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DIAGNOSTICS

INTENDED USE

An enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for the detection and semi-quantitation of antibodies to Jo-1 in
human serum.

SUMMARY AND EXPLANATION

Polymyositis and dermatomyositis encompass a heterogeneous group of acquired muscle diseases called
idiopathic inflammatory myopathies. They are characterized by proximal and often symmetrical muscle weakness
that develop relatively slowly. Patients with idiopathic inflammatory myopathies may present with nonspecific
symptoms such as fatigue, arthralgia, and myalgia, which can mimic other disorders and result in significant delays
in a correct diagnosis and initiation of treatment. Autoantibodies are seen in 60-90% of patients with idiopathic
inflammatory myopathies and their detection is helpful in distinguishing these myopathies from other forms of
muscle disease.

Two major groups of autoantibodies can be detected in myositis: myositis specific antibodies, and antibodies that
are not specific but associated'.

Myositis specific antibodies are present in 25-40% of adult patients with idiopathic inflammatory myopathies.
Certain antibody concentrations, including those to t-RNP synthetases, correlate with disease activity and exhibit
cytoplasmic reaction on HEp-2 cells and various tissue substrates. Anti-histidyl-tRNA synthetase (Jo-1) antibodies
are the most common. Patients with myositis and positive for Jo-1 antibodies exhibit similar clinical features,
especially interstitial lung disease, pulmonary fibrosis, Raynaud’s phenomenon, fever and non-erosive symmetric
small joint arthritis.

Myositis associated antibodies including U1-RNP, PM/Scl, Ku and SS-A(Ro) antibodies occur not only in myositis
but in other connective tissue disorders as well. These autoantibodies can be detected by various methods, such
as gel-diffusion, Western Blot or ELISA.

PRINCIPLES OF PROCEDURES

The test is performed as a solid phase enzyme-labeled immunosorbent assay (ELISA). Microwells are coated
with purified Jo-1 antigen. Controls, calibrators and patient serum samples are incubated in the antigen coated
wells which allows specific anti-Jo-1 antibodies present in the serum to bind. Unbound antibody and other serum
proteins are removed by washing the microwells. Bound antibodies are detected by adding an enzyme labeled
anti-human IgG conjugate to the wells. Unbound conjugate is removed by washing. Specific enzyme substrate
(pPNPP) is then added to the wells and the presence of antibodies is detected by a color change produced by the
conversion of pNPP 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 405 nm. Results are expressed in ELISA Units per milliliter (EU/ml).
REAGENTS

Storage and Preparation

Store all reagents at 2-8°C. Do not freeze. 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. When stored at 2-8°C, the reconstituted
wash buffer is stable until the kit expiration date. Reconstitute the wash buffer to 1 liter with distilled or deionized
water. Coated microwell are for one time use only.
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Precautions

For in vitro Diagnostic Use. 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. Follow good laboratory practices in storing, dispensing and disposing
of these materials™.

WARNING - Sodium azide (NaN,) may react with lead and copper plumbing to form highly explosive metal azides.
Upon disposal of liquids, flush with large volumes of water to prevent azide buildup. Sodium azide may be toxic if
ingested. If ingested, report incident immediately to laboratory director or poison control center.

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 other than the same catalog number from Immco Diagnostics Inc.
Follow good laboratory practises to minimize microbial and cross contamination of reagents when handling.

Do not use beyond expiration date on the label.

Materials provided
ImmuLisa™ Anti-rJo-1Antibody ELISA 1151

Kits contain sufficient reagents to perform 96 determinations each.

12x 8 | MICROPLATE | rJo-1 | Microplate with individual breakaway microwells coated with Jo-1
antigen

1x1.5ml |CALIBRATOR|A| Jo-1 |* Ready to use Calibrator A (green cap). Human serum containing
Jo-1 antibodies.

1x1.5ml |CALIBRATOR| B| Jo-1 |* Ready to use Calibrator B (violet cap). Human serum containing
Jo-1 antibodies.

1x1.5ml |CALIBRATOR | C| Jo-1 |* Ready to use Calibrator C (blue cap). Human serum containing
Jo-1 antibodies.

1x1.5ml | CALIBRATOR | D | Jo-1 |* Ready to use Calibrator D (yellow cap). Human serum containing
Jo-1 antibodies.

1x1.5ml |[CONTROL |+ Jo-1 |* Ready to use Positive Control (red cap). Contains human serum
positive for Jo-1 antibodies.

1x1.5ml | CONTROL * Ready to use Negative Control (whitecap). Contains human

serum.
1x12 ml mG-CONJ |ALKPHOS |* Ready to use anti-human Alk. Phos. Conjugate. Color coded
pink.
1 x 60 ml * Ready to use Serum Diluent. Color coded blue.
1x12ml | SUBSTRATE |* Ready to use Enzyme Substrate. Contains pNPP. Protect from
light.

1x12 ml STOP Ready to use Stop Solution.
2 x Powder Wash Buffer. Reconstitute toone liter each.

* Contains <0.1% NaN3
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Symbols used on labels:

Lot number

AR B>~ [f

Catalog number

Use by

Storage temperature
Read instructions for use
In vitro diagnostic use
Manufacturer

Number of Tests

Materials Required But Not Provided

Deionized or distilled water

Squeeze bottle to hold diluted wash buffer or automatic microplate washer capable of dispensing 200yl
Pipettes capable of delivering 5 pl to 1000 pl

Disposable pipette tips

Clean test tubes 12 x 75 mm and test tube rack

Timer

Absorbent paper towels

Microplate reader capable of reading absorbance values at 405 nm. If dual wavelength microplate reader is
available, the reference filter should be set at 600-650 nm.

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.

PROCEDURE

Procedural Notes

Before starting with the assay read carefully the product insert.

Let serum specimens and test reagents equilibrate at room temperature before starting with the test procedure.
Return all unused specimens and reagents to refrigerator immediately after use.

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

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 wells simultaneously. This speeds the process and provides
for a more uniform incubation time.

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.

Remove required microwell strips from the pouch and carefully reseal the pouch to prevent condensation in
the unused wells. Return pouch immediately to refrigerator.
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Test Method
Step 1

Let all reagents equilibrate at room temperature.

Step 2

Step 3

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

For a qualitative determination use only the Ready to Use Low Calibrator D (vial with yellow cap).
or For a semi-quantitative determination use the Ready to Use Calibrators A through D as depicted
in the sample layout below.

SEMI-QUANTITATIVE DETERMINATION

QUALITATIVE DETERMINATION
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Prepare a 1:101 dilution of patient specimen by pipetting 5ul of serum into 0.5 ml of Serum Diluent.
Mix well.

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 pl of Ready to Use Calibrator, Positive and Negative controls and patient samples to the
appropriate microwells as per sample layout below.

Note: Include one well which contains 100 ul of the Serum Diluent as a reagent blank. Zero the ELISA
reader against the reagent blank. The absorbance of the reagent blank should not be more than 0.3
when read against air.

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

Wash 4x with the 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. 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 7.

Pipette 100 pl of Enzyme Substrate to each well 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 within 1 hour of adding Stop Solution.

Read absorbance of each microwell at 405 nm using a single or 405/630nm dual wavelength
microplate reader against the reagent blank set at zero absorbance.

Quality Control

Calibrator, 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
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have an absorbance reading of not less than 1.0, otherwise the test must be repeated. The negative control must
be <20 EU/ml. If the test is run in duplicate the mean of the two readings should be taken for determining EU/ml.
While performing Qualitative determinations, the absorbance of the Calibrator D must be greater than that of the
negative control and lesser than the absorbance of the positive control. For semi-quantitative determinations the
positive control must give values in the range stated on the vial.

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/mlI of Calibrator = EU/ml Test Sample
Abs. of Calibrator

2. SEMI-QUANTITATIVE DETERMINATION

Plot absorbance of Calibrator A through D against their respective concentration on a linear-linear graph paper.
Plot the concentration of EU/ml on the X-axis against the absorbance of the Y-axis and draw the best fit curve.
Determine the concentrations of the patient samples from the curve against its corresponding absorbance value.
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Calibrator

The Ready to Use Calibrators are included to provide semi-quantitation and must be included with each run. Patient
samples containing higher antibody levels may give absorbance values greater than that of the Calibrator A. For
determining accurate semi-quantitative values such serum samples should be further diluted so they fall within the
range of the calibrator curve when retested. For determining EU/mI, multiply the units obtained by the dilution factor.

Interpretation

The following serves only as a guide in the interpretation of the laboratory results. Each laboratory must determine
its own normal values. These may vary with the population examined.

anti-Jo-1 conc. Interpretation

<20 EU/mI Negative
20-25 EU/mlI Indeterminate (Borderline)
>25 EU/ml Positive

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

Results obtained with the ImmuLisa™ anti-Jo-1 assay serve only as an aid in the overall diagnosis and should not
be interpreted as diagnostic in themselves.
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NMPOOPIZOMENH XPHZH

Mia péBodog evCupikoUu avoooTrpoopo@nTikoU TTpoadiopiopol (ELISA) yia Tnv avixveuon Kal Tov nUI-TTOCOTIKO
TTPOCBIOPICHO TWV AVTICWHATWY KaTd TNG Jo-1 o€ opd avBpwTTou.

MEPIAHWH KAI ENMEZHIHZH

H moAuuuoaoitida kal n dgpuaropuoaitida GUUTTEPIAANBAVOVTAI OE MIa ETEPOYEVA OPAdA ETTIKTNTWY HUIKWY
Tadrioewv TToU ovouddovTal 1d10Tabeic pAsyuovwdeis puomdBeieg. XapakTnpiovtal ammd KEVTPIKA KAl ouxva
OUMMETPIKN MUIKA aduvapia, n oTroia avamTuooeTal oxeTika apyd. O aoBeveig e 1diomabeic pAsyuovwdeis
LUOTTGOEIEC EVOEXETAI VA EPPAVIOOUV HN EIBIKA CUPTITWHATA, OTTWG KOTTwAN, apBpaAyia kal yuaAyia, Ta oTroia
MTTOPEl va TTPOCOPOIACOUV CUUTITWHATA GAAWV dIaTapaxwy Kal va TTPOKAAECOUV ONUAVTIKEG KABUOTEPHOEIG
oTn owoTnh didyvwaon kai TNV évapén tng Bepatreiag. AutoavTiowpaTa atraviolv o1o 60-90% Twv acBevwyv pe
10101TaB€ic PAsyuovwodeIS puoTTabeisg Kal N avixveuon Toug BonBd 1o diaxwpeIoPO aUTWY TwV PuoTTabeiwy atmd
GAAEG HOPPEG HUIKWYV TTABACEWV.

21N puoaimida ptropoulv va avixveuBouv dUo KUPIEG OUGDEG AQUTOAVTICWHATWY: €IBIKA YIa TN HUOCITIOO avTICWHATA
Kal avTIowaTa TTou Oev ival €101KA aAAG axeTICOuEvVa ™S,

Eidikd otn puogitida avricwuata Bpiokovral 01o 25-40% Twv evnAiKwv aoBevwyv pe 1010mabeic pAsyuovwders
uuorraBeieg. OPICPEVEG CUYKEVTPWOEIG AVTIOWHATWY, 6TTwG auTég Twv t-RNP cuvBetacwy, ouoxeTilovTal he Tn
dpaoTnPIOTNTA TNG VOOOU KAl EPPAVI(OuV KUTTOPOTTAaOMATIKA avTidpaon o€ kUTTapa HEp-2 kal o€ uttooTpwparta
dla@épwv I0TWYV. Ta avTiowpata katd 1Ng cuvBetdong 10TIdIKoU tRNA (Jo-1) gival Ta o koivd. O1 aoBeveig Tou
TIAOXOUV aTT0 HUOOITIOO KAl Eival BETIKOI OTA AVTIOWUOTA KOTA TNG Jo-1 ppavifouv TTapOuoIa KAIVIKA XapaKTNPIOTIKG,
KUpiwg dIAPETN TTVEUUOVOTTABEI, TIVEUUOVIKN ivwon, @aivouevo Raynaud, TTupeTo Kai un S1aBpwTiKA, CUPHETPIKN
apBpiTIda PIKPWY apBpwoewv.

ZxeTI{OPEVA PE MUOCITIOA AVTIOWUOTA, OTTWG Ta avTicwpaTa KaTd Twv U1-RNP, PM/Scl, Ku kai SS-A(Ro) dev
epavifovtal povo otn PuocoiTida, aAAd Kal oe GAAEG dlaTapaxEég Tou CUVOETIKOU 1I0TOU. AUTA Ta QUTOQVTICWHATA
MTTOPOUV Va avixveubouv pe didpopeg peBddouUG, 6TTWG N didxuon o€ TTAKTWHA, N avocoatrotuttwon Western r n
péBodog ELISA.

APXEZ TQN AIAAIKAZIQN

H avdAuon digvepyeital wg evquuikr avoootrpoopo@nTikh avdAucn (ELISA) otepedg @aong. O pIKpoKUWeAideg
EMKAAUTITOVTAI PE KeEKaBappévo avTiyovo Jo-1. Ta dioAUpaTa eAéyxou, ol BabBuovounTtég kal Ta deiyyaTa opou
aoBevwyv eTTwWAOVTAl OTIG ETTIKAAUPMPEVES PE TO AVTIYOVO KUWEAIDEG, eMITPETIOVTAG £TOI TN O€OPEUAN OAWV TWV
€IOIKWV QVTICWHATWY avTi-Jo-1 Tou opou. Ta avTICWHATA TToU dev deOPEUTNKAY, KABWG KAl GAAEG TTPWTEivEG
TOU 0pOU, aTTOPAKPUVOVTAI PE EKTTAUCT) TWV PIKPOKUWEAIdWY. Ta avTiIowpaTta TTou SECPEUTNKAY AVIXVEUOVTAI UE
TNV TTPOCORKN OTIG KUWeAIdeG onuacpévou e €vQuPo OUCEUKTIKOU avTIOWHATOG KATd TnG avBpwTrvng 1gG. To
Mn OeOPEUPEVO OUCEUKTIKO AVTIOCWHO OTTOUOKPUVETOI PE EKTTAUGH. 2T OUVEXEID, TTIPOCTIOETAI OTIG KUWEAIDES TO
€101KO UTTOOTPpWHA Tou evlupou (pPNPP) kai avixveleTal n TTopousia avTICWPATWY PE TNV aAAayR XpWHaATOG TTOU
TTPOKUTITEI AOYW TNG PETATPOTING Tou uTTooTpwpaTog pNPP o€ éva €yxpwpuo TTpoidv avtidpaong.

H avtidpaon Tepuartifetal kai n évracn TG aAAayrng Tou XPWHPATOG, N OTroia gival avaAoyn TNG CUYKEVTPWONG TOU
QVTICWHATOG, AVIXVEUETAI OTTO €VA QACUOTOPWTOPETPO, O€ UNKOG KUpaTog 405 nm. Ta ammoteAéopaTa ekppdlovTal
o€ povadeg ELISA avad xiAlooTtoAiTpo (EU/mI).



EL

ANTIAPAZTHPIA

®UAagn Kal TTpoETOINATIa

OAa 1o avmidpaoTrpia TTPETTEI va UAGooovTal o€ Beppokpacia 2-8°C. Mnv Ta katayuxeTe. Mn xpnoIPoTIOIEiTE
Ta avTidpacTApla €dv Oev gival dlauyn i €dv tepiéxouv iCnua. OAa Ta avTidpacTrpia TTPETTEI VO GTACOUV O€
Bepuokpaacia dwyaTiou (20-25°C) mpiv atd Tn xpron. Otav puAdooeTal o€ Beppokpaaia 2-8°C, 10 avacuoTabEv
PUBUIOTIKO dIdAUpa EKTTAUCNG TTapApEVEl avaAAOIWTO PEXPI TNV NuEpounvia ARéng Tou KIT. H avacuoTtaon Tou
PUBUIOTIKOU SIOAUPATOG TTPETTEN VA YIVETAI JE ATTECTAYMEVO A ATTIOVIOUEVO VEPD, 0€ OYKO 1 AiTpou. OI ETTIKAAUMMEVES
MIKpOKUWEAiIDEG TTpoopilovTal yia Jia uOvo xprion.

Mpo@uAdéeig

Ma in vitro diayvwaoTikA xprion. OAa Ta cuUOTOTIKA avBpwTTIVRG TTPOEAEUCNG TTOU XPNOIMOTTOIOUVTAI £X0UV eAeyXOEi
yla Tnv Tmapouacia Tou avtiyévou HBsAg, Twv 1wv HCV, HIV-1 kai 2, kaBwg kai Tou 100 HTLV-I kai éxouv Bpebei
apvnTikg, cUpewva Pe TIG €geTdaelg TTou atraitei 0 Opyavioudg Tpogipwyv kal Papudkwyv Twv H.M.A. (FDA).
Qot600, Ta TTAPAywya avepwITivou aipatog kal Ta dsiypata aoBevwy Ba pétrel va BewpolvTtal wg duvnTIKA
Aoipgoyova. AkoAouBnoTe TIG 0pBEG EpYaOTNPIAKES TTPAKTIKEG KATA TN QUAAEN, TNV £yXuon Kal TNV atmoppiyn Twv
UAIKWV auTwv™.

MPOEIAOMNOIHZH - To agidio Tou vatpiou (NaN,) evdéxetal va avnidpdoel ye owhnvwoelg amd poAuBdo A
XOAKO Kal va oXnUATIoEl IOXUPWG EKPNKTIKA adidia heTdAAwv. Katd Tnv atmréppiyn uypwy, EKTTAUVETE PE JEYAAEG
TTO0OTNTEG VEPOU, £€TOI WOTE va ammopeuxBei N cucocwpeuon adidiwv. To alidlio Tou vaTpiou evdExeTal va gival
TOgIKO O€ TTEPITITWAON KATATIOONG. Z€ TTEPITITWON KATATIOONG, OGVAPEPETE APUECWG TO TTEPIOTATIKO OTO dIEUBUVTH TOU
€pPyacTnpiou ) 01O KEVTPO EAEYXOU BNANTNPIACEWV.

MNa 1 diac@dAion £yKupwy aTToTEAECUATWY, aKoAoUuBraoTE TIG 0dnyieg akpIBWg OTTWG eugavifovral o autd TO
€vBeTO TOU KIT. MnV eVOAAAOGETE TO GUGTATIKA TOU KIT JE GUOTATIKA GAANG TTpoéAeucng TTou Oev €xouv Tov idlo
aplBud katahdyou Tng Immco Diagnostics Inc. AKoAouBAoTE TIG OPBEG £PYAOTNPIAKES TTPAKTIKES YIa v
eAaxioToTToInBei o Kivduvog pIKpoBIakng A diaoTaupoupevng HOAUVONG Twv avTIdPACTNEIWY KATd TO XEIPIOKO TOUG.
Na pnv xpnoigoTrolgital HETA TNV TTaPEAEUCN TNG NUEPOUNVIAg ANENG TTOU avaypd@EeTal OTNV ETIKETA.

YAIKA TTOU TrapEXOVTaI
MéBodog ELISA yia avriowpaTa katd Tng rdo-1 ImmuLisa™ 1151

KdBe KIT TTEPIEXEI ETTAPKI AVTIOPACTAPIA YIa TNV eKTEAEON 96 TTPOCOIOPICUWV.

12x 8 | MICROPLATE | rJo-1 | MAakidio EexwpioTwv QATTOCTTWHEVWV MIKPOKUWEAIDWV
ETMKAAUPPEVWY PE TO avTiyovo Jo-1.

1x1,5ml |CALIBRATOR|A| Jo-1 |* "EToigog Tpo¢ xprion BaBuovountig A (mpdovo maua). Opodg
avBpWITTOU TTOU TTEPIEXEI AVTICWHATA KOTA Tou Jo-1.

1x1,5ml |CALIBRATOR|B| Jo-1 |* ‘Etoigoc Tpo¢ Xprion BaBpovountig B (1wdec mwpa). Opdc
avOpWITTOU TTOU TTEPIEXEI AVTIOWHATA KOTA Tou Jo-1.

1x1,5ml |CALIBRATOR|C| Jo-1 |* ‘Etoigog 1rpog xprion BaBpovountig C (umAe mwua). Opoég
avOpPWTTOU TTOU TTEPIEXEI AVTIOWHATA KOTA Tou Jo-1.

1x1,5ml |CALIBRATOR|D| Jo-1 |* ‘Etoigog TTpog xprion Ba®uovountig D (kiTpivo mwya). Opdg
avOpWTTOU TTOU TTEPIEXEI AVTIOWHATA KATA Tou Jo-1.

1x1,5ml |CONTROL | +| Jo-1 |* ‘EToipgo 1Tpog xprAon SidAupa BeTIKOU €AEyXOU (KOKKIVO TTWUQ).
Mepi€xel opd avOpwTTOU BETIKO YIa AVTIOWHOTA KATA Tou Jo-1.
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1x1,5ml [CONTROL]-]*

1x12ml |1gG-CONJ | ALKPHOS |*

1x60ml [DIL]*
1x12ml [ SUBSTRATE |*

1x12 ml
2x

* IMepiexer < 0,1% NaN,

‘EToipo 1Tpog xprion SidAupa apvnTikoU eAéyXou (Asukd Twua).

Mepiéxel opd avBpwTTOU.

‘ETOINO TTPOG XPAON OUJEUKTIKO AVTICWHA KATA TG avOpWwITIVNG

avoooo@aIpivng ouleuypévo HE OAKOAIKR @wo@atdon.
Xpwpatog pod.

‘ETOIMO TTPOG XPHON apaIWTIKO SIGAUPA 0poU. XpWHOTOG WTTAE.

‘EToigo  TTpog  Xprion  &vQUUIKO uTTOoTpwia. [epiExel  p-

vVITPOQaIVUAIKT) @wo@atdon (pNPP). Na mpooTatetetal amd 10
Pwe.

‘EToIho TTpOG Xpron S1GAUpA TEPUATIOUOU.

ZKOvn pubuioTikoU OBiloAUpartog ékmAuong. H avaoucotaon
TIPETTEl VA yiveTal £wg OYKO evOG AiTpou yia To kKabéva.

ZUuBoAa TTou XPNOIMOTTOIOUVTAI OTIG ETIKETEG:

Ap1Bu6G TTapTidag

Ap1Budg kataAdyou
Huepounvia Afgng
O¢eppokpaoia atTodrikeuong
AlodoTe 11IG 0dnyieg xprong
In vitro dlayvwoTiKA Xprion

KaTaokeuaoTng

<l REEESE I

Ap1BubdG avaoAloewy

ATraitoUpeva UAIKG TTou Bev TTapEXOVTAI

e ATTIovVIOPEVO 1] ATTECTAYUEVO VEPD

e EUkopTITn TTAQCTIKN @IGAN yia TO apaiwpévo puBuIoTIkKG dIdAUpa EKTTAUCNG 1) QUTOPATN CUOKEUN £KTTAUCNG
TAaKISiwv pe duvardtnta xopriynong 200 ul

*  AvoAwolipa akpo@UOoIa TTITTETWVY

Miméteg pe duvaToTnNTa XopPriynong 5 pl éwg 1000 pl

*  KoBapoi dokipaoTikoi CwAfRveg diacTdoewy 12 x 75 mm kal @opEag SOKIYAOTIKWY CWARVWYV

*  XpovoueTpnTAS
*  ATTOppO®NTIKA XOapPTId

*  Yuokeun avdyvwong TTAaKISiwv Pe duvaToTnTa avAyvwong TINWY atroppd®nong o€ NAKOg KupaTog 405 nm.
Edv umrdpxel diaBéoiun ouokeur avdyvwong TTAakidiwv SITTAoU PAKOUG KUPATOG, TO @QIATPO avagopds Ba

TpéTTel va pubuioTei ota 600-650 nm.

ZYAAOI'H KAI XEIPIZMOZ AEIrMATOZ

Oa TpETEl va xpnolgoTrolouvTal pévo deiyyata opou yia auth Tn dladikaoia. Agiypata TTou €XOUV UTTOOTEN
peydAou BaBuou aipdAuan, AITTaIPIKG 1) deiyaTa JOAUCHUEVA PE MIKPOPIA EVOEXETAI VA ETTNPEGCOUV TNV ATTOd00N
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TNG avdAuong Kal dev Ba TTpETTel va XpnaoiyotrololvTal. Ta deiypata @uAdooovTtal o€ Beppokpaaoia 2-8°C, etTi OxI
TEPIoOaOTEPO aTTd pia efOoudda. MNa UAagN peyaAuTepng didpKeiag, Ta deiypaTa opou Ba TTPETTEI va KaTayUxovTal.
Na atmrogelyetal n emavelAnuuévn KaTawugn Kal atroyuén Twv OEIyHATWV.

AIAAIKAZIA

ZnUEIWOEIS TNG diadikaoiag
* Tlpotou &ekivijoeTe TNV avaAuan, SIABAOCTE TTPOCEKTIKA TO EVOETO TTPOIOVTOG.

e AgnoTte Ta deiypata opou kal Ta avTidpacTApla TNG avaAuong va @Tdoouv o€ Beppokpaaia TTeEPIBAAAOVTOG
mpoToU EekivioeTe Tn diadikacia Tng avdAuong. EmoTtpéwTte 6Aa Ta pn xpnoigotroinuéva deiyparta Kai
avTIOPACTAPIO OTO YUYEIO AUECTWS PETA TN XPAON TOUG.

* OAegg o1 apaiwaoelg Twy dEyUATWY aoBEVWV TTPETTEI VA TTPOETOINACTOUV TIPOTOU EEKIVATEI N avdAuon.

e Eivai onpavTikn n xprion opOng texvikAg EKTTAUoNG. Edv n €KTTAUGN Bev eKTEAEITAI QUTOPATA, ETTOPKAG EKTTAUCN
ETMTUYXAVETAI KATEUBUVOVTAG MIO 1I0XUPR PITIH PUBUICTIKOU SIoAUPOTOG EKTTAUCNG aTTO HIa QIGAN €KTTAUCNG
ME €eupU OKPOQPUOIO KOTA MAKOG OAOKANPouU Tou TTAaKISiou. ZuvioTATal N XPAon MIOG autdPaTNG CUOKEUNG
€KTTAUONG TTAGKIBiWV.

e XpnolgoTroInoTe pia TToAUKAvaAn ITTETa e duvatdtnTta Tautdxpovng Xopriynong o€ 8 kuyweAideg. Me Tov 1pOTTO
auTo emmITayUveTal N O1adIKOCia Kal ETTITUYXAVETAI TTIO OPOIOPOPPOG XPOVOG ETTWACNG.

e Xg OAa Ta BripoTa gival onPAvTIKOG O TTPOCEKTIKOG EAEYXOG TwV Xpovwv. OAeg ol Trepiodol emwaong {eKIvouv
Me TNV oAoKANpwan TnNG TTPocOrRKNG Tou avTidpacTnpiou.

* H mpoobnkn 6Awv Twv delyudTwy Kal avTidpacTnpiwy TTPETTEI va YiveTal e Tov idlo puBuod Kal he Tnv idia
o€Ipd.

e Ag@aipéoTe a1t TN BAKN TIG ATTAITOUPEVES TAIVIEG MIKPOKUWEAIDWY KOl ETTAVACQPAYIOTE TTPOCEKTIKA T BNAKN,
WOTE VA ATTOTPATTEI TUXOV CUNTTUKVWON USPATHWY OTIG AXPNOIMOTIOINTEG MIKPOKUWEAIDES. ETTIOTPpEWTE ApEo WG
Tn OrKn oTO Yuyeio.

MéBodog avaAuong
BAua 1 AgpnraoTe 6Aa Ta avTIdPACTApPIa va @Tdcouv o€ Bepuokpaaia TepIBAAAovToG.
BApa 2 2nUAveTE TO QUAAO TOU TTPWTOKOANOU WOTE va UTTOdEIKVUETAI N TOTTOBETNON Twv OEIYUATWY OTIG

MIKpoKUWeAideS. H avaAuon Twv delyddTwy €1g SITTAOUV attoTeEAEI 0pOr) EpyacTnPIaKK TTPOKTIK.

BApa 3 Ma ToIoTIKG TTPOCBIOPICUO XPNOIYOTTIOINCTE JOVO TOV £TOIMO TTPOG Xprion BaBuovountr D (piaAidio pe
KiTpIvo TTWOHQ)
A o NUI-TTOooTIKG TTPOCBIoPIoHO XPNOINOTIOINGTE TOUG £TOIMOUG TTPOG Xprion BaBuovountég A
£€wg D, 61rwg arreikovieTal oTNV TTAPAKATW BEIYUATOANTITIKY SIOPOPPWON.

[oIOTIKOE MPOAIOPIEMOS HMI-NOzOTIKOS NPOZAIOPIEMOS
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BAua 4

BApa 5

BAua 6

BApa 7
BAiua 8

BApa 9

BApa 10
BApa 11
BApa 12

BAua 13
BApa 14

Brpa 15

MpoeToipdoTe pia apaiwon Tou deiypatog aobevoug oe avaloyia 1:101, pooBETovtag 5 pl opou o€
0,5 ml apaiwTikoU diaAUpaTog opou. Avapi§Te emipeAWS.

AQaIpEOTE TIG ATTAITOUPEVEG MIKPOKUWEAIDEG aTTO TN BrKn Kal ETTIOTPEWTE TUXOV PN XPNOIUOTIOINUEVEG
TAIVIEG TTOU UTTAPXOUV TN o@payicpévn Brikn, aTo yuyeio. ToroBeTrioTe 0TABEPA TIG MIKPOKUWEAIDEG
oTo TTAaioio oTAPIENG TToU dIaTiBETAl.

MpoobéoTe pe miTéETa 100 Pl £TOIMWYV TTPOG XPrion BaBuovountwy, SIOAUPATWY BETIKOU Kal apvnTIKOU
€AEYXOU Kal OEIYUATWY 0OEVWV OTIG KATAAANAEG HIKPOKUWEAIDEG, OTTWG OTNV TTOPOKATW SIOUOPPWON
delypatoAnyiog.

Znueiwon: ZuptrepIAdBete pia KuweAida pe 100 pl apaiwTikoU SlaAUPoTog 0poU WG TUPAS
avTidpaoTtnpiou. MndevioTe Tn ouokeur avayvwong ELISApe 1o TupAS avTidpaoTnpiou. H atroppdéenon
Tou TUQAOU avTidpacTnpiou dev Ba TTPETTEl va gival peyaAuTepn atmmo 0,3 6tav PeTpdTal £€vavTl Tou
aépa.

EmwdoTe €11i 30 AemrTd (£ 5 AeTiTd) O€ Beppokpacia dwaTiou.

EkTTAUveTE 4X pe TO puBUIOTIKO diIdAupa €KTTAuoNG. Mo pn autdéuatn €KTTAUCH, TTANPWOTE KABE
MIKpoKuyeAida pe avaocuoTaBév puBuIoTIKO SidAupa EKTTAUONG. ATTOPPIYTE TO UYPO AVOACTPEPOVTAG
TO TTAQKIBIO KAl KTUTTWVTAG TO EAQPPA WOTE va adeIdoouV OAEG Ol KUWEAIDEG 1 avappoPpwvTag To uypd
atréd KABe KuweAida. MNa va oTUTTWOETE OTO TEAOG TNG TEAEUTAIAG EKTTAUCNG, QVACTPEWTE TIG TAIVIEG Kal

KTUTTOTE duvaTtd TIG KUWEAIDEG ETTAVW O€ atToppo@nTIKO XapTi. [Na QUTOPATEG OCUOKEUEG EKTTAUONG,
TIPOYPAPMPOTIOTE TN CUCKEUN CUPNQWVA PE TIG 0BNYIEG TOU KOTAOKEUOOTH.

MpocbéaTe 100 pl cUZEUKTIKOU QVTICWHOTOG OTIG MIKPOKUWENIDEG.
EmmwdoTe €11i 30 Aemrtd (£ 5 AeTiTd) 0€ Beppokpacia dwuaTiou.
EKTTAUvVETE OAEG TIG pIKpOKUWEAIDEG OTTWG OTO BAua 7.

MpooBéate 100 pl evQupIKOU UTTOCTPWHATOG O€ KABE KUWeAida pe Tnv idla o€Ipd Kal Pe Toug idloug
XPOVOUG OTTWG TO OUZEUKTIKO QVTICWHA.

EmrwdoTe €1mi 30 AemrTd (+ 5 AeTTTdl) 0€ Beppokpacia dwuaTtiou.

MpocBéaTe 100 pl diaAUPOTOG TEPUATIOPOU O€ KABE PIKpOKUWEAIDQ e TNV idIa o€Ipd Kal JE TOuG idloug
XPOVOUG OTTWG TO EVCUMIKO UTTOOTPWHA. AlaBAoTE ThV aTToppd@non VIO 1 WPaGg aTrd TNV TTPOCOAKN
TOU BI0AUPOTOG TEPHATIOHOU.

AloBdoTe TNV aTroppodPnon KaBe KUWEAIDAG O€ UAKOG KUPATOG 405 nm XpnOIKOTIOIWVTOG HIG CUCKEUN
avayvwong TTAaKISiwv govou 1 SITTAoU prkoug KUpaTog 405/630 nm, €vavTi Tou TUQAOU avTidpacTnpiou
TToU puBpioTNKE va €xel atmroppdPnon Pndév.

‘EAeyxog mo16TnTOg

& KGBe avdAuon Ba TpéTel va xpnoiyotrolouvTtal BabuovounTtég, diaAUparta BeTIkoU Kal apvnTIKoU €AEyxou
Kal éva TUQPAO avTIdpaOTNPiou, TTPOKEIEVOU va eTIRERAILOVETAI N OKEPAIOTNTO KAl N akpifeia Tng €¢étaong. H
METPNON aTTOPPOPNONG TOoU TUPAOU avTidpacTnpiou TTpéTel va gival <0,3. O BaBuovountrg A Trpétrel va dwaocel
TIUA aTmoppoPnong OxI HIKpoTEPN atro 1,0, dlapopeTIKA N avdAucon TTpETTEl va eTTavaAneBei. To didAupa apvnTikoU
eAéyxou TTpétrel va dwoel TiuA <20 EU/mI. Edv n avdAuon die€dyeTal €1g dITTAOUV, XPNOIKMOTIOIACTE TN MEON TIKA
Twv OUO PETPHOEWV YIO va TTPOCBIOPICETE TN CUYKEVTPWON TwV avTiowpaTwy oe EU/mI. Katd mn digaywyn
TTOIOTIKWV TTPOCdIOPIoHWY, N aTroppdenan Tou BaBuovounth D mpétrel va gival peyaAutepn atmd auThv Tou
S1aAUpOTOG apvnTIKOU €AEYXOU Kal PIKPOTEPN ATTO aUTAV Tou OIaAUPaTOG BeTIKOU gAéyxou. Ma nUI-TTOOOTIKOUG
TPOCdIoPIoPOoUG, TO BIGAUMO BeTIKOU €Aéyxou TTPETTEI va Jivel TIHEG €VTOG ToU €UPOUG TTOU avaypd@EeTal OTO

@I1aAidIo.
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ATMOTEAEZMATA
YtroAoyiopoi
O1 CUYKEVTPWOEIG TWV OEIYUATWY TwV acBeVWVY PTTopoUV va TTPoodIopIoTOUV PE dia aTTd TIG £€1¢ dUo peBOdOUG.

1. NOIOTIKOZ NPOZAIOPIZMOZ
ATtr/on g§eTadopevou deiyparog

X EU/ml Tou BaBpovounTti = EU/ml egeTadépevou deiypatog

ATtr/on Tou BaBpovounTti

2. HMI-MOZOTIKOZ NPOZAIOPIZMOZ

ATTeIKovioTe O€ ypa@Ikr TTapdoTacn Tnv ammoppdenon Twv BaBuovountwyv A €wg kal D wg TTpog Tnv avTioToIxn
OUYKEVTPWOT TOUG, O€ €va XapTi JE YPauMIKOUG d&oveg. ToTmoBeTAOTE OTOV Afova Twv X Tn ouykEvipwaon oe EU/mI
Kal oTov déova Twv Y Tnv ammoppd@nacn Kail oxedIAaTe TNV KAPTIUAN BEATIOTNG TTpocapuoyns. MNpoadiopioTe Tig
OUYKEVTPWOEIG TWV BEIYUATWY aoBevwyv atrd TNV KAPTIUAN, O€ OXEON PE TIG AVTIOTOIXEG TIMEG ATTOPPOPNONG TOUG.

2.5

2.0+

O.D. @ 405/630nm

T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Ba@uovountig

O1 €to1por TTpog Xprnon BaduovounTtég cupTTePIAQPBAvVOVTAl Yia TOV NUI-TTOCOTIKO TTPOCadIopICHS Kal TTPETTEl va
XpnolgoTrolouvTal og KABe avdaAuon. Tuxov deiypata acBevwv TToU TTEPIEXOUV UYWNAOTEPA ETTITTESA AVTICWHATWY
eVOEXETAI VA BWOOUV TIHEG ATTOPPOPNONG UWNAOTEPES aTTd aUTEG ToUu BaBpovount A. TNa tov akpIf TTpoodiopiopd
TWV TIHWV NUI-TTOCOTIKOU TTPoadlopicpoU, Ta dgiyyata auTd Ba TTPETTEl va apalwbouv TTEpAITEPW, ETOI WOTE
OTavV €TTAVELETAOTOUV VA EUTTITITOUV EVTOG TOU €UPOUG TNG KANTTUANG BaBuovounong. MNa va mpoodiopiceTe TN
ouykévipwaon og EU/mI, ToAaTTAaoIdoTE TIG HOVABEG TTOU TTPOKUTITOUV ETTIi TO GUVTEAEOTH apaiwong.

Eppnveia

Ta TTapakATw TTAPEXOVTAI HOVOV WG 0BNYOG OTNV EPUNVEIN TWV EPYACTNPIAKWY OTTOTEAEOUATWY. To KGBE EpyacTrpio
TTPETTEl VA TTPOCdIoPicEl TIG OIKEG TOU PUOIOAOYIKEG TIMEG. OI TIUEG QUTEG EVOEXETAI VO TTOIKIAAOUV O € KABE TTANBUCUO
TTOU avaAUETal.

ZuyKevTp. avTi-Jo-1 Epunveia

<20 EU/mI ApvnTikO
20-25 EU/mlI ATTpoadI6pIoTOo (0pIaKO)
>25 EU/ml OeTIKO

MEPIOPIZMOI THZ AIAAIKAZIAZ

Ta amoteAéopata TTou AauBdvovtal pe Tnv avaAuon avTiowpdTtwy avTl-Jo-1 ImmuLisa™ utrofonBouv pévo Tn
OUVOAIKA diIdyvwan kal gv Ba TTpETTEl va punvelovTal aTTd HOVa TOUG WG dIAYVWOTIKG.
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DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI Jo-1 ELISA
“ PROSPECTO

©
| M M CO 1151 Anti-rJo-1Antibody ELISA 96 andlisis

DIAGNOSTICS

USO PREVISTO

Enzimoinmunoensayo (ELISA) para la deteccion y semicuantificacion de anticuerpos anti Jo-1 en suero
humano.

RESUMEN Y EXPLICACION

La polimiositis y la dermatomiositis constituyen un grupo heterogéneo de patologias musculares adquiridas
denominadas miopatias inflamatorias idiopaticas. Se caracterizan por una debilidad muscular proximal y
frecuentemente simétrica que se desarrolla con relativa lentitud. Los pacientes afectados de miopatias inflamatorias
idiopaticas pueden presentar sintomas no especificos tales como fatiga, artralgia y mialgia, que pueden parecerse a
otros trastornos y provocar un retardo significativo en el diagnéstico y consiguiente aplicacion del tratamiento. En el
60-90% de pacientes que padecen miopatias inflamatorias idiopaticas se encuentran autoanticuerpos; detectarlos
es una herramienta valiosa para distinguir estas miopatias de otras formas de trastornos musculares.

Enla miositis se detectan dos grandes grupos de autoanticuerpos: anticuerpos especificos de miositis y anticuerpos
no especificos aunque asociados'5.

Los anticuerpos especificos de miositis se presentan en el 25-40% de pacientes adultos con miopatias
inflamatorias idiopaticas. Determinadas concentraciones de anticuerpos, incluidos los anti-sintetasas t-RNP, se
relacionan con la actividad patologica y muestran reaccién citoplasmatica en células HEp-2 y diferentes tejidos
substrato. Los anticuerpos anti-histidil-tRNA sintetasa (Jo-1) son los mas comunes. Los pacientes con miositis que
resultan positivos a anticuerpos anti Jo-1 muestran caracteristicas clinicas similares, especialmente patologias
intersticiales de pulmén, fibrosis pulmonar, fendbmeno de Raynaud, fiebre y artritis simétrica no erosiva de las
pequeias articulaciones.

Los anticuerpos asociados a la miositis incluyen anticuerpos U1-RNP, PM/Scl, Ku y SS-A(Ro) y no se presentan
solamente en la miositis sino también en otras patologias del tejido conectivo. Estos auto anticuerpos pueden ser
detectados por diferentes métodos tales como difusion por gel, Western Blot o ELISA.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

El andlisis consiste en un inmunoensayo de fase soélida marcado con enzima (ELISA). Los pocillos se recubren
con antigeno purificado Jo-1. Se incuban los controles, calibradores y muestras de suero del paciente en los
pocillos recubiertos de antigeno permitiendo que los anticuerpos especificos anti-Jo-1 presentes en el suero
se unan. Los anticuerpos no unidos y demas proteinas del suero se eliminan mediante lavado. Los anticuerpos
unidos se detectan mediante un conjugado de IgG antihumano marcado con un enzima afiadido a los pocillos. El
conjugado que no se ha unido se elimina mediante lavado. Luego se afiade a los pocillos un substrato enzimatico
especifico (PNPP). La presencia de anticuerpos se detecta por el cambio de color provocado por la conversion
del substrato pNPP. Se detiene la reaccion y con un espectrofotometro se lee la intensidad del cambio de color
a 405nm, que es proporcional a la concentracion del anticuerpo. Los resultados se expresan en unidades ELISA
(EU)/m.

REACTIVOS

Conservacion y preparacion

Conservelosreactivosa2-8°C. Nolos congele. No utilice el reactivo si se presenta turbio o se advierten precipitados.
En el momento de usarlos, los reactivos tienen que estar a temperatura ambiente (20-25°C). Conservado a 2-8°C,
el tampoén de lavado reconstituido permanece estable hasta la fecha de caducidad. Reconstituya el tampén de
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lavado hasta un litro con agua destilada o desionizada. Las tiras de micropocillos recubiertos deben usarse una
sola vez.

Precauciones

Para diagnostico in vitro. Todo suero de donante empleado para fabricar este producto ha sido analizado mediante
métodos aprobados por FDA y resulté negativo al anticuerpo anti HCV (HIV 1 e HIV 2), al antigeno de superficie
del virus de la hepatitis B (HBsAg) y al anticuerpo del virus de la hepatitis C (HCB). De todos modos, los derivados
de sangre humana y las muestras del paciente han de considerarse potencialmente infecciosos. Respétense las
buenas practicas de laboratorio para la conservacion, dispensacion y eliminacion de estos materiales™.

ADVERTENCIA: la azida de sodio (NaN,) puede reaccionar con el plomo y el cobre de las tuberias, dando origen
a azidas metalicas altamente explosivas. Después de utilizar los liquidos, lave con abundante agua para impedir
la acumulacién de azida. La azida de sodio es toxica por ingestion. En caso de ingestion accidental, informe de
inmediato al director del laboratorio o acuda a un centro de control de envenenamientos.

Para asegurar resultados validos, es menester seguir las instrucciones exactamente como se presentan
en este prospecto. No mezcle los componentes del kit con componentes de otro origen o que no tengan el mismo
numero de catalogo de Immco Diagnostics Inc. Respete las buenas técnicas de laboratorio para reducir al
minimo la contaminaciéon microbiana y quimica. No utilice el producto después de la fecha de caducidad.

Material suministrado
ELISA para anticuerpos Anti-rdo-1 ImmuLisa™ 1151

El kit contiene reactivos suficientes para efectuar 96 analisis.
12x 8 [ MICROPLATE | rJo-1 | Microplaca con micropocillos individuales separables recubiertos
con antigeno Jo-1.

1x1,5ml [CALIBRATOR[A] Jo-1 |* Calibrator A listo para usar (fapa verde). Suero humano que
contiene anticuerpos Jo-1.

1x1,5ml [CALIBRATOR[B] Jo-1 |* Calibrator B listo para usar (tapa morada). Suero humano que
contiene anticuerpos Jo-1.

1x1,5ml [CALIBRATOR][C] Jo-1 |* Calibrator C listo para usar (fapa azul). Suero humano que
contiene anticuerpos Jo-1.

1x1,5ml [CALIBRATOR[D] Jo-1 |* Calibrator D listo para usar (tapa amarilla). Suero humano que
contiene anticuerpos Jo-1.

1x1,5ml [CONTROL [ +] Jo-1 |* Control Positivo listo para usar (tapa roja). Suero humano positivo
a anticuerpos anti Jo-1.

1x1,5ml [coNTROL[-]|* Control Negativo listo para usar (tapa blanca). Contiene suero

humano.

1x12 ml mG-CONJ | ALKPHOS |* Conjugado anti humano con fosfatasa alcalina listo para usar.
Color rosado.

1 x 60 ml * Diluyente de suero listo para usar. Color azul.

1x12ml SUBSTRATE |* Substrato enzimatico listo para usar. Contiene pNPP. Protéjase
de la luz.

1x12ml [ sTOP Solucién Stop lista para usar.

2x | BUF | WASH ;!'tampén de lavado en polvo. Reconstituir cada unidad hasta un
itro.

* Contiene <0.1% NaN,
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Simbolos utilizados en las etiquetas:

Numero de lote

< REEESN 4]

Numero de catalogo

Fecha de caducidad
Temperatura de conservacion
Léanse las instrucciones de uso
Para diagnéstico in vitro
Fabricante

NuUmero de analisis

Materiales necesarios no suministrados

Agua desionizada o destilada

Botella dispensadora para el tampén de lavado diluido, o bien lavador automatico de microplacas con
capacidad de 200l

Pipetas con capacidad de 5 pl a 1000 pl

Puntas de pipetas desechables

Tubos de ensayo limpios 12 x 75 mm y gradilla de ensayo
Temporizador

Papel absorbente

Lector de microplaca para lectura de valores de absorbancia a 405 nm. Si se dispone de un lector de doble
longitud de onda, el filtro de referencia debe regularse en 600-650 nm.

RECOGIDA Y MANIPULACION DE MUESTRAS

Para este procedimiento se han de utilizar unicamente muestras de suero. No se deben utilizar muestras muy
hemolizadas, lipémicas o contaminadas por microbios porque interferirian en el desarrollo del ensayo. Conserve
las muestras a 2°- 8°C no mas de una semana. Si se han de conservar por mas tiempo, es necesario congelarlas.
Evite congelar y descongelar repetidamente las muestras.

PROCEDIMIENTO

Advertencias preliminares

Lea detenidamente estas instrucciones antes de comenzar el analisis.

Deje que los reactivos y las muestras se estabilicen a temperatura ambiente antes de dar comienzo a la
prueba. Vuelva a poner de inmediato en la nevera los materiales y muestras no utilizados.

Prepare todas las diluciones de las muestras del paciente antes de comenzar el analisis.

Una buena técnica de lavado es crucial. Si efectua el lavado manualmente, rocie toda la microplaca con un
fuerte chorro de solucién de lavado, utilizando una botella de boca ancha. Se recomienda el uso de un
lavador automatico de microplacas.

Use una pipeta multicanal que pueda servir simultaneamente 8 pocillos; de este modo se agiliza el proceso y
el tiempo de incubaciéon es mas uniforme.

Es importante controlar bien el tiempo. El periodo de incubacion empieza después de dispensar los
reactivos.
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« Las muestras y reactivos deben afiadirse a la misma velocidad y en la misma secuencia.

e Saque las tiras de pocillos de su sobre y ciérrelo cuidadosamente para evitar condensacioén en los pocillos no
utilizados. Vuelva a ponerlo de inmediato en la nevera.

Procedimiento del ensayo

Paso 1

Paso 2

Paso 3

Paso 4

Paso 5

Paso 6

Paso 7

Paso 8

Paso 9

Paso 10
Paso 11
Paso 12

Paso 13

Los reactivos deben estar a temperatura ambiente.

Senfiale en la hoja de protocolo la colocacion de la muestra en la microplaca. Es buena practica de
laboratorio analizar las muestras por duplicado.

Para la determinacion cualitativa, use Unicamente el Low Calibrator D (vial de tapa amarilla) listo
para usar. Para la determinacion semi cuantitativa, use los calibradores de A a D listos para usar
como se muestra en el ejemplo siguiente:

DETERMINACION CUALITATIVA DETERMINACION SEMI CUANTITATIVA

SO0 SIO0E
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Prepare una dilucion de 1:101 de la muestra del paciente, pipeteando 5ul de suero en 0,5 ml de
diluyente de suero. Mezcle bien.

Coja los pocillos necesarios del sobre, ciérrelo bien y péngalo nuevamente en la nevera de inmediato.
Ponga los pocillos en el soporte suplementario

Pipetee 100 ul de calibrador listo para usar, controles positivo y negativo y muestras de paciente en
los correspondientes pocillos, como se indica mas abajo

Nota: Incluya un pocillo con 100 pl de diluyente de suero como blanco de reactivo. Ponga el lector
ELISAen cero con respecto al blanco de reactivo. La absorbancia de este pocillo no debe ser superior
a 0,3 leida contra el aire.

Incube 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.

Lave 4 veces con el tampdn de lavado. Para lavado manual, llene cada pocillo con el tampon de
lavado reconstituido. Elimine el liquido invirtiendo y sacudiendo el pocillo, o bien aspire el liquido de
cada pocillo. Al terminar el Ultimo lavado, invierta las tiras y sacudalas enérgicamente sobre papel
absorbente. Si utiliza un lavador automatico, programe el ciclo de lavado siguiendo las instrucciones
del fabricante.

Pipetee 100 pl de conjugado en los pocillos.
Incube 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.
Lave los pocillos repitiendo el paso 8.

Pipetee 100 pl de substrato enzimatico en cada pocillo, en la misma secuencia y tiempos del
conjugado.

Incube 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.
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Paso 14 Pipetee 100 pl de solucion Stop en cada pocillo, en la misma secuencia y tiempos en que afadioé
el substrato enzimatico. Lea la absorbancia en el plazo de una hora después de haber afiadido la
solucion Stop.

Paso 15 Lea la absorbancia de cada pocillo a 405 nm mediante un lector de microplacas de longitud de onda
simple o doble 405/630nm comparandola con el blanco de reactivo regulado en absorbancia cero.

Control de calidad

En cada ensayo es necesario procesar calibradores, controles positivo y negativo y un blanco de reactivo para
comprobar la integridad y precision del analisis. La lectura de absorbancia del blanco de reactivo deberéa ser
<0,3. La lectura de absorbancia del calibrador A no debe ser inferior a 1,0; de lo contrario sera necesario repetir
el andlisis. El control negativo debe ser <20 EU/mI. Si el analisis se efectia por duplicado, se tomara la media
de ambas lecturas para determinar las EU/mI. Cuando se efectian determinaciones cualitativas, la absorbancia
del calibrador D debe ser superior a la del control negativo e inferior a la absorbancia del control positivo. En las
determinaciones semi cuantitativas, los valores del control positivo deben estar dentro de los limites establecidos
en el vial.

RESULTADOS
Calculo

Las concentraciones en la muestra del paciente se pueden determinar mediante dos métodos:

1. DETERMINACION CUALITATIVA
Abs. de muestra analizada

X EU/mI de calibrador D = EU/ml muestra analizada

Abs. de calibrador

2. DETERMINACION SEMI CUANTITATIVA

Registre la absorbancia de los calibradores A a D en relacion a sus respectivas concentraciones en una hoja
de papel milimetrado. Registre la concentracion en EU/ml en el eje X en relacién a la absorbancia en el eje Y 'y
trace la curva que mejor se adapte. Determine las concentraciones de la muestra del paciente segun la curva
comparandola con su correspondiente valor de absorbancia.

O.D. @ 405/630nm

T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Calibrador

Los calibradores listos para usar proporcionan la semi cuantificacion y deben utilizarse en todos los ensayos.
Las muestras de pacientes que contengan niveles altos de anticuerpos podrian dar valores de absorbancia
superiores a los del calibrador A. Para determinar con precision los valores semi cuantitativos, las muestras con
esas caracteristicas deben volverse a diluir, de modo que queden dentro de los limites de la curva del calibrador
al ser analizadas nuevamente. Para determinar las EU/ml, multiplique las unidades obtenidas por el factor de
dilucion.
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Interpretacion

La informacion siguiente se da Unicamente a titulo de guia para la interpretacion de los resultados de laboratorio.
Cada laboratorio establecera sus propios valores normales, que podrian variar segun la poblacién examinada.

Concent. anti-Jo-1 Interpretacion
<20 EU/mI Negativo

20-25 EU/mlI Incierto (borderline)
>25 EU/ml Positivo

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Los resultados obtenidos con el ensayo anti-Jo-1 ImmuLisa™ son sélo una herramienta de ayuda en el diagnostico
general y no deben considerarse como diagnosticos por si mismos.
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Anti-Jo-1-Antikorper-ELISA

“ BEIPACKTEXT

©
| M M CO 1151 Anti-rJo-1-Antikérper-ELISA 96 Bestimmungen

DIAGNOSTICS

VERWENDUNGSZWECK

Enzymgekoppelter Immunabsorptionstest (ELISA) fir den Nachweis und die Semi-Quantifizierung von Antikérpern
gegen Jo-1 in Humanserum

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Polymyositis und Dermatomyositis gehdren zu einer heterogenen Gruppe von erworbenen Muskelerkrankungen,
die als idiopathische inflammatorische Myopathien bezeichnet werden. Diese sind durch proximale und
haufig symmetrische Muskelschwiche gekennzeichnet, die sich relativ langsam entwickelt. Patienten mit
idiopathischen inflammatorischen Myopathien kénnen sich mit unspezifischen Symptomen prasentieren, z.B.
Midigkeit, Gelenkschmerzen und Muskelschmerzen, die andere Erkrankungen vortauschen und zu erheblichen
Verzdgerungen bei der korrekten Diagnose und dem Beginn der Behandlung fihren kénnen. Autoantikérper treten
bei etwa 60-90% der Patienten mit idiopathischen inflammatorischen Myopathien auf, und ihr Nachweis kann
dabei helfen, diese Myopathien von anderen Arten von Muskelerkrankungen zu unterscheiden.

Bei Myositis kdnnen zwei gréRere Gruppen von Autoantikdrpern nachgewiesen werden: Myositis-spezifische
Antikérper und Antikérper, die nicht spezifisch aber verbunden sind™®.

Myositis-spezifische Antikdrper liegen bei 25-40% der erwachsenen Patienten mit idiopathischen
inflammatorischen Myopathien vor. Gewisse Antikérperkonzentrationen, einschlieR3lich Antikérper gegen r-RNP-
Synthetasen, korrelieren mit der Krankheitsaktivitdt und zeigen zytoplasmatische Reaktionen auf HEp2-Zellen
und verschiedenen Gewebesubstraten. Am haufigsten treten die Anti-Histidyl-tRNA-Synthetase-Antikérper (Jo-
1-Antikorper) auf. Patienten mit Myositis und Patienten mit positiven Tests auf Jo-1-Antikérper zeigen dhnliche
klinische Merkmale, insbesondere interstitielle Lungenkrankheit, Lungenfibrose, Raynaud-Syndrom, Fieber und
nicht-erosive, symmetrische Arthritis kleiner Gelenke.

Myositis-verbundene Antikérper, einschlief3lich U1-RNP-, PM/Scl-, Ku- und SS-A/Ro-Antikérper, treten nicht nur
bei Myositis, sondern auch bei anderen Bindegewebskrankheiten auf. Diese Antikérper kdnnen mit verschiedenen
Methoden nachgewiesen werden, darunter Geldiffusion, Western Blot oder ELISA.

TESTPRINZIP

Der Test wird als Festphasen-ELISA durchgefiihrt. Mikrotiterplattenvertiefungen werden mit gereinigten
Jo-1-Antigenen beschichtet. Kontrollseren, Kalibratoren und Serumproben von Patienten werden in den
antigenbeschichteten Vertiefungen inkubiert; dies erlaubt die Bindung derim Serum vorhandenen spezifischen Anti-
Jo-1-Antikdrper. Nicht gebundene Antikdrper und andere Serumeiweifl’e werden durch Waschen der Vertiefungen
entfernt. Gebundene Antikérper werden durch Zugabe eines enzymmarkierten Anti-Human-lgG-Konjugats in
die Vertiefungen nachgewiesen. Nicht gebundenes Konjugat wird durch Waschen entfernt. AnschlieRend wird
ein spezifisches Enzymsubstrat (pNPP) in die Vertiefungen gegeben. Das Vorhandensein von Antikérpern
wird mittels einer Farbveranderung festgestellt, die durch die Umwandlung des pNPP-Substrats in ein farbiges
Reaktionsprodukt entsteht.

Die Reaktion wird gestoppt, und die Intensitdt der Farbveranderung, welche proportional zur Konzentration der
Antikorper ist, wird bei 405 nm mit einem Spektrophotometer gemessen. Die Ergebnisse werden in ELISA-
Einheiten pro Milliliter (EU/mI) angegeben.
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REAGENZIEN

Lagerung und Zubereitung

Alle Reagenzien bei 2-8 °C lagern. Nicht einfrieren. Verwenden Sie das Reagenz nicht, falls es trib ist oder
Partikel enthalt. Alle Reagenzien miissen vor der Anwendung auf Raumtemperatur (20-25 °C) gebracht werden. Bei
Lagerung bei 2-8 °C ist der rekonstituierte Waschpuffer bis zum Verfallsdatum des Kits haltbar. Rekonstituieren Sie
den Waschpuffer auf 1 Liter mit destilliertem oder entionisiertem Wasser. Die beschichteten Mikrotitervertiefungen
sind nur zur einmaligen Anwendung bestimmt.

VorsichtsmalRnahmen

In-vitro-Diagnostikum. Alle Bestandteile menschlicher Herkunft wurden mit von der FDA vorgeschriebenen Tests
auf HbsAg, HCV, HIV-1 und -2 und HTLV-I getestet und fiir negativ befunden. Auf menschlichem Blut basierende
Produkte sowie Patientenproben sollten jedoch als potentiell infektiés angesehen werden. Befolgen Sie bei der
Lagerung, Verteilung und Entsorgung dieser Materialien die Regeln der Guten Laborpraxis'®.

WARNUNG — Natriumazid (NaN,) kann mit Blei- und Kupferrohren reagieren und dabei hochexplosive Metalazide
bilden. Spulen Sie bei der Entsorgung von Flussigkeiten mit reichlich Wasser nach, um eine Anhaufung von
Azid zu vermeiden. Natriumazid kann giftig sein, wenn es verschluckt wird. Bei Verschlucken muss sofort der
Laborleiter oder die Vergiftungszentrale informiert werden.

Die Anweisungen sollten genau wie in diesem Beipacktext dargestellt befolgt werden, um gultige Ergebnisse
sicherzustellen. Tauschen Sie Kitbestandteile nicht gegen Produkte aus anderen Quellen aus, sondern nur gegen
Produkte von Immco Diagnostics Inc. mit derselben Bestellnummer. Befolgen Sie die Gute Laborpraxis,

um beim Umgang mit Reagenzien mikrobielle Verunreinigungen und Verschleppungen so gering wie mdéglich zu
halten. Nicht nach dem auf dem Etikett angegebenen Verfallsdatum verwenden.

Mitgelieferte Materialien
ImmuLisa™ Anti-rJo-1-Antikérper-ELISA 1151

Die Kits enthalten ausreichend Reagenzien zur Durchfiihrung von jeweils 96 Bestimmungen.

12x 8 | MICROPLATE | rJo-1 | Mikrotiterplatte mit einzeln abbrechbaren Mikrotitervertiefungen,
mit Jo-1-Antigen beschichtet

1x1,5ml |CALIBRATOR|A| Jo-1 |* Gebrauchsfertiger Kalibrator A (griine Kappe). Humanserum mit
Antikdrpern gegen Jo-1.

1x1,5ml | CALIBRATOR | B | Jo-1 |* Gebrauchsfertiger Kalibrator B (/ila Kappe). Humanserum mit
Antikérpern gegen Jo-1.

1x1,5ml [CALIBRATOR|C| Jo-1 |* Gebrauchsfertiger Kalibrator C (b/laue Kappe). Humanserum mit
Antikérpern gegen Jo-1.

1x1,5ml |CALIBRATOR|D| Jo-1 |* Gebrauchsfertiger Kalibrator D (gelbe Kappe). Humanserum mit
Antikérpern gegen Jo-1.

1x1,5ml [CONTROL |+ Jo-1 |* Gebrauchsfertiges positives Kontrollserum (rote Kappe).
Enthalt Jo-1-Antikdrper-positives Humanserum.
1x1,5ml | CONTROL . * Gebrauchsfertiges negatives Kontrollserum (weil3e Kappe).

Enthalt Humanserum.

1x12 ml mG-CONJ | ALKPHOS |* Gebrauchsfertiges Anti-human-alk.-Phos.-Konjugat.
Farbkennzeichnung rosa.
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1 x 60 ml * Gebrauchsfertiger Serumverdiinner. Farbkennzeichnung blau.

1x12ml | SUBSTRATE |* Gebrauchsfertiges Enzymsubstrat. Enthalt pNPP. Vor Licht
schiitzen.

1x12 ml STOP Gebrauchsfertige Stopplésung.

2x Waschpuffer in Pulverform. Auf jeweils einen Liter

rekonstituieren.
* Enthélt <0,1% NaN,

Auf den Etiketten verwendete Symbole:

o

4R [FB =[G

Chargennummer
Bestellnummer
Verwendbar bis
Lagerungstemperatur
Gebrauchsanleitung lesen
In-vitro-Diagnostikum
Hersteller

Anzahl an Tests

Bendtigte, nicht mitgelieferte Materialien
« Entionisiertes oder destilliertes Wasser

e Spritzflasche fir den verdinnten Waschpuffer oder automatischer Mikrotiterplattenwascher mit einer
Verteilungskapazitat von 200ul

Pipetten mit einem Volumenbereich von 5 pl bis 1000 pl

* Pipettenspitzen zur einmaligen Verwendung

«  Saubere Probenréhrchen 12 x 75 mm und Réhrchenhalter
e Stoppuhr

*  Saugfahige Papierttcher

* Mikrotiterplattenreader, der Extinktionswerte bei 405 nm ablesen kann. Falls ein Mikrotiterplattenreader mit
doppelter Wellenldnge verwendet wird, sollte der Referenzfilter auf 600-650 nm eingestellt werden.

PROBENENTNAHME UND -HANDHABUNG

Fir dieses Verfahren sollten nur Serumproben verwendet werden. Stark hamolysierte, lipdmische oder mikrobiell
verunreinigte Proben kénnen die Leistung des Tests beeinflussen und sollten nicht verwendet werden. Lagern Sie
die Proben héchstens eine Woche lang bei 2-8 °C. Zur langeren Aufbewahrung sollten Serumproben eingefroren
werden. Vermeiden Sie ein wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Proben.

VERFAHREN
Hinweise zum Verfahren
» Lesen Sie sorgfaltig den Beipacktext, bevor Sie mit dem Test beginnen.

*  Warten Sie vor Beginn des Testverfahrens, bis die Serumproben und Testreagenzien Raumtemperatur erreicht
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haben. Stellen Sie alle nicht verwendeten Proben und Reagenzien sofort nach der Anwendung wieder in den
Kihlschrank.

« Alle Verdinnungen der Patientenproben sollten vor Beginn des Tests vorbereitet werden.

* Eine gute Waschmethode ist unerlasslich. Wenn von Hand gewaschen wird, erreichen Sie eine angemessene
Spilung, indem Sie eine Waschflasche mit einer breiten Dlise verwenden und einen starken Strahl Waschpuffer
Uber die gesamte Mikrotiterplatte spritzen. Die Anwendung eines automatischen Mikrotiterplattenwaschers
wird empfohlen.

* Verwenden Sie eine Multikanalpipette, die gleichzeitig in 8 Vertiefungen pipettieren kann. Dies beschleunigt
das Verfahren und resultiert in gleichméaRigeren Inkubationszeiten.

«  Fur alle Schritte ist eine sorgféaltige Kontrolle der zeitlichen Koordinierung wichtig. Alle Inkubationszeitrdume
beginnen, sobald das Zufiigen der Reagenzien abgeschlossen ist.

« Das Zufugen aller Proben und Reagenzien sollte mit derselben Geschwindigkeit und in derselben Reihenfolge
erfolgen.

« Entnehmen Sie dem Beutel die benétigte Anzahl an Mikrotitervertiefungsstreifen; verschlieRen Sie dann den
Beutel sorgféltig, um Kondensation in den nicht verwendeten Vertiefungen zu vermeiden. Legen Sie den
Beutel sofort wieder in den Kihlschrank.

Testmethode

Schritt1  Lassen Sie alle Reagenzien und Proben Raumtemperatur erreichen.

Schritt2  Verwenden Sie den Protokollbogen, um die Positionen der Proben in den Vertiefungen zu notieren.
Es entspricht der Guten Laborpraxis, Proben zweifach zu testen.

Schritt 3  Verwenden Sie fur eine qualitative Bestimmung nur den gebrauchsfertigen niedrigen Kalibrator D
(Flaschchen mit gelber Kappe).
oder Verwenden Sie fiir eine semi-quantitative Bestimmung die gebrauchsfertigen Kalibratoren A
bis D, wie in der Beispielanordnung unten angezeigt.

QUALITATIVE BESTIMMUNG SEMI-QUANTITATIVE BESTIMMUNG

A () (O A (52
B |(0)(s6) () B |tea)(s)(
C 6O C e
GIOIOE D |G
E [0 (OC E [@6OC
F (280 )C F@60OC
ONIOE G @O
H|G082(OC H (0 OC

1 2 3 4 1T 2 3 4

Schritt4  Verdinnen Sie die Patientenprobe im Verhaltnis 1:101, indem Sie 5 pyl des Serums in 0,5 ml
Probenverdinner pipettieren. Gut mischen.

Schritt 5 Entnehmen Sie dem Beutel die bendétigte Anzahl Vertiefungen und legen Sie die nicht verwendeten
Streifen im versiegelten Beutel wieder in den Kiihlschrank. Setzen Sie die Vertiefungen sicher in den
mitgelieferten Halter ein.

Schritt 6  Pipettieren Sie 100 pl des gebrauchsfertigen Kalibrators, der positiven und negativen Kontrollseren

sowie der Patientenproben wie auf der Probenanordnung unten angezeigt in die entsprechenden
Vertiefungen.
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Schritt 7
Schritt 8

Schritt 9

Schritt 10
Schritt 11
Schritt 12

Schritt 13
Schritt 14

Schritt 15

Anmerkung: Geben Sie in eine Vertiefung 100 pl Serumverdinner als Blindprobe. Stellen Sie den
ELISA-Reader gegen diese Blindprobe auf Null. Die gegen Luft abgelesene Extinktion der Blindprobe
sollte nicht grof3er als 0,3 sein.

Inkubieren Sie 30 Minuten (£ 5 Minuten) lang bei Raumtemperatur.

Waschen Sie 4x mit Waschpuffer. Wenn Sie manuell waschen, flllen Sie jede Vertiefung mit
rekonstituiertem Waschpuffer. Entfernen Sie die Flussigkeit, indem Sie jede Vertiefung umdrehen und
deren Inhalt ausklopfen, oder indem Sie die Flussigkeit aus jeder Vertiefung absaugen. Drehen Sie
zum Trocknen am Ende des letzen Waschens die Streifen um und klopfen Sie Uber saugfahigem Papier
kraftig auf die Vertiefungen. Wenn Sie einen automatischen Wascher verwenden, programmieren Sie
diesen entsprechend den Anweisungen des Herstellers.

Pipettieren Sie 100 pl Konjugat in die Vertiefungen.
Inkubieren Sie 30 Minuten (£ 5 Minuten) lang bei Raumtemperatur.
Waschen Sie alle Vertiefungen wie in Schritt 8 beschrieben.

Pipettieren Sie 100 pl Enzymsubstrat in jede Vertiefung; gehen Sie dabei in derselben Reihenfolge
und mit derselben Geschwindigkeit vor wie beim Konjugat.

Inkubieren Sie 30 Minuten (£ 5 Minuten) lang bei Raumtemperatur.

Pipettieren Sie 100 pl Stopplésung in jede Vertiefung; gehen Sie dabei in derselben Reihenfolge
und mit derselben Geschwindigkeit vor wie beim Hinzufiigen des Enzymsubstrats. Lesen Sie den
Extinktionswert innerhalb 1 Stunde nach Hinzufligen der Stopplésung ab.

Lesen Sie die Extinktion jeder Vertiefung bei 405 nm gegen die Blindprobe, fir die der Extinktionswert
Null eingestellt wurde, ab; verwenden Sie einen Mikrotiterplattenreader mit einer einzigen Wellenldnge
oder mit einer doppelten Wellenlange von 405/630 nm.

Qualitdtskontrolle

Bei jedem Testlauf miissen Kalibratoren, positive und negative Kontrollseren und eine Blindprobe mitgetestet werden,
um die Unverfalschtheit und Genauigkeit des Tests zu Uberprifen. Der Extinktionswert der Blindprobe sollte <0,3
sein. Kalibrator A sollte einen Extinktionswert von mindestens 1,0 haben, anderenfalls muss der Test wiederholt
werden. Der Wert des negativen Kontrollserums muss <20 EU/ml sein. Falls der Test doppelt durchgefiihrt wurde,
sollte der Mittelwert der beiden Messungen verwendet werden, um die EU/mI zu bestimmen. Bei der Durchfiihrung
von qualitativen Bestimmungen muss die Extinktion von Kalibrator D gréRer als die des negativen Kontrollserums
und kleiner als die Extinktion des positiven Kontrollserums sein. Bei semi-quantitativen Bestimmungen missen die
Werte des positiven Kontrollserums innerhalb des auf dem Flaschchen angegebenen Bereichs liegen.

ERGEBNISSE

Berechnungen

Die Konzentrationen der Patientenproben kénnen mit einer der beiden folgenden Methoden bestimmt werden:
1. QUALITATIVE BESTIMMUNG

Ext. der Testprobe

X EU/mI des Kalibrators = EU/ml Testprobe
Ext. von Kalibrator D

2. SEMI-QUANTITATIVE BESTIMMUNG

Tragen Sie aufkariertem Millimeterpapier die Extinktionen der Kalibratoren Abis D gegen ihre jeweilige Konzentration
auf. Tragen Sie die Konzentration in EU/ml auf der X-Achse gegen die Extinktion auf der Y-Achse auf und zeichnen
Sie die passendste Kurve. Bestimmen Sie auf der Kurve die Konzentrationen der Patientenproben gegen ihre
entsprechenden Extinktionswerte.
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O.D. @ 405/630nm
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Kalibrator

Die gebrauchsfertigen Kalibratoren sind im Kit enthalten, um die semi-quantitative Bestimmung zu erméglichen,
und missen bei jedem Testlauf verwendet werden. Patientenproben mit hohen Antikérperspiegeln kénnen héhere
Extinktionswerte aufweisen als der Kalibrator A. Um genaue semi-quantitative Werte zu bestimmen, sollten solche
Proben nochmals verdiinnt werden, damit sie bei einem erneuten Test innerhalb des Bereichs der Kalibratorenkurve
fallen. Um die EU/ml zu bestimmen, missen Sie den erhaltenen Wert mit dem Verdiinnungsfaktor multiplizieren.

Interpretation

Die folgenden Angaben dienen nur als Leitfaden bei der Interpretation der Ergebnisse. Jedes Labor muss seine
eigenen Normalwerte festlegen. Diese kénnen je nach der untersuchten Patientenpopulation schwanken.

Anti-Jo-1-Konz. Interpretation

<20 EU/mI negativ

20-25 EU/mlI unbestimmt (Grenzbereich)
>25 EU/ml positiv

EINSCHRANKUNGEN DES VERFAHRENS

Die mit dem ImmuLisa™ Anti-Jo-1-Test erhaltenen Ergebnisse dienen nur als Hilfsmittel bei der Gesamtdiagnose
und sollten nicht allein als diagnostisch gedeutet werden.
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Anticorps anti-Jo-1 ELISA

M  ENcART DU PRODUIT

©
| M M CO 1151 Anticorps anti-rJo ELISA 96 Tests

DIAGNOSTICS

USAGE PREVU

Technique de dosage immunoenzymatique de type ELISA destiné a la détection et la semi-quantification des
anticorps anti-Jo-1 dans le sérum humain.

RESUME ET EXPLICATION

La polymyosite et la dermatomyosite comprennent un groupe hétérogéne de maladies musculaires acquises
appelées myopathies inflammatoires idiopathiques. Elles sont caractérisées par une faiblesse musculaire
proximale et souvent symétrique qui se développe relativement lentement. Les patients atteints de myopathies
inflammatoires idiopathiques peuvent présenter des symptdmes non-spécifiques tels que fatigue, arthralgie et
myalgie que peuvent imiter d’autres affections et se traduisent par des retards considérables quand il s’agit de
poser un diagnostic correct et d’entreprendre un traitement. Des auto-anticorps se manifestent chez 60-90% des
malades atteints de myopathies inflammatoires idiopathiques et leur découverte se révele utile pour distinguer ces
myopathies d’autres formes de maladies musculaires.

Deux grands groupes d’auto-anticorps peuvent étre détectés dans la myosite : les anticorps spécifiques de la
myosite et les anticorps qui ne sont pas spécifiques mais associés’*.

Les anticorps spécifiques de la myosite sont présents chez 25-40% des patients adultes atteints de myopathies
inflammatoires idiopathiques. Certaines concentrations d’anticorps, y compris celles des anti-t-RNP synthétases,
correspondent a une activité de la maladie et se manifestent par une réaction cytoplasmique sur les cellules HEp-2
et sur différents substrats du tissu. Les anticorps anti-histidyl-tRNA (Jo-1) synthétase sont les plus communs. Les
patients atteints de myosite et qui sont positifs pour les anticorps Jo-1 manifestent un tableau clinique semblable,
en particulier maladie interstitielle pulmonaire, fibrose pulmonaire, phénomene de Raynaud, fievre et polyarthrite
non-érosive des petites articulations.

Les anticorps associés a la myosite y compris les U1-RNP, PM/Scl, Ku et SS-A(Ro) se manifestent non
seulement dans la myosite mais aussi dans les autres affections du tissu conjonctif. Ces auto-anticorps peuvent
étre détectés par plusieurs méthodes, tel que diffusion sur gel, Western Blot ou ELISA.

PRINCIPES DE LA METHODE

Le test est réalisé sous la forme d’'une méthode immuno-enzymatique (solid phase enzyme labeled immunosorbent
assay - ELISA) Des micropuits sont enduits d’antigene purifié Jo-1. Les régulateurs, les étalons et les échantillons
de sérum des patients sont incubés dans les puits enduits d’antigéne qui permettent aux anticorps spécifiques
anti-Jo-1 qui sont présents dans le sérum de s’agglutiner. L’anticorps non agglutiné et les autres protéines du
sérum sont éliminés en nettoyant les puits des microplaques. Les anticorps agglutinés sont détectés en ajoutant
un conjugué d’anticorps a marquage enzymatique pour I'lgG humain aux puits. Le conjugué non-agglutiné est
éliminé par lavage. La phosphatase alcaline et son substrat (opNPP) sont ensuite ajoutés aux puits et la présence
d’anticorps est détectée par un changement de couleur engendré par la conversion de substrat du pNPP vers un
produit de réaction coloré.

Laréaction est arrétée et I'intensité du changement de la couleur, qui est proportionnelle a la concentration d’anticorps
est lue par un spectrophotometre a 405 nm. Les résultats sont exprimés en unités ELISA par millilitre (EU)/ml.

REACTIFS
Stockage et préparation

Entreposer tous les réactifs a 2-8°C. Ne pas congeler. Ne pas utiliser si le réactif n’est pas clair ou si un précipité
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est présent. Tous les réactifs doivent étre amenés a température ambiante (20-25°C) avant I'usage. Quand il
est entreposé a 2-8°C, la solution de lavage reconstituée est stable jusqu’a la date d’expiration de I'équipement.
Reconstituer la solution de lavage dans 1 litre avec de I'eau distillée ou de I'eau désionisée. Les microplaques sont
destinées a étre utilisée une fois seulement.

Précautions

Destiné a un usage diagnostique in vitro. Tous les composants humains dérivés utilisés ont éte testés pour HBsAg,
HCV, HIV 1 et 2 et HTLV et se sont révélés négatifs sur la base des tests qui sont exigés par 'administration FDA.
Cependant, les dérivés du sang humains et les spécimens des patients doivent toujours étre considérés comme
étant potentiellement infectieux. Il faut appliquer de bonnes pratiques de laboratoire au cours du stockage, de la
distribution et de la manipulation de ces matériaux's.

AVERTISSEMENT - L'azide de sodium (NaN3) peut réagir avec les tuyauteries en plomb et en cuivre pour
former des azides de métal qui sont trés explosifs. Au moment de I'élimination des liquides, rincer avec de
grands volumes d’eau afin de prévenir I'intensification de I'azide. L'azide de sodium peut étre toxique en cas
d’ingestion. En cas d’ingestion, il faut immédiatement signaler 'accident au directeur du laboratoire ou au centre
antipoison.

Les instructions doivent étre suivies exactement dans 'ordre dans lequel elles sont fournies dans la présente
brochure de I'équipement pour garantir I'obtention de résultats valables. Il ne faut pas échanger les composants de
I'équipement avec d’autres provenant d’autres sources si ce n’est ceux qui portent le méme numéro de catalogue
d’Immco Diagnostics Inc. Il faut respecter de bonnes pratiques de laboratoire pour limiter la contamination
microbienne et la contamination croisée des réactifs au moment de la manipulation. Ne pas utiliser aprés la date
de péremption indiquée sur I'étiquette.

Matériel fourni

Anticorps ImmuLisa™ anti-rJo ELISA 1151

L’équipement contient des réactifs en suffisance pour procéder a 96 tests.

12x8 [ MICROPLATE | rJo-1 | Micro-lamelle avec micropuits individuels, revétus d"antigéne Jo-1.

1x1,5ml [CALIBRATOR[A] Jo-1 |* Etalon A (couvercle vert), prét a I'emploi. Contient sérum humain
positif anticorps anti- Jo-1.

1x1,5ml | CALIBRATOR | B | Jo-1 |* Etalon B (couvercle violet), prét a 'emploi. Contient sérum humain
positif anticorps anti- Jo-1.

1x1,5ml [CALIBRATOR|[C][ Jo-1 |* Etalon C (couvercle bleu), prét al'emploi. Contient sérum humain
positif anticorps anti- Jo-1.

1x1,5ml [CALIBRATOR|D][ Jo-1 |* Eta!qn D (couverc/gjaune), prét a 'emploi. Contient sérum humain
positif anticorps anti- Jo-1.

1x1,5ml [CONTROL [+ Jo-1 |* Régulateur positif (couvercle rouge), prét a 'emploi. Contient
sérum humain positif anticorps anti- Jo-1.

1x1,5ml [CONTROL]-|* Régulateur négatif (couvercle blanc), prét a 'emploi. Contient

sérum humain.

1x12ml [IgG-CONJ [ ALKPHOS |* Conjugué Alk. phos. anti-lgG humaines. Code couleur rose.
1x 60 ml * Diluant pour sérum prét a 'emploi. Code couleur bleue.
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1x12ml | SUBSTRATE |* Substrat enzymatique prét a 'emploi. Contient du pNPP. Protéger
de la lumiére.

1x12ml [ STOP Solution d’arrét préte a 'emploi.

2 x | BUF [ WASH Poudre Wash Buffer (solution de lavage). Reconstituer dans un
litre chacun.

* Contient <0.1% NaN,

Symboles utilisés sur les étiquettes:
Numéro de lot

Numeéro de référence catalogue
A utiliser avant

Température de conservation
Lire les instructions d’utilisation

Pour usage diagnostique In vitro

Fabricant

4R EFB> ~x<[F[

Nombre de tests

Matériel nécessaire mais non fourni
* Eau distillée ou désionisée

» Pissette en plastique pour contenir la solution de lavage diluée ou dispositif de lavage de microplaques
automatique en mesure de dispenser 200l

Pipettes en mesure de délivrer de 5 pl a 1000 pl

* Bouchons de pipette jetables

«  Eprouvettes de test propres 12 x 75 mm et porte-éprouvettes de test
e Compte-minutes

» Serviettes de papier absorbant

e Lecteur de microplaque en mesure de lire des valeurs d’absorption a 405 nm. Si un lecteur de microplaque a
double longueur d’onde est disponible, le filtre de référence doit étre placé a 600-650 nm.

RECOLTE DES SPECIMENS ET MANIPULATION

Seuls des spécimens de sérum doivent étre utilisés dans cette procédure. Des spécimens grossiérement
hémolysés, lipémiques ou atteints de contamination microbienne peuvent avoir une influence sur les résultats
de I'essai et ne devraient pas étre utilisés. Entreposer les spécimens a 2 - 8°C pendant un laps de temps qui ne
doit pas dépasser une semaine. Dans le cas d’un stockage plus long, les spécimens de sérum devraient étre
congelés. Eviter des congélations et des décongélations répétées des échantillons.

PROCEDURE
Notes de procédure
* Avant de commencer le test, lire avec soin la brochure qui accompagne le produit.

* Conserver les spécimens de sérum et les réactifs de test a température ambiante avant d’entreprendre la
procédure de test. Remettre immédiatement tous les spécimens inutilisés et les réactifs au réfrigérateur apres
usage.
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* Toutes les dilutions des échantillons des patients doivent étre préparées avant de commencer 'essai.

* Le recours a une bonne technique de lavage s’avere fondamentale. Si le lavage est réalisé€ manuellement,
il est fait de maniére adéquate en dirigeant un flux puissant de solution de lavage avec un flacon-laveur a
pointe large a travers toute la microplaque. On conseille de recourir a un dispositif automatique de lavage de
la microplaque.

»  Utiliser une pipette multicanaux en mesure de délivrer simultanément sur 8 puits. Cela accélére le processus
et permet d’obtenir une période d’incubation plus constante.

«  Achaque étape, un contréle soigneux du chronométrage s’avére important. Le début des périodes d’incubation
commence quand I'addition du réactif a eu lieu.

» L’addition de tous les échantillons et des réactifs doit avoir lieu au méme taux et selon la méme séquence.

* Enlever les bandes des microplaques a puits nécessaires du sachet et refermer avec soin le sachet afin de
prévenir la condensation dans les puits inutilisés. Remettre immédiatement le sachet dans le réfrigérateur.

Méthode de test

Etape 1
Etape 2

Etape 3

Etape 4

Etape 5

Etape 6

Etape 7

Laisser tous les réactifs atteindre la température ambiante.

Etiqueter la feuille de protocole pour indiquer le placement de I'échantillon dans les puits. Une bonne
pratique de laboratoire consiste a traiter les échantillons en double.

Pour une détermination qualitative, utiliser seulement le Etalon Bas D prét a I'emploi (flacon avec
couvercle jaune).

ou Pour un dosage semi-quantitatif, utiliser les étalons A a D préts a 'emploi comme montré dans
le schéma d’échantillon figurant ci-dessous.

DETERMINATION QUALITATIVE DETERMINATION SEMI-QUANTITATIVE
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Préparer une dilution 1:101 de spécimen patient en pipetant 5ul de sérum dans 0.5 ml de diluant de
sérum. Bien mélanger.

Enlever les microplaques a puits nécessaires du sachet de bourse et remettre les bandes inutilisées
dans le sachet scellé au refrigérateur. Placer solidement les microplaques a puits dans le support
fourni comme accessoire.

Pipeter 100 pl de étalon prét a 'emploi, de régulateur positif et négatif et d’échantillons patient dans
les puits appropriés comme dans le schéma de I'échantillon ci-dessus.

Note : Inclure un puits qui contient 100 pl du diluant de sérum a titre de réactif blanco. Mettre a zéro
le lecteur ELISA sur le réactif blanco. L'absorption du réactif blanco ne doit pas étre supérieure a 0,3
quand elle est mesurée par rapport a l'air.

Incuber pendant 30 minutes (+ 5 min) a température ambiante.
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Etape 8 Laver 4x avec de la solution de lavage. En cas de lavage manuel, remplir chaque puits avec de la
solution de lavage reconstituée. Eliminer le fluide en renversant et en tapotant le contenu de chaque
puits ou en aspirant le liquide de chaque puits. Pour absorber a la fin du dernier lavage, renverser
les bandes et tapoter vigoureusement les puits sur les serviettes de papier absorbant. Dans le cas de
dispositifs de lavage automatiques, programmer le dispositif de lavage en suivant les instructions du
fabricant.

Etape 9 Pipeter 100 pl de conjugué dans les microplaques a puits.
Etape 10  Incuber pendant 30 minutes (+ 5 min) a température ambiante.
Etape 11  Laver tous les puits comme décrit dans I'étape 7.

Etape 12  Pipeter 100 pl de substrat d’enzyme dans chaque puits dans le méme ordre et chronométrage que
pour le conjugué.

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

Etape 14  Pipeter 100 pl de solution d’arrét dans chaque puits, en ayant recours au méme ordre et au méme
chronomeétrage que pour I'addition du substrat d’enzyme. Lire les taux d’absorption dans un laps de
temps de 1 heure apres I'addition de la solution d’arrét.

Etape 15 Lire I'absorption de chaque puits a 405 nm en utilisant un lecteur de microplaques a simple ou a
double longueur d’onde 405/630nm par rapport au réactif blanco programmé sur une absorption
zéro.

Controle de qualité

Des étalons, des régulateurs positif et négatif et un réactif blanco doivent étre utilisés a chaque test pour vérifier
l'intégrité et 'exactitude du test. La lecture de 'absorption du réactif blanco doit étre inférieure a 0,3. L'étalon A doit
présenter une mesure de I'absorption qui ne doit pas étre inférieure a 1,0, sans quoi le test doit &tre recommencé.
Le contréle négatif doit étre inférieur a 20 EU/ml. Si le test est effectué en double, la moyenne des deux lectures
devrait étre prise pour déterminer EU/ml. Quand on procede aux dosages qualitatifs, I'absorption de I'étalon D
doit étre supérieure a celle du régulateur négatif et inférieure a I'absorption du régulateur positif. Pour les dosages
semi-quantitatifs, le régulateur positif doit fournir des valeurs dans la plage figurant sur le flacon.

RESULTATS
Calculs

Les concentrations des échantillons patient peuvent étre déterminées par I'une ou lautre de ces deux
méthodes :

1. DOSAGE QUALITATIF

Abs. de I’échantillon d’essai
X EU/ml de ’étalon = EU/ml échantillon d’essai

Abs. de I’étalon

2. DOSAGE SEMI-QUANTITATIF

Relever I'absorption des étalons A a D par rapport a leur concentration respective sur un papier quadrillé linéaire-
linéaire. Relever la concentration en EU/mI sur 'axe des abscisses contre I'absorption sur I'axe des ordonnées
et tracer la courbe optimale. Déterminer les concentrations des échantillons patient de la courbe par rapport a la
valeur d’absorption correspondante.
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Etalon

Les étalons préts a I'emploi sont inclus pour fournir la semi-quantification et doivent étre utilisés a chaque opération.
Les échantillons patient qui contiennent les niveaux d’anticorps les plus élevés peuvent produire des taux d’absorption
plus élevés que ceux de I'étalon A. Pour déterminer des valeurs semi-quantitatives précises, ces échantillons de
sérum doivent en outre étre dilués, de telle maniére qu'ils s’inscrivent dans la plage de la courbe de I'étalon quand
on refait le test. Pour la détermination EU/mI, multiplier les unités obtenues par le facteur de dilution.

Interprétation

Ce qui figure ci-dessous sert uniguement comme guide pour I'interprétation des résultats. Chaque laboratoire doit
déterminer ses propres valeurs normales. Celles-ci peuvent varier en fonction de la population examinée.

anti-Jo-1 conc. Interprétation

<20 EU/mI Négatif
20-25 EU/mlI Indéterminé (cas limite)
>25 EU/mI Positif

LIMITES DE LA PROCEDURE

Les résultats obtenus a I'aide du test ImmuLisa™ anti-Jo-1 servent seulement comme aide pour poser le diagnostic
général et ne devraient pas étre interprétés comme un diagnostic par eux-mémes.
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Anticorpi Anti-Jo-1 ELISA

M  NSERTO DEL PRODOTTO

©
| M M CO 1151 Anticorpi Anti-rJo-1 ELISA 96 Determinazioni

DIAGNOSTICS

FINALITA’ D’USO

Test immunoenzimatico (ELISA) per la rilevazione e la semiquantificazione di anticorpi anti-Jo-1 nel siero
umano.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE DEL TEST

La polimiosite e la dermatomiosite abbracciano un gruppo eterogeneo di malattie muscolari ereditarie conosciute
come miopatie infiammatorie idiopatiche. Sono caratterizzate da debolezza dei muscoli prossimali, spesso
simmetrica che si sviluppa piuttosto lentamente. | pazienti con miopatie inflammatorie idiopatiche possono
presentare sintomi non specifici quali, stanchezza, artralgia e mialgia, mimando cosi altri disturbi e potendo
causare significativi ritardi nella formulazione di una diagnosi esatta e nell'inizio del trattamento adeguato. Gli
anticorpi compaiono nel 60-90% dei pazienti con miopatie inflammatorie idiopatiche e la loro individuazione & di
aiuto nella distinzione di queste miopatie da altre forme di patologie muscolari.

Nelle miositi si distinguono due principali gruppi di autoanticorpi: anticorpi miosite-specifici, e anticorpi che non
mostrano specificita ma che sono comunque associati ad essa'>.

Gli anticorpi specifici per la miosite sono presenti nel 25-40% dei pazienti adulti con miopatia infiammatoria
idiopatica. Le concentrazioni di alcuni anticorpi, includendo quelli contro la t-RNA sintetasi, sono collegati all’attivita
della malattia e mostrano reazioni citoplasmatiche su cellule epiteliali HEp-2 e su vari altri substrati tissutali. Gli
anticorpi anti-istidil-tRNA sintetasi (Jo-1) sono i piu comuni. | pazienti con miosite e positivi agli anticorpi Jo-
1 mostrano caratteristiche cliniche simili, particolarmente malattia interstiziale del polmone, fibrosi polmonare,
fenomeno di Raynaud, febbre e artrite non erosiva simmetrica delle piccole articolazioni.

Gli anticorpi associati alla miosite, inclusi U1-RNP, PM/Scl, Ku e SS-A(Ro) compaiono non solo nei casi di miosite,
ma sono associati anche con altri disturbi del tessuto connettivo. Questi autoanticorpi possono essere individuati
utilizzando varie metodologie, ad esempio il metodo di diffusione su gel, I'immunofissazione o il metodo ELISA.

PRINCIPI DELLE METODICHE

Il test viene eseguito come test immunoenzimatico (ELISA) in fase solida. | pozzetti sono rivestiti con antigene Jo-
1 purificato. Controlli, calibratore e campioni di siero del paziente vengono incubati nei pozzetti rivestiti di antigene,
cid permette agli anticorpi specifici Jo-1 presenti nel siero di legarsi. L'anticorpo non legato e altre proteine sieriche
vengono rimossi lavando i pozzetti. Gli anticorpi legati sono rilevati da un anticorpo anti IgG umane marcato con
un enzima aggiunto ai pozzetti. Il coniugato non legato viene rimosso mediante lavaggio. Nei pozzetti viene poi
aggiunto un substrato enzimatico specifico (pNPP) e la presenza di anticorpi viene indicata da un cambiamento di
colore prodotto dalla conversione del substrato pNPP.

La reazione viene stoppata e l'intensita del cambiamento di colore, che & proporzionale alla concentrazione di
anticorpo, viene letta da uno spettrofotometro a 405 nm. | risultati sono espressi in unita ELISA (EU)/ml.

REAGENTI

Conservazione e preparazione

Conservare tutti i reagenti a 2-8°C. Non congelare. Non usare il reagente se non & limpido o se & presente un
precipitato. Tutti i reagenti devono essere portati a temperatura ambiente (20-25°C) prima dell’'uso. Se conservato
a 2-8°C, il tampone di lavaggio ricostituito & stabile fino alla data di scadenza del kit. Ricostituire il tampone a 1
litro con acqua distillata o deionizzata. Le strisce con i pozzetti sono monouso.
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Precauzioni

Per uso diagnostico in vitro. Tutti i componenti di derivazione umana sono stati analizzati per HbsAg, HCV, HIV-1
e 2 e HTLV-I e sono risultati negativi nei test prescritti dalla FDA. Tuttavia, i derivati del sangue umano e i campioni
del paziente devono essere considerati potenzialmente infettivi. Attenersi alle buone prassi di laboratorio per la
conservazione, la dispensazione e lo smaltimento di questi materiali*®.

ATTENZIONE - L’azide sodica (NaN,) puo reagire con gli scarichi idraulici in piombo e rame per formare azidi
metalliche altamente esplosive. Durante lo smaltimento dei liquidi, diluire con acqua corrente per evitare I'accumulo
di azide. L’azide sodica puo essere tossica se ingerita. In caso di ingestione riferire immediatamente I'incidente al
direttore del laboratorio o al centro antiveleni.

Per garantire la validita dei risultati € indispensabile seguire scrupolosamente le istruzioni contenute in questo foglio
illustrativo. Per eventuali sostituzioni di materiali del kit, usare solo materiali Immco Diagnostics Inc. aventi

lo stesso numero di catalogo. Seguire una buona prassi di laboratorio per ridurre al minimo la contaminazione
microbica e crociata di reagenti durante la manipolazione Non utilizzare il prodotto oltre la data di scadenza
indicata sull’etichetta.

Materiali forniti
Anticorpi Anti-rJo-1 ELISA ImmuLisa™ 1151

| kit contengono reagenti sufficienti ad eseguire 96 determinazioni ciascuno.

12x8 | MICROPLATE | rJo-1 | \I}IIic1ropiastra con micropozzetti asportabili rivestiti con antigene
O_
1x1,5ml [CALIBRATOR|A]| Jo-1 |* Calibratore A (tappo verde) pronto all’'uso. Siero umano contenente
anticorpi anti-Jo-1
1x1,5ml [CALIBRATOR|B]| Jo-1 |* Calibratore B (tappo viola) pronto all'uso. Siero umano contenente
anticorpi anti-Jo-1
1x1,5ml [CALIBRATOR|C][ Jo-1 |* Calibratore C (tappo blu) pronto all’'uso. Siero umano contenente
anticorpi anti-Jo-1
1x1,5ml [CALIBRATOR|D] Jo-1 |* Calibratore D (tappo giallo) pronto all’'uso. Siero umano contenente
anticorpi anti-Jo-1

1x1,5ml |CONTRO|_ | +| Jo-1 |* Controllo Positivo (tappo rosso) pronto alluso. Contiene siero
umano positivo agli anticorpi anti-Jo-1.

1x1,5ml | CONTROL . * Controllo Negativo (tappo bianco) pronto all'uso. Contiene siero
umano.

1x12ml ||_gG_CONJ | ALKPHOS |* Coniugato in Fosf. Alc. anti-lgG umane pronto all’uso; di colore
rosa.

1x 60 ml * Diluente siero pronto all’'uso; di colore blu.

1x12ml | SUBSTRATE |* Substrato Enzimatico pronto all’'uso. Contiene pNPP.
Proteggere dalla luce.

1x12 ml STOP Soluzione di Stop pronta all’'uso.

2 x Tampone di Lavaggio in polvere. Ricostituire a un litro ciascuno.

* Contiene < 0,1% NaN,

Simboli usati sulle etichette:

Numero di lotto
Numero catalogo
ﬁ Scadenza
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X Temperatura di conservazione

& Leggere le istruzioni per 'uso
Uso diagnostico in vitro

d Produttore

W Numero di test

Materiali necessari ma non forniti

Acqua distillata o deionizzata

Flacone per contenere il tampone di lavaggio diluito o lavatore automatico per micropiastre, in grado di
dispensare 200 pl

Pipette con capacita di dispensazione da 5 pl a 1000 pl
Puntali monouso delle pipette

Provette per analisi 12 x 75 mm pulite e rack per provette
Timer

Carta assorbente

Lettore di micropiastre per la lettura di valori di assorbanza a 405 nm. Se € disponibile un lettore di micropiastre
a doppia lunghezza d’onda, il filtro di riferimento deve essere impostato a 600-650 nm.

RACCOLTA DEL CAMPIONE

In questa procedura devono essere usati solo campioni di siero. Campioni fortemente emolizzati, lipemici o
microbiologicamente contaminati possono interferire con le prestazioni del test e non devono quindi essere usati.
Conservare i campioni a 2-8°C per non oltre una settimana. Per la conservazione prolungata, i campioni di siero
dovrebbero essere congelati. Evitare congelamenti e scongelamenti ripetuti dei campioni.

PROCEDURA

Note sul test

Prima di iniziare il test leggere attentamente questo foglio illustrativo.

Portare a temperatura ambiente i campioni di siero e i reagenti prima di iniziare la procedura di analisi.
Immediatamente dopo I'uso trasferire in frigo tutti i campioni e reagenti non utilizzati.

Prima dell'inizio del test preparare tutte le diluizioni dei campioni del paziente.

Una buona tecnica di lavaggio € di importanza decisiva. Se il lavaggio viene eseguito manualmente, dirigere
un forte getto di tampone di lavaggio con un flacone a punta larga su tutta la micropiastra. Si consiglia di
utilizzare un dispositivo automatico di lavaggio della micropiastra.

Usare una pipetta multicanale in grado di riempire 8 pozzetti contemporaneamente. La procedura risulta piu
rapida e il tempo di incubazione piu uniforme.

Per tutte le fasi € importante controllare accuratamente i tempi. Tutti i periodi di incubazione iniziano con il
completamento dell’aggiunta di reagente.

L'aggiunta di tutti i campioni e reagenti dovrebbe essere eseguita alla stessa velocita e nella stessa
sequenza.

Togliere le strisce necessarie dalla busta e risigillarla accuratamente per impedire la formazione di condensa
nei pozzetti non ancora utilizzati. Trasferire immediatamente la busta in frigo.
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Metodo del test

Fase 1

Fase 2

Fase 3

Fase 4

Fase 5

Fase 6

Fase 7

Fase 8

Fase 9

Fase 10
Fase 11
Fase 12

Fase 13
Fase 14

Fase 15

Portare tutti i reagenti a temperatura ambiente.

Etichettare il foglio protocollo per indicare la posizione del campione nei pozzetti. E’ buona prassi di
laboratorio eseguire il test in duplicato.

Per una determinazione qualitativa usare solo il Low Calibrator D pronto all'uso (fiala con tappo giallo).
mentre per una determinazione semi-quantitativa usare i Calibratori da A a D pronti all'uso come
illustrato nell’esempio di disposizione dei campioni riportato sotto:

DETERMINAZIONE QUALITATIVA DETERMINAZIONE SEMI-QUANTITATIVA
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Preparare una diluizione 1:101 del campione del paziente pipettando 5 pl di siero in 0,5 ml di Diluente
del Campione. Miscelare bene.

Rimuovere i pozzetti necessari dalla busta e riporre nuovamente le strisce inutilizzate nella busta
sigillata nel frigo. Sistemare in modo sicuro i pozzetti nel supporto extra fornito di corredo.

Pipettare 100 pl di Calibratore pronto all’'uso, di Controllo Positivo e Negativo e di campioni del
paziente negli appositi pozzetti come indicato nello schema riportato sopra.

Nota: Includere un pozzetto contenente 100 pl di Diluente del Campione come bianco. Azzerare |l
lettore ELISA contro il bianco. L'assorbanza del bianco non deve essere superiore a 0,3.

Incubare per 30 minuti (+ 5 min) a temperatura ambiente.

Lavare 4 volte con il tampone di lavaggio. Per il lavaggio manuale, riempire ciascun pozzetto
con il tampone di lavaggio ricostituito. Eliminare il liquido capovolgendo e sbattendo i contenuti da
ciascun pozzetto o aspirando il liquido da ciascun pozzetto. Per asciugare dopo l'ultimo lavaggio,
capovolgere le strisce e battere vigorosamente i pozzetti su carta assorbente. Per i dispositivi di
lavaggio automatico, programmare il dispositivo secondo le istruzioni del produttore.

Pipettare 100 ul di Coniugato nei pozzetti.
Incubare per 30 minuti (£ 5 min) a temperatura ambiente.
Lavare tutti i pozzetti come prescritto al punto 7.

Pipettare 100 pl di Substrato Enzimatico in ciascun pozzetto nello stesso ordine e con gli stessi tempi
usati per il Coniugato.

Incubare per 30 minuti (£ 5 min) a temperatura ambiente.

Pipettare 100 pl di Soluzione di stop in ciascun pozzetto nello stesso ordine e con gli stessi tempi
usati per I'aggiunta del substrato enzimatico. Leggere I'assorbanza entro 1 ora dall’aggiunta della
Soluzione di stop.

Leggere I'assorbanza di ciascun pozzetto a 405 nm usando un lettore di micropiastre con lunghezza
d’onda singola o doppia (405/630nm) contro il bianco impostato su assorbanza 0.
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Controllo di Qualita

In ciascun test devono essere utilizzati calibratori, controllo positivo, controllo negativo e un bianco allo scopo di
verificare l'integrita e I'accuratezza del test. La lettura dell’assorbanza del bianco deve essere <0,3. Il calibratore
A dovrebbe avere una lettura dell’assorbanza non inferiore a 1, altrimenti & necessario ripetere il test. Il controllo
negativo deve essere inferiore <20 EU/mI. Se il test viene eseguito in duplicato, per determinare le EU/ml si deve
prendere la media delle due letture. Se si eseguono le determinazioni qualitative, I'assorbanza del calibratore D
deve essere maggiore di quella del controllo negativo e minore di quella del controllo positivo. Nelle determinazioni
semiquantitative il controllo positivo deve dare valori che rientrano nell’'intervallo indicato sul flacone.

RISULTATI
Calcoli

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

1. DETERMINAZIONE QUALITATIVA

Assorbanza del campione del test

X EU/mI di Calibratore D = EU/ml del Campione
Assorbanza del calibratore

2. DETERMINAZIONE SEMIQUANTITATIVA

Tracciare I'assorbanza dei calibratori da A a D contro la loro rispettiva concentrazione su una carta millimetrata lineare-
lineare. Tracciare la concentrazione in EU/ml sull'asse X control'assorbanza sull'asse Y e disegnare la curva. Determinare
le concentrazioni dei campioni del paziente dalla curva contro il suo corrispondente valore di assorbanza.

2.5

O.D. @ 405/630nm

L s O
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Calibratore

| calibratori pronti per 'uso servono per la semiquantificazione e devono essere usati in ciascuna serie di analisi. |
campioni di pazienti contenenti livelli di anticorpo piu alti possono dare valori di assorbanza maggiori di quelli del
calibratore A. Per determinare valori semiquantitativi accurati, tali campioni di siero devono essere ulteriormente
diluiti, in modo da farli rientrare nell’'intervallo della curva del calibratore quando testati nuovamente. Per determinare
le EU/mI moltiplicare le unita ottenute per il fattore di diluizione.

Interpretazione

Quanto segue serve solo da guida nell'interpretazione dei risultati. Ciascun laboratorio deve stabilire i propri valori
normali che possono variare in base alla popolazione esaminata.

Conc. anti-Jo-1 Interpretazione

<20 EU/mI Negativo
20-25 EU/ml Borderline
>25 EU/ml Positivo

LIMITAZIONI DEL TEST

| risultati ottenuti con il test anti-Jo-1 ImmuLisa™ rappresentano unicamente un elemento di supporto alla diagnosi,
ma considerati singolarmente non hanno valenza diagnostica.
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ELISA Anticorpos Anti-Jo-1

M FoLHETO DO PRODUTO

©
| M M CO 1151 ELISA para Anticorpos Anti-rJo-1 96 Determinagbes

DIAGNOSTICS

APLICAGCAO

E um teste de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) para a detecgdo e semiquantificacdo de anticorpos anti-Jo-1
em soro humano.

RESUMO E EXPLICAGAO

A Polimiosite e a dermatomiosite fazem parte de um grupo heterogéneo de doengas musculares adquiridas
chamadas miopatias inflamatdrias idiopaticas. Sao caracterizadas por um enfraquecimento muscular proximal
e muitas vezes simétrico que se desenvolve relativamente devagar. Os doentes com miopatias inflamatorias
idiopaticas podem apresentar sintomas néo especificos tais como cansago, artralgia e mialgia, as quais podem
induzir outras doencgas e provocar atrasos consideraveis num diagnéstico correcto e inicio do tratamento. Os auto-
anticorpos apresentam-se em 60 a 90% dos doentes com miopatias inflamatérias idiopaticas e a sua detecgdo é
util para distinguir essas miopatias de outras formas de doencgas dos musculos.

Na miosite podem ser detectados dois grupos principais de auto-anticorpos: anticorpos especificos da miosite e
anticorpos que ndo séo especificos mas associados'®.

Os anticorpos especificos da Miosite apresentam-se em 25 a 40% dos doentes adultos com miopatias
inflamatorias idiopaticas. Certas concentragdes de anticorpos, incluindo os sintetase t-RNP, tém uma correlagao
com a actividade da doencga e mostram reacgéo citoplasmica nas células HEp-2 e variados substratos de tecido.
Os anticorpos anti-histidil-tRNA sintetase (Jo-1) s&o os mais comuns. Os doentes com miosite e positivos aos
anticorpos anti-Jo-1 mostram caracteristicas clinicas semelhantes, especialmente na doenga intersticial pulmonar,
fibrose pulmonar, fenédmeno de Raynaud, febre e artrite simétrica ndo erosiva das pequenas articulagdes.

Os anticorpos associados a Miosite incluindo os anticorpos U1-RNP, PM/Scl, Ku e SS-A(Ro) apresentam-se ndo
s6 na miosite mas também noutras doengas do tecido conjuntivo. Estes auto-anticorpos podem ser detectados
por varios métodos, tais com a difusdo em gel, Western Blot ou ELISA.

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

O teste é executado como imunoensaio de absorgao enzimatica de fase solida. Os micropogos s&o revestidos
com antigénio Jo-1 purificado. Os controlos, os calibradores e as amostras de soro do doente s&do incubados nos
pocos revestidos com antigénio o que permite a ligagao especifica dos anticorpos anti-Jo-1 presentes no soro. Os
anticorpos que ndo se ligaram e as outras proteinas do soro s&o eliminados com a lavagem das micropogos. Os
anticorpos que se ligaram s&o detectados juntando um conjugado de IgG anti-humana marcado com enzima aos
pocos. O conjugado que n&o se tiver ligado € eliminado por lavagem. Depois junta-se um Substrato enzimatico
especifico (PNPP) aos pogos e a presencga de anticorpos é detectada por uma alteragdo da cor provocada pela
conversao do substrato pNPP num produto de reacgéo colorido.

Areaccéo ¢ interrompida e a intensidade de alteragéo da cor, a qual € proporcional a concentragéo de anticorpos, € lida
por um espectrofotdmetro a 405 nm. Os resultados séo apresentados em unidades ELISA por mililitro (UE/ml).

REAGENTES
Conservagao e Preparagao

Conserve todos os reagentes entre 2 e 8 °C. Nao congele. N&o utilize o reagente se néo estiver limpido ou se
apresentar precipitagdo. Os reagentes devem estar todos a temperatura ambiente (20-25 °C) no momento da
utilizagdo. Quando é conservado entre 2 e 8 °C, o tamp&o de lavagem reconstituido permanece estavel até a
data de validade indicada no kit. Reconstituir o tamp&o de lavagem em 1 litro de agua destilada ou desionizada.
As tiras de micropogos revestidas s6 devem ser utilizadas uma vez.
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Precaugées

Para uso em diagnostico in vitro. Todos os componentes de origem humana utilizados foram testados contra
HBsAg, VHV, VIH-1 e 2 e HTLV-I, e apresentaram resultados negativos pelos testes requeridos pela FDA. Contudo,
os derivados de sangue humano e de amostras de doentes devem ser considerados potencialmente infecciosos.
Respeite as normas laboratoriais em matéria de conservacao, distribuicdo e eliminagdo desses materiais™.

ATENCAO - ao azida de sodio (NaN3) pode reagir com as tubagens de cobre ou chumbo para formar azidas
metalicas muito explosivas. Na eliminagéo de liquidos, juntar quantidades abundantes de &gua para evitar a
formagéo de azidas. A azida de sédio pode ser téxica se for ingerida. Se ingerida, informe imediatamente o
director do laboratério ou o Centro Anti-Venenos.

As instrugcdes devem ser seguidas exactamente como estdo indicadas no folheto do kit para assegurar resultados
validos. Nao misture componentes do kit com componentes de outras origens que ndo sejam do mesmo
numero de catalogo da Immco Diagnostics Inc. Respeite as normas em vigor em matéria de processos
laboratoriais para minimizar as possibilidades de contaminagdo microbiana ou quimica dos reagentes durante o
seu manuseamento. Nao use apos a data de validade indicada no rétulo.

Materiais fornecidos
ELISA para Anticorpos Anti-rJo-1 ImmuLisa™ 1151

Cada kit contém reagentes suficientes para executar 96 determinagdes.

12x 8 | MICROPLATE | rJo-1 | Microplaca com micropogos individuais destacaveis revestidos
com antigénio Jo-1.

1x1,5ml |CALIBRATOR|A| Jo-1 |* Calibrador A pronto a usar (tampa verde). Soro humano contendo
anticorpos contra Jo-1.

1x1,5ml [CALIBRATOR|B| Jo-1 |* Calibrador B pronto a usar (fampa violeta). Soro humano
contendo anticorpos contra Jo-1.

1x1,5ml [CALIBRATOR|C| Jo-1 |* Calibrador C pronto a usar (tampa azul). Soro humano contendo
anticorpos contra Jo-1.

1x1,5ml [CALIBRATOR|D| Jo-1 |* Calibrador D pronto a usar (tampa amarela). Soro humano
contendo anticorpos contra Jo-1.

1x1,5ml |[CONTROL |+ Jo-1 |* Controlo positivo pronto a usar (fampa vermelha). Contém soro
humano positivo para anticorpos anti-Jo-1.

1x1,5ml | CONTROL . * Controlo negativo pronto a usar (fampa branca). Contém soro
humano.

1x12ml |I1gG-CONJ | ALKPHOS |* Conjugado anti-humano com fosfatase alcalina pronto a usar.
Cor-de-rosa.

1 x 60 ml * Diluente de soro pronto a usar. Cor azul.

1x12ml SUBSTRATE |* Substrato enzimatico pronto a usar. Contém pNPP. Proteger da
luz.

1x12ml STOP Solugao de paragem pronta a usar.

2x Tampao de lavagem em po6. Reconstituir cada unidade em um
litro.

* Contém < 0,1% NaN3
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Simbolos utilizados nos rétulos:

Numero de lote

Numero de catalogo

Prazo de validade

Temperatura de armazenamento
Ler as instrugdes de utilizacao
Utilizagdo em diagnéstico in vitro

Fabricante

< REEESN 4]

Numero de testes
Materiais necessarios mas nao fornecidos
+ Agua destilada ou desionizada

* Frascode esguicho para o tampéo de lavagem diluido ou lavador automatico de microplacas com a capacidade
de 200 pl

Pipetas para 5 a 1000 pl

* Pontas de pipetas descartaveis

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

* Toalhetes de papel absorvente

» Leitor de microplacas para a leitura de valores de absorvancia a 405 nm. Se estiver a disposi¢gdo um leitor de
microplacas de dois comprimentos de onda, o filtro de referéncia deve ser regulado para 600-650 nm.

COLHEITA E MANUSEAMENTO DA AMOSTRA

Nesta operagéo s6 devem ser utilizadas amostras de soro. As amostras muito hemolisadas, lipémicas ou
contaminadas com micrébios poderéao interferir com o rendimento do teste e portanto ndo deveréo ser utilizadas.
Conserve as amostras de 2 a 8 °C e por ndo mais de uma semana. Para conservar as amostras de soro por mais
tempo sera necessario congela-las. Evite congelamentos e descongelamentos repetidos.

PROCEDIMENTO
Notas sobre o procedimento
* Leia atentamente o folheto do produto antes de iniciar o teste.

* Deixe que as amostras de soro e os reagentes do teste estabilizem a temperatura ambiente antes de iniciar
o teste. Guarde imediatamente no frigorifico todas as amostras e reagentes que nao forem utilizados.

* As diluicbes das amostras do doente devem ser todas preparadas antes de iniciar o teste.

+ E essencial uma boa técnica de lavagem. Se a lavagem for executada manualmente, o método de lavagem
adequado é o de aplicar um jacto forte e directo de tampao de lavagem utilizando um frasco de lavagem com
uma boca larga abrangendo toda a microplaca. Aconselha-se um lavador automatico de microplacas.

e Use uma pipeta multicanal com capacidade de distribuicdo em 8 pogos simultaneamente. Isso torna mais
rapido o processo e assegura um tempo de incubag&o mais uniforme.

* Emtodos os passos € importante um cuidadoso controlo do tempo. O inicio de todos os periodos de incubacgao
da-se quando se adiciona o reagente.

* O adicionamento de todas as amostras e reagentes deve ser efectuado com a mesma proporg¢do e com na
mesma sequéncia.
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* Retire do pacote as tiras de micropogos necessarias e feche bem o pacote para evitar condensac¢do nos
pocos ndo utilizados. Guarde imediatamente o pacote no frigorifico.

Método do teste

Passo 1

Passo 2

Passo 3

Passo 4

Passo 5

Passo 6

Passo 7

Passo 8

Passo 9
Passo 10
Passo 11

Passo 12

Passo 13

Deixe que todos os reagentes estabilizem a temperatura ambiente.

Indique na folha de protocolo a colocacdo das amostras nos pogos. E aconselhavel executar o teste
nas amostras em duplicado.

Para uma determinagao quantitativa use somente o Calibrador D baixo, pronto a usar (frasco com
tampa amarela).

ou Para uma determinagao semiquantitativa use os Calibradores A a D, prontos a usar, como
descrito no esquema abaixo.

DETERMINAGAO QUALITATIVA DETERMINAGAO SEMIQUANTITATIVA
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Prepare uma diluicdo a 1:101 das amostras do doente misturando 5 pl de soro do doente com 0,5
ml de Diluente para Soro. Misture bem.

Retire do pacote os micropogos necessarios e guarde no frigorifico o pacote selado com as tiras ndo
utilizadas. Coloque correctamente os micropogos no suporte extra fornecido.

Com uma pipeta, deite 100 pl de Calibradores, prontos a usar, Controlos Positivos e Negativos e
amostras do doente diluidas nos respectivos micropogos como ilustrado no esquema das amostras
acima

Nota: Inclua também um micropogo com 100 pl de Diluente do Soro como branco de reagente. Ponha
o leitor ELISA a zeros em relagéo ao branco de reagente. A absorvancia do branco de reagente n&o
deve ser superior a 0,3 quando lido em relagdo ao ar.

Incube por 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.

Lave 4 vezes com tampé&o de lavagem. Para lavagem manual, encha cada micropogo com tampéao
de lavagem reconstituido. Elimine o fluido virando ao contrario e batendo com os dedos para eliminar
o conteudo de cada pogo ou aspirando o liquido de cada pogo. Para enxugar no fim da ultima
lavagem, vire as tiras ao contrario e bata com forga os pogos em toalhetes de papel absorvente. Em
caso de lavadores automaticos, programe o lavador de acordo com as instru¢des do fabricante.

Com uma pipeta, deite 100 pl de Conjugado nos micropogos.
Incube por 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.
Lave todas as micropogos como no Passo 7.

Com uma pipeta, deite 100 pl de Substrato Enzimatico em cada micropogo, na mesma ordem e
tempos, como descrito para o Conjugado.

Incube por 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.
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Passo 14 Com uma pipeta, deite 100 pl de Solugdo de Paragem em cada micropogo na mesma ordem e
tempos descritos para o Substrato Enzimatico. Leia os valores de absorvancia no prazo de 1 hora
depois de adicionar a Solugéo de Paragem.

Passo 15 Leia a absorvancia de cada micropog¢o a 405 nm usando um leitor de microplacas a comprimento
de onda simples ou duplo a 405/630 nm em comparagdo com o branco de reagente definido em
absorvancia zero.

Controlo de qualidade

O Calibrador, os Controlos Positivo e Negativo e o branco de reagente devem ser ensaiados em cada teste
para verificar a integridade e a precisdo do teste. A leitura da absorvancia do branco de reagente devera ser <
0,3. O Calibrador A devera ter uma leitura de absorvancia ndo inferior a 1,0, caso contrario o teste devera ser
repetido. O controlo negativo deve ser < 20 UE/mI. Se o teste for efectuado em duplicado, para determinar UE/ml
devera ser calculada a média das duas leituras. Quando se efectuam determinagdes qualitativas, a absorvancia
do Calibrador D deve ser superior a do controlo negativo e inferior a do controlo positivo. Para determinagdes
semiquantitativas, o controlo positivo deve dar valores dentro do intervalo indicado na ampola.

RESULTADOS
Calculos
As concentra¢des das amostras do doente podem ser determinadas em dois métodos:

1. DETERMINACAO QUALITATIVA

Abs. da Amostra de Teste
X UE/ml de Calibrador = UE/ml da Amostra de Teste

Abs. do Calibrador
2. DETERMINACAO SEMIQUANTITATIVA

Registe a absorvancia dos Calibradores A a D em relagéo a respectiva concentragdo num papel milimétrico
linear. Registe a concentragdo em UE/mI na coordenada X em relagdo a absorvancia na coordenada Y e trace
a curva de melhor ajuste. Determine as concentragdes das amostras do doente a partir da curva em relagao ao
correspondente valor de absorvancia.

DO @ 405/630nm

T T T 7 T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Calibrador
Os calibradores prontos a usar s&o incluidos para assegurar uma semiquantificagdo e devem ser usados em
cada teste. As amostras dos doentes com niveis de anticorpos mais elevados devem dar valores de absorvancia
mais elevados do que os do Calibrador A. Para a determinagao com precisao dos valores semiquantitativos essas

amostras de soro devem ser mais diluidas de modo que entrem no intervalo da curva do calibrador quando forem
novamente testadas. Para a determinagao de UE/mI, multiplique as unidades obtidas pelo factor de diluigéo.

Interpretacao

As seguintes informagdes servem apenas como guia na interpretagcdo dos resultados de laboratorio. Cada
laboratoério deve determinar os seus proprios valores normais. Esses poderdo variar em fungdo da populacdo
examinada.
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Conc. anti-Jo-1 Interpretagao

< 20 UE/mi Negativo
20-25 UE/ml Indeterminado (Limiar)
>25 UE/ml Positivo

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

Os resultados obtidos com o teste para anticorpos anti-Jo-1 ImmuLisa™ serve apenas como auxilio num
diagnostico geral e ndo deve ser interpretado como diagnostico definitivo.
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