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INTENDED USE

An indirect immunofluorescence antibody test for the detection and semi-quantitation of
anti-heart antibodies in serum of patients with myocarditis and cardiomyopathy.

SUMMARY AND EXPLANATION

Anti-heart antibodies have been reported in patients with biopsy proven myocarditis, cardi-
omyopathy and to a lesser extent in patients with ischemic heart disease. Results in serum
of healthy individuals show negative reactions. In addition, other studies suggest an asso-
ciation of heart antibodies to bacterial and viral infections.

Well standardized, indirect immunofluorescence (IF) methods on primate, human or rodent
heart tissue provide a simple, non-invasive test to identify individuals who may have im-
mune-mediated cardiac dysfunction®,

Cardiac specific autoantibodies have been reported in 25% of patients with dilated
cardiomyopathy at diagnosis®. Anti-heart antibodies levels decline over time with disease
progression. This suggests that anti-heart antibodies may be predictors of the disease.

PRINCIPLES OF PROCEDURE

In the indirect immunofluorescence method used in this kit, patients’ sera are incubated on
optimized preparations of tissue sections to allow binding of antibodies to the substrate.
Any antibodies not bound are removed by rinsing the slide. Bound antibodies of the IgG
class are detected by incubation of the substrate with fluorescein-labeled, anti-human IgG
conjugate. Reactions are observed under a fluorescence microscope equipped with appro-
priate filters. The presence of anti-heart antibodies is characterized by fibrillar, sacrolemmal
and diffuse cytoplasmic reactions.

PRODUCT INFORMATION
Storage and preparation
Store all reagents at 2-8°C. Reagents are ready for use after equilibration to room temperature.

Materials provided
IMMCO Anti-Heart Antibody IFA REF 1101H

Kits contain sufficient reagents to perform 48 determinations each.

8 x SORBJ[SLDJ6] 6 well Rat Heart Substrate Slides

1x0.5ml CONTROL[+[CMAT| * Positive Control. Contains human
serum with BSA.

1x0.5ml [CONTROLT-] * Negative Control. Contains human
serum with BSA.

1x5ml [TgG-CONJJFITC] * Anti-human IgG FITC Conjugate.

Contains BSA. Protect from light.



1 x 60 ml BUF|* Sample Diluent. Contains BSA.

2 vials BUF|WASH Phosphate Buffered Saline (PBS).
Dissolve each vial to 1 liter.

1x5.0ml [MOUNTING|MEDIUM] * Mounting Medium. Do not freeze.

1x 1.0 ml Evan’s Blue Counterstain.

1x12 Coverslips. Reconstitute to one liter
each.

* Contains < 0.1% NaN,
Material required but not provided

¢ Fluorescence microscope

* Micropipette or Pasteur pipette

« Serological pipettes

¢ Staining dish (e.g. Coplin jar)

¢ Small test tubes (e.g. 13 x 75 mm) and test tube rack
« Distilled or deionized water

¢ 1 liter container

* Wash bottle

¢ Paper towels

¢ Incubation chamber

WARNINGS AND 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. All human
serum specimens and human derived products should be treated as potentially hazardous,
regardless of their origin. Follow good laboratory practices in storing, dispensing and dis-
posing of these materials!®.

WARNING - Sodium azide (NaN3) 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 insert to ensure valid results.
Do not interchange kit components with those from other sources other than the same
catalog number from IMMCO. Do not use beyond expiration date.

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Only serum specimens should be used for this procedure. Grossly hemolyzed, lipemic or
microbially contaminated specimens may interfere with the performance of this test and
should not be used. Store specimens at 2-8°C for no longer than one week. For longer
storage, serum should be frozen at -20°C. Avoid repeated freezing and thawing of samples.

PROCEDURE
Test Method
A. Screening

1. Dilute each patient serum 1:10 with the Sample Diluent provided (0.1 ml serum + 0.9 ml
Diluent). Do not dilute Positive or Negative Controls. Save the undiluted sera to determine
antibody titers if screening tests are found to be positive.

2. Allow pouches containing substrate slides to equilibrate to room temperature for 10-15
minutes. Carefully remove the slides without touching the substrate.

3. Label the slides and place them in an incubation chamber lined with paper towels
moistened with water to prevent drying.

4. Invert dropper vial and gently squeeze to apply 1 drop (approximately 50 ul of the
Negative Control to well #1. Similarly apply 1 drop of Positive Control to well #2. Avoid
overfilling the wells.



5. Using a micropipette or Pasteur Pipette, apply 1 drop of patient’s diluted serum (approxi-
mately 50 pl) to the other wells. Avoid overfilling the wells.

6. Place the lid on the incubation chamber and incubate slides 30 minutes at room tempera-
ture.

7. Remove a slide from the incubation chamber. Hold slide at tab end and rinse gently with
approximately 10 ml PBS using a pipette, or rinse slide in beaker filled with PBS. Do not
use wash bottle. Transfer slide immediately into Coplin jar and wash 10 minutes. Repeat
process with all remaining slides.

8. Remove slide(s) from Coplin jar. Blot the edge of the slide on a paper towel to remove
excess PBS. Place the slide in the incubation chamber. Immediately invert the Conjugate
dropper vial and gently squeeze to apply 1 drop (approximately 50 pl) to each well.

9. Repeat steps 7 and 8 for each slide.
10. Replace the lid on the incubation chamber. Incubate 30 minutes at room temperature.

11. Remove a slide from incubator. Hold the slide at the tab end and dip the slide in a beaker
containing PBS to remove excess conjugate. Place slide(s) in a staining dish filled with
PBS for 10 minutes. If desired, 2-3 drops of Evans blue counterstain may be added to the
final wash. Repeat for the remaining slides. NOTE: Improper washing may lead to
increased background fluorescence.

12. Remove a slide from the staining dish. Blot the edge of the slide on a paper towel to
remove excess PBS. To prevent slide from drying, proceed immediately with
next step while slide is still wet.

13. Mount the coverslip by applying 3 drops of Mounting Medium evenly on the coverslip
and place coverslip over slide. Avoid applying undue pressure and prevent lateral
movement of the coverslip.

14. Repeat steps 12 and 13 for each slide.

15. Examine for specific fluorescence under a fluorescence microscope at a magnification
of 200x or greater.

Slides may be read as soon as prepared. However, because of the presence of antifading
agent in the mounting medium, no significant loss of staining intensity occurs if reading is
delayed for up to 48 hours. Slides should be stored in the dark at 2-8°C.

B. Endpoint Determination (titration)

A serum positive in the screening test may be further tested following steps 5 through 13 to
determine the titer. Each test run should include the Positive and Negative Controls. Make
serial two-fold dilutions starting at 1:10. The reciprocal of the highest dilution producing a
positive reaction is the titer.

Preparation of Serial Dilutions

Number four tubes 1 through 4. Add 0.9 ml of Sample Diluent to tube 1 and 0.2 ml to tubes 2
through 4. Pipette 0.1 ml of undiluted serum to tube 1 and mix thoroughly. Transfer 0.2 ml from
tube 1 to tube 2 and mix thoroughly. Continue transferring 0.2 ml from one tube to the next
after mixing to yield the dilutions depicted in the following table:

Tubes 1 2 3 4
Serum 0.1 ml
+
Buffered Diluent 0.9 ml 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml
> > >
Transfer 0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml
Final dilution 1:10 1:20 1:40 1:80 etc.

QUALITY CONTROL

Both a Positive and Negative Control should be included with each test run. The Negative
Control should show no specific fluorescence , whereas the Positive Control should have
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2+ or greater staining intensity.

If expected results are not obtained, the run should be repeated. If inadequate results

continue to occur with the controls, these may be due to:

¢ Turbidity. Discard and use another control

* Problems with the optical system of the fluorescence microscope. These may include :
improper alignment, bulb beyond useful life expectancy, etc.

¢ Allowing the slide to dry during the procedure.

INTERPRETATION OF RESULTS

Test results for anti-heart antibodies should be read negative (<10) or positive with titer.
Read for specific staining of the heart tissue. Organ specific heart antibodies give fine
striational IF reactions on cardiac tissue but are either negative or weakly positive on
skeletal muscle tissue?.

The following two main staining patterns have been associated with myocarditis:

1) fibrillar

2) sacrolemmal

See images at the end of this document.

Please note that, low titer anti-heart antibodies could occur in individuals with no heart
disease. Various other tissue antibodies such as anti-nuclear antibodies (ANA), and anti-
mitochondrial antibodies (AMA) may also be observed on heart tissue. Sera exhibiting
nuclear reactions may be tested on HEp-2 cell and Liver substrates. Any sera giving
smooth muscle or mitochondrial staining reactions should be tested on Mouse Kidney/
Stomach substrate.

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

In some cases, sera positive for cardiac antibodies may either be very weak or negative
at the initial screening dilution (prozone phenomenon). In such doubtful cases the sera
should be screened at higher dilutions and, if positive, antibody titers determined.

Two or more types of autoantibodies in the serum may react with heart substrate causing
interference with their detection and correct identification by immunofluorescence. This
results either in the failure to detect anti-cardiac antibodies or suppression of their titer, if
the interfering antibody has a higher titer.

EXPECTED VALUES

The incidence of anti-heart antibodies appears at the end of this document.



Anticorps Anti-Coeur IFA
“ 'IVD|

IMMCO REF 1101H 48 Determinations

DIAGNOSTICS

Un essai indirect d’anticorps d’'immunofluorescence pour la détection et le semi-quantita-
tion des anticorps de anti- coeur en sérum des patients présentant la myocardite et la
cardiomyopathie.

SOMMAIRE ET EXPLICATION

Des anticorps de anti-coeur ont été rapportés dans les patients présentant la myocardite
prouvée par biopsie, cardiomyopathie et a un moindre degré dans les patients présentant
la maladie de coeur ischémique. Les résultats en sérum des individus en bonne santé
montrent des réactions négatives. En outre, d’autres études suggerent une association
des anticorps de coeur aux infections bactériennes et virales.

Les méthodes normalisées et indirectes de puits d'immunofluorescence (IF) sur le tissu de
coeur de primat, d’humain ou de rongeur fournissent un essai simple et non envahissant
pour identifier les individus qui ont pu immunisé-avoir négocié le dysfonctionnement
cardiaque 1-6

Des auto anticorps spécifiques cardiaques ont été rapportés dans 25% de patients
présentant la cardiomyopathie dilatée au diagnostic 4. Les niveaux d'anticorps de anti-
coeur diminuent avec le temps avec la progression de la maladie. Ceci suggere que les
anticorps de anti-coeur puissent étre des prédiseurs de la maladie.

PRINCIPE DE LA METHODE

Avec la méthode d'immunofluorescence indirecte utilisée dans ce coffret, le sérum du
patient est incubé sur des préparations optimisées des sections de tissu, ce qui permet la
fixation des autoanticorps avec le substrat. Un lavage de la lame élimine tous les anticorps
non fixés. Une incubation du substrat avec un conjugué anti-lgG humaines, marqué a la
fluorescéine, permet la détection des anticorps fixés de classe IgG. Les réactivités sont
observées sous un microscope a fluorescence équipé des filtres appropriés. La présence
des anticorps de anti-coeur est caractérisée par des réactions fibrillaires, sarcolemmal et
cytoplasmiques diffuses.

INFORMATION PRODUIT
Conservation et préparation des réactifs

Conserver tous les réactifs entre 2°et 8°C. Tous les réactifs sont préts a I'emploi. Avant
utilisation, attendre que les réactifs s’équilibrent a la température ambiante du laboratoire.

Matériel fourni

IMMCO Anti-Heart Antibody IFA REF 1101H

Les kits contiennent les réactifs suffisants pour effectuer 48 déterminations chacune.

8 x SORB[SLD] 6] Lames 6 puits de coeur de rat

1x05ml [CONTROL[+[CMAJ* Contrdle positif ACM, sérum humain avec
de la BSA

1x05ml CONTROL]J- | * Contrdle négatif, sérum humain avec de la
BSA

1x5ml 1IgG-CONJ [FITC| * Conjugué FITC anti-IlgG humaines avec de la

BSA. Maintenir a I'abri de la lumiére
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1 x 60 ml Diluant sérum, avec de la BSA

[ BUF]*
2 vials | BUF|WASH Tampon phosphate salin (PBS). Dissoudre

chaque flacon pour obtenir 1 litre
1x50ml [MOUNTINGIMEDIUM|*  Milieu de montage. Ne pas congeler

1x1,0ml EVANS Contre colorant Bleu d’Evans
1x12 COVER]SLD] Lamelles couvre-lames

* Contient < 0.1% NaN,
Matériel nécessaire mais non fourni

¢ Microscope a fluorescence

« Micropipette ou pipette Pasteur

* Pipette sérologique

« Bac a coloration pour le lavage des lames
¢ Petits tubes (ex 13X75 mm) et portoir

« Eau distillée ou déionisée

« Eprouvette graduée 1l

¢ Flacon pour solution de lavage

¢ Serviettes en papier

¢ Chambre d’incubation

MISES EN GARDE ET PRECAUTIONS

Utilisation comme test de diagnostic in vitro. Le matériel d’origine humaine utilisé dans la
préparation des réactifs a été testé en respectant les recommandations de la FDA et trouvé
non réactif en antigéne de surface du virus de I'hépatite B (Ag HBs), en anticorps dirigés
contre le virus de I'hépatite C (anti HCV) et en anticorps dirigés contre les virus de
'immunodéficience humaine (anti VIH1, anti VIH2 et HTLV-I). Du fait qu'aucune méthode de
test connue ne peut offrir une garantie absolue de I'absence d’agents infectieux, considérer
les réactifs ainsi que tous les échantillons de patients comme potentiellement infectieux et
les manipuler avec les précautions d’'usage“.

Certains réactifs contiennent de 'azide de sodium. Ce composé peut former avec des
canalisations de plomb ou de cuivre des azotures métalliques hautement explosifs. Afin
d’éviter la formation et I'accumulation de tels azotures dans les canalisations, lors de
I'élimination de ces réactifs dans un évier, rincer I'évier a grande eau.

La qualité des résultats est dépendante du respect des instructions figurant dans la présente
notice. Ne pas échanger des réactifs du coffret composants par d’autres provenant d’autres
fabricants.

PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

Seuls les sérums peuvent étre utilisés dans ce test. Il est recommandé de ne pas les utiliserles
les sérums fortement hémolysés, lipémiques ou sujets a une contamination bactérienne pouvant
provoquer des interférences avec les performances du test. Conserver les sérums a 2-8°C
pendant une semaine au maximum. Pour une conservation plus longue, congeler les sérums
a -20°C. Eviter les congélations/décongélations successives des sérums.

MODE OPERATOIRE

A. Dépistage

1. Diluer chague sérum de patient au 1:10 dans le diluant échantillon fourni (10pl de sérum +
90ul de diluant). Ne pas diluer les contréles positifs ou négatifs. Conserver le sérum pur
pour déterminer le titre des autoanticorps dans le cas ou le dépistage sera trouvé positif.

2. Laisser revenir les lames a la température du laboratoire pendant 10-15 minutes dans
le sachet scellé. Sortir les lames avec précaution sans toucher le substrat.

3. Numeéroter les lames et les placer en chambre humide avec des serviettes papier mouillées
pour éviter 'assechement.

4. Appuyer doucement sur le flacon pour déposer 1 goutte (environ 50ul) de Controle
Négatif sur le puits #1. De la méme fagon déposer 1 goutte de Contrdle Positif sur le puits
#2. Eviter de déborder des puits.



5. Avec une micropipette ou une pipette Pasteur, déposer 1 goutte (environ 50ul) de sérum
dilué dans les puits restants. Eviter de déborder les puits.

6. Recouvrir la chambre humide et incuber les lames 30 minutes a température ambiante.

7. Sortir une lame de la chambre humide. En la tenant par un bord, rincer doucement avec
une pipette et environ 10 ml de PBS ou rincer la lame dans un bécher rempli de PBS. Ne
pas utiliser de pissette. Transférer immédiatement la lame dans un bac a coloration et
laver pendant 10 minutes. Répéter les opérations avec toutes les lames.

8. Retirer une lame du bac. Eliminer I'excés de PBS sur une serviette papier. Déposer la
lame dans la chambre humide. Déposer immédiatement 1 goutte de conjugué dans
chaque puits.

9. Répéter les étapes 7 et 8 avec chaque lame.

10. Recouvrir la chambre humide et incuber 30 minutes a température ambiante.

11. Sortir une lame de la chambre humide. Plonger la lame dans un bécher rempli de PBS
pour éliminer I'excés de conjugué. Transférer dans un bac a coloration et laver pendant
10 minutes. Si une contre-coloration est souhaitée, ajouter 2-3 gouttes de Bleu d’Evans
dans le dernier bain de lavage. Répéter les opérations avec toutes les lames.

REM: Un lavage incorrect peut altérer la morphologie et provoquer un bruit de fond de
fluorescence.

12. Retirer une lame du bac. Eliminer I'excés de PBS sur une serviette papier. Pour éviter de
mettre a sec les puits, réaliserimmédiatement I'étape 13 pendant que la lame est humide.

13. Déposer doucement 3 gouttes de milieu de montage dans la lamelle couvre-lame également
et appliquer la lamelle couvre-lame. Ne pas appliquer de pression excessive et éviter les
mouvements latéraux de la lamelle.

14. Répéter les étapes 12 et 13 avec chaque lame.

15. Observer la fluorescence spécifique a I'aide d’'un microscope au grossissement X200
ou plus.

Les lames peuvent étre lues immédiatement. Cependant, grace a la présence d'un agent

anti-fading dans le milieu de montage, la lecture peut étre retardée jusqu’a 48 heures sans

perte significative de l'intensité de fluorescence. Dans ce cas les lames doivent étre
conservées a l'obscurité a 2-8°C.

B. Détermination du titre par les dilutions en cascade

Un sérum trouvé positif au test de dépistage doit étre retesté en suivant les étapes 5 a 13
afin de définir son titre. Inclure dans chaque nouvelle série un controle positif et négatif. Les
dilutions en série de 2 en 2 sont réalisées a partir du 1:10. Le titre du sérum est défini par la
derniere dilution donnant une fluorescence positive.

Préparation des dilutions en série

Numeéroter quatre tubes de 1 a 4. Ajouter 0.9 ml de diluant échantillon dans le tube 1 et 0.2 ml
dans les tubes 2 a 4. Pipetter 0.1 ml de sérum pur dans le tube 1 et agiter soigneusement.
Transférer 0.2 ml du tube 1 dans le tube suivant et apres agitation répéter la méme opération
pour les tubes suivants comme indiqué dans le tableau ci-dessous:

Tubes 1 2 3 4
Serum 0.1 ml
+
Buffered Diluent 0.9 ml 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml
P> P> P>
Transfert 0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml
Dilution finale 1:10 1:20 1:40 1:80etc.

CONTROLE DE QUALITE

Un contrdle positif et un controle négatif doivent étre inclus dans chaque série. Le contrble
négatif ne donne pas d’image fluorescente , tandis qu’avec le contréle positif on obtient une
fluorescence 2+ ou supérieure.

Dans le cas ou les contréles ne donnent pas les résultats attendus, il est recommandé de
refaire le test. Si le probleme persiste, cela peut étre lié a:
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« Laturbidité. Eliminer le contrdle et en utiliser un nouveau.

* Au systeme optique du microscope. Par exemple: mauvais alignement, lampe ayant dépassé
sa durée de vie, etc.

¢ A un assechement des lames pendant la manipulation.

INTERPRETATION DES RESULTATS

Les résultats d’essai pour des anticorps de anti-coeur devraient étre négatifs lu (< 10) ou
positif avec le titre. Lu pour la souillure spécifique du tissu de coeur. Les anticorps
spécifiques de coeur d’organe donnent les réactions IF striationals sur le tissu cardiaque
mais sont négatif ou faiblement positif sur le tissu de muscle squelettique®.

Les deux modeles de souillure principaux suivants ont été associés a la myocardite :
1) fibrillaire

2) sarcolemmal

Voir les images a la fin de ce document.

Veuillez noter cela, de bas anticorps du titre anti-coeur pourrait se produire dans les
individus sans la maladie de coeur. On peut également observer de divers autres anticorps
de tissu tels que des anticorps de anti-nuclear (ANA), et anticorps de anti-mitochondrial
(AMA) sur le tissu de coeur. Des sérums montrant des réactions nucléaires peuvent étre
examinés sur la cellule HEp-2 et les substrats de foie. Tous les sérums donnant le muscle
lisse ou les réactions de souillure mitochondriques devraient étre examinés sur le substrat
de la souris rein/estomac.

LIMITATIONS DU PROCEDE

Dans certains cas, les sérums positifs pour les anticorps cardiaques peuvent étre tres
faibles ou négatif a la dilution initiale de criblage (phénoméne de prozone). Dans de tels
cas douteux les sérums devraient étre examinés a des dilutions plus élevées et, si positif,
a des titres d’anticorps déterminés.

Deux types ou plus d’autoanticorps dans le sérum peuvent réagir avec le substrat de
coeur causant l'interférence avec leur détection et identification correcte par
'immunofluorescence. Ceci a comme conséquence le manque de détecter des anticorps
de anti-cardiac ou la suppression de leur titre, si I'anticorps d’intervention a un titre plus
élevé.

VALEURS PREVUES
L'incidence des anticorps de anti-heart apparait a la fin de ce document.



Anticuerpos Anti-Corazon IFA

4% VD

IMMCO

piagnosTics  REF 1101H 48 Determinations

Una prueba indirecta del anticuerpo de la inmunofluorescencia para la deteccion y la semi-
cuantificacion de los anticuerpos del anti-corazon en el suero de pacientes con miocarditis
y cardiomiopatia.

RESUMEN Y EXPLICACION

Los anticuerpos anti-corazon se han divulgado en pacientes con el miocarditis probado
biopsia, cardiomiopatia y en un grado inferior en pacientes con enfermedad cardiaca
isquémica. Los resultados en el suero de individuos sanos demuestran reacciones
negativas. Ademas, otros estudios sugieren una asociacion de los anticuerpos del corazén
a las infecciones bacterianas y virales.

Los métodos estandardizados, indirectos del pozo de la inmunofluorescencia (IF) en
tejido fino del corazén del primate, del ser humano o del roedor proporcionan una prueba
simple, no invasora identificar a los individuos que pudieron inmune-haber mediado la
disfuncion cardiaca .

Los autoanticuerpos especificos cardiacos se han divulgado en el 25% de pacientes
con cardiomiopatia dilatada en la diagnosis 4. Los niveles de los anticuerpos del anti-
corazon declinan en un cierto plazo con la progresion de la enfermedad. Esto sugiere
que los anticuerpos del anti-corazon puedan ser predictors de la enfermedad.

PRINCIPIO DEL PROCEDIMIENTO

Para la realizacién del método de inmunofluorescencia indirecta de este equipo tiene que
incubarse el suero de los pacientes en preparaciones 6ptimas de las secciones del tecido
y, de este modo, permitir que los anticuerpos puedan unirse al substrato. Cualquier anticuerpo
no unido se elimina mediante lavado del portaobjetos. Los anticuerpos unidos de la clase 1IgG
se detectan mediante incubacion del substrato con un conjugado de IgG antihumano marcado
con fluoresceina. Las reacciones se visualizan en un microscopio de fluorescencia equipado
con filtros adecuados. La presencia de los anticuerpos contra-corazon es caracterizada
por reacciones fibrilosas, sarcolemas y citoplasmicas difusas.

INFORMACION DEL PRODUCTO
Almacenamiento y preparacion

Almacenar todos los reactivos a una temperatura de 2-8°C. Los reactivos pueden emplearse
después de haber sido equilibrados a temperatura ambiente.

Materiales Suministrados

IMMCO Anti-Heart Antibody IFA REF 1101H

El kit contiene los suficientes reactivo para realizar 48 determinaciones.

8 X SORB[SLD]6] Portaobjetos de 6 pocillos con substrato
corazon del rata

1x05ml [CONTROL[+[CMA]* Control positivo de CMA, suero humano
con BSA

1x0,5ml CONTROL]-] * Control negativo, suero humano con BSA
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1x5ml IgG-CONJ [FITC|* Conjugado isotiocianato de
fluoresceina (FITC)-IgG anti humana
con BSA. Proteger de la luz

1x 60 ml [BUFJ* Diluyente de la muestra con BSA

2 viales Fosfato salino tamponado (PBS). Disolver
cada vial en 1 litro

1x50ml  [MOUNTING|MEDIUM]* Medio de preparacion. No congelar

1x 1,0 ml Colorante de contraste azul de Evans

1x12 Cubreobjetos

* PRECAUCION - Contiene < 0.1% NaN,

Material necesario, pero no suministrado

* Microscopio de fluorescencia

* Micropipetas o pipeta Pasteur

¢ Pipetas seroldgicas

¢ Placa de tincién (por ejemplo, frasco de Coplin)

¢ Tubos de ensayo pequefios (por ejemplo, 13 x 75 mm) y gradilla de tubos de ensayo
¢ Agua destilada o desionizada

« Envase de 1 litro

* Frasco de lavado

« Toallas de papel

* Cémara de incubacion

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Para uso diagnéstico in vitro. Todos los componentes de derivados sanguineos humanos
han sido ensayados respecto a la presencia de HbsAg, VHC, VIH-1y 2y el virus linfotropo
de células T humanas (VLTH-I), siendo negativos en los ensayos necesarios segun la FDA
(Administracion de Farmacos y Alimentos de Estados Unidos). Todas las muestras de suero
y los derivados sanguineos humanos deben tratarse como un material potencialmente
peligroso, independientemente de su origen. En consecuencia, deben seguirse unas practicas
de laboratorio adecuadas durante el almacenamiento, dispensacion y eliminacion de dicho
material.

PRECAUCION - La azida sodica (NaN,) puede reaccionar con el plomo y el cobre de las
tuberias y formar azidas metalicas muy explosivas. Después y desechar los liquidos, es
necesario lavar con un volumen grande de agua para evitar la acumulaciéon de azida. La
azida sodica puede ser téxica si se ingiere. En caso de ingestion, notificarlo inmediatamente
al director del laboratorio o al centro toxicolégico.

Para poder garantizar la obtencion de resultados validos, deben seguirse de forma exacta
las instrucciones indicadas en este prospecto. No intercambiar componentes del equipo por
otros diferentes que no tengan el mismo ndmero de catalogo de IMMCO. No utilizar este
equipo después de la fecha de caducidad.

OBTENCION Y PREPARACION DE LA MUESTRA

Para la realizacion de esta determinacion sélo debe utilizarse suero. Las muestras con
hemolisis macroscopica, lipémicas o contaminadas por microorganismos pueden interferir
en el funcionamiento del ensayo y, por tanto, no deben ser utilizadas. Almacenar las muestras
a unatemperatura de 2-8°C durante un periodo no superior a una semana. Cuando se desee
un almacenamiento mas prolongado, el suero debe congelarse a una temperatura de -20°C.
Evitar la congelacion y descongelacion repetida de las muestras.

PROCEDIMIENTO
Método de ensayo
A. Deteccion sistematica

1. Diluir 1:10 el suero de cada paciente con el diluyente de la muestra suministrado (0.1 ml
de suero + 0.9 ml del diluyente). No diluir los Controles Positivo o Negativo. Guardar el
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10.
11.

12.

13.

14.
15.

suero no diluido para la determinacion del titulo de anticuerpos si los resultados son
positivos.

Permitir que los pocillos de los portacbjetos que contienen el substrato se equilibren a
temperatura ambiente durante 10-15 minutos. Extraer con cuidado los portaobjetos sin
tocar el substrato.

Etiquetar los portaobjetos y colocarlos en una camara de incubacion cubierta con
toallas de papel humedecidas con agua para evitar la desecacion.

Invertir el vial cuentagotas y presionar suavemente para aplicar 1 gota (aproximadamente
50 pl) del Control Negativo en el pocillo n° 1. De forma similar, aplicar una gota del Control
Positivo en el pocillo n® 2. Evitar llenar demasiado los pocillos.

Con el empleo de una micropipeta o una pipeta Pasteur, colocar 1 gota del suero diluido
del paciente (aproximadamente 50 pl) en los restantes pocillos. Evitar llenar demasiado
los pocillos.

Tapar la camara de incubacion e incubar los portaobjetos durante 30 minutos a
temperatura ambiente.

Quitar la tapa de la camara de incubacién. Coger el portaobjetos por el extremo y lavar
suavemente con 10 ml de PBS mediante el empleo de una pipeta o lavar el portaobjetos
en un vaso de precipitado lleno de PBS. No emplear un frasco de lavado. Transferir
inmediatamente el portaobjetos al frasco de Coplin y dejarlo durante 10 minutos. Repetir
el proceso con todos los portaobjetos restantes.

Extraer el portaobjetos del frasco de Coplin. Secar el extremo del portaobjetos con una
toalla de papel para eliminar el exceso de PBS. Colocar el portaobjetos en la camara de
incubacion, Invertir inmediatamente el vial cuentagotas del Conjugado y apretar
suavemente para aplicar 1 gota (aproximadamente 50 pl) en cada pocillo.

Repetir las etapas 7 y 8 con cada portaobjetos.
Tapar la camara de incubacion. Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Extraer el portaobjetos del incubador. Sumergir el portaobjetos en un vaso de precipitado
con PBS para eliminar el exceso de conjugado. Colocar el portaobjetos en una cubeta de
tincién llena con PBS durante 10 minutos. Al final del lavado puede afiadirse, si se
desea, 2-3 gotas de colorante de contraste azul de Evans. Repetir el proceso con los
portaobjetos restantes. NOTA: un lavado inadecuado puede repercutir en la morfologia
y puede originar un incremento de la fluorescencia de fondo.

Extraer el portaobjetos de la cubeta de tincién. Secar el portaobjetos con una toalla de
papel para eliminar el exceso de PBS. Para evitar que se seque el portaobjetos, realizar
inmediatamente, mientras el portaobjetos todavia esta himedo, el proceso descrito en el
apartado 13.

Afadir 3 gota del Medio de Preparacion uniformemente en cubreobjetos y colocar el
cubreobjetos sobre el portaobjetos. Evitar la aplicacién de una presién excesiva y el
movimiento lateral del cubreobjetos.

Repetir las etapas 12 y 13 con cada portaobjetos.

Examinar el desarrollo de fluorescencia especifica en un microscopio de fluorescencia
a 200x 0 mas aumentos.

Los portaobjetos pueden leerse al terminar su preparacion. Sin embargo, debido a que el medio
de preparacién contiene un agente antidestefiimiento, puede retrasarse la lectura durante un
periodo de hasta 48 horas sin que se produzca una pérdida significativa de la intensidad de la
tincién. Los portaobjetos deben almacenarse en la oscuridad a una temperatura de 2-8°C.

B.

Determinacién del punto de valoracién (titulacion)

Los sueros positivos durante el ensayo pueden valorarse de forma adicional, etapas 5 - 13,
para determinar su titulacion. Cada ensayo debe incluir un control positivo y negativo.
Realizar diluciones seriadas dobles a partir de 1:10. El titulo es el valor reciproco de la
dilucién mas elevada que produzca una reaccién positiva.
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Preparacion de las diluciones seriadas

Numerar cuatro tubos del 1 al 4. Afiadir 0,9 ml del diluyente de la muestra en el tubo 1y 0,2 ml en los
tubos 2 a 4. Pipetear 0,1 ml del suero no diluido en el tubo 1 y mezclar minuciosamente. Transferir
0,2 ml del tubo 1 al tubo 2 y mezclar meticulosamente. Continuar transfiriendo 0,2 ml de un tubo al
siguiente tras la mezcla y, de este modo, conseguir las diluciones ilustradas en la siguiente tabla:

Tubos 1 2 3 4
Suero 0.1 ml
+
Diluyente tamponado 0.9 ml 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml
2> 2> 2>
Transferencia 0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml
Dilucion final 1:10 1:20 1:40 1:80etc.

CONTROL DE CALIDAD

En cada serie de ensayos debe incluirse un control positivo y negativo. El control negativo

no debe mostrar fluorescencia especifica; por el contrario, el control positivo debe tener

una intensidad de tincion igual o superior a 2+.

Cuando no se obtienen los resultados esperados, debe repetirse el ensayo. Los resultados

anomalos con los controles pueden producirse por:

¢ Turbidez. Desechar y utilizar otro control.

¢ Problemas del sistema 6ptico del microscopio de fluorescencia. Estos problemas pueden
incluir un alineamiento inadecuado, una lampara con fecha posterior a la esperanza de
vida util, etc.

¢ Secado del portaobjetos durante el procedimiento.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Los resultados de la prueba para los anticuerpos del contra-corazon deben ser negativos
leido (< 10) o positivo con titulo. Leido para mancharse especifico del tejido fino del corazoén.
Los anticuerpos especificos del corazon del 6rgano dan las reacciones striational IF en
tejido cardiaco pero son negativa o débil positivo en el tejido del misculo esquelético °.
Los dos patrones que se manchaban principales siguientes se han asociado a miocarditis:
1) fibriloso

2) sarcolema

Ver las imagenes en el extremo de este documento.

Observar por favor eso, los anticuerpos bajos del anti-corazon del titulo podria ocurrir en
individuos sin enfermedad cardiaca. Los anticuerpos otros del tejido tales como anticuerpos
antinucleares (ANA), y los anticuerpos anti-mitochondrial (AMA) se pueden también observar
en tejido del corazon. Los sueros que exhiben reacciones nucleares se pueden probar en la
célula HEp-2 y los substratos del higado. Cualquier suero que da el musculo liso o reacciones
que se manchan mitocondrial se debe probar en el substrato del ratén rifion / estbmago.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

En algunas cajas, los sueros positivos para los anticuerpos cardiacos pueden ser muy
débiles o negativa en la dilusion inicial de la investigacion (fenémeno del prozone). En tales
casos dudosos los sueros se deben defender en dilusiones mas altas y, si positivo, titulos
del anticuerpo determinados.

Dos o0 mas tipos de autoanticuerpos en el suero pueden reaccionar con el substrato del
corazén que causa interferencia con su deteccién e identificacién correcta por
inmunofluorescencia. Esto da lugar a la falta de detectar los anticuerpos anti-cardiacos o
la supresion de su titulo, si el anticuerpo que interfiere tiene un titulo mas alto.

VALORES PREVISTOS

La incidencia de los anticuerpos del anti-corazon aparece en el extremo de este
documento.
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Anti-Herz Antikorper IFA

A% VD]

IMMCO

piagnostics  REF 1101H 48 Determinations

Ein indirekter Immunofluoreszenzantikorpertest fir die Abfragung und die Halb-quantita-
tive Bestimmung der Anti-Herz Antikdrper im Serum der Patienten mit Myocarditis und
Kardiomyopatie.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Anti-Herz Antikdrper sind bei Patienten mit Biopsie nachgewiesener Myocarditis ,
Kardiomyopatie und in geringerem Ausmass bei Patienten mitischamischer Herz krankheit
berichtet worden. Resultate im Serum der gesunden Einzelpersonen zeigen negative
Reaktionen. Zusétzlich schlagen andere Studien eine Verbindung der Herzantikdrper zur
bakteriellen und Vireninfektion vor.

Standardisierte, indirekte der Immunofluoreszenz (IF) Methoden des Brunnens auf Primas-,
Menschen- oder Nagetierherzgewebe liefern einen einfachen, nicht Angriffs Test, Einzelpersonen
zu kennzeichnen, die Herzfunktionsstérung immun-vermittelt haben kénnen®-6,

Spezifische Herzautoantibodies sind in 25% von Patienten mit geweitetem
Kardiomyopatie an Diagnose 4 berichtet worden. Anti-Herz Antikdrperniveaus sinken
Uber Zeit mit Krankheitweiterentwicklung. Dieses schlagt vor, dall Anti-Herz Antikérper
Kommandogerate der Krankheit sein kbnnen.

TESTPRINZIP

Bei dem in diesem Test eingesetzten indirekten Immunfluoreszenzverfahren werden
Patientenseren mit optimierte Vorbereitungen der Gewebeabschnitte inkubiert, um die
Bindung von in den Seren vorhandenen Autoantikdrpern an die Zellen zu ermdglichen. Nicht
gebundenes Material wird durch Waschen entfernt. Gebundene Antikdrper vom Typ 1gG
werden durch Inkubation der Zellen mit Fluorescein-markiertem anti-Human-I1gG
nachgewiesen. Das Reaktionsmuster wird unter einem Fluoreszenzmikroskop bewertet,
das mit den entsprechenden Filtern ausgerustet ist. Das Vorhandensein der Anti-Herz
Antikdrper wird durch die feinfaserigen, sarkolemmisch und verbreiteten zellplasmatischen
Reaktionen gekennzeichnet.

PRODUKTINFORMATION
Lagerung und Handhabung

Alle Reagenzien sind bei 2-8°C zu lagern. Die Reagenzien sind gebrauchsfertig, nachdem
sie auf Raumtemperatur gebracht wurden.

In der Testpackung vorhandenes Material

IMMCO Anti-Heart Antibody IFA REF 1101H

Installationssatze enthalten genligende Reagenzien, um 48Ermittlungen jede durchzufiihren.

8 X [SORB[SLD]6 ] Objekttrager zu 6 Auftragstellen
beschichtet mit Rattenherz

1x05ml [CONTROLT+[CMA]* CMA Positive Kontrolle,
Humanserum mit BSA

1x0.5ml m * Negative Kontrolle, Humanserum
mit BSA

13



1x5ml IgG-CONJ |FITC|* FITC-Konjugat, Anti-Human-1gG
mit BSA. Lichtgeschitzt
aufbewahren

1 x 60 ml Probendiluent mit BSA

2 vials BUF|WASH Phosphatgepuffertes Kochsalz
(PBS). Inhalt eines Flaschchens in 1
Liter auflésen

1x50ml  [MOUNTINGIMEDIUM] * Eindeckmittel. Nicht einfrieren

1x1.0ml Evans Blau Féarbemittel

1x12 Deckglaschen

* enthalt < 0.1% NaN,
Zusatzlich bendtigtes Material

¢ Fluoreszenzmikroskop

« Mikropipetten oder Pasteurpipetten

¢ Kolbenhubpipette

¢ Farbetrog (z.B. nach Coplin)

¢ Kleine Reagenzréhrchen (z.B. 12x75 mm) und dazu passende Gestelle
« Destilliertes oder entionisiertes Wasser

« Behalter, 1 Liter

¢ Papierhandtiicher

¢ Feuchte Kammer

WARNHINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN

Nur fur In-vitro-Diagnostik. Alle Bestandteile menschlichen Ursprungs wurden auf das
Vorhandensein von HBsAg, Anti-HCV, Anti-HIV-1/HIV-2 und Anti-HTLV-1 mit FDA-
zugelassenen Tests untersucht und flr negativ befunden. Alle Humanseren und Produkte
menschlichen Ursprungs sollten ungeachtet ihrer Herkunft als potentiell gefahrlich gehandhabt
werden. Diese Materialien und ihre Behéltnisse sind nach geltenden Vorschriften und
Richtlinien zu lagern und zu beseitigen4.

ACHTUNG - Natriumazid (NaNa) kann mit Kupfer und Blei in Leitungen und Lotstellen unter
Bildung hochexplosiver Metallazide reagieren. Um eine Bildung solcher Metallazide zu
vermeiden, missen Ausgisse nach dem AusgieRen azidhaltiger Lésungen mit reichlich
Wasser gespult werden. Natriumazid kann beim Verschlucken giftig sein. Falle von
Verschlucken sofort dem Laborleiter oder der Giftzentrale melden.

Um die Zuverlassigkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten, ist das Testprotokoll unbedingt
einzuhalten. Falls Kitreagenzien ersetzt werden mussen, sollten nur Artikel von IMMCO der
gleichen Artikelnummer verwendet werden. Keine verfallenen Reagenzien verwenden.

PROBENGEWINNUNG UND HANDHABUNG

Bei diesem Verfahren sollte nur Serum verwendet werden. Deutlich hamolytische, lipamische
oder mikrobiell kontaminierte Proben kénnen die Leistung dieses Tests beeintrachtigen und
sollten daher nicht verwendet werden. Proben sollten nicht langer als eine Woche bei 2-8 °C
gelagert werden. Bei langerer Lagerung sollten sie bei -20°C eingefroren werden.
Wiederholtes Einfrieren und Auftauen vermeiden.

TESTDURCHFUHRUNG
Testmethode
A. Screening

1. Jedes Patientenserum mit dem Probendiluent aus dem Kit 1:10 (0.1 ml Serum + 0.9 ml
Diluent) verdiinnen. Die positiven und negativen Kontrollen nicht verdiinnen. Die
unverdinnten Nativseren aufbewahren, um bei positivem Suchtestergebnis
gegebenenfalls den Antikorpertiter bestimmen zu kénnen.

2. Beutel mit den beschichteten Objekttragern auf Raumtemperatur bringen (10-15 Minuten).
Objekttrager vorsichtig entnehmen, ohne die Beschichtung zu berihren.

3. Objekttrager beschriften und, um ein Austrocknen der Beschichtung zu verhindern, in
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eine feuchte Kammer legen.

4. Von den Tropfflaschchen mit der Negativen und Positiven Kontrolle jeweils 1 Tropfen
(etwa 50 ml) auf die Auftragstellen #1 bzw. #2 ausdricken. Auftragstellen nicht
Uberfullen.

5. Mit einer Mikro- oder Pasteurpipette 1 Tropfen verdiinntes Patientenserum (etwa 50 pl)
auf die weiteren Auftragstellen geben. Auftragstellen nicht Uberfillen.

6. Die Objekttrager in der abgedeckten feuchten Kammer 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubieren.

7. Jeweils einen Objekttrager aus der feuchten Kammer nehmen. Am beschrifteten Ende
anfassen und sorgféltig mit ca. 10 ml PBS aus einer Pipette spllen; alternativ Objekttrager
in einem Becher mit PBS spllen. Keine Spritzflasche verwenden. Objekttrager sofort in
einen Farbetrog mit PBS fur 10 Minuten stellen. Mit den anderen Objekttragern ebenso
verfahren.

8. Objekttrager einzeln aus dem Farbetrog nehmen. Langsseite des Objekttragers gegen
ein Papiertuch halten, um Uberschu? an PBS zu entfernen. Objekitrager in die feuchte
Kammer legen und sofort vom Tropfflaschchen mit Konjugat 1 Tropfen (ca. 50 pl) auf
jede Auftragstelle ausdriicken.

9. Die Schritte 7 und 8 mit jedem Objekttrager einzeln durchfiihren.
10. Feuchte Kammer abdecken und Objekttrager 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

11. Jeweils einen Objekttrager aus der feuchten Kammer nehmen. Am beschrifteten Ende
anfassen und in einen Becher mit PBS eintauchen, um UberschuR an Konjugat zu
entfernen. Objekttrager 10 Minuten in einen Farbetrog mit PBS stellen. Falls Gegenfarbung
gewuinscht ist, kdnnen 2-3 Tropfen Evans Blau Farbemittel pro Trog hinzugefiigt werden.
Mit den anderen Objekttragern ebenso verfahren. HINWEIS: Unsachgemafies Waschen
kann die Morphologie beeintrachtigen und eine erhéhte Hintergrundfluoreszenz bewirken.

12. Objekttrager einzeln aus dem Farbetrog nehmen. Léngsseite des Objekttragers gegen
ein Papiertuch halten, um UberschuR an PBS zu entfernen. Um ein Austrocknen der
Beschichtung zu vermeiden, sofort mit Schritt 13 fortfahren.

13. 3 Tropfen des Eindeckmittels sorgfaltig auf Deckglaschen gleichmé&Rig geben und ein
Deckglaschen auflegen. Leicht andricken und seitliche Bewegung des
Deckglaschens vermeiden.

14. Die Schritte 12 und 13 mit jedem Objekttrager einzeln durchfihren.

15. Auf spezifische Fluoreszenz hin unter einem Fluoreszenzmikroskop bei mindestens
200facher VergroRerung auswerten.

Die Objekttrager kdnnen sofort nachdem sie angefertigt wurden ausgewertet werden. Weil
das Eindeckmittel einen Stoff enthalt, der einem Ausbleichen entgegenwirkt, kbnnen die
Objekttrager jedoch bis 48 Std. spater ausgewertet werden, ohne daf? die Intensitat der
Fluoreszenz signifikant abklingt. Die Objekttrager sollten im Dunkeln bei 2-8°C gelagert werden.

B. Titerbestimmung

Bei einem im Suchtest positiven Serum kann nach Durchfihrung der Schritte 5 bis 13 der
Titer bestimmt werden. Zu diesem Zweck ist ausgehend von einer 1:10-Verdinnung eine
Reihenverdinnung zu erstellen.

Bei jedem Testlauf sollten die positive und negative Kontrolle mitgefuihrt werden. Der Titer
ergibt sich aus dem reziproken Wert der hdchsten Verdiunnung, die ein positives Ergebnis
zeigt.

Herstellung einer Reihenverdinnung

Vier Rohrchen mit 1 bis 4 beschriften. Vom Probendiluent 0.9 ml in R6hrchen 1 und jeweils 0.2
ml in Roéhrchen 2 bis 4 geben. 0.1 ml unverdiinntes Serum in Roéhrchen 1 pipettieren und
grundlich durchmischen. Aus Réhrchen 1 0.2 ml ins Rohrchen 2 Uberfuhren und griindlich
durchmischen. Die Verdiinnungsreihe wie in der folgenden Tabelle dargestellt fortfiihren,
indem nach Durchmischen jeweils 0.2 ml von einem Réhrchen in das néachste Uberfihrt
werden.
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Réhrchen 1 2 3 4

Serum 0.1 ml
+
Probendiluent 0.9 ml 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml
2> 2> 2>
Zu uberfuhren 0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml
Endverdinnung 1:10 1:20 1:40 1:80etc.

QUALITATSKONTROLLE

Bei jedem Testlauf sollten sowohl eine positive wie eine negative Kontrolle mitgefiihrt werden.

Die negative Kontrolle sollte keine spezifische Fluoreszenz zeigen. Die positive Kontrolle

solte eine Fluoreszenzintensitat von mindestens 2+ zeigen.

Werden die erwarteten Ergebnisse nicht erhalten, sollte der Testlauf wiederholt werden.

Sind die Ergebnisse mit den Kontrollen auch dann nicht wie erwartet, kann dies folgende

Ursachen haben:

¢ Trubungen. Kontrolle(n) verwerfen und eine neue verwenden.

¢ Probleme mit der Optik des Mikroskops, wie z.B.: unsachgemafe Ausrichtung, Lampe
zu alt, usw.

¢ Objekttragerbeschichtung wahrend Testdurchfiihrung ausgetrocknet.

AUSWERTUNG DER ERGEBNISSE

Testergebnisse fir Anti-Herz Antikorper sollten gelesenes negatives (< 10) oder Positiv
mit Titer sein. Gelesen fir das spezifische Beflecken des Herzgewebes. Geben
spezifische Herzantikdrper des Organs striational IF Reaktionen auf Herzgewebe aber
entweder Negativ oder schwach Positiv auf Gewebe des skelettartigen Muskels sind °.

Die folgenden zwei befleckenden Hauptmuster sind mit Myocarditis verbunden gewesen:
1) feinfaserig

2) sarkolemmisch

Bilder am Ende dieses Dokumentes sehen.

Das bitte merken, niedrige Titer Anti-Herz Antikdrper kdnnte in den Einzelpersonen ohne
Herzkrankheit auftreten. Viele Gewebeantikdrper wie anti-nuklear Antikérper (ANA) und
Anti-mitochondrische Antikérper (AMA) konnen auf Herzgewebe auch beobachtet werden.
Die Seren, die Kernreaktionen ausstellen, kénnen auf Zelle HEp-2 und Lebersubstraten
gepruft werden. Alle mégliche Seren, die glatten Muskel oder mitochondrische befleckende
Reaktionen geben, sollten auf Substrat der Maus Niere / Magen geprift werden.

BESCHRANKUNGEN DES VERFAHRENS

In einigen Fallen kdnnen die Seren, die fir Herzantikorper positiv sind, entweder sehr
schwach oder Negativ an der Ausgangssiebungverdiinnung (Prozone Phanomen) sein.
In solchen zweifelhaften Fallen sollten die Seren an den hoéheren Verdinnungen und,
wenn Positiv, an den festgestellten worden AntikOrpertitern aussortiert werden.

Zwei oder mehr Arten Autoantikorper im Serum konnen mit dem Herzsubstrat reagieren,
das Storung mit ihrer Abfragung und korrekten Kennzeichnung durch Immunofluoreszenz
verursacht. Dieses ergibt entweder die Storung, anti-herzantikorper oder Ausgleich ihres
Titers zu ermitteln, wenn der behinderende Antikérper einen héheren Titer hat.

ERWARTETE WERTE

Die Ausdehnung der Anti-Herz Antikorper erscheint am Ende dieses Dokumentes.
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Anticorpi Anti-Cuore IFA
“ 'IVD|

IMMCO REF 1101H 48 Determinations

DIAGNOSTICS

Una prova indiretta dell’anticorpo di immunofluorescenza per la rilevazione e la semi-
quantificazione degli anticorpi del anti-cuore in siero dei pazienti con miocardite e
cardiomiopatia.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE

Gli anticorpi del anti-cuore sono stati segnalati in pazienti con la miocardite provata
biopsia, cardiomiopatia ed a un grado inferiore in pazienti con la malattia di cuore
ischemica. | risultati in siero degli individui in buona salute mostrano le reazioni negative.
In piu, altri studi suggeriscono un’associazione degli anticorpi del cuore alle infezioni
batteriche e virali.

| metodi standardizzati e indiretti del pozzo di immunofluorescenza (IF) sul tessuto del
cuore del primate, dell’essere umano o del roditore forniscono una prova semplice e non
invasore identificare gli individui che possono immune-mediare la disfunzione cardiaca .
| auto anticorpi specifici cardiaci sono stati segnalati in 25% dei pazienti con
cardiomiopatia dilatare alla diagnosi 4. | livelli degli anticorpi del anti-cuore declinano
col tempo con la progressione di malattia. Cid suggerisce che gli anticorpi del anti-cuore
possono essere preannunciatori della malattia.

PRINCIPIO DEL METODO

Nella metodica in immunofluorescenza indiretta utilizzata in questo kit, i sieri dei pazienti vengono
incubati su preparazioni ottimizzate delle sezioni del tessuto per consentire il legame
degli anticorpi al substrato. Tutti gli anticorpi non legati vengono eliminati sciacquando il vetrino,
mentre gli anticorpi legati del tipo IgG vengono individuati mediante incubazione del substrato
con coniugato anti IgG umana, marcato con fluoresceina. Per osservare le reazioni si utilizza
un microscopio a fluorescenza dotato di filtri adatti. La presenza degli anticorpi del anti-
cuore e caratterizzata dalle reazioni fibrillari, sarcolemmal e citoplasmiche
diffuse.

CARATTERISTICHE DEL PRODOTTO
Conservazione e preparazione

Conservare tutti i reagenti a una temperatura di 2-8°C. | reagenti sono pronti per I'uso dopo
averli portati a temperatura ambiente.

Materiali forniti

IMMCO Anti-Heart Antibody IFA REF 1101H

| corredi contengono i reagenti sufficienti per realizzare 48 determinazioni ciascuno.

8 x SORB|[SLDI6 ] Vetrini-substrato di cuore de ratto con 6
pozzetti

1x05ml [CONTROL [+][CMA |* Controllo positivo CMA, siero umano con
BSA

1x0,5ml CONTROL [-] * Controllo negativo, siero umano con BSA

1x5ml 1IgG-CONJ |FITC|* Coniugato FITC anti-lgG umana con

BSA. Tenere lontano dalla luce.
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1x 60 ml [BUF J* Diluente per campioni con BSA

2 flaconcini Tampone fosfato-salino (PBS). Ricostituire
ciascun flaconcino con 1 litro d’acqua

1x50ml [MOUNTING|MEDIUM]* Mezzo Montante. Non congelare.

1x1,0ml Blu di Evans

1x12 Vetrini coprioggetto

* Contiene < 0.1% NaN,

Materiali necessari ma non forniti

« Microscopio a fluorescenza

« Micropipetta o pipetta Pasteur

¢ Pipette sierologiche

« Piastra di colorazione (ad esempio vaschetta di Coplin)
¢ Piccole provette (ad es. 13 x 75 mm) e porta provette
¢ Acqua distillata o deionizzata

« Contenitore da 1 litro

« Bottiglia di lavaggio

* Carta assorbente

¢ Incubatore

AVVERTENZE E PRECAUZIONI

Per uso diagnostico in vitro. Il materiale di origine umana utilizzato nella preparazione dei
reagenti e stato controllato ed é risultato negativo ai test richiesti dalla FDA per la presenza
del’HBsAg, HCV, HIV-1 e 2 e HTLV-I. Tuttavia, maneggiare tutti i campioni di siero umano e
i prodotti di origine umana come fonte potenziale di infezione, indipendentemente dalla loro
origine, seguendo le normali pratiche di laboratorio per la conservazione, la dispensazione
e I'eliminazione di questi materiali'*. ATTENZIONE - La sodio azide (NaNB) puo dar luogo a
reazioni chimiche pericolose. Per lo smaltimento dei residui delle ‘analisi attenersi
scrupolosamente alle norme CDC e alle norme di legge in materia. La sodio azide ¢ tossica,
se ingerita; in questo caso, informare immediatamente il responsabile del laboratorio o un
centro per casi di avvelenamento.

Al fine di assicurare risultati validi, si raccomanda di attenersi alle istruzioni riportate in
questo inserto. Non scambiare i componenti del kit se non con quelli aventi lo stesso numero
di catalogo della IMMCO. Non utilizzare oltre la data di scadenza.

PRELIEVO E PREPARAZIONE DEL CAMPIONE

Per questa procedura utilizzare soltanto campioni di siero. Campioni fortemente emolizzati,
lipemici o contaminati possono influenzare i risultati del test e vanno scartati. Conservare i
campioni a una temperatura di 2-8°C per non oltre una settimana. Per periodi di conservazione
pit lunghi, congelare il siero a —20°C, evitando di congelare i campioni piu volte.
PROCEDURA

Metodica d’analisi

A. Screening

1. Diluire ciascun siero di paziente 1:10 con il Diluente per Campioni fornito (0.1 ml di siero
+ 0.9 ml di Diluente). Non diluire i Controlli Positivi o Negativi. Conservare i sieri non
diluiti per determinare i titoli anticorpali se i test di screening risultano positivi.

2. Lasciare che i sacchetti contenentii vetrini-substrato raggiungano la temperatura ambiente
per 10-15 minuti, quindi estrarre i vetrini facendo attenzione a non toccare il substrato.

3. Marcare i vetrini e porli in una camera umida.

4. Capovolgere il flaconcino contagocce e versare delicatamente 1 goccia (circa 50 pl) del
Controllo Negativo nel pozzetto no. 1. Allo stesso modo versare 1 goccia del Controllo
Positivo nel pozzetto no. 2, evitando di riempire eccessivamente i pozzetti.

5. Con una micropipetta o con la pipetta Pasteur, versare 1 goccia del siero diluito del
paziente (cir