AUTOANTIBODY TEST SYSTEM
PRODUCT INSERT
‘ ‘ 1102-60 60 Determinations

1102 100 Determinations

©
| M M CO 1102-120 120 Determinations

DIAGNOSTICS 1103 200 Determinatons
- 1103-240 240 Determinations

1103-480 480 Determinations

1103-512 512 Determinations

1125 HEp-2/Mouse Kidney COMVI | 100 Determinations

1134 HEp-2/Mouse Kidney/Stomach COMVI Il 100 Determinations

INTENDED USE

(ndirect immunofluorescence [[F([lantibody tests for the detection and quantitation of antilnuclear antibodies ANA[]
1102, 1102-120, 1103, 1103-480, 1103-512, 1102-60, 1103-240, 1125, 1134, anti'mitochondrial antibodies [AMA (1]
anti'smooth muscle antibodies ASMAC[REF] 1725, 1134 and anti‘gastric parietal cell antibodies [AGPAL

1134 in human serum.

SUMMARY AND EXPLANATION

Antinuclear antibodies (ANA), detected by indirect immunofluorescencel aid in the diagnosis of connective tissue
disorders including systemic lupus erythematosus 'SLE T mixed connective tissue diseasel Sjogren’s syndrome and
scleroderma 5. ANA occur in about 95+ of SLE patients as well as patients with other connective tissue diseases.
ANA may also occur in other disorders such as chronic active hepatitis and primary biliary cirrhosis ©8.

Anti-mitochondrial antibodies (AMA) occur in over 90 of primary biliary cirrhosis cases(13[11+ of chronic
active hepatitis patients and are absent in patients with extralhepatic biliary obstruction and in other liver diseases.
The universal presence of antiimitochondrial antibodies in primary biliary cirrhosis and their virtual absence in
extralhepatic jaundice makes their detection of considerable value in the differential diagnosis ¢2.

Anti-smooth muscle antibodies (ASMA) in high titer >160(]occur in the majority of cases of chronic active
hepatitis and in intermediate titers (40(80(in acute viral hepatitis. Occasionally they may occur in cases of primary
biliary cirrhosis where they are also found in intermediate titers. The significance of titers of 20140 is doubtful since
these titers may occur in normal individuals 34,

Anti-gastric parietal cell antibodies (AGPA) are commonly associated with pernicious anemia and chronic
atrophic gastritis where they occur in about 90+ and 50« of cases! respectively. Howeverl they are not disease
specific as they may occur in low frequency in other disorders. Although healthy individuals may have gastric
parietal cell antibodies! this finding may reflect asymptomatic atrophic gastritis. Negative findings for gastric parietal
cell antibodies provide strong evidence for excluding pernicious anemia 7.

PRINCIPLES OF PROCEDURE

[n the indirect [F method used in this kit[jpatients’ sera are incubated on a variety of susbstrates [HEp(2 cells or
HEp(2 cells and mouse kidney/stomach sections(to allow binding of antibodies. Any antibodies not bound are
removed by rinsing. Bound antibodies of the (gG class are detected by incubation of the substrate with fluorescein(]
labeled( Jantilhuman (gG conjugate. Reactions are observed under a fluorescence microscope equipped with
appropriate filters. The presence of ANATASMAIAMA and AGPA is demonstrated by an apple green fluorescence
of specific histologic structures in the tissue. The titers [the reciprocal of the highest dilution giving a positive
reactionCare then determined by testing serial dilutions .

PRODUCT INFORMATION
Storage and preparation

Store all reagents at 2(8°C. Reagents are ready for use after equilibration to room temperature.
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Materials provided
HEp-2 Cells [REF] 1103-240, 1102-60, 1102, 1102-120, 1103, 1103-480, 1103-512

HEp-2/Mouse Kidney COMVI | 1125

HEp-2/Mouse Kidney-Stomach COMVI I 1134

20 x

6 x

10 x

20 x
20 x
40 x
32 x
1x0.5ml
1x0.5ml
1x0.5ml
1x5ml

1 x 60 ml

2x

1x50ml

1x12

1x12

| SORB | SLD | 6 |

| SORB | SLD | 10 |

| SORB [ SLD | 10 |

[ CONTROL | + [ AMA | *

CONTROL | - |*
| 1IgG-CONJ | FITC |*

| MOUNTING | MEDIUM |*

SLD

| COVER | SLD | LONG |

Optional components

1x1.0 ml

EVANS

[Contains < 0.1% NaN,

6 well Substrate Slides (1102-120)
10 well Substrate Slides (1102-60)
10 well Substrate Slides (1102, 1125, 1134)

10 well Substrate Slides (1103)
12 well Substrate Slides (1103-240)
12 well Substrate Slides (1103-480)

16 well Substrate Slides (1103-512)
ANA Positive Control. Contains human serum.

AMA Positive Control. Contains human serum. (1125, 1134)
Negative Control. Contains human serum.

Anti-human [gG FTC Conjugate with or without Evan’s Blue.
Protect from light. 1 vial (1102-60), 2 vials (1102, 1102-120, 1125,
1134), 3 vials (1103, 1103-240), 6 vials (1103-480, 1103-512)

Buffered Diluent. 1 vial (1102-60, 1102, 1102-120, 1125, 1134)
2 vials (1103, 1103-240, 1103-480, 1103-512)

Phosphate Buffered Saline (PBS). Dissolve each vial to 1 liter.
2 vials (1102-60, 1102, 1102-120, 1125, 1134)
3 vials (1103, 1103-240, 1103-480, 1103-512)

Mounting Medium. Do not freeze.
1 vial (1102-60, 1102, 1125, 1134), 2 vials (1102-120, 1103),
3 vials (1103-240), 4 vials (1103-480, 1103-512)

Coverslips. 1 box (1102-60, 1102), 2 boxes (1102-120, 1103),
3 boxes (1103-240, 1103-480)

Long Coverslips (1125, 1134), 3 boxes (1103-512)

Evan’s Blue Counterstain.
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Symbols used on labels:
Lot number
Catalog number

Use by

Storage temperature
Read instructions for use
[n vitro diagnostic use
Manufacturer

Number of Tests

G [5]B> ~ w75

Material required but not provided
*  Fluorescence microscope

*  Micropipette or Pasteur pipette

» Serological pipettes

e 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

e Paper towels

* [ncubation 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-and found negative by FDA required tests. All human serum specimens and human derived products
should be treated as potentially hazardous, regard-less of their origin. 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. flingested, report incident immediately to laboratory director or poison control center.

[nstructions 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 Diagnostics
nc. 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 Buffered Diluent provided 20 pl serum + 180 pl diluent) or
1:40 (10 pl serum (1390 pl diluent). Do not dilute Positive or Negative Controls. Save
the undiluted sera to determine antibody titers if screening tests are found to be positive.
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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. [nvertdropper vial and gently squeeze to apply 1 drop (approximately 50 ul) of the Negative Control to well [11.
Similarly apply 1 drop of ANA Positive Control to well [ 2. [flapplicable, 1 drop of AMA Positive Control to well
[B (1125, 1134). Avoid overfilling the wells.

5. Using a micropipette or Pasteur Pipette, apply 1 drop of patient’s diluted serum (approximately 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 temperature.

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. [floptional conjugate
without counterstain is used (see optional components in Materials Provided Section), 2-3 drops of Evan’s
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 Starting at 1:10

Number six tubes 1 through 6. Add 0.9 ml of Sample Diluent to tube 1 and 0.2 ml to tubes 2 through 6. 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:
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Tubes 1 2 3 4 5 6
Serum 0.1ml
+
Buffered Diluent 0.9 ml 02ml 02ml 0.2ml 0.2 ml 0.2ml
= = = = 2
Transfer 0.2 ml 0.2ml 02ml 0.2ml 0.2 ml
Final dilution 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 etc.
QUALITY CONTROL

Both a Positive and Negative Control should be included with each test run. The Negative Control should show no
specific fluorescence of the nuclei, smooth muscle, tubules of the kidney or gastric parietal cells. The AMA Positive
Control should have 2+ or greater staining intensity of the tubules of the kidney. The ANA Positive Control should
have 2+ or greater staining intensity of the nuclei of the kidney with a predominantly homogeneous pattern.

[flexpected results are not obtained, the run should be repeated. [flinadequate 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

The results of the tests for ANA, AMA, ASMA, and AGPA antibodies should be reported as negative (<10) on kidney
stomach sections (1125, 1134) negative (<40) on HEp-2 cells (1102, 1102-60, 1102-120, 1130, 1103-240,
1103-480, 1103-512, 1125, 1134), positive (with titer greater than or equal to 320) or, alternatively, positive

with specific endpoint titer.

Read only fields which contain specific staining of the nuclei of the kidney and HEp-2 cells and the pattern observed
for ANA, the kidney tubules for AMA, the kidney blood vessel walls for ASMA and gastric parietal cells only for
AGPA. All other reactions should be reported as negative for ANA, AMA, ASMA and/or AGPA.

ANA can be detected on all substrates but should be quantified on the kidney or HEp-2 cells. The nuclear staining
patterns observable with the kidney substrate or HEp-2 cells provided include homogeneous, peripheral (rim),
speckled and nucleolar. The centromere staining pattern (including mitotic figures) is seen most easily on HEp-2
cells. These nuclear staining patterns are described below. They may be one or a combination of several staining
patterns. The latter are due to reactions to several different nuclear antigens.

Homogeneous: The entire nucleus fluoresces evenly with a diffuse staining pattern.

Nuclear The nuclear membrane stains most intensely as fine linear pattern with decreasing staining
Membranous: intensity of the nucleoplasm towards the center of the nucleus.

Speckled: Discrete coarse to fine round speckles fluoresce throughout the nucleus.

Nucleolar: The nucleoli stain as multiple solid bodies within the nucleus.

Centromere: Large speckles of finite number. Reactive antigen segregates with condensed chromosomes

in cells undergoing mitosis.®

The specificity of some of the antibodies giving the above staining patterns may be further identified by tests for
antibodies to nDNA and to various extractable nuclear antigens. These may be of diagnostic significance as listed
ill Table 1 at the end of this document.

AMA may be observed on both the distal and proximal tubules of the kidney with the distal tubules staining more brightly.
Even though the cytoplasm of the gastric parietal cells also stains, AMA should be quantitated on the kidney.

Staining of the stomach muscularis and kidney glomeruli may also be observed with ASMA, but only ASMA seen
on the blood vessel walls of the kidney should be reported.

On HEp-2 cells, detectable cytoplasmic antibodies include anti-mitochondrial antibodies (AMA) and anti-smooth
muscle antibodies (ASMA). (n an AMA pattern, the cytoplasm appears granular, whereas the ASMA pattern is a
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fibrillar network of staining throughout the cytoplasm. Both patterns should be reported as negative for ANA. AGPA
only reacts on the parietal cells of the stomach and provides cytoplasmic reactions. Negative reactions on kidney
with positive reactions on stomach are indicative of AGPA.

LIMITATION OF THE PROCEDURE

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

some cases the presence of two or more antibodies in a serum which are reactive with the same substrate may cause
an interference in their detection by immunofluorescence. This interference may cause either failure to detect ANA or
suppression of its titer if the interfering antibody has a higher titer than ANA. All ANA reactions should be reported.

The goat anti-human (gG FITC Conjugate supplied in this kit is primarily heavy chain specific but has some light
chain activity. [tireacts primarily with [gG class autoantibodies, but may, to a lesser degree, react with light chains
of other classes such as [gM.

A positive ANA should not be considered diagnostic of SLE by itself. They also occur in patients with other
connective tissue diseases and certain drugs such as procainamide and hydralazine may induce a positive ANA".
Moreover, sera of patients with malignancies and infectious diseases may also have positive ANA2,

The clinician should consider the results of all positive indirect immunofluorescence tests along with the results of
other laboratory tests and the clinical condition of the patient when making a diagnosis.

EXPECTED VALUES

As seen in Tables 2, 3, 4 and 6 at the end of this document, tests for nuclear antibodies are used to screen for
SLE and certain other immunologic disturbances. AMA occur in over 90% of cases of primary biliary cirrhosis and
3-11% of cases of chronic hepatitis. ASMA occur in the majority of cases of chronic active hepatitis and AGPA are
commonly associated with pernicious anemia and chronic atrophic gastritis.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

The ImmuGlo™ Autoantibody Test System was compared with another commercially available fluorescent antibody
test using HEp-2 cells as a substrate. The comparison included 15 serum samples from normal subjects as
well as sera from patients with the diagnosis of SLE, subacute cutaneous lupus erythematosus, scleroderma or
rheumatoid arthritis. Sera were tested according to the procedure and screening dilution recommended by the
manufacturer. These yielded comparable results as summarized below:

Comparison of Kits Using HEp-2 Cell Substrate for the Detection of Antinuclear Antibodies

% Positive
Clinical Condition No. of Sera Immco™ Other
SLE 12 100 100
Subacute Cutaneous LE (SCLE) 7 85 85
Scleroderma 6 100 100
Rheumatoid Arthritis 10 50 30
Normal Controls 15 0 0

The ImmuGlo™ Autoantibody Test System (Mouse Kidney/Stomach Sections) was compared with another
commercially available fluorescent antibody test using mouse kidney/stomach as a substrate. The comparison
included: 20 samples of ANA positive sera, 19 samples of AMA positive sera, 19 samples of ASMA positive sera,
20 samples of AGPA positive sera and 38 serum samples from normal subjects. Sera were tested starting ata 1:10
dilution with the procedure recommended by the manufacturer. These yielded comparable results as summarized
in Tables 7 and 8 at the end of this document.
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EF| 1102-120 120 Dpoadiopiouoi
DIAGNOSTICS 1103 200 [1pocdiopiouoi
- 1103-240 240 "\poodiopiouoi
1103-480 480 [poodiopiouoi
1103-512 512 [poadiopiopoi
IREF| 1725 Hep-2 COMVI | vepp6 TrovTIKIWV 100 [ poodiopiouoi
[REF] 1134 Hep-2 COMVI Il vepp6 TrovTIKIwV 100 LIpocdiopiopoi

['POOPIZOMENH XPHZH

AvaAuoeig avTIowPaTwy éupecou avooo®Bopiopol (IF), yia Tnv avixveuon Kali Tov TTOOOTIKO TTPOCdIopIouO
QVTITTUPNVIKWY avTIOWUATWY (ANA) (1102, 1102-120, 1103, 1103-480, 1103-512, 1102-60, 1103-240, 1125,
1134) avTipIToXovOPIaKWY avTIowWPdTwy (AMA), avTiIowpdTwy KOTE Twv Agiwv puikwv Ivwv (ASMA) (1125,
1134) Kol avTIOWPGTWY KATA TWV TOIXWHATIKWY KUTTAPWY Tou oTopdxou (AGPA) (1134) o€ opd avBpwITOU.

LIEPIAHWYH KAl ELIEZHIHZH

Ta avrirrupnvikd avricwpata (ANA) 1Tou avixvetovTtal Je EUUECO avooopOopIouO, GUUBAAAouv OTn diIdyvwaon
dlaTapaxwy Tou CUVOETIKOU I0TOU, OTIG OTToiEG TTEPIAAUBAVOVTAI O CUCTNUATIKOG £pUBNUOTWANG AUKOG (ZEA), N WIKTA
vOOO0G TOU OUVOETIKOU 1IGTOU, TO oUVdpopo Sjogren kai n okAnpodeppia’S. Ta avriowpata ANA epgavifovtal ato 95%
TwV aoBevwy e ZEA, KaBwg eTTiong Kal o€ aoBeveig e AAeG vOooUG Tou GUVOETIKOU 1I0ToU. Ta ANA evdEXeTal €TTIONG
VO EPPAVIOTOUV Kal 0€ AAAEG dlaTapaxEg, OTIWG N XPOvia evepyOs NTTATITION Kal N TTIPWTOTTABRAS XOAIKN Kippwaon &8,

Ta avmigitoxovdplakd avriowparta (AMA) epgavifovrar oe mocooTd dvw Tou 90% Twv TTEPITITWOEWY
TTPWTOTTAB0UG XOMKNAG Kippwang, 010 3-11% Twv agBevwv pe xpdvia evepyd NTTATITION EVW ATTOUCIALOUV O€ AoBEVEiG
Me eEwnTraTikh aTroé@Pan XoAneopwv Kal AAAEG voooug Tou ATTaTog. H KaBoAIKA TTapouadia avTidIToXovOpIaKwy
QVTICWMATWY OTNV TTPWTOTTAON XOAIKN Kippwaon Kal N oUCIACTIKA ATToudia TOUG OToV €§wNTTATIKO iKTEPO, KABIoTA
TNV avixveuaon 1Id1aitepa TTOAUTIUN yia TN dla@opikr Sidyvwaons'2,

YwnAoi TiTAOI AVTICWHATWY KATA TwV Agiwv puikwyv Ivwv (ASMA) (>160) gugavidovtal oTnv TTAEIOWN@Ia Twv
TEPITITWOEWYV XPOVIOG evepyou nmaTimidag, evw peTpiou Babuou TiTAol (40-80) epgavidovial oTnv o&eia 10yevn
nmaTinda. MepioTaolakd, evOEXETAI VO EUPAVIOTOUV O TTEPITITWOEIG TIPWTOTTABOUG XOAIKNG Kippwaong, OTTou £TTioNG
aveupiokovTal o€ TiTAoug peTpiou Babuou. H agia Twv TiTAwv 20-40 gival ap@iBoAn, KaBwg auToi ol TiTAoI evOEXETal
Va EJPAVIOTOUV O€ QUOIOAOYIKG dTopa™ ™4,

Ta avTICWPOTO KATA TWV TOIXWHATIKWY KUTTApwV Tou oTtopdyou (AGPA) oxetifovtal cuvABwg pe Kakoron
avalpia Kol Xpovia atpo@Iikn yaoTpiTida, aTIG oTroieg ep@avifovial o€ TooooTé 90% Kal 50% Twv TTEPITITWOEWY,
avrtioToixa. QoTdo0, dev ival €I0IKA yIa TN VOO0 A@OU eVOEXETAI VO EUPAVIOTOUV PE XOUNAR ouxVvOTNTO Kal 0€ GAAEG
diarapay€g. Av Kal Ta UyIr) GTOPO EVOEXETAI VA PEPOUV AVTICWHATA KATA TWV TOIXWHATIKWY KUTTAPWYV TOU GTOPAXOU,
TO €Upnua autd MOavov va UTTOdNAWVEI ACUUTITWHATIKN aTPO@IKr yaoTpimida. H atmouadia avTiowpdTwy KaTd Twv
TOIXWHATIKWY KUTTAPWY TOU GTOUAXOU OTTOTEAET IoXUPN €VOEIEN yia TOV ATTOKAEIOUO TNG KAKONBoUg avaipiog'™ 7.

APXEZ THZ AIAAIKAZIAZ

21N pEBOBO €upecou avooopBoPIoHOU TTOU XPNOIKOTTOIEITAI OE QUTO TO KIT, Ol OPOi TwV AcBevWV eTWAlOVTal O £va
ouvduaouod uttooTpwudTwy (kUTTapa HEp-2 i kittapa HEp-2 kal Topég ve@poU/oToudXoU TTOVTIKOU) TTPOKEINEVOU
va emTeuxOei déopEUOn Twv avTiIowdTwy. Ta avTiowpaTta Tou dgv deapelovTal atmopakpUvovTal Pe éKTTAuon. Ta
avTIoCWHOTa TAENG [gG TToU €XOUV BECUEUBET avixveUovTal PE TNV ETTWACT TOU UTTOOTPWHATOG € OUJEUKTIKO QvTioWUa
Katd NG avBpwmvng [gG onuacuévo pe Aouopeakeivn. O avTIdpdoelg TTapakoAouBoUvTal ue JIKPOOKOTTIO ¢BopPIcHOU
Trou d1aBéTel Ta KaTdAANAa @iATpa. H Trapouaia ANA, ASMA, AMA kai AGPA SIaTTIOTWVETAI E TNV TTOPoUadia ¢Bopiouou
€VTOVOU TTPACIVOU XPWHATOG, O€ GUYKEKPIUEVEG I0TOAOYIKEG OOMEG TOU I0TOU. 2Tn OUvéxeld, kaBopilovTtal ol TiTAol (To
avTioTPOPO TNG UYWNAOTEPNG apdiwong TTou £dwaoe BETIKN avTidpaon) Ye avaAuan SI0dOXIKWY apailoEwY '8,

AHPO®OPIEX [IPOIONTOX
duAagn kai TTpoeToIpOTia

OAa 1a avmidpaoTrpia @uAdooovTal otoug 2-8°C. Ta avTidpacThApIa ival £€TOINA yIa XProT, €pOCOV TACOUV O€
Beppokpaaia dwparTiou.
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YAIkG TTOU TTApEXOVTAl
Kotrapa HEp-2 1103-240, 1102-60, 1102, 1102-120, 1103, 1103-480, 1103-512
HEp-2/veppd tTrovtikiwv COMVI | 1125
HEp-2/ve@pwv GTopdxou TTovTikod COMVI I 1134

20 x
6 x
10 x
20 x
20 x
40 x
32x

1x0,5ml
1x0,5ml

1x0,5ml
1x5ml

1 x 60 ml

1x50ml

1x12

1x12

| SORB [SLD| 6 |
| SORB | SLD | 10 |
| SORB [ SLD | 10 |
| SORB | SLD | 10 |
| SORB | SLD | 12 |
| SORB [ SLD | 12 |
| SORB | SLD | 16 |

[ CONTROL | + [ ANA | *
| CONTROL | + | AMA | *

| CONTROL | -*

| 1IgG-CONJ | FITC | *

*

| MOUNTING | MEDIUM |*

| COVER | SLD | LONG |

[|POCIPETIKA OCUCTATIKA

1x1,0 ml

* Mepigxel < 0,1% NaN,

AVTIKEINEVOPOPOI UTTOOTPWHATOG HE 6 KUWeAideG (1102-120)
AVTIKEINEVOPOPOI UTTOOTPWHATOG ME 10 KuweAideg (1102-60)
AvTikeiyevopdpol uTtooTpwHaTog Pe 10 kuweAideg (1102, 1125, 1134)

(

(
AvTiKeIpEVOPOpOI UTTOOTPWHATOG ME 10 KuweAideg (1103)
AVTIKEIUEVOPOPOI UTTOOTPWHOTOG e 12 KuweAideg (1103-240)
(

AVTIKEINEVOPOPOI UTTOOTPWHOTOG PE 12 KuweAideg (1103-480)

AVTIKEINEVOPOPOI UTTOOTPWHATOG ME 16 KuweAides (1103-512)
AidAupa BeTikou eAéyxou yia ANA. TMepiéxel opd avBpwTTou.

AidAupa BeTikoU eAéyxou yia AMA. Tepiéxel opd avBpwTTou.
(REF]1125, 1134)

AidAupa apvnTikou eAéyxou. Mepiéxel opd avBpwTTou.

>uCeukTIKO avTiowpa FITC kartd Tng avBpwivng (gG

Na mpooTarteveTal atd 10 uwG.

1 vial (1102-60), 2 vials (1102, 1102-120, 1125, 1134)

3 vials (1103, 1103-240), 6 vials (1103-480, 1103-512)
ApaiwTikd pubuIoTIKG didAupa. 1 vial (1102-60, 1102, 1102-120,
1125, 1134), 2 vials (1103, 1103-240, 1103-480, 1103-512)

PubuioTikd didAupa ewogopikwy (PBS). AloAUoTe KaOe
@I0AiBIO £wg Oyko 1 Aitpou. 2 vials (1102-60, 1102, 1102-120,
1125, 1134), 3 vials (1103, 1103-240, 1103-480, 1103-512)

Méoo emkdAuwng. Na pnv katawuyxeTtal.
1 vial (1102-60, 1102, 1125, 1134), 2 vials (1102-120, 1103)
3 vials (1103-240), 4 vials (1103-480, 1103-512)

KaAuTrTpideg. 1 box (1102-60, 1102), 2 boxes (1102-120, 1103)
3 boxes (1103-240, 1103-480)

KaAutrTpideg peydAou prikoug (1125, 1134), 3 boxes (1103-512)

Emixpwon Evans blue.
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ZUuBoAa TTou XPNOIUOTTOIOUVTAl OTIG ETIKETEG:
Ap1Budg TapTtidag

ApIBu6G Katahdyou

Huepopnvia Aigng

O¢puokpagia aTTodnKEUONG

AloBdoTe TIG 00nyieg xpriong

[n vitro dlayvwaTIKR XpAon

KataokeuaoTrg

xd MEEE S

Ap1Bubdg avaAloewv

ATraiToUpeva UAIKA TTou dev TTapEXOVTAL
e [1IKpOOKOTTIO @OOopICHOU

e [JIkpommTTéTa A TITTETA Pasteur

* OpoloyIKEG TTITTETEG

TpuBAio xpwong [11.X. doxeio Coplin(]

e [lIKpoi OOKIMAOTIKOI CWAAVES (T1.X. 13 X 75 mm) kal pop£ag SOKIPAOTIKWY CWARVWY
*  AmeoTayuévo A ATTIOVIGPEVO VEPO

*  Aoxeio evog AiTpou

e ®idAn éktTAucNG

e ATToppo@nTIKA XapTId

*  OdAapog emwaong

[IPOEIAO[IOIHZEIZ KAI [ PO®YAAZEIZ

Ma in vitro diayvwaoTikA Xprion. OAa Ta ouoTaTIKA avBpwTTIVNG TIPOEAEUCNG TTOU XPNOIUOTTOIOUVTaI £XOUV eAeYXOEi
yla TnVv mmapouadia Tou avtiyévou HbsAgl twv 1wv HCVIIHIVIT kail 20 kaBwg kal Tou 100 HTLVIIkal £€xouv BpeOei
apvnTIKALloUP@wva Pe TIG e€eTdoelg TTou atraitei o Opyaviopds Tpogipwyv kal Papudkwy Twv H.I.A. (FDA).
OAa 1a deiypata avBpwTmivou opoU Kal T TTPOIOVTA avBpwTTiving TTPoEAEUONG Ba TTPETTEI VA QVTIMETWTTICOVTAI WG
duvnTiKA eTTIKivOuval oveEdpTnTa aTTO TNV TTPOEAEUCT| TOUG. AKOAOUBAOTE TIG OPBEG EPYAOTNPIAKES TTPAKTIKEG KATA
TN QUAAENL TNV £yXUon Kal TV ammoéppIyn TwV UAIKWY auTwv™,

MPOEAOMNOMHZH — To agidio Tou vartpiou (NaN,) evdéxetal va avnidpdoel pe owAnvwoelg amod poAuBdo 1
XOAKO Kal va oXNUATIOE I0XUPWG EKPNKTIKA adidia PeTdAwv. Katd tnv atmdppiyn uypwv EETTAUVETE PE PEYAAES
TO0OTNTEG VEPOUIETOI WOTE va atmmo@euxBei N oucowpeuon adidiwv. To alidio Tou vaTpiou evOEXETAI va €ival
TOgIKO O€ TTEPITITWON KATATIOONG. Z€ TTEPITITWON KATATTOONG OVOQEPETE APECWG TO TTEPIOTATIKO GTO dlEUBUVTHA ToU
£pyaoTnpiou ) oTo KEVTPO EAEYXOU BNANTNPIACEWV.

MNa m diac@dAAion éyKupwv atmoTEAEOUATWV lakoAouBnoTe TIG 0dnyieg akpIfwg OTTWG gugavifovtal oe autd TO
€vOeTO. [NV EVOANGOOETE T CUCTATIKA TOU KIT JE OUOTOTIKA AAANG TTpoéAeuang TTou dev £xouv Tov idlo apiBud
kataAdyou TG Immco Diagnostics (nc. [1nv T0 XpNOIYOTIOIEITE PETA TNV TTAPEAEUCN TNG NUEPOMNViag ARENG.

ZYAAOI'H KAI [TPOETOIMAZIA AEIrMATOZ

Oa TpETTEl Va XpnaipoTToloUvTal povo deiypata opou yia auTr| Tn diadikagia. AgiypaTa TTou £X0UV UTTOOTE PeydAou
BaBuou aipoAucnIAITTaIpIKG A deiypaTa HoAUCPEVO PE PIKPORIa eVOEXETAI VO ETTNPEGCOUV TNV OTTOBOCTN QUTAG
TNG avdAuong Kail dev Ba TTPETTEl va XpnoiyotrolouvTtal. Ta deiypata guAdooovTal o€ Beppokpaaicg 2(8°Cl etti Ol
TEPIOCTOTEPO OTTO pia efdoudda. MNa @uAagn peyaAutepng didpkelaglo opdg Ba TTPETTEl va KaTawuxBei aToug [
20°C. Na atro@euyeTal n eTTaveIAnPpéVn KATdywuén Kal atmowuén Twv delyudTwy.
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AIAAIKAZIA
MéBodog avdaAuong

A.
1.

10.

11.

12.

13.

14.
15.

AvdaAuon SiaAoynig

ApaiwoTe KABe uttopoveTIKO 0pd 1:10 pe atTrobnkeupévo Diluent Tapexopevo (opdg 20 pl + 180 ul Diluent)
or 1:40 (10 pl opou 1390 pl apaiwTikoU). [Inv apaiwveTe Ta diaAUuaTa BeTIKOU i apvNnTIKOU EAEyXOU.
PUAGETE TOUG PN apalwpEVOUg 0polg yia va KaBopioeTe TOUG TITAOUG avTIoWUATWY, AV 0l avaAUoEIg
diahoyng BpeBouv BeTIKEG.

AQAOTE TIG BAKEG TTOU TTEPIEXOUV TIG AVTIKEIMEVOPOPOUG TOU UTTOOTPWHOTOG €11 10-15 AETITA, TTPOKEIPEVOU
va @Tdoouv o€ Beppokpacia dwuaTiou. AQaIPECTE TTPOCEKTIKA TIG QVTIKEIMEVOPOPOUG XWPIG va ayyigeTe TO
uTTOOTPWHA.

ZnNUAVETE TIG QAVTIKEIMEVOPOPOUG KOl TOTTOBETAOTE TIG O€ €va BAANOUO €TTWACNG TTOU £XETE KAAUWEl ME
ammoppoPnTIKO XapTi SlaBPeyHEVO PE VEPO WOTE VA ATTOTPEWETE TUXOV aTTOENpPaAvan.

AvaoTpEWTE TO GTAYOVOUETPO Kal TTIECTE TO EAAPPA yia va TTpooBéoeTte 1 atayova (repitrou 50 pl diaAUpaTog
apvnTikoU eAéyxou) oTnv KuweAida utr ap. 1. [1e Tov idlo TpoTTO, TTPooBEéoTe 1 OoTAYOVA BIAAUUATOG BETIKOU
eAéyxou ANA oTtnv KuyweAida utr ap. 2. Edv epapuoletal, TpooBéoTe 1 otaydva dIaAUPATOG BETIKOU EAEYXOU
ALJA otnv kuweAida utr’ ap. 3 (1125, 1134) ATTOQUYETE TNV UTTEPTTANPWON TWV KUWEAIDWV.

XpnOoIUOTIoOIWVTAG JIa JIKpOTITTETa | TTTéTa Pasteur, TpooBéote 1 oTaydva atmd Tov apalwpévo opd Tou
aoBevoug (trepitrou 50 pl) oTig UTTOAOITTEG KUWEAIDEG. ATTOQUYETE TNV UTTEPTTARPWON TWV KUYWEAIdWV.

To1roB€eTr|OTE TO KATTAKI OTO BAAANO ETTWACNG KAl ETTWACTE TIG AVTIKEIWEVOPOPOUG £TTi 30 AeTTTA 0€ BepuoKpaaia
dwpariou.

A@aipéoTe pia avTiKeIuevoopo atd 1o BdAauo emwoaong. KpaTAoTe TNV QvTIKEIMEVOPOPO aTTd TO AKPO
TTOU @Epel Ta oToIxeia Kal ekTTAUveTE pe Trepittou 10 ml PBS xpnoipotmoiwvtag pia TmmeTa 1 eKTTAUVETE
TNV QVTIKEIUEVOQOPO o€ KUTTEAAO TTou Trepiéxel PBS. (1n xpnoipotroigite @IGAnN €KTTAUONG. [1ETOQEPETE TV
QAVTIKEINEVOPOPO apéowg aTo doxeio Coplin kal ekTAUveTe €1Ti 10 AeTiTd. ETravaAdBete Tn diadikaaoia Ye OAeg
TIG UTTOAOITTEG AVTIKEIJEVOPOPOUG.

AQaipéoTe TIG AVTIKEINEVOPOPOUG atrd To doxeio Coplin. ZTuTTwWoTE TNV AKPN TNG OVTIKEIMEVOQOPOU ME
amoppoPnTIKO XOPTi yia va a@aipéoeTe TNV TTepicoeia PBS. TotroBetrioTe TNV QVTIKEIUEVOQOPO € BAAapO
ETTWOONG. AvaoTPEWTE OUECWS TO OTAYOVOUETPO TOU GUCEUKTIKOU QVTICWHOTOG Kal TECTE TO HAAAKA yIa va
mpooBéoeTte 1 oTaydva (repitrou 50 pl) o€ kKABe KuweAida.

EmravaAdBeTe Ta BrpaTa 7 Kal 8 yia KABE avTIKEINEVOPOPO.
ToTroBeTAOTE €K VEOU TO KOTTAKI 0TO BAAapo emwaong. EmwdoTe e1mi 30 AeTTd 0€ Bgpuokpacia dwaTiou.

A@aipéoTe pia avTIKeINeEVvo@Opo atrd 1o BGAapo emwacng. KpatriaoTe TNV avTIKEIWEVOPOPO aTTO TO AKPO TTOU
@Epel Ta oToixeia Kal euRamTioTe TNV o€ éva KUTTEAAO pe PBS yia va a@aip€oeTe TnV TTEPICOEI0 TUCEUKTIKOU
QAVTIOWUOTOG. TOTTOBETACTE TIG AVTIKEIMEVOPOPOUG O €va dioko xpwaong Tou Trepiéxel PBS e1mi 10 AemrTd.
Edv xpnoiyotroinBei TTpoaipeTikd OUZEUKTIKO avTiowpa Xwpig Tmixpwon (deiTe Ta TTPOAIPETIKE OUCTATIKA
otnv evotnTa “YAIKd TTou TrapéxovTal’), JTropeite va TTpooBéoete 2-3 otayoveg eTmixpwong Evans blue otnv
TENIKN €kTTAUON. ETTavaoAdBeTe yia TIG UTTOAOITTEG avTIKEINEVOPOPOoUG. ZHITEINZH: Tuxov akaTdAANAN €KTTAUGNH
evOéxeTal va TTPOKaAEéael augnuévo eBopiopud utToRdbpou.

A@aipéoTe pia AVTIKEIUEVOQOPO OTTO TO OIOKO XPWONG. ZTUTTWOTE TNV GKPN TNG QVTIKEIMEVOPOPOU HE
amoppoPnTIKG XapTi yia va a@aipéoeTe Tnv Trepiooeia PBS. TMNa va atrotpéwere Tuxov amoffpavon Tng
OVTIKEIHEVOPOPOU, TIPOXWPNOTE QUNECWG OTO ETTOMEVO BAHA, EVOOW N AVTIKEIMEVOPOPOG Eival AKOMN
uypn.

E@apudote TNV KoAuTITPida, TTpooBEéTOVTag 3 OTAYOVEG PECOU ETTIKAAUWNG OMOIOUOPPA ETTAVW TNG, Kal
TOTTOBETACTE TNV TTAVW OTNV AVTIKEINEVOPOPO. ATTOQUYETE TNV EPAPHOYI AOKOTTNG TTIECNG KAl ATTOTPEWTE TV
TTAEUPIKN TTiEON TNG KOAUTTTPIOAG.

EmavaAdBete Ta Bripata 12 kai 13 yia KAOE avTIKEIWEVOPOPO.

E&etdoTe yia €101k6 @BOPIoHO e PIKPOOKOTTIO PBopIouoU o€ peyéBuvan 200x r} peyaAlTepn.
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O1 avTikelnevo@Opol utropoulv va diaBacTolv POAIG TTpogToipaaTouv. QOoTO00, eEQITIOG TNG TTAPOUCIAg TTAPAYOVTa
TTpooTaciag @BopIcHOU 0To PECO KABAAwWONG, Sev ep@avieTal CNUAVTIKN ATTWAEIA TNG £VTOONG TNG XPWONG, €AV N
avdyvwaon kabuoTteprioel £wg kal 48 wpeg. O1 avTIKEINEVOPOPOI Ba TTPETTEI va QUAACTOVTAI GE OKOTEIVO XWPO, O€
Beppokpaaoia 2-8°C.

B. [1poadiopiopog TEAIKOU onpeiou (TITAOSOTNON)

‘Evag op6g Tou Ba Bpebei BeTikdg atnv avdAuon Sialoyrg PTTopei va avaAuBei Trepaitépw, akoAoubBwvTag Ta
Brpata 5 éwg 13 yia Tov kKaBopiopd Tou TiTAou. KdBe oeipd avdAuong Ba trpétrel va TTepIAapBdvel Ta SioAUpaTa
BeTIKOU Kal apvnTIKoU eAéyxou. EkTeAéOTE B1ad0XIKEG BITTAEG apaIWOElg EekIvvTag atrd Tnv avaloyia 1:10. O TiTAog
gival To avTioTpo®o TNG uwnAoTEPNG apaiwaong TTou £dwae BeTIKN avTidpaon.

[IpogToIgaoia TWV S1050XIKWV apaIWOoEWV {EKIVWVTAG a1rd TNV avaloyia 1:10

ApiBunoTe £€1 cwAnvdpia atmd 1o 1 €wg 10 6. NMpoaBéaTe 0,9 ml diaAvpaTog apaiwong SelyudTwyY GTO CWANVApPIO
1 kai 0,2 ml ota cwAnvdpla 2 £éwg 6. MeTagépeTe Pe MTTETA 0,1 Ml un apaiwpévou opol oTo cwAnvdpio 1 kai
avapigre empueAwg. Metagpépete 0,2 ml amrd 10 CwWANVApPIO 1 GTO CWANVAPIO 2 KOI AVOUIETE ETTIHEAWG. ZUVEXIOTE TN
peta@opd 0,2 ml atrd 10 £éva cwAnvdpio 0To ETTOPEVO PETA ATTO AVAMIEN, TTPOKEIUEVOU VA ETTITUXETE TIG OPAIWOEIG
TTOU ATTEIKOVICOVTOI OTOV TTOPOKATW TTIVOKA:

ZwAnvapio 1 2 3 4 5 6
Opog 0,1 ml

+
Apaiwtiké 09m  02ml 02ml 02ml  02ml  02ml
PUBMIOTIKOG SidAupa

=% =% =2 =% =%

MeTagopd 0,2 ml 0,2 ml 0.2ml  0,2ml 0,2 ml
TeAikn apaiwon 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 KATT.

EAEMXOz ['OIOTHTAZ

Kdbe oeipd avdAuong Ba rpétrel va TrepIAapBdvel Tooo 1o didAupa BeTikoU 600 Kail To SIGAUPA apvnTIKOU EAEYXOU.
To didAupa apvnTikoU eAéyxou Ba TTPETTEl va PNV TTapouacidlel €101kd @OopIoUO Tou TTUPAVA, TWV AgiwV PUIKWY
IVWV, TWV VEQPPIKWY CWANVAPIWY 1 TWV TOIXWHATIKWY KUTTAPWY ToU GTOoPAxou. To didAupa BeTikoU eAéyxou AMA
Ba pétmel va TTapoucidlel Eviacn @BopIcHoU TwV VEPPIKWY cwAnvapiwy 2+ A peyaAutepn. To didAupa BeTIKOU
eAéyxou ANA Ba Tpétrel va TTapouaiddel Eviaan @OopIoUoU TwV VEPPIKWY TTUPAVWY 2+ i HEYOAUTEPN, PE KUPIWG
OMOIOYEVEG TTPOTUTTO.

Edv dev AdBeTe Ta avapevoueva atmoteAéopaTta, Ba TpETel va eTavaAdfere Tnv avaAuon. Edv ouveyilouv va

epavifovTal aveTtapkr] atmoteAéopaTa e Ta SlaAUpaTa eAEyXou, auTd evOEXETAI VO OPEIAOVTAI OFE:

*  ©OoAepdTnTa. ATIOPPIYTE TO KAl XPNOIUOTIOINGTE Eva AAAO DIGAUpa EAEyXOU.

e [lpoBAApaTa Pe TO OTITIKO GUCTNNA TOU PIKPOOKOTTIOU (PBOPICHOU. € auTA EVOEXETAI VA CUUTTEPIAQUBAVOVTAI:
akatdAANAn euBuypdupion, TapéAeuon TNG WPEAIMNG dIAPKEIOG (WAG TNG AuXViag, KATT.

«  Amo&rpavon Tng avTiKEIWEVOPOpOoU KaTd Tn didpkeia Tng diadikaaiag.

EPMHNEIA TQON A /OTEAEZMATQN

Ta atroteAéopaTa Twv avaAuoewy yia Ta avriowpata ANA, AMA, ASMA kai AGPA Ba trpéTrel va avag@épovTal wg
apvnTIKG (M TITAO xaunAdtepo atd 10), oTa TpAPaTa oTopaxiwv ve@pwyv (1125, 1134) apvnTikG Al yoTEPO ATTO
40 og hEp-2 kotTapa (1102, 1102-60, 1102-120, 1103, 1103-240, 1103-480, 1103-512, 1125, 1134)

BeTIKG (pE TiITAO UYPNAGTEPO aTTd 1 ioo pe 320) ;A evaANOKTIKG OeTIKA e €101KO TiTAO TEANIKOU onuegiou.

AloBdoTe povo Ta media Ta oTroia ep@avifouv €1I0IKN XPWOn TwV TTUPAVWY TwV KUTTAPWY Tou VEQPOU Kal Twv
KuTTdpwyv HEp-2 kai To TpdTuTtio TTou Trapatnprdnke yia Ta ANA, Ta ve@pikd cwAnvdpia yia Ta AMA, Ta TolxwuaTta
TWV VEQPIKWYV ayyeiwv yia Ta ASMA Kal Ta TOIXWHOTIKA KUTTapa Tou oTopdxou povo yia Ta AGPA. OAeg o1 dAAeg
avTidpdoelg Ba TTpETTel va avagEpovTal wg apvnTikES yia ANA, AMA, ASMA kai/f AGPA.

Ta avriowpata ANA ptropoUv va avixveuBouv o€ 6Aa Ta UTTOOTPWHATA, GAAG Ba TTPETTEl VA TTOCOTIKOTTOIOUVTAl VIO
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10 ve@pO 1 Ta KUTTapa HEp-2. Zra rpdTuTta Xpwong Tou TTUPHVA TTOU TTOPOTNEOUVTAI JE TO VEQPIKO UTTOOTPWHA N
pe Ta kUTTapa HEp-2 1Tou TTapéxovTal, TTepIAaPBAvovTal TO OUOIOYEVEG, TO TTEPIPEPIKO (O€ OAKTUAIO), TO OTIKTO Kal
TO TTPOTUTTO TOU TTUpnViokou. To TTPATUTTIO XPWONG TOU KEVTPOUEPIBioU (TO oTToio TTEPIAAUBAVEI EIKOVEG HITWONG),
TTapaTnpEiTal UKOAOTEPA oTa KUTTapa HEp-2. Autd Ta TTPpOTUTIA TTUPNVIKAG XPWONG TTEPIYPAPOVTAl TTAPAKATW.
Evdéxetal va atroteAouvtal atrd éva TTPOTUTTO A atrd cuvdUAoud TTOAAWY SIGQOPETIKWY TTPOTUTTWV Xpwong. To
TeEAEUTOIO oQeileTal O€ QVTIOPACEIG PE OPKETA, DIAPOPETIKA TTUPNVIKG avTIyOva.

Ouoloyevég: ‘O\og o TTuprivag gBopicel opoidpop@a pe £va dIAXUTO TTPOTUTTIO XPWONG.

Mupnvikog O1 Tupn Vi Koi AEKEDEG PEPPBPOVWV O TG EVTOVA WG AETITO YPAUUIKO OXED IO PE TN
MepBPavwONg: MEIWPEVOG évTaon AeKIGOUATOG TOU TTUPNVOTIAGC HOTOG TTPOG TO KEVTPO TOU TTUPMVO
ZTIKTO: AloKPITIKEG adpEG 1 AETTTEG OTPOYYUAEG KNAIBEG @Bopifouv ae OAn TNV €KTOON TOU TTUPHVA.
[lupnviokou: O1 Tupnviokol xpwuatifovtal wg TTOAATIAG OTEPEA CWHATIO EVTOG TOU TTUPKVA.

Memepacpévog aplBuog peydAwy KnAidwv.
Kevtpopuepidiou:  To avnidpwyv avTiydvo diaxwpifetal padi JE TO CUUTTUKVWHEVA XPWHOOWHOTA OTa KUTTAPA
TToU BpiokovTal o€ pitwon®

H €18i1k6TNTa OpICPEVWY aVTICWHATWY Ta OTToia divouv Ta TTAPATTAVW TTPOTUTTA XPWONG UTTOPEI va avayvwpIoTE
KOoAUTEPA aTrod avaAUoEIg yia avTiIowpaTa KaTd Tou NDNA kal Katd S1a@opwV TTUPNVIKWYVY aVTIYOVWY TTOU UTTopoUlv
va atropovwBoUv. AuTtd evdéxeTtal va £xouv dlayvwaTIKA aia, OTTwG ava@EéPETal TNV TTivakag 1, aTto TEAog auTou
TOU €VTUTIOU.

Ta AMA ptropoUv va TrapatnpnBolv 1600 oTa ATmw 600 KAl OTa €yYUG VEQPPIKA OWANVAEPIA, PE EVTOVOTEPN TN
Xpwon oTta amw cwAnvdpia. MapdAo TTou XpwpaTifeTal Kal TO KUTTOPOTTAQCHA TWV TOIXWHOTIKWY KUTTGPWY ToU
oTopdyxou, Ta AMA Ba TTPETTEl VO TTOOOTIKOTTOIOUVTAI OTO VEPPO.

Mmropei eTriong va TTapatnenBei Xpwon Tou JUikoU XITWVa TOU GTOUAXOU Kal TWV VEQPIKWY OTTEIpAPATWY he ASMA,
aAAG Ba TTpéTTel va avagépovTal gévo Ta ASMA TToU aveupioKovTal OTA TOIXWHOTA TWV QIHOPOPWY aYYEIWV Tou
VvEQPOU.

210 KUTTapa HEp-2, Ta KUTTOPOTTAQCUATIKA QVTICWPATA TTOU PTTOpoUvV va avixveuBouv TrepiAaufdvouv Ta
avTigiItoxovoplakd avricowuata (AMA) Kai Ta avTICWPaTa KaTd Twv Agiwv puikwyv ivwv (ASMA). Ze éva TTpoTUTIO
AMA, 10 KUTTaPOTTAQCUA EP@aviCeTal KOKKIWOEG, v To TTPOTUTTO ASMA ep@avicel €va 1vikd SiKTUO Xpwaong
o€ OAOKANpN TNV éKTAON TOU KUTTAPOTTAdouaTog. Kal Ta duo TTpdTuTIa Ba TTPETTEI va ava@EPovTal W apvnTIKA
yia ANA. To AGPA avTidpd povo Pe Ta TOIXWHATIKA KUTTAPA TOU OTOUAXOU Kal TTPOKAAEI KUTTOPOTTAAOUATIKEG
avTidpdoeig. O1 apvnTIKEG avTIOPAOEIG OTO VEPPO HE BETIKEG avTIOPACEIG OTO OTOMAXO Eival EVOEIKTIKEG TWV
avTiowudTwy AGPA.

CEPIOPIZMOI THZ AIAAIKAZIAZ

>€ OPIOPEVEG TTEPITITWOEIG, 0poi BeTIKOI yia ANA gvBEXETal va eQavIOTOUV TTOAU aoBeVEiG i} apvnTIKOi GTNV APXIKN
apaiwaon dioAoyig (Paivopevo TTPodwvng). Z& TETOIEG AUPIBOAES TTEPITITWOEIG, Ol OpOoi Ba TTPETTEl va EETACOVTAI O€
MEYOAUTEPEG OPAIWOEIG, KAl GV BpeBouv BeTIKOI, va KaBopidovTal oI TITAOI TWV AVTICWUATWV.

> € OPIOPEVEG TTEPITITWOEIG, N TTapouaia dU0 A TTEPICOOTEPWY AVTICWHATWY O€ évav opod, Ta OTToia avTIdPOUV UE TO
id10 UTTOOTPWHA, EVOEXETAI VO ETTNPEACEI TNV AVIXVEUOT TOUG JE avooo®BopIops. AuTh n eTTidpacn evOEXETAI va
TTpokaAéoel €ite aduvapia avixveuong ANA eite peiwon Tou TITAOU €4V TO AVTIOWHA TTOU €TTIOPA £XEI HEYAAUTEPO
TiTAo 0116 T0 ANA. OAgg o1 avTidpdaoeig ANA Ba TTpETTel va avagEpovTal.

To oueukTik6 avTiocwpa arydg FITC katd TnG avBpwrivng [gG TTou TTapEXETAI OE AUTO TO KIT €ival KaTd KUpIo Adyo
€10IKO yia TIG BapiEég ahuaideg, aAAd ep@avilel kaTTola SpacTIKOTNTA Kal KATA Twv eAa@PIwV aAucidwv. AvTidpd
KUpiwg PE Ta auToavTiowpaTta Ta¢ng [gG, aAAd evOEXeTal va AAANAETTIOPd, O MIKPOTEPO BABUO, PE TIG EAAPPIES
aAucideg AWV TaEewy, 6TTwG N IgM.

‘Eva BeTikd amrotéAeopa yia avriowpata ANA dev Ba TpétTel, ammd Povo Tou, va Bewpeital diayvwaoTiko yia ZEA. Ta
avTiowpaTta eueavidovral kal o€ aoBeveig pe AAAEG TTABAOEIG TOU CUVOETIKOU 10TOU, EVW OPICHEVA QAPHOKD OTTWG
N TTPOKaivauidn kal n udpaAadivn evoéxeTtal va eTTdyouv éva BeTiko atroTéAeapa ANAT. ETiTTAéov, opoi aoBevwy e
Kakon0eleg Kal AoIWBEIG vOTOUG evOEXETAl va £xOUV BeTIKO atToTéAeopua ANAZ,

O KAIVIKOG 10TpOG Ba TTpETTel va eEETATEI TA ATTOTEAEGHATA OAWV TWV BETIKWV avOAUCEWY EUUETOU avVOoOPOOoPIGUOU,

12



EL

o€ ouvOuaoud Pe Ta atroTEAEopATa GAAWVY EPYAOTNPIOKWY £EETACEWY KAl TNV KAIVIKI] KATAOTOON TOU a0BgvoUg,
TTPOKEIPEVOU va KataAnéel og didyvwan.

ANAMENOMENEZ TIMEZ

Omwg aivetal otoug Trivakeg 2, 3, 4 kal 6 o1o TEAOG auToU Tou evtUTTOU, Ol AVOAUCEIG VIO AVTITTUPNVIKA
QvTICWHATA XPNoIPoTToIouvVTal WG HEBOSOG avixveuong Tou ZEA kal 0pIoUEVWY GAAWY AVOCOAOYIKWY SIATAPAXWV.
Ta avriowpata AMA gpgavifovial g€ ToooaTé dvw Tou 90% Twv TTEPITITWOEWV TTPWTOTTAB0UG XOAIKAG Kippwang
Kal 010 3-11% Twv TTEPITTTWOEWY Xpoviag evepyoUu nmatimidag. Ta ASMA epgavifovtal oTnv TTAElown®@ia Twv
TEPITITWOEWYV XPOviag evepyou nratimdag, evw Ta AGPA oxetiovral ouvrBwg pe TNV Kakorndn avaigia Kai n
XPOVIa aTpOoPIKA yaoTpiTida.

XAPAKTHPIZTIKA A[IOAOZHZ

To oUoTnua av@Auong autoavTiowudTwy IMmuGlo™ cuykpiBnke pe Pia GAAN avdAuon avTICWUATWY PE PEB0dO
@Bopiopou Tou diaTiBeTal oTO EUTTOPIO, N oTroia XpnoiyoTtrolei kKUTTapa HEp-2 wg umdéoTpwua. H ouykpion
TepieAduBave 15 deiypara opol atrd QuaoioAoyikd dToua, Kabwg Kal opoUg atd aabeveic pe diayvwapévo ZEA,
uTToEU depuaTikd epubnuaTwdn AUKo, okAnpodeppia fj peupaTtocidr apbpitida. O opoi avaAldnkav cUPEWVa JE
Tn diodikacia kai TNV apaiwon dilaAoyng TTou TrpoTeiveTal ammd Tov kataokeuaoTh. O avaAloelg €dwoav ouyKpioIua
aTToTEAEOUATA, TO OTTOI0 CUVOWIZOVTal TTAPAKATW:

ZUYyKpPION KIT TTOU XPNOIJOTToIoUV UTTOOTPpWHA KUTTApwv HE[-2 yia Tnv avixveuon avTITTupnvikwv
AVTICWHATWYV

% OeTIKA

KAIvikj kaTtdoTaon ApiBpo6g Immco™ AAAn

opwv
XEA 12 100 100
YT1ogUg depuaTiKOG 7 85 85
epubnuaTwdng Aukog (SCLE)
2kAnpodeppia 6 100 100
Peuparoeidng apbpitida 10 50 30
duaoioloyikoi papTUPEG 15 0 0

To oUoTnua avdAuong auToavTICWHATWY IMmuGlo™ (Touég veppPOU/OTOUAXOU TIOVTIKWV) CUYKPIONKE HE MIO
GAAN av@Auon avTiIowudTwy Pe TN PéBodOo Tou PBopIcuoU TTou dIoTiIBETaI OTO EUTTOPIO, N OTTOIC XPNOIMOTIOIET WG
uTTOOTPWHO VEQPSO/OoTOHaXO TToVTIKOU. H ouykpion TrepieAdupave 20 deiyuata opou BeTikd yia ANA, 19 deiyuata
opou BeTikd yia AMA, 19 deiypata opou BeTikd yia ASMA, 20 deiyuata opouU BeTikd yia AGPA kai 38 deiyuaTta opou
atré pualohoyikd dtopa. O1 opoi e€eTdoTnkav pe apxiki apaiwon 1:10, ye Tn diadikaoia TTou TTpoTeiveTal aTTd TOV
kataokeuaoTh. O1 avaAloeig €dwaoav GUYKPIoIYa aTToTEAéTUATA, TO OTTOI0 CUVOWIZOVTAI GTOUG TTIVOKEG 7 Kal 8 OTO
TENOG aQUTOU TOU KEIPEVOU.
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DETECCION DE AUTOANTICUERPOS
[IvD |PrOSPECTO
‘ 1102-60 60 an'lisis

REF| 1102 100 analisis

© !
|MMCO REF| 1102-120 120 an'lisis

DIAGNOSTICS 1103 200 analisis
- 1102-240 240 an’lisis
1103-480 480 analisis
|REF| 71103-512 512 analisis
[REF] 71725 i fion del ratén/HEp-2 COMVI | 100 analisis
1134 ri fion del raton/HEp-2 COMVI Il 100 analisis

USO PREVISTO

Ensayo de inmunofluorescencia indirecta (IF) para la deteccion y cuantificacion de anticuerpos antinucleares
(ANA) 1102, 1102-120, 1103, 1103-480, 1103-512, 1102-60, 1103-240, 1125, 1134, antimitocondriales
(AMA), anti musculo liso (ASMA) 1125, 1134 y anti c[lulas parietales "I stricas (AGPA) 1134 en suero
humano.

RESUMEN Y EXPLICACITN

La [CIILIe0) (0 allmiiiipls atmiimails (ANA) (1 Co@iim (o Corfloomsiroia momia atiia 0 0
diagn(stico de enfermedades del telido conectivo, entre ellas el lupus eritematoso sistl mico (LES), sindrome

de Sjogren, esclerodermia y otras patologias del tejido conectivo . Alrededor del 95% de pacientes con LES es ANA

positivo, asi como pacientes con otras enfermedades del tejido conectivo. Pueden obtenerse resultados positivos

para ANA en otras enfermedades tales como hepatitis activa crénica y cirrosis biliar primaria 2.

M(s del 90% de los casos de cirrosis biliar primaria resultan positivos a los anticuerpos antimitocondriales
(AMA), y también del 3 al 11% de los pacientes con hepatitis activa cronica, mientras que no aparecen en pacientes
con obstruccion biliar extrahepatica y otras enfermedades hepaticas. La presencia universal de anticuerpos
antimitocondriales en la cirrosis biliar primaria y su virtual ausencia en la ictericia extrahepatica hace que su
deteccién sea de gran valor en la diferenciacion de la para el diagnéstico diferencial ¢'2.

Valoraciones altas Titulos elevados (>160) de ASMA (anticuerpos anti musculatura lisa) se presentan en la
mayor parte de los casos de hepatitis activa cronica; valoraciones medias titulos medios (40-80) en la hepatitis
viral aguda. Ocasionalmente pueden presentarse también en casos de cirrosis biliar primaria, encontrandose
también en titulos intermedios medios. La importancia de los titulos valoraciones de 20-40 es dudosa dado que
puede presentarse en individuos normales™'4.

Los anticuerpos anti c! lulas parietales gl stricas (AGPA) se asocian normalmente a la anemia perniciosa y
la gastritis cronica atréfica; en efecto, donde se dan en un 90% y 50% de los casos respectivamente. De todos
modos, no son especificos de la enfermedad, porque pueden presentarse, aunque con menos frecuencia, en
otras enfermedades. La deteccion de anticuerpos anti células parietales gastricas en individuos sanos podria
indicar una gastritis atréfica asintomatica. La ausencia de anticuerpos anti células parietales gastricas permite
descartar practicamente una anemia perniciosa "%,

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

Enlatécnica [F indirecta utilizada en este kit, el suero del paciente se incuba en diferentes substratos (células HEp-2
0 HEp-2 y secciones de estébmago y rifion de ratdn) para el ligado la union de los anticuerpos. Los anticuerpos que
no hayan reaccionado se eliminan mediante lavado. Los anticuerpos ligados de clase [gG se detectan incubando
el substrato con conjugado de [gG antihumana marcada con fluoresceina. La reaccién se observa con en un
microscopio de fluorescencia equipado con filtros adecuados. La presencia de ANA, ASMA, AMA y AGPA es
denunciada es revelada por una fluorescencia de color verde manzana en estructuras histolégicas especificas del
tejido. Los titulos (el reciproco de la mayor dilucion que provoco una reaccion positiva) se determinan analizando
las diluciones seriales seriadas.'®

DATOS DEL PRODUCTO

Conservacion y preparacion
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Conserve los reactivos a 2-8°C. Los reactivos estan listos para su uso tan pronto como alcanzan la temperatura

ambiente.

Material suministrado
Células HEp-2 1103-240, 1102-60, 1102, 1102-120, 1103, 1103-480, 1103-512

Células HEp-2 rifidon de raton COMVI | 1125

HEp-2/estomago y rifion de raton COMVI |1 1134

20 x

6 x

10 x

20 x

20 x

40 x

32x

1x0.5ml

1x0.5ml

1x0.5ml

1x5ml

1 x 60 ml

1x5.0ml

1x12

1x12

| SORB [SLD| 6 |

| SORB | SLD | 10 |

| SORB | SLD | 10 |

| SORB | SLD | 10 |

| SORB | SLD | 12 |

| SORB | SLD | 12 |

| SORB | SLD | 16 |

[ CONTROL | + | ANA | *

| CONTROL | + | AMA | *

[conTROL [ -]*

| 1IgG-CONJ | FITC |*

*

| MOUNTING | MEDIUM |*

|COVER| SLD [ LONG |

Componentes ocpionales

1x1.0 ml

* Contiene < 0.1% NaN,

Laminas Portas de sustrato con 6 pocillos ([REF] 1102-120)
Laminas Portas de sustrato con 10 pocillos ([REF] 1102-60)
Laminas Portas de sustrato con 10 pocillos ([REF] 1102, 1125, 1134)
Laminas Portas de sustrato con 10 pocillos ([REF] 1103)

Laminas Portas de sustrato con 12 pocillos ([REF] 1103-240)
Laminas Portas de sustrato con 12 pocillos ([REF] 1103-480)

Laminas Portas de sustrato con 16 pocillos ([REF] 1103-512)

Control positivo para ANA. Contiene suero humano.
Control positivo para AMA. Contiene suero humano.
(REF]1125, 1134)

Control negativo. Contiene suero humano.
Conjugado de [gG antihumana FITC. Protéjase de la luz.

1 vial (1102-60), 2 vials (1102, 1102-120, 1125, 1134),
3 vials (1103, 1103-240), 6 vials (1103-480, 1103-512)

Diluyente tamponado. 1 vial (1102-60, 1102, 1102-120, 1125, 1134)
2 vials (1103, 1103-240, 1103-480, 1103-512)

Tampén fosfato salino (PBS). Disolver cada vial hasta 1 litro.
2 vials (1102-60, 1102, 1102-120, 1125, 1134)
3 vials (1103, 1103-240, 1103-480, 1103-512)

Medio de montaje. No congelar.
1 vial (1102-60, 1102, 1125, 1134), 2 vials (1102-120, 1103)
3 vials (1103-240), 4 vials (1103-480, 1103-512)

Laminillas cubreobjetos. 1 box (1102-60, 1102),
2 boxes (1102-120, 1103), 3 boxes (1103-240, 1103-480)

Laminillas cubreobjetos. (1125, 1134), 3 boxes (1103-512)

Contrastante azul de Evans
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Simbolos empleados en las etiquetas:
Numero de lote

Numero de catélogo

Fecha de caducidad

Temperatura de conservacion
Léanse las instrucciones de uso

Para diagnéstico in vitro

Fabricante

xd MEEE S

Numero de analisis

Material necesario no incluido

*  Microscopio de fluorescencia

* Micropipetas o pipetas Pasteur

* Pipetas serolédgicas

e Cubeta de tincion (p.ej. cubeta de Coplin)

* Tubos de ensayo pequefios (p.e. 13 x 75 mm) y gradilla para tubos
* Agua destilada o desionizada

* Recipiente de 1 litro

* Frasco lavador

* Toallas de papel

e Camara de incubacion

ADVERTENCIAS

Para uso en diagnéstico in vitro. Todo material de origen humano usado en la preparacion de este producto se
ha examinado con métodos aprobados por la FDA, y resultdé negativo a anticuerpos contra HIV, HbsAg y HCV.
Las muestras de suero humano y los productos de origen humana deben considerarse potencialmente peligrosos
independientemente de su origen. Respétense las buenas practicas de laboratorio al conservar, dispensar y
eliminar tales materiales®®.

ATENCION: la azida de sodio (NaN,) puede reaccionar con el plomo o cobre de las tuberias y formar azidas
metalicas altamente explosivas. Después de dispensar liquidos, se recomienda lavar con abundante agua
para prevenir la formacion de dichas azidas. La azida de sodio puede ser toxica por ingestion; en caso de
ingestion accidental, informe inmediatamente del hecho al director del laboratorio 0 a un centro de control de
envenenamientos.

Siga estrictamente las instrucciones tal como se presentan en este prospecto para garantizar resultados validos.
No cambie los componentes del kit con otros de otras fuentes o que no tengan el mismo nimero de catalogo de
Immco Diagnostics (nc. No los utilice después de la fecha de caducidad.

RECOLECCION Y PREPARACION DE MUESTRAS

Este procedimiento requiere suero como muestra. No deben utilizarse muestras muy hemolizadas, lipémicas o
contaminadas con microbios. Conserve las muestras a 2-8°C por no mas de una semana. Para una conservacion
mas prolongada, congele el suero a -20°C. Evite congelar y descongelar repetidamente las muestras.
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PROCEDIMIENTO
Metodolog(a del analisis
A. Control

1. Diluir el suero del paciente en proporcién 1:10 (20 yl de suero + 180 ul de diluyente) o 1:40 (10 pl de suero
+ 390 pl de diluyente). No diluya los controles Positivo o Negativo. Conservar el suero no diluido para
determinar la titulacién de anticuerpos si los analisis resultaran positivos.

2. Espere a que las bolsas con las laminas los portas de substrato se estabilicen a la temperatura ambiente
durante 10-15 minutos. Extraiga las laminas los portas cuidadosamente sin tocar el substrato.

3. Etiquete las laminas los portas y coloquelas coléquelos en la camara de incubacion acondicionada con toallas
de papel humedecidas para mantener las condiciones de humedad adecuadas.

4. [nvierta el frasco gotero y aplique suavemente 1 gota (aproximadamente 50 pl) de Control negativo en el
pocillo #1. Del mismo modo, aplicar 1 gota de ANA Control positivo en el pocillo #2. Si procede, 1 gota de AMA
Control positivo en el pocillo #3 (1125, 1134). No llene demasiado los pocillos.

5. Con una micropipeta o pipeta Pasteur, coloque 1 gota de suero diluido del paciente (aproximadamente 50 pl)
en los restantes pocillos. No llene demasiado los pocillos.

6. Coloque la tapa de la camara de incubacion; incube las laminas los portas durante 30 minutos a temperatura
ambiente.

7. Retire una lamina un porta de la camara de incubacion. Sosteniéndola por un extremo, lavela lavelo
delicadamente con una pipeta y aproximadamente 10 ml de PBS, o bien en una taza llena recipiente lleno de
PBS. No utilice frasco de lavado. Transfiera de inmediato la lamina el porta a una cubeta de Coplin y lavela
lavelo durante 10 minutos. Repita el procedimiento con las los restantes laminas portas.

8. Retire las laminas los portas de la cubeta de Coplin. Seque el borde de las laminas los portas con una toalla
de papel para eliminar el exceso de PBS. Ponga las laminas los portas en la camara de incubacion. Acto
seguido, con el frasco gotero de conjugado aplique 1 gota (aproximadamente 50 pl) en cada pocillo.

9. Repitalos pasos 7 y 8 para cada lamina porta.
10. Coloque la tapa en la camara de incubacién. [(ncube 30 minutos a temperatura ambiente.

11. Extraiga una lamina un porta de la incubadora del incubador. Sosteniéndola Sosteniéndolo por un extremo,
sumérjala sumérjalo en un recipiente con PBS para eliminar el exceso de conjugado. Ponga las laminas
los portas en una cubeta de coloracion llena de PBS durante 10 minutos. Si decide emplear conjugado
sin contrastante contraste (véase Componentes opcionales en el apartado Materiales suministrados) puede
afiadir 2-3 gotas de contrastante contraste azul de Evans al lavado final. Repita el procedimiento en las
laminas los portas restantes. NOTA: un lavado inadecuado podria producir fluorescencia de fondo.

12. Retire una lamina un porta de la cubeta de coloracion. Seque el borde con una toalla de papel para eliminar
el exceso de PBS. Para evitar que la lamina el porta se seque, pase de inmediato a la fase sucesiva
mientras la lamina el porta todavia esta hi meda hi medo.

13.Monte la laminilla el cubre aplicando uniformemente en la misma 3 gotas de medio de montaje; ponga la
laminilla el cubre sobre la lamina el porta sin presionar demasiado y evitando que la laminilla se desplace
lateralmente.

14. Repita los pasos 12 y 13 para cada lamina porta.
15. Examine la fluorescencia especifica con microscopio de fluorescencia con aumento de 200x o mas.

Las laminas Los portas se han de leer tan pronto como estén listas listos. Sin embargo, gracias a la presencia de
un agente antidecoloracion en el medio de montaje, no se produce una disminucion significativa en la intensidad
de coloracion aunque la lectura se postergue por 48 horas. Las laminas Los portas deben conservarse en la
oscuridad a una temperatura entre 2 y 8°C.
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B. Determinacin de punto final (titulaci’n)

Un suero que resulte positivo en la fase de control puede ser analizado nuevamente siguiendo los pasos de 5 a
13 para determinar el titulo. Cada ciclo de analisis incluira los controles Positivo y Negativo. Prepare diluciones
en serie y por duplicado a partir de 1:10. El reciproco de la mayor dilucion que provoca una reaccion positiva es
la titulacion.

Preparacil n de diluciones en serie a partir de 1:10

Numere seis tubos de 1 a 6. Ponga 0,9 ml de Diluyente de muestras en el nimero 1y 0,2 ml en los tubos de 2
a 6. Pipetee 0,1 ml de suero sin diluir en el tubo 1 y mezcle bien. Transfiera 0,2 ml del tubo 1 al tubo 2 y mezcle
bien. Siga transfiriendo 0,2 ml de un tubo al siguiente después de mezclar hasta producir las diluciones indicadas
en la siguiente tabla:

Tubos 1 2 3 4 5 6
Suero 0.1 ml

+
Diluyente 09m  02ml 02ml 02ml  02ml  02ml
tamponado

2 > > P >

Transferir 02m 02ml  02ml 02ml 02ml
Diluci n final 110 1:220  1:40  1:80  1:160  1:320 etc.

CONTROL DE CALIDAD

En cada ciclo de analisis se deben incluir un control positivo y un control negativo. El control negativo no debe
evidenciar una fluorescencia especifica del nucleo, musculatura lisa, tubulos del rifibn o células parietales
gastricas. El control positivo AMA debe tener una intensidad de coloracion de los tubulos del rifidn equivalente
a 2+ o superior. El control positivo ANA debe tener una intensidad de coloracion del ndcleo del rifién de 2+ o
superior con un patrén homogéneo predominante.

Si no se obtienen los resultados esperados, hay que repetir el analisis. Si se siguen obteniendo resultados
inadecuados con los controles, puede deberse a:

e Turbidez. Descarte el control y utilice otro.

* Problemas en el sistema 6ptico del microscopio de fluorescencia tales como alineacion incorrecta, lampara
que debe ser cambiada, etc.

e Lalamina El porta se seco durante el proceso.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Los resultados de los analisis de anticuerpos ANA, AMA, ASMA y AGPA deben considerarse negativos (titulo
inferior a 10), en la rifidn estdmago secciones (1125, 1134), negativos (titulo inferior a 40) sobre HEp-2 a células
(1102, 1102-60, 1102-120, 1103, 1103-240, 1103-480, 1103-512, 1125, 1134) positivos (titulo equivalente o

o superior a 320) o, en alternativa, positivos con titulo de punto final especifico.

Lea unicamente los campos que contienen coloracion especifica del nlcleo de las células del rifidén y de las células
HEp-2 y el patrén observado para ANA, los tubulos de rifion para AMA, las paredes de los vasos sanguineos del
rifidn para ASMA vy las células parietales gastricas unicamente para AGPA. Toda otra reaccion debe considerarse
negativa para ANA, AMA, ASMA o AGPA.

Los ANA pueden detectarse en todos los substratos, aunque debe cuantificarse en el rifién o las células HEp-
2. Los patrones de tincion nuclear que se observan con el substrato de rifién o con las células HEp-2 incluyen
homogénea, periférica (margen), moteada y nucleolar. El patron de tincién de los centromeros (incluyendo las
figuras mitoticas) se presenta mas facilmente en las células HEp-2. Estos patrones de tincion nuclear se describen
mas abajo. Puede ser uno solo o bien una combinacién de varios patrones de tincidon causada por reacciones ante
muchos antigenos nucleares diferentes.
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Homo! énea: Todo el nucleo adl luiere fluorescencia homol énea con patr(n de tincil n dilusa.

Membranoso La membrana nuclear mancha lo mas intenso posible como patrén muy bien linear con

Nuclear: la intensidad de coloracién de disminucion del nucleoplasma hacia el centro del nucleo

Moteada: Manchas discretas, de pelueias a [randes, ad_ uieren fluorescencia en todo el
niicleo.

Nucleolar: Tincion de los nucleolos con motas grandes y gruesas en el nucleo.

Centrl meros: Motas grandes en cantidad limitada. Los antigenos reactivos se separan con cromosomas

condensados en células sometidas a mitosis®

La especificidad de algunos de los anticuerpos que producen los patrones de tincion arriba indicados podra
determinarse mediante ensayos de anticuerpos de nADN y varios antigenos nucleares extraibles; dichos analisis
pueden tener importancia diagnéstica, tal como se indica en la Tabla 1 al final de este documento.

Los AMA pueden observarse tanto en los tubulos distales como proximales del rifidn, con los tubulos distales
de color mas brillante. Aunque también se tifie el citoplasma de las células parietales gastricas, los AMA deben
cuantificarse en el rifion.

La tincién de los musculos estomacales y glomérulos del rifién se observa también con ASMA, pero se registraran
unicamente los ASMA detectados en las paredes de los vasos sanguineos del rifidn.

En las células HEp-2, los anticuerpos citoplasmaticos detectables incluyen anticuerpos antimitocondriales (AMA)
y anticuerpos anti musculo liso (ASMA). En un patron AMA, el citoplasma se presenta granulado, mientras que el
patron ASMA es una red fibrilar de tincién en todo el citoplasma. Ambos patrones deben considerarse negativos
para ANA. Los AGPA reaccionan uUnicamente en las células parietales del estbmago y producen reacciones
citoplasmicas. Reacciones negativas en rifidn con reacciones positivas en estomago indican AGPA.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

En algunos casos, un suero positivo a ANA puede resultar muy débil o negativo en el control inicial de dilucion
(fendbmeno prozona). En estos casos dudosos, el suero debe ser sometido a control en diluciones mas altas; si
resultara positivo, se determinaran los titulos del anticuerpo.

En algunos casos, la presencia en un suero de dos o mas anticuerpos que reaccionan con el mismo substrato
puede provocar interferencias en la deteccion mediante inmunofluorescencia. Esta interferencia podria impedir
la deteccion de los ANA o la supresion de su titulo si el anticuerpo interferente tiene un titulo superior al de ANA.
Todas las reacciones ANA deben ser registradas.

El conjugado de [gG de cabra antihumana con FITC contenido en este kit es principalmente especifico para
cadena pesada, pero tiene una cierta actividad de cadena ligera. Reacciona ante todo con autoanticuerpos de
clase [gG pero, en un nivel menor, puede reaccionar con cadenas ligeras de otras clases tales como gM.

Un analisis ANA positivo no puede considerarse, por si solo, como diagnéstico de LES. Se obtienen resultados
positivos también en pacientes afectados por otras enfermedades del tejido conectivo; algunos medicamentos
como la procainamida y la hidralazina pueden provocar un resultado ANA positivo'. Es mas, el suero de pacientes
con afecciones malignas y enfermedades infecciosas puede resultar positivo a ANAZ,

Antes de formular su diagnostico, el médico clinico debe ponderar los resultados de todos los analisis de
inmunofluorescencia indirecta positivos junto con los resultados de otros analisis de laboratorio y las condiciones
clinicas del paciente.

VALORES ESPERADOS

Como puede verse en las tablas 2, 3, 4 y 6 al final de este documento, los analisis de deteccién de anticuerpos
nucleares se usan en el control del LES y de algunos otros trastornos inmunoldgicos. Mas del 90% de los casos
de cirrosis biliar primaria son positivos a AMA, asi como del 3 al 11% de los casos de hepatitis cronica. La mayor
parte de los casos de hepatitis activa cronica son positivos a ASMA, mientras que los AGPA estan asociados
comunmente a la anemia perniciosa y la gastritis atréfica cronica.
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CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

El sistema de detecciéon de autoanticuerpos ImmuGlo™ se comparé con otro ensayo fluorescente de anticuerpos
presente en el mercado utilizando como substrato células HEp-2. Para la comparacion se utilizaron 15 muestras
de suero de pacientes sanos, asi como suero de pacientes con LES diagnosticado, lupus eritematoso cutaneo
subagudo, esclerodermia o artritis reumatoide. El suero se analizé siguiendo el procedimiento y la dilucion de
control indicados por el fabricante. Los resultados obtenidos se comparan a continuacion:

Comparacion de kits que utilizan substrato de células HEp-2 para la deteccion de anticuerpos antinucleares

% Positivo
Estado clinico No. de suero Immco™ Otro
LES 12 100 100
LE cutaneo subagudo 7 85 85
Esclerodermia 6 100 100
Artritis reumatoide 10 50 30
Controles normales 15 0 0

El sistema de deteccion de autoanticuerpos ImmuGlo™ (secciones de rifién y estomago de ratén) se comparé
con otro ensayo de anticuerpos fluorescente disponible en comercio utilizando rifién y estbmago de ratén como
substrato. Para la comparacion se utilizaron 20 muestras de suero positivo a ANA, 19 muestras de suero positivo
a AMA, 19 muestras de suero positivo a ASMA, 20 muestras de suero positivo a AGPA y 38 muestras de suero de
pacientes sanos. El suero se analizé a partir de una dilucién de 1:10 siguiendo el procedimiento indicado por el
fabricante. Los resultados obtenidos se resumen en las tablas 7 y 8 al final de este documento.
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TESTSYSTEM FI 'R AUTOANTIKORPER
BEIPACKTEXT
‘ ‘ 1102-60 60 Bestimmungen

1102 100 Bestimmungen

©
| M M CO 1102-120 120 Bestimmungen

DIAGNOSTICS |[REF| 1103 200 Bestimmungen
_— REF| 1103-240 240 Bestimmungen

REF| 1103-480 480 Bestimmungen

|REF| 1103-512 512 Bestimmungen

[REF] 1125 Maus niere HEp-2 COMVI | 100 Bestimmungen

1134 Maus niere magen HEp-2 COMVI Il 100 Bestimmungen

VERWENDUNGSZWECK

ndirekter mmunfluoreszenz-Antikérpertest ([F) fir den Nachweis und die quantitative Bestimmung von
antinukledren Antikorpern (ANA) [REF] 1102, 1102-120, 1103, 1103-480, 1103-512, 1102-60, 1103-240, 1125, 1134
antimitochondrialen Antikdrpern (AMA), Antikérpern gegen glatte Muskulatur (ASMA) [REF] 1725, 1134 und
Antikoérpern gegen Magenparietalzellen (AGPA) 1134 in Humanserum.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKL'RUNG

Durch indirekte Immunfluoreszenz nachgewiesene antinukle/ re Antik rper (ANA) helfen bei der Diagnose
von Bindegewebskrankheiten, zu denen systemischer Lupus erythematodes (SLE), Mischkollagenose, Sjégren-
Syndrom und Sklerodermie z&hlen™®. ANA treten bei etwa 95% von SLE-Patienten sowie bei Patienten mit anderen
Bindegewebserkrankungen auf. ANA kénnen auch bei anderen Krankheiten auftreten, z.B. bei chronischer aktiver
Hepatitis und priméarer bilidrer Zirrhose®?s.

Antimitochondriale Antik rper (AMA) treten in Gber 90% der Falle von primarer bilidrer Zirrhose und bei 3-11%
der Patienten mit chronischer aktiver Hepatitis auf; bei Patienten mit extrahepatischer Gallengangsobstruktion
und anderen Lebererkrankungen sind sie nicht vorhanden. Aufgrund des durchgéngigen Vorhandenseins von
antimitochondrialen Antikérpern bei primarer bilidrer Zirrhose und ihres faktischen Nichtvorhandenseins bei
extrahepatischem [kterus ist ihnr Nachweis von erheblichem Wert fiir die Differenzialdiagnose®2.

Antik(rper gegen glatte Muskulatur (ASMA) treten in den meisten Féllen von chronischer aktiver Hepatitis
mit einem hohem Titer (>160) und bei akuter viraler Hepatitis mit einem mittleren Titer (40-80) auf. Sie kdnnen
gelegentlich in Fallen von priméarer bilidrer Zirrhose auftreten, wo sie ebenfalls mit mittleren Titern vorkommen. Die
Bedeutung von Titern zwischen 20 und 40 ist zweifelhaft, da diese Titer auch bei normalen Personen auftreten
kdnnen314,

Antik rper gegen Magenparietalzellen (AGPA) werden haufig mit pernizidser Andmie und chronischer
atrophischer Gastritis in Verbindung gebracht, bei denen sie in 90% bzw. 50% aller Falle auftreten. Sie sind jedoch
nicht krankheitsspezifisch, da sie mit geringer Haufigkeit bei anderen Krankheiten auftreten kénnen. Obwohl bei
gesunden Personen Antikérper gegen Magenparietalzellen vorhanden sein kénnen, kann ein solcher Befund eine
asymptomatische atrophische Gastritis anzeigen. Ein negativer Befund fur Antikérper gegen Magenparietalzellen
liefert einen starken Anhaltspunkt flir den Ausschluss von pernizidser Anamie's'".

TESTPRINZIP

Bei der in diesem Kit verwendeten indirekten Immunfluoreszenzmethode werden Patientenseren auf verschiedenen
Substraten (HEp-2-Zellen oder HEp-2-Zellen und Schnitte von Mausenieren/-magen) inkubiert, um die Bindung
der Antikdrper zu erméglichen. Nicht gebundene Antikdrper werden durch Spilen entfernt. Gebundene Antikérper
der Klasse (@G werden durch [nkubieren des Substrats mit Fluorescein-markiertem Anti-human-/gG-Konjugat
nachgewiesen. Die Reaktionen werden unter einem Fluoreszenzmikroskop mit den entsprechenden Filtern
beobachtet. Das Vorliegen von ANA, ASMA, AMA und AGPA wird durch eine apfelgriine Fluoreszenz von spezifischen
histologischen Strukturen im Gewebe angezeigt. Die Titer (der Kehrwert der héchsten Verdiinnung, die zu einer
positiven Reaktion fiihrt) werden anschlieBend durch das Testen von Verdiinnungsreihen bestimmt 8.

PRODUKTINFORMATION Lagerung und Zubereitung

Alle Reagenzien bei 2-8 °C lagern. Die Reagenzien sind gebrauchsfertig, nachdem sie Raumtemperatur erreicht
haben.
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Mitgelieferte Materialien

HEp-2-Zellen [REF] 1103-240, 1102-60, 1102, 1102-120, 1103, 1103-480, 1103-512
HEp-2-Mausniere/ COMVI | 1125

HEp-2/Mausniere/-magen/COMVI || 1134

20x [SORB [SLD] 6 | Substrat-Objekttrager mit 6 Vertiefungen (1102-120)

6 x | SORB | SLD | 10 | Substrat-Objekttrager mit 10 Vertiefungen (1102-60)

10 x | SORB | SLD | 10 | Substrat-Objekttrager mit 10 Vertiefungen (1102, 1125, 1134)
20 x [SORB | SLD | 10 | Substrat-Objekttrager mit 10 Vertiefungen (1103)

20x | SORB | SLD | 12 | Substrat-Objekttrager mit 12 Vertiefungen (1103-240)

40 x | SORB | SLD | 12 | Substrat-Objekttrager mit 12 Vertiefungen (1103-480)

32 x | SORB | SLD | 16 | Substrat-Objekttrager mit 16 Vertiefungen (1103-512)
1x0,5ml | CONTROL | + | ANA | * ANA-positives Kontrollserum. Enthalt Humanserum.
1x0,5ml | CONTROL | + | AMA | * AMA-positives Kontroliserum. Enthalt Humanserum. (1125, 1134)
1x0,5ml * Negatives Kontrollserum. Enthalt Humanserum.

1x5ml [1gG-CONJ | FITC |* Anti-human-[gG-FTC-Konjugat. Vor Licht schitzen.

1 vial (1102-60), 2 vials (1102, 1102-120, 1125, 1134),
3 vials (1103, 1103-240), 6 vials (1103-480, 1103-512)

1 x 60 ml m * Gepuffertes Verdlinnungsmittel.
- 1 vial (1102-60, 1102, 1102-120, 1125, 1134)
2 vials (1103, 1103-240, 1103-480, 1103-512)
2x Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS). Jedes

Flaschchen auf 1 Liter auffillen.
2 vials (1102-60, 1102, 1102-120, 1125, 1134)
3 vials (1103, 1103-240, 1103-480, 1103-512)

1x5,0ml | MOUNTING | MEDIUM |* Ein_deckmittel. Nicht einfrieren. .
1 vial (1102-60, 1102, 1125, 1134), 2 vials (1102-120, 1103),
3 vials (1103-240), 4 vials (1103-480, 1103-512)

1x12 [COVER| SLD | Deckgléschen. 1 box (1102-60, 1102), 2 boxes (1102-120, 1103),
3 boxes (1103-240, 1103-480)
1x12 [COVER| SLD [ LONG | Langes Deckglaschen (1125, 1134), 3 boxes (1103-512)

Optionale Bestandteile

1x1,0ml EVANS Evans-Blau-Gegenfarbung.

* Enthlt < 0,1% NaN,
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Auf den Etiketten verwendete Symbole:
Chargennummer

Bestellnummer
Verwendbar bis
Lagerungstemperatur
Gebrauchsanleitung lesen
[n-vitro-Diagnostikum
Hersteller

Anzahl an Tests

xd MEEE S

Benl tigte, nicht mitgelieferte Materialien

*  Fluoreszenzmikroskop

*  Mikropipette oder Pasteurpipette

* Serologische Pipetten

» Farbekasten (z.B. Coplin-Féarbetrog)

* Kleine Testréhrchen (z.B. 13 x 75 mm) und Testréhrchenhalter
» Destilliertes oder entionisiertes Wasser

e 1-Liter-Behalter

* Waschflasche

*  Papiertiicher

¢ [nkubationskammer

WARNUNGEN UND VORSICHTSMASSNAHMEN

[n-vitro-Diagnostikum. Alle Bestandteile menschlicher Herkunft wurden mit von der FDA vorgeschriebenen Tests
auf HbsAg, HCV, HIV-1 und -2 und HTLV-[getestet und fur negativ befunden. Alle menschlichen Serumproben
und Produkte menschlichen Ursprungs sollten unabhéngig von ihrer Herkunft als potentiell geféhrlich behandelt
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 Metallazide
bilden. Spilen Sie bei der Entsorgung von Flissigkeiten mit reichlich Wasser nach, um eine Anhdufung 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 giiltige Ergebnisse
sicherzustellen. Tauschen Sie Kitbestandteile nicht gegen Produkte aus anderen Quellen aus, sondern nur
gegen Produkte von Immco Diagnostics (nc. mit derselben Bestellnummer. Nicht nach dem Verfallsdatum
verwenden.

PROBENENTNAHME UND -VORBEREITUNG

Fur 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 bei -20 °C
eingefroren werden. Vermeiden Sie ein wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Proben.
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VERFAHREN
Testmethode
A. Suchtest

1. Verdinnen Sie jedes Patientenserum 1:10 (20 pyl Serum + 180 pl Verdunner)or 1:40 (10 pl Serum + 390 pl
Verdunner). Verdinnen Sie nicht die positiven und negativen Kontrollseren. Bewahren Sie die
unverdinnten Seren auf, um die Antikérpertiter zu bestimmen, falls Suchtests positiv ausfallen.

2. Lassen Sie die Beutel mit den Substratobjekttrdgern 10-15 Minuten lang bei Raumtemperatur liegen. Entfernen
Sie vorsichtig die Objekttréger, ohne das Substrat zu beriihren.

3. Kennzeichnen Sie die Objekttrager und legen Sie sie in eine nkubationskammer, die mit mit Wasser
befeuchteten Papiertiichern ausgelegt ist, um das Austrocknen zu verhindern.

4. Drehen Sie das Tropfflaschchen um und dricken Sie es vorsichtig, um 1 Tropfen (etwa 50 ul) negatives
Kontrollserum in Vertiefung 1 zu geben. Geben Sie auf gleiche Art 1 Tropfen ANA-positives Kontrollserum in
Vertiefung 2. Falls erforderlich, geben Sie 1 Tropfen AMA-positives Kontrollserum in Vertiefung 3 (1125, 1134).
Vermeiden Sie das Uberfiillen der Vertiefungen.

5. Verwenden Sie einen Mikropipette oder Pasteurpipette, um jeweils 1 Tropfen (etwa 50 pl) des verdinnten
Patientenserums in die Uibrigen Vertiefungen zu geben. Vermeiden Sie das Uberfilllen der Vertiefungen.

6. VerschlieRen Sie die [nkubationskammer und inkubieren Sie die Objekttrdger 30 Minuten lang bei
Raumtemperatur.

7. Entfernen Sie einen Objekttréager aus der [nkubationskammer. Fassen Sie den Objekttréger am Ende mit dem
Etikett an und spilen Sie ihn vorsichtig mit einer Pipette mitetwa 10 mI PBS ab, oder spiilen Sie den Objekttrager
in einem mit PBS gefiliten Becher. Verwenden Sie keine Waschflasche. Geben Sie den Objekttrager sofort in
einen Coplin-Trog und waschen Sie ihn 10 Minuten lang. Wiederholen Sie diesen Vorgang mit allen anderen
Objekttragern.

8. Entfernen Sie den/die Objekttrager aus dem Coplin-Trog. Betupfen Sie den Rand des Objekttragers mit einem
Papiertuch, um Uberschissiges PBS zu entfernen. Legen Sie den Objekttrager in die nkubationskammer.
Drehen Sie sofort das Tropfflaschchen mit dem Konjugat um und driicken Sie es vorsichtig, um 1 Tropfen
(etwa 50 pl) in jede Vertiefung zu geben.

9. Wiederholen Sie Schritte 7 und 8 fir jeden Objekttrager.
10. Verschlieflen Sie die [nkubationskammer wieder. (nkubieren Sie 30 Minuten lang bei Raumtemperatur.

11. Entfernen Sie einen Objekttrager aus der [nkubationskammer. Fassen Sie den Objekttrager am Ende mit
dem Etikett an und tauchen Sie ihn in einen Becher mit PBS, um das Uberschiissige Konjugat zu entfernen.
Belassen Sie den/die Objekttrédger 10 Minuten lang in einem mit PBS gefiiliten Farbekasten. Falls das optionale
Konjugat ohne Gegenfarbung verwendet wird (siehe ,Optionale Bestandteile” im Abschnitt ,Mitgelieferte
Materialien®), kénnen Sie der letzten Spilung 2-3 Tropfen Evans-Blau-Gegenfarbung hinzufiigen. Wiederholen
Sie den Vorgang mit den Ubrigen Objekttragern. ANMERKUNG: UnsachgemafRes Waschen kann zu erhéhter
Hintergrundfluoreszenz fihren.

12. Entfernen Sie einen Objekttrager aus dem Farbekasten. Betupfen Sie den Rand des Objekttragers mit einem
Papiertuch, um Uberschissiges PBS zu entfernen. Fahren Sie sofort mit dem nichsten Schritt fort,
w( hrend der Objekttr ger noch nass ist, um dessen Austrocknen zu verhindern.

13. Bringen Sie das Deckglaschen an, indem Sie 3 Tropfen Eindeckmittel gleichmaRig auf das Deckglaschen
auftragen und dieses auf den Objekttrager legen. Uben Sie keinen Uiberm&Rigen Druck aus und verhindern
Sie eine seitliche Bewegung des Deckglaschens.

14. Wiederholen Sie Schritte 12 und 13 fur jeden Objekttrager.

15. Untersuchen Sie die Objekttrager auf eine spezifische Fluoreszenz hin unter einem Fluoreszenzmikroskop bei
mindestens 200-facher VergréRerung.
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Die Objekttrager kdnnen sofort nach ihrer Vorbereitung abgelesen werden. Da das Eindeckmittel jedoch ein Mittel
gegen das Verbleichen enthalt, tritt kein signifikanter Verlust der Farbintensitat ein, wenn das Ablesen um bis zu
48 Stunden verzdgert wird. Die Objekttrager sollten im Dunkeln bei 2-8 °C gelagert werden.

B. Endpunkt-Bestimmung (Titration)

Sie kdnnen ein im Suchtest positives Serum weiter testen, indem Sie Schritte 5 bis 13 befolgen, um den Titer zu
bestimmen. Bei jedem Testlauf sollten die positiven und negativen Kontrollseren mitverwendet werden. Stellen
Sie beginnend mit 1:10. Der Kehrwert der héchsten Verdinnung, die eine positive Reaktion hervorruft, entspricht
dem Titer.

Vorbereitung der Verd nnungsreihen, mit 1:10 beginnend

Nummerieren Sie sechs Réhrchen von 1 bis 6. Geben Sie 0,9 ml Probenverdinner in Réhrchen 1 und je 0,2 mlin
Réhrchen 2 bis 6. Pipettieren Sie 0,1 ml unverdiinntes Serum in Réhrchen 1 und mischen Sie griindlich. Ubertragen
Sie 0,2 ml von Réhrchen 1 in Réhrchen 2 und mischen Sie griindlich. Ubertragen Sie nach dem Mischen weiterhin
jeweils 0,2 ml von einem Rd&hrchen ins nachste, um die in der nachfolgenden Tabelle angezeigten Verdiinnungen
zu erhalten:

RChrchen 1 2 3 4 5 6
Serum 0,1 ml
+
Gepufferter 09m  02ml 02ml 02ml  02ml 0,2 ml
Verdnner
= =1 2 =1 2

Ubertragung 0,2 ml 0,2 ml 0,2ml  0,2ml 0,2 ml

Endverd( nnung 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 usw.
QUALITATSKONTROLLE

Bei jedem Testlauf sollten sowohl das positive als auch das negative Kontrollserum mitverwendet werden. Das
negative Kontrollserum sollte keine spezifische Fluoreszenz der Nuklei, glatten Muskulatur, Nierentubuli oder
Magenparietalzellen zeigen. Das AMA-positive Kontrollserum sollte eine Farbintensitat der Nierentubuli von 2+
oder héher aufweisen. Das ANA-positive Kontrollserum sollte eine Farbintensitdt der Nierennuklei von 2+ oder
héher mit einem lberwiegend homogenen Muster aufweisen. Falls die erwarteten Ergebnisse nicht erhalten
werden, sollte der Testlauf wiederholt werden. Falls mit den Kontrollseren weiterhin unzureichende Ergebnisse
erzielt werden, kann dies folgende Ursachen haben:

e Trubung. Verwerfen Sie das Kontrollserum und verwenden Sie ein anderes.

*  Probleme mit dem optischen System des Fluoreszenzmikroskops. Dazu kdnnen zdhlen: falsche Ausrichtung,
die Lampe hat ihre Nutzungsdauer Uberschritten, usw.

»  Der Objekttrager ist wahrend des Verfahrens ausgetrocknet.
AUSLEGUNG DER ERGEBNISSE

Die Ergebnisse der Tests fur ANA, AMA, ASMA und AGPA sollten als negativ (bei einem Titer unter 10), Auf
Nieremagenabschnitten (1134, 1125), negativ (<40) on HEp-2-Zellen (1102, 1102-60, 1102-120, 1103, 1103-240,
1103-512, 1125, 1134) positiv (bei einem Titer von oder tber 320) oder alternativ als positiv mit spezifischem
Endpunkt-Titer angegeben werden.

Lesen Sie nur Felder ab, die eine spezifische Farbung der Nierennuklei und der HEP-2-Zellen sowie das fur ANA
beobachtete Muster, eine spezifische Férbung der Nierentubuli fir AMA, der Nierenblutgeféf3e fir ASMA und der
Magenparietalzellen fir AGPA enthalten. Alle anderen Reaktionen sollten als negativ fir ANA, AMA, ASMA und/
oder AGPA gemeldet werden.

ANA koénnen auf allen Substraten nachgewiesen werden, sollten jedoch auf den Nieren oder HEP-2-Zellen
quantifiziert werden. Zu den mit dem gelieferten Nierensubstrat oder den HEP-2-Zellen zu beobachtenden
nukledren Farbemustern zahlen homogene, periphere (am Rand liegende), gefleckte und nukleolare Muster. Das
Centromerfarbemuster (einschlie8lich mitotischer Figuren) ist auf HEP-2-Zellen am leichtesten zu sehen. Diese
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nukledren Farbemuster sind unten beschrieben. Sie kdnnen aus einem oder einer Verbindung mehrerer Farbemuster
bestehen. Letztere sind auf Reaktionen gegen mehrere verschiedene nukleare Antigene zuriickzufiihren.

Homogen: Der gesamte Nukleus fluoresziert gleichm&aRig mit einem diffusen Férbemuster.

Kernmembran: Die Kernmembrane befleckt am intensivsten als fein linear es Muster mit abnehmender
befleckender [ntensitét des Zellkernplasmas zur Mitte des Kernes

Gefleckt (speckled): Separate, grobe bis feine runde Flecken im gesamten Nukleus.

Nukleolar: Die Nukleoli werden innerhalb des Nukleus als mehrere feste Kérper gefarbt.

Centromermuster: Grolie Flecken begrenzter Anzahl. Reaktive Antigene sondern sich in sich teilenden
Zellen mit kondensierten Chromosomen ab.

Die Spezifitat einiger der Antikdrper, die zu den oben genannten Farbemustern fiihren, kann durch Tests auf
Antikérper gegen nDNA und verschiedene extrahierbare nukledre Antigene noch weiter identifiziert werden. Diese
kénnen wie in Tabelle 1 am Ende dieses Dokuments gezeigt von Bedeutung fiir die Diagnose sein.

AMA kénnen sowohl an den distalen als auch an den proximalen Nierentubuli beobachtet werden, wobei die
Farbung an den distalen Tubuli leuchtender ist. Obwohl auch das Zytoplasma der Magenparietalzellen gefarbt
wird, sollten AMA auf Nierenschnitten quantifiziert werden.

Eine Farbung des Muskelgewebes des Magens und der Nierenglomeruli kann auch mit ASMA beobachtet werden.
Es sollten jedoch nur ASMA gemeldet werden, die an den Wanden der Nierenblutgeféle zu sehen sind.

Zu den auf HEp-2-Zellen nachweisbaren zytoplasmatischen Antikdrpern zdhlen antimitochondriale Antikdrper (AMA)
und Antikérper gegen glatte Muskulatur (ASMA). (n einem AMA-Muster erscheint das Zytoplasma kérnig, wahrend das
ASMA-Muster ein faseriges Farbnetz im gesamten Zytoplasma ist. Beide Muster sollten als ANA-negativ gemeldet
werden. AGPA reagieren nur auf den Magenparietalzellen und verursachen zytoplasmatische Reaktionen. Negative
Reaktionen auf Niereschnitten mit positiven Reaktionen auf Magenschnitten sind ein Anzeichen fur AGPA.

EINSCHRANKUNGEN DES VERFAHRENS

n einigen Fallen kdnnen ANA-positive Seren bei der ersten Suchtestverdiinnung entweder sehr schwach oder
negativ sein (Prozonenphdanomen). (n solchen Zweifelsféllen sollten die Seren mit einer héheren Verdiinnung
getestet werden, und im Fall eines positiven Ergebnisses sollte der Antikérpertiter bestimmt werden.

Das Vorhandensein von zwei oder mehr Antikdrpern in einem Serum, die mit demselben Substrat reagieren,
kann in einigen Féllen deren Nachweis mittels immunfluoreszenz beeintrachtigen. Diese Beeintrachtigung kann
entweder dazu fihren, dass die ANA nicht nachgewiesen werden, oder dass ihr Titer unterdriickt wird, falls der
Titer der interferierenden Antikorper héher als der ANA-Titer ist. Alle ANA-Reaktionen sollten gemeldet werden.

DasindiesemKitenthaltene Anti-human-(gG-F [TC-Konjugataus derZiege isthauptséchlich schwerkettenspezifisch,
weist aber auch etwas Leichtkettenaktivitat auf. Es reagiert Giberwiegend mit Autoantikérpern der Klasse [gG, kann
jedoch in geringerem Umfang mit den Leichtketten anderer Klassen, z.B. [gM, reagieren.

Ein positiver ANA-Test sollte nicht allein als diagnostisch fir SLE angesehen werden. ANA treten auch bei Patienten
mit anderen Bindegewebskrankheiten auf, und einige Arzneimittel, z.B. Procainamid und Hydralazin, kénnen
positive ANA-Ergebnisse hervorrufen'. Darliber hinaus kénnen Seren von Patienten mit bésartigen Tumoren oder
nfektionskrankheiten ANA-positiv sein?°.

Der Arzt sollte bei der Diagnose die Ergebnisse aller positiven indirekten immunfluoreszenztests zusammen mit
den Ergebnissen anderer Labortests und dem klinischen Zustand des Patienten erwégen.
ERWARTETE WERTE

Wie in Tabellen 2, 3, 4 und 6 am Ende dieses Dokuments zu sehen ist, werden Tests auf nukledre Antikérper
als Suchtests fir SLE und bestimmte andere immunologische Erkrankungen verwendet. AMA treten in Gber 90%
der Falle von primarer bilidrer Zirrhose und in 3-11% der Félle von chronischer Hepatitis auf. ASMA treten in den
meisten Fallen von chronischer aktiver Hepatitis auf, wahrend AGPA normalerweise mit perniziéser Andmie und
chronischer atrophischer Gastritis in Verbindung gebracht werden.

LEISTUNGSMERKMALE

Das ImmuGlo™ Testsystem fir Autoantikbrper wurde mit einem anderen im Handel erhéltlichen
Fluoreszenzantikdrpertest mit HEp-2-Zellen als Substrat verglichen. Der Vergleich schloss 15 Serumproben
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von normalen Testpersonen sowie Seren von Patienten mit SLE, subakutem kutanem Lupus erythematodes,
Sklerodermie oder rheumatoider Arthritis ein. Die Seren wurden entsprechend den vom Hersteller empfohlenen
Verfahren und Suchtestverdiinnungen untersucht. Sie erbrachten vergleichbare Ergebnisse, die nachfolgend

zusammengefasst sind:
Vergleich von Kits mit HEp-2-Zellen als Substrat fir den Nachweis von antinukledren Antikdrpern

% Positiv
Klinische Krankheit Anzahl der Seren Immco™ Anderer
SLE 12 100 100
Subakuter kutaner LE (SCLE) 7 85 85
Sklerodermie 6 100 100
Rheumatoide Arthritis 10 50 30
Normale Kontrollseren 15 0 0

Das ImmuGIlo™ Testsystem fiir Autoantikdrper (Mausnieren-/-magenschnitte) wurde mit einem anderen im Handel
erhéltlichen Fluoreszenzantikdrpertest mit Mausnieren/-magen als Substrat verglichen. Der Vergleich schloss
folgende Proben ein: 20 ANA-positive Seren, 19 AMA-positive Seren, 19 ASMA-positive Seren, 20 AGPA-positive
Seren und 38 Serumproben von normalen Testpersonen. Die Seren wurden beginnend mit einer Verdiinnung von
1:10 mit dem vom Hersteller empfohlenen Verfahren getestet. Sie erbrachten vergleichbare Ergebnisse, die in
Tabellen 7 und 8 am Ende dieses Dokuments zusammengefasst sind.
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DETECTION DES AUTOANTICORPS
[IvD |ENCART DU PRODUIT
‘ ‘ 1102-60 60 Tests

d 1102 100 Tests
”VlMCO 1102-120 120 Tests
DIAGNOSTICS 1103 200 Tests
E— 1103-240 240 Tests
1103-480 480 Tests
1103-512 512 Tests
1125 Rein de souris HEp-2 COMVI | 100 Tests
1134 Rein estomac de souris HEp-2 COMVI Ii 100 Tests

Test par immunofluorescence indirecte ([F) pour la recherche et la détermination quantitative des anticorps anti-
nucléaires (ANA) [REF] 1102, 1102-120, 1103, 1103-480, 1103-512, 1102-60, 1103-240, 1125, 1134 anticorps anti-
mitochondries (AMA), anticorps anti-muscle lisse (ASMA) 1125, 1134 et anticorps anti-cellule pariétale
gastrique (AGPA) 1134 dans le sérum humain.

GENERALITES

Les Anticorps anti-nucl aires (ANA) détectés parimmunofluorescence indirecte sont une aide dans le diagnostic
des désordres du tissu conjonctif comprenant le lupus érythémateux disséminé (SLE), le Syndrome de Sjégren, la
sclérodermie et les diverses maladies du tissu conjonctif'-. Les ANA se retrouvent chez environ 95% de patients
atteints de SLE ainsi que chez les patients présentant d’autres maladies du tissu conjonctif. Les ANA peuvent
également se retrouver lors d’autres désordres tels que I'hépatite active chronique et la cirrhose biliaire primaire
(PBC)®s.

Les Anticorps anti-mitochondriaux (AMA) se retrouvent dans plus de 90% de cas de cirrhoses biliaires primaires,
chez 3 a 11% des patients ayant une hépatite active chronique et sont absents chez les patients présentant une
obstruction biliaire extra-hépatique et dans d’autres affections du foie. La présence des AMA dans tous les cas
de PBC et leur absence dans l'ictére extra-hépatique les rend utiles pour la différenciation diagnostique de ces
maladies 512

Les Anticorps anti-muscle lisse (ASMA) se retrouvent en titre élevé (> 160) dans la majorité de cas d’hépatite
active chronique et en titre intermédiaire (40-80) dans I'hépatite virale aigué. De temps en temps ils peuvent se
retrouver dans les cas de PBC ou ils sont également trouvés dans des titres intermédiaires. La signification des
titres de 20-40 est douteuse puisque ces valeurs peuvent se retrouver chez les individus normaux 314,

Les Anticorps anti-cellule paril tale gastrique (AGPA) sont généralement associés a 'anémie pernicieuse
et a la gastrite atrophique chronique ou ils se retrouvent respectivement dans environ 90% et 50% des cas.
Cependant, ils ne sont spécifiques a ces maladies car ils peuvent se retrouver en faible fréquence dans d’autres
maladies. Bien que certains individus en bonne santé puissent avoir des AGPA, leur présence peut refléter la
gastrite atrophique asymptomatique. Les résultats négatifs pour les AGPA permettent d’exclure la présence
d’anémie pernicieuse %7,

PRINCIPE DE LA METHODE

Dans la méthode a [F indirecte utilisée dans ce kit, les sérums des patients sont incubés sur une diversité de
substrats (cellules HEp-2 ou cellules HEp-2 et parties de rein/estomac de souris) pour permettre la liaison
des anticorps. Un rincage de la lame élimine tous les anticorps non fixés. Une incubation du substrat avec
un conjugué anti-l[gG humaines, marqué a la fluorescéine, permet la détection des anticorps de classe [gG
fixés. Les réactions sont observées sous un microscope a fluorescence équipé des filtres appropriés. Une
fluorescence vert pomme des structures histologiques spécifiques du tissu montre la présence d’ANA, ASMA,
AMA et AGPA. Les titres du sérum (la derniére dilution donnant une réaction positive) sont alors déterminés par
dilutions successives. 8.

INFORMATION PRODUIT
Conservation et pr_paration des rl_actifs

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

cellules HEp-2 [REF] 1103-240, 1102-60, 1102, 1102-120, 1103, 1103-480, 1103-512
HEp-2/Rein de souris COMVI | 1125
HEp-2/Rein- estomac de souris COMVI II 1134

20 x
6 x
10 x
20 x
20 x
40 x
32 x
1x0,5ml
1x0,5ml
1x0,5ml

1x5ml

1x 60 ml

1x5,0ml

1x12

1x12

| SORB [SLD| 6 |

| SORB | SLD | 10 |

[ CONTROL | + [ AMA | *

CONTROL | - |*

| 1gG-CONJ | FITC |*

| MOUNTING | MEDIUM |*

SLD

|COVER| SLD | LONG |

Composants en option

1x1,0ml

EVANS

* Contient < 0.1% NaN,

Lames 6 puits ([REF]1102-120)

Lames 10 puits ([REF]1102-60)

Lames 10 puits ((REF]1102, 1125, 1134)
Lames 10 puits ([REF]1103)

Lames 12 puits (REF]1103-240)

Lames 12 puits (REF]1 103-480)

Lames 16 puits ([REF]1103-512)

Contrdle positif ANA, avec sérum humain.

Controle positif AMA, avec sérum humain. (REF]1125, 1134)
Contrble négatif, avec sérum humain.

Conjugué FITC anti-[gG humaines. Maintenir a I'abri de la lumiére.
1 vial (1102-60), 2 vials (1102, 1102-120, 1125, 1134),
3 vials (1103, 1103-240), 6 vials (1103-480, 1103-512)

Diluant sérum. 1 vial (1102-60, 1102, 1102-120, 1125, 1134)
2 vials (1103, 1103-240, 1103-480, 1103-512)

Tampon phosphate salin (PBS). Dissoudre chaque flacon
pour obtenir 1 litre. 2 vials (1102-60, 1102, 1102-120,
1125, 1134), 3 vials (1103, 1103-240, 1103-480, 1103-512)

Milieu de montage. Ne pas congeler
1 vial (1102-60, 1102, 1125, 1134), 2 vials (1102-120, 1103),
3 vials (1103-240), 4 vials (1103-480, 1103-512)

Lamelles couvre-lames. 1 box (1102-60, 1102),
2 boxes (1102-120, 1103), 3 boxes (1103-240, 1103-480)

Longue lamelle couvre-lame (1125, 1134), 3 boxes (1103-512)

Contre-coloration bleu d’Evans.
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Symboles utilisés sur les étiquettes:
Numéro de lot

Numéro de référence catalogue
A utiliser avant

Température de conservation
Lire les instructions d’utilisation

Pour usage diagnostique [n vitro

Fabricant

xd MEEE S

Nombre de tests

Matériel nécessaire mais non fourni

*  Microscope a fluorescence Micropipette ou pipette Pasteur Pipettes sérologiques
* Bac a coloration pour le lavage des lames (type Coplin)

*  Petits tubes (ex : 13 X 75 mm) et porte tubes

« Eau distillée ou déionisée

*  Eprouvette graduée 1|

*  Flacon pour solution de lavage Serviettes en papier

e 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 résulte non réactif aux antigénes 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-[). 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®.

ATTENTION - Certains reactifs contiennent de I'azide de sodium (NaN,). Ce composé peut former dans les
canalisations en plomb ou en cuivre des azotures métalliques hautement explosifs. Afin d’éviter la formation
et 'accumulation de tels azotures dans les canalisations, rincer I'évier a grande eau lors de I'élimination de
ces réactifs. L'azide de sodium est toxique en cas d’ingestion. En cas d’ingestion, informer immédiatement le
responsable du laboratoire et contacter le centre antipoison.

La qualité des résultats est dépendante du respect des instructions figurant dans la présente notice. Ne pas échanger des
réactifs du kit composants par d'autres provenant d’autres fabricants. Ne pas utiliser au-dela de la date de péremption.

PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

Utiliser uniqguement du sérum pour réaliser ces tests. [ est recommandé de ne pas utiliser de sérums fortement
hémolysés, lipémiques ou sujets a une contamination bactérienne car cela peut provoquer des interférences et modifier
les performances du test. Conserver les sérums entre 2 et 8°C pendant maximum une semaine. Pour une conservation
plus longue, congeler les sérums a -20°C. Eviter les congélations/décongélations successives des sérums.

MODE OPERATOIRE
A. Dépistage
1. Diluer chaque sérum de patient au 1:10 (20pl de sérum + 180ul de diluant) or 1:40 (10ul de sérum + 390ul

de diluant). Ne pas diluer les contrdles positifs ou négatifs. Conserver le sérum pur pour déterminer le titre
des anticorps dans le cas ou le dépistage serait positif.
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2. Laisser les lames prendre 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 dans la chambre humidifiée avec des serviettes en papier mouillées pour
éviter le desséchement.

4. Retourner le flacon doseur et appuyer doucement pour déposer 1 goutte (environ 50ul) de Contréle Négatif
sur le puits n°1. De la méme fagon déposer 1 goutte de Contrdle Positif ANA sur le puits n°2. Si cela est
nécessaire, 1 goutte de contréle positif AMA sur le puits n°3 (1125, 1134). Eviter de déborder des puits.

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

Replacer le couvercle sur la chambre et incuber les lames 30 minutes a température ambiante.

Sortir une lame de la chambre d’incubation. En la tenant par un bord, rincer doucement avec une pipette
contenant environ 10 ml de PBS ou rincer la lame dans un becher rempli de PBS. Ne pas utiliser de pissette.
Transférerimmédiatement la lame dans un bac a coloration et laver pendant 10 minutes. Répéter les opérations
avec toutes les lames.

8. Retirer une (les) lame(s) du bac de coloration. Eliminer 'excés de PBS avec une serviette en papier. Déposer
la lame dans la chambre d’incubation. Retourner les flacons doseurs de conjugué et déposer immédiatement
1 goutte (environ 50pl) dans chaque puits.

9. Répéter les étapes 7(et8 [vec chique I me.
10. Replicer le couvercle sur I[1ch mbre d’incub!(tion et incuber 30 minutes a tempér( ture [ mbil nte.

11. Sortir une I me de I[1ch mbre d’incubl tion. En Il 1ten(nt p_r un bord, plonger |1l me di ns un becher rempli
de PBS pour éliminer I'exceés de conjugué. Tri nsférer di ns un blc a color(tion rempli de PBS pendint 10
minutes. Si un supplément de conjugué sl ns contre-color(tion est utilisé (voir composé en option dins I[]
Section M tériel Fourni), 2-3 gouttes de contre-color( tion bleue d’Evi ns peuvent étre [joutée [u Il v ge fin[l.
Répeéter les opérl tions [vec toutes les Il mes. REMARQUE: Un I v[ ge incorrect peut [ Itérer I[1morphologie
des neutrophiles et [lugmenter le bruit de fond de fluorescence.

12. Retirer une I me du bl c. Eliminer 'excés de PBS [vec une serviette en pl pier. Pour éviter de mettre [sec
les puits, réaliser immédiatement | étape 13 pendant que la lame est encore humide.

13. Déposer doucement 3 gouttes de milieu de monti ge di ns chique puits et [ppliquer I1[Cmelle couvre-I' me.
Ne pl[s [ ppliquer de pression excessive et éviter les mouvements | tér ux de |1l melle.

14. Reépéter les étl pes 12 et 13 [vec chl que [l me.
15. Observer I[]fluorescence spécifique a I'l ide d’'un microscope [u grossissement X200 ou plus.

Les I mes peuvent étre lues immeédil tement. Cepend( nt, grace a |l 1présence d’'un [gent [ nti-f{ ding d[ ns le milieu
de montlge, I[lecture peut étre retl rdée jusqu’a 48 heures sl ns perte significl tive de l'intensité de fluorescence.
Dlns ce c[s les Il mes doivent étre conservées a I'obscurité entre 2 et 8°C.

B. Détermination du titre par les dilutions en cascade

Un sérum trouvé positif [u test de dépistl ge doit étre retesté en suivi nt les étl pes 5 a 13 [fin de définir son titre.
[nclure di ns chi que nouvelle série un contrdle positif et négl tif. Les dilutions en série de 2 en 2 sont réllisées a
pLrtir du 1:10. Le titre du sérum est défini pLr ILJderniére dilution donnnt une fluorescence positive.

Préparation de Dilutions en Série commen(ant [11:10

Numeéroter six tubes de 1 a 6. Ajouter 0,9 ml de dilul nt échlntillon di ns le tube 1 et 0.2 ml di'ns les tubes 2 a
6. Pipeter 0.1ml de sérum pur d( ns le tube 1 et [ giter soigneusement. Tri nsférer 0.2 ml du tube 1 di 'ns le tube
suivlnt. Continuer a trinsférer 0.2 ml d’un tube a I'_utre en méll nge nt bien chi que tube pour [rriver [ux dilutions
suivl htes :
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Tubes 1 2 3 4 5 6
Sérum 0,1 ml
+
Diluant Echantillon 0,9 ml 02ml 02ml 0,2ml 0,2 ml 0,2 ml
= = 2 = 2
Transfert 0,2 ml 0,2 ml 0,2ml  0,2ml 0,2 ml
Dilution [nale 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 etc.

CONTROLE DE QUALITE

Un contréle positif et un contréle négl tif doivent étre inclus di ns chique série. Le contréle nég! tif ne doit pl’s
donner d’'im(ge fluorescente des noy[ ux, du muscle lisse, des tubules du rein ou des cellules p(riétlles gl striques.
Avec le contréle positif AMA on doit obtenir une fluorescence 2+ ou supérieure des tubules du rein. Enfin, [vec le
contréle positif ANA, on doit obtenir une fluorescence 2+ ou supérieure des noy! ux du rein [ vec une conform! tion
principl lement homogéne.

Dins le c[s ou les contrdles ne donnerlient pLs les résult(ts [ttendus, il est recommindé de reflire le test. Sile
probléme persiste, celllpeut étre lié a:

e LOturbidité. Eliminer le contréle et en utiliser un nouvelu.

*  Au systeme optique du microscope. Pt exemple: miuvlis [lignement, I'mpe [yl nt dép[ssé sl durée de vie, etc.
* Aun [ssechement des Il mes pend(nt I.m[nipull tion.

INTERPRETATION DES RESULTATS

Les résult/ ts des esslis pour I Irecherche des [ nticorps d’ANA, d’AMA, d’ASMA, et d’AGPA doivent étre considérés
négltifs (<10) Sur de sectiones d'estomac de rein (1125, 1134), nég(tif (<40) Sur les cellules HEp-2 (1102,
1102-60, 1102-120, 1103, 1103-240, 1103-480, 1103-512, 1125, 1134), positifs ([ vec titre plus grind ou égll

a 320) ou, en [ltern(tive positifs.

Ne considérer que les chl mps compren( nt une color! tion spécifique des noy[ ux du rein et des cellules HEp-2 et
I[1conform(tion observée pour les ANA, les tubules de rein pour les AMA, les plrois des vlissel ux sl hguins du
rein pour les ASMA et les cellules p(riétles gl striques uniquement pour les AGPA. Toute [utre rél ction doit étre
considérée comme nég! tive pour les ANA, les AMA, les ASMA et/ou les AGPA.

Les ANA peuvent étre détectés sur tous les substrits mlis devrlient étre mesurés sur le rein ou les cellules
HEp-2. Les conform[tions de color(tion nuclélire observibles [vec le substrit de rein ou les cellules HEp-2
fournies peuvent résulter homogénes, périphériques (fringées), tl chetées et en corpuscules. L[ conforml[ tion
de color( tion du centromeére (Cellules en mitose inclues) est plus fl cilement visible sur les cellules HEp-2. Ces
conform[ tions de color[tion nuclélire sont décrites ci-dessous. Elles peuvent étre uniques ou constituées plr
une combinlison de plusieurs conform(tions de color tion. Ces derniéres sont dues [ux ré[ctions de plusieurs
[ntigénes nuclélires différents.

Homog ne: Le noy( u entier est regulierement fluorescent [ vec une conforml tion de color! tion diffuse.

Membrané nucléaire: La membrane nucléaire souille le plus intensément en tant que modéle trés bien linéaire
avec lintensité de souillure décroissante du nu cléplasme vers le centre du noyau

Tacheté : Texture grossiére et fines tl ches rondes se colorent di ns tout le noy!( u.
En corpuscules : Les nucléoles se colorent comme de multiples éléments di ns le noy! u.
Centrom/re : Grlndes tlches de nombre déterminé. Les [ ntigénes [yl nt ré[gi s’isolent [vec les

chromosomes condensés des cellules en mitose.

L[ Ispécificité de certlins des [ nticorps donnint les conform( tions de color! tion ci-dessus peut étre précisée plr
des esslis pour des [nticorps [u nDNA et pour divers [ ntigénes nuclélires extr( ctibles. Ceux-ci peuvent étre
d’'import[ nce dil gnostigue comme énuméré di ns I 1table 1 a I[/fin de ce document.

On peut observer les AMA sur les tubes dist/ ux et proximux du rein, les tubes dist/ ux se color. nt de fl gon plus
brilllnte. Bien que le cytoplisme des cellules plTriétlles glstriques se colore égllement, les AMA doivent étre
quintifiés [u nivelu du rein.
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On peut égllement observer (] color( tion des muscull ris d’estom( c et des glomérules du rein [vec les ASMA,
mlis seuls les ASMA observés sur les plrois des vl issel ux s hguins du rein doivent étre reportés.

Sur les cellules HEp-2, les [ nticorps cytopll smiques discern( bles incluent les [ nticorps [ nti-mitochondril ux (AMA)
et les [nticorps [ nti-muscle lisse (ASMA). DI 'ns une conform(tion AMA, le cytopl'sme semble gri nullire, bien
que Il Jconform[ tion ASMA soit un rése! u fibrill “ire de color! tion d ns tout le cytopll sme. Les deux conform! tions
doivent étre signllées comme négl tives pour les ANA. Les AGPA rél gissent seulement sur les cellules plriétl les
de I'estomic et produisent des ré( ctions cytoplsmiques. Des rél ctions négl tives sur le rein et positives sur
'estom(c sont indicl tives des AGPA.

LIMITES DfUTILISATION

Pl rfois, un sérum ANA positif peut donner un résult' t f iblement positif ou nég!tif a I/ dilution de dépist/ ge (effet
de zone). D ns ces cl's douteux, les sérums devront étre testés a des dilutions supérieures et, si le résult’ t est
positif, déterminer le titre des [ nticorps.

P(rfois I[1 présence de deux ou plus [ nticorps difféerents d ns le sérum et [yl nt une rél ctivité vis-a-vis du méme
substr( t, peut créer des interférences pour I détection en immunofluorescence. Cell | peut m[squer I[]détection
des ANA ou cl cher le titre si I’ nticorps qui interfére [1un titre plus élevé que celui des ANA. Toutes les rél ctions
[ux ANA doivent étre sign(lées.

L' ppat conjugué [ nti-igG FITC hum(ines fourni d( ns ce kit est principl lement spécifique pour les chines lourdes
mLis [June légére [ctivité chline légére. liré[git principllement [vec les [nticorps de I[Jclsse des [gG mLis peut
a un degré moindre rél gir [ vec des chlines légéres d’[ utres cll sses d’[ nticorps tels les (gM.

Un ANA positif, de plr lui-méme, ne doit pl's étre considéré comme un dil gnostic de SLE. (Is se retrouvent
égllement chez les pltients présentint d’[utres mlldies du tissu conjonctif et cert[ines drogues telles que I
procin mide et I'hydr( 17 zine peuvent induire un ANA positif 1. D’[‘utre p[rt, les sérums de pl tients présent nt des
cl ncers et des m( I dies infectieuses peuvent égllement [ voir un ANA positif 20.

Lors de son dil gnostic, le médecin devr(it considérer les résult( ts de tous les esslis positifs d'immunofluorescence
indirecte [vec les résult( ts d’[ utres esslis en [ bor[ toire et I'ét[ t clinique du p!tient.

VALEURS PREVUES

Comme présenté di ns les tible[ux 2, 3, 4 et 6 a | Ifin de ce document, les tests pour Il recherche d’[ nticorps
nuclélires sont employés pour détecter le SLE et certlins [utres problemes immunologiques. Les AMA se
retrouvent dns plus de 90% des c[s de cirrhose bililire prim(ire et dihs 3 a 11% des cls d’hép(tite chronique.
Les ASMA se retrouvent dins I[] m(jorité des cl’s d’hépltite [ctive chronique et les AGPA sont générllement
['ssociés a I''némie pernicieuse et a |[1gl strite [ trophique chronique.

PERFORMANCES

Le ImmuGlo™ Autol[ntibody Kit [1été comp[ré a un [utre test de détection des [nticorps p(r fluorescence disponible
dl ns le commerce et utilis( nt les cellules HEp-2 comme substr( t. L[1complrlison comprend 15 échl ntillons de
sérum proven( nt de sujets en bonne s nté [insi que des sérums de p!tients présent. nt un dil gnostic de SLE,
lupus érythém(teux cut(né subligu, de sclérodermie ou d’lrthrite rhum(toide. Les sérums ont été ex minés
selon les procédés de détection et de dilution recomm(ndés p(r le flbricint. Ceux-ci ont fournis des résultl ts
complribles récl pitulés ci-dessous :

Complrlison de Kits utilis nt le substr't cellules Hep-2 pour [ détection des [nticorps [ntinuclélires.

% positif
Etat clinique N°’3"°re de Immco™  Autre
sérums

SLE 12 100 100
SCLE 7 85 85
Sclérodermie 6 100 100
Arthrite rhumtoide 10 50 30
Contréles norm[ux 15 0 0
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Le ImmuGlo™ Autol ntibody Kit (rein/estom( c de souris) [ 1été compl[ ré a un ['utre test de détection des [ nticorps p(r
fluorescence disponible d_ ns le commerce et utilisC nt le rein/estom(c de souris comme substr( t. L[Jcomp/r_ison
comprend : 20 échl ntillons de sérums positifs ANA, 19 échl ntillons de sérums positifs AMA, 19 échl ntillons de
sérums positifs ASMA, 20 échlntillons de sérums positifs AGPA et 38 échlntillons de sérum proven(nt de sujets
normlux. On [1commenceé I''nllyse des sérums a une dilution 1:10 selon les procédés recommindés p(r le
flbricl nt. Ceux-ci ont donné des résult ts complr_bles comme récl pitulé di ns les T ble[ux 7 et 8 a I[/fin de ce
document.
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TEST DI RILEVAZIONE DI AUTOANTICORPI IN IMMUNOFLUORESCENZA

INSERTO DEL PRODOTTO
‘ 1102-60 60 Determinazioni
[REF| 71702 100 Determinazioni

© |
| M M CO REF| 1102-120 120 Determinazioni

DIAGNOSTICS 1103 200 Determinazioni
S— 1103-240 240 Determinazioni

1103-480 480 Determinazioni

1103-512 512 Determinazioni

1125 Rene del mouse HEp-2 COMVI | 100 Determinazioni

1134 Rene/Stomaco del mouse HEp-2 COMVI Il 100 Determinazioni

FINALITAfiDfUSO

[est di immunofluorescenz(]indirett | ((Fper I'individul zione e I quintific[ zione di [nticorpi [ntinuclel(ri (ANAL
1102-60, 1102, 1102-120, 1103, 1103-480, 1103-512, 1103-240, 1125, 1134, [nticorpi [ ntimitocondrilli
(AMA T [ nticorpi ntimuscolo liscio (ASMAT[REF] 1125, 1134 e di [nticorpi [nticellule prrietcli glstriche (AGPAL
1134 nel siero umno.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE del test

Gli anticorpi antinucleari (ANA)Ulindividu(ti con I[]tecnic! di immunofluorescenz!(|indirett[IIsono utili nell
dil gnosi dei disturbi del tessuto connettivo qul i il lupus eritem[ toso sistemico (LESITIIm[I[ ttilImist[del tessuto
connettivol[] sindrome di Sjégren e |71 sclerodermis. Gli ANA compriono in circl]il 95% dei plzienti [ffetti dT
LES e in plzienti con [ltri disturbi del tessuto connettivo. Gli ANA possono essere riscontr( ti [ nche in clso di [ltre
p!tologie qulli I'epl tite cronicl [ ttivi e I[]cirrosi bilil re primitiv( ¢8,

Gli anticorpi antimitocondriali (AMA), sono presenti in circllil 90% dei csi di cirrosi biliCre primitiviinel 3(11%
dei plzienti con ep(tite cronicl] [ ttiviIImentre sono [ssenti in plzienti con [tresil bililre extrieplticll o [ffetti
dll [ltre epltop(tie. L1 presenzl i universile di [nticorpi [ntimitocondrili in c[so di cirrosi biliCre primitivile I
virtulle ['ssenzl] nelll] colest si extrl ep!ticl I rendono lidentificl zione di considerevole vilore per I dil gnosi
differenzil1e®12,

Gli anticorpi antimuscolo liscio (ASMA) in titoli elev(ti (>160Icomp’iono nelllJmCggior p_rte dei c[si di epLtite
cronicl[ ttivi e in titoli intermedi (4080 nei c[ si di ep(tite vir[le [cut’. Occl sionImente possono essere presenti
con ep! tite bililre primitiv( | [nche in titoli intermedi. L[] signific tivita dei titoli di 20140 & incert(1d(to che questi
v[lori possono essere riscontr(ti in individui norm(1i'374,

Gli anticorpi anticellule parietali gastriche (AGPA) sono comunemente [ssocilti con I''nemil| pernicios’|e
[T glstrite cronicl] [ troficlI-icon ricorrenz(! rispettivimente in circl]il 90% e 50% dei cl[si. Gli AGPA non sono
specifici e possono ricorrere con frequenz(| inferiore in [ltre pltologie. MllIgrido gli individui s ni possono
presentire [nticorpi [nticellule plriet li glstrichelll[] loro individul zione puo riflettere 1] presenz(] di gl strite
[ troficl ] sintom/ tic[ . Esiti neg! tivi dell[]presenz(di [ nticorpi [ nticellule p(rietli gl striche forniscono un’evidenz!]
consistente per I'esclusione dell’ " nemil pernicios 1577,

PRINCIPI DELLA METODICA

[llmetodo di immunofluorescenz(indirett!| [ dott[ to in questo kit prevede che i sieri dei pl zienti possl ho essere
incublti su un(]vlrieta di substriti (cellule epitelilli HEp(2 o cellule epiteli’li HEp2 e sezioni di rene/stom[ co
di topo( Iper consentire il legi me degli [ nticorpi. Gli ['nticorpi non leglti sono rimossi medi nte Il v ggio e quelli
leg( tilldell’l cll sse [gGlIsono individulti per incublzione del substrito con coniuglto [ntilgG um(no mlrclto
con fluorescein( L Le rel zioni si osservino per microscopilin fluorescenz(lusl ndo filtri idonei. L[ presenz(idegli
ANAIASMAIAMA e AGPA si ml nifest/ | con un(] fluorescenz(|verde mel( | delle strutture istologiche specifiche
presenti nel tessuto. [titoli (il v[lore reciproco dell(]diluizione m[ggiore che produce un(rel zione positivl | 'sono
poi determin’ti [nClizz' ndo le diluizioni serili'8.

INFORMAZIONI SUL PRODOTTO
Conservazione e preparazione

Conservire tutti i re[ genti [12(8°C. E’ necess! riol prim(Idell’'usol portlre tutti i re genti [Itemper( tur’! [ mbiente
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Materiali forniti

Cellule epitelil i HEp-2 [REF]1103-240, 1102-60, 1102, 1102-120, 1103, 1103-480, 1103-512

HEp-2 rene del mouse COMVI | 1125

HEp-2/Rene-Stom(co di topo COMVI I 1134

20 x
6 x
10 x
20 x
20 x
40 x
32 x
1x0.5ml
1x0.5ml
1x0.5ml

1x5ml

1 x 60 ml

2x

1x5.0ml

1x12

1x12

| SORB [SLD | 6 |

| SORB | SLD | 10 |

| CONTROL | + | AMA | *

| CONTROL | -*

| 1gG-CONJ | FITC | *

| MOUNTING | MEDIUM |*

SLD

| COVER| SLD [ LONG |

Componenti opzionali

1x1.0 ml

EVANS

OContiene < 0,1% NCN,

Vetrini d[1 6 pozzetti (REF]1102-120)

Vetrini d(110 pozzetti (REF]1102-60)

Vetrini d[1 10 pozzetti ((REF]1102, 1125, 1134)
Vetrini (110 pozzetti ([REF]1103)

Vetrini d[1 12 pozzetti ([REF]1103-240)

Vetrini di7 12 pozzetti (REF]1103-480)

Vetrini d[1 16 pozzetti ((REF]1103-512)

Controllo Positivo ANA. Contiene siero um(no.

Controllo Positivo AMA. Contiene siero um' no. (REF]1125, 1134)

Controllo Neg' tivo. Contiene siero um(no.

Coniuglto FIIIC [nti-lgG Proteggere di 1l luce.
1 vial (1102-60), 2 vials (1102, 1102-120, 1125, 1134),
3 vials (1103, 1103-240), 6 vials (1103-480, 1103-512)

Diluente tCmpon(to. 1 vial (1102-60, 1102, 1102-120, 1125, 1134)
2 vials (1103, 1103-240, 1103-480, 1103-512)

Soluzione s[ lin(Jt_mpon(t[icon fosfl to (PBS). D[ Iricostituire [11
litro. 2 vials (1102-60, 1102, 1102-120, 1125, 1134), 3 vials (1103,
1103-240, 1103-480, 1103-512)

Liquido di mont(ggio. Non congellre.
1 vial (1102-60, 1102, 1125, 1134), 2 vials (1102-120, 1103),
3 vials (1103-240), 4 vials (1103-480, 1103-512)

Vetrini coprioggetto. 1 box (1102-60, 1102), 2 boxes (1102-120, 1103),
3 boxes (1103-240, 1103-480)

Vetrini coprioggetto lunghi. (1125, 1134), 3 boxes (1103-512)

Colorinte di contristo Blu di Evins.
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Simboli usati sulle etichette:
Numero di lotto

Numero c(tl logo

Scldenz!

[emperl( turlldi conserv( zione
Leggere le istruzioni per 'uso

Uso dil gnostico in vitro

Produttore

xd MEEE S

Numero di test

Materiali necessari non forniti

*  Microscopio [Ifluorescenz

*  Micropipettllo pipett’1P[steur

* Pipette sierologiche

»  Vischett I per colorl zione ([ d es. vl schett I Coplin)
*  Provette piccole per test ((d es. 13 x 75 mm) e rl ck per provette
* Acqulidistill'tl1o deionizz[t[]

« Contenitore d11 litro.

*  Fllcone di llviggio

e Sllviette di clrt[]

*  Clmerlumidl per I'incublzione

AVVERTENZE E PRECAUZIONI

Per uso dil gnostico in vitro. ['utti i componenti di derivi zione uminilsono st ti [n(lizz[ ti per HbsAg, HCV,
HIV-1 e 2 e HILV-[le sono risult[ ti negl tivi nei test prescritti d[1I[1 FDA. [uttlvilli deriv[ti del singue umino
e i cLmpioni dei plzienti devono essere consider(ti potenzil Imente infettivi. Attenersi [lle buone prissi di
ICbor(torio per I conservizione, I dispens[zione e lo smlltimento di questi mteri1i".

ALCENZIONE - L'tzide sodicl) (NCN,) puo relgire con gli scLrichi idrulici in piombo e rime per formire
[zidi metllliche [tfmente esplosive. Durl'nte lo sm(ltimento dei liquidi, diluire con cqul’ corrente per evitire
I'ccumulo di [ zide. L'l zide sodic[|pu0 essere tossicllse ingeritl . [n cso di ingestione riferire immedil tl mente
I'incidente [l direttore del I''bor(torio o [l centro [ntiveleni.

Per gl rintire I[]vilidita dei risult’ti € indispens( bile seguire scrupolosi mente le istruzioni contenute in questo
foglio illustritivo. Per eventulli sostituzioni di m(terilli del kit, usire solo m[terili Immco Dilgnostics nc.
[venti lo stesso numero di cl tllogo. Non us(re oltre I[1d[ t[1di scldenz[indic[t[1sull’etichettL

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Per quest(] procedurll uslre unicLmente clmpioni di siero. [JcLmpioni fortemente emolizz[ti, lipemici o
microbiologiclimente cont[ min[ti possono interferire con le prestlzioni del test e non devono quindi essere
uslti. Conservire i cimpioni [ 2-8°C per non oltre unll settimn[. Per I[] conservl zione prolunglt(} i
cl mpioni di siero dovrebbero essere congellti [1-20°C. Evitlre congell menti e scongell menti ripetuti dei
clmpioni.
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PROCEDURA
Metodo del test

A.
1.

10.
1.

12.

13.

14.
15.

Screening

Diluire il siero del p_ziente 1:10 (20 pl di siero + 180 pl di diluente) o diluire il siero del plziente 1:40
(10 pl di siero 1390 pl di diluente). Non diluire i Controlli Positivi o Neg(tivi. Conservire il siero non diluito
per determin(re i titoli Tnticorpor(li se i test di screening risult no positivi.

L[ scilre che le buste contenenti i vetrini riggiungno Il tempertur] Cmbiente per 10-15 minuti. Rimuovere
con [ ttenzione il vetrino senzlvenire in contl tto con il substrto.

Contrissegnlre i vetrini e disporli nell ]cl mer[Jumid(]sul cui pil no interno s( ri nno stl te poste delle sl Iviette
di clrtlJinumidite con [‘cqullper prevenire I'essiccl zione.

Appliclre 1 goccil | (circ[ 150 pl) di Controllo Neg! tivo nel pozzetto #1. Allo stesso modo [ pplici re 1 goccil | di
Controllo Positivo ANA nel pozzetto #2 e, se [ pplicl bile, 1 goccilldi Controllo Positivo AMA nel pozzetto #3
(1125, 1134). Evit[re di riempire eccessivimente i pozzetti.

Us[ ndo unlImicropipett( 1o pipett ! Pl steur, [ pplic re 1 goccil|di siero diluito del pl ziente (circ[150 pl) negli
[ltri pozzetti. Evit[ re di riempire eccessivl mente i pozzetti.

Posizion(re il coperchio sull’icimer[Jumid(le incublre i vetrini per 30 minuti [1temper(tur’ ! mbiente.

Rimuovere il vetrino d Il 1c mer(l umid(], reggerlo per I'estremita e irror[ re delicl t  mente con circl110 ml di
PBS usindo unllpipett(], oppure scilcqulre il vetrino in un recipiente contenente PBS. Non us(re fl_coni di
[Cvlggio. [risferire immedilt_mente il vetrino in unl]viischett’! Coplin di ILv[ggio e [ttendere per 10 minuti.
Ripetere I[ 1 procedur(per tutti gli [ltri vetrini.

Rimuovere il/i vetrino/i dl 1" vischettl] Coplin. Asciug(re il vetrino su clrtl] [ssorbente per rimuovere I}
soluzione PBS in eccesso e collocirlo nellllcl merlJumid(l Applicrne 1 goccill(circl]150 pl) di Coniuglto in
cillscun pozzetto.

Ripetere le f(si 7 e 8 per cilscun vetrino.
Riposizionre il coperchio sullllcl mer[Jumid(le incublre per 30 minuti [Jtemper( turl mbiente.

Rimuovere il vetrino dl 1l c[ merl 1 umid(], reggerlo per I'estremita e immergerlo in un recipiente contenente
PBS per rimuovere il coniug! to in eccesso. LI scil re il/i vetrino/i per 10 minuti in un(Iv( schettl1Coplin riempit
con PBS. Nel ciso veng(us(to un coniuglto opzion!le, privo di colori nte di contrsto (vedere componenti
opzionlli nell’! sezione Ml terilli Forniti), possono essere [ggiunte 2-3 gocce di Blu di Evins nel I[v[ggio
finle. Ripetere 1 procedur( per i restCnti vetrini. NOUA: Un ICvlggio inCdegulto pud clus(re un [umento
nell’1fluorescenz(di fondo.

Rimuovere il vetrino dC1ILvI schett ICoplin. Asciug(re il vetrino su clrtl 1 ssorbente per rimuovere | soluzione
PBS in eccesso. Per prevenire Ifessiccazione, procedere immediatamente alla fase successiva mentre
il vetrino [Jancora umido.

Mont re il vetrino coprioggetto [ pplicl ndo 3 gocce di soluzione di mont ggio uniformemente sul coprioggetto
e posizion(rlo soprilil vetrino. Evitire di esercitlre unl(] pressione eccessivl e gli spostimenti I ter(li del
vetrino coprioggetto.

Ripetere le f(’si 12 e 13 per cil scun vetrino.

Esminlre I fluorescenz(] specificl] medil nte microscopil! [ fluorescenz[] con ingrindimento 200x o
superiore.

[vetrini possono essere letti [ ppenlimont( ti. CuttCvil} perlJpresenz(idiun [gente [ ntiscolorimento nell’Isoluzione
di montlggio, non si verificl no perdite significl tive di intensita di colori zione e I ]letturIpud essere effettul tlinelle
48 ore successive [l 1preplri_zione. [vetrini devono essere conserv(tiin [ssenz[ldiluce [12-8°C.
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B. Determinazione Endpoint (titolazione)

Un siero positivo [ ] test di screening puo essere [ n(lizz![ to ulteriormente ripetendo le f( sid[15 [113 per determin(re
il titolo [ nticorp(le. Ogni serie di test deve includere Controlli Positivi e Negl tivi. Preplrire diluizioni serilli doppie
[Iplrtire d11:10. Ireciproco del vilore dell” piu [1t(]diluizione eseguit(] []cui il c[ mpione mostr( positivita & il
vllore del titolo.

Preparazione delle Diluizioni Seriali a partire da 1:10

Numerlre 6 provette d(11 [16. Aggiungere 0,9 ml di Diluente del C mpione nell ' provett11 e 0,2 ml nelle provette
d(12 [16. Pipettire 0,1 ml di siero non diluito nelll] provett[] 1 e mescollre [ccurlt mente. [rlsferire 0,2 ml
dl ) provett 1 1 [l provettl12 e mescoll re [ccurl ti mente. Continulre []trisferire 0,2 ml d(Jun(] provett(] [1I[]
successiv(], dopo I'Tmiscell zione, per ottenere le diluizioni indicte nell[ 1t belll1seguente:

Provette 1 2 3 4 5 6
Siero 0.1ml
+
Diluente
0.9 ml 02ml 02ml 0.2ml 0.2 ml 0.2ml
tamponato
= 2 2 2 2
Trasferimento 0.2 ml 0.2 ml 0.2ml  0.2ml 0.2 ml

Diluizione [nale 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 etc.

CONTROLLO DI QUALITA

[n ogni serie di test dovrebbero essere inclusi un Controllo Positivo e un Controllo Neg! tivo. lIControllo Neg! tivo
non dovrebbe evidenzilre fluorescenz( specificl! dei nuclei, del muscolo liscio, dei tubuli ren(li o delle cellule
plrietli gl striche. (IControllo Positivo AMA dovrebbe produrre uniicolor zione dei tubuli ren(li con intensita di 2+
o m(ggiore. [IIControllo Positivo ANA dovrebbe presentire uniicolorl zione dei nuclei ren(li con intensita di 2+ o
m[ggiore e un plttern previlentemente omogeneo.

Se non si ottengono i risult( ti [ ttesi, I[1procedurl]dovrebbe essere ripetut L Se i controlli continul no [ produrre
risult[ ti discord( nti, cid pud essere dovuto [ &

e [orbidita. Sm(ltire e us[re un nuovo controllo.

*  Problemi leglti [ sistem[]ottico del microscopio [Ifluorescenz(t [lline[ mento non idoneo, Il mpld[oltre I
durlt7utile previst(} ecc.

e Averliscilto [sciuglre il vetrino durlnte I procedur!l

INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

Crisult(ti dei test per gli [nticorpi ANA, AMA, ASMA e AGPA dovrebbero essere riport/ ti come neg! tivi con
lilolo inferiore [1<10, sulle sezioni della stomaco del rene (1125, 1134) negativo (<40) sulle cellule HEp-2 (1102,
1102-60, 1102-120, 1103, 1103-240, 1103-480, 1103-512, 1125, 1134), posilivi con lilolo superiore o ugulle
[1320 o, in [llernLlivl], posilivi con lilolo endpoiniispecifico.

Leggere unicl menle, per gli ANA i c[ mpi conlenenli colorl zione specificl Idei nuclei ren(li e delle cellule epilelili
HEp'2 e il plilern osserviio, per gli AMA i ubuli renli, per gli ASMA le plreliidei visi sl nguigni ren(li e per gli
AGPA le cellule plrielllli gl sliriche. [ulle le [lire relzioni per ANA, AMA, ASMA e/o AGPA dovrebbero essere
ripor(fe come negllive.

Gli ANA possono essere rilev/ lilsu [ullili subslrl lim[dovrebbero essere qul nlific( lilsul rene o sulle cellule epilelilli
HEp(2. I pliTern di colorzione nuclelre osservbile con il subsiri o renle o con le cellule epieli’li HEp[2 pud
essere di lipo omogeneo, periferico (bordo), punieggil 1o e nucleollre. [l plIilern di colorl zione del ceniromero
(incluse le figure miloliche) € piu evidenle sulle cellule epilelilli HEp[2. [plilern di color zione nuclelre possibili
sono descrillil di seguild e possono mlnifes(Irsi in unl] o piu combin(zioni come risulllo di rel zioni [ diversi
[nligeni nucleLlri.
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Omogeneo: Fluorescenz(luniforme dell’iniero nucleo con plifern di color[ zione diffuso.

Membranous La membrana nucleare macchia il piu inlensamene come modello benissimo lineare con
nucleare: l'infensila di macchialura diminuenie del nucleoplasma verso il cenlro del nucleo
Punteggiato: Fluorescenz( ][ Im(cchie londeggil nildligrinulri [Ifinemen(e grinullri nell’inlero nucleo.
Nucleolare: Tnucleoli si color’no come corpi solidi mullipli [1'inlerno del nucleo.

Centromero: M cchie Il rghe di numero finifo. L' nligene relllivo € segregl 106 con i cromosomi condens/(filin

cellule in fCse milolicC®.

L[ specificiia di [lcuni degli [nlicorpi che producono i plifern di color( zione ci(lli possono essere ulleriormenie
idenlificlliimedil nie [eslIper gli [nlicorpi [n[i-nDNA e per v(ri [nligeni nucle(ri es(rlibili, con I[1 significl livila
dirgnoslicllindicl I nell[] tabella 1 ripor(11] [1lI[]fine di quesio documenio.

Gli AMA possono essere rilev( i sil]sui Ubuli dis(lli che su quelli prossim(li del rene con un’lcolorl zione che
risulll miggiormen'e brilllnle sui wbuli dis(Tli. M(Igrido si olfenglunl]colorl zione del cilopllsm(delle cellule
plrie(llli gl slriche, gli AMA dovrebbero essere qul niific[li'sul rene.

Con gli ASMA si puo osservlre unlcolorl zione dellll muscoll ris mucos! e dello siom(co e dei glomeruli ren(li,
m(Isolo gli ASMA visibili sulle plrelildei v( si sl nguigni dovrebbero essere riporl(T]il

Sulle cellule epitelilli HEp-2, gli [nlicorpi ciloplsmici rilev[bili includono gli [nlicorpi [nlimilocondrilli (AMA) e
quelli [nlimuscolo liscio (ASMA). Nel plifern AMA il ciioplsm(]é di [spello grlhullre, menire il plilern per gli
ASMA risul(lllcome un(]rele fibrill re che color(I'inlero cilopl sm(L En(ri mbi i plITern dovrebbero essere ripor(1li
come negllivi per gli ANA. Gli AGPA rel giscono unicl menle sulle cellule p(riellli dello slomlco e generl ho
rel zioni ciloplsmiche. Rel zioni neg( live su rene e posilive su slom[ co sono indic!live dell]presenzl|di AGPA.

LIMITAZIONI DELLA PROCEDURA

n Cleuni clsi, i sieri posilivi per gli ANA possono essere o molio deboli o neg(Tivi (1l diluizione inizille di screening
(fenomeno prozon(). [n queslilclsi incerli] i sieri dovrebbero essere [n(lizz(il[]diluizioni m[ggiori e, se posilivi,
dovrinno essere delermin(lili liloli [nlicorp(li

Nel c[s0 in cui in un siero sil(ho presenlildue o piu [nlicorpi re(Ilivi con lo siesso subs(rilo, puo verificl Isi
un’inlerferenz(] nel rilevimenio per immunofluorescenz(. Linlerferenz(] pud risulllire in mncl (1 individul zione
degli ANA o in soppressione del lilolo se ' nlicorpo inlerferenie h(un [ilolo piu (16 di quello degli ANA. [ule le
rel zioni degli ANA dovrebbero essere riporiiie.

[lIConiuglJo FII'C [nli*/[gG umno clprino fornilo in ques(o ki[ & previleniemen(e specifico per le cllene peslnli
m( I presen(l] [nche un( cer(ll [[lvila con le cllene leggere. Relgisce mlggiormen(e con gli [ulol nlicorpi dell
cli sse [gG, mi1pud, in misur(linferiore, rel gire con le cllene leggere di [lire cl ssi, [d esempio le [gM.

Un risulio posilivo per gli ANA dovrebbe essere consider 1o di‘gnoslico di LES. Occorre perd consider(re
che gli ANA sono presenlil[ nche in plzienli.con [1ire m(1[I7e del [essulo connellivo e che l'uso di flrm{ci qulli
proclinCmide e idr(1zin[ possono indurre risul MIHIANA' posilivi. [nolife, [nche i sieri di pLzienliicon [wmori mCligni
e mClTe infellive possono risulTTre posifvi [gli ANAZ,

Per [0 formullzione delll] difgnosi i medici dovrebbero perllnio v(lullre i risulllllil posiivi dei [es[]di
immuonofluorescenz(] indire(l] insieme [i risul(llil di "lire [nllisi di I borllorio e [lle condizioni cliniche del
pLzienle.

VALORI ATTESI

Come si pud vedere dllle [Tbelle 2, 3, 4 e 6 ripor(Je [lIlIfine di quesio documenio, le [nClisi per gli [nlicorpi
nuclelri vengono us(le per lo screening di LES e di [lcuni [liri dis(urbi immunologici. Gli AMA compLliono in piu
del 90% dei clsi di cirrosi bilil re primilivile nel 3-11% dei c[ si di epllile cronic’l Gli ASMA sono presenli nell
m[ ggior plrie dei cl si di epllile cronicl ][ 1liv[le gliAGPA sono comunemenl(e [ ssocilliicon I''nemillpernicios( e
I[1glslrile cronicl][Iroficl L
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PERFORMANCE DEL TEST

[l "es(di Rilevlzione di Auonlicorpi in /mmunofluorescenzl] ImmuGlo™ & sTio confronTo con un s nllogo
in fluorescenz( | disponibile in commercio che usl]come subsir o cellule epileli’li HEp-2. L1 comp(rzione h(]
incluso 15 cl mpioni di siero d(1soggel(liinorm(li olire [Isieri di plzienlilcon dilgnosi di LES, di lupus erilem(1oso
culllneo subl culo, scleroderm( o [ririle reum(]oide. [sieri sono s(llil[es[llisecondo I[Iprocedurl]e le diluizioni di

screening consiglil /e d[ | produllore.

[risulllllii'sono ril ssunliinelle [Tbelle che seguono:

Compirizione di Killche ulilizzi no cellule epileli’li HEp-2 come Subsir o per I'individul zione di Anlicorpi
AniinhuclelTi

% Positiva
Condizione Clinica N. di Sieri Immco™ Altri
LES 12 100 100
LE Culllneo Sublculo (LECS) 7 85 85
Scleroderm(] 6 100 100
Arfrile Reum(Ioide 10 50 30
Conlrolli Norm(li 15 0 0

[liCes[di Rilevl zione di Aulo[ nlicorpi in Immunofluorescenz(] ImmuGlo™ (Sezioni di Rene/Siom(co di [opo) & s(Tlo
confron(llo con un [liro [eslin fluorescenz(]disponibile in commercio che usll come subs(r o rene/slomlco di
[opo. LI1complrizione hilincluso: 20 c/ mpioni di siero posilivi [gli ANA, 19 c[ mpioni di siero posilivi [ gli AMA,
19 cl.mpioni di siero posilivi [ gli ASMA, 20 c mpioni di siero poslivi [ gli AGPA e 38 cl mpioni di siero d[I sogge!li
norm(li. [sieri sono s(Ilil[ n[lizz[1il[1p[riire dlun(ldiluizione 1:10 secondo Il IprocedurIconsigli_ [T/d[ 1 produllore.
[risullllliidei [es[‘sono rilssunliinelle [ belle 7 e 8 ripor(lle [l Ifine del presenle documen(o.
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SISTEMA DE TESTE DE AUTO-ANTICORPOS
FOLHETO DO PRODUTO
‘ ‘ 1102-60 60 Determina T es

1102 100 Determina Tes

©
| M M CO 1102-20 120 Determinal | es

DIAGNOSTICS 1103 200 Determina Tes
S— 1103-240 240 Determina Tes

1103-480 480 Determina Tes

1103-512 512 Determina Tes

1125 Rim de HEp-2/rato COMVI | 100 DeterminaTes

1125 Rim/est’mago de HEp-2/rato COMVI Il 100 Determinalles

APLICAGAO

[esles de [nlicorpos por imunofluorescéncil | ([F) plril(Idelecgdo e qul nlificl gdo dos [ nlicorpos [nli-nuclel res
(ANA) 1102, 1102-120, 1103, 1103-480, 1103-512, 1125, 1134, anticorpos [nlitmilocondrilis (AMA),
[nlicorpos [nli*musculo liso (ASMA) 1125, 1134 e [nlicorpos [ nli+célulls plriellis gaslric/ s (AGPA)
1134 em soro hum( no.

RESUMO E EXPLICAGAO

Os Anticorpos Anti-nucleares (ANA), deleclldos por imunofluorescéncil | indirec(, [uxili'm o dilgnéslico de
pllologils do [ecido conjunlivo incluindo Lupus erilem([0so sisiémico (LES), doenglImis(lIdo [ecido conjunlivo,
SindromIde Sjogren e esclerodermil’ % Os ANA [presenTm-se me cerclde 95% dos doenles LES bem como
em doenles com oulrl s doengls do [ecido conjuniivo. Os ANA [Imbém se podem [presen(lr noulrls p[lologi’s
[lis como hepllile cronicl] [clivi]e cirrose biliCr primari 5.

Os Anticorpos Anti-mitocondriais (AMA) [presenim-se em m(is de 90% dos c[sos com cirrose biliLr primari’}
em 3 [111% dos doenles com hep(Tile crénicl] [clivile es[@o [usenles nos doenles com obs(rugdo bililr exr -
hepalicl e noulrls doengl's do figldo. A presencl] univers(] de [hiicorpos [nlirmilocondrilis n[] cirrose bililr
primaril]l e [1sul] [uséncill virlull em iclericil ! ex[r ~hepalicl] [orn(] [] sul! delec¢do de vl lor consideravel no
diCgnésiico diferencil 152,

Os Anticorpos Anti-m(sculo liso (ASMA) em [ (1 lilulo (>160) [ presen(Im-se n[ImCiori_dos c sos de hep! lile
cronicll[clivile em [ilulos inlermédios (40-80) em hep!(lile vir[l (gud[l OclsionImenle poderdo [ presen(ir-se
em cl sos de cirrose bili’r primarilin1qull [Tmbém se enconifim em [ilull ¢cbes inlermédi’s. A impor(ancil | de
lilulos de 20-40 é CmbigulJvis[o que es(es [ilulos podem [presen(r-se em individuos normris' ',

Os Anticorpos Anti-células parietais gastricas (AGPA) es(do norm(Imenie [ssocildos [ [ nemillpernicios( e
glsfrile cronicl ] [réficl inls qulis se [ presenim em cercllde 90% e 50% dos cl sos, respeclivi mene. [od[ vil],
eles nao séo especificos dl1doeng! | pois podem [ presen(lr-se com pouclfrequéncilinoulrs pllologils. Apeslr
de os individuos sl udaveis poderem (er [ nlicorpos conlrll[s célull's p[rie(llis gaslricls, [Isulldescober(l/podera
refleclir um( gl sirile [Iréficl] [ssinfomalicl L A inexis@éncillde [nlicorpos d[s célulls plriellis gasiricls & um(]
imporne evidénciIpri[exclusdo de uml [ nemil]pernicios[ 5.

PRINCiPIOS DO PROCEDIMENTO

No méodo de imunofluorescéncill indirecl] usfdo nesle kil incub[m-se os soros do doeneé em diversos
subsirllos (célul’s HEp-2 ou céluls HEp-2 e corles de rim/esiémigo de murg nho) pLr(]permilir []liglcdo dos
[hlicorpos. Qulisquer [nlicorpos que ndo se [enhm ligi'do s&o elimindos por I[v[gem. Os [niicorpos que se
ligirim, diclisse [gG, sdo deleclldos [Irl vés dllincublcdo do subsirl 1o com conjugido de (@G [hi+humin
m(rci do com fluorescein(. As relcgbes s&o observidl’'s com um microscopio de fluorescéncill equipl do com
fillros [dequldos. A presengide ANA, ASMA, AMA e AGPA & demonsir d[Ipor umlifluorescéncil lverde-m[ ca de
esrulurls hislologicl s especificl s no (ecido. Os [ilulos (o reciproco d'mlior diluigdo que provocou umlirel cgédo
posiliv() sdo enfdo de'ermin[d] [es[Tndo diluicdes em série ™®.

INFORMACAO SOBRE O PRODUTO
ConservagLo e preparag_o

Conserve (0dos os rel genes enire 2 e 8 °C. Os rel genles es/ao pron(os [us/r depois de [erem es/biliz[ do [
[emper[Turllmbienle.
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Materiais fornecidos

Célul’s HEp-2 [REF]1103-240, 1102-60, 1102, 1102-120, 1103, 1103-480, 1103-512
Rim/es[6mago de HEp-2/rato COMVI | 1125

HEp-2/Rim e Es6m[go de rato COMVI II 1134

20 x | SORB | SLD | 6 | Lamin’s de subs(rL o com 6 pogos 1102-120)

6 x | SORB | SLD | 10 | LaminCs de subsr o com 10 pogos [[REF] 1102-60)

10 x | SORB | SLD | 10 | LaminCs de subs o com 10 pogos [REF] 1102, 1125, 1134)
20 x | SORB | SLD | 10 | LaminCs de subs 1o com 10 pocos [REF] 1103)

20 x [SORB[SLD | 12 ] Lamin(s de subs 1o com 12 pogos [REF] 1103-240)

40 x | SORB | SLD | 12 | Lamin[’s de subsr 7o com 12 pogos [[REF] 1103-480)

32 x | SORB | SLD | 16 | Lamin(s de subsr o com 16 pogos [REF] 1103-512)
1x0,5ml [ CONTROL | + | ANA | * Conrolo posiiivo pLr-JANA. Coném soro hum( no.
1x0,5ml | CONTROL | + |AMA | * Conirolo posilivo p! rl /AMA. Con/ém soro hum( no. (1125, 1134)
1x0,5ml CONTROL [ - |* Conrolo neg!livo. Coném soro hum no.

1x5ml [1gG-CONJ | FITC |* Conjugido de [gG [nli+humCnicom FIIC. Proleger diJluz.

1 vial (1102-60), 2 vials (1102, 1102-120, 1125, 1134),
3 vials (1103, 1103-240), 6 vials (1103-480, 1103-512)

1x 60 mi [BUF |* Diluene mpon do. 1 vial (1102-60, 1102, 1102-120, 1125, 1134)
2 vials (1103, 1103-240, 1103-480, 1103-512)
2x [I'mpé&o fosfllo s(lino (PBS). Dissolver cCdlIfrisco em 1 .

2 vials (1102-60, 1102, 1102-120, 1125, 1134)
3 vials (1103, 1103-240, 1103-480, 1103-512)

1x5,0ml | MOUNTING | MEDIUM |* Meio de mon(Tgem. Nao congelLrr.
1 vial (1102-60, 1102, 1125, 1134), 2 vials (1102-120, 1103),
3 vials (1103-240), 4 vials (1103-480, 1103-512)

1x12 COVER L mel(s. 1 box (1102-60, 1102), 2 boxes (1102-120, 1103),
3 boxes (1103-240, 1103-480)
1x12 |COVER| SLD | LONG | L-melCs comprid(s (1125, 1134), 3 boxes (1103-512)

Componentes opcionais

1x1,0ml EVANS Conirisne [zul de Evins.

*Coném < 0,1% NN,

43



Pl

Smbolos utilizados nos r! tulos:

NuUmero de lole

Numero de cl lalogo

Prizo de vilid[ de
Lemper_lurllde [rm[zen menio
Ler [s insiru¢des de ulilizl géo
Ulilizl'gdo em dilgnoslico in vilro

Flbricinle

4R § B ~ x5

Numero de [esles

Material necessario mas nao fornecido
*  Microscopio de fluorescéncil|

*  Micropipelll ou pipe(Tide Plsleur

* Pipells serolégicl's

* Recipienle de colorl ¢do (ex: Coplin)
e [ubos de enslio pequenos (ex.: 13 x 75 mm) e suporles plr[][ubos de enslio
«  AguOdesildC ou desionizrd

* Recipienle de 1 lilro

* Friscodellvigem

e [ollheles de plpel

* Camlrlide incublcdo

AVISOS E PRECAUGCIES

P(ri1uso em dilgnéslico in vitrol1 odos os componenies de origem humin( ulilizl dos forlm [es(ldos p(r
HbsAg, VHC, VIH-1 € 2 e H[LV-[e der[ m resulllldo negllivo nos [esles requeridos pel /FDA. [od(s ['s [mosIrs
de soro hum(no e produlos de origem hum(n(] devem ser [r [l1dos como sendo polencilImenle perigosos,
independenlemenl(e d(sullorigem. Devem-se respeilllr [ s bols pralic[s ' bor(lorilis de conservi ¢cdo, disribuigdo
e elimin’c&o desles milerilis'.

AVISO: A [zidlde sodio (NLN,) pode re gir com s cLnLliz[¢Ges de cobre ou chumbo e formLr [zid s mealicls
[1Imenle explosivis. Qundo elimin[r os liquidos deve deilr gr_ndes qulhlid des de agulip[rJevillr [[formc&o
dessis [zid[s. A [zid[Ide sédio pode ser [dxicl|se for ingerid( L Se ingerid[} informe imedil [ITmenle o direclor de
["bor(Tério ou um Cen'ro Anli*Venenos.

As ins[rfugdes devem ser seguid(’s a riscl1de form[ ][ ssegurlr resulllldos validos. N&o [foc[ r componenles dos
ki's com oulros de oulr[ s origens diferenes do mesmo nimero de cllalogo d[J Immco Dilgnoslics (nc. Nao
ulilize se esliverem forl1do prizo de v(lid de.

COLHEITA E PREPARAGAO DAS AMOSTRAS

Nes([s operigbes s6 devem ser usidl’s [mosiris de soro. As [mosirls muilo hemolis(d(s, lipémicls ou
conImind[s com micrébios podem inlerferir no rendimeni(o desle [esé e ndo devem ser us(d(s. Conservir
enlre 2 e 8 °C por ndo mlis de umiisem[ n[. PLrlJum(lconservigdo mlis prolong d’ldevem ser congel d(s []
—20 °C. Evile congell ¢bes e descongell¢des repelids.
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PROCEDIMENTO

Método do teste

A. Despiste

1.

10.
1.

12.

13.

14.

15.
As

Dilul] cfd[ soro do doenie [11:10 (20 pl de soro + 180 ul de diluente) dilua cada soro do doente a
1:40 (10 pl de soro + 390 pl de diluenie). Nao dilu’l os Conirolos Negllivo e Posilivo. Conserve
0 soro ndo diluido plriidelermin(r [J(ilul"g&o de [nlicorpos, se os [esles de con(rolo forem posilivos.

Deixe que (s bols(s com [s [damin(s de subs(ri o es[lbilizem a [emperTurl mbien’e por 10 (115 minulos.
Relire ['s laminls com [Jengao sem [Ocl r no subsir /0.

Rolule ['s lamin(s e coloque-['s nllcdm(rlIde incubl ¢&o reveslidlicom [0/ Iheles de pl pel humedecidos com
agullplriievilllr [1secl gem.

nver(l] o frlisco conll+golls e [perle delicid men(e plr[! [plicir 1 gollll de Conlrolo Posilivo ANA no pogo
n.° 2. Se [plicavel, deile 1 go(l de Conlrolo Posilivo AMA no pogo n.° 3. (1125, 1134). Evile encher
dem(sil do os pogos.

Com um(Imicropipelliou pipelllde Pl sleur, deile 1 gollldo soro diluido do doen(e (cercl /de 50 ul) nos oulros
pocos. Evile encher dem(sil do os pogos.

Coloque [ [Implinlicamiri]de incubl ¢cdo e incube ['s laminls 30 minulos a [emper(url] [ mbienie.

Relite [11aminl]dllcamlr[Ide incublcdo. Segure nl/lamin(pelllexremidl de e I[ve com cercl/de 10 ml de
PBS us/ ndo um(pipell} ou ILve [JlaminInum(lprovelllcom PBS. Nao use o frlisco de ILv[ gem. [rlnsfir’l
imedilITmen(e [1laminl] p[r o recipienle de Coplin e ["ve 10 minulos. Repilll [1 operi¢do em [od(s [s
[Amin(s res(inles.

Relire [(s) lamin((s) do recipienle de Coplin. Pl sse o bordo d(1ldmin[Inum (o[ lhele de p[pel pLriielimin(r o
excesso de PBS.

Coloque []lamin(] nl]cadm(r( de incubl¢do. [nver(l imedillTmenle o frisco conll+golls do Conjugl do e
[per(e ligeirCmenle pLriideilr 1 golJ(Lproxim_d_ menie 50 pl) em cLd[]pogo.

Repillllos plssos 7 € 8 em cldl/lamin(.
Coloque [ [Mmplinlicamirlide incubl ¢cdo. [ncube por 30 minulos a [emperlfurl] [ mbienle.

Relire um( 1aminl) d(1 cdmirll de incubl¢cdo. Segure nl ldminl num( pon(ll e mergulhe-[] num recipienie
com PBS plrileliminir o excesso de conjugido. Coloque [(s) [d&min[(s) num recipien(e de color[igado com
PBS durinie 10 minulos. Se op!Ir por us[r conjugl do sem con(r s[Inle (consullllr componeniés opcionlis
nl] secgdo M(lerilis fornecidos), podera [dicion(r 2 (13 golls de conlrsllnle [zul de Evins a ILvigem
fin(l. Repillll [loper¢do n(s lAmin(s res(lTnies. NOCA: Um(JIL v gem incorrec(lpode levir [lum [umen(o d[]
fluorescéncilde fundo.

Relire [11&min(]do recipienle de color ¢cdo. Plsse [I[resll/dl!lamin(inum [0/ lhele de pl pel plriieliminr o
excesso de PBS. Para evitar que a lamina seque, salte imediatamente ao passo seguinte enquanto a
lamina ainda esta humida.

Monie [J1.mell] [plicindo 3 gotas de Meio de Monlllgem uniformemen(e n(] I melll e coloca-l'! sobre (]
[Amin(l Nao fl¢lImuilllpresséo e evile o deslizimenio [ ler(1dIIlmelll

Repillllos plssos 12 e 13 em cldl/lamin(L

Exmine [Ifluorescéncillespecificllcom microscopio de fluorescéncillcom [lumen(o de 200x ou m(is.

lamin(s devem ser lidis [ssim que esliverem pron(ls. Conludo, devido a preseng | de um [genle

[nlidescolorgdo no meio de mon(gem, ndo ha perd(s signific[liv[s de inlensid[de de colorlcéo, se [lleilurlIfor

[di

dl]1[Ié 48 horls. As lamins devem ser conserv( d[s as escur(s enlre 2 e 8 °C.
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B. Determinacgéo [ nal (titulagao)

Um soro posilivo no (esle de conirolo pode [ind(]ser mlis [es/ldo seguindo os pssos 5 [0 13 pLr(Idelerminl(r
[1lilul¢do. Cld[]esle deve incluir os Conlrolos Posilivo e Neg!(livo. Efeclue diluigbes em série e em duplicl do
pLriindo de 1:10. O reciproco dlIm(ior diluigdo que provocllumLirelc¢do posiliviié [l ¢ao.

Preparacgao de diluigCles em série comegando em 1:10

Numere os seis [Ubos de 1 [16. Deile 0,9 ml de Diluen(e d[JAmosIrno [ubo 1 e 0,2 ml nos [ubos 2 [16. Pipele 0,1
ml de soro néo diluido plriio [ubo 1 e mex[Ibem. [t nsfir[10,2 ml do [ubo 1 plrl]o [ubo 2 e mex(1bem. Conlinue
[1r nsferir 0,2 ml de um [ubo plriio oulro [ pés mexer plriiproduzir ['s diluigdes descrilll's n[ I [Tbel seguinle.

Tubos 1 2 3 4 5 6
Soro 0,1 ml
+
Diluente tamponado 0,9 mi 02ml 0,2ml 0,2ml 0,2 ml 0,2 ml
=2 =2 =2 =2 £
Transferir 0,2 ml 0,2 ml 0,2ml  0,2ml 0,2 ml
Diluigao [nal 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 etc.

CONTROLO DE QUALIDADE

Os Conlrolos Posilivo e Negllivo devem ser incluidos em cld[/(es[e. O Conlrolo Neg! livo ndo devera [ presen(lr
um(] fluorescéncil ] especificl ] do nucleo, musculo liso, [Ubulos do rim ou célul(s plrielis gaslricl’s. O Conlrolo
Posilivo AMA deve [er um(]inlensid de de colorl¢do 2+ ou superior dos [Ubulos do rim. O Conlrolo Posilivo
ANA deve [er um(] inlensidl de de colori¢do 2+ ou superior do nucleo do rim com um pldrdo homogéneo
predomininle.

Se nao se obliverem os resulllldos esper dos, o esle deve ser repelido. Se resullldos in[dequldos conlinul rem
[Jocorrer com os con'rolos, pode [ 1Tr-se de:

e [urvi¢do. Elimine e use oulro con(rolo.

e Problem[ s nosislem(]éplico do microscopio de fluorescéncil : Es/es incluem: [ linhI men(o incorrec(o, [ampd(]
[precis(r de ser mudid[], elc.

* Alaminlisecou durnle o processo.
INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS

Os resulldos dos (esles plr(] [nlicorpos ANA, AMA, ASMA e AGPA devem ser [ presen(ldos como neglJivos
(com [ilulo inferior [110), em se¢des do esdmago do rim (1125, 1134) negativo (<40) nas pilhas HEp-2 (1102-60,
1102-120, 1103, 1103-240, 1103-480, 1103-512, 1125, 1134) posilivos (com [ilulo igul ou superior 1 320) ou,
em [llern(Tiv[} posilivos com [ilulo de ponio fin[l especifico.

Leill[pen(s os c[ mpos que coném color[ ¢ao especificl /do nucleo d('s célull's do rim e célul’s HEp-2 e o p/ dréo
observido plri1ANA, os [Ubulos do rim plr[JAMA, [s plredes dos v sos sl hguineos do rim pr[/ASMA e [s
célulls plriellis gas'ric[s [penls p[r[JAGPA. [od[s [s oulr[ s re[c¢des devem ser regis(ldl s como negllivis
prTJANA, AMA, ASMA e/ou AGPA.

Os ANA podem ser deleciidos em [0dos os subsirilos mis devem ser qulnlificidos nis célull’s do rim ou
célul’'s HEp-2. Os pldrées d(]color g&o nucle[ r observaveis com o subs(ri o de rim ou com [s célull’s HEp-2
fornecid(s incluem homogéneos, periféricos (m[ rgem), mosquel dos e nucleollres. O pldrdo de colorl gdo dos
cenlrémeros (incluindo [s figur('s mildlicls) [presenli+se mlis fl cilmenle n(’s célull’s HEp-2. Esles pldrbes de
colorcao nuclelr esi@o [blixo descrilos. Esses poderao ser isoll dos ou um(combini ¢&o de diversos pldrbes
de color[ ¢&do. Os ullimos séo devidos [Irel c¢des [Imuilos [ nligénios nuclel res diferenies.

Homogénea: [odo o nucleo [dquire fluorescéncilluniformemen(e com um pldrado de color ¢do difuso.
Membranous A membrana nuclear mancha o mais intensa como o teste padrao muito bem linear
nuclear: com intensidade de mancha de diminuigao do nucleoplasm para o centro do nucleo
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Mosqueada: Algumi’s mlhchis discret(s, de grosseir('s [ fin['s, [dquirem fluorescéncil] por todo o
nucleo.

Nucleolar: A colori¢édo dos nucléolos como corpos sélidos multiplos dentro dos nucleos.

Centrl_ meros: Minchi’s grindes em qulntidide limittd(lL Os [ntigénios rel ctivos seplrm-se com

cromossom_s condensdos em céluls submetids [Imitose.

A especificidde de [Iguns dos [nticorpos, que [present[m os pldrdes de color(gdo [cim[], podera ser mlis
bem identificd[ I por testes de ['nticorpos [1nADN e [ldiversos [ ntigénios nuclel res extrliveis. Esses podem ter
importancildil gnésticllcomo indicl dos n(] tabela 1, no fim deste documento.

Os AMA poderéo ser observi.dos em [ mbos os tubulos, dist(is e proxim(is, do rim [dquirindo os tubulos dist(is
um(Jcolorigdo mlis brilh['nte. Embor(lo citoplsm[1d(’s célulls plriet(is gastricl’s t'mbém [dquir(Icolorl ¢do, os
AMA devem ser qul ntific_dos no rim.

TCmbém se podera observir [Icolorlgdo dos musculos do estém[go e dos glomérulos do rim com ASMA, m(s s6
deverao ser regist. dos os ASMA observi dos ni's plredes dos v sos s hguineos do rim.

N(s célull's HEp-2, os [ nticorpos citopl smaticos detectaveis incluem [nticorpos [ nti-mitocondrilis (AMA) e os
[nticorpos [ nti-musculo liso (ASMA). Num p[drao AMA, o citoplism(] [ present/ ~se gr nullr, enquinto o pldrdo
ASMA é um(]rede fibril'r de color¢do por todo o citopllsm[. Ambos os pldrées devem ser regist. dos como
neg! tivos pl r[JANA. Os AGPAs6 rel gemn('s célulls plrietlis do estdm( go e provocl mrel cgdes citopll smaticl s.
As rel cgbes negl tivi’s no rim com rel cgdes positivi's no estdbm( go s&o indicl tivi's de AGPA.

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

N(lguns clsos, o soro positivo [|ANA podera tL mbém ser muito frl co ou negl tivo nildiluigdo de controlo inicill
(fenémeno pro-zonl). Nesses clsos duvidosos o soro deve ser controlldo em diluigbes mLis elevid(s e, se
positivo, determinido o titulo dos ['nticorpos.

NTlguns cisos [Ipresengide dois ou mlis [nticorpos num soro 0s qulis sejl m rel ctivos com 0 mesmo substr to
pode provoclr uml]interferénci’l nJ su’l detecgdo por imunofluorescénci’l Estll interferéncill podera provocir
[1f1t[] de detecgdo de ANA ou [ supressao diJsultitullcao se o [nticorpo de interferéncilltiver um( titul g&o
superior [JANA. Deveréo ser regist[d(s tods [s re[cgbes ANA.

O Conjugldo de [gG de clbrl] [nti-hum(n[lcom FITC, fornecido com este kit, & princip/ Imente especifico de
cldeillpesdiimis tem um(lligeir[]ctividl de de cldeillleve. Esse re ge principl Imente com [uto-[ nticorpos de
clisse [gG, m(s pode, [1um grlu inferior, re[ gir com cl deil s leves de outrs cll sses, t[is como [gM.

Um ANA positivo ndo devera ser consider( do, por si s6, como dil gnoéstico de LES. T_mbém se [ present[m em
doentes com outris doengl s do tecido conjuntivo e [lguns medicl mentos t'is como proclinmid(]e hidr 1 zin]
podem provoc r um result'do ANA positivo'. P(r[] [1ém disso, o soro de doentes com doeng[s infeccios's e
mrlignCs tCmbém pode dir ANA positivo®.

Qulndo redigirum diCgnéstico, o médico deve consider r os result dos de todos os testes de imunofluorescéncil]
indirect[] positivos em conjunto com os result’dos de outros testes de I[bor[tério e [1 condigédo clinicll do
doente.

VALORES PREVISTOS

Como indicl.do n[s Tl bell s 2, 3, 4 e 6 no fim deste documento, os testes pLr[] [ nticorpos nuclelres sdo usl dos
pLriidespiste de LES e de outr(s pltologils imunolégics. Os AMA [presentm-se em mlis de 90% dos cl[sos de
cirrose bililr primaril e em 3 [111% dos cl sos de hep! tite crénici L Os ASMA [ present. m-se nlIm(iori[]dos cl sos
de hep(tite cronicll [ ctivile os AGPA s&o norm(Imente [ssocil dos [ [ nemil]pernicios e gl strite cronicl[ troficiL

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

O Sistem de Teste de Auto-[nticorpos ImmuGlo™ foi complrido com outro teste de [nticorpos fluorescentes
obtido no comércio usndo célulls HEp-2 como substrito. A complrigdo incluiu 15 [mostr(s de soro de
individuos sl udaveis bem como soro de doentes com dil gnostico de LES, Lupus eritem[ toso cutaneo subl gudo,
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esclerodermil ou [rtrite reumtéide. Os soros forlm testldos de [cordo com o método e diluicdo de controlo
recomend(dos pelo f_bric/ nte. Estes result’dos comp(rl dos obtidos estdo [ blixo resumidos:

Complrigao de Kits us ndo Substrito de Célull’s HEp-2 plr(1[1Detecgdo de Anticorpos Anti-nuclel res

Positivo
Condigao Clinica N.'de Soro Immco™ Outro
LES 12 100 100
LE Cuténelsub’gudo (LECS) 7 85 85
Esclerodermil] 6 100 100
Artrite Reum[ toide 10 50 30
Controlos Norm(is 15 0 0

O Sistem(1de Teste de Auto-[nticorpos ImmuGlo™ (Secgdes de Estdmgo/Rim de Murg[ nho) foi comprdo com
outro teste de [nticorpos fluorescente obtido no comércio usi ndo estdbm( go/rim de murgl nho como substr! to.
A complricao incluiu: 20 [mostrl’s de soro positivo [1ANA, 19 [mostr(s de soro positivo [IAMA, 19 [mostr(s
de soro positivo [1ASMA, 20 [ mostrs de soro positivo [JAGPA e 38 [ mostri's de soro de sujeitos norm(is. Os
soros forlm testldos [1plrtir de umldiluigdo 1:10 com o método [conselhido pelo fl bric[ nte. Estes resultl dos
comp! rdos obtidos estdo resumidos ni's Tl bel('s 7 e 8, no fim deste documento.
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Table 1. Diagnostic Signil cance of Antinuclear Antiéodies

IF Staining Pattern Nature of Antigen

Homogeneous dsDNA/Histones
Nuclear membranous Laminins
Speckled RNP
Sm
SS-A/SS-B
Scl-70
Nucleoll r RNAP-I Pm-Scl RNA

prob[ bly U3 RNA

Centromere/Kinetochore inner [ 'nd outer pll tes of

kinetochore

*Mixed Connective Tissue Disel se

Associated Disease

SLE

SLE, vasculitis or chronic hepatitis
SLE or MCTD*

SLE

SLE or Sjogren’s Syndrome
Scleroderm(]

Scleroderm(]

CREST syndrome

Taole 2: Incidence of Antinuclear Antidodies (ANA) Detected oy Indirect Inmunofluorescence on HEp-2 Cells

Clinical Condition No. of Sera
SLE 12
Sublcute Cutneous LE (SCLE) 7
Scleroderm(] 6
Rheum toid Arthritis 10
Norm(1 Controls 15

% Positive
100
86
100
50
0

Taodle 3: Incidence of Antinuclear Antiéodies (ANA) Detected 601 Indirect Inmunofluorescence on Mouse

Kidney Substrate

Clinical Condition No. of Sera

SLE 21 95
Scleroderm(] 17 82
Rheum! toid Arthritis 20

Norm(1 Controls 96

% Positive

Table 4: Incidence of Anti-Mitochondrial Antibodies (AMA) Detected by IFA on Mouse Kidney Substrate

Clinical Condition

Prim(ry BiliLry Cirrhosis

Autoimmune Chronic Active Hepl titis

HBsAg [ nd Chronic Active Hepl titis
Extrl'hep!(tic Jlundice [ nd Other Liver Disel ses
Systemic Lupus Erythem[ tosus (SLE)
Rheum(toid Arthritis

Norm(1 Controls

% Positive
100
8

O O w o o

Ad(pted from Meyer zum Buschenfelde KH, et [1.2'; Wilker JG, et [1.22 [nd Plronetto F [ nd Popper H=.
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Table 5: Incidence of Anti-Smooth Muscle Antibodies (ASMA) as Detected by IFA on Mouse Kidney
Substrate

Clinical Condition % Positive
Chronic Active Hep! titis (Type A) 50-87
Prim(ry BiliCry Cirrhosis 25
Acute Vir(l Hep titis 87
[nfectious Mononucleosis 87
Burkitt’s Lymphom!] 73
NCsophlryngell Clrcinom(] 23
Hodgkin’s Disel se 23
Myeloprolifer( tive Disorder 5
Wirts 4
Norm(1 Controls 3-18

Ad[pted from Anderson P, et [1.%®

Table 6. Incidence of Anti-Gastric Parietal Cell Antibodies (AGPA) as Detected by Indirect
Immunofluorescence on Mouse Stomach Sudstrate

Clinical Condition % Positive
Pernicious Anemil1(PA) 85-95
Chronic Atrophic G stritis without PA 30-60
G stric Ulcer 25-30
Autoimmune Endocrinop(_thies 25-33
Sjogren’s Syndrome 30
First Degree Rell tives of PA P tients 30
Norm(1 Controls

<20 yelrsold 2

20-60 yelrs old 6-8

> 60 yelrs old 16

Table 7. Findings in Positive Sera

Negatives Positives
Titer
n <10 10-20 40-80 160-320 640-2560

ANA Positive Sera

Immco™ 20 0 0 7 6 7

Other 20 0 0 7 8 5
AMA Positive Sera

Immco™ 19 4 1 3 1 10

Other 19 4 1 3 4 7
ASMA Positive Sera

Immco™ 19 3 4 8 4 0

Other 19 2 5 6 5 1
AGPA Positive Sera

Immco™ 20 0 1 6 4 9

Other 20 0 2 6 7 5
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Table 8. Findings in Normal Controls

Negatives Positives
Titer
n <10 10-20 40-80 >160

ANA Positive Sera

Immco™ 38 30 3 5 0

Other 38 36 0 2 0
AMA Positive Sera

Immco™ 38 38 0 0 0

Other 38 38 0 0 0
ASMA Positive Sera

Immco™ 38 35 2 1 0

Other 38 29 8 1 5
AGPA Positive Sera

Immco™ 38 37 0 1 0

Other 38 37 0 1 0
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For technical assistance please contact:
IMMCO Diagnostics, Inc.
60 Pineview Drive

Buffalo, NY 14228-2120
“ Telephone: (716) 691-0091

: Fax: (716) 691-0466

IMMCOQO  Toll Free usA/Canada: 1-800-537-TEST
DIAGNOSTICS  E-Mail: info@immco.com
or your local product distributor

G

EU Authorized Representative/Autorisierter Reprasentant/Rappresentante
Autorrizzato/Representante Autorizado/Représentant Autorisé
EMERGO Group, nc.

Molenstraat 15, 2513 BH, The Hague,

The Netherlands
Tel (+31) 345 8570, Fax (+31) 346 7299
Www.emergogroup.com
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