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Gebrauchsinformation

Ce
BIOGNOST® AUTOSCREEN NACHWEIS

INDIREKTER IMMUNFLUORESZENZTEST zum Nachweis von AQANTIKORPERN (ANA/AMA/ASMA/PCA) auf KOMBINATIONSSGHNITTEN
(RATTENLEBER/RATTENNIERE/RATTENMAGEN oder RATTENNIRE/RATTENMAGEN) in humanem Serum

Testkit Rattenleber/-niere/-magen fur 40 Bestimmamdest.Nr. 2148
Testkit Rattenleber/-niere/-magen fiir 80 Bestimmamddest.Nr. 2196
Testkit Rattenniere/-magen fur 40 Bestimmungent.Bes1148
Testkit Rattenniere/-magen fuir 80 Bestimmungent.Bes1196

Alle Reagenzien der Testkits sind auch einzelnlgidt&
Testdauer: ca. 90 min

Beim ANA/AMA/ASMA/PCA Nachweis werden die Seren zum Screenen 1:2 oderdnb Titrieren gemaR 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 etcrdde0, 1:20, 1:40, 1:80 etc.
mit PBS Puffer verdiinnt.*)
*) sofern die regionalen Referenzbereiche mit dem Bios® bestimmten Werten tbereinstimmen (siehgchAbitt Interpretation der Ergebnisse)

BESTIMMUNGSGEMARER GEBRAUCH

Der Biognost® Autoscreen Nachweis ist ein indirelktemunfluoreszenztest fur die qualitative und/oslemi-quantitative Bestimmung von ANA (antinucleér)
AMA (antimitochondrial), ASMA (Glatte Muskulatur)nad PCA (Parietalzellen) Antikérpern in humanem &erDer Biognost® Autoscreen IFT ist zum Einsatz in
der Diagnostik von Autoimmunerkrankungen bestimmt.

EINFUHRUNG

Der Nachweis von Autoantikdrpern gegen Zellkern®A) Mitochondrien (AMA), glatte Muskulatur (ASMA)nd Parietalzellen (PCA) dient zur
Differentialdiagnostik von Autoimmunerkrankungerevetwa Lupus erythematodes und anderen Kollagenokemnisch aktiver Hepatitis, primérer biliarerrBose,
Gastritis A, pernizioser Anamie. Hier treten haddigerlappungssyndrome auf, zu deren DiagnostilBdigrteilung aller relevanten Autoantikérper gehort.
Antinukleére Antikdrper (ANA) sind eine heterogeBrippe von Autoantikdrpern, die mit verschiedengoksuren des Zellkerns reagieren, woraus sich
verschiedene Fluoreszenzmuster ergeben (homogsregéelt, nukleolar, centromer etc.). ANA kommemn\erschiedenen systemischen und organspezifischen
Autoimmunerkrankungen und bei Mischsyndromen di&sankheiten vor. Sie werden zu 98% bei PatientérSystemischem Lupus Erythematodes (SLE)
gefunden. Weiterhin lassen sich ANA zu tiber 90%3jégren Syndrom, Mischkollagenosen, Sclerodermieetwas seltener bei Polymyositis/ Dermatomyagsitis
rheumatoider Arthritis, chronisch aktiver Hepatifisimarer biliarer Zirrhose (PBC) und Myastenia\gs nachweisen. Ebenso kann eine Reihe von Mediktm

bei Langzeiteinnahme die Bildung von ANA auslodgir. einen ANA Screeningtest ist entscheidend, dasSubstrat eingesetzt wird, welches alle klinisch
relevanten nukleédren Autoantigene enthlt. Als 8abhaben sich Rattenleber und HEp-2 Zellen betwahr

Antimitochondriale Antikérper (AMA) sind Autoantikper, die mit Antigenen der inneren oder der u3tembran der Mitochondrien reagieren. Aufgrund
unterschiedlicher Antigen-Antikdrper-Reaktionersks sich 9 Untergruppen unterscheiden. AMA reagieni allen mitochondrienhaltigen Zellen; aus
Standardisierungsgriinden sollte jedoch der Rageamschnitt zur diagnostischen Beurteilung von Addgesetzt werden.

Das Auftreten von AMA ist charakteristisch fiir ¢igmére bilidre Zirrhose (PBC). Bei PBC tretenastfallen Fallen Antikdrper gegen die M2-Untergreiplier
Mitochondrien auf, Antikdrper gegen M4, M8 und MAdshier von geringerer Bedeutung. Anti-M5 wird rseiten gefunden und zwar bei Patienten mit SLE,
autoimmuner hamolytischer Andmie, thrombozytopdres®urpura und anderen Autoimmunerkrankungen-MWitreagiert vor allem mit Mitochondrien des
Herzmuskels. Die AMA Untergruppen sind im Immunfleszenztest schlecht zu unterscheiden. Die Untegelin der Reaktivitat mit verschiedenen Abscenitt
der Nierentubuli sind zu gering, um im Normalfali@sichere Differenzierung zuzulassen.

Antikorper gegen die glatte Muskulatur (ASMA) siAdtoantikorper, welche mit der glatten Muskulatamb Komponenten der glatten Muskulatur (z.B. Aktin)
reagieren. Sie sind weder organ- noch speziessgmdzifAus Standardisierungsgriinden sollten Rattgemschnitte zur diagnostischen Beurteilung verwende
werden, eine Fluoreszenz der Muskelschicht um @efiitt jedoch auch einen diagnostischen Hinweisf@MA. Antikdrper gegen die glatte Muskulatur wemde
hé&ufig bei Patienten mit chronischen Lebererkragkemmnachgewiesen. Die autoimmune chronisch aktegatitis (CAH) zeichnet sich durch hohe ASMA Titers,
bei anderen Lebererkrankungen werden relativ geririger (etwa bis 160) gefunden. Zusammen mit AMW ANA kann das Vorkommen von ASMA zur
Differentialdiagnostik von autoimmunen Lebererkrangen herangezogen werden. Daneben werden ASMAmidahlireichen Infektionen (z.B. Masern, Influenz
Herpes) und Malignomen gebildet. Bei Infektionamdsilie Antikérper jedoch nur voriibergehend unddrirggen Titern nachzuweisen.

Antikdrper gegen Parietalzellen (PCA) sind Autokiitper, die mit intrazytoplasmatischen KomponerntenParietalzellen (Belegzellen) des Magens reagidie
Antikorper sind organ-, aber nicht speziesspefififtattenmagen ist als Screeningsubstrat geeigifertlings enthalten die Parietalzellen des Ratégyans auch
andere Komponenten, mit denen z.B. Antikdrper getggnBirstensaum der Nierentubuli reagieren kdmmehein PCA positives Ergebnis vortauschen kénisn.
wird daher empfohlen, einen positiven PCA BefunflAftenmagen, wo diese Kreuzreaktionen nicht atéimne zu bestatigen. Parietalzellenantikdrper trefe(etwa
bei 60%) bei Patienten mit chronischer atrophiséestritis (Gastritis A) auf, besonders haufig {leér 90%) lassen sich PCA bei Patienten mit pgrsgz Anamie
nachweisen. Auch bei anderen AutoimmunerkrankumgerMorbus Addison, Morbus Basedow, Diabetes malityp | und anderen Endokrinopathien kénnen in
wechselnden Prozentzahlen PCA nachgewiesen weddieer der Normalbevolkerung nimmt das Auftreten @A mit steigendem Lebensalter zu (bis 20 Jahre ca
2%, Uber 60 Jahre ca. 16%).

Kombinationsschnitte eignen sich zur genauen Giffererung von Autoantikdrpern, da die Reaktivit#itwverschiedenen Gewebeteilen bei den exakt glaiche
Reaktionsbedingungen direkt verglichen werden kaw diese Weise lassen sich auch seltene Autoamtdctypen wie etwa Antikorper gegen Ribosomen oder
LKM (Liver Kidney Mikrosomen) eindeutig zuordnen.

Neben dem hier beschriebenen Biognost® AUTOSCRHEHENsINd fur die ANA, AMA, ASMA, PCA Diagnostik im Bs® Produktprogramm auch die jeweiligen
Einzelsubstrate (Rattenmagen, Rattenniere) sowiBidgnost® Affenmagen und Biognosi&fenherzmuskel erhéltlich.

TESTPRINZIP

Der Test basiert auf der klassischen Methode dhrekten Immunfluoreszenz. Die Substratobjekttraged mit Antigen beschichtet. Im ersten Schrittdwi
Patientenserum auf den Objekttréager aufgebrachinkubiert. Falls im Serum Antikérper gegen dashzaeveisende Antigen vorhanden sind, werden diese
gebunden. Unspezifische Antikorper, sonstige Pmetesw. werden durch einen Waschschritt entfermt.dihe Beschadigung oder das Ablésen des Antigens z
vermeiden, darf wahrend des Waschens nicht genigrden. Nach Auftragen des entsprechenden FITCiertel Antihumanimmunglobulins (Konjugat) und
erneuter Inkubation im zweiten Schritt wird nochsngéwaschen, um tberschiissiges Konjugat zu entfdbae Komplex Antigen / humane Antikorper / Kongiig
ist dann unter einem Fluoreszenzmikroskop bei 40Tfd&cher VergroRerung sichtbar.

Beim Nachweis von IgM und/oder IgA Antikdrpern wieth Trennsystem zur Absorption von IgG und Rheaktafen (Biosorb®) dem ersten Schritt vorgeschaltet
(siehe Punkte INHALT und UNTERSUCHUNGSMATERIAL).

Enthélt das zu untersuchende Serum keine Antikdpgen das entsprechende Antigen, so unterblalBittiung spezifischer Antigen-Antikdrper-Komplexénter
dem Mikroskop sind dann auch keine spezifischenrekzenzmuster beobachtbar.

Bios®, Biosite®, Biognost®, Biolisa®, Biosave®, Bsorb®,Biomedix®, Bionostix®, Biostik®, Biochip®, Boservice®, Biotainer®, Biodata®, Diagnos® anf Recg® are registered
trademarks of Bios® GmbH, Germany
Die mit ® gekennzeichneten Warenzeichen in dieseneXt sind Eigentum der Fa. Bios GmbH.
Die Gebrauchsinformationen der Firma Bios Labordiagnostik GmbH sind geistiges Eigentum der Fa. Bios uhnur nach den Vorgaben der Firma Bios zu verwenden
Bios® Labordiagnostik GmbH, Hofmannstr. 7, D-813@@nchen,
Fon/Fax: +49 89/898895-41/40, e-mail: bios@bioskvoom
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GRENZEN DER METHODE

Die Nachweise mittels indirekter Immunfluoreszenhtek weisen qualitativ die jeweiligen Antikérpeasich. Der individuelle Antikorpertiter eines Patiemkann
nicht als MaR fur die Schwere der Erkrankung geseferden, da Antikdrper von verschiedenen Patientgerschiedliche Affinitdten aufweisen kdnnen. b ist
eine absolute Standardisierung der Ergebnisse sdgwAndererseits ist dieser Nachteil namlich (theoretisch) optimale Breite des Antigenangehiss grofte
Vorteil dieser Methode. Indirekte Immunfluoresz@sts sind gute Screening Tests.

Durch den Einsatz positiver Kontrollen, bei den@nTter angegeben sind, ist eine semiquantitativesage moglich.

Das Testergebnis sollte nicht als alleinige BasisBeurteilung des klinischen Bildes verwendet wercer sollte immer im Gesamtzusammenhang (klieisch
Symptomatik, Zeitpunkt der Probennahme, andere ivedrte, Hersteller und eigener Referenzbereicl) et in Kombination mit anderen verfligbaren
Patientendaten gesehen werden.

INHALT DER TESTKITS UND SONSTIGER TESTREAGENZIEN

1. TESTKITS

Substrat ist eireifachschnitt

Best.Nr. 2148: Biognost® Autoscreen ANA/AMA/ASMA/RAFT (Rattenleber/-niere/-magen); 40 BestimmundéhObjekttrager mit 4 Auftragstellen; 0,3 ml
positive Kontrolle (AMA); 0,5 ml Autoantikdrper native Kontrolle; 2 ml polyspezifisches Konjugats Inl Einschlussmedium; 2x 10 g PBS Puffer Festsuzst
15 Deckglaser; Gebrauchsinformation.

Best.Nr. 2196: Biognost® Autoscreen ANA/AMA/ASMA/RAFT (Rattenleber/-niere/-magen); 80 BestimmundehObjekttrager mit 8 Auftragstellen; 0,3 ml
positive Kontrolle (AMA); 0,5 ml Autoantikdrper native Kontrolle; 3 ml polyspezifisches Konjugats Inl Einschlussmedium; 2x 10 g PBS Puffer Festsuias
15 Deckgléaser; Gebrauchsinformation.

Bitte beachten Die aufgefiihrten Kits sind nicht immer verfugbar.

Substrat ist ei@weifachschnitt

Best.Nr. 1148: Biognost® Autoscreen: ANA/AMA/ASMATIA IFT (Rattenniere/-magen); 40 Bestimmungen: 1¢ekitrager mit 4 Auftragsstellen; 0,3 ml positive
Kontrolle (AMA); 0,5 ml Autoantikdrper negative Kowlle; 2 ml polyspezifisches Konjugat; 1,5 ml EBhtussmedium; 2x 10 g PBS Puffer Festsubstanz; 15
Deckglaser; Gebrauchsinformation

Best.Nr. 1196: Biognost® Autoscreen ANA/AMA/JASMA/RQFT (Rattenniere/-magen); 80 Bestimmungen: 10e®ibjager mit 8 Auftragsstellen; 0,3 ml positive
Kontrolle (AMA); 0,5 ml Autoantikdrper negative Kowlle; 3 ml polyspezifisches Konjugat; 1,5 ml Eghfussmedium; 2x 10 g PBS Puffer Festsubstanz; 15
Deckglaser; Gebrauchsinformation

Bitte beachten Die aufgefiihrten Kits sind nicht immer verfligbar.

2. EINZELREAGENZIEN

2a. Objekttrager:

Best.Nr. 2134 bzw. Best.Nr. 2138: Biognost® Drdifls@mbinationsschnitt Objekttrager; beschichtetKnjtostatschnitten von Rattenleber/-niere/-magebzw. 8
Auftragstellen.

Best.Nr. 2304 bzw. Best.Nr. 2308: Biognost® Zweifia@mbinationsschnitt Objekttrager; beschichtet Kmjtostatschnitten von Rattenniere/-magen; 4 bzw. 8
Auftragstellen.

2b. Positive Kontrollen

Best.Nr. 1202: Biognost® ANA positive Kontrolle, imogen; stabilisiertes Humanserum, enthalt Antikbgegien Zellkernantigene, gebrauchsfertig, Titeategauf
dem Etikett; 0,3 ml.

Best.Nr. 2202: Biognost® AMA positive Kontrolle asiilisiertes Humanserum, enthalt Antikérper gegetodhondrien, gebrauchsfertig, Titerangabe auf dem
Etikett; 0,3 ml.

Best.Nr. 2203: Biognost® LKM positive Kontrolle astilisiertes Humanserum, enthalt Antikrper gegekrdsomen der Leber und der Niere, gebrauchsfertig,
Titerangabe auf dem Etikett; 0,2 ml.

Best.Nr. 3202: Biognost® ASMA positive Kontrollgabilisiertes Humanserum, enthalt Antikdrper geglatte Muskulatur, gebrauchsfertig, Titerangabedsmm
Etikett; 0,3 ml.

Best.Nr. 4202: Biognost® PCA positive Kontrollealsilisiertes Humanserum, enthéalt Antikdrper gegene®alzellen, gebrauchsfertig, Titerangabe auf &tikett;
0,3 ml.

Best.Nr. 5702: Biognost® Retikulin Ak positive Koolte, stabilisiertes Humanserum, enthalt Antikargegen Retikulin, gebrauchsfertig, Titerangabedzufi
Etikett; 0,2 ml.

Best.Nr. AN-1203: Biognost® ANA positive Kontrollgesprenkelt; stabilisiertes Humanserum, enthalik@rper gegen Zellkernantigene, gebrauchsfertig,
Titerangabe auf dem Etikett; 0,3 ml.

Best.Nr. AN-1204: Biognost® ANA positive Kontrollapkleolar; stabilisiertes Humanserum, enthélt karper gegen Nukleoli, gebrauchsfertig, Titerangaisie
dem Etikett; 0,3 ml.

2c. Negative Kontrolle- verwendbar fir alle Biognost® autoimmunologistim@munfluoreszenztests:
Best.Nr. 1111A: Biognost® Autoantikdrper negativeritolle; stabilisiertes Humanserum, enthélt kemeder Immunfluoreszenztechnik nachweisbaren
Autoantikorper (IgG, IgM, IgA), gebrauchsfertigsanl.

2d. Konjugate - verwendbar fir alle Biognost® autoimmunologistimmunfluoreszenztests auf Gewebeschnitten uridrZel

Best.Nr. 1500; Best.Nr. 15300 bzw. Best.Nr. 151@i06gnost® Polyspezifisches Konjugat; Antihumaninmglobulin fir Rattengewebe, Crithidia luciliae und
HEp-2 Zellen, FITC markiert, gebrauchsfertig; 2 Sl bzw. 10 ml

Best.Nr. 1501; Best.Nr. 15301 bzw. Best.Nr. 151@ibgnost® Polyspezifisches Konjugat; Antihumaninmglobulin G/M/A fir Rattengewebe und HEp-2 Zellen,
FITC markiert, mit Evans blue Gegenfarbung, gebinafertig; 2 ml; 3 ml bzw. 10 ml

2e. Sonstige Reagenzierverwendbar fiir alle Biognost® Immunfluoreszeside

Best.Nr. 1605 bzw. Best.Nr. 1606: Biognost® Phospiier; 4x 5 g bzw. 2x 10 g leicht I6sliche PBSffeuFestsubstanz zur Herstellung von jeweils 50@zav.
1000 ml Pufferlésung; enthalt 10 mM NaPhosphat, 1@ mM NaChlorid, pH 7,5.

Best.Nr. 1610 bzw. Best.Nr. 161010: Biognost® Etigssmedium pH 7,5; gebrauchsfertig; 1,5 ml bzwiml0

Best.Nr. 1704 bzw. Best.Nr. 17604: Biognost® Sapigrachablonen fir Objekttrager mit 4 Auftragstellg2 Stiick bzw. 60 Stuck.

Best.Nr. 1708 bzw. Best.Nr. 17608: Biognost® Sapigrachablonen fur Objekttrager mit 8 Auftragstell#2 Stiick bzw. 60 Stick.

Best.Nr. 1700 bzw. Best.Nr. 17100: Biognost® Dedkgl; 15 Stick bzw. 100 Stiick.

2f. 1gG/IgM (IgG/IgA) Trennsysteme:
Best.Nr. 90-1048 bzw. Best.Nr. 90-1120: BiosorbgI(IgA) Isolierung mittels anti-human IgG AntisentiIgM (IgA) Endverdiinnung 1:5; 2 ml fiir ca. 48
Patientenproben (Trennungen) bzw. 5 ml fiir ca. R2@entenproben (Trennungen); Gebrauchsinform&est.Nr. S0001tid

Bios®, Biosite®, Biognost®, Biolisa®, Biosave®, Bsorb®,Biomedix®, Bionostix®, Biostik®, Biochip®, Boservice®, Biotainer®, Biodata®, Diagnos® anf Recg® are registered
trademarks of Bios® GmbH, Germany
Die mit ® gekennzeichneten Warenzeichen in dieseneXt sind Eigentum der Fa. Bios GmbH.
Die Gebrauchsinformationen der Firma Bios Labordiagnostik GmbH sind geistiges Eigentum der Fa. Bios uhnur nach den Vorgaben der Firma Bios zu verwenden
Bios® Labordiagnostik GmbH, Hofmannstr. 7, D-813@@nchen,
Fon/Fax: +49 89/898895-41/40, e-mail: bios@bioskvoom
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ZUSATZLICH ERFORDERLICHE MATERIALIEN

Reaktionsgefalie zur Herstellung der Verdiinnungsmneih

Pipetten (Bereich 1-1000 pl)

Vortex Mischer

Messkolben (500 ml bzw. 1000 ml) zur Herstellung Blosphatpuffers

Destilliertes oder demineralisiertes Wasser

Feuchte Kammer

Farbetroge (mdglichst groR)

Spritzflasche fir PBS Puffer

Kurzzeitmesser

Dunkelfeld Fluoreszenzmikroskop mit trockenem Objefohne Immersionsol zu benutzen) mit Filterrr, éine Anregungswellenldnge von 450-490 nm und eine
Emission von 560-590 nm. Fur eine hdhere Empfiidtiit ist ein Auflichtmikroskop einem Durchlichtnmdskop vorzuziehen.

LAGERUNG UND HALTBARKEIT

Objekttrager, Kontrollen, Konjugate und Biosorb®ssén bei der jeweils auf dem Etikett angegebenerp@eatur gelagert werden. Die Objekttréager sindesiin
wegen der Austrocknungs- und Denaturierungsgefatgeschlossenen Aluminiumbeutel luftdicht verscidveu lagern. Bei vorschriftsmaRiger Lagerung siied
Reagenziemingeodffnetbis zum Verfallsdatum haltbar. Nach Ablauf desfaésdatums sind sie nicht mehr zu verwenden.

Nach Anbruch mussen die Reagenzien wieder gutiMessen und bei der auf dem Etikett angegebenemp@etur gelagert werden. Sie sind dann schnelldteibg
zu verbrauchen. Der Verfall einer Charge defimécht die Haltbarkeit bei Wiederverwendung.

Die PBS Puffer Festsubstanz ist bei Raumtempeuaitidaruntetungedffnet d.h. im Aluminiumbeutel luftdicht verschweif3t,hegrenzt haltbar.
Einschlussmedium, Saugpapierschablonen und Deekglésl bei Raumtemperaturlagerung oder niedrigegetperatur ebenfalls unbegrenzt haltbar. Das
Verfallsdatum auf dem Etikett dient beim PBS Pyfigenschlussmedium sowie bei den Saugpapierschablond Deckglasern der Organisation der Lagerhgltun
Angesetzte PBS Pufferlésung (pH 7,5) ist am sellanzu verbrauchen, da sie kein Konservierungsheittinélt. Bei Verwendung am néchsten Tag muss sie
zwischenzeitlich bei 5-10°C verschlossen gelagertien. PBS Pufferldsungen mit Schlieren-, Flocketer Trilbungsbildung bzw. Farb- oder pH-Wert-Anderu
sind zu verwerfen.

SICHERHEITSHINWEISE

1. Alle im Punkt INHALT aufgefuhrten Kits und Reagegen sind ausschlie3lich fur die in vitro Diagnlkogtestimmt.

2. Alle humanen Seren, die zur Herstellung der imk® INHALT aufgeflihrten Zubereitungen aus humaseren (Kontrollen) verwendet wurden, wurden auf
HBsAg und Antikdrper gegen HIV untersucht und fégativ befunden. Da trotzdem die Infektiositét higénzlich ausgeschlossen werden kann, solltemisiger
entsprechenden Vorsicht verwendet werden.

3. Kontrollen, Konjugate und Einschlussmedium elt¢ine0,09% Natriumazid. Natriumazid ist giftig. Dderschlucken und Haut- bzw. Schleimhautkontakeist
vermeiden. Natriumazidhaltige Reagenzien dirfehtniut kupfer- oder bleihaltigen Gegenstanden imbifelung gebracht werden (Bildung explosiver Salze)
4. Einige Konjugate enthalten Evans blue (auf deikeE angegeben). Evans blue kénnte karzinogen(seir Schweizer Giftklasse 1* zugeordnet). VerrariGie
deshalb das Verschlucken sowie den HautkontakEm@ns blue haltigen Lésungen.

5. Sicherheitsbestimmungen der Berufsgenossensah@ities jeweiligen Institutes (Labors) beziigliasgbfahrdenden, giftigen und reizenden Stoffen siniétt zu
beachten (siehe Aushange, Laborjournal, Sichetieébrung sowie die aus Zertifizierung bzw. Akktiedlung resultierenden Arbeitsvorschriften).

6. Die aktuellen Regeln der guten Laborpraxis (Goalgloratory Practice, GLP) sollten immer beachtetden.

7. Nach der Testdurchfuhrung sind alle im Test b#ten Reagenzien und Seren entsprechend den gasstzBestimmungen zu entsorgen.

UNTERSUCHUNGSMATERIAL

Als Untersuchungsmaterial kann Serum oder Plasngesétzt werden. Bei 5-10°C ist Serum/Plasma ¥dodhe haltbar . Fir eine langere Lagerung und
Mehrfachnutzung sollten Seren/Plasmen in kleineréidhen (> 50 pl) aufgeteilt, in flissigem Stiak§tschockgefroren und bgi20°C eingefroren werden.
Wiederholtes Einfrieren und Auftauen von gréRereenjen an Seren/Plasmen kann zur Bildung von Pegigiegaten sowie zum Abbau von
Serum/Plasmabestandteilen fihren und ist deshaliermeiden. Wenn Azid bei den durchzufihrenden tdnthungen nicht stért (wie zum Beispiel leider bei
Peroxidase ELISAs) wird Serum/Plasma auch durctadagon 0,09% Azid fur langere Zeit (L Jahr) im Kihlschrank in der Regel ohne Analgtist lagerfahig.
Beim IgM bzw. IgA Nachweis wird eine Vorbehandlutes Patientenserums notwendig, um Storeffekte dehagumafaktoren, welche das Vorhandensein von IgM
vortauschen kénnen, und IgG Antikdrper, welchelgli¢/IgA Bindung kompetitiv hemmen kdénnen, zu verdei. Die Trennung der Antikdrperklassen kann mit
dem von Bios® erhéltlichen gebrauchsfertigen Trgstesn Biosorb® durchgefiihrt werden (siehe Trenesys). Obwohl fir die IgG/IgM Trennung optimiertnka
Biosorb® auch zur Probenvorbehandlung bei IgA Bestingen verwendet werden. IgG Antikdrper werdendsud’robe entfernt, wahrend IgM und der gro3te Tei
der IgA Antikorper in der Probe verbleiben. Durdh Worbehandlung werden die Proben verdinnt. Dedienungsfaktor von 1:5 ist bei der Herstellung der
Testverdiinnungen fiir den IgM bzw. IgA Nachweis etilbksichtigen. Die Trennung sollte unmittelbar #em Testansatz erfolgen.

QUALITATSKONTROLLE UND FEHLERSUCHE

Eine positive Kontrolle fiir jeden zu interpretieten Parameter und eine negative Kontrolle solisefedem Testlauf mitgefiihrt werden. Ergeben dietiGlien nicht die auf
dem Etikett angegebenen Ergebnisse, ist der Tgéttigrund muss wiederholt werden.

Kann der auf dem Etikett der positiven Kontrollgagebene Titer (+ 1 bis 2 Verdinnungsstufen) im émderlabor nicht reproduziert werden, so sollter it
werden, ob ausschlie3lich Biognost® Testreagenmiehestansatz verwendet wurden oder z.B. ander&dlier, anderes Einschlussmedium, nicht frisch
angesetzter Biognost® Puffer. Weiterhin muss Uliétrpverden, ob das benutzte Fluoreszenzmikroskopagidfrei funktioniert; mogliche Fehlerquellen sind
Olverschmutzte Objektive, Dejustierung oder einedwwache Lampe. Desweiteren ist zu prifen, olRdegenzien richtig gelagert wurden bzw. bereittallen
sind, ob die im Testansatz verwendete feuchte Karfeneht genug ist, ob der Objekttrager mit einelrskft beschriftet wurde (bitte nur harten Bléfisbenutzen)
etc. Auch sollten die Reagenzien auf keinen FattldiErhitzen auf Raumtemperatur gebracht werden.

Konjugate kdnnen durch die Pufferleerwertkontrell# eventuelle unspezifische Anfarbung des Sulestriéberpriift werden: Analog den Kontrollen oder den
vorverdiinnten Patientenseren wird auf eine Auftedigsdie entsprechende Menge PBS Pufferldsungetrafgen und der Ublichen Testdurchfihrung unteemorf
Die Sensitivitat und Spezifitat dieses Tests uiggtleiner standigen Uberwachung durch das Biosftiétiabor. Bios® setzt alle verfligbaren WHO oder
anderweitig definierten Kontroll- bzw. Serumstardtarur Teststandardisierung ein.

Die Biognost® positiven und negativen Kontrollendsanhand der verfligbaren Standards oder Sereklinisth charakterisierten Patienten bzw. Blutsgend
kalibriert.

Eine Gewahrleistung durch die Firma Bios® ist nanil gegeben, wenn die Angaben der Gebrauchsinformatakt eingehalten, im Test nachweislich nursBio
Produkte eingesetzt werden und der Test nur durchgersonal durchgefuhrt wird.

TESTDURCHFUHRUNG

Die Biognost® Objekttrager, Kontrollen und das Kaygt sind gebrauchsfertig, sobald sie sich auf Remnperatur erwarmt haben (ca. 5 min). Die Kontrolled
das Konjugat sind also unverdiinnt zu benutzen.

Hinweise flr die Benutzung von Biosorb® als IgG/IgigG/IgA) Trennsystem sind im Punkt INHALT und dier Gebrauchsinformation Best.Nr. S0001tid zu finde
Die Biognost® Kontrollen sind soweit notwendig vetgnnt. Sie sollen weder einer Trennung in Bezifdramunglobulinklassen noch gegebenenfalls einer
Absorption unterzogen werden.

Die Biognost® Objekttrager sind gebrauchsfertigeiik Die Substrate kdnnen bei einem weiteren Esxieritt zerstort werden.
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Vor Beginn des Testansatzes sind die Seren entsgrdalen Vorgaben (Screeninguntersuchung, TittatiohPBS Pufferldsung oder einer Lésung aus PBSLAbi
Rinderserumalbumin zu verdiinnen.

Das Pipettierschema des Tagesansatzes muss vomBies Testansatzes schriftlich in einem dafuresebenen Formular festgelegt werden. Dieses Foriistidie
Grundlage fir die Interpretation der Ergebnisse derén Dokumentation.

1. Objekttrager vorsichtig aus der Alu-Verpackuefymen (Einkerbung zum Aufreil3en ist vorgestanatipe die Auftragstellen zu beriihren. Zum Beschriter
Objekttrager nur harten Bleistift, niemals Filzsti€érwenden.

2. Kontrollen und vorverdiinnte Patientenseren &aifdftragstellen tropfen (flachendeckend, je n&etiie der Auftragstelle ca. 15-50 pl).

3. Objekttrager 30 min bei Raumtemperatur in feeickemmer inkubieren. Dabei vor direkter Sonnenteahdung schitzen und Heizungsnéhe meiden.

4. Objekttrager feuchter Kammer entnehmen, Serumv- Blussigkeitsiiberschuss mit PBS vorsichtig alesp(5trahl aus Spritzflasche dabei keinesfalektlimuf die
Auftragstelle richten!).

5. 2x 5 min in PBS Puffer waschen (nach 1x 5 mirchigel in neuen Puffer); mdglichst groRe Farbethiggaitzen, und den (die) Objekttrager im PBS Pufifent
bewegen bzw. nicht riihren.

6. Objekttrager mit Saugpapierschablonen trockabar Substrat dabei nicht trocken werden lasserdasialb sofort anschlieRend

7. das entsprechende Konjugat auf die Auftragstétepfen (flachendeckend, je nach GroRe der Agstedle ca. 15-50 pl). Ein Tropfen aus Biognost®
Konjugatflaschen entspricht ca. 25 pl.

8. Objekttrager lichtgeschutzt 30 min bei Raumterae in feuchter Kammer inkubieren. Dabei spezietl direkter Sonneneinstrahlung schitzen und
Heizungsnéhe meiden.

9. Schritte 4-6 wiederholen. Objekttrager nicht dastilliertem Wasser spulen, sondern sofort

10. 2-3 kleine Tropfen Einschlussmedium auf deme®ijager verteilen, Praparat luftblasenfrei mitkglas versehen und sofort unter dem Fluoreszemasiikp
auswerten. Bei dunkler und kihler Aufbewahrung kieamerhalb der folgenden 24 Stunden ausgewertetemeNicht eingedeckte Préparate miissen sofort
mikroskopiert werden. Ubergelaufenes Einschlussamadiorsichtig mit einem mit PBS angefeuchteten &apch entfernen, um ein Ankleben am Mikroskoptisch
bzw. im Praparatebehéltnis zu vermeiden. Langzest&vierung der Praparate: Versiegeln der Kantértwas farblosem Nagellack, Lagerung £&0°C bis zu
mehreren Jahren.

Dieser Test ist fir den automatisierten (geratégetsn) Testansatz nicht ausgetestet.

BEWERTUNG UND INTERPRETATION

Die Préaparate werden unter einem Fluoreszenzmikpobki einer 400-500fachen VergroRerung beurteilie¢bereich 450-490 nm). Nicht zu lange ein uadselbe
Gesichtsfeld mustern, sondern in rascher Folgeiottglviele Gesichtsfelder auswerten, um das Audtige des Praparats zu vermeiden.

Ein Testansatz kann nur dann bewertet werden, @ienmitgefiihrten Kontrollen die erwarteten Ergebaigeigen.

Fluoreszenzmuster

Zur Auswertung muss die Anfarbung aller Gewebelneli&dle (einzeln) beurteilt werden. Das Ergebnisiiv/negativ, Titer) wird fur jede Autoantikormet
getrennt angegeben.

ANA:

Fluoreszenzmuster: Fluoreszenz der Zellkerne @avebe, am besten auf der Leber auszuwerten.

Zielantigene: Zahlreiche Bestandteile des Zellkermge Histone, Chromatin (dsDNS, ssDNS), extrdia@ess Kernantigene (Sm, SS-A, SS-B, Scl 70 und a)der
Centromer- und andere Kernproteine.

Assoziierte Krankheiten: Systemischer Lupus Erythieaies, Priméare Bilidre Zirrhose, Chronisch akkepatitis, rheumatoide Arthritis, Dermato-/Polymiyiss
Sclerodermie.

AMA :

Fluoreszenzmuster: Typische kdrnige Fluoreszenzyitoplasma der Tubuluszellen der Niere. Normaleseeelativ gleichméafige Fluoreszenz der proximalesh
distalen Tubuli (bei der Untergruppe M5 sind distalien Tubuli nur schwach angeférbt). Das Zytoptader Hepatocyten ist schwéacher gefarbt als dieeN&tarke
kornige Fluoreszenz der Parietalzellen.

Zielantigene: Lipoproteine der inneren und &ul3é&embranen der Mitochondrien, spezies- und orgaremifigch.

Assoziierte Krankheiten: Primére Bilidre Zirrhoaatoimmune Hepatitis.

ASMA:

Fluoreszenzmuster: Reaktion mit der Muscularis maates Magens (einschlie3lich der interglandul&eesern der Magenschleimhaut) und mit der Muskulamis
GefaRen. Teilweise ist auch eine mesangiale Flmenzsin den Glomeruli der Niere zu erkennen.

Zielantigene: Spezifische Reaktion der Antikdrpéremem kontraktilen Muskelprotein, dem Aktin.

Assoziierte Krankheiten: Autoimmune chronisch aktilepatitis, aber auch Auftreten bei Malignomen bnfiektionen.

PCA:

Fluoreszenzmuster: AusschlieR3liche FluoreszenPdgetalzellen in der Magenschleimhaut.

Zielantigene: (Intra)zytoplasmatische KomponenteRigietalzellena- und-Untereinheit der fIK*ATPase.
Assoziierte Krankheiten: Autoimmune Gastritis (@iéistA), pernizidse Anamie.

LKM-Antikérper (Antikdrper gegen Leber- und Nierenmikrosomen):

Fluoreszenzmuster: Antikdrper gegen die sogenarititen Kidney Mikrosomen (AK gegen endoplasmatiscRestikulum) zeigen eine kréaftige zytoplasmatische
Fluoreszenz der Hepatocyten und eine (etwas sclergchytoplasmatische Fluoreszenz der proximaldrullT¢die distalen Tubuli sind negativ).

Zielantigene: Cytochrom P450 in den Mikrosomen keher und Niere.

Assoziierte Krankheiten: Untergruppe der chronaktiven Hepatitis (Fehlen von AMA und ASMA), krygene Leberzirrhose, HBSAG negative Virushepatitis,
medikamentds induzierte Hepatitis.

Antikorper gegen Ribosomen(ARA):

Fluoreszenzmuster: Relativ schwache Fluoreszenklideg, auf den Hepatocyten zeigt sich eine unmeglg verteilte perinukleéare Fluoreszenz, starki&daung
der Hauptzellen der Magenschleimhaut.

Zielantigene: Ribosomen.

Assoziierte Krankheiten: Selten bei Leberkrankimeittagegen haufig bei Lupus erythematodes.

Bindegewebe, heterophile Antikérper

Antikdrper gegen Bindegewebskomponenten werdemvamchen Autoren als heterophile Antikérper bezesthiine diagnostische Bedeutung dieser Antikdigier
nicht bekannt. Es gibt offensichtlich mehrere Viarém solcher Bindegewebsantikdrper. Neben der Reektit dem Parietalzellen des Magens und dem
Birstensaum der proximalen Nierentubuli kann bei alederen Varianten auch noch eine Reaktion mitSitensoiden der Leber und/oder mit den Muskelfagdkh
der glatten Muskulatur des Magens vorkommen. Leggtergibt eine netzférmige Fluoreszenz. Mit deneazellen vom Affenmagen erfolgt diese unspsetiie
Reaktion der "heterophilen Antikérper" nicht. Esdvileshalb empfohlen, PCA Ergebnisse auf Affenmagepestatigen.
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AMA M2

NIERE proximale Tubuli: ++
NIERE distale Tubuli: +++
MAGEN Parietalzellen: +++
MAGEN Hauptzellen: +
LEBER Hepatozyten: +

AMA M5

NIERE proximale Tubuli: +++
NIERE distale Tubuli: +
MAGEN Parietalzellen: +++
MAGEN Hauptzellen: +
LEBER Hepatozyten: +

LKM

NIERE proximale Tubuli: +++
NIERE distale Tubuli: -
MAGEN Parietalzellen: -
MAGEN Hauptzellen: -
LEBER Hepatozyten: +++

Ribosomen

NIERE proximale Tubuli: +
NIERE distale Tubuli: +
MAGEN Parietalzellen: +
MAGEN Hauptzellen: +++
LEBER Hepatozyten: ++

PCA

NIERE proximale Tubuli: -
NIERE distale Tubuli: -
MAGEN Parietalzellen: +++
MAGEN Hauptzellen: -
LEBER Hepatozyten: -

Heterophile Antikorper

NIERE proximale Tubuli: +++ (Burstensaum)
NIERE distale Tubuli: -

MAGEN Parietalzellen: +++

MAGEN Hauptzellen: +

LEBER Hepatozyten: -

Positiv:

Die spezifische Fluoreszenz ist eine helle apfelgitarbe mit unterschiedlicher Intensitat: von dhveach; Gber 2+ méaRig; 3+ stark bis 4+ brilliant.
Negativ:

Fluoreszenzen mit geringerer Intensitéat als 1+ emi@ls negativ beurteilt. Gelbliche oder dunkelgr&tuoreszenzen sind unspezifisch und dirfen nicht
beriicksichtigt werden.

Titer:

Der Titer ist der reziproke Wert der héchsten Vearing, bei der noch mindestens eine 1+ Fluoresaesehen ist.

Beispiel: Wird die 1:80 Verdiinnung mit 1+ positievertet, die 1:160 Verdiinnung aber negativ, sdasfTiter 80.

Zielantigen oder Zielstruktur :

Eine Probe wird als ANA / AMA / ASMA / PCA positiveurteilt, wenn mindestens eine 1+ Fluoreszeneideelnen spezifischen Gewebebestandteile zu sshen
Fluoreszenzen anderer Gewebebestandteile alsvagtigen Zielstrukturen (z.B. Zellkerne) werden aégativ in Bezug auf den jeweiligen Parameter besie
kénnen jedoch auf das Vorliegen anderer Autoanpigdhindeuten. Zur Bestéatigung bzw. zum Ausschéirsss solchen Verdachts sollten entsprechende Safen
den jeweiligen Referenzsubstraten untersucht werden

Interpretation der Ergebnisse

1. Referenzbereich und Spezifitat:

Referenzbereiche kénnen bei der Befundinterpretagioe Orientierungshilfe darstellen. Referenzlolieigeben an, welche Messwerte (Titer, Extinkthm)
gesunden Normalpersonen zu erwarten sind. Refezegizhe sind eine statistische Gré3e und konnéblréingigkeit von der Zusammensetzung des untersacht
Kollektivs (Alter, Geschlecht, Geographie) sowieAlbbhangigkeit von der jeweiligen Messmethode diéiem. Zwischen Kranken und Gesunden besteht
messtechnisch generell keine scharfe Grenze, vieliseder Ubergang meist flieRend.

Definitionsgemaf umfasst der Referenzbereich nts 88s gemessenen Konzentrationsbereichs. 5% derdgs Personen des untersuchten Kollektivs liegen
demnach auRerhalb des Referenzbereiches ohne Zuasgin.

Ein innerhalb des Referenzbereiches liegendes kaipelonis schlielt daher eine Krankheit nicht sielust Ein auRerhalb liegendes Ergebnis ist furaiieine kein
zwingender Beweis fur eine Krankheit.

Untersuchung von gesunden Blutspendern:
Basierend auf der Auswertung von gesunden Blutgerich Alter zwischen 22 und 40 Jahren aus alléle®eutschlands sowie dem angrenzenden Ausland
(Osterreich, Schweiz, Luxemburg, Frankreich, Hallawurden fiir den Biognost®utoscreen IFT folgende Referenzbereiche ermittelt.

ANA auf Rattenleber

Anzahl der Blutspender: 584

Referenzbereich (Titerbereich): <2 - 64

Messwerte oberhalb des Referenzbereiches: Anzahl: 1
Mittlerer Durchseuchungstiter: 2

Serumverdiinnung fiir Screening (Vorschlag): 1.2 dder
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AMA

Anzahl der Blutspender: 608

Referenzbereich (Titerbereich): <2 - 8

Messwerte oberhalb des Referenzbereiches: Anzahl: 2
Mittlerer Durchseuchungstiter: 1

Serumverdinnung fiir Screening (Vorschlag): 1:2 dder

ASMA

Anzahl der Blutspender: 601

Referenzbereich (Titerbereich): <2 - 16

Messwerte oberhalb des Referenzbereiches: Anzahl: 9
Mittlerer Durchseuchungstiter: 1

Serumverdiinnung fiir Screening (Vorschlag): 1:2 dder

PCA auf Rattenmagen

Anzahl der Blutspender: 598

Referenzbereich (Titerbereich): <2 - 20

Messwerte oberhalb des Referenzbereiches: Anzahl: 1
Mittlerer Durchseuchungstiter: 1

Serumverdinnung fiir Screening (Vorschlag): 1:2 dder

Spezifitat:

Nach der Ermittlung des Referenzbereiches kandidignostische Spezifitat des Assays daraus abefelegrden.

Die Spezifitat eines Tests gibt an, wie viel Praziar Gesunden ein ,normales" Testergebnis hab@&h(ig negativ*). Die Anzahl aller Gesunden entspt der
Summe aus ,richtig negativ* und ,falsch positiv*“.

Die diagnostische Spezifitat wird gemaf folgendentel definiert:
Anzahl richtig Negative

Anzahl richtig Negative
+ Falsch Positive

Spezifitat= x 100 %

Beim Biognost® Autoscreen IFT auf Rattenschnittegile sich fir ANA eine Spezifitat von 98%, fur AMyon 100%, fir ASMA von 99% und fur PCA von 98%.

2. Sensitivitat:

Untersuchung von erkrankten Personen:

Die Sensitivitat eines Tests gibt an, wieviel Prazger Kranken ein pathologisches Testergebnisrhghbehtig positiv*). Die Anzahl aller Erkrankteentspricht der
Summe aus ,richtig positiv* und ,falsch negativ“.

ANA auf Rattenleber

Anzahl der Patienten: 12

Messergebnisse (Titer): 128 - 2048

Messwerte unterhalb des Referenzbereiches: Anahl:

AMA

Anzahl der Patienten: 7

Messergebnisse (Titer): 640 - 2048

Messwerte unterhalb des Referenzbereiches: An@ahl:

ASMA

Anzahl der Patienten: 4

Messergebnisse (Titer): 160 - 320

Messwerte unterhalb des Referenzbereiches: Anahl:

PCA auf Rattenmagen

Anzahl der Patienten: 4

Messergebnisse (Titer): 160 - 256

Messwerte unterhalb des Referenzbereiches: An@ahl:

Die diagnostische Sensitivitat wird geman folgerfemel definiert:
Anzahl richtig Positive

Anzahl richtig Positive +
Falsch Negative

Sensitivitat= x 100 %

Beim Biognost® Autoscreen IFT auf Rattenschnittegibe sich fir ANA, AMA, ASMA und PCA jeweils einBensitivitat von 100%.

Beim Biognost® Autoscreen ANA / AMA / ASMA / PCA TFkann bei Vorliegen entsprechender Symptome jpdeifische Fluoreszenz auf eine Erkrankung
hindeuten. Gegebenenfalls sollte das Serum audh umogerdiinnt untersucht werden.

Obige Werte sollten in den einzelnen Labors kiitigberprift werden. Jedes Labor sollte eigene Gtenmnter Einbeziehung der regionalen Besonderhei
definieren. Vor allem bei Kindern, Senioren und iomgeschwachten Patienten sollte mit niedrigerem®itern gearbeitet werden.
Statistische Auswertungen kénnen bei Fallzahleerui® 000 ungenau sein.
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