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ImmuLisa™

ENA Antibody ELISA

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

For in vitro diagnostic prescription use only
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

ImmuLisa 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 Sj6 gren’s Syndrome in conjunction with clinical
findings and other laboratory tests.

ImmulLisa 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 Sj6 gren’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.22

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
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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 I1gG
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 ﬂ] Date of Manufacture

Catalog number *Danger; Causes severe skin burns and

In vitro diagnostic use eye damage. Causes severe eye .darnage.
Wear protective gloves, protective

g Use by clothing, eye protection, face protection.

Wash exposed skin thoroughly after

handling. If in eyes: rinse cautiously with
[l  Read instructions before use water for several minutes. Remove

i Storage temperature

W Number of tests contact lenses, if present and easy to do.
Continue rinsing. Immediately call a
w  wmanufacturer POISON CENTER or doctor/physician.

Materials Required But Not Provided

«  Deionized or distilled water

e Squeeze bottle to hold diluted wash buffer

«  Pipettes capable of delivering 5 pl to 1000 pl

« Disposable pipette tips

e 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

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.

¢ 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%)

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

Sj6 gren'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, Sjo
gren’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

i Negative
IMMCO Positive Pasitive % 4 T1°t§'
SS-A (Ro) Negative 138 452 6
Ab ELISA Total 9 461
147 476 623

93.9% (95% CI 88.4% - 97.0%)

Negative Percent Agreement:  95.0% (95% CI 92.5% - 96.7%)

Total Agreement: 94.7% (95% Cl 92.6% - 963%)

B. Method Comparison: ImmuLisa™ SS-B (La) Antibody ELISA vs. other SS-B
(La) Antibody Kkit:

Positive Percent Agreement:

Other SS-B (La) Antibody ELISA

. Negative Total
Positive
IMMCO Positive 62 8 70
SS-B (La) Negative 5 498 503
Ab ELISA Total 67 506 573

Positive Percent Agreement:
Negative Percent Agreement:
Total Agreement:

92.5% (95% CI 82.7% - 97.2%)
98.4% (95% CI 96.8% - 99.3%)
97.7% (95% CI 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%

10
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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
Avriowpa SS-B (La) ELISA

lMa in vitro dlayvwaoTiKr Xprion Xpron cvvtayig 6vo
CLIA MoAutrAokéTnTa: YwnAni

ENGETO NPOIONTOZ

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

ZKOMOYMENH XPHzH

ImmulLisa Enhanced™ ELISA Avtiowpdtwv SS-A (Ro): Evquuikr) avooodokipagcia
(ELISA) yia Tnv TTOIOTIKA Kal TNV NUITTOOOTIKA AviXVEUON Twv avTiIowpdaTwy IgG SS-A
(Ro) (52 kD ka1 60 kD) otov avBpwtivo opd wg Bordnua ortn didyvwon Tou
Juotnuatikod EpuBnuaTtwdn Alkou (SLE) kai Tou Xuvdpopou Sjo gren o€
guvduacouod pe KAIVIKG eupripoTa Kal GAAEG EpyacTnpIakég eCETAOEIG.

ImmulLisa Enhanced™ ELISA Avticwpdtwv SS-B (La): Evqupikry avooodokipaaia
(ELISA) yia TnV TTOIOTIKY) KOl TNV NUITTOCOTIK) QviXveuon Twv avTiowpdtwy IgG SS-B
(La) 1gG oTov avBpwtivo opd wg Bonbnua otn didyvwaon Tou ZuaTnUaTIKOU
Epubnuatwdn Aukou (SLE) kai Tou Zuvdpduou Sjd gren o€ ouvduaoud Pe KAIVIKG
eUpAMATA Kal GAAEG EPYOOTNPIOKEG EEETATEIG.

MEPIAHWH KAI AITIOAOTIA

Ta ENA civar O10AUTG  PIBOVOUKAEOTTPWTEIVIKA (Shurps) oUuTtTAoKa. Ta
auToavTiIowpaTa kateuBuvovTal évavtl dlapopwyv ENA tTou €xel atrodeixBei Ot
éxouv agia otn didyvwan Kal TTapakoAolbnon dIa@opwy CUCTNUATIKWY VOCWV
ouvdetikoU 10Tou. 0 Avtiowpata og SS-A (Ro) kai SS-B (La) epgaviCovtal o€
mepitrou 30-50% kai 10-15% aoBevwv pe SLE kai 60-95% kai 40-90% aoBevidv
Me auvdpopo Sjogren avrioToixa. Avtiowpata o€ SS-B (La) epgavifovtal cuxva
0€ GUOXETIONO PE avTiowpaTa SS-A (Ro)™® 2.

Ta avriowpota autd PTTopouv va  avixveuBouv pe didgopeg peBodoug. H
peBodoAoyia ELISA éxel TTOAAG TTAEOVEKTAUATA €TTI TTAAQIOTEPWY TEXVOAOYIWV
OTTWwG avooodidyuon: ol xpovol ekTEAeang TNG SOKIPaaiag PEIWONKav, N aTOMIKN
UTTOKEIPEVIKOTNTA OTNV avAyvVwOon TwV OTTOTEAEOUATWY ECAAEIPETAI, O TTOGOTIKOG
TTPOOBIOPICUOG ETTITUYXAVETAI XWPIG TITAOBOTNON 0poU, UTTdpxEl TTIBavoTNTA Yia
auTopaTIoNO Kal Ta ELISAs TTpoc@épouv peyaAlTepn euaioBnaia. 2
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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  avTIOCWHATA
avixveuovtal TpooBétovtag ouleuén avBpwTTivng avTI-avoooo@aipivng  HE
evquuikn onuavon (enzyme labeled anti-human 1gG conjugate) ota BuBicuata. H
adéopeutn oUCeugn oTTOPAKPUVETAl PE TNV TTAUCN. ZUYKEKPIYEVO UTTOOTPWHA
evfupou (TMB) TmpooTiBeTal OTn OUVEXEIDQ OTIG KOIAOTNTEG KAl N Trapouaia
AVTIOWHATWY  AVIXVEUETAI ME XPWHATIK aAAayry TTou Trapdyetal amd Tnv
METATPOTIH) TOU UTTOOTpWHaTOG TMB 0¢ Tpoidv Xpwparikig avrtidpaong. H
avTidpaon SIGKOTITETAI KAl N AKEPAIOTNTA TNG XPWHOTIKAG aAAayAg, n oTToia gival
av@dhoyn ME TNV TIUKVOTNTO TOU  QVTIOWHATOG, dlafadetar  pe  éva
QaopaTo@wTOPETPpo oTa 450 nm. Ta amoteAéopata ek@pdlovial o€ Movadeg
ELISA avd xiAloatéAhiTpo (EU/mI) kar avagépovTal wg BeTIKG i apvnTIKE.

ANTIAPAZTHPIA
AtroBnkeuon kai lNMpoeToipacia

AmrobnkeloTe OAa Ta avmidpaoThplia oTtoug 2-8°C.  Mnv karawuxere. Ta
avTidpacTApIa givalr oTaBepd péxpr TNV nuepounvia AAgng, 6tav atrobnkevovTai
Kl PETAXEIPICoVTal CUPPWVa PE TNV KaBodrynon.

Mnv XpnolYoTToIEiTE av TO avTIOPAOTHPIO BEV eival dlAuyEG A UTTAPXEl €vCUpO
mapov. OAa Ta avTidpacTiplia TpéTel va €pBouv oe Bepuokpaaia dwpartiou (20-
25°C) mpiv 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 amodnkelovTal otoug 2-8°C.

Mpo@uAdgeig

‘OAa Ta ouoTaTIKG TTOU XPNOIKOTToINONKav, Ta TTPoEpXOuEva atrd Tov AvBpwTTo,
éxouv dokiyaotei yia HBsAg, HCV, HIV-1 ka1 2 kai HTLV-l kai Bpébnkav
apvnTika a1ré dokipacieg Tmou armaitolvral amd Tnv Ymnpeoia Tpo@ipwv Kai
OGapupdkwy (FDA). Qotdéoo, mapdywya avBpwITivou aigatog Kai  deiypara
aocBevwyv Ba TTpéTel va Bewpouvtal duvnTIKG poAucpatikd. Tnpeite TIG 0pBEg
ep))\ya’onlglckég TIPOKTIKES YIO TNV aTTOBrKEUTN, XOPrynon Kai didBean auTtwy 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) mrepiéxer 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 yid va Siao@alAioTouv fykupa amoreAéouara. Mnv
evaAAAOOETE OTOIXEIQ TOU KIT pe ekeiva amd GAAeg Tnyég. TnproTte TG opBEég
EPYACTNPIOKEG TIPOKTIKEG VIO VA €AAXIOTOTIOINOETE MIKPOPIOKK Kal aAAnAo-
MOAuvon avTidpaoTNPiWV KOTa TOV XEIPIOKO. Mnv XpNOIUOTTOIEITE OTOIXEIO TOU KIT
META TNV NUEPOMNVia ARENG TTOU avayPAPETAI OTIG ETIKETEG.

Mpoooxn: H opoatrovdiakr vopoBeoia Twv Hvwpévwy MoAiteiwy emTpémrel TRV
TTWANON TOU TTAPOVTOG TTPOIGVTOG PHOVO aTTd 1aTPO 1) KATOTTIV EVTOANG 1aTPOoU.

YAIkd TTOU TTOpaoxEOnkav

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.
MpooTaTéywTe a1Td TO PWG.
AidAupa Tratong (Stop Solution)*. ‘EToipo Tpog xprion.

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 W Xpwua.
Evqupo-utéoTpwua TETPapEBUAOBEVIBiVNG
(TMB enzyme substrate). ‘EToigyo 1mpog xprion.
MpooTatéywTe A6 TO PWG.

AidAupa TTavong (Stop Solution)*. "EToipo Tpog
xenon.

AidAupa TAUong oe popery Zkoévng (Powder

Wash Buffer). AvaouvBéote oTo éva Aitpo
€kaoTo.

DUAa MpwTokdAAOU

AidAupa MAuong.
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ZUpBOAC TTOU XPNOIMOTTOIOUVTAI OE ETIKETEG

LOT| ApiBudg Napridag &] Huepopnvia kataokevig
EE' ApIBUOC KATaAGyou *Kivvvog. ITpokalei coPapd Sepuatikd eykavpata
kat opBaipkég PAapPes. TIpokalei coPapn
AlayvwaoTIKA XpAoN in vitro o@Badpukn BAaPn. TTAVvVeTe oXOAAOTIKA HeTA TO
Xelptopo. Na @opdte POoTATEVTIKA YaAVTIa/
g Xpron €wg TPOOTATEVTIKA evODHATA/ PECA ATOUIKAG
mpooTaciag yla ta patia / tpocwmno. ZE
/ﬂ/ O¢eppokpacia aTrobrikeuang TEPIIITQXH EITA®HE ME TO AEPMA (1) pe ta
[:]1} poAALd): Bydhte apéowg OAa ta poAvouéva povya.
MioBaoTe Tig 0dnyieg TpIV TN Xprion Eem\vvete v emdeppida pe vepo/oto vrovg. Edv
W i i Sev voxwpei 0 0PBaApKOG epebiopog:
ApIBUGG BOKILWV TvuBovlevBeite / Emokegbeite yiatpo.

‘ KaTaokeuaoTrg

YAikd Mou Atraitouvral AAAG Aev MapéxovTai

e ATIOVTIONEVO A aTTECTAYHEVO VEPD

e EUKQUTITO TTAOOCTIKO PTTOUKAAI YIa TO apaiwpévo SidAupa TTAUGNG

e [liréTeg Ikavég va atreAeuBepwvouv 5 pl €wg 1000 pl

e Puyxn mmeTwv (pipette tips) piag xproswg

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  avayvwaoTng
MIKPOTTAAKOG OITTAOU PAKOUG KUHPATOG, TO QIATpO avagopdsg 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

¢ AIaBAoTE TTPOTEKTIKA TO €VOETO TTPOIOVTOG TTPIV EEKIVATETE TN dOKIWaaia.

e« OAa T1a OloAUpata Twv Odelypdtwy TOU aocBevoug Ba  Tpémel  va
TTpoeToipydlovTtal TIpIv TNV évapén Tng OOKIPaTiag.

17



EL

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 Bubiopydtwy 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 moAu onuavrikn. Av n TTAUON ekTeAEITAl PE
T0 Xépl, N OwOTH TIAUCON emTUYXAveTal KaTeuBuvovtag Ouvarth pon
OloAUpaTog TTAUONG PE QIAAN TTAUONG PE aVOIXTO OTOMIO O OAOKANPN Tn
MIKPOTTAGKQ. ZUVIOTATAI QUTOUATN OUOKEUI) TTAUONG MIKPOTTAAKAG.

Xpnoiyotroigite  TTOAUKAVOAN TTITTETA IKAvr va  otreAeuBepwvel 8 4 12
KOIAOTNTEG TAUuTOXPOova. AuT €TITAXUVEI TN dIAdIKOTIO KAl TTAPEXEI XPOVOUG
TTIO OHOIGHOPPNG ETTWOAONG.

& OAa TO BrApaTa, 0 TTPOCEKTIKOG EAEYXOG XPOVIOHOU gival onuavtikég. H
évapfn OAwv Twv TTEPIOdWYV E€TTWACNG YiveTal PE TNV OAOKApwon Tng
TTPoCBrKNng avTIdpaacTniou.

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

M&Bodog AoKIpng

BAua 1 A@nAvere 6Aa Ta avmiOPaACTHPIa Kal Ta deiyUaTa va €§I00PPOTIHIOOUV O€

Bepuokpaacia dwpariou.

BApa 2 TomoBeteite €TIKETA 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-TroooTIKé TTPOoadiopIonsd xpnoipoTroifoTe BaBuovountég A
€wg E, 6TTwg arreikovifetal otnv TTapakdTw diatagn deiyparog.

MoioTikdg Hui-MoooTikdg
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: ZuptrepiAapdvere pia kolIAGTNTA TTOU TTEPIEXEI 100 pl Opou
Apaiwong wg kevo avtidpaoThiplo. MndeviCeTe TNV CUOKEUR avAyvwaong
ELISA €vavti Tou kKevou avTidpacoTnpiou.

Emmwddlete yia 30 Aetrtd (+ 5 AeTr1d) 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
YtmroAoyliopoi

O1 TTUKVOTNTEG TWV JEIYUATWY TWV AGBEVWY PTTOPOUV va TTPOCBIOPICTOUV UE Hia
atrd Tig dUo ueBSOOUG:

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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TiyA 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
KABe ekTéAean. To €UPOG PHETPACEWY QUTWY TWV OOKIMWYV TTPOEPXETAI OTTO TO
EU/ml tmou Trpoodiopifetal oto Oplio Avixveuong (BA. katwTtépw) aTov
BaBuovounti 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, PBakTneidiakd
emuolugpéva 1 Aimraigikd  deiypara. H  péBodog auty Oa  Tpémel  va
xpnoigotroigital  yia 1ov éAeyxo Oeiyudtwv avBpwtivou opou poévov. Ta
ATTOTEAETUATA TTOU ATTOKTABNKAV £EUTTNPETOUV pOVO wg Bordnua otn didyvwon.
Méva Toug, autd Ta amoTeAéopata Oev Ba TIPETTEl 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) ot
OIGPOPEG CUOTNUATIKEG VOOOUG CUVOETIKOU 10TOU OUVOWICETOI OTOV TTAPAKATW
TTivaka:

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

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

ZU0vdpopo 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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2T KAIVIKWV OelypdTwy dokiydotnkav ota ELISA ImmuLisa™ yia avTicwuara
SS-A (Ro) (52 kD ka1 60 kD) kai SS-B (La). Ta atmoteAéoparta Tmou deixvouv Tov
EMTTOAGOUO O0TOUG TTANBUCHOUG yia aQuTr) TN PHEAETN 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 kai SS-B (La)
Antibody ELISAs agiohoynonkav pe €Aeyxo SelyMATwyY atrd uTTokeipeva pe SLE,
guvdpopo Sjo gren, OUOTNUATIKA OKAAPUVON, MUOCITIdOA Kal pIa  TTOIKIAIQ
TTANBUCOPWY €AEYXOU QUTOAVOCOWYV Kal HOAUCHOTIKWY 0oBevelwyv. AuTd T
Ociypara dokiydoTnkav €TTiong o€ euTTopIka diabéaipa kit. Mévov deiyyata oTo
YPAUMIKG @acpa TnG doKipaoiag cupuTTrepIEA@Onaav oTnv oUyKpIion TNG HeBOGdoU.
Autd 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 OE€TIKO 138 24 162
SS-A (Ro) ApvnTikd 9 452 461
Ab ELISA Z0voAo 147 476 623
Zupgwvia O¢eTikou MNMooooTou: 93,9% (95% ClI 88,4% éwg 97,0%)
Zupgwvia ApvnTikou MNoocooTou: 95,0% (95% Cl 92,5% éwg 96,7%)
ZXETIKA Zupgwvia: 94,7% (95% Cl 92,6% ¢wg 96,3%)

B. Zvykpion Mebdodov: 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 OEeTIKO 62 8 70
SS-B (La) ApvnTikd 5 498 503
Ab ELISA >0voho 67 506 573
Zupowvia O¢TikoU MNMocoaTou: 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
dlagTaupoluevng  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)

. ‘EAeyxotl AAAwV autoavoowv acBevelwv: KOWNOKAKN (26 SS-A, 25 SS-B), eprintoednig deppatitida (10), vooog
Wegener (8), vooog Churg-Strauss (10), vooog Hashimoto (8), vdoog Graves (10), aviidpwaodoAutidikd
oUvpopo (15 SS-A, 12 SS-B), vocog Crohn (20), eAkwtikr KoAitida (20)

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

. ‘EAeyxot dMwv voowv: ooteoapBpitida (10), Bpoupokuttapornevia (10)

w N

»

wv
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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 avamrapaywyigétnta otnv mapTida deiyudtwy (inter-lot) dokipdoTnke pe BeTIKG
ociyyata 1Tou emAExBNkav péoa amd O6Ao 1o @doua Tng dokiung. Kabe deiyua
dokiyadoTnke oe 3 oelpég 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 ypapuikdTnTa Kal N avakapywn dokiydoTnkav apaiwvovtag BeTikd deiyuata o€
6Ao TO €0pog TNG OOKIPACIAG O€ I00TTEXOUCEG OPAIWOEIS KAl TUYKPIVOVTOG
TIPAYMOTIKEG EVAVTI AVOUEVOUEVWY TIMWV. 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/mI 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
MNapéuBaon

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).

25



ES

‘immco

ImmuLisa™

ELISA Anticuerpos ENA

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

Para utilizacion de diagno stico in vitro Solo uso con receta

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

UTILIZACIO N PREVISTA

ImmuLisa Enhanced ™ ELISA anticuerpos SS-A (Ro): Inmunoensayo ligado
a enzimas (ELISA) para la deteccié n cualitativa y semi-cuantitativa de anticuerpos
SS-A (Ro) (52 kD y 60 kD) IgG en el suero humano como una ayuda en el diagn6
stico del Lupus Eritematoso Sistémico (SLE, por sus siglas en inglés) y Sindrome
de Sjo gren en conjuncié n 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 Sj6 gren en conjuncién con hallazgos
clinicos y otras pruebas de laboratorio

RESUMEN Y EXPLICACIO N

Los ENA son complejos de ribonucleoproteinas solubles (RNPnp).
Los autoanticuerpos dirigidos contra varios ENA han demostrado ser valiosos
para el diagné stico 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 Sj0 gren
respectivamente. Los anticuerpos anti-SS-B (La) aparecen frecuentemente

en asociacion 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 inmunodifusién: 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 S S-A (Ro) 52kD y
60kD o SS-B (La) y a continuacién 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
continuacion 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 conversion del sustrato de TMB en un producto de reaccion de color.
Se detiene la reaccion y la intensidad del cambio de color, que es
proporcional a la concentracion de anticuerpos, es leida por un
espectrofotbmetro a 250 nm. Los resultados son expresados en unidades
de ELISA por milimetro (EU/ml) y cons ignados como positivos 0 negativos.

REACTIVOS
Almacenamiento y preparacié n

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 tampé n de lavado hasta un litro con agua destilada
0 desionizada. Si lo guarda entre 2 y 8°C, el tampén 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-1 y 2 y HTLV-l y han dado
negativo de acuerdo con los examenes 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 acido sulfdrico diluido. El
acido sulfarico (H2SO4) 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
12x 8 Microplaca con micropocillos individuales

escindibles. Revestida de antigeno SS-A (Ro) 52kD y
60kD recombinante. Lista para su utilizaci6 n.

1x 1.75 ml CONTROLJY] @ Control Positivo listo para su utilizacion (tapd n rojo)

Contiene suero humano positivo en anticuerpos SS-A
(Ro) 52kD y 60kD. El registro de concentraci6 n
esperado en EU/ml esta impreso en la etiqueta.

Control Negativo listo para su utilizacié n (tapd n
g blanco). Contiene suero humano.

1x1.75ml CONTROL

5x1.75ml  [CALIBRATORJAJSSA] ) . S
Juego de 5 calibradores listos para su utilizacion.
[CALIBRATOR[B[SSA]  Calibrador A (tapén verde) 160 EU/mI, Calibrador B
(tapon violeta) 80 EU/mI, Calibrador C (tap6n azul) 40
[CALIBRATORICISSA|  g(yjmI, calibrador D (tapé n amarillo) 20 EU/MI,
[CALIBRATOR]D[SSA] y Calibrador E (tapén naranja) 1 EU/ml. Derivados
de suero humano que contiene anticuerpos SS-A
[CALIBRATORIE[SSA]  (Ro). Las concentraciones en EU/ml estan impresas
en las etiquetas.

1x 15 ml 1gG-CONJ[HRP Conjugado IgG antihumano de cabra HRP. Listo
para su utilizacié n. De color rosa.

1 x 60 ml DIL Diluyente de suero. Listo para su utilizacié n. De color
purpura.

1x 15 ml SUBSTRATERTMB Sustrato de enzima TMB. Listo para su utilizacié n.

Proteger de la luz.
Solucié n de parada*. Lista para su utilizaci6 n.

1x15ml STOP|H2S0O4
Tampé n de lavado en polvo. Reconstituir a un litro

2% BUF[WASH ohiamy P
Hojas de protocolo

1x

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.
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1x1.75ml CONTROL[] Control Negativo listo para su utilizaciéon (tap6
n blanco). Contiene suero humano.

5x1.75ml  [CALIBRATORJA[SSB] Juego de 5 calibradores listos para su utilizacié

n Calibrador A (tap6n verde) 160 EU/mI,

[CALIBRATOR[B[SSB] Calibrador B (tap6 n violeta) 80 EU/mI, Calibrador

[CALIBRATORIC[SSB] C (tapén azul) 40 EU/mI, Calibrador D (tapé n

[CALIBRATOR|D[SSB] amarillo) 20 EU/ml, y Calibrador E (tap6n naranja)

1 EU/mIl. Derivados de suero humano que contiene

[CALIBRATORIE[SSB]  anticuerpos SS-B (La). Las concentraciones en EU/
ml estan impresas en las etiquetas.

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

1 x 60 ml DIL Diluyente de suero. Listo para su utilizacié n. De
color purpura.

1x15ml SUBSTRATE|TMB Sustrato de enzima TMB. Listo para su utilizacio
n. Proteger de la luz.

1x15ml STOP|H2S04 Solucié n de parada®. Lista para su utilizacion.

2x BUF|WASH Tampo6 n 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 &IFecha de fabricacién
NGmero de catalogo *Peligro. Provoca quemaduras graves en la
piel y lesiones oculares graves. Provoca
Utilizacién diagnéstica in vitro lesiones oculares graves. Lavarse
S il d concienzudamente tras la manipulacion.
tilizar antes de Llevar guantes/ prendas/gafas/mscara de
+  Temperatura de almacenamiento Leer Proteccin. EN CASO DE CONTACTO CON
. ) o LOS OJOS: Aclarar cuidadosamente con
[Ty lasinstrucciones antes de utilizar agua durante varios minutos. Quitar las
¢ Numero de analisis Iente§ de contacto, §i IIevg y res.ulta fgil.
Seguir aclarando. Si persiste la irritacin
ﬂ Fabricante ocular: Consultar a un médico.

Materiales necesarios pero no suministrados

Agua desionizada o destilada

Botella de plastico blando para el tampén de lavado diluido

Pipetas capaces de suministrar de 5 pl a 1000 pl

Extremos de pipeta desechables

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

e Temporizador

*  Toallitas de papel absorbentes

e 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

29



ES

RECOGIDA Y TRATAMIENTO DE ESPECIMENES

En este procedimiento sO lo deberian utilizarse especimenes de suero.
Los especimenes muy hemolizados, lipémicos o contaminados microbiolo
gicamente pueden afectar al funcionamiento del andlisis 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 utilizacion. 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 condensacién de los pocillos no utilizados.
Vuelva a meter la bolsa a la nevera inmediatamente.

e Una buena técnica de lavado es fundamental. Si el lavado va a ser
realizado a mano, aplique una corriente fuerte de tamp6 n 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
incubacié n més uniformes.

*« En todos los pasos es necesario controlar cuidadosamente el tiempo. El
inicio de todos los periodos de incubacié n empieza al terminar de afadir
el reactivo.

e 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 determinacié n cualitativa utilice Gnicamente 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 tampon 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 pyl 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 limit e se le asigné un valor arbitrario de 20 EU/ml. Los rangos
negativos, indeterminados y positivos se proporcionan a continuacio n:

Valor Anticuerpos Valor Anticuerpos Interpretacié n

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 determinacioé n semi-cuantitativa y deben ser utilizados en cada analisis. El
rango de medicién de estos ensayos es desde el EU/ml definidos en el
Limite de Deteccion (ver mas abajo) al Calibrador A (160 EU/ml) 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 méas 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 contaminaci®6 n microbiana o lipémicas. Este método deberia ser
utiliza do Unicamente para analizar muestras de suero humano. Los
resultados obtenidos solo sirven como ayuda en el diagndé stico.
Independientemente, estos resultados no deberian ser interpretados como
diagné sticos. Este ensayo no ha sido validado en una poblacié n
pediatrica.

VALORES ESPERADOS

Normalmente se espera que los resultados de los andlisis en la poblacion
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 diagné stica de los antigenos anticuerpos anti-SS-A (Ro) y SS-B (La)

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

Sindrome de Sj6 gren (60-95%)
SS-B (La) LES (10-15%)

Sindrome de Sjo gren (15-60%)

Nota: La frecuencia de cada especificidad de anticuerpos en una enfermedad
representa una compilacién de documentacion.****’ La incidencia varia
en funcié n 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 continuacié n.

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 andlisis de muestras de sujetos
con SLE, sindrome de Sjo gren, 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. Sé o se incluyeron
en la comparacion los especimenes del registro lineal del ensayo. Los
resultados se resumen a continuacio n.

A. Comparaci6 n 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, Comparacio n 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 0 123 0
Enfermedad infecciosa® 110 3 110 3
Otros controles de la

enfermedad® 20 1 20 1
Total 347 5 (1.4%) 384 5 (1.3%)

1. (20), enfermedad de Crohn (20)

2. Miositis: polimiositis (34), dermatomiositis (14)

3. Otros controles de enfermedades autoinmunes: enfermedad celiaca (26 SS-A, 25 SS-B), dermatitis
herpetiforme (10), enfermedad de Wegener (8), enfermedad de Churg-Strauss (10), enfermedad de Hashimoto
(8), Graves (10), sindrome antifosfolipido (15 SS-A, 12 SS-B) enfermedad de Crohn (20), colitis ulcerosa (20)

4. Controles de enfermedades infecciosas: sifilis (30), hepatitis (30), toxoplasmosis (10), citomegalovirus (10),

herpes (20), rubéola (10)
5. Otros controles de la enfermedad: osteoartritis (10), trombocitopenia (10)
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Precisién

La precisién fue analizada con especimenes positivos seleccionados en todo el
registro del ensayo. Se realizaron analisis de 6 muestras duplicadas de cada
espécimen durante 14 dias. La repetibilidad fue determinada con 12 muestras
duplicadas de cada espécimen.

Media Dentro de serie
(EU/mI) Imprecision total Entre dias (Repetibilidad)
N sD sD SD
Equipo | S (EUml) CV% | (EUml) CV% | (EUiml) CV%
1 9,6 12 12,4% 12 12,3% 1,2 12,3%
2 17,2 15 8,9% 16 9,1% 1,2 7,0%
Ensayo | 3 20,3 12 6,1% 12 6,0% 1,4 6,6%
SS-A 4 23,2 18 7,7% 18 7,9% 1,6 6,8%
(Ro) 5 85,2 6,0 7,0% 6,0 7.1% 55 6,3%
6 | 1164 71 6,1% 7,2 6,2% 5,4 4,5%
7 | 1372 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 12 8,0% 12 8,0% 11 7,7%
Ensayo | 3 19,8 17 8,4% 17 8,6% 11 5,7%
SS-B 4 25,2 1,9 7,6% 1,9 7,4% 17 6,9%
(La) 5 51,4 4,7 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 | 1521 10,1 6,7% 10,6 7,0% 6,7 4,4%

Reproducibilidad

El intra-ensayo de reproducibilidad cualitativa fue probado con 90 réplicas de
muestras en el rango negativo, ~ 20% por debajo del limite, en ~ del limite, ~
20% por encima del limite y en el rango positivo moderado de los ensayos. Para
SS-A/Ro (52 kD y 60 kD) Ab el punto limite fue de +/- 20% de los especimenes
producidos en una concordancia cualitativa del 97,8%, la muestra limite produjo
un 51,1% negativo y un 48,9% de resultados positivos y otros especimenes
produjeron una concordancia cualitativa del 100%. Para SS-B / La Ab la muestra
limite produjo un 53,3% negativo y un 46,7% de resultados positivos y otros
especimenes produjeron 100% de concordancia cualitativa.

La reproducibilidad Inter-Lot se probé con muestras positivas seleccionadas en
todo el rango del ensayo. Cada muestra se probé en 3 series de 3 repeticiones
por mas de 3 dias en cada uno de 3 lotes. Los resultados del ensayo de estos
ejemplares produjo un 100% de concordancia cualitativa.

Limite de deteccion

El limite de deteccion (LD) fue determinado en base a 60 duplicados de la base
y 10 duplicados de 6 muestras de nivel bajo (NHS). El LD para anticuerpos SS-A
(Ro) era de 2,0 EU/ml. EI LD para anticuerpos SS-B (La) era de 1,6 EU/mI.

Linealidad y recuperacién

La linealidad y la recuperacién fueron analizadas diluyendo especimenes
positivos en el registro de ensayo en diluciones equidistantes y comparando los
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resultados reales frente a los esperados. El registro lineal de los ensayos se fijo
en 2,0 (LD) — 160 EU/mI para anticuerpos SS-A (Ro) y 1,6 (LD) — 160 EU/
ml para anticuerpos SS-B (La). Los resultados se resumen a continuacio n:

dszgnlgltirs?s Inclinacion Corte Y R2 % recuperacion
0, 0, i
(EU/MI) (95% ClI) (95% ClI) (obtenido/esperado)
Ant SS-A
(Ro)
0,96 0,76
2,6a35.8 (0,89 2 1.03) (-0,722,2) 0,9953 88 a104
0,98 2,91
3,0a175,1 (0,03 21,03) (2,76 2 3,06) 0,9919 86 a 108
0,99 -1,32
18,2a156,0 (0,92 21,07) (-8,525,8) 0,9948 94 a110
0,98 -7,7
30,3a248,5 (0,812 1,14) (-3512-19,7) 0,9724 100a 121
1,02 -0,59
1,7a21,0 (0,96 2 1,09) (:1,43 2.0,25) 0,9961 983115
Ant SS-B (La)
0,98 0,26
2,8a22,2 (0,89 2 1,07) (-1,0216) 0,9914 92 a106
0,88 2,61
8,7a81,8 (0,76 2 1,01) (-4,229,4) 0,981 84 a1l6
0,90 3,92
8,7a159,3 (0,792 1,01) (6,6214,5) 0,9894 943117
1,00 -5.80
6,4a197,4 (0,90 to 1,11) (-18,64 27,05 ) 0,9894 100a 119
1,07 -0,66
1,1a13,7 (0,93 t0 1,22) (-1,9t0 0,58 ) 0,9815 92a122

Interferencia

La interferencia fue estudiada mezclando sueros con niveles de anticuerpos SS-
A (Ro) 52kD y 60kD y SS-B (La) conocidos con muestras de suero con
interferencia potencial y estudiando la desviacié n respecto a los resultados
esperados. No se demostrd una interferencia importante para las siguientes
sustancias en los niveles indicados: Hemoglobina (2 g/L), Bilirrubina (342
pmol/L), y Factor Reumatoide (100 EU/ml).
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‘immco

ImmuLisa™

ENA-AnNntiko rper-ELISAS

SS-A (Ro) Antikdrper-ELISA
SS-B (La) Antikorper-ELISA

Fur in vitro diagnostischen Gebrauch Voorgeschreven gebruik alleen
CLIA-Komplexitat: Hoch

PRODUKTBEILAGE

REF| 5128  SS-A (Ro) Antikérper-ELISA 96 Bestimmungen
REF| 5129  SS-B (La) Antikdrper-ELISA 96 Bestimmungen

VERWENDUNGSZWECK

ImmuLisa Enhanced™ SS-A (Ro) Antibody ELISA: Enzymgekoppeltes
Immunoassay (ELISA) fir die qualitative und semi-quantitative Erkennung von
SS-A (Ro) (52 kD and 60 kD) IgG Antikérpern in Humanserum als Arbeitshilfe in
der Diagnose systemischen Lupus Erythematoses (SLE) und Sj6 gren-Syndrom
in Verbindung mit klinischen Befunden und anderen Labortests.

ImmuLisa Enhanced™ SS-B (La) Antibody ELISA: Enzymgekoppeltes
Immunoassay (ELISA) fir die qualitative und semi-quantitative Erkennung von
SS-B (La) IgG Antikdrpern in Humanserum als Arbeitshilfe in der Diagnose
systemischen Lupus Erythematoses (SLE) und Sj6 gren-Syndrom in Verbindung
mit klinischen Befunden und anderen Labortests.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

ENA sind lésliche Ribonukleoprotein-(Snurps)-Komplexe. Gegen verschiedene
ENA gerichtete Autoantikérper haben sich in der Diagnose und Uberwachung
von verschiedenen systemischen Bindegewebserkrankungen als von Wert
erwiesen.l'loAntik('jrper zu SS-A (Ro) und SS-B (La) treten bei etwa 30-50 % und
10-15 % von SLE-Patienten und 60-95 % und 40-90 % von Patienten mit dem
Sj6 gren-Syndrom auf. Antikdrper zu SS-B (La) treten oft in Verbindung mit SS-A
(Ro) Antikérpern auf.*®?*

Diese Antikdrper kénnen durch verschiedene Methoden erkannt werden. ELISA-
Methodik ist im Vorteil gegenuber alteren Technologien wie z. B. Immundiffusion:
Ausfiihrungszeiten der Prifung sind reduziert, die individuelle Subjektivitat im
Lesen von Resultaten ist eliminiert, Quantifizierung wird ohne Serumtitration
erreicht, es gibt Potenzial fiir die Automatisierung und ELISAs bieten eine ho here
Sensitivitat.?*”
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GRUNDSATZE DES VERFAHRENS

Der Test wird als ein Festphasenimmunoassay ausgefihrt. Mikrovertiefungen
werden mit rekombinantem SS-A (Ro) 52kD und 60kD oder SS-B (La)
beschichtet. Dem folgt ein Blockierungsschritt, um eine nichtspezifische
Proteinbindung wahrend des Prifungsablaufs zu reduzieren. Kontrollen,
Kalibratoren und Patientenseren werden in den mit Antigen beschichteten
Vertiefungen inkubiert, um im Serum vorhandenen spezifischen Antikdrpern zu
ermdglichen, sich an das Antigen zu binden. Ungebundene Antikdrper und
andere Serumproteine werden durch Waschen der Mikrovertiefungen entfernt.
Bestimmte Antikdrper werden durch Hinzufugen von einem enzymmarkierten
anti-menschlichen  1gG-Konjugat zu den  Mikrovertiefungen  erkannt.
Ungebundenes Konjugat wird durch Waschen entfernt. Spezifisches
Enzymsubstrat (TMB) wird dann zu den Vertiefungen hinzugefigt und das
Vorhandensein von Antikérpern wird durch einen Farbwechsel, erzeugt durch die
Umwandlung des TMB-Substrats in ein farbiges Reaktionsprodukt, erkannt. Die
Reaktion wird gestoppt und die Intensitit des Farbwechsels, der zur
Konzentration an Antikdrpern proportional ist, wird durch ein Spektralphotometer
bei 450 nm abgelesen. Die Resultate werden in ELISA-Einheiten pro Milliliter
(EU/ml) ausgedrickt und als positiv oder negativ berichtet.

REAGENZIEN
Lagerung und Vorbereitung

Alle Reagenzien bei 2-8°C lagern. Nicht einfrieren. Die Reagenzien sind bis
zum Ablaufdatum stabil, wenn sie wie angewiesen gelagert und behandelt
werden.

Verwenden Sie es nicht, wenn das Reagenz nicht farblos oder wenn ein
Prazipitat vorhanden ist. Alle Reagenzien missen vor dem Gebrauch auf
Raumtemperatur (20-25°C) gebracht werden.

Den Waschpuffer zu 1 Liter mit destilliertem oder vollentsalztem Wasser
herstellen. Bei Lagerung mit 2-8°C bleibt der hergestellte Waschpuffer bis zum
Kit-Ablaufdatum stabil.

Beschichtete Mikrovertiefungsstreifen sind nur fir den einmaligen Gebrauch
bestimmt. Ungebrauchte Mikrovertiefungsstreifen sollten im Trocknungsmittel
enthaltenden Beutel sorgfaltig wieder versiegelt werden, um Kondensation zu
verhindern, und bei 2-8°C gelagert werden.

VorsichtsmafRnahmen

Alle verwendeten menschlichen Komponenten sind auf HBsAg, HCV, HIV 1 und
2 und HTLV-I geprift und durch erforderliche Tests anhand FDA als negativ
festgestellt worden. Menschliche Blutderivate und Patientenproben sollten jedoch
als potenziell ansteckend betrachtet werden. Gute Laborpraktiken bei der
Lagerung, beim Abgeben und dem Entsorgen dieser Materialien befolgen.23

Stop Solution ist eine verdinnte Schwefelsdurelésung. Schwefelsdure (H2SO4)
ist giftig und korrosiv. Nciht einnehmen und Kontakt mit Haut und Augen
vermeiden. Keinen Basen, Metallen oder anderen Stoffen aussetzen, die
mit S&ure reagieren kd nnen.
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TMB Enzyme Substrat enthélt einen Reizstoff, der bei Einatmen, Einnehmen
oder Absorbtion durch die Haut gesundheitsschadigend sein kann. Nicht
einnehmen und Kontakt mit Haut und Augen vermeiden.

Die Anweisungen wie sie in dieser Kit-Beilage angegeben sind sollten
genau befolgt werden, um giltige Resultate sicherzustellen. Tauschen Sie
Kit-Komponenten nicht mit denjenigen von anderen Quellen aus. Gute
Laborpraktiken befolgen, um mikrobische und Querkontamination von
Reagenzien beim Handling zu minimieren. Verwenden Sie die Kit-Komponenten
nicht Uber das auf den Etiketten angegebene Ablaufdatum hinaus.

Achtung: Das US-Bundesgesetz beschrankt den Kauf dieses Gerats an und auf
Rezept eines Arztes.

Bereitgestellte Materialien

Kits enthalten ausreichende Reagenzien, um 96 Bestimmungen auszufiihren.
ImmuLisa™ SS-A (Ro) Antikérper-ELISA 5128

12x 8 MICROPLATE[SSA] Mikroplatte ~ mit  individuell ~ abbrechbaren
Mikrovertiefungen. Beschichtet mit rekombinantem
SS-A(Ro) 52kD und 60kD Antigen. Gebrauchsfertig.

1x1.75 ml Einsatzbereite Positivkontrolle (roter
Verschlussdeckel). Enthalt Humanserum positiv fur
SS-A (Ro) 52kD und 60kD Antikdrper. Der erwartete
Konzentrationsbereich in EU/mI ist auf dem Etikett
aufgedruckt.

1x1.75ml CONTROL[] Einsatzbereite Negativkontrolle (weil3er
Verschlussdeckel). Enthélt Humanserum.

5x1.75ml  [CALIBRATORJA[SSA] Einsatzbereiter Satz von 5 Kalibratoren. Kalibrator A
(griiner Verschlussdeckel) 160 EU/mI, Kalibrator B
[CALIBRATOR[BISSA| (violetter Verschlussdeckel) 80 EU/mI, Kalibrator C
[CALIBRATORIC[SSA|  (blauer Verschlussdeckel) 40 EU/mI, Kalibrator D
(gelber Verschlussdeckel) 20 EU/mI und Kalibrator E
[CALIBRATORIDISSA| (orangefarbener  Verschlussdeckel) 1 EU/mI.
[CALIBRATORIE[SSA|  Abgeleitet aus Humanserum, das SS-A (Ro)
Antikdrper enthalt. Konzentrationen in EU/mI sind auf

den Etiketten aufgedruckt.

1x15ml 1gG-CONJ|HRP HRP-Ziege anti-menschliches 1gG-Konjugat.
Gebrauchsfertig. Farbcode rosa.

1x60ml DIL Serumverdinnungsmittel. Gebrauchsfertig.
Farbecode lila.

1x15ml SUBSTRATE|TMB TMB-Enzymsubstrat. Gebrauchsfertig. Vor Licht
schutzen.

1x15ml STOP|H2S0O4 Stopp-L0 sung. Gebrauchsfertig*.

2x BUF|WASH Pulver ~ Waschpuffer. Zu je einem Liter
wiederherstellen.

1x Protokollblatter
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ImmuLisa™ SS-B (La) Antikorper-ELISA 5129

12x 8 MICROPLATE|SSB

1x1.75ml  [CONTROL

1x175ml  [CONTROL[]

5x1.75ml [CALIBRATORIA[SSB]
[CALIBRATOR[B[SSH]
[CALIBRATOR|CISSB]
[CALIBRATOR|DISSB]
[CALIBRATORIE[SSH]

1x15ml 1gG-CONJ[HR

T
0

1 x 60 ml DIL

1x15ml SUBSTRATE|TMB

1x15ml STOP|H2S0O4
2x BUF|WASH
1x

Optionale Komponenten
1x 60 ml BUFJWASH

Symbole auf den Etiketten

[COT] Chargennummer

[REF] Katalognummer
IVD|  In vitro diagnostischer Gebrauch
Verwenden bis

Lagertemperatur

Mikroplatte mit individuell abbrechbaren
Mikrovertiefungen. Beschichtet mit rekombinantem
La-Antigen. Gebrauchsfertig.

Einsatzbereite Positivkontrolle (roter
Verschlussdeckel) Enthalt Humanserum positiv flr
SS-B (La) Antikorper. Der erwartete
Konzentrationsbereich in EU/mI ist auf dem Etikett
aufgedruckt.

Einsatzbereite Negativkontrolle (weilBer
Verschlussdeckel). Enthélt Humanserum.

Einsatzbereiter Satz von 5 Kalibratoren. Kalibrator A
(gruner Verschlussdeckel) 160 EU/mI, Kalibrator B
(violetter Verschlussdeckel) 80 EU/mI, Kalibrator C
(blauer Verschlussdeckel) 40 EU/mI, Kalibrator D
(gelber Verschlussdeckel) 20 EU/mI und Kalibrator E
(orangfarbener  Verschlussdeckel) 1 EUmL
Abgeleitet aus Humanserum, das SS-B (La)
Antikorper enthalt. Konzentrationen in EU/ml sind auf
den Etiketten aufgedruckt.

HRP-Ziege anti-menschliches lgG-Konjugat.
Gebrauchsfertig. Farbcode rosa.

Serumverdinnungsmittel. Gebrauchsfertig.
Farbecode lila.

TMB-Enzymsubstrat. Gebrauchsfertig. Vor Licht
schutzen.

Stopp-L6 sung*. Gebrauchsfertig.

Pulver  Waschpuffer. Zu je einem Liter
wiederherstellen.

Protokollblatter

Flussiger konzentrierter Waschpuffer. Zu einem
Liter herstellen.

-
I
[T Finden Sie Anjweisungen fiir die Verwendung

'iz? Anzahl an Tests
‘ Hersteller

[ Herstellungsdatum

“Gefahr. Verursacht schwere Veratzungen der Haut und schwere Augenschaden. Verursacht schwere

Augenschaden. Schutzhandschuhe/Schutzkleidung’Augenschutz/Gesichisschutz tragen. BEI KONTAKT MIT DEN

AUGEN: Einige Minuten lang behutsam mit Wasser spilen. Vorhandene Kontakifinsen nach Maglichkeit entfernen

Weiter spulen. Bei anhaltender Augenreizung: Arztlichen Rat einholen/arztliche Hilfe hinzuziehen
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Erforderliche Aber Nicht Bereitgestellte Materialien

« Entsalztes oder destilliertes Wasser

¢ Quetschflasche, um verdiinnten Waschpuffer aufzunehmen

¢ Pipetten fiir 5 pl bis 1000 pl

«  Einwegpipettenspitzen

e Saubere Reagenzglaser 12 x 75 mm und Reagenzglasgestell

e Zeitmesser

e Saugfahige Papierhandtiicher

«  Mikroplattenleser, fahig Absorptionswerte bei 450 nm abzulesen. Wenn ein
Zweiwellenlangen-Mikroplattenleser verfligbar ist, sollte der Referenzfilter
bei 600-650 nm eingestellt werden

«  Automatischer Mikroplattenwascher, fahig 200 ul zu dispensieren

PROBENENTNAHME UND HANDLING

Bei diesem Verfahren sollten nur Serumproben verwendet werden. Grob
hémolisierte, lipamisch oder mikrobisch verunreinigte Proben koénnen die
Leistung des Tests beeintrachtigen und sollten nicht verwendet werden. Die
Proben bei 2-8°C fir nicht langer als eine Woche lagern. Bei langerer Lagerung
sollten die Serumproben eingefroren werden. Das wiederholte Einfrieren und
Auftauen von Proben vermeiden. Es wird empfohlen, eingefrorene Proben
innerhalb eines Jahres zu prifen.

VERFAHREN
Verfahrenshinweise

« Die Produktbeilage vor dem Beginn der Untersuchung sorgfaltig durchlesen.

e Alle Verdunnungen der Patientenproben sollten vor dem Beginn der
Untersuchung vorbereitet werden.

¢ Die Patientenproben und Testreagenzien auf Raumtemperatur bringen,
bevor mit dem Prufverfahren begonnen wird. Es wird empfohlen, dass
Reagenzien vor dem Gebrauch auf dem Labortisch aufRerhalb des Kastens
fur 30 Minuten verbleiben. Alle ungebrauchten Proben und Reagenzien
sofort nach dem Gebrauch wieder in den Kihlschrank stellen.

¢ Erforderliche Mikrovertiefungsstreifen aus dem Beutel entnehmen und den
Beutel sorgfaltig wieder versiegeln, um Kondensation in den ungebrauchten
Vertiefungen zu verhindern. Den Beutel sofort wieder in den Kihlschrank
stellen.

e Eine gute Waschtechnik ist entscheidend. Bei manuellem Waschen wird
adaquates Waschen dadurch erreicht, dass ein kraftiger Waschpufferstrom
mit einer breitspitzigen Spritzflasche Uber die komplette Mikroplatte gerichtet
wird. Ein automatisierter Mikroplattenwascher wird empfohlen.

* Eine Mehrkanalpipette verwenden, die 8 oder 12 Vertiefungen gleichzeitig
versorgen kann. Das beschleunigt den Prozess und ermdglicht einheitlichere
Inkubationszeiten.
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Bei allen Schritten ist die sorgféltige Kontrolle der Zeitmessung wichtig. Der
Start aller Inkubationszeiten beginnt mit der Beendigung der
Reagenzzugabe.

Die Zugabe aller Proben und Reagenzien sollte bei der gleichen
Geschwindigkeit und in der gleichen Reihenfolge ausgefiihrt werden.

Prifmethode

Schritt 1 Alle Reagenzien und Proben bei Raumtemperatur ins

Gleichgewicht bringen.

Schritt 2 Protokollblatt kennzeichnen, um die Probenanordnung in den

Vertiefungen anzuzeigen. Es ist gute Laborpraktik, mit einer
zweifachen Ausfiihrung der Proben zu arbeiten.

Schritt 3 Fur eine qualitative Bestimmung nur den Kalibrator D (Phiole mit

gelbem Verschlussdeckel) verwenden
oder

fir eine semiquantitative Bestimmung die Kalibratoren A bis E,
wie im nachfolgenden Proben-Layout verwenden.

Qualitativ Semiquantitativ
A Leerprobe S5 USW. A Leerprobe S1 USW.
B -Kontrolle S6 B -Kontrolle S2
C + Kontrolle S7 C + Kontrolle S3
D Cal D S8 D CalA S4
E S1 S9 E CalB S5
F S2 S10 F CalC S6
G S3 S11 G Cal D S7
H S4 S12 H CalE S8
1 2 3 1 2 3

Schritt 4 1:101 Verdiinnung der Patientenproben durch Mischen von 5 pl der

Patientenseren mit 500ul des Serumverdinnungsmittels
vorbereiten.

Schritt 5 Die erforderlichen Mikrovertiefungen aus dem Beutel entnehmen

und ungebrauchte Streifen im versiegelten Beutel wieder zurlick in
den Kihlschrank stellen. Die Mikrovertiefungen sicher im extra
bereitgestellten Halter platzieren.

Schritt 6 Mit der Pipette 100 pl von einsatzbereiten Kalibratoren, Positiv- und

Negativkontrollen und verdiinnte Patientenproben (1:101) gemaR
dem Protokollblatt in die zugehdrigen Mikrovertiefungen geben.

Hinweis: Eine Vertiefung, die 100 ul an Serumverdiinnungsmittel

enthélt, als eine Reagenz-Leerprobe einschliefen. Den ELISA-
Leser gegen die Reagenz-Leerprobe nullen.

Schritt 7 30 Minuten (x5 Minuten) bei Raumtemperatur inkubieren.
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Schritt 8 4x mit dem Waschpuffer waschen. Um manuell zu waschen, fillen
Sie jede Mikrovertiefung mit dem wiederhergestellten Waschpuffer.
Die Flissigkeit durch Umkehren und Ausklopfen des Inhalts jeder
Vertiefung oder durch Ansaugen der Flissigkeit aus jeder
Vertiefung entsorgen. Die Streifen umkehren und die Vertiefungen
kraftig auf saugfahigen Papierhandtiichern ausklopfen, um am
Ende des letzten Waschens zu blotten. Bei einer automatischen
Wascheinrichtung programmieren Sie diese gemall den
Anweisungen des Herstellers.

Schritt 9 Mit der Pipette 100 ul des Konjugats in die Mikrovertiefungen
geben.

Schritt 10 30 Minuten (x 5 Minuten) bei Raumtemperatur inkubieren.
Schritt 11 Alle Mikrovertiefungen wie in Schritt 8 waschen.

Schritt 12 Mit der Pipette 100 pl des Enzymsubstrats in jede Mikrovertiefung
in der gleichen Reihenfolge und Zeitabfolge wie fiir das Konjugat
zugeben.

Schritt 13 30 Minuten (x 5 Minuten) bei Raumtemperatur inkubieren.

Schritt 14 Mit der Pipette 100 pl der Stopp-L6 sung in jede
Mikrovertiefung unter Verwendung der gleichen Reihenfolge und
Zeitabfolge wie fur die Zugabe des Enzymsubstrats zugeben.
Die Absorptionswerte innerhalb von 30 Minuten nach
Hinzufliigen der Stopp-L&sung ablesen.

Schritt 15 Die Absorption jeder Mikrovertiefung bei 450 nm unter
Verwendung eines Ein- oder bei 450/630nm unter Verwendung
eines Zweiwellenlangen-Mikroplattenlesers gegen die auf Null-
Absorption gesetzte Reagenz-Leerprobe ablesen.

Qualitatskontrolle

Kalibratoren, Positiv- und Negativkontrollen und eine Reagenz-Leerprobe
missen mit jeder Prifung eingesetzt werden, um die Vollstandigkeit und
Genauigkeit des Tests zu verifizieren. Die Absorptionsanzeige der Reagenz-
Leerprobe sollte <0,3 sein. Der Kalibrator A sollte eine Absorptionsanzeige von
nicht weniger als 1,0 haben, andernfalls muss der Test wiederholt werden. Die
Negativkontrolle muss <10 EU/ml sein. Die optische Dichte von Kalibrator D
muss grofRer sein als die der Negativkontrolle und kleiner als die Absorption der
Positivkontrolle. Die Positivkontrolle muss Werte im angegebenen Bereich der
Phiole ergeben.
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RESULTATE

Berechnungen

Die Konzentrationen der Patientenproben ko nnen durch zwei
Methoden bestimmt werden:

1.

QUALITATIVE BESTIMMUNG

Abs. des Prifmusters
---------------------------- X EU/mlvon Kalibrator D = EU/ml Testprobe
Abs. von Kalibrator D

Es wird empfohlen, dass qualitative Resultate als "positiv" oder "negativ"
berichtet werden. Probenresultate gréRer oder gleich Kalibrator D werden
als positiv angesehen.

SEMIQUANTITATIVE BESTIMMUNG

Die Absorption von Kalibrator A bis E gegen ihre jeweiligen Konzentrationen
auf dem linear-logarithmischen Millimeterpapier aufnehmen. Die
Konzentrationen in EU/ml auf der X-Achse gegeniiber der Absorption auf
der Y-Achse aufnehmen und eine Punkt-Zu-Punkt-Kurvenanpassung
zeichnen. Die Konzentrationen der Patientenproben von der Kurve gemaf
den entsprechenden Absorptionswerten bestimmen. Alternativ kann eine
Vier-Parameter-Kurve  verwendet werden, um die Standardkurve
aufzunehmen.

Es wird empfohlen, dass semiquantitative Resultate als "positiv", "negativ",
oder "unbestimmt® mit EU/ml Einheitswerten berichtet werden.
Unbestimmte/Grenz-Resultate sollten erneut getestet und zusammen mit
anderen Labormethoden fir die Erfassung von Antikdrpern zu ENA bewertet
werden.

Ausdeutung

Die Ausdeutungswerte wurden durch Prifen von normalen Blutspendern
und Seren zur Seuchenkontrolle bestimmt. Der Cutoff wurde unter
Verwendung des Mittelwerts von normalen Probanden plus 4,5 SD fir SS-A
(Ro) Ab ELISA und 3 SD fir SS-B (La) Ab ELISA bestimmt. Der Cutoff
wurde einem beliebigen Wert von 20 EU/ml zugeordnet. Negative,
unbestimmte und positive Assaybereiche werden nachstehend bereitgestellt..

SS-A (Ro) 52kD und SS-B (La) Ab Wert Ausdeutung
60kD Ab Wert

<20 EU/mlI <20 EU/mI Negativ

20-25 EU/mi 20-25 EU/mI Unbestimmt (Grenze)
>25 EU/mI >25 EU/mI Positiv

Kalibrator

Die einsatzbereiten Kalibratoren sind enthalten, um Semiquantifizierung zu

ermdglichen, und missen mit jedem Durchgang verwendet werden. Der Messbereich

dieser Assays reicht von EU/ml, wie in der Nachweisgrenze definiert (s.u.), bis

Kalibrator A (160 EU/ml) fur semi-quantitative Assays. Patientenproben, die hohe

Antikodrperspiegel enthalten, kdnnen groRere Absorptionswerte ergeben als die von
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Kalibrator A. Um genaue semiquantitative Werte festzulegen, sollte man solche
Proben weiter verdunnen, damit sie sich innerhalb des Bereichs der Kalibratorkurve
befinden, wenn erneut getestet wird. Um EU/mI-Werte zu bestimmen, multiplizieren
Sie die durch den Verdinnungsfaktor erhaltenen Einheiten.

BEGRENZUNGEN DES VERFAHRENS

Die Prifung sollte nicht bei auf3erst hamolisierten, mikrobisch verunreinigten
oder lipAmischen Proben ausgefihrt werden. Diese Methode sollte nur zur
Prufung von Humanserum-Proben verwendet werden. Die erhaltenen Resultate
dienen nur als eine Hilfe bei der Diagnose. Fir sich alleine genommen, sollten
diese Resultate nicht als diagnostisch interpretiert werden. Diese Priifung wurde
nicht an einer padiatrischen Population validiert.

ERWARTETE WERTE

Bei einer normalen Population sind die Testresultate gewohnlich als negativ zu
erwarten. Die Inzidenz von Antikdrpern zu SS-A (Ro) und SS-B (La) Antigenen
bei verschiedenen systemischen Bindegewebserkrankungen ist in der folgenden
Tabelle zusammengefasst:

Diagnostische Bedeutung von Antikérpern zu SS-A (Ro) und SS-B (La)
Antigenen

Antikorper Erkrankungsassoz. (%-Inzidenz)
SS-A (Ro) SLE (30-50 %)

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

Sjogren-Syndrom (15-60 %)

Hinweis: Die Haufigkeit jeder Antikdrper-Spezifitatt bei einer Erkrankung
reprasentiert die Zusammenstellung aus der Literatur.>**" Die Inzidenz variiert
abhéngig von der Patientenpopulation.

Satze klinischer Proben wurden im ImmuLisa™ SS-A (Ro) (52 kD und 60
kD) und SS-B (La) Antibody ELISAs getestet. Die Ergebnisse, die die
Préavalenz in den Bestadnden fir diese Studie angeben, werden nachstehend
bereitgestellt. Die Ergebnisse, die eine Pravalenz der Besténde fir diese
Studie zeigen, werden nachstehend angegeben.

SS-A (Ro) Ab SS-B (La) Ab
Erkrankung n n pos % pos n n pos % pos
SLE 160 69 41,3% 137 19 13,9%
SLE mit APS 15 3 20,0% 14 3 21,4%
Sjégren 104 81 77,9% 68 41 60,3%
Myositis 91 31 34,1% 48 0 0,0%
Systemische Sklerosis 154 30 19,5% 70 3 4,3%
Gesunde Probanden 142 4 2,8% 133 3 2,3%

SLE = systemischer Lupus erythematodes, APS=Antiphospholipid Syndrom
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Klinische Sensitivitat und Genauigkeit fur die getesteten Bestdnde werden
nachstehend zusammengefasst:

Analyt Krankheit Sensitivitdit ~ Genauigkeit
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%

LEISTUNGSEIGENSCHAFTEN

Die Nutzlichkeit des ImmuLisa™ SS-A (Ro) 52kD und 60kD und SS-B (La)
Antikorper-ELISAs wurde durch Prifen der Proben von Probanden mit
SLE, Sj6 gren, systemischer Sklerosis, Myositis und verschiedenen
Bestdnden von Autoimmun- und Infektionskrankheitenbewertet. Diese Proben
wurden auch bei handelsublichen Test-Kits geprift. Nur Proben im linearen
Bereich der Prufung wurden in den Methodenvergleich eingeschlossen.
Die Resultate sind nachstehend zusammengefasst.

A. Methodenvergleich: ImmuLisa™ SS-A (Ro) 52kD und 60kD Antikdrper-
ELISA gegeniiber anderen SS-A (Ro) 52kD und 60kD Antikdrper-Kits:

Andere SS-A (Ro) Antikdrper-ELISA

Positiv Negativ Gesamt
IMMCO Positiv 138 24 162
SS-A (Ro) Negativ 9 452 461
Ab ELISA Gesamt 147 476 623

Positive Prozent-Ubereinstimmung:  93,9% (95% Cl 88,4% - 97,0%)
Negative Prozent-Ubereinstimmung: 95,0% (95% Cl 92,5% - 96,7%)
Relative Ubereinstimmung: 94,7% (95% Cl 92,6% - 96,3%)

B. Methodenvergleich: ImmuLisa™ SS-B (La) Antikdrper-ELISA gegeniiber
anderen SS-B (La) Antikdrper-Kits:

Andere SS-B (La) Antikdrper-ELISA

Positiv Negativ Gesamt
IMMCO Positiv 62 8 70
SS-B (La) Negativ 5 498 503
Ab ELISA Gesamt 67 506 573

Positive Prozent-Ubereinstimmung:  92,5% (95% Cl 82,7% - 97,2%)
Negative Prozent-Ubereinstimmung: 98,4% (95% Cl 96,8% - 99,3%)
Relative Ubereinstimmung: 97,7% (95% CI 96,1% - 98,7%)
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C. Kreuzreaktivitat: Es wurden mehrere potentiell kreuzreaktive Seren fiir Autoimmun- und
Infektionskrankheiten fur SS-A (Ro) (52 kD und 60 kD) und SS-B (La) Antikérper unter
Verwendung von ImmuLisa™ Assays gepruft. Die Studien zeigten minimale
Kreuzreaktivitat fir diese Proben, wie nachstehend angegeben.

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

Krankheit n n pos (%) n n pos (%)
1BD* 40 0 40 0
Myositis® 48 0
MCTD 17 0 10 0
Rheumatoide Arthritis 33 1 33 1
Andere Al Kontrollen® 127 0 123 0
Infektionskrankheit* 110 3 110 3
Andere

Seuchenkontrollen® 20 1 20 1
Gesamt 347 5(1.4%) 384 5(1.3%)

1. Ulcerative Kolitis (20), Crohn’sche Krankheit (20)

. Myositis: Polymyositis (34), Dermatomyositis (14)

3. Andere Kontrollen fir Autoimmunkrankheiten: Zéliose (26 SS-A, 25 SS-B), Dermatitis Herpetiformis (10),
Wegener (8), Churg-Strauss (10), Hashimoto (8), Graves (10), Antiphospholipid-Syndrom (15 SS-A, 12 SS-B),
Crohn’sche Krankheit (20), ulcerative Kolitis (20)

4. Kontrollen fur Infektionskrankheiten: Syphilis (30), Hepatitis (30), Toxoplasmose (10), Zytomegalievirus (10),
Herpes (20), Rételn (10)

5. Andere Krankheitskontrollen: Osteoarthritis (10), Thrombocytopenie (10)

N

Prazision

Die Prazision wurde mit aus dem gesamten Bereich der Priifung ausgewahlten
positiven Proben gepruft. Prifungsablaufe von 6 Replikaten jeder Probe wurden
in 14 Tagen durchgefiihrt. Die Wiederholbarkeit wurde mit 12 Replikaten jeder
Probe bestimmt.

Mittel- Innerhalb des
wert Gesamt- Ablaufs
EU/mI ungenauigkeit Zwischen Tagen (Wiederholbarkeit)
s SD SD SD
Kit # EU/mI CV % EU/mI CV % EU/mI 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% 1,4 6,6%
(Ro) 4 23,2 1,8 7,7% 1,8 7,9% 1,6 6,8%
Prifung | 5 85,2 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% 11 7.7%
SS-B 3 19,8 17 8,4% 17 8,6% 11 5,7%
(La) 4 25,2 1,9 7,6% 1,9 7.4% 17 6,9%
Prufung | 5 51,4 47 9,1% 4.8 9,4% 36 6,9%
6 80,4 7.7 9,5% 7,9 9,9% 58 7,0%
7 152,1 10,1 6,7% 10,6 7,0% 6,7 4,4%
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Reproduzierbarkeit

Qualitative Intra-Assay Reproduzierbarkeit wurde mit 90 Probenreplikaten im negative
Bereich getestet, ~20% unter dem Cutoff, zum ~Cutoff, ~20% Uber dem Cutoff und im
mittleren, positiven Bereich der Assays. Fir SS-A/Ro (52 kD und 60 kD) Ab produzierte der
Cutoff +/- 20% Proben 97,8% qualitative Ubereinstimmung, die Cutoff Probe produzierte 51,1%
negative und 48,9% positive Ergebnisse und andere Proben ergaben 100% qualitative
Ubereinstimmung. Fir SS-B/La Ab produzierte die Cutoff Probe 53,3% negative und 46,7%
positive Ergebnisse und andere Proben ergaben 100% qualitative Ubereinstimmung.

Inter-Chargen-Reproduzierbarkeit wurden mit positiven Proben getested, die Uber einen
Assaybereich ausgewahlt wurden. Jede Probe wurde in 3 Durchgédngen mit 3 Replikaten
Uber 3 Tage fir jede der drei Chargen getestet. Die Assayergebnisse dieser Muster
erbrachten 100% qualitative Ubereinstimmung.

Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenze (LoD) wurde bestimmt basierend auf 60 Replikaten der Leerprobe
und 10 Replikaten von je 6 Proben auf niedriger Stufe (NHS) . LoD fiir SS-A (Ro) Ab war
2,0 EU/ml. LoD fur den SS-B (La) war 1,6 EU/mI.

Linearitat und Riuckgewinnung

Linearitéat und Ruckgewinnung wurde geprift durch Verdiinnen positiver Proben durch den
Prifungsbereich in abstandsgleichen Verdinnungen und dem Vergleichen tatsachlicher
Resultate gegeniber erwarteter Resultate. Der lineare Bereich der Prifungen wurde
bestimmt zu 2,0 (LoD) - 160 EU/m fir SS-A (Ro) Ab und 1,6 (LoD) - 160 EU/ml fur SS-B

(La). Die Resultate sind nachstehend zusammengefasst.

Al Anstieg Rpdci=cle % Riickgewinnung
. - )
bIEe{J?:T?P (95 % ClI) ?g;%;‘)nétl; B (Erhalten/Erwartet)
SS-A (Ro) Ab

. 0,96 0,76 .

2,6 bis 35.8 (0,89 bis 1.03) (-0,7 bis 2,2) 0,9953 88 bis 104
. 0,98 2,91 .

3,0 bis 175,1 (0,93 bis 1,03) (2,76 bis 3,06) 0,9919 86 bis 108
. 0,99 -1,32 .

18,2 bis 156,0 (0,92 bis 1,07) (-85 bis 5,8) 0,9948 94 bis 110
. 0,98 -7,7 .

30,3 bis 248,5 (0,81 bis 1,14) (-35,1 bis -19,7) 0,9724 100 bis 121
. 1,02 -0,59 .

1,7 bis 21,0 (0,96 bis 1,09) (-1,43 bis 0,25) 0,9961 98 bhis 115

SS-B (La) Ab

. 0,98 0,26 .

2,8 bis 22,2 (0,89 bis 1,07) (-1,0 bis 1,6) 0,9914 92 bis 106
. 0,88 2,61 .

8,7 bis 81,8 (0,76 bis 1,01) (-4,2 bis 9,4) 0,981 84 bis 116
. 0,90 3,92 .

8,7 bis 159,3 (0,79 bis 1,01) (-6,6 bis 14,5) 0,9894 94 bis 117
. 1,00 -5.80 .

6,4 bis 197,4 (0,90 bis 1,11) (-18,64 bis 7,05 ) 0,9894 100 bis 119
. 1,07 -0,66 .

1,1 bis 13,7 (0,93 bis 1,22) (-1,9 bis 0,58 ) 0,9815 92 bis 122
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Interferenz

Interferenz wurde durch Mischen von Seren mit bekannten SS-A (Ro) 52kD und
60kD und SS-B (La) Antikorperspiegeln mit potenziell gegenseitig
beeinflussenden Serumproben und dem Studieren der Abweichung von
erwarteten Resultaten studiert. Es wurde keine bedeutende Interferenz fir die
folgenden Substanzen bei den angezeigten Spiegeln demonstriert: Himoglobin
(2 g/L), Bilirubin (342 ymol/L) und Rheumafaktor (100 EU/mI).
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*‘immco

ImmuLisa™

ANS Anticorps ELISAS

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

Pour utilisation a diagnostic in vitro Utilisation de prescription uniquement
Complexité CLIA : Elevée

ENCART PRODUIT

REF| 5128  SS-A (Ro) Anticorps ELISA 96 Déterminations
REF| 5129  SS-B (La) Anticorps ELISA 96 Déterminations

UTILISATION VISEE

ImmuLisa Enhanced™ SS-A (Ro) Anticorps ELISA : Immunoessais associés aux
enzymes pour une détection qualitative et semi-quantitative des anticorps SS-A
(Ro) (52 kD et 60 kD) IgG dans le sang humain pour aider le diagnostic du
Lupus érythémateux systémique (LES) et le syndrome de Sjo gren en
conjonction avec les autres résultats cliniques et de laboratoire.

ImmuLisa Enhanced™ SS-B (La) Anticorps ELISA : Immunoessais associés aux
enzymes pour une détection qualitative et semi-quantitative des anticorps SS-B
(La) dans le sang humain pour aider le diagnostic du Lupus

érythémateux systémique (LES) et le syndrome de Sj6 gren en conjonction
avec les autres résultats cliniques et de laboratoire.

RESUME ET EXPLICATION

Les ANS sont des ribunocléoprotéines (snurps) complexes. Les auto-anticorps
dirigés contre divers ANS ont prouvé étre de valeur dans le diagnostic et le suivi
de différentes maladies du tissu conjonctif'° .Les anticorps au SS-A (Ro) et au
SS-B (La) ont lieu chez environ 30 a 50% et de 10 a 15% des patients atteints de
LED et chez respectivement 60 a 95% et 40 a 90% des patients atteints
du syndrome de Sjog ren. Les anticorps au SS-B (La) se trouvent
souvent en association avec les anticorps SS-A (Ro).'*%

Ces anticorps peuvent étre détectés par diverses méthodes. La méthodologie
ELISA a beaucoup d’avantages par rapport aux technologies plus anciennes
telle que l'immunodiffusion : les temps d'analyse sont réduits, la subjectivité
individuelle de lecture des résultats est éliminée, la quantification est atteinte
sans un titrage du sérum, il y a un potentiel pour I'automatisme et les analyses
ELISA proposent une sensibilité plus grande.22
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PRINCIPE DE LA PROCEDURE

Le test est réalisé en tant que immunoessai en phase solide. Les
micro-récipients sont couverts d’antigeénes recombinés SS-A (Ro) 52kD et 60kD
ou SS-B (La) suivi d'une mesure de blocage pour réduire I'union non-
spécifique durant la phase d'essai. Les contrd les, les calibreurs et le sérum
patient sont incubés dans les récipients couverts d'antigénes pour
permettre aux anticorps spécifiques présents dans le sérum de se relier
a l'antigéne. Les anticorps non-reliés et les autres protéines de sérum
sont enlevés en lavant les micro-récipients. Les anticorps reliés sont
détectés en ajoutant un conjugué d'enzyme étiquetée associée anti-humain
IgG aux micro-récipients. Le conjugué non-relié est enlevé par lavage. Un
substrat d'enzyme spécifigue (TMB) est alors ajouté aux récipients et la
présence d'anticorps est détectée par un changement de couleur produit
par la conversion du substrat TMB en un produit a réaction coloré. La
réaction est arrétée et lintensité du changement de couleur, qui est
proportionnelle  a la  concentration d'anticorps, est mesurée par
un  spectrophotometre a 450 nm. Les résultats sont donnés en ELISA
Units par millilitre (EU/mI) et signalés comme positifs ou négatifs.

LES REACTIFS
Stockage et préparation

Stockez tous les réactifs entre 2 et 8°C. A ne pas congeler. Les réactifs
sont stables jusqu’'a la date d'expiration lorsqu'ils sont stockés et manipulés
comme indiqué.

A ne pas utiliser si le réactif n’est pas clair ou si un précipité est présent. Tous
les réactifs doivent étre amenés a température ambiante (20-25°C) avant
utilisation.

Réhydratez le tampon a eau jusqua 1 litre avec de leau distillée
ou déminéralisée. Lorsque stocké entre 2 et 8°C, le tampon a eau
réhydraté est stable jusqu’a la date d’expiration du kit.

Les lamelles enduites des micro-récipients sont pour un usage unique.
Les lamelles de micro-récipients non utilisées doivent étre réapposés
avec précaution dans le sachet contenant les déshydratants pour
empécher une condensation et stockés entre 2 et 8°C.

Précautions

Tous les composants de dérivée humaine utilisés ont été testés pour le HBsAg,
HCV, HIV-1 et 2 et le HTLV-1 et les résultats ont été négatifs en accord avec les tests
obligatoires de la FDA. Cependant, les dérivés de sang humain et les
spécimens patient doivent étre considérés comme potentiellement infectieux.
Suivez de bonnes pratiques de laboratoire pour le stockage, la délivrance et

I'écoulement de ces matériaung.

L'acide sulfuriqgue (H2SO4) est toxique et corrosif. Ne pas ingérer et éviter le
contact avec la peau et les yeux. Eviter I'exposition aux bases, aux métaux ou a d'autres
composeés qui peuvent réagir avec des acides.

Le substrat d'enzyme TMB contient un irritant qui peut étre néfaste si

inhalé, ingéré ou absorbé par la peau. pas ingérer et éviter le contact avec la
peau et les yeux. 52
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Les instructions doivent é&tre suivies exactement telles qu’elles
apparaissent dans cet encart d'utilisation afin d’assurer des résultats
valides. N’échangez pas les composants de l'encart avec ceux d’autres
sources. Suivez de bonnes pratiques de laboratoire afin de minimiser la
contamination microbienne et croisée des réactifs lors de la manipulation.
N'utilisez pas les composants de I'encart aprés la date d’expiration indiquée sur
les étiquettes.

Précaution : la loi fédérale des Etats-Unis limite la vente de ce dispositif par ou
sur ordonnance d'un médecin qualifié.

Les matériaux fournis

Les kits contiennent assez de réactifs pour réaliser 96 déterminations.
ImmuLisa™ SS-A (Ro) Anticorps ELISA 5128

12x8 MICROPLATE[SSA] Microplaque avec des micro-récipients individuels
séparés. Couverte d'antigéne recombiné SS-A (Ro)
52kD et 60kD. Préte a I'emploi.

1x 1.75 ml Contréle positif (capsule rouge) prét a I'emploi.
Contient du sérum humain positif aux anticorps SS-A
(Ro) 52kD et 60kD. L'éventail de concentration
espéré en EU/mI est imprimé sur I'étiquette.

1x1.75ml CONTROL[] Contréle négatif (capsule blanche) prét a I'emploi.
Contient du sérum humain.

5x1.75ml  [CALIBRATORJA[SSA|]  Série de 5 Calibreurs préts a I'emploi. Calibreur A
(capsule verte) 160 EU/mI, Calibreur B (capsule

[CALIBRATOR[BISSA] violette) 80 EU/mI, Calibreur C (capsule bleu) 40
[CALIBRATOR|C[SSA|]  EU/mI, Calibreur D (capsule jaune) 20 EU/mI et
Calibreur E (capsule orange) 1 EU/ml. Dérivées de

[CALIBRATORID|SSA] sérum humain contenant des anticorps SS-A (Ro).
[CALIBRATORIE[SSA|  Les concentrations en EU/ml sont imprimées sur les

étiquettes.

1x15ml 1gG-CONJ[HRP Conjugué 1gG de HRP goat antihumain. Prét a
I'emploi. Code couleur rose.

1x60ml DIL Diluant sérum. Prét & 'emploi. Code couleur violet.

1x15ml SUBSTRATE|[TMB Substrat d’'enzyme TMB. Prét a I'emploi. A protéger
de lalumiére.

1x15ml STOP|H2S0O4 Solution stop*. Préte a I'emploi.

2x BUF|WASH Tampon de lavage en poudre. Réhydratez jusqu’a

un litre chacun.
1x Feuilles de protocole

ImmuLisa™ SS-B (La) Anticorps ELISA 5129

12x 8 MICROPLATE|SSB Microplaque avec des micro-récipients individuels
séparés. Couverte avec de l'antigene La recombiné.
Préte a 'emploi.

1x1,75ml  [CONTROL[+SSB Control e positif (capsule rouge) prét a
'emploi. Contient du sérum humain positif aux
anticorps SS-B (La). L'éventail de concentration
espéré en EU/ml est imprimé sur I'étiquette.

1x1,75ml CONTROL[] Contrd le négatif (capsule blanche) prét a
'emploi. Contient du sérum humain.
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5x1,75ml

1x15ml

1 x 60 ml
1x15ml

1x15ml
2x

1x

[CALIBRATOR|A[SSB]
[CALIBRATOR[B[SSB]
[CALIBRATORIC[SSB]
[CALIBRATOR|D[SSE]
[CALIBRATORIE[SSB]

IgG-CONJ
SUBSTRATE
STOP[H2S04
BUF[WASH

Composants optionnels

1 x 60ml

BUF|WASH

Symboles utilisés sur les étiquettes

Numéro de lot

Numéro Catalogue
Utilization pour un diagnostic in vitro
; Utiliser avant
l Température de stockage
Cli]  Consulter les instructions d'emploi
W Nombre de tests
‘ Fabriguant
& Date de fabrication

*Danger
graves.
visage. EN CAS DE CONTACT AVEC LES YEUX: rincer avec pré

Série de 5 Calibreurs préts a I'emploi. Calibreur A
(capsule verte) 160 EU/mI, Calibreur B (capsule
violette) 80 EU/mI, Calibreur C (capsule bleu) 40
EU/mI, Calibreur D (capsule jaune) 20 EU/ml et
Calibreur E (capsule orange) 1 EU/ml. Dérivées de
sérum humain contenant des anticorps SS-B (La).
Les concentrations en EU/mI sont imprimées sur les
étiquettes.

Conjugué 1gG de HRP goat antihumain. Prét a
I'emploi. Code couleur rose.

Diluant sérum. Prét a I'emploi. Code couleur violet.

Substrat d’enzyme TMB. Prét a I'emploi. A protéger
de lalumiére.

Solution stop*. Préte a 'emploi.

Tampon de lavage en poudre. Réhydratez jusqu’a
un litre chacun.

Feuilles de protocole

Tampon de lavage en concentré.

Réhydratez jusqu’a un litre.

liquide

Provoque des brilures de la peau et des lésions oculaires graves. Provoque des lésions oculaires

Porter des ganis de prolection/des vétements de protection/un équipement de protection des yeux/ du

minutes

a l'eau pend

Enlever les lentilles de contact si la victime en porte et si elles peuvent étre facilement enlevées. Continuer &

rincer. Si limitation oculaire persiste: consulter un médecin

Matériaux nécessaires mais non fournis

«  Eau déminéralisée ou distillée

«  Bouteille comprimée pour tenir le tampon de lavage
* Pipettes capables de distribuer de 5 pl a 1000 pl

«  Embouts de pipettes jetables

¢ Des tubes test 12 x 75 mm propres et un casier pour tubes test
¢ Un compte-minutes
« Des serviettes en papier absorbantes
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Un lecteur de microplaques capable de lire des valeurs d’absorbance a 450
nm. Si un lecteur de microplagues a double longueur d’onde est disponible,
le filtre de référence doit étre placé a 600-650 nm

Un laveur de microplaques automatique capable de distribuer 200 pl

COLLECTE ET MANIUPULATION DES SPECIMENS

Seuls les spécimens de sérum doivent étre utilisés lors de cette procédure. Des
spécimens largement contaminés d’hématolizes, de lipémiques et de microbes
peuvent interférer avec la réalisation du test et ne doivent pas étre utilisés.
Stockez les spécimens entre 2° et 8°C pour une période n’excédant pas une
semaine. Pour un stockage plus long, les spécimens de sérum doivent étre
congelés. Evitez la congélation répétée et le dégel des échantillons. Il est
recommandé de tester les spécimens congelés dans un délai d'un an.

PROCEDURE

Notes concernant la procédure

Lire avec attention I'encart du produit avant de commencer I'analyse.

Toutes les dilutions avec les échantillons patient doivent étre préparés avant
le début de 'analyse.

Laissez les spécimens patient et les réactifs test s'équilibrer a la
température ambiante avant de commencer avec la procédure test. Il est
suggéré de laisser les réactifs sur la banquette en dehors de la boite
pendant 30 minutes avant utilisation. Replacez tous les spécimens et
réactifs non utilisés dans le réfrigérateur immédiatement apres utilisation.

Enlevez les lamelles obligatoires des micro-récipients du sachet et recollez
avec précaution le sachet pour éviter la condensation des récipients non
utilisés. Reposez le sachet dans le réfrigérateur immédiatement.

Une bonne technique de lavage est cruciale. Si le lavage est effectué
manuellement, un lavage adéquat est réalisé en dirigeant un flot fort de
tampon de lavage accompagné d’'une bouteille de lavage avec un embout
large sur l'intégralité de la microplague. Une laveuse automatique de
microplagues est recommandée.

Utilisez une pipette multicanaux capable de distribuer 8 a 12 récipients en
méme temps. Cela accélére le processus et génére des temps d'incubation
plus uniformes.

Pour toutes les étapes, un contrd le minutieux du minutage est important.
Le début de toute période d'incubation commence avec la réalisation
de I'addition de réactif.

L’addition de tous les échantillons et des réactifs doit étre réalisée au méme
rythme et dans le méme ordre.
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Méthode de test

Etape 1 Laissez tous les réactifs et tous les spécimens s’adapter a la
température ambiante.

Etape 2 Etiquetez les feuilles de protocole pour indiquer I'emplacement des
échantillons dans les récipients. Une bonne pratique de laboratoire est
de réaliser les échantillons en double.

Etape 3 Pour une détermination qualitative utilisez uniquement le Calibreur D
(fiole avec la capsule jaune).

ou

Pour une détermination semi-quantitative utilisez les Calibreurs A
jusqu'a E tels que représentés dans la présentation échantillon ci-

dessous.
Qualitative Semi-quantitative

A Vierge S5 Etc. A Vierge S1 Etc.
B -Contréle S6 B -Contrdle S2

C + Controle S7 C + Contrdle S3

D Cal D S8 D Cal A S4

E S1 S9 E Cal B S5

F S2 S10 F CalC S6

G S3 S11 G CalD S7

H S4 S12 H Cal E S8

1 2 3 1 2 3

Etape 4 Préparez une dilution 1:101 des échantillons patient en mélangeant 5
pl du sérum patient avec 500ul de diluant sérum.

Etape 5 Enlevez les micro-récipients requis du sachet et replacez les lamelles
non utilisées dans le sachet refermé dans le réfrigérateur. Placez
fermement les micro-récipients dans le support supplémentaire fournis.

Etape 6 Pipetez 100 ul de calibreurs préts a I'emploi, de contré les positifs
et négatifs et d'échantillons patient dilués (1:101) aux micro-récipients
appropriés selon la feuille de protocole.

A noter : Inclure un récipient contenant 100 pl de sérum diluant en
tant que réactif vierge. Mettez sur zéro le lecteur ELISA contre le
réactif vierge.

Etape 7 Incubez 30 minutes (+ 5 min) a température ambiante.

Etape 8 Laver 4x avec le tampon a lavage. Pour un lavage manuel, remplir
chaque micro-récipient avec du tampon a lavage reconstitué.
Débarrassez-vous du fluide en inversant et en tapotant le contenu de
chaque récipient ou bien en aspirant le liquide de chaque récipient.
Afin de buvarder a la fin du dernier lavage, inversez les lamelles et
tapotez vigoureusement les récipients sur des serviettes de papier
absorbantes. Pour les laveuses automatiques, programmez la laveuse
selon les instructions du fabricant.
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Etape 9 Pipetez 100 pl de conjugué dans les micro-récipients.

Etape 10 Incubez 30 minutes (+ 5 min) a température ambiante.
Etape 11 Lavez tous les micro-récipients comme lors de I'étape 8.

Etape 12 Pipetez 100 pl de substrat d’enzyme dans chaque micro-récipient dans
le méme ordre et selon le méme minutage que pour le conjugué.

Etape 13 Incubez 30 minutes (+ 5 min) a température ambiante.

Etape 14 Pipetez 100 ul de solution stop dans chaque micro-récipient en
utilisant le méme ordre et le méme minutage que pour l'adition de
substrat d'enzyme. Lisez les valeurs d'absorbance dans un délai de
30 minutes a partir du moment ou la solution stop a été ajoutée.

Etape 15 Lisez I'absorbance de chaque micro-récipient pour 450 nm en utilisant
un lecteur de microplaque simple ou a double longueur d’onde pour
450/630nm contre le réactif vierge placé sur zéro absorbance.

Contréle qualité

Les calibreurs, les contrd les positif et négatif et un réactif vierge doivent
étre utilisé pour chaque analyse afin de vérifier l'intégrité et la précision du
test. La lecture d'absorbance du réactif vierge doit étre <0,3. Le calibreur A doit
avoir une lecture d'absorbance supérieur ou égale a 1,0 sinon le test devra étre
répété. Le contrd le négatif doit étre <10 EU/ml. La densité optique du
Calibreur D doit étre supérieure a celle du contrd le négatif et inférieure a
'absorbance du contré le positif. Le contrd le positif doit donner des
valeurs comprises dans I'éventail mentionné sur la fiole.

RESULTATS
Calculs

Les concentrations des échantillons patient peuvent étre déterminées par l'une
des deux méthodes suivantes :

1. DETERMINATON QUALITATIVE

Abs. Echantillon test
---------------------------- X EU/mldu CalibreurD = EU/mI Echantillon test
Abs. du Calibreur D

Il est recommandé que les résultats qualitatifs soient signalés comme
« positif » ou « négatif ». Les résultats d’échantillon supérieurs ou égaux au
Calibreur D sont considérés comme positifs.

2. DETERMINATON SEMI-QUANTITATIVE

Relevez I'absorbance du Calibreur A jusqu’au Calibreur E par rapport a leurs
concentrations respectives sur un papier graphique a logarithme linéaire.
Relevez les concentrations en EU/ml sur la base X par rapport a
I'absorbance sur la base Y et tracez une courbe point par point. Déterminez
les concentrations des échantillons patient en se basant sur la courbe en
accord avec les valeurs d’absorbance correspondantes. Alternativement,
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une courbe a quatre paramétres peut étre utilisée pour tracer la courbe
standard.

Il est recommandé que les résultats semi-quantitatifs soient signalés comme
« positif », « négatif » ou « indéterminé » avec les valeurs unitaires EU/ml.
Les résultats indéterminés/limite devraient étre testés de nouveau et évalués
selon d’autres méthodes de laboratoire pour la détection des anticorps ANS.

Interprétation

Les valeurs d'interprétation ont été déterminées par le test
d’échantillons sanguins normaux et contenant des contrd les de
maladie. La limite supérieure a été déterminée en utlisant la
moyenne des sujets normaux plus 4,5 SD pour les SS-A (Ro) Ab ELISA
et 3 SD pour les SS-B (La) Ab ELISA. La limite supérieure a été fixée a
une valeur arbitraire de 20 EU/ml. Les 3 gammes de résultats (négatif,
indéterminé et positif) de I'analyse sont fournies ci-dessous.

SS-A (Ro) Ab
52kD et 60 kD valeur SS-B (La) Ab valeur Interprétation
<20 EU/mI <20 EU/mI Négatif
20-25 EU/mI 20-25 EU/m Indéterminé (Limite)
>25 EU/mI >25 EU/mI Positif
Calibreur

Les calibreurs préts-a-I'emploi sont fournis pour permettre la semi-
guantitation et doivent étre utilisés avec chaque exécution. Les gammes de
mesure de ces analyses proviennent de I'EU/ml défini dans la Limite de
détection (voir ci-dessous) du Calibreur A (160 EU/ml) pour les analyses
semi-quantitatives. Les échantillons patient contenant des niveaux
d’'anticorps élevés peuvent donner des valeurs d’absorbances supérieures a
celles du Calibreur A. Afin de déterminer des valeurs semi-quantitatives
exactes, de tels spécimens doivent étre dilués encore plus afin de rentrer
dans I'éventail de la courbe du calibreur lorsqu’ils seront testés de nouveau.
Pour déterminer les valeurs EU/mI, multipliez les unités obtenues par le
facteur de dilution.

LIMITES DE LA PROCEDURE

L’'analyse ne doit pas étre réalisée sur des échantillons extrémement hemolisés,
contaminés de microbes ou lipémiques. Cette méthode ne doit étre utilisée que
pour le test d’échantillons de sérum humain. Les résultats obtenus ne servent
que d’'aide au diagnostic. Pris de maniére indépendante, les résultats ne doivent
pas étre interprétés comme un diagnostic. Cette analyse n'a pas été validée
auprées d’'une population pédiatrique.
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VALEURS ATTENDUES

Les résultats test aupres d’une population normale devraient normalement étre
négatifs. L'incidence des anticorps aux antigenes SS-A (Ro) et SS-B (La)dans
différentes maladies du tissu conjonctif est résumée dans le tableau ci-dessous.

Importance du diagnostic des anticorps aux antigenes SS-A (Ro) et SS-B (La)

Anticorps Association maladie (% d’incidence)
SS-A (Ro) LED (30 a 50%)

Syndrome de Sjogren (60-95%)
SS-B (La) LED (10 a 15%)

Syndrome de Sjogren (15-60%)

A noter: la fréquence de chaque spécificité d’anticorPs dans une maladie
représente une compilation tirée de la bibliographie®**®*" .L'incidence varie en
fonction de la population patient.

Des jeux d’échantillons cliniques ont été testés sur les ImmuLisa™ SS-A (Ro)
(52 kD et 60 kD) et SS-B (La) Anticorps ELISA. Les résultats démontrant une
prévalence sur les populations de cette étude sont fournis ci-dessous.

SS-A (Ro) Ab SS-B (La) Ab
Maladie n n pos % pos n n pos % pos
LED 160 69 41,3 % 137 19 13,9%
LED avec SAPL 15 3 20,0 % 14 3 21,4 %
Syndrome de Sjogren 104 81 779 % 68 41 60,3 %
Myosite 91 31 34,1% 48 0 0,0%
Sclérose systémique 154 30 19,5% 70 3 4,3%
Sujets en bonne santé 142 4 2,8% 133 3 2,3%

LED = lupus érythémateux disséminé, SAPL = syndrome antiphospholipide

La sensibilité et la spécificité cliniques des populations testées sont résumées ci-
dessous :

Anticorps Maladie Sensibilité Spécificité
SS-A (Ro) Ab LED 39,4% 91,5 %
SS-A (Ro) Ab Syndromede Sjogren 779 % 91,5%
SS-B (La) Ab LED 14,6 % 97,7%
SS-B (La) Ab Syndrome de Sjogren 60,3 % 97,7%

CHARACTERISTIQUES DE LA PERFORMANCE

L'utilité des solutions ImmuLisa™ SS-A (Ro) (52kD et 60kD) et SS-B (La) Anticorps ELISA
a été évaluée en testant des spécimens de patients souffrant de LES, syndrome de
Sjogren, sclérose systémique, myosite et d'une variété de maladies auto-immunitaires et
bien caractérisées avec des contrdles de maladie. Ces spécimens ont également été
testés avec des kits disponibles dans le commerce. Seuls les spécimens dans I'éventail
linéaire de I'analyse ont été utilisés dans la méthode de comparaison. Ces résultats sont
résumes ci-dessous.
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A. Comparaison de méthodes : ImmuLisa™ SS-A (Ro) 52kD et 60kD Anticorps
ELISA contre d’autres kits SS-A (Ro) 52kD et 60kD Anticorps:

Autre SS-A (Ro) Anticorps ELISA

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

Concordance en pourcentage cas positifs:  93.9% (95% CI 88.4% a 97.0%)
Concordance en pourcentage cas négatifs: 95.0% (95% CI 92.5% a 96.7%)
Concordance relative: 94.7% (95% Cl 92.6% a 96.3%)

B. Comparaison de méthodes : ImmuLisa™ SS-B (La) Anticorps ELISA contre
d’autres kits SS-B (La) Anticorps:

Autre SS-B (La) Anticorps ELISA

Positif Négatif Total
IMMCO Positif 62 8 70
SS-B (La) Négatif 5 498 503
Ab ELISA Total 67 506 573

Concordance en pourcentage cas positifs:  92.5% (95% CI 82.7% a 97.2%)
Concordance en pourcentage cas négatifs: 98.4% (95% CI 96.8% a 99.3%)
Concordance relative: 97.7% (95% CIl 96.1% a 98.7%)

C. Réactivité croisée : de nombreux échantillons sanguins ayant une réactivité
croisée potentielle aux maladies auto-immunitaires et infectieuses ont été testés
pour les anticorps SS-A (Ro) (52 kD et 60 kD) et SS-B (La) avec la méthodologie
ImmuLisa™. Les études ont démontré une réactivité croisée minimale des
échantillons comme indiqué ci-dessous :

SS-A (Ro) Ab SS-B (La) Ab
Maladie n n pos (%) n n pos (%)
MGI* 40 0 40 0
Myosite> 48 0
MCTD 17 0 10 0
Arthrite rhumatoidale 33 1 33 1
Autres contrdles auto-
immunitaires > 127 0 123 0
Maladies infectieuses * 110 3 110 3
Autres contrdles de
maladie ® 20 1 20 1
Total 347 5(1,4 %) 384 5(1,3 %)

1. Rectocolite hémorragique (20), maladie de Crohn (20)

. Myosite : polymyosite (34), dermatomyosite (14)

3. Autres résolutions des maladies auto-immunitaires : maladie cceliaque (26 SS-A, 25 SS-B), dermatite
herpétiforme (10), granulomatose de Wegener (8), syndrome Churg-Strauss (10), thyroidite de Hashimoto (8),
maladie de Graves (10), syndrome antiphospholipide (15 SS-A, 12 SS-B), maladie de Crohn (20), rectocolite
hémorragique (20)

4. Résolutions des maladies infectieuses : syphilis (30), hépatite (30), toxoplasmose (10), cytomégalovirus (10),
herpeés (20), rubéole (10)

5. Autres contrbles de maladie: ostéo-arthrite (10), thrombopénie (10)
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Précision

La précision a été testée avec des spécimens positifs sélectionnés au travers de
I'éventail des échantillons utilisés pour I'analyse. Des exécutions d'analyses ont

été conduites sur -6 mesures de chaque spécimen pendant 14 jours. La fidélité
des résultats a été déterminée avec 12 mesures de chaque spécimen.

Moyen En cours
ne d’exécution
(EU/ml) | Imprécision totale Entre les jours Fidélité
s SD SD SD
Kit # (EU/mI) CV% (EU/mI) CV% (EU/mI) CV%
1 9,6 12 12,4% 12 12,3% 12 12,3%
2 17,2 15 8,9% 1,6 9,1% 12 7,0%
Analyse 3 20,3 12 6,1% 12 6,0% 14 6,6%
SS-A 4 23,2 18 7,7% 18 7,9% 1,6 6,8%
(Ro) 5 85,2 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% 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%
Analyse 3 19,8 1,7 8,4% 1,7 8,6% 11 57%
SS-B 4 25,2 19 7,6% 19 7,4% 1,7 6,9%
(La) 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% 58 7,0%
7 152,1 10,1 6,7% 10,6 7,0% 6,7 4,4%

Reproductibilité

La reproductibilité qualitative intra-analyse a été testée avec 90 tests
d’échantillons dans la gamme négative, env. 20 % en dessous de la limite
supérieure, env. a la limite supérieure, env. 20 % au-dessus de la limite
supérieure et dans la gamme positive modérée de I'analyse. Pour les anticorps
SS-A/Ro (52 kD et 60 kD), la limite supérieure de +20 % des échantillons a
produit 97,8 % d’accord qualitatif. L'échantillon de référence a produit 51,1 % de
résultats négatifs et 48,9 % de résultats positifs et les autres échantillons ont
produit 100 % d'accord qualitatif. Pour les anticorps SS-B/La, I'échantillon de
référence a produit 53,3 % de résultats négatifs et 46,7 % de résultats positifs et
les autres échantillons ont produit 100 % d’accord qualitatif.

La reproductibilité entre les lots a été testée avec des échantillons positifs
sélectionnés dans la gamme de tests. Chaque échantillon a été testé sur 3 tests
de 3 mesures sur 3 jours sur chacun des 3 lots. Les résultats des essais pour les
échantillons ont produit 100 % d’accord qualitatif.

Limite de détection

La limite de détection (LoD) pour cette analyse a été déterminée a partir de 60
mesures d'échantillons vierges et 10 mesures de chacun des 6 échantillons avec
des niveaux-bas (NHS). LoD pour SS-A (Ro) Ab était de 2,0 EU/mI. LoD pour
SS-B (La) était de 1,6EU/m.
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Linéarité et rétablissement

La linéarité et le rétablissement ont été testés en diluant des spécimens au
travers de I'éventail de l'analyse dans des dilutions équidistantes et en
comparant les résultats réels avec les résultats attendus. L'étendue linéaire des
analyses a été fixée a 2,0 (LoD) — 160 EU/mI pour SS-A (Ro) Ab eta 1,6 (LoD) —
160 EU/mI pour SS-B (La) Ab. Les résultats sont résumés ci-dessous.

Test Pente Seg’ment sur a % de rétablissement
Enilie (95% CI) Fevas B (Obtenu/Attendu)
(EU/ml) (95% CI)

SS-A (Ro) Ab
X 0,96 0,76 X
2,6235.8 (0,89 21.03) (0,7222) 0,9953 88 24104
. 0,98 2,91 N
3,0a1751 (0,93 21,03) (2,76 2.3,06) 0,9919 86 4108
X 0,99 -1,32 X
18,2 2156,0 (0,92 21,07) (8,525,8) 0,9948 9424110
. 0,98 -7,7 X
30,324248,5 (0,8121,14) (3514.197) 0,9724 100 & 121
X 1,02 -0,59 X
1,7a21,0 (0,96 2.1,09) (1,43 40,25) 0,9961 98 a115
SS-B (La) Ab
X 0,98 0,26 X
2,8222,2 (0,89 21,07) (10216) 0,9914 922106
N 0,88 2,61 N
8,7a81,8 (0,76 21,01 (4,229,4) 0,981 8424116
X 0,90 3,92 X
8,72159,3 (0,79 21,01) (46,6 2 14,5) 0,9894 942117
X 1,00 -5.80 X
6,4 2197,4 (0,9021,11) (18,6427,05 ) 0,9894 100 4119
. 1,07 -0,66 N
1,1a13,7 (0,932 1,22) (1,920,58) 0,9815 922122
Interférence

L'interférence a été étudiée en mélangeant du sérum avec des niveaux
d’anticorps SS-A (Ro) 52kD et 60kD et SS-B (La) connus avec des échantillons
de sérum potentiellement interférant puis en étudiant la déviation par rapport aux
résultats escomptés. Aucune interférence significative n'a été démontrée pour les
substances suivantes aux niveaux indiqués : Hémoglobine (2 g/L), Bilirubine
(342 pmol/L), et facteur rhumatoide (100 EU/ml).
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*‘immco

ImmuLisa™

ELISA per il rilevamento degli
anticorpi anti-ENA

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

Per uso diagnostico in vitro Solo uso di prescrizione
Complessita CLIA: Elevata
FOGLIO ILLUSTRATIVO DEL PRODOTTO

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

USO PREVISTO

ImmuLisa Enhanced™ SS-A (Ro) Antibody ELISA: dosaggio di
immunoassorbimento enzimatico (ELISA) per il rilevamento qualitativo e
semiquantitativo degli anticorpi SS-A (Ro) (52 kD e 60 kD) IgG nel siero umano
come ausilio nella diagnosi del lupus eritematoso sistemico (SLE) e sindrome
di Sj6 gren, in combinazione con altri risultati clinici e di laboratorio.

ImmuLisa Enhanced™ SS-B (La) Antibody ELISA: dosaggio di
immunoassorbimento enzimatico (ELISA) per il rilevamento qualitative e
semiquantitativo degli anticorpi SS-B (La) IgG nel siero umano come ausilio
nella diagnosi del lupus eritematoso sistemico (SLE) e e sindrome di Sjo
gren, in combinazione con altri risultati clinici e di laboratorio.

RIASSUNTO E SPIEGAZIONE

Gli ENA sono complessi della ribonucleoproteina solubile (snurps). Gli
autoanticorpi diretti contro vari ENA si sono dimostrati preziosi nella diagnosi e
nel monitoraggio di varie malattie sistemiche del tessuto connettivo.*° Anticorpi
anti-SS-A (Ro) e anti-SS-B (La) sono presenti in circa il 30-50% e il 10-15% dei
pazienti con LES e, rispettivamente, nel 60-95% e nel 40-90% dei pazienti
con sindrome di Sjo gren. Gli anticorpi anti-SS-B (La) sono spesso

associati agli anticorpi anti-SS-A (Ro).**%
Questi anticorpi possono essere rilevati con vari metodi. La metodologia ELISA
ha numerosi vantaggi rispetto alle tecnologie piu datate come ad esempio

'immunodiffusione: tempi di esecuzione del dosaggio ridotti, soggettivita
individuale nei risultati di lettura eliminata, quantificazione senza titolazione del

siero, possibilita di automazione e maggiore sensibilita dei test ELISA.%
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PRINCIPI DELLA PROCEDURA

Il test viene eseguito come dosaggio immunoenzimatico in fase solida. |
micropozzetti sono rivestiti con antigene SS-A (Ro) 52kD e 60kD o SS-B (La)
ricombinante, cui segue un passaggio di arresto per ridurre il legame proteico
non specifico durante I'esecuzione del dosaggio. Controlli, calibratori e sieri del
paziente vengono incubati nei pozzetti rivestiti con l'antigene per consentire agli
anticorpi specifici presenti nel siero di legarsi all'antigene. Gli anticorpi non legati
e le altre proteine seriche vengono rimossi tramite lavaggio dei micropozzetti. Gli
anticorpi legati sono rilevati aggiungendo ai micropozzetti un coniugato anti-lgG
umane marcato enzimaticamente. Il coniugato non legato viene rimosso
mediante lavaggio. Viene quindi aggiunto ai pozzetti un substrato enzimatico
specifico (TMB) e la presenza degli anticorpi viene rilevata tramite una variazione
di colore prodotta dalla conversione del substrato TMB in un prodotto di reazione
colorato. La reazione viene arrestata e l'intensita della variazione di colore, che
€ proporzionale alla concentrazione anticorpale, viene letta con uno
spettrofotometro a 450 nm. | risultati sono espressi in unita ELISA per millilitro
(UE/ml) e riportati come positivi 0 negativi.

REAGENTI
Conservazione e preparazione

Conservare tutti i reagenti a 2-8 °C. Non congelare. | reagenti sono stabili fino
alla data di scadenza, quando conservati e maneggiati secondo le indicazioni.

Non utilizzare se il reagente non € limpido o in presenza di un precipitato. Tutti i
reagenti devono essere portati a temperatura ambiente (20-25 °C) prima dell'uso.

Ricostituire il tampone di lavaggio a 1 litro con acqua distillata o deionizzata.
Quando conservato a 2-8 °C, il tampone di lavaggio ricostituito € stabile fino alla
data di scadenza del kit.

Le strisce di micropozzetti rivestiti sono monouso. Le strisce di micropozzetti non
utilizzate devono essere risigillate accuratamente in buste contenenti essiccanti
per impedire la formazione di condensa e conservati a 2-8 °C.

Precauzioni

Tutti i componenti di origine umana utilizzati sono stati testati per HBsAg, HCV,
HIV-1, HIV-2 e HTLV-I, risultando negativi in base ai test richiesti dalla FDA. Gli
emoderivati umani e i campioni dei pazienti vanno tuttavia considerati
potenzialmente infettivi. Seguire le buone pratiche di laboratorio durante la
conservazione, la preparazione, la distribuzione e lo smaltimento di questi
materiali.?®

Stop Solution € una soluzione di acido solforico diluito. L'acido solforico (H2S04)
€ nocivo e corrosivo. Non ingerire e evitare il contatto con occhi e pelle. Evitare
I'esposizione a basi, metallic o altri composti che potrebbero reagire con acidi.

Il substrato enzimatico TMB contiene un irritante che potrebbe essere nocivo se
inalato, ingerito o assorbito dalla pelle. Non ingerire e evitare il contatto con pelle
e occhi.
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Per garantire la validita dei risultati, seguire le istruzioni esattamente come
appaiono nel presente foglio illustrativo del kit. Non scambiare i componenti
del kit con quelli di altre fonti. Seguire le buone pratiche di laboratorio per
minimizzare la contaminazione microbica e crociata dei reagenti durante la
manipolazione. Non utilizzare i componenti del kit oltre la data di scadenza

segnata sulle etichette.

Attenzione: La legge federale degli Stati Uniti limita la vendita di tale dispositivo

ad un medico abilitato.

Materiali forniti

| kit contengono reagenti sufficienti per eseguire 96 determinazioni.
ImmuLisa™ SS-A (Ro) Antibody ELISA 5128

12x8 MICROPLATE[SSA]

1x1.75ml  [CONTROL[+|SSA]

1x175ml  [CONTROL[]

5x1.75ml [CALIBRATORIA[SSA]
[CALIBRATOR[B[SSA|
[CALIBRATOR|CISSA]
[CALIBRATOR|D[SSA]
[CALIBRATORIE[SSA]

Micropiastra con micropozzetti separabili
singolarmente. Rivestimento con antigene SS-A (Ro)
52kD e 60kD ricombinante. Pronta per l'uso.

Controllo positivo (tappo rosso), pronto per l'uso.
Contiene siero umano positivo per gli anticorpi anti-
SS-A  (Ro) 52kD e 60kD. Llintervallo di
concentrazione previsto in UE/ml & stampato
sull'etichetta.

Controllo negativo (tappo bianco), pronto per 'uso.
Contiene siero umano.

Serie di 5 calibratori pronti per l'uso. Calibratore A
(tappo verde) 160 UE/mlI, calibratore B (tappo viola)
80 UE/mI, calibratore C (tappo blu) 40 UE/mlI,
calibratore D (tappo giallo) 20 UE/ml, e calibratore E
(tappo arancione) 1 UE/ml. Derivati da siero umano
contenente  anticorpi anti- SS-A (Ro). Le
concentrazioni in UE/ml sono stampate sulle
etichette.

1x15ml IgG-CONJ[HRP] Coniugato HRP di montone anti-lgG umane. Pronto
per l'uso. Colore codificato rosa.

1x60ml Diluente per siero. Pronto per l'uso. Colore codificato
porpora.

1x15ml SUBSTRATE[TMB] Substrato enzimatico TMB. Pronto per [uso.
Proteggere dalla luce.

1x15ml STOP|H2S04 Soluzione di arresto*. Pronta per l'uso.

2x BUF|WASH Tampone di lavaggio in polvere. Ricostituire a un
litro ciascuno.

1x Schede del protocollo

ImmuLisa™ SS-B (La) Antibody ELISA 5129

12x 8 MICROPLATE|[SSB

1x1,75ml  [CONTROL[+[SSB

Micropiastra con micropozzetti separabili
singolarmente. Rivestimento con antigene La
ricombinante. Pronta per l'uso.

Controllo positivo (tappo rosso), pronto per l'uso.
Contiene siero umano positivo per gli anticorpi anti-
SS- B (La). L'intervallo di concentrazione previsto in
UE/mI é stampato sull'etichetta.
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1x 1,75 ml

5x1,75ml

1x15ml

1 x 60 ml

1x15ml

1x15ml
2 X

1x

CONTROL[]

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

IgG-CONJ

9
—

RP
SUBSTRATE

STOP[H2S04
BUF|WASH

Componenti facoltativi

1 x 60 ml

BUF|WASH

Simboli utilizzati sulle etichette

LOT Numero di lotio
Numero di catalogo

[E]
=

) =~

LRk g

3

*Pericolo. Provoca gravi ustioni cutanee e gravi lesioni oculan. Provoca gravi lesioni oculari

Uso diagnostico in vitre
Uilizzare entro

Limiti di temperatura
Consultare le istruzioni per l'uso
Sufficiente per

Fabbricante

Data di fabbricazione

Controllo negativo (tappo bianco), pronto per l'uso.
Contiene siero umano.

Serie di 5 calibratori pronti per l'uso. Calibratore A
(tappo verde) 160 UE/mlI, calibratore B (tappo viola)
80 UE/mI, calibratore C (tappo blu) 40 UE/m,
calibratore D (tappo giallo) 20 UE/mlI, e calibratore E
(tappo arancione) 1 UE/ml. Derivati da siero umano
contenente  anticorpi anti- SS-B (La). Le
concentrazioni in UE/ml sono stampate sulle
etichette.

Coniugato HRP di montone anti-lgG umane. Pronto
per l'uso. Colore codificato rosa.

Diluente per siero. Pronto per I'uso. Colore codificato
porpora.

Substrato enzimatico TMB. Pronto per
Proteggere dalla luce.

l'uso.

Soluzione di arresto*. Pronta per I'uso.

Tampone di lavaggio in polvere. Ricostituire a un
litro ciascuno.

Schede del protocollo

Tampone di lavaggio
Ricostituire a un litro.

concentrato  liquido.

Indossare

guantifindumenti proteftiviProteggere gli occhifil viso. IN CASO DI CONTATTO CON GLI OCCHI: sciacquare

accuratlamente per parecchi minuti. Togliere le eventuali lenti a contalio se & agevole faro. Continuare a

sciacquare. Se lrritazione degli occhi persiste, consultare un medico

Materiali necessari ma non forniti

¢ Acqua deionizzata o distillata.

«  Boccetta comprimibile per contenere il tampone di lavaggio diluito.
«  Pipette con capacita di erogazione da 5 pl a 1000 pl.

¢ Puntali monouso per pipette.

«  Provette pulite 12 x 75 mm e rastrelliera per provette.
¢ Contaminuti.

. Salviette di carta assorbente.
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Lettore per micropiastre capace di leggere valori di assorbanza a 450 nm.
Se e disponibile un lettore per micropiastre a doppia lunghezza d'onda, il
filtro di riferimento deve essere impostato a 600-650 nm.

Lavatrice automatica per micropiastre capace di erogare 200 pl.

PRELIEVO E MANIPOLAZIONE DEL CAMPIONE

Per questa procedura utilizzare solo campioni di siero. | campioni che mostrano
emolisi macroscopica, lipemia o contaminazione microbica possono interferire
con le prestazioni del test e non devono essere utilizzati. Conservare i campioni
a 2-8 °C per una settimana al massimo. Per conservazioni piu prolungate,
congelare i campioni di siero. Evitare il congelamento e lo scongelamento
ripetuto dei campioni. Si raccomanda di analizzare i campioni congelati entro un
anno.

PROCEDURA

Note sulla procedura

Prima di iniziare il dosaggio, leggere attentamente il foglio illustrativo del
prodotto.

Tutte le diluizioni dei campioni del paziente vanno preparate prima di iniziare
il dosaggio.

Prima di avviare la procedura del test, attendere che i campioni del paziente
e i reagenti del test raggiungano l'equilibrio a temperatura ambiente. Prima
dell'uso, si consiglia di lasciare i reagenti sul piano di lavoro e fuori dalla
scatola per 30 minuti. Immediatamente dopo l'uso, rimettere nel frigorifero
tutti i campioni e i reagenti non utilizzati.

Rimuovere le strisce di micropozzetti necessarie dalla busta e risigillare
accuratamente quest'ultima per evitare la formazione di condensa nei
pozzetti non utilizzati. Rimettere immediatamente la busta nel frigorifero.

E fondamentale una tecnica di lavaggio valida. Se il lavaggio viene
effettuato manualmente, & adeguato se viene eseguito dirigendo un
energico getto di tampone di lavaggio con una boccetta di lavaggio a bocca
larga sullintera micropiastra. Si raccomanda l'uso di una lavatrice
automatica per micropiastre.

Utilizzare una pipetta multicanale capace di riempire 8 o 12 pozzetti allo
stesso tempo. Questo strumento accelera il lavoro e fornisce tempi di
incubazione piu uniformi.

Per tutti i passaggi € importante controllare accuratamente i tempi. L'inizio di
tutti i periodi di incubazione corrisponde al completamento dell'aggiunta del
reagente.

L'aggiunta di tutti i campioni e dei reagenti deve avvenire alla stessa velocita
e con la stessa sequenza.
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Metodo del test

Passaggio 1
Passaggio 2

Passaggio 3

Passaggio 4

Passaggio 5

Passaggio 6

Passaggio 7
Passaggio 8

Passaggio 9

Passaggio 10
Passaggio 11
Passaggio 12

Passaggio 13

Lasciar equilibrare a temperatura ambiente tutti i reagenti e i campioni.

Etichettare la scheda del protocollo per indicare linserimento del
campione nei pozzetti. La buona pratica di laboratorio richiede di
analizzare i campioni in duplicato.

Per una determinazione qualitativa utilizzare unicamente il calibratore
D (flaconcino con tappo giallo).

oppure

Per una determinazione semiquantitativa utilizzare i calibratori da A
fino a E come illustrato nel seguente schema esemplificativo.

Qualitativa Semiquantitativa
A Bianco S5 Ecc. A Bianco S1 Ecc.
B Controllo - S6 B Controllo - S2
C Controllo + S7 C Controllo + S3
D Cal D S8 D CalA S4
E S1 S9 E CalB S5
F S2 S10 F CalC S6
G S3 S11 G Cal D S7
H S4 S12 H CalE S8

1 2 3 1 2 3

Preparare una diluizione 1:101 dei campioni del paziente miscelando 5 pl
dei sieri del paziente con 500 pl di diluente per siero.

Rimuovere i micropozzetti richiesti dalla busta e rimettere in frigorifero le
strisce non utilizzate nella busta sigillata. Posizionare perfettamente i
micropozzetti nel supporto aggiuntivo fornito.

Pipettare 100 pl di calibratori pronti all'uso, controllo positivo, controllo
negativo e campioni diluiti del paziente (1:101) nei micropozzetti
appropriati in base alla scheda del protocollo.

Nota: includere un pozzetto contente 100 pl del diluente per siero come
reagente bianco. Azzerare il lettore ELISA contro il reagente bianco.
Incubare per 30 minuti (+ 5 minuti) a temperatura ambiente.

Lavare 4 volte con il tampone di lavaggio. Per il lavaggio manuale,
riempire ogni micropozzetto con tampone di lavaggio ricostituito. Gettare
il fludo presente nei pozzetti capovolgendo questi ultimi e
picchiettandone il fondo oppure aspirando il liquido contenuto. Per
asciugare al termine dell'ultimo lavaggio, capovolgere le strisce e
picchiettare energicamente i pozzetti su salviette di carta assorbente. Per
le lavatrici automatiche, programmare la macchina in base alle istruzioni
del produttore.

Pipettare 100 pl di coniugato nei micropozzetti.
Incubare per 30 minuti (+ 5 minuti) a temperatura ambiente.
Lavare tutti i micropozzetti come al Passaggio 8.

Pipettare 100 pl di substrato enzimatico in ogni micropozzetto utilizzando
lo stesso ordine e gli stessi tempi adottati per il coniugato.

Incubare per 30 minuti (+ 5 minuti) a temperatura ambiente.
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Passaggio 14  Pipettare 100 pl di soluzione di arresto in ogni micropozzetto utilizzando
lo stesso ordine e gli stessi tempi adottati per I'aggiunta del substrato
enzimatico. Leggere valori di assorbanza entro 30 minuti dell'aggiunta
della soluzione di arresto.

Passaggio 15 Leggere l'assorbanza di ogni micropozzetto a 450 nm utilizzando un
lettore per micropiastre a lunghezza d'onda singola (450/630 nm se si
utilizza un lettore a lunghezza d'onda doppia), contro il reagente bianco
impostato ad assorbanza zero.

Controllo di qualita

Inserire in ogni dosaggio i calibratori, il controllo positivo, quello negativo e un reagente
bianco per verificare l'integrita e I'accuratezza del test. La lettura dell'assorbanza per il
reagente bianco deve essere <0,3. Il calibratore A deve avere una lettura dell'assorbanza
non inferiore a 1, altrimenti il test deve essere ripetuto. Il controllo negativo deve essere
<10 UE/ml. La densita ottica del calibratore D deve essere superiore a quella del controllo
negativo e inferiore all'assorbanza del controllo positivo. Il controllo positivo deve fornire
valori compresi nell'intervallo dichiarato sul flaconcino.

RISULTATI
Calcoli

Le concentrazioni dei campioni del paziente possono essere stabilite con uno dei due
metodi seguenti:

1. DETERMINAZIONE QUALITATIVA

Ass. campione test
———————————————————————————— X UE/mldel calibratore D = UE/ml del campione test
Ass. calibratore D

Si raccomanda di refertare i risultati qualitativi come "positivi" 0 "negativi". Risultati del
campione superiori o pari al calibratore D sono considerati positivi.

2. DETERMINAZIONE SEMIQUANTITATIVA

Tracciare su carta illimitata lineare-logaritmica l'assorbanza dal calibratore A fino al
calibratore E rispetto alle loro concentrazioni. Tracciare le concentrazioni in UE/ml
sull'asse X rispetto all'assorbanza sull'asse Y e disegnare una curva interpolante
punto per punto. Determinare le concentrazioni dei campioni del paziente dalla
curva in base ai valori di assorbanza corrispondenti. In alternativa, &
possibile utilizzare una curva a quattro parametri per tracciare la curva
standard.

Si raccomanda di refertare i risultati semiquantitativi come "positivi",
"negativi" o "indeterminati" con i valori delle unita in UE/ml. In presenza di
risultati indeterminati/borderline, ripetere il test e valutare unitamente ad altri
metodi di laboratorio per il rilevamento degli anticorpi anti-ENA.
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Interpretazione

| valori di interpretazione sono stati determinati testando donatori di sangue
normali e siero per controllo malattie. Il cut-off & stato stabilito utilizzando la
media dei soggetti normali pit 4,5 DS per SS-A (Ro) Ab ELISA e piu 3 DS per
SS-B (La) Ab ELISA. Al cut-off & stato assegnato un valore arbitrario di 20
UE/ml. Gli intervalli di dosaggio sono riportati di seguito.

Valore antic. anti- Valore antic. Interpretazione
SS-A (Ro) 52kD e 60kD anti-SS-B (La)
<20 UE/ml <20 UE/ml Negativo
20-25 UE/mi 20-25 UE/mi Indeterminato (borderline)
>25 UE/ml >25 UE/ml Positivo
Calibratore

Il kit include calibratori pronti alluso per fornire in ogni sessione una
determinazione semiquantitativa. L’intervallo di misurazione di questi dosaggi &
definito in UE/ml nel Limite di rilevamento (vedi di seguito) del Calibratore A (160
UE/ml) per i dosaggi semiquantitativi. Campioni del paziente contenenti livelli
anticorpali elevati possono fornire valori di assorbanza superiori a quello del
calibratore A. Per determinare valori semiquantitativi accurati, questi campioni
devono essere ulteriormente diluiti in modo da rientrare nell'intervallo della curva
del calibratore alla ripetizione del test. Per determinare i valori UE/ml, moltiplicare
le unita ottenute per il fattore di diluizione.

LIMITI DELLA PROCEDURA

Non eseguire il dosaggio su campioni che presentano emolisi macroscopica,
contaminazione microbica o lipemia. Questo metodo deve essere utilizzato solo
per testare campioni di siero umano. | risultati ottenuti servono solo come ausilio
nella diagnosi. Considerati da soli, questi risultati non devono essere interpretati
come diagnostici. Questo dosaggio non € stato convalidato nella popolazione
pediatrica.

VALORI PREVISTI

| risultati del test previsti in una popolazione normale sono solitamente negativi.
La tabella seguente riepiloga l'incidenza degli anticorpi contro gli antigeni SS-A
(Ro) e SS-B (La)in varie malattie sistemiche del tessuto connettivo.

Significato diagnostico degli anticorpi contro gli antigeni SS-A (Ro) e SS-B (La)

Anticorpo Associazione patologica (incidenza %)
SS-A (Ro) LES (30-50%)

Sindrome di Sj6 gren (60-95%)
SS-B (La) LES (10-15%)

Sindrome di Sj6 gren (15-60%)

Nota: la frequenza di ogni specificita anticorpale in una malattia rappresenta
una raccolta di dati dalla letteratura.>*®*’ L'incidenza varia a seconda della
popolazione di pazienti.
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Serie di campioni clinici sono stati analizzait su ImmuLisa™ SS-A (Ro) (52 kD e
60 kD) e SS-B (La) Antibody ELISA. | risultati che hanno dimostrato una
prevalenza nelle popolazioni per questo studio sono forniti di seguito.

SS-A (Ro) Ab SS-B (La) Ab
Condizione 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 104 81 77,9% 68 41 60,3%
Miosite 91 31 34,1% 48 0 0,0%
Sclerosi sistemica 154 30 19,5% 70 3 4,3%
Soggetti sani 142 4 2,8% 133 3 2,3%

LES = lupus eritematoso sistemico, APS=antiphospholipid syndrome

La sensibilita e specificita clinica per le popolazioni testate € riassunta di seguito:

Analisi Malattia Sensibilita Specificita
SS-A (Ro) Ab  LES 39,4% 91,5%
SS-A (Ro) Ab  Sjogren 77,9% 91,5%
SS-B (La) Ab  LES 14,6% 97,7%
SS-B (La) Ab  Sjogren 60,3% 97,7%

CARATTERISTICHE PRESTAZIONALI

L'utilita dei dosaggi ImmuLisa™ SS-A (Ro) (52 kD e 60 kD) e SS-B (La)
Antibody ELISA é stata valutata analizzando campioni di soggetti con
SLE, Sjo gren, sclerosi sistemica, miosite e una varieta di popolazioni con
controllo di malattia autoimmune o infettiva. Questi campioni sono anche stati
testati su kit di test commercialmente disponibili. 1l confronto dei metodi ha
incluso solo i campioni nell'intervallo lineare del dosaggio. Questi risultati sono
riepilogati nella seguente tabella.

A. Confronto dei metodi: ImmuLisa™ SS-A (Ro) 52kD e 60kD vs. altro kit per il
rilevamento degli anticorpi anti-SS-A (Ro) 52kD e 60kD.

Altro ELISA antic. anti-SS-A (Ro)

Positivo  Negativo Totale
IMMCO Positivo 138 24 162
SS-A (Ro) Negativo 9 452 461
ELISA antic. anti-  Totale 147 476 623

Concordanza percentuale positiva: ~ 93,9% (IC al 95%: da 88,4% a 97,0%))
Concordanza percentuale negativa: 95,0% (IC al 95%: da 92,5% a 96,7%
Concordanza relativa: 94,7% (IC al 95%: da 92,6% a 96,3%)

B. Confronto dei metodi: ImmuLisa™ SS-B (La) Antibody ELISA vs. altro kit per
il rilevamento degli anticorpi anti-SS-B (La).

Altro ELISA antic. anti-SS-B (La)
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Positivo  Negativo Totale
IMMCO Positivo 62 8 70
anti-SS-B (La) Negativo 5 498 503
ELISA antic. Totale 67 506 573

Concordanza percentuale positiva:  92,5% (IC al 95%: da 82,7% a 97,2%)
Concordanza percentuale negativa: 98,4% (IC al 95%: da 96,8% a 99,3%)
Concordanza relativa: 97,7% (IC al 95%: da 96,1% a 98,7%)

B. Reattivita crociata: sono stati analizzati numerosi sieri di malattie
infettive e autoimmuni con reattivita crociata per anticorpi SS-A (Ro) (52
kD e 60 kD) e SS-B (La) usando i dosaggi ImmuLisa™. Gli studi hanno
dimostrato reattivita crociata minima per questi campini come indicato di

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

Condizione n n pos (%) n n pos (%)
1BD' 40 0 40 0
Miosite” 48 0
MCTD 17 0 10 0
Artrite reumatoide 33 1 33 1
Altri controlli AP® 127 0 123 0
Malattia infettiva® 110 3 110 3
Altri controlli della
malattia® 20 1 20 1
Totale 347 5 (1,4%) 384 5 (1,3%)

1. Colite ulcerosa (20), morbo di Crohn (20)

. Miosite: polimiosite (34), dermatomiosite (14)

3. Altri controlli di malattie autoimmuni: malattia celiaca (26 SS-A, 25 SS-B), dermatite erpetiforme (10),
Wegener (8), Churg-Strauss (10), Hashimoto (8), Graves (10), sindrome antifosfolipide (15 SS-A, 12 SS-B),
morbo di Crohn (20), colite ulcerosa (20)

4. Controlli per malattie infettive: sifilde (30), epatite (30), toxoplasmosi (10), citomegalovirus (10), erpes (20),
rubella (10)

5. Controlli di alter malattie: osteoartrite (10), trombocitopenia (10)

N

Precisione

La precisione €& stata testata con campioni positivi selezionati attraverso
l'intervallo del dosaggio. In 14 giorni sono state condotte sessioni di dosaggio di
6 replicati di ogni campione. La ripetibilita & stata determinata con 12 replicati di
ogni campione.
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Media Imprecisione Trale sessioni
(UE/ml) totale Trai giorni (Ripetibilita)
N. DS DS DS
Kit c (UE/mI) CV % (UE/mI) CV % (UE/ml) CV %
1 9,6 1,2 12,4% 1,2 12,3% 1,2 12,3%
2 17,2 1,5 8,9% 1,6 9,1% 1,2 7,0%
Dosaggi 3 20,3 1,2 6,1% 1,2 6,0% 1,4 6,6%
0 SS-A 4 23,2 1,8 7,7% 1,8 7,9% 1,6 6,8%
(Ro) 5 85,2 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%
Dosaggi 3 19,8 1,7 8,4% 1,7 8,6% 1,1 5,7%
0SS-B 4 25,2 1,9 7,6% 1,9 7,4% 1,7 6,9%
(La) 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%

Riproducibilita

La riproducibilita qualitativa intra-dosaggio € stata testata con 90 replicati dei
campioni nell'intervallo negativo, ~20% sotto il cut-off, al ~cut-off, ~20% sopra il
cut-off e nell'intervallo positivo moderato del dosaggio. Per SS-A/Ro (52 kD e 60
kD) Ab | campioni con cutoff +/- 20% hanno dimostrato una concordanza qualitative del
97,8%, i campioni di cutoff hanno dimostrato risultati negativi del 51,1% e risultati
positivi del 48,9% e altri campioni hanno dimostrato una concordanza qualitativa del
100%. Per SS-B/La Ab i campioni di cutoff hanno dimostrato risultati positivi del 53,3%
e risultati positivi del 46,7% e altri campioni hanno dimostrato una concordanza
qualitativa del 100%.

La riproducibilita inter-dosaggio € stata testata con campioni positivi selezionati
tramite I'intervallo del dosaggio. Ogni campione € stato analizzato in 3 sessioni di
3 replicati in 3 giorni su 3 lotti ognuno stessi campioni. | risultati del dosaggio per
guesti campioni hanno prodotto una concordanza qualitativa del 100%.

Limite di rilevamento

I limite di rilevamento (LoD) € stato determinato in base a 60 replicati del bianco
e 10 replicati ciascuno dei 6 campioni a basso livello (NHS). Il Lod per gli
anticorpi anti-SS-A (Ro) era di 2 UE/ml. Il Lod per gli anticorpi anti-SS-B (La) era
di 1,6 UE/mI.

Linearita e recupero

La linearita e il recupero sono stati testati diluendo i campioni positivi attraverso
l'intervallo del dosaggio in soluzioni equidistanti e confrontando i risultati reali con
quelli previsti. L'intervallo lineare determinato del dosaggio € stato di 2 (LoD),
160 UE/ml per gli anticorpi anti-SS-A (Ro) e di 1,6 (LoD), 160 UE/ml per gli
anticorpi anti-SS-B (La). | risultati sono riepilogati di seguito:
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inanvele Pendenza Intercetta Y R2 % recupero
0, 0, 1
(UE/ml) (IC al 95%) (IC al 95%) (ottenuto/previsto)
Antic. anti-SS-
A (Ro)
0,96 (da 0,76
da2,6a35.8 0,892 1.03) (da-0,7a2,2) 0,9953 da 88 a 104
0,98 (da 2,91
da3,0a175,1 0,93 21,03) (da 2,76 a 3,06) 0,9919 da 86 a 108
0,99 (da -1,32
da 18,2 a 156,0 0,92 a1,07) (da-8,5a5,3) 0,9948 da94al10
0,98 (da 7,7
da 30,3 a248,5 0,812a1,14) (da-35,1a-19,7) 0,9724 da100a121
1,02 (da -0,59
da1,7a21,0 0,96 a1,09) (da-1,43 2 0,25) 0,9961 dag9galils
Antic, anti-SS-
B (La)
0,98 (da 0,26
da2,8a22,2 0,89 21,07) (da-1,0a1,6) 0,9914 da92a106
0,88 (da 2,61
dag,7a81,8 0,76 a1,01) (da-4,229,4) 0,981 dag84alle
0,90 (da 3,92
dag8,7a159,3 0,79 21,01) (da-6,6a14,5) 0,9894 dag94ai1i7
1,00 -5.80
da6,4a197,4 (da0,90a1,11) | (da-18,64a7,05) 0,9894 da100a119
1,07 -0,66
dail,1a13,7 (420,932 1,22) (da-1,920,58) 0,9815 dag92a122
Interferenza

L'interferenza e stata studiata mescolando sieri con livelli noti di anticorpi anti-
SS-A (Ro) 52kD e 60kD e anti-SS-B (La) con campioni di siero potenzialmente
interferenti e studiando la deviazione dai risultati previsti. Non € stata dimostrata
un'interferenza significativa per le seguenti sostanze ai livelli indicati: emoglobina
(2 g/1), bilirubina (342 pmol/l) e fattore reumatoide (100 UE/ml).
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‘immco

mmuLisa™ Anticorpos anti-ENA
ELISAS

Anticorpos anti-SS-A (Ro) ELISA Anticorpos anti-SS-B (La)
ELISA

Para utilizag&o diagné stica in vitro Somente uso de prescrigdo
Complexidade CLIA: Elevada

FOLHETO DO PRODUTO
REF| 5128  Anticorpos anti-SS-A (Ro) ELISA 96 Determinacs es
REF| 5129  Anticorpos anti-SS-B (La) ELISA 96 Determinacd es

AMBITO DE UTILIZACAO

Ensaio imunoenzimatico ImmuLisa Enhanced™ SS-A (Ro): Ensaio imunoenzimatico
(ELISA) para a detecdo qualitativa e semi quantitativa de anticorpos IgG SS-A (Ro)

(52 kD e 60 kD) em soro humano para ajuda no diagnéstico de Lupus Eritematoso
Sistémico (LES) e Sindrome de Sjé gren em conjunto com descobertas clinicas e

outros testes laboratoriais.

Ensaio imunoenzimatico ImmuLisa Enhanced™ SS-B (La): Ensaio imunoenzimatico
(ELISA) para a detegdo qualitativa e semi quantitativa de anticorpos IgG SS-B
(La) em soro humano para ajuda no diagnostico de Lupus Eritematoso Sistémico
(LES) e Sindrome de Sjé gren em conjunto com descobertas clinicas e outros
testes laboratoriais.

RESUMO E EXPLICAGAO

Os ENA sdo complexos de ribonucleoproteinas sollGveis (snurps). Os
autoanticorpos direcionados contra diversos ENA provaram ser valiosos no
diagndé stico e acompanhamento de diversas doencgas sistémicas do tecido
conjuntivo.”™ Os anticorpos anti-SS-A (Ro) e SS-B (La) ocorrem em cerca de
30-50% e 10-15% dos pacientes com LES e 60-95% e 40-90% dos pacientes
com o Sindroma de Sj0 gren, respetivamente. Os anticorpos anti-SS-B (La)
ocorrem frequentemente em associagdo com os anticorpos anti-SS-A (Ro).**#

Estes anticorpos podem ser detectados através de varios métodos. A
metodologia ELISA possui grandes vantagens em relacdo a metodologias
anteriores, como a imunodifusdo: os tempos de performance dos ensaios séo
reduzidos, a subjetividade individual nos resultados das leituras é eliminada, a
quantificacdo é alcangada sem a titragem do soro, existe o potencial de
mecanizac&o e os ELISA oferecem maior sensibilidade.?
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PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

O teste é realizado como um imunoensaio de base s6 lida Os micropogos
sdo revestidos de antigénios recombinantes de SS-A (Ro) 52kD e 60 kD ou
SS-B (La), seguido por um passo bloqueador para reduzir a ligagdo néo-
especifica durante a realizacdo do ensaio. Os controlos, os calibradores e
0 soro do paciente sdo incubados em pogos revestidos com antigénios,
permitindo que os anticorpos especificos presentes no soro se liguem ao
antigénio. Os anticorpos nado ligados e as outras proteinas do soro sao
eliminados através da lavagem dos micropogos. Os anticorpos ligados sao
detectados pela adicdo de uma enzima conhecida como conjugado IgG aos
micropogos. O conjugado ndo ligado é eliminado através de lavagem
Posteriormente, é adicionado aos po¢os um substrato de uma enzima
especifica (TMB) e a presenca de anticorpos € detetada através de
uma mudanca de cor produzida pela conversdo do substrato TMB para
um produto de reacdo colorido. A reacdo € interrompida e a intensidade da
mudanca de cor, que é proporcional a concentragdo de anticorpos, é
lida através de um espectrofotobmetro a 450 nm Os resultados sd0 expressos
em Unidades ELISA por mililitro (EU/ml) e comunicados como positivos
ou negativos.

REAGENTES
Armazenamento e Preparagao

Armazenar todos o0s reagentes a 2-8°C. N&o congelar. Os reagentes
sdo estaveis até a data de expiragdo, quando sdo armazenados e
manuseados conforme as orientacd es.

N&o utilizar reagentes se estes ndo apresentarem uma cor transparente ou
se houver presenca de um precipitado. Todos os reagentes devem ser
guardados a uma temperatura ambiente (20-25°C) antes da sua utilizac&o.

Reconstituir o tampdo de lavagem a 1 litro com agua destilada ou
desionizada. Quando armazenado a 2-8°C, o tamp&o de lavagem
reconstituido permanece estavel até a data de validade do kit.

As tiras de revestimento dos micropocos destinam-se a uma Unica utilizagdo
As tiras dos micropocos ndo utilizadas devem ser cuidadosamente
novamente selados na bolsa com dessecantes, a fim de prevenir a
condensacdo e ser armazenadas a 2-8°C.

Precaucd es

Todos os componentes humanos utilizados foram testados para HBsAg,
HCV, HIV-1 e 2 e HTLV-I e considerados negativos pelos testes exigidos pela
FDA No entanto, os derivados do sangue humano e as amostras de pacientes
devem ser consideradas potencialmente infeciosos. Devem ser cumpridas as
boas praticas laboratoriais de armazenamento, distribuicdo e eliminagdo destes
mater iais.?®

A Solucdo de Paragem € uma solucdo diluida de &cido sulfarico. O
acido sulfarico (H.SO4) é venenoso e corrosivo. Nao ingerir e evitar contacto
com a pele e os olhos. Evitar contacto com bases, metais ou outros

compostos que podem reagir com acidos.
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O Substrato Enzimatico TMB contém um irritante que pode ser nocivo em caso
de inalagéo, ingestdo ou absorcao através da pele. N&o ingerir e evitar contacto
com a pele e os olhos.

As instrucd es devem ser seguidas exatamente conforme constam
no presente folheto deste kit, a fim de assegurar resultados validos.
N&o trocar os componentes do kit com componentes provenientes de outras
fontes. Devem ser cumpridas as boas praticas laboratoriais, a fim de
minimizar a contaminagdo microbiana e cruzada dos reagentes
aquando do seu manuseamento N&o utilizar os componentes do kit
para além da data de validade impressa nas etiquetas.

Atencdo: A lei federal dos Estados Unidos limita a venda deste dispositivo por ou
mediante a prescri¢do de um médico licenciado.

Material fornecido

O kit contém reagentes suficientes para realizar 96 determinagd es.

ImmuLisa™ Anticorpos anti-SS-A (Ro) ELISA 5128
12x 8 Microplaca com  micropocos individuais

separados. Revestidos com antigénio recombinante
SS-A (Ro) 52kD e 60kD. Pronta a utilizar.

1x1.75ml  [CONTROL[+]SSA Controlo Positivo (tampa vermelha) pronto a
utilizar. Contém soro humano positivo para
anticorpos anti-SS-A (Ro) 52kD e 60kD. A faixa de
concentracdo esperada em EU/ml estd impressa na
etiqueta.

1x1.75ml CONTROL[] Controlo Negativo pronto a utilizar (tampa branca).
Contém soro humano.

5x1.75ml  [CALIBRATORJA[SSA| Conjunto de 5 Calibradores pronto a utilizar.
Calibrador A (tampa verde) 160 EU/mI, Calibrador B

[CALIBRATOR[BISSA| (tampa violeta) 80 EU/mI, Calibrador C (tampa azul)
[CALIBRATORIC[SSA| 40 EU/mI, Calibrador D (tampa amarela) 20 EU/ml e
Calibrador E (tampa laranja) 1 EU/ml. Derivado do

[CALIBRATOR[DISSA| soro humano contendo anticorpos anti-SS-A (Ro). As
[CALIBRATORIE[SSA|  concentracdes em EU/ml estio impressas na

etiqueta.

1x15ml 1gG-CONJ|HRP Conjugado HRP de cabra IgG anti humano. Pronta
a utilizar, C6 digo de cor rosa.

1 x 60 ml DIL Diluente de Soro. Pronta a utilizar, C6 digo de
COor roxo.

1x15ml SUBSTRATE|TMB Substrato enzimatico TMB. Pronto a utilizar,

Proteger da luz.

1x15ml STOP|H2S0O4 Solucéo de Paragem®. Pronta a utilizar,

2x BUF|WASH] Tampdao de lavagem de pd. Reconstituir para um
litro cada.

1x Folhas de Protocolo

ImmuLisa™ Anticorpos anti-SS-B (La) ELISA 5129

12x8 [MICROPLATE[SSB Microplaca com  micropogos individuais

separados. Revestidos com antigénio recombinante
La. Pronta a utilizar,
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1x1.75ml

1x1.75ml

5x1.75ml

1x15ml

1 x 60 ml

1x15ml

1x15ml
2x

1x

CONTROL

CONTROL[]

[CALIBRATORIA[SSB]
[CALIBRATOR|B[SSB]
[CALIBRATORIC[SSB]
[CALIBRATOR|D[SSE]
[CALIBRATORIE[SSB]

Componentes Opcionais

1 x 60 ml

BUF|WASH

Simbolos utilizados nas etiquetas

5
[

A
m
juy

SRR AR~

Nimero de lote

MNimero de catdlogo

Utilizacdo diagnostica in vitro
Utilizagéo por

Temperatura de armazenamento
Consulte as instructes de utilizacio
Nimero de testes

Fabricante

Data de fabricacdo

Controlo Positivo (tampa vermelha) pronto a
utilizar. Contém soro humano positivo para
anticorpos anti-SS-B (La). A faixa de concentragdo
esperada em EU/mI estd impressa na etiqueta.

Controlo Negativo pronto a utilizar (tampa branca).
Contém soro humano.

Conjunto de 5 Calibradores pronto a
utilizar. Calibrador A (tampa verde) 160 EU/mI,
Calibrador B (tampa violeta) 80 EU/mI, Calibrador
C (tampa azul) 40 EU/mI, Calibrador D (tampa
amarela) 20 EU/ml e Calibrador E (tampa laranja)
1 EU/ml. Derivado do soro humano contendo
anticorpos anti-SS-B (La). As concentracd es em
EU/ml estdo impressas na etiqueta.

Conjugado HRP de cabra IgG anti humano. Pronta
a utilizar, Codigo de cor rosa.

Diluente de Soro. Pronta a utilizar, C6 digo de
COr roxo.

Substrato enzimatico TMB. Pronta a utilizar,
Proteger da luz.

Solucéo de Paragem®*. Pronta a utilizar,

Tampéo de lavagem de pd. Reconstituir para um
litro cada.

Folhas de Protocolo

Tampdo de Lavagem Liquido concentrado.
Reconstituir para um litro.

*Perigo. Provoca queimaduras na pele e lesfes oculares graves. Provoca lesfes

oculares graves. Usar luvas de proteccdo/vestudrio de protecgio/proteccio
ocular/protecgdo facial SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS:

Fm(z.guar cuidadosamente com dgua durante virios minutos. Se usar lentes de

contacto, retire-as, se tal Ihe for possivel. Continue a enxaguar. Caso a imitagio

ocular persista: consulte um médico.

Material Exigido Mas Nao Fornecido

A gua desionizada ou destilada

Garrafa de plastico para conter o tampao de lavagem diluido
Pipetas com capacidade de libertagédo de 5 pl a 1000 pl
Pontas de pipeta descartaveis

Tubos de ensaio limpos de 12 x 75 mm e suporte para tubo de
ensaio
Temporizador

78



PT

¢ Toalhetes de papel absorventes

e Leitor de microplacas capaz de ler valores de absorvancia a 450 nm. Se
estiver disponivel um leitor de microplacas de duplo comprimento de onda,
o filtro de referéncia deve ser definido para 600-650 nm

e Lavador automatico de microplacas capaz de distribuir 200 pl

RECOLHA E MANUSEAMENTO DE AMOSTRAS

Neste procedimento sé deverdo ser utilizadas amostras de soro. As amostras
excessivamente hemolizadas, lipémicas ou contaminadas microbiologicamente,
podem interferir nos resultados do teste, ndo devendo ser utilizadas. Armazenar
as amostras a uma temperatura entre 2°a 8°C durante 0 maximo de uma
semana. Para um armazenamento de maior duracdo, as amostras de soro
deverdo ser congeladas. Evitar o repetido congelamento e derretimento das
amostras. Recomenda-se que as amostras congeladas sejam testadas no prazo
de um ano.

PROCEDIMENTO
Notas de Procedimento

¢ Ler cuidadosamente o folheto do produto antes de iniciar o ensaio.

¢ Todas as diluicd es das amostras dos pacientes devem ser
preparadas antes de iniciar o ensaio.

¢ Permitir que as amostras dos pacientes e 0s reagentes de teste se
equilibrem a uma temperatura ambiente antes de iniciar o procedimento de
teste Sugere-se que os reagentes sejam deixados em cima da bancada, no
exterior da caixa, durante 30 minutos antes da sua utilizacdo Voltar a
colocar todas as amostras e reagentes no frigorifico imediatamente ap6 s
a sua utilizagéo.

e+ Eliminar as tiras necessarias dos micropogos da embalagem, voltando
a fecha-la cuidadosamente, a fim de prevenir a condensaca o nos pogos
ndo utilizados. Voltar a colocar a embalagem de imediato no frigorifico.

¢ Uma boa técnica de lavagem é fundamental Se a lavagem for realizada
manualmente, consegue-se uma lavagem adequada direcionando o fluxo
energético do tampdo de lavagem por toda a microplaca, através de um
frasco de lavagem de ponta larga. Recomenda-se a utilizagdo de uma
lavadora automatica de microplacas.

e Utilizar uma pipeta multicanal capaz de libertar 8 ou 12 pogos em
simultaneo. Este procedimento acelera o processo, fornecendo tempos de
incubag&@o mais uniformes.

« E importante o controlo cuidadoso do tempo para todos os passos. O inicio
de todos os periodos de incubacdo comega com a conclusédo da adi¢do do
reagente.

*« A adicdo de todas as amostras e reagentes deve ser realizada na mesma
proporcao e na mesma sequéncia.
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Método de Teste

1° Passo

2° Passo

3° Passo

4° Passo

5° Passo

6° Passo

7° Passo

Permitir que todos os reagentes e amostras se equilibrem a uma
temperatura ambiente

Etiquetar folha de protocolo indicando a colocacéo da amostra nos
pocos. A execucdo das amostras em duplicado constitui uma boa
pratica laboratorial.

Utilizar apenas o Calibrador D (ampola com tampa amarela) para
obter uma determinacgao qualitativa).

ou

Utilizar os Calibradores A até E para uma determinagdo semi
guantitativa, conforme se descreve no esquema de amostras
seguinte.

Qualitativa Semi Quantitativa
A Branca S5 Etc. A Branca S1 Etc.
B -Controlo S6 B -Controlo S2
C + Controlo S7 C + 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

Preparar uma diluicdo 1:101 das amostras dos pacientes,
misturando 5 pl do soro do paciente com 500ul de Diluente de
Soro.

Remover os micropocos necessarios da embalagem, recolocando
as tiras ndo utilizadas na embalagem fechada, colocada no
frigorifico. Colocar os micropogos com firmeza no suporte extra
fornecido.

Pipetar 100 pl de Calibradores prontos a utilizar, controlos Positivo
e Negativo e amostras de pacientes diluidas (1:101)

nos micropogos apropriados, conforme a folha de protocolo.
Nota: Incluir um pogo que contenha 100 pl do Diluente de
Soro como um reagente branco. Ajustar o leitor de ELISA para
zero em relacdo ao reagente branco.

Incubar durante 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.
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8° Passo

9° Passo
10° Passo

11° Passo
12° Passo

13° Passo

14° Passo

15° Passo

Lavar 4x com tampéo de lavagem. Para lavagem manual, encha
cada micropogo com tampéo de lavagem reconstituido. Descartar
o liquido por inverséo retirando os contetdos de cada pogo ou
aspirando o liquido de cada poco. Para absorver o liquido da ultima
lavagem, inverter as tiras e limpar os pocos, vigorosamente, com
toalhas de papel absorvente. Para lavadores automaticos,
programar o lavador conforme as instrucd es do fabricante.

Pipetar 100 pl de Conjugado nos micropogos.

Incubar durante 30 minutos (x 5 min) a uma temperatura
ambiente.

Lavar todos os micropogos conforme descrito no 8° Passo.

Pipetar 100 pl de Substrato Enziméatico em cada micropogo, na
mesma ordem e tempo utilizados para o Conjugado.

Incubar durante 30 minutos (x 5 min) a uma temperatura
ambiente.

Pipetar 100 pl de Solucdo de Paragem em cada micropogo,
utilizando a mesma ordem e tempo utilizados na adicdo do
Substrato Enzimatico. Ler os valores de absorvancia, no espaco de
30 minutos, da adicdo da solucédo de paragem.

Ler a absorvancia de cada micropo¢o a 450 nm, utilizando um
Unico, ou, a 450/630nm, utilizando um leitor de microplacas de
duplo comprimento de onda contra o reagente branco fixado em
absorvancia zero.

Controlo de Qualidade

Os Calibradores, os Controlos Positivos e Negativos e um reagente branco
devem ser executados em cada ensaio, a fim de verificar a integridade e a
precisdo do teste. A leitura de absorvancia do reagente branco deve ser <0.3. O
Calibrador A deve possuir uma leitura de absorvancia ndo inferior a 1.0, caso
contrario, o teste deve ser repetido. O controlo negativo deve ser <10 EU/ml. A
densidade otica do Calibrador D deve ser superior a do controlo negativo e
inferior a absorvancia do controlo positivo. O controlo positivo deve apresentar
valores na faixa indicada na ampola.

81



PT
RESULTADOS

Célculos

As concentracd es das amostras do paciente podem ser determinadas
por qualquer um dos seguintes métodos:

1. DETERMINACAO QUALITATIVA

Abs. da Amostra de Teste
---------------------------- X EU/mldo CalibradorD = EU/ml Amostra de Teste
Abs. do Calibrador D

Recomenda-se que os resultados qualitativos sejam comunicados como
“positivos” ou “negativos.” Amostras com resultados superiores ou iguais ao

Calibrador D sdo consideradas positivas.
2. DETERMINACAO SEMI QUANTITATIVA

Tracar a absorvancia do Calibrador A até E, consoante as respetivas

concentracd es em papel grafico de registo linear. Tragar as

concentracdes em eU/ml no eixo X, consoante a absorvancia no eixo Y, e

desenhar uma curva que ligue os pontos. Determinar as concentracd es
das amostras do paciente a partir da curva, de acordo com o0s

valores de absorvancia correspondentes. Em alternativa, pode ser
utilizada uma curva de quatro parametros para tragar uma curva padrao.

Recomenda-se que os resultados semi-quantitativos sejam comunicados
como “positivos,” “negativos,” ou “indeterminados” com valores unitarios
EU/mI. Os resultados indeterminados/linha diviséria devem ser novamente
testados e avaliados a par de outros métodos laboratoriais para a detegéo

de anticorpos anti-ENA.

Interpretagéo

Os valores de interpretacdo foram determinados testando dadores de
sangue normal e soro de controlo de doencas. A média dos individuos
normais mais 4,5 SD foi estabelecida como o corte do ensaio para a Ab S-A

(Ro) ELISA e 3 SD para a Ab SS-B (La) ELISA. Foi atribuido um corte com
um valor arbitrario de 20EU/ml. Os intervalos do ensaio negativo,

indeterminado e positivo séo apresentados a seguir.
Valor Ab SS-A (Ro)

52kD e 60 kD Valor Ab SS-B (La) Interpretacéo

<20 EU/mI <20 EU/mI Negativo

20-25 EU/mi 20-25 EU/mI Indeterminado (Linha Diviséria)
>25 EU/ml >25 EU/ml Positivo

Calibrador

Sao incluidos Calibradores Prontos a Utilizar para fornecer a semi-
quantificacdo, devendo ser utilizados em cada ensaio. O intervalo de
medi¢do destes ensaios € proveniente das UE/ml definidas no Limite de
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Detecdo (ver abaixo) para o Calibrador A (160 UE/mI) para ensaios semi
guantitativos. As amostras de pacientes que contenham elevados niveis de
anticorpos podem apresentar valores de absorvancia superiores aos do
Calibrador A. Para determinar valores semi-quantitativos rigorosos, essas
amostras devem ser ainda diluidas de modo a recairem na série da curva
do calibrador quando forem novamente testadas. Para determinar valores
EU/ml, multiplicar as unidades obtidas pelo fator de diluicao.

LIMITACO ES DO PROCEDIMENTO

O ensaio ndo deve ser realizado em amostras excessivamente
hemolizadas, contaminadas microbiologicamente ou lipémicas. Este
método s6 deve ser utilizado para testar amostras de soro humano. Os
resultados obtidos servem exclusivamente como ajuda ao diagné stico.
Caso sejam considerados isoladamente, estes resultados ndo devem
ser interpretados como um diagndstico. Este ensaio ndo foi validado
numa populagéo pediatrica.

VALORES ESPERADOS

Normalmente, espera-se que o0s resultados do teste numa populagcdo
normal sejam negativos. A incidéncia dos anticorpos contra 0s antigénios anti-
SS-A (Ro) e SS-B (La)em diversas doencas sistémicas do tecido conjuntivo é
resumida na tabela seguinte:

A importancia do diagndstico de Anticorpos contra os antigénios anti-SS-A
(Ro) e SS-B (La).
Anticorpos Associagdo de Doencas (% de Incidéncia)

SS-A (Ro) LES (30-50%)
Sindroma de Sj6 gren (60-95%)
SS-B (La)
SLE (10-15%)
Sindroma de Sj6 gren (15-60%)

Nota: A frequéncia de cada especificidade de anticorpos numa
doenca representa compilagd es retiradas da literatura. > A
incidéncia varia dependendo da populagdo de pacientes.
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Foram testados conjuntos de amostras clinicas com o0s ensaios
imunoenzimaticos ImmuLisa™ SS-A (Ro) (52 kD e 60 kD) e SS-B (La).
Seguidamente sdo apresentados o0s resultados que demonstram a

prevaléncia nas populacd es para este estudo.

SS-A (Ro) Ab SS-B (La) Ab
n n
Doenca n pos % pos n pos % pos
LES 160 69  41,3% 137 19 13,9%
LES com APS 15 3 20,0% 14 3 21,4%
Sjogren 104 81 77,9% 68 41 60,3%
Miosite 91 31 34,1% 48 0 0,0%
Esclerose sistémica 154 30  19,5% 70 3 4,3%
Individuos 142 4 2,8% 133 3 2,3%

saudaveis
LES = lUpus eritematoso sistémico, SAF=sindrome antifosfolipide

Seguidamente sé@o resumidas a sensibilidade e a especificidade clinicas para
as populagd es testadas:

Analito Doenca Sensibilidade
Especificidade

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 DESEMPENHO

A utilidade da ImmuLisa™ Anticorpos anti SS-A (Ro) (52kD e 60kD) e SS-B
(La) ELISAs foi avaliada ao testar amostras de individuos com LES,
Sindrome de Sjo gren, esclerose sistémica, miosite e uma série de populacd
es de controlo de doencas autoimunes e infeciosas. Estas amostras foram
igualmente testadas em kits de teste comercialmente disponiveis. Soé
foram incluidas no método comparativo as amostras no intervalo linear
do ensaio. Estes resultados sdo seguidamente resumidos.

A. Meétodo Comparativo: ImmuLisa™ Anticorpos anti-SS-A (Ro) 52kD e 60kD
ELISA vs. outro kit de anticorpos anti-SS-A (Ro) 52kD e 60kD:

Outro Anticorpos anti-SS-A (Ro) ELISA

Positivo Negativo Total
IMMCO Positivo 138 24 162
SS-A (Ro) Negativo 9 452 461
Ab ELISA Total 147 476 623
Acordo percentual positivo: 93.9% (95% CI 88.4% a 97.0%)
Acordo percentual negativo: 95.0% (95% CI 92.5% a 96.7%)
Concordancia Relativa: 94.7% (95% Cl 92.6% a 96.3%)
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B. Método Comparativo: ImmuLisa™ Anticorpos anti-SS-B (La) ELISA vs.
outro kit de Anticorpos anti-SS-B (La):

Outros Anticorpos SS-B (La) ELISA

Positivo Negativo Total
IMMCO Positivo 62 8 70
SS-B (La) Negativo 5 498 503
Ab ELISA Total 67 506 573
Acordo percentual positivo: 92.5% (95% CI 82.7% a 97.2%)
Acordo percentual negativo: 98.4% (95% CI 96.8% a 99.3%)
Concordancia Relativa: 97.7% (95% CI 96.1% a 98.7%)

C. Reatividade Cruzada: Foram testados numerosos soros de doencas
autoimunes e infeciosas com potencial de reatividade cruzada para anticorpos
SS-A (Ro) (52 kD e 60 kD) e SS-B (La) através dos ensaios ImmulLisa™.
Estudos demonstraram reatividade cruzada minima para estas amostras,
conforme abaixo indicado.

SS-A (Ro) Ab SS-B (La) Ab
Doenca n n pos (%) n n pos (%)
DIl (Doengas Inflamatérias Intestinais)* 40 0 40 0
Miosite? 48 0
DMTC 17 0 10 0
Artrite reumatoide 33 1 33 1
Outros controlos Al® 127 0 123 0
Doenca infeciosa® 110 3 110 3
Outros controlos de doen(;as5 20 1 20 1
Total 347  5(1.4%) | 384 5 (1.3%)

1. Colite ulcerativa (20), Doenga de Crohn (20)

2. Miosite: polimiosite (34), dermatomiosite (14)

3. Outros controlos de doengas autoimunes: doenca celiaca (26 SS -A, 25 SS-
B), dermatite herpetiforme (10), Wegener (8), Churg-Strauss (10), Hashimoto
(8), Graves (10), sindrome antifosfolipidico (15 SS -A, 12 SS-B), doenga de
Crohn (20), colite ulcerativa (20)

4. Controlos de doencas infeciosas: sifilis (30), hepatite (30), toxoplasmose
(10), citomegalovirus (10), herpes (20), rubéola (10)

5. Outros controlos de doencas: osteoartrite (10), trombocitopenia (10)
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A preciséo foi testada com amostras positivas selecionadas ao longo de todo o
intervalo de ensaio. Foram conduzidos ensaios a 6 réplicas de cada amostra em
14 dias. A repetibilidade foi determinada com 12 réplicas de cada amostra.

Média Na Experiéncia
(EU/mI) Impreciséo Total Entre dias (Repetibilidade)

S ) ) )
Kit # (EUml) CVv% | (EUml) CV% | (EUml) CV%
1 96 12 12,4% 12 12,3% 12 12,3%
2 17,2 15 8,9% 16 9,1% 12 7,0%
Ensaio | 3 20,3 12 6,1% 12 6,0% 14 6,6%
SS-A 4 | 232 18 7.7% 18 7,9% 16 6,8%
(Ro) 5 85,2 6,0 7,0% 6,0 7,1% 55 6,3%
6 | 1164 7.1 6,1% 72 6,2% 5.4 4,5%
7 | 1372 13,2 9,6% 13,4 9,9% 8,2 5,7%
1 11,9 1,0 8,1% 0,9 7,9% 08 7,1%
2 15,2 12 8,0% 12 8,0% 11 7.7%
Ensao | 3 198 17 8,4% 17 8,6% 11 5,7%
SS-B 4 | 252 19 7,6% 19 7,4% 17 6,9%
(La) 5 | 514 4,7 9,1% 48 9,4% 36 6,9%
6 80,4 77 9,5% 7,9 9,9% 58 7,0%
7 | 1521 10,1 6,7% 10,6 7,0% 6,7 4,4%

Reprodutibilidade

A reprodutibilidade qualitativa intra-ensaio foi testada com 90 repeticd es de
amostras na série negativa, ~20% abaixo do corte, ~20% acima do corte e na
série positiva moderada dos ensaios. Para o SS-A/Ro (52 kD e 60 kD) Ab, o
corte +- 20% das amostras produziu 97,8% de acordo qualitativo, a amostra de corte
produziu resultados negativos de 51,1% e positivos de 48,9% e outras amostras
produziram 100% de acordo qualitativo. Para o SS-B/La Ab, a amostra de
corte produziu resultados negativos de 53,3% e positivos de 46,7% e outras
amostras produziram 100% de acordo qualitativo.

A reprodutibilidade entre lotes foi testada com amostras positivas selecionadas
ao longo de todo o intervalo do ensaio. Cada amostra foi testada em 3 ensaios
de 3 réplicas em 3 dias para cada um dos 3 lotes. Os resultados do ensaio para

estas amostras produziram 100% de acordo qualitativo.
Limite de Detecao

O limite de detecéo (LoD) para este ensaio foi determinado com base em 60
réplicas das amostras em branco e em 10 réplicas de cada uma das amostras
de baixo nivel (NHS). O LoD da Ab SS-B (La) foi de 1,6 EU/m.
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Linearidade e Recuperacéo

A linearidade e a recuperagdo foram testadas através da diluicdo de
amostras positivas ao longo de todo o intervalo do ensaio em diluicd es
equidistantes e comparando os valores atuais vs 0s valores esperados. A
série linear dos ensaios foi determinada como 2,0 (LoD) — 307 EU/ml para a
Ab SS-A (Ro) e 1,6 (LoD) — 160 EU/ml para a Ab SS-B (La). Estes
resultados sdo seguidamente resumidos.

Teste . = . = =
Série Inclinagéo Y-intercecéo R % de Recuperacgéo
0, 0, i
(EU/mI) (95% ClI) (95% ClI) (esperada/prevista)
Ab SS-A (Ro)
0,96 0,76
2,6a35.8 (0,89 a1.03) (-0,722,2) 0,9953 88 a 104
0,98 2,91
3,0a1751 (0,93 a1,03) (2,76 2 3,06) 0,9919 86 a 108
0,99 -1,32
18,2 a156,0 (0,92 a1,07) (-8,525,8) 0,9948 94 a110
0,98 -7,7
30,3 a248,5 (0,8121,14) (-351a-19,7) 0,9724 100a121
1,02 -0,59
1,7a21,0 (0,96 2 1,09) (-1,43 20,25) 0,9961 98a 115
Ab SS-B (La)
0,98 0,26
2,8a22,2 (0,89 21,07) (1,0a16) 0,9914 92a 106
0,88 2,61
8,7a81,8 (0,76as 1,01) (-4,229,4) 0,981 84a1lle6
0,90 3,92
8,7a159,3 (0,79 2 1,01) (-6,6214,5) 0,9894 94 a117
1,00 -5.80
6,4a197,4 (0,90 a1,11) (-18,64 27,05 0,9894 100a 119
1,07 -0,66
1,1a13,7 (0,93 21,22) (1,920,58) 0,9815 92a122

Interferéncia

A interferéncia foi estudada, misturando o soro com os niveis conhecidos de
anticorpos anti-SS-A (Ro) 52kD e 60kD e SS-B (La) com amostras de soro
potencialmente interferentes, e estudando o desvio dos resultados previstos.
N&o foi demonstrada interferéncia significativa para as seguintes substancias
nos niveis indicados: Hemoglobina (2 g/L), Bilirrubina (342 umol/L), e Fator
Reumatoide (100 EU/mI).
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