig A (mpdoivo mwua) 160 EU/mI,
[CALIBRATOR[B[SSA] BaBuovopnme B (uwB mapa) 80 EU/mI,

[CALIBRATOR]|C[SSA] BaBuovountig T (umAe mwua) 40 EU/mI,

BaBuovountig A (kitpivo mwua) 20 EU/mI kai
[CALIBRATOR|D|SSA| BaBuovountig E (moprokaAi mwua) 1 EU/mI.
[CALIBRATORJE[SSA]| MpogpxOuEVa aTTO AVOPWTTIVO 0PO TTOU TTEPIEXEI

avTiowpata SS-A  (RO). ZUYKEVTPWOEIG O€
EU/mI avaypda@ovTal OTIG ETIKETEG.

1x15ml 1gG-CONJ|HRP Z0geun opou avepwITIvng avTi-
avoooo@aipivng atmmdé  uTTeEpogeddon  amod
pagavida. (HRP goat anti-human 1gG

Conjugate). ‘EToiyo TTPOG xpnon.
KwdikoTtroinuévo pe pod Xpwpa.
1x 60ml ApaiwTikd opou (Serum Diluent). ‘ETolpo 1mpog
xpron. KwoIKoTToINuEVo PE W XpwHa.
1x15ml SUBSTRATE|TMB Evqupo-utréoTpwua TETPAPEBUAOBEVIBIVNG
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1x15ml

2x

1x

ImmuLisa™ SS-B (La) Antibody ELISA

12x 8

1x1.75ml

1x1.75ml

5x1.75 ml

1x15ml

1 x 60 ml

1x15ml

1x15ml

1x

STOP[H2S04

BUF|WASH

MICROPLATE(SSB

CONTROL[+[SSB

CONTROL]

[CALIBRATORJA[SSB]
[CALIBRATOR[B[SSB]
[CALIBRATORIC[SSB]
[CALIBRATOR[D[SSB]
[CALIBRATORIE[SSB]

gG-CONJ|HRP

o

IL

SUBSTRATE|TMB

w0
_|
H
3
I
N
n
o
X

@
c
=
=
>
n
I

MpoaipeTIKA TUCTATIKA

1 x 60ml

BUF|WASH

Yypo ZUNTTUKVWHEVO
AvaouvBéoTe oTo éva AiTpo.

(TMB enzyme substrate). 'EToigo TTpog xpron.
MpooTaTéWTe Ao TO PWG.

AidAupa TTavong (Stop Solution). ‘EToipo TTpog Xpron.

Aidhupa MAOoNG o popenry Zkdévng (Powder
Wash Buffer). AvaouvBéoTte oTo éva Aitpo
£€KAOTO.

DUAa MpwTokdAAoU

5129

MikpotrAdka pe atopika Bubiopata ekkivnong
(breakaway microwells). Emevdedupéva pe
avaguvdualopevo avtiyévo La. ‘Etoiyo 1mpog
Xprion.

‘EToiyog  Tpog  xpAon Oetik6g  'EAegyxog
(Positive Control) (k6kkivo mwpua). TepiExel
avBpwivo opd BeTIkG yia avTicwuata SS-B
(La). To €Upog avapevouevng TTUKVOTNTAG OF
EU/ml epgavigetal oTnv €TIKETA.

‘EToiyog  1mpog  xprion Apvntikdg ‘EAegyxog
(Negative Control) (Aeukdé mwpa). MepiExel
avOpwITIvo opo.

‘ETolpo Tpog xprnon o€t 5 BaBpovountwv.
BaBuovountig A (mpdoivo mwyua) 160 EU/mI,
BaBupovounmg B (uwB mwpa) 80 EU/mI,
BaBupovountmg I (umAe mwpa) 40 EU/mI,
BaBuovountig A (kitpivo mwua) 20 EU/mI kai
BaBuovountig E (moprokaAi mwyua) 1 EU/mI.
MpogpxOueva atTd avBpwITTIvo 0pd TTOU TTEPIEXEI
avTiowyata SS-B (La). Zuykevipwoelg o€
EU/ml avaypd@ovTal OTIG ETIKETEG.

20deun opou avepwITIvNng avTi-
avoooo@aipivng amé utrepogeddan  amo
pagavida. (HRP goat anti-human IgG
Conjugate). ‘EToIMO TTPOG xpnon.
KwdIKoTroinuévo e pog Xpwpa.

ApaiwTiké opoU (Serum Diluent). ‘EToiyo 1rpog
xpNon. KwdIKoTToinuévo pe Hw Xpwua.
Evqupo-utéoTpwua TETPapEBUAOBEVIBiVNG
(TMB enzyme substrate). ‘EToigyo 1mpog xprion.
MpooTatéywTe A6 TO PWG.

AidAupa TTavong (Stop Solution). ‘EToiyo 1rpog
xenon.

AidAupa TAUong oe popery Zkoévng (Powder

Wash Buffer). AvaouvBéote oTo éva Aitpo
€kaoTo.

DUAa MpwTokdAAOU

AidAupa MAuong.

16



EL

ZUPBOAQ TTOU XPNOIHOTTOIOUVTAI O€ ETIKETEG
Ap1Buog MapTidag

Ap1Bu6S KaTaAdyou

AlayvwaoTIKN xprjon in vitro

Xpron £wg

O¢puokpacia amodrikeuang

AlaBaoTe TIG 0dnyieg TTpIv TN XPAON
Ap1Bu6S dokipwy

RS EIEIE

KataokeuaoThg

YAikd Mou Atraitouvtal AAAG Aev MapéxovTai

ATTIOVTIOUEVO I ATTECTAYHEVO VEPO

EUkau1TTo TTAAOTIKG PTTOUKAAI Yia TO apaiwuévo SidAupa TTAUoNG

Mréteg IKavég va atreAeuBepwvouv 5 pl ¢éwg 1000 pli

PUyxn mmmeTwv (pipette tips) piag Xprioswg

KaBapoi dokipaoTikoi cwAAveg 12 X 75 mm Kai oTnPiyHaTa SOKINACTIKWY

OWAAVWYV

*  Xpovopétpng

o ATTOppo@NTIKEG XAPTIVEG XEIPOTTETOETEG

* AvayvwoTtng  MIKPOTTAGKOG  IKaveg  yia v avdyvwon — TIHWV
amoppo@nTIKOTNTag oTta 450 nm. Edv civar diaBéoipog  avayvwoTng
MIKPOTTAAKOG OITTAOU PAKOUG KUHPATOG, TO QIATpO avagopdg Ba TTpétel va
opioTei ota 600-650 nm

e AutopaTto TTAUVTAPIO PIKPOTTAGKAG IKavo va diavéuel 200 pl

ZYAAOIH KAI XEIPIZMOZ TQN AEIrMATQN

Mévov deiypara opol Ba TTpETTEl va XpnoigoTrolouvTtal o’ auTrjv Tn diadikaaia.
Algohupéva, ANimmaipik@ i BakTnEIdioKa emmigoAucpéva deiypata ptropolv va
TapeuBANBoUV  oTnv  ekTéAeon Tng Odokipaciag kol dev Ba  TIpETTEl va
xpnoigotrolouvtal. Ta deiyyata dev Ba TTPETTEl va QUAGCOOVTAl ya TTOPATTAVW
amd pia efdoudda otoug 2°- 8°C. lNa atmobrkeuon peyahuTtepng diGpKeIag, Ta
Ociypata opoU Oa Trpétrel va katayuyovtal. Na atmmo@eUyete €mmaveIAnuuévn
améyun Kai véa Yugn Twv OelydATwy. ZUVICTATAI TA KOTEWUYUEVA BeiypaTta va
utToBGAAovTal o€ EAEYXO EVTOG EVOG £TOUG.

AIAAIKAZIA

A10BIKAOTIKEG ZNUEIWOEIG

¢ AIoBAoTE TTPOTEKTIKA TO €VOETO TTPOIGVTOG TTPIV EEKIVATETE TN doKIWaaia.

e« OAa T1a OloAUpata Twv Odelypdtwy TOU aocBevoug Ba  Tpémmel  va
TpoeToipydlovTal TIpIv TNV évapén Tng OOKIPaTiag.
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AopAote Ta Oeiyyata aocBevwv kKal Ta  avmidpacThpia  dokiyaciag va
e€looppoTioouv o€ Beppokpacia dwuaTiou TTPIV TNV évapén Tng diadikaaciog
dokipaaoiag. Mporteivetal Ta avTIdPACTHAPIA VA TTAPAUEIVOUV OTOV TTAYKO €Ew
atd 10 KouTi yia 30 Aetrtd Trpiv T xprion. Badete miow 6Aa Ta deiyuata Kai
Ta avTIOPACTAPIA TTOU JEV XPENOIMOTIOINCATE OTO WUYEID QUECWS WETA TN
xenon.

Aoaipeite TIG amaitoUpeves Awpideg BubBiopydTwy amd Tn COKOUAQ Kal
TPOCEKTIKG aPpayileTe Eavd Tn gakoUAQ yia va atmo@UYETE UYPOTToinan oTa
Mn xpnoigotroinBévra BuBicuarta. Bdlete Tn cakoUAa Tricw OTO Wuyeio
APECWG.

H rexvikn kaAri¢ mAuong givai oAU onuavrikn. Av n TTAUON ekTeAEITAl PE
T0 Xépl, N OwOTH TIAUCON emTUYXAveETal KaTeuBUvovtag Ouvarth pon
OloAUpaTog TTAUONG PE QIAAN TTAUONG PE aVOIXTO OTOMIO O OAOKANPN Tn
MIKPOTTAGKQ. ZUVIOTATAI QUTOUATN OUOKEUI) TTAUONG MIKPOTTAAKAG.

Xpnoiyotroigite  TTOAUKAVOAN TTITTETA IKOvr va  otreAeuBepwvel 8 4 12
KOIAOTNTEG TAUuTOXPova. AuTd €TITaXUVEl TN dIAdIKOTIa KAl TTAPEXEI XPOVOUG
TTIO OHOIOHOPPNG ETTWAONG.

& OAa TO BrpaTa, 0 TTPOCEKTIKOG EAEYXOG XpOVIOHOU gival onuavtikég. H
évapfn OAwv Twv TTEPIOdWYV E€TTWACNG YiveTal PE TNV OAOKApwon Tng
TTPOoCOnKNG avTIdpaacTnPiou.

MpoaBAkn 6AwWYV Twv BEIYUATWY Kal avTIdpaoTnpiwy Ba TTPETTEl va eKTEAEITAI
ME TOV id10 puBuod Kkal TNV idia akoAoubia.

Mé&Bodog AoKIpng

BAua 1 A@nAvere 6Aa Ta avTiOPaACTHPIa Kal Ta deiyyaTa va €§1I00PPOTIHIOOUV O€

Bepuokpaacia dwpariou.

BApa 2 TomoBereite eTIKETA OTO QUAAO TTPWTOKOAAOU yIa VO UTTOONAWOETE TV

TOTT00€TNON B€EiyHaTOg OTIG KOIAGTNTEG. ATTOTEAEI OpPO £PyaOTNPIOKN
TTPAKTIKH VA EKTEAEITE Ta dEiypATA €1G DITTAOUV.

BAua 3 Ta mroloTiké mTpoodiopioud xpnoiyotroifote Yovo BabBuovounth A

(@raAidio ue kiTpivo TTwua).

n

MNa nuI-TroooTIKG TTPOoadiopionsd xpnoipoTroifoTe BaBuovountég A
€wg E, 6TTwg arreikovifetal otnv TTapakdTw diatagn deiyparog.

MoioTikdg Hui-MoooTtikdg
A Kevocg S5 KLATT. A Kevocg S1 KLATT.
B -Control S6 B -Control S2
C + Control S7 C + Control S3
D Cal D S8 D CalA S4
E S1 S9 E CalB S5
F S2 S10 F CalC S6
G S3 S11 G CalD S7
H S4 S12 H CalE S8
1 2 3 1 2 3
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BApa 4

BAua 5

BAua 6

Bipa 7
BAua 8

BAua 9

BAua 10
BAua 11
BApa 12

BAua 13
BAua 14

BApa 15

Mpoetoipydlere didAupa 1:101 ammd Ta deiypaTa aoOevwv
avapelyvuovtag 5 pl Twv opwv Twv acBevwv pe 500ul Opou
Apaiwong.

AgaipeiTe Ta atrairoupeva BuBiopata ammd T0 0AKO Kal BACETE TIOW TIG
AwpPIdEG TTOU BEV EXETE XPNOIYOTIOINCEI OTN OPPAYICUEVN GAKOUAQ GTO
wuyeio. TotroBeTeiTe aopaAwg Ta Bubiopata otnv emTTAéov BAon TTou
TTapEXETAl.

Alavépete pe v mméta 100 pl Toug ‘Etoipyoug Tpog  xprion
BaBuovountég, Toug OeTIKOUG Kal ApvnTIKOUG €AEyXOUG Kal T
apaiwpéva deiypata aoBevwv (1:101) ota katdAAnAa BubBiouata
oUN@WVA PE TO UANO TTPWTOKOAAOU.

Znueiwon: ZuptrepihapBdvere pia kolIAGTNTA TTOU TTEPIEXEI 100 pl Opou
Apaiwong wg kevo avtidpaoThiplo. MndevifeTe TNV CUOKEUR avAyvwaong
ELISA €vavti Tou kevou avTidpacTnpiou.

Emmwddlete yia 30 Aetrtd (+ 5 AeTrTd) 0€ Bepuokpagia dwyaTiou.
MAévete 4 @opég pe didAupa TTAUoNG. Ma TTAUCIPO PE TO XEpI, YEMICeTE
KGBe BuBIopa pe avacuoTaBév didAupa TTAUoNG. Metdlte 1O UYPO
AVACTPEPOVTAG KAl KTUTTWVTAG EAQPPA WWOTE va Byouv Ta TTEPIEXOUEVA
KABe KOIAGTNTAG ) avappoPuwvTag 10 uypd atrd kabe kolhotnTa. MNa va
KAVETE aTrOTUTIWON OTO TEAOG TNG TEAEUTAiag TTAUCNG, avaoTPEWTE TIG
AwpPIdEG Kal KTUTTAOTE TOIG KOIAOTNTEG EVTOVA TTAVW OE ATTOPPOPNTIKEG
XOPTIVEG  XeIPOTTeETOETEG. [ auTOPATEG  OUOKEUEG  TTAUCIPATOG,
TIPOYPAMNMATIOTE TNV CUCKEUR TTAUONG CUP@WVA HE TIG 0dnyieg Tou
KATOOKEUAOTH.

Badete pe v mimréTa 100 pl Tng 0uleugng o€ Bubiopara.

Emmwadete yia 30 Aemrtd (+ 5 AeTTTd) 0€ Bepuokpagia dwuaTiou.
MAéveTe OAa Ta BuBiouara, 6TTwG TTepIypdeTal aTo Brua 8.

Alavépete e Tnv mITETa 100 pl EvqupikoU YTTOOTpWHOTOG O€ KABE
BUBIopa pe TNV idia og1ipd Kal XpovIouo OTTWG yia Tn XUeuén.
Emwadete yia 30 AeTrTd (+ 5 AeTTTd) 0€ Bepuokpagia dwuaTiou.

Alavépete pe Tnv mméTa 100 pl AlaAUpatog Mavong og k&Be BuBicua
XPNOIMOTTOIWVTAG TNV idla ogIpd Kal XPOVIGHS OTTWG yIa TNV TTPOCBAKN
Tou Evqupikou YtrooTpwuatog. AlaBAdeTe TIG TIMEG ATTOPPOPNTIKOTNTAG
evtog 30 AemrTwyv ammd Tnv TTPooBnkKn Tou AlaAUpaTog Mavong.
AloBdoTte TNV ammoppoenTiKOTNTa KABe PubBiopatog oe 450 nm
XPNOILOTTOIWVTAG povou 1 aTta 450/630nm xpnoiyotroiwvtag dITTAou
MAKOUG KUPOTOG OUOKEUN avAyvwaong MIKPOTIAGKAS évavtl TOU O€T
KeVOU avTiIOPaaTNPiou Og PNJEVIKA ATTOPPOPNTIKOTNTA.

MoioTik6g ‘EAeyxog

O1 BaBuovounTég, o @eTikdg kar ApvnTikdg ‘EAeyxog kal éva Kevo avTidpaaTrpio
TIPETTEl va ekTEAOUVTAI PE KABE dokipaaoia yia TNV eEakpifwan TNG aKEPAIOTNTAG
Kol akpifeiag Tng Ookipaoiag. H évdeign amoppo@nTikOTNTAg TOU KEVOU
avTidpacTtnpiou Ba TTpémmel va eivar pikpdTepn Tou 0,3. O BaBuovountig A 6a
TPETTEl va €XEl EVOEIEn aTTOpPPOPNTIKOTNTAG OXI MIKPOTEPN Tou 1,0, AAAWG n
dokipaoia Ba Tpémel va emmavaAngBei. O apvnTIKOG €AeyXOg TTPETTEN va gival
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pIKpOTEPOG aTTd 10 EU/mI. Edv n dokipacia die¢dyetal €1g dITTAOUV, 0 HE0OG OPOG
Twv OUo evdeitewv Ba TTpétTel va AapBdvetal yia Tov TTpoodiopiopd EU/mI. H
OTITIKA TTUKVOTNTA Tou BaBuovount A Trpémrel va eival ueyaAuTtepn ammod ekeivn
TOU apvnTIKoU eAéyXou Kal UIKPATEPN OO TNV OTTOPPOPNTIKOTNTA TOU BETIKOU
eAéyxou. O BeTIKOG €Aeyxog TTPETTEl va Bivel TIWEG OTO €0POG TToU dnAwWvVETal TTAVW
oTO QIaAidIo.

AMNOTEAEZMATA
YtmroAoyiopoi

O1 TTUKVOTNTEG TWV JEIYUATWY TWV A0BEVWY PTTOPOUV Va TTPOCBIOPICTOUV UE Hia
atrd Tig dUo peBSOOUG:

1. MNOIOTIKOZ NMPOZAIOPIZMOZ

Amrop. Tou Aciyparog Aokipaoiag
X EU/ml BaBpovounti A = EU/mI Aciypa Aokipagiag

Amrop. BaBpovounti A

JUVIOTATAl TO TTOIOTIKA QTTOTEAECUATA VA ava@épovTal wG “OeTIKA” N
“‘apvnTiKA.” Ta atroteAéopara delyudTwy TTou gival JeyaAlTepa atmd A ioa pe
Tov BaBuovounti A BewpouvTal BETIKA.

2. HMI-NOZOTIKOZ NPOZAIOPIZMOZ

ATIOTUTTWOTE TNV ATTOpPOPNTIKOTNTA TwV BaBuovountwy A £éwg E €vavtl Twv
QVTIOTOIXWV OUYKEVTPWOEWY OF XOPTi YPaPNUATWY YPaUPIKOU opxEiou
kataypa@png (linear-log graph paper). ATTOTUTTWOTE TIS OUYKEVTPWOEIG OE
EU/ml otov X-Gfova £vavtl TnG amoppo@nTikOTNTaG OTov Y-agova Kal
oxedIAOTE WA KAPTTUAN TTPOCappoyng amd onueio ae onueio. KaBopioTe Tig
OUYKEVTPWOEIG TwV OEIYNATWY agBevwv atTé TNV KAUTTUAN cUU@WvVa WE TIG
QAVTIOTOIXEG TIMEG ATTOPPOPNTIKOTNTAG. EVAAAOKTIKA, HIO KOUTTUAN TEOOAPWY
TTAPAUETPWY PTTOPEI va XpnoIPoTToiNdei yia TNV ammoTUTTwon TnG TTPOTUTING
KAPTTUANG.

JuvIOTATal Ta NUI-TTOOOTIKA OTTOTEAECPATO VO avagépovTtal wg “OeTikd,”
‘apvnmikd@,” 1R “ompocdiopiota”  pe  TIHEG  povadag  EU/mI.  Ta
aTrPOCdIOPICTA/OPIOKAE ATTOTEAECHATA Ba TIPETTEI VA ETTAVEAEYXOVTAI KOl
aglohoyouvtal padi pe AAAeg epyaoTnplakég PeBOdOUG yia TNV avixveoun
avTIowPAaTwy og ENA.

Epunveia

O1 TiPéG epunveiag TTPOCBIOPICTNKAV YE OOKIUA GUOIOAOYIKWY BOTWV QiPaTOg
Kal opwv eAéyxou aaBevelwv. To €0xaTo OpIO TNG dOKIYaTiag Kabiepwonke
ME TN Xpron péoou 6pou Twv GUVABWY avTiKEInévwy ouv 4,5 SD yia 1o SS-A
(Ro) 52 kD ka1 60 kD Ab ELISA kai 3 SD yia 10 SS-B (La) Ab ELISA. To
€oxarto 6plo dokipaciag dpioe TNV auBaipetn TiuR Twv 20 EU/mI. Katwtépw
TTapéxovTal Ta eUpn opiwv ApvnTIKNG, ATTPoadIopIoTng Kal OeTIKAG SOKIMAG.
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TiuA SS-A (Ro) TiyA SS-B (La) Ab Epunveia

52 kD ka1 60 kD Ab

<20 EU/mI <20 EU/mI ApvnTikd

20-25 EU/mi 20-25 EU/mi AtrpoadiépioTo (Oplako)
>25 EU/mI >25 EU/mI OeTIKO

BaBuovountig

O1 'Etoigor mpog Xprion BaBuovountég cuptepiAauyBdavovTal  yia  va
TTAPEXOUV NUI-TTOCOTIKO TTPOCdIOPICUS KAl TTPETTEI VO XPNOIKMOTTOIOUVTal OF
KAOe ekTéAean. To €UPOG PHETPACEWY QUTWV TWV OOKINWYV TTPOEPXETAI OTTO TO
EU/ml tou Trpoodiopifetal oto Opio Avixveuong (BA. katwTtépw) aTOv
BaBuovount A (160 EU/mI) yia nuI-TToooTIkéG dokiuég. Agiypata aoBevv
TTOU TTEPIEXOUV UWNAQ ETTITTEQA QVTICWHATWY PTTOPOUV va dWOOUV TIPEG
aTmoppOPNTIKOTNTAG PEYAAUTEPEG aTTO eKeivn Tou BaBuovountr) A. lMNa Tov
TTPOCBIOPIGUS AKPIBWY NUI-TTOCOTIKWY TINWY, aUTA Ta deiypara Ba TpETel va
APOIVOVTAI TTEPAITEPW WOTE VA EUTTITITOUV EVTOG TOU EUPOUG TNG KOUTTUANG
Tou BaBuovounTt otav emaveeTdlovtal. MNa Tov TTPOCdIOPICPS TIMWV
EU/mI, TToAAaTTAQOIGOTE TIG JOVADEG TTOU ATTOKTABNKAV PE TOV BIaAUTN.

MNEPIOPIZMOI AIAAIKAZIAZ

H Ookiyacia Oev Ba Tmpémel va ekTeAeital o€ aigoAupéva, BakTnpidiakd
emuoAucpéva n Airaigikd  deiypara. H  péBodog aut Oa  TIpEmel  va
xpnoigotroigital  yia Ttov éAeyxo Oelyudtwv avBpwtrivou opou poévov. Ta
ATTOTEAETUATA TTOU ATTOKTABNKAV £EUTTNPETOUV pOVo wg Bordnua otn didyvwon.
Méva Toug, autd Ta amoTeAéopata dev Ba TPETTEl va  epunvedovTal WG
SlayvwaoTikd. Auth n dokiyaaia dev £xel ETIKUPWOET o TTaAIBIATPIKO TTANBUCUO.

ANAMENOMENEZ TIMEZ

Ta amoteAéopata TnG doKIUAG o€ ouvnBn TTANBuoud cuvABwg avauévovral va
gival apvnTrik@. H emimtwon Twv avriowpdtwy SS-A (Ro) kar SS-B (La) oe
OIPOPEG CUOTNUATIKEG VOOOUG GUVOETIKOU 10TOU OUVOWICETOI OTOV TTAPAKATW
TTivaka:

AlayvwoTikA Znuacia AvTiowpdtwy og Avtiyova SS-A (Ro) kai SS-B (La)

AvTiocwpa >uoxeTiopog Nooou (% EmiTrtwong)
SS-A (Ro) SLE (30-50%)

Z0vdpopo Sjogren (60-95%)
SS-B (La) SLE (10-15%)

> Uvdpopo Sjogren (15-60%)

Inueiwon: H ouyxvornta 1diatepdtnTag KdABe avriowpatog ot pia vooo
avTITpoowTelel ouMoyR amé T BiBAloypagia.>**Y H emimrwon ToikiAel
avaloya pe Tov TTANBuouG aoBevwv.
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€T KAIVIKWV OelypdTwy dokiydotnkav ota ELISA ImmuLisa™ yia avTicwuara
SS-A (Ro) (52 kD ka1 60 kD) kar SS-B (La). Ta atmroteAéoparta TTou deixvouv Tov
EMITTOAGOUO O0TOUG TTANBUCHOUG Yia AQuTr] TN HEAETN TTOPEXOVTAI KATWTEPW.

SS-A (Ro) Ab SS-B (La) Ab
Ndoog n n pos % pos n n pos % pos
SLE 160 69 41,3% 137 19 13,9%
SLE pe APS 15 3 20,0% 14 3 21,4%
SUvdpopo Sjogren 104 81 77,9% 68 41 60,3%
Muooitda 91 31 34,1% 48 0 0,0%
Juotnuatikni okAnpuveon 154 30 19,5% 70 3 4,3%
Yyt urtokeipeva 142 4 2,8% 133 3 2,3%

SLE = cuoTtnuarikég epubnuatwdng AUkog, APS= avTipwo@oAITdiké aUvdpouo.

H kAivikiy euaicBnaoia kai n 1B1autepdTNTA YIa Toug TTANBUCHOUG TTou eAEyxOnkav
ouvoyicovTal KOTWTEPW:

Avtiocwpa Nooog EvaloBnoia ISlatepoTnTaL
SS-A (Ro) Ab  SLE 39,4% 91,5%
SS-A (Ro) Ab  Sjogren 77,9% 91,5%
SS-B (La) Ab  SLE 14,6% 97,7%
SS-B (La) Ab  Sjogren 60,3% 97,7%

XAPAKTHPIZTIKA ANMOAOZHZ

H xpnomoétnta twv ImmuLisa™ SS-A (Ro) 52kD kai 60kD ka1 SS-B (La)
Antibody ELISAs aglohoynOnkav pe €Aeyxo delyudTwy atd utrokeiyeva e SLE,
ouvdpouo Sjégren, CUCTNUATIKA OKAAPUVON, MUOGITIdO KOl MIa  TTOIKIAIG
TTANBUOPWY €AEyXOU QUTOGVOOWV Kal POAUCUHOTIKWYV 0oBeveiwyv. AuTd Ta
Ociypara dokiydaTnkav €1Tiong o€ euTTopIKa diabéaipa kit. Mévov deiyparta oTo
YPAMMIKG @acpa TnG doKipacoiag cupuTTepIEA@Onaav oTnv oUyKpIion TNG HeBOdou.
AuTtd Ta amroteAéopaTa cuvowifovTal KATWTEPW.

A. ZUOykpion MeBddou: ImmuLisa™ SS-A (Ro) 52kD kai 60kD ELISA évavTi
dAAou KIT SS-A (Ro) 52kD kai 60kD ELISA:

AAMo SS-A (Ro) Avricwpa ELISA

OeTIKO ApvnTikd >U0voho
IMMCO OeTIKO 138 24 162
SS-A (Ro) ApvnTikd 9 452 461
Ab ELISA Z0voAo 147 476 623
Zupgwvia OeTikou MNMooooTou: 93,9% (95% ClI 88,4% éwg 97,0%)
Zupgwvia ApvnTikou MNocooTou: 95,0% (95% Cl 92,5% éwg 96,7%)
ZXETIKA Zupgwvia: 94,7% (95% Cl 92,6% ¢wg 96,3%)

B. Zoykpion Mebddov: ImmuLisa™ SS-B (La) Antibody ELISA évavti éAov kit SS-B
(La) Antibody:
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AAMo SS-B (La) Avriowpa ELISA

OeTikd ApvnTikd ZUvoAo
IMMCO OeTIKO 62 8 70
SS-B (La) ApvnTikd 5 498 503
Ab ELISA >0voho 67 506 573
Zupowvia OcTikoU NMocoaTou: 92,5% (95% CI 82,7% £wg 97,2%)
Jupowvia Apvnrikou MNMoocooTou: 98,4% (95% CI 96,8% £wg 99,3%)
ZXETIKA Zupgwvia: 97,7% (95% Cl 96,1% £wg 98,7%)

C. AiaoTtaupwTth avTidpacoTIKOTNTA: [loAudpiBua  deiyuata opwv  TmBavig
dlaoTaupoluevng  avTiOpaonNG aUTOGVOOWY  KOI  JOAUCUATIKWY  OOBEVEIWDV
eAéyxOnkav yia avriowparta SS-A (Ro) (52 kD kai 60 kD) kai SS-B (La) pe xprion
Twv  Ookiywv ImmuLisa™. O1 peAéreg  €deigav  eAdxIoTn  dlacTaAupWTN
aAvTIOPOCTIKOTNTA YIa auTd Ta OeiypaTa OTTWG QAIVETAI KATWTEPW.

SS-A (Ro) Ab SS-B (La) Ab
Nooog n n pos (%) n n pos (%)
1BD" 40 0 40 0
Muooitda’ 48 0
MCTD 17 0 10 0
Peupatoeldng apbpitida 33 1 33 1
‘EAeyxot dMwv AA® 127 0 123 0
MoAucopartikéc voool 110 3 110 3
‘EAeyxot GANwV voowv’ 20 1 20 1
20volo 347 5 (1.4%) 384 5 (1.3%)

-

. EAkwtikr koAitida (20), vooog Crohn (20)

. Muooitda: mohuvpuooitida (34), Sepuatopvoocitida (14)

. ‘EAeyxot AAAwV autoavoowv acBevelwv: KOWNLOKAKN (26 SS-A, 25 SS-B), eprintoeldnig deppatitida (10), vooog
Wegener (8), vooog Churg-Strauss (10), vooog Hashimoto (8), vooog Graves (10), avtidpwaodoAutdikd
oUvpopo (15 SS-A, 12 SS-B), vocog Crohn (20), eAkwtikr KoAitida (20)

‘EAeyxol poAuopatikwy voowv: cudn (30), nratitda (30), tofomAdopwaon (10), kuttapopeyaroiog (10),
€pmng (20), epubpd (10)

. ‘EAeyxol aAwv voowv: ooteoapBpitida (10), Bpoupokuttapornevia (10)

w N

»

1%
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AkpiBeia

H akpifeia doKINAoTnKe pE BETIKA deiyuaTa TTou €MAEXBNKav atmmd OAo To @ACua
NG dokipaciag. Zeipég dokipaoiwv 6 emavaAfwewv Treipapartog (replicates)
oiegnxbnoav oe k&Be deiyya oe didotnua 14 nuepwv. H emavaAnyipydtnta

TTPOOdIOPIoTNKE PE 12 eTTaVAAYEIG TTEIPAUATOG KABE deiypaToG.

Evrég
Méoog mpoodiopiooU
6pog (ETravaAngipértnT
(EU/mI) OAKR avakpifeia MeTagu nuepwv o)
s SD SD SD
Kir # (EUml) CV% | (EUml) CV% | (EUml) CV%
1 9,6 1,2 12,4% 1,2 12,3% 1,2 12,3%
2 17,2 15 8,9% 1,6 9,1% 1,2 7,0%
Aokipao | 3 20,3 1,2 6,1% 1,2 6,0% 14 6,6%
ia SS-A 4 23,2 1,8 7,7% 1,8 7,9% 1,6 6,8%
(Ro) 5 | 852 6,0 7,0% 6,0 7,1% 55 6,3%
6 116,4 7,1 6,1% 7,2 6,2% 54 4,5%
7 137,2 13,2 9,6% 13,4 9,9% 8,2 5,7%
1 11,9 1,0 8,1% 0,9 7,9% 0,8 7,1%
2 15,2 1,2 8,0% 1,2 8,0% 1,1 7,7%
Axipaci |3 19,8 1,7 8,4% 1,7 8,6% 11 5,7%
a SS-B 4 25,2 1,9 7,6% 1,9 7,4% 1,7 6,9%
(La) 5 | 514 47 9,1% 48 9,4% 3,6 6,9%
6 80,4 7,7 9,5% 7,9 9,9% 5,8 7,0%
7 152,1 10,1 6,7% 10,6 7,0% 6,7 4,4%

Avatrapaywyigotnra

H 1T010TIKA avatTapaywyiudtnTa ato idlo dciypa (intra-assay) dokiudoTnke pe 90
eTTavaAAYeIg OEIYPATWY OTO apvnTIKO €Upog, ~20% KATw TOU opiou diaxwpIiouou,
~ 07O 6pI0 diaywpiopou, ~20% Tavw atd 10 6pIo dIaXWPICPOU Kal OTO METPIWG
BeTIKO €UpOg TNG dokipaoiag. MNa Ta SS-A/Ro (52 kD kai 60 kD) Ab Ta deiypara Tou
opiou dlaxwpiopou +/- 20% Trapriyayav 97,8% TToI0TIKA GUp@wvia, To &giypa opiou
Slaxwpiouou TTapriyaye 51,1% apvntik@ kai 48,9% BOeTIkG atToTeAéOUATa Kal GAAQ
Oeiyuara Trapriyayav 100% 1oloTikA cupgwvia. Ma 1o SS-B/La Ab 10 d€iyua Tou opiou
Slaxwpiouou TTapriyaye 53,3% apvnTikd kai 46,7% OeTIk@ atToTeAéOUATa Kal GAAG
Oeiyuara Trapryayav 100% TTOIOTIKY GUHQWVIa.

H avamrapaywyiyétnta otnv mapTida deiyudtwy (inter-lot) dokipdoTnke pe BeTIKG
ociyyata 1Tou emAExBnkav péoa amd O6Ao 1o @doua Tng dokiung. Kade deiyua
dokiyadoTnke oe 3 oeipég amd 3 emavoAnyelg i 3 nuépeg oe kabepia amd 3
TapTideg. Ta amoteAéopara Tng oKIPAG yia autd Ta deiypata Tapriyayav 100%
TTOIOTIKF} CUNQWVia
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‘Op10o Avixveuong

To 6pio avixveuong (LoD) kaBopioTnke e11i TN BAoel 60 TTAVOPOIOTUTTWY KEVOU KOl
10 TTavopoIdTUTTWY KaBéva atrd 6 Seiyparta xaunAou emimmédou (NHS). To LoD
yla SS-A (Ro) Ab Atav 2,0 EU/mI. To LoD yia SS-B (La) Atav 1,6 EU/mI.

FpappIKOTNTA KOl AVAKauyn

H ypapuikéTnTa Kal N avakapywn dokiudoTnkav apaiwvovtag BeTikd deiypata o€
6Ao TO €0pog TNG OOKIPACIAG O€ I00TTEXOUCEG OPAIWOEIS KAl TUYKPIVOVTOG
TIPAYMOTIKEG EVAVTI AVOUEVOUEVWY TIHWV. TO YPOUMIKO €UPOG TWV OOKIUACIWY
kaBopioTnke va eivar 2,0 (LoD) — 160 EU/mI yia SS-A (Ro) Ab kai 1,6 (LoD) —
160 EU/ml yia SS-B (La) Ab. Ta ammoteAéopaTa guvowiovTal TTAPAKATW:

EUpog . . . % avakapyng
Aoxipng (Q’g‘o/'ocgl) inuggo;)oglrgg v R2 (emTeuxBeica/avape
(EU/mI) VOUEVN)
SS-A (Ro) Ab
0,96 0,76
2,6 £wg 35,8 (0,89 €wg (:0.7 éwg 2.2) 0,9953 88 £wg 104
1,03)
0,98 2,91 .
3,0to 175,1 (0,93 éwg 1,03) (2,76 £wg 3,06) 0,9919 86 £wg 108
. 0,99 -1,32 .
18,2 £€wg 156,0 (0,92 éwc 1,07) (-8.5 £wC 5.8) 0,9948 94 £€wg 110
, 0,98 7,7 i
30,3 £w¢ 248,5 (0,81 e 114) | (35,1 fwc-19.7) 0,9724 100 éwg 121
. 1,02 -0,59 .
1,7 éwg 21,0 (0,96 £00c 1,09) (1,43 £00¢ 0,25) 0,9961 98 éwg 115
SS-B (La) Ab
. 0,98 0,26 .
2,8 £wC 22,2 (0,89 £00c 1.07) (-1,0 £00¢ 1,6) 0,9914 92 éwg 106
, 0,88 2,61 ,
8,7 €wg 81,8 (0,76 £wc 1,01) (-4,2 £w¢ 9,4) 0,981 84 £wg 116
. 0,90 3,92 .
8,7 éwg 159,3 (0,79 £ 1,01) (6,6 Eoc 14,5) 0,9894 94 ¢wg 117
. 1,00 -5,80 .
6,4 €wWg 197,4 (0,90 éwc 1,11) (-18,64 £wC 7,05 ) 0,9894 100 €wg 119
1,07 -0,66 .
1,1to013,7 (0,93 £6)c 1,22) (-1,9 £ 0,58) 0,9815 92 éwg 122
MNapépBaon

H mmopépBaon PEAETHONKE PE TRV AVAPEIEN OpWV PE YVwOoTA eTTiTeda SS-A (Ro)
52 kD kar 60 kD kai SS-B (La) avriowpdtwv pe deiypata opol TTeavwg
TapepPalAOueva ko pe TNV PEAETN  amékAiong aTmmé  Ta  avOPEVOPEVA
amroteAégpata. Kapia onuavtiki Tapéupaon ogv ekdNAWONKE yia TIG aKOAOUBES
oucieg ata emimeda Tou dnAwvovtal: Aiyoagaipivn (2 g/L), XoAepuBpivn (342
pmol/L), kai PeupaTtoeidng Mapdyovtag (100 EU/mI).
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‘immco

ImmuLisa™

ELISA Anticuerpos ENA

ELISA Anticuerpos SS-A (Ro)
ELISA Anticuerpos SS-B (La)

Para utilizacion de diagndstico in vitro
Complejidad de enmiendas sobre mejoras de laboratorios clinicos (CLIA, por sus
siglas en inglés): alta

ETIQUETA DEL PRODUCTO

REF| 5128  ELISA Anticuerpos SS-A (Ro) 96 Determinaciones
REF| 5129  ELISA Anticuerpos SS-B (La) 96 Determinaciones

UTILIZACION PREVISTA

ImmuLisa Enhanced ™ ELISA anticuerpos SS-A (Ro): Inmunoensayo ligado a
enzimas (ELISA) para la deteccién cualitativa y semi-cuantitativa de anticuerpos SS-A
(Ro) (52 kD y 60 kD) IgG en el suero humano como una ayuda en el diagnéstico del
Lupus Eritematoso Sistémico (SLE, por sus siglas en inglés) y Sindrome de Sjégren
en conjuncién con hallazgos clinicos y otras pruebas de laboratorio.

ImmuLisa Enhanced ™ SS-B (La) ELISA anticuerpos: Inmunoensayo ligado a
enzimas (ELISA) para la deteccion cualitativa y semi-cuantitativa de anticuerpos SS-B
(La) IgG en el suero humano como una ayuda en el diagnéstico de Lupus Eritematoso
Sistémico (LES) y Sindrome de Sjogren en conjuncién con hallazgos clinicos y otras
pruebas de laboratorio

RESUMEN Y EXPLICACION

Los ENA son complejos de ribonucleoproteinas solubles (RNPnp). Los
autoanticuerpos dirigidos contra varios ENA han demostrado ser valiosos para el
diagnéstico y el control de varias afecciones sistémicas de los tejidos
conectivos.™ Los anticuerpos anti-SS-A (Ro) y SS-B (La) estan presentes en
aproximadamente un 30-50% y 10-15% de los pacientes de LES y en un 60-95%
y 40-90% de los pacientes de sindrome de Sjogren respectivamente. Los
anticuerpos anti-SS-B (La) aParecen frecuentemente en asociacién con los
anticuerpos anti-SS-A (Ro).'#?

Estos anticuerpos pueden ser detectados por varios métodos. La metodologia
ELISA tiene muchas ventajas sobre tecnologias mas antiguas como la
inmunodifusion: se reducen los tiempos de funcionamiento del ensayo, se
elimina la subjetividad individual al leer los resultados, la cuantificacion es
conseguida sin titulacién del suero, existe potencial para la automatizacion y los
ELISA ofrecen mas sensibilidad.*
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PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

El andlisis es realizado como un inmunoensayo de fase solida. Los micropocillos
son recubiertos con antigeno recombinante SS-A (Ro) 52kD y 60kD o SS-B (La)
y a continuaciéon se realiza una fase de bloqueo para reducir los vinculos no
especificos durante el ensayo. Se incuban en los pozos recubiertos con el
antigeno controles, calibradores y el suero del paciente para que los anticuerpos
especificos puedan presentarse en el suero para unirse al antigeno. Los
anticuerpos separados y otras proteinas del suero son eliminados lavando los
micropocillos. Se detectan los anticuerpos unidos afiadiendo a los micropocillos
una enzima etiquetada conjugado anti-humano IgG. El conjugado no unido es
eliminado lavandolo. A continuacién se afiade a los pocillos substrato de enzima
especifica (TMB) y se detecta la presencia de anticuerpos gracias a un cambio
de color producido por la conversién del sustrato de TMB en un producto de
reaccion de color. Se detiene la reaccién y la intensidad del cambio de color,
que es proporcional a la concentracion de anticuerpos, es leida por un
espectrofotdmetro a 250 nm. Los resultados son expresados en unidades de
ELISA por milimetro (EU/ml) y consignados como positivos o negativos.

REACTIVOS
Almacenamiento y preparacion

Guarde todos los reactivos a entre 2 y 8°C. No los congele. Los reactivos son
estables hasta la fecha de caducidad si se los maneja y almacena de acuerdo
con estas instrucciones.

No lo utilice si el reactivo no esta limpio o si contiene un precipitado. Todos los
reactivos deben ser llevados a temperatura ambiente (20-25°C) antes de su
utilizacion.

Reconstituya el tampon de lavado hasta un litro con agua destilada o

desionizada. Si lo guarda entre 2 y 8°C, el tampdn de lavado reconstituido es
estable hasta la fecha de caducidad del equipo.

Las tiras de micropocillos recubiertos son de un solo uso. Las tiras de
micropocillos no utilizadas deberian ser recolocadas con cuidado en la bolsa con
desecantes para evitar la condensacion y ser almacenadas a 2-8°C.

Precauciones

Todos los componentes provenientes de seres humanos utilizados han sido
analizados en busca de HBsAg, HCV, HIV-1y 2 y HTLV-l y han dado negativo
de acuerdo con los exadmenes necesarios de la FDA. Sin embargo, los derivados
de sangre humana y las muestras de pacientes deberian considerarse
potencialmente infecciosas. Siga unas buenas practicas de laboratorio a la hora
de guardar, preparar y desechar estos materiales.?

La Solucion de Parada es una solucion de &cido sulfurico diluido. El &cido
sulfarico (H2S04) es venenoso y corrosivo. No ingerir y evitar el contacto con la
piel y los ojos. Evitar la exposicién a bases, metales u otros compuestos que
puedan reaccionar con acidos.
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El Sustrato de Enzimas TMB contiene un irritante que puede ser dafiino si es
inhalado, ingerido o absorbido por la piel. No ingerir y evitar el contacto con la
piel y los ojos

Deben seguirse las instrucciones exactamente tal como aparecen aqui
para garantizar unos resultados validos. No cambie los componentes del
equipo por otros de fuentes externas. Siga unas buenas practicas de laboratorio
para minimizar la contaminacién microbiana y cruzada de los reactivos a la hora
de manejarlos. No utilice los componentes del equipo después de la fecha de
caducidad que aparece en las etiquetas.

Precaucion: La ley federal de los Estados Unidos exige que este articulo sea
vendido a, o bajo la orden de un médico certificado

Materiales proporcionados

El equipo contiene suficientes reactivos para realizar 96 determinaciones.

ELISA ImmuLisa™ Anticuerpos SS-A (Ro) 5128
12x8 Microplaca  con  micropocillos  individuales

escindibles. Revestida de antigeno SS-A (Ro) 52kD y
60kD recombinante. Lista para su utilizacion.

1x 1.75ml CONTROL[+] SSA Control Positivo listo para su utilizacion (tapén rojo).

Contiene suero humano positivo en anticuerpos SS-
A (Ro) 52kD y 60kD. El registro de concentracion
esperado en EU/ml esta impreso en la etiqueta.

1x1.75ml CONTROL[] Control Negativo listo para su utilizacion (tapon
blanco). Contiene suero humano.

5x1.75ml  [CALIBRATORJA[SSA|  Juego de 5 calibradores listos para su utilizacion.

Calibrador A (tapén verde) 160 EU/mI, Calibrador B

[CALIBRATOR[BISSA| (tapon violeta) 80 EU/mI, Calibrador C (tapén azul)

[CALIBRATORIC[SSA| 40 EU/mI, Calibrador D (tapén amarillo) 20 EU/mI, y

[CALIBRATOR|D[SSA] Calibrador E (tap6n naranja) 1 EU/ml. Derivados de

suero humano que contiene anticuerpos SS-A (Ro).

[CALIBRATORIE[SSA|  Las concentraciones en EU/ml estan impresas en las
etiquetas.

1x15ml IgG-CONJ[HRP] Conjugado IgG antihumano de cabra HRP. Listo

para su utilizacién. De color rosa.
Diluyente de suero. Listo para su utilizacién. De color
puarpura.

RP
1x15ml SUBSTRATE[TMB] Sustrato de enzima TMB. Listo para su utilizacion.
Proteger de laluz.

1 x 60 ml

E
—

1x15ml STOP|H2S0O4 Solucién de parada. Lista para su utilizacion.

2x BUF|WASH Tampon de lavado en polvo. Reconstituir a un litro
cada uno.

1x Hojas de protocolo

ELISA ImmuLisa™ Anticuerpos SS-B (La) 5129

12x8 MICROPLATE|SSB Microplaca con micropocillos individuales escindibles.
Revestida de antigeno La recombinante. Lista para su
utilizacion.

1x1.75ml CONTROL[+[SSB Control Positivo listo para su utilizacién (tapén rojo).

Contiene suero humano positivo en anticuerpos SS-B
(La). El registro de concentracion esperado en EU/mI
esta impreso en la etiqueta.

28



ES
1x1.75ml CONTROL[] Control Negativo listo para su utilizacién (tapén
blanco). Contiene suero humano.

5x1.75ml  [CALIBRATORJA[SSB] Juego de 5 calibradores listos para su utilizacion.
Calibrador A (tapén verde) 160 EU/mI, Calibrador B

[CALIBRATOR[BISSB] (tapon violeta) 80 EU/mI, Calibrador C (tapén azul)
[CALIBRATORIC[SSB] 40 EU/mI, Calibrador D (tapén amarillo) 20 EU/mI, y
[CALIBRATOR|D[SSB] Calibrador E (tapén naranja) 1 EU/ml. Derivados de
suero humano que contiene anticuerpos SS-B (La).

[CALIBRATORIE[SSB]  Las concentraciones en EU/mI estan impresas en las

etiquetas.

1x15ml IgG-CONJ Conjugado IgG antihumano de cabra HRP. Listo
para su utilizacién. De color rosa.

1 x 60 ml DIL Diluyente de suero. Listo para su utilizacion. De color
puarpura.

1x15ml SUBSTRATE[TMB] Sustrato de enzima TMB. Listo para su utilizacion.

Proteger de la luz.

1x15ml STOP|H2S04 Solucién de parada. Lista para su utilizacion.

2x BUF|WASH Tampo6n de lavado en polvo. Reconstituir a un litro
cada uno.

1x Hojas de protocolo

Componentes opcionales
1 x 60ml BUF|WASH Tampon de lavado liquido concentrado.
Reconstituir a un litro.

Simbolos utilizados en las etiquetas

LOT Numero de lote
NGmero de catalogo
Utilizacion diagndstica in vitro
« Utilizar antes de
X Temperatura de almacenamiento
A Leer las instrucciones antes de utilizar
\4 Numero de analisis
ﬂ Fabricante

Materiales necesarios pero no suministrados

Agua desionizada o destilada

Botella de plastico blando para el tamp6n de lavado diluido

. Pipetas capaces de suministrar de 5 pl a 1000 pl

. Extremos de pipeta desechables

¢ Tubos de ensayo limpios de 12 x 75 mm y rejilla para tubos de ensayo

e« Temporizador

¢ Toallitas de papel absorbentes

. Lector de microplaca capaz de leer valores de absorbencia a 450 nm. Si esta
disponible el lector de microplaca de longitud de onda dual, el filtro de referencia
deberia fijarse a 600-650 nm

. Lavador de microplaca automatico capaz de suministrar 200 pl
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RECOGIDA Y TRATAMIENTO DE ESPECIMENES

En este procedimiento sélo deberian utilizarse especimenes de suero. Los
especimenes muy hemolizados, lipémicos o contaminados microbiolégicamente
pueden afectar al funcionamiento del analisis y no deberian ser utilizados.
Guarde los especimenes entre 2° y 8°C durante un maximo de una semana.
Para periodos de almacenamiento mas largos, los especimenes de suero
deberian ser congelados. Evite congelar y descongelar las muestras
repetidamente. Es recomendable que los especimenes congelados sean
analizados al cabo de un afio.

PROCEDIMIENTO
Notas del procedimiento

« Lea detenidamente la etiqueta del producto antes de empezar el ensayo.

¢ Todas las diluciones de las muestras del paciente deberian prepararse
antes de empezar con el ensayo.

¢ Deje que los especimenes del paciente y los reactivos de los andlisis se
adapten a la temperatura ambiente antes de empezar con el procedimiento
de analisis. Le sugerimos que deje los reactivos sobre la mesa de trabajo y
fuera de la caja unos 30 minutos antes de su utilizacién. Vuelva a meter
todos los especimenes y reactivos no utilizados en la nevera después de su
utilizacion.

¢ Saque las tiras de micropocillos necesarias de la bolsa y vuelva a cerrarla
cuidadosamente para evitar la condensacion de los pocillos no utilizados.
Vuelva a meter la bolsa a la nevera inmediatamente.

¢ Una buena técnica de lavado es fundamental. Si el lavado va a ser
realizado a mano, aplique una corriente fuerte de tampén de lavado con una
botella de lavado de boca ancha por toda la microplaca. Se recomienda
utilizar un lavador de microplacas automatico.

e Utilice una pipeta multicanal capaz de proveer a 8 a 12 pozos
simultaneamente. Esto acelera el proceso y proporciona tiempos de
incubacién mas uniformes.

« En todos los pasos es necesario controlar cuidadosamente el tiempo. El
inicio de todos los periodos de incubacién empieza al terminar de afiadir el
reactivo.

¢ Todas las muestras y reactivos deberian ser afiadidos a la misma velocidad
y en el mismo orden.
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Método de analisis

Paso 1

Paso 2

Paso 3

Paso 4

Paso 5

Paso 6

Paso 7
Paso 8

Paso 9

Paso 10
Paso 11
Paso 12

Deje que los reactivos y especimenes se adapten a la temperatura
ambiente.

Etiquete la hoja de protocolo para indicar que se han colocado
muestras en los micropocillos. Una buena préactica de laboratorio es
analizar las muestras por duplicado.

Para una determinacién cualitativa utilice Unicamente el Calibrador
D (vial con tap6n amarillo).

o

Para una determinacién semi-cuantitativa utilice los Calibradores A
a E tal como aparece en el plan de muestras siguiente.

Cualitativo Semi-cuantitativo
A Base S5 Etc. A Base S1 Etc.
B -Control S6 B -Control S2
C + Control S7 C + Control S3
D CalD S8 D Cal A S4
E S1 S9 E CalB S5
F S2 S10 F CalC S6
G S3 S11 G CalD S7
H S4 S12 H CalE S8
1 2 3 1 2 3

Prepare una dilucién 1:101 de las mezclas del paciente mezclando 5
pl del suero del paciente con 500ul de Diluyente de Suero.

Saque los micropocillos necesarios de la bolsa y vuelva a meter en la
nevera las tiras no utilizadas dentro de la bolsa cerrada. Coloque los
micropocillos en la funda adicional proporcionada.

Vierta 100 ul de Calibradores listos para usar, controles positivos y
negativos y muestras del paciente diluidas (1:101) en los micropocillos
adecuados en base a la hoja de protocolo.

Nota: Incluya un pocillo con 100 pl del Diluyente de Suero como
reactivo base. Ajuste el medidor ELISA en funcién del reactivo base.
Incubelo 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.

Lavelo 4x con tampo6n de lavado. Para un lavado manual, llene cada
micropocillo con tampén de lavado reconstituido. Deseche el fluido
volcando y vertiendo el contenido de cada pocillo o aspirando el
liguido de cada pocillo. Para secar el final del dltimo lavado, vuelque
las tiras y golpee los pocillos con fuerza con toallitas de papel
absorbentes. Para lavadores automaticos, programe el lavador
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Vierta 100 pl de Conjugado en los micropocillos.
Inctbelo 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.
Lave todos los micropocillos siguiendo las instrucciones del Paso 8.

Vierta 100 pl de Sustrato de Enzimas en cada micropocillo con el
mismo orden y tiempo que aplicé el Conjugado.
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Paso 13 Incubelo 30 minutos (x 5 min) a temperatura ambiente.

Paso 14 Vierta 100 ul de Solucion de Parada en cada micropocillo con el
mismo orden y tiempo que aplicé el Sustrato de Enzimas. Lea los
valores de absorbencia a los 30 minutos de afiadir la Solucién de
Parada.

Paso 15 Lea la absorbencia de cada micropocillo a 450 nm si utiliza un lector
de microplaca de longitud de onda simple o a 450/630nm si utiliza un
lector de microplaca de longitud de onda dual con el reactivo base
fijado a absorbencia cero.

Control de Calidad

Los Calibradores, los Controles Positivo y Negativo y el reactivo base deben
comprobarse en cada ensayo para verificar la integridad y la precisién del
andlisis. La medicion de absorbencia del reactivo base deberia ser <0,3. El
Calibrador A deberia tener una lectura de absorbencia de no menos de 1,0, de lo
contrario la prueba debe repetirse. El control negativo debe ser <10 EU/ml. La
densidad optica del calibrador D debe ser mayor que la del control negativo y
menor que la absorbancia del control positivo. El control positivo debe dar
valores en la gama indicada en el vial..

RESULTADOS
Célculos

Las concentraciones de las muestras del paciente pueden ser determinadas
utilizando dos métodos:

1. DETERMINACION CUALITATIVA

Abs. muestra de analisis
---------------------------- X EU/mlde CalibradorD = EU/mI Muestra Analisis
Abs. de Calibrador D

Es recomendable indicar si los resultados cualitativos son “positivos” o
“negativos”. Los resultados de los analisis iguales o superiores al Calibrador
D son considerados positivos.

2. DETERMINACION SEMI-CUANTITATIVA

Determine la absorbencia de los Calibradores A a E en base a sus
concentraciones respectivas sobre papel para graficos lineales logaritmicos.
Determine las concentraciones en EU/ml en el eje X y la absorbencia en el
eje Y y dibuje una curva de punto a punto. Determine las concentraciones
de las muestras del paciente desde la curva de acuerdo con los valores de
absorbencia correspondientes. Como alternativa, puede utilizar una curva
de cuatro parametros para trazar la curva estandar.

Es recomendable indicar si los resultados semi-cuantitativos son “positivos”,
“negativos” o ‘“indeterminados” con valores en unidades EU/ml. Los
resultados indeterminados/en el limite deberian ser reanalizados y
evaluados junto con otros métodos de laboratorio para la deteccion de
anticuerpos anti-ENA.
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Interpretacién

Los valores de interpretacion se determinaron mediante pruebas de donantes
de sangre normales y sueros de control de la enfermedad. El limite se
establecié utilizando la media de los sujetos normales mas 4,5 SD para el
ELISA Anticuerpos SS-A (Ro) y 3 SD para el ELISA Anticuerpos SS-B (La).
Al limite se le asign6 un valor arbitrario de 20 EU/mI. Los rangos negativos,
indeterminados y positivos se proporcionan a continuacion:

Valor Anticuerpos Valor Anticuerpos Interpretacién

SS-A (Ro) 52kD y 60kD SS-B (La)

<20 EU/mI <20 EU/mI Negativo

20-25 EU/mi 20-25 EU/mi Indeterminado (Limite)
>25 EU/mI >25 EU/mI Positivo

Calibrador

Los calibradores listos para utilizar vienen incluidos para proporcionar una
determinacién semi-cuantitativa y deben ser utilizados en cada analisis. El rango
de medicion de estos ensayos es desde el EU/ml definidos en el Limite de
Deteccion (ver mas abajo) al Calibrador A (160 EU/mI) para los ensayos semi-
cuantitativos. Las muestras de pacientes que contienen niveles altos de
anticuerpos pueden arrojar unos valores de absorbencia superiores que los del
Calibrador A. Para determinar unos valores semi-cuantitativos precisos, esos
especimenes deberian diluirse mas para que entren en el registro de la curva del
calibrador al volver a analizarlos. Para determinar los valores en EU/mI,
multiplique las unidades obtenidas por el factor de dilucion.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

El ensayo no deberia ser realizado en muestras muy hemolizadas, con
contaminacién microbiana o lipémicas. Este método deberia ser utilizado
Unicamente para analizar muestras de suero humano. Los resultados obtenidos
solo sirven como ayuda en el diagnoéstico. Independientemente, estos resultados
no deberian ser interpretados como diagndsticos. Este ensayo no ha sido
validado en una poblacion pediétrica.

VALORES ESPERADOS

Normalmente se espera que los resultados de los andlisis en la poblacién normal
sean negativos. La incidencia de los anticuerpos anti-SS-A (Ro) y SS-B (La)en
varias enfermedades sistémicas de los tejidos conectivos se resume en la tabla
siguiente:
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Importancia diagnéstica de los antigenos anticuerpos anti-SS-A (Ro) y SS-B (La)

Anticuerpos Asociacion con enfermedades (% Incidencia)
SS-A (Ro) LES (30-50%)

Sindrome de Sjogren (60-95%)
SS-B (La) LES (10-15%)

Sindrome de Sjoégren (15-60%)

Nota: La frecuencia de cada especificidad de anticuerpos en una enfermedad
representa una compilacion de documentacion.>**'" La incidencia varia en
funcién de cada paciente.

El conjunto de muestras clinicas fueron probadas en el ImmuLisa ™ los
anticuerpos ELISAs SS-A (Ro) (52 kD y 60 kD) y SS-B (La). Los resultados que
demuestran la prevalencia en las poblaciones para este estudio se proporcionan
a continuacion.

SS-A (Ro) Ab SS-B (La) Ab
Condicion n n pos % pos n n pos % pos
LES 160 69 41,3% 137 19 13,9%
LES con APS 15 3 20,0% 14 3 21,4%
Sjogren's 104 81 77,9% 68 41 60,3%
Miositis 91 31 34,1% 48 0 0,0%
Esclerosis sistémica 154 30 19,5% 70 3 4,3%
Sujetos sanos 142 4 2,8% 133 3 2,3%

LES = lupus eritematoso sistémico, SAF= sindrome antifosfolipido

La sensibilidad y especificidad clinicas para las poblaciones analizadas se
resumen a continuacion:

Analito Enfermedad Sensibilidad Especificidad
SS-A (Ro) Ab  LES 39,4% 91,5%
SS-A (Ro) Ab  Sjogren’s 77,9% 91,5%
SS-B (La) Ab  LES 14,6% 97,7%
SS-B (La) Ab  Sjogren’s 60,3% 97,7%

CARACTERISTICAS DE FUNCIONAMIENTO

La utilidad del ImmuLisa ™ Anticuerpos ELISAs SS-A (Ro) (52 kD y 60 kD) y
SS-B (La) fueron evaluados mediante el analisis de muestras de sujetos con
SLE, sindrome de Sjogren, esclerosis sistémica, miositis y una variedad de
enfermedades autoinmunes y de poblaciones de control de enfermedades
infecciosas. Estos especimenes también fueron analizados con equipos de
andlisis de disponibles comercialmente. Sélo se incluyeron en la comparacién
los especimenes del registro lineal del ensayo. Los resultados se resumen a
continuacion.

A. Comparacién de métodos: ELISA ImmuLisa™ Anticuerpos SS-A (Ro)
52kD y 60kD vs. otros equipos para anticuerpos SS-A (Ro) 52kD y
60kD:
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Otros ELISA Anticuerpos SS-A (Ro)

Positivo Negativo Total
IMMCO Positivo 138 24 162
SS-A (Ro) Negativo 9 452 461
ELISA Anticuerpos Total 147 476 623
Concordancia de porcentaje positivo: 93,9% (95% CI 88,4% - 97,0%)
Concordancia de porcentaje negativo: 95,0% (95% CI 92,5% - 96,7%)
Concordancia relativa: 94,7% (95% CI 92,6% - 96,3%)

B, Comparacion de métodos: ELISA ImmuLisa™ Anticuerpos SS-B (La) vs,
otros equipos para anticuerpos SS -B (La):

Otros ELISA Anticuerpos SS-B (La)

Positivo Negativo Total
IMMCO Positivo 62 8 70
SS-B (La) Negativo 5 498 503
ELISA Anticuerpos Total 67 506 573
Concordancia de porcentaje positivo: 92,5% (95% CI 82,7% - 97,2%)
Concordancia de porcentaje negativo: 98,4% (95% CI 96,8% - 99,3%)
Concordancia relativa: 97,7% (95% CI 96,1% - 98,7%)
C. Reactividad Cruzada: Numerosos sueros de enfermedades

potencialmente autoinmunes e infecciosas de reaccion cruzada fueron probados
para anticuerpos SS-A (Ro) (52 kD y 60 kD) y SS-B (La) usando los ensayos
ImmuLisa ™. Los estudios demostraron una minima reactividad cruzada de
estos especimenes como se indica a continuacion:

SS-A (Ro) Ab SS-B (La) Ab

Condicién n n pos (%) n n pos (%)
1BD' 40 0 40 0
Miositis” 48 0
EMTC 17 0 10 0
Artritis reumatoide 33 1 33 1
Otros controles A’ 127 0 