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MMCO  Anti-native DNA (nDNA) Antibody Test

Crithidia luciliae Substrate

PRODUCT INSERT
1106 48 Determination

REF| 1106-2 96 Determination

1106-6 120 Determination

INTENDED USE

An indirect immunofluorescence antibody test for the detection and quantitation of antibodies to native (double
stranded) deoxyribonucleic acid (nDNA) in human serum.

SUMMARY AND EXPLANATION

Antibodies to nDNA are specific for systemic lupus erythematosus (SLE) and rarely occur in patients with rheumatoid
arthritis, scleroderma or other autoimmune disorders’. The frequency and titer of these antibodies fluctuate with
disease activity and tend to disappear upon immunosuppressive treatment and during remission. There is a good
correlation between the disease activity and anti-nDNA antibody levels?®,

The two most commonly employed methods for detecting anti-nDNA antibodies are radioimmunoassay and
immunofluorescence. The specificity and sensitivity of the Crithidia lucilize immunofluorescent method are
comparable or even better than radioimmunoassay®'°. The indirect immunofluorescent test using Crithidia lucilise
as the antigenic substrate is a simple and specific method for detecting anti-nDNA antibodies."" Crithidia lucilice
contains a kinetoplast, an organelle consisting of compact circular DNA which reacts bright apple-green when the
test specimen is positive.'2

PRINCIPLES OF PROCEDURE

In the indirect immunofluorescence method used in this kit, patients’ sera are incubated on smears of Crithidia
lucilize to allow binding of antibodies to the substrate. Any antibodies not bound are removed by rinsing. Bound
antibodies of the IgG class are detected by incubation of the substrate with fluorescein-labeled, anti-human IgG
conjugate. When observed under a fluorescence microscope equipped with appropriate filters, positive reactions
appear as apple green fluorescence of the kinetoplast with or without associated nuclear staining'?'®. The titer,
which is the reciprocal of the highest dilution giving a positive reaction, is 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.

Materials provided

ImmuGlo™ nDNA Kit 1106 48 determinations
ImmuGlo™ nDNA Kit [REF] 1106-2 96 determinations
ImmuGlo™ nDNA Kit |REF|1106-6 120 determinations

Kits contain sufficient reagents to perform 48 determinations each.

6 x [SORB [SLD| 8 | 8 well Substrate Slides, Crithidia lucilize (1106)
12x [SORB[SLD] 8 | 8 well Substrate Slides, Crithidia lucilize (1106-2)
20x [SORB[SLD][ 6 | 6 well Substrate Slides, Crithidia lucilize (1106-6)
1x0.5ml [CONTROL [+ [ nDNA|* nDNA Positive Control. Contains human serum.

1x0.5ml CONTROL [ -|* Negative Control. Contains human serum.
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1x5ml [1gG-CONJ [ FITC |* Anti-human IgG FITC Conjugate. Protect from light. (2x1106-6)

1x5ml [1gG-CONJ [ FITC [EB]*! Anti-human IgG FITC Conjugate containing Evan’s
Blue. Protect from light. (2x1106-6)

1 x 60 ml * Buffered Diluent.

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

1x5.0ml [ MOUNTING | MEDIUM |* Mounting Medium. Do not freeze. (2x1106-6)

1x1.0ml EVANS Evan's Blue Counterstain.
1x12 COVER Coverslips. (2x1106-6)

* Contains < 0.1% NaN,

t Replaces conjugate without counterstain in code numbers containing "EB"

Symbols used on labels:

Lot number

Catalog number

Use by

Storage temperature
Read instructions for use
In vitro diagnostic use

Manufacturer

dRBEP>~x[F5

Number of Tests

Material required but not provided

Fluorescence microscope

Micropipette or Pasteur pipette

Serological pipettes

Staining dish (e.g. Coplin jar)

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

« 1 liter container

«  Wash bottle

+ Paper towels

* Incubation chamber

WARNINGS AND PRECAUTIONS

For in vitro Diagnostic Use. All human derived components used have been tested for HbsAg, HCV, HIV-1 and 2 and
HTLV-I and found negative by FDA required tests. All human serum specimens and human derived products should
be treated as potentially hazardous, regard-less of their origin. Follow good laboratory practices in storing, dispensing
and disposing of these materials™.
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WARNING - Sodium azide (NaN,) may react with lead and copper plumbing to form highly explosive metal azides.
Upon disposal of liquids, flush with large volumes of water to prevent azide buildup. Sodium azide may be toxic if
ingested. If ingested, report incident immediately to laboratory director or poison control center.

Instructions should be followed exactly as they appear in this insert to ensure valid results. Do not interchange
kit components with those from other sources other than the same catalog number from Immco Diagnostics
Inc. 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 speci-
mens 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 (10 pl serum + 90 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.

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

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

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

5. Using a micropipette or Pasteur Pipette, apply 1 drop of patient’s diluted serum (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 ul) to each well.

9. Repeat steps 7 and 8 for each slide.

10. Replace the lid on the incubation chamber. Incubate 30 minutes at room temperature.

11. Remove a slide from incubator. Hold the slide at the tab end and dip the slide in a beaker containing PBS to
remove excess conjugate. Place slide(s) in a staining dish filled with PBS for 10 minutes. If optional 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.
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B. Endpoint Determination (titration)

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

Preparation of Serial Dilutions

Number 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:

Tubes 1 2 3 4 5 6
Serum 0.1ml
+
Buffered Diluent 0.9 ml 02ml 02ml  0.2ml 0.2ml 0.2 ml
1 =1 5 & 5
Transfer 0.2ml 0.2 ml 02ml 0.2ml 0.2ml
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 kinetoplast. The Positive Control should have 2+ or greater staining intensity of this
structure. If expected results are not obtained, the run should be repeated. continue to occur with the controls,
these may be due to:

«  Turbidity. Discard and use ancther control

«  Problems with the optical system of the fluorescence microscope. 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 anti-nDNA antibodies should be reported as negative (<10), positive, (greater or equal
to 320) or alternatively positive with specific endpoint titre.

Read only fields which contain well separated C. lucilize. Observe for specific staining of the kinetoplast (see
figure 1 at the end of this document). Staining of the nucleus or the polar body should not be interpreted as a positive
DNA antibody test. Absence of specific staining of the kinetoplast is considered negative for antibodies to nDNA.

LIMITATION OF THE PROCEDURE

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

In rare instances false positive reactions may be observed. These may be due to the presence of high levels of
lipoproteins or other proteins which bind to DNA 1212

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

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.
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EXPECTED VALUES

As seen in Table 1 at the end of this document, anti-nDNA antibodies are not detected (titer <10) in sera from
normal subjects or patients with scleroderma or rheumatoid arthritis. Anti-nDNA antibodies occur (titer >10) in over
one half of patients with SLE.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

The ImmuGlo™ nDNA Antibody test was compared with another commercially available fluorescent antibody test
using C. luciliee as a substrate. The comparison included 106 serum samples from normal subjects as well
as from patients with the diagnosis of SLE, scleroderma, or rheumatoid arthritis. Sera were tested according
to the procedure and screening dilution recommended by the manufacturer. These yielded comparable results as
summarized in Table 2.
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Ymoéotpwyua Crithidia lucilise

ENGETO NPOIONTOZ

1106 Kir avriowparwy kard rou guaikot DNA (nDNA) 48 Mpoodiopiopoi
REF| 1106-2 Kir avriowuarwy kara rou puaikol DNA (nDNA) 96 Mpoadiopiapiof
REF| 1106-6 Kir avriowuérwy kard rou uakot DNA (nDNA) 120 Mpoodiopicuoi

NMPOOPIZOMENH XPHZH

Mia avdAuon avTiowudtwy EuPEecou avooo@Bopiopol yia TNV aviXveuon Kal Tov TTOoOoTIKG TTpoadlopiopd
QVTIOWUATWY KaTd Tou Quolkou (dikhwvou) deogupiBovoukheikou otéog (NDNA) oe opd avBpwrtrou.

NMEPIAHWH KAI ENME=HIMHZH

Ta avTiowpata katd Tou NDNA gival £181Ka yia To cuaTnuaTikd epubnuatwdn AUko (ZEA) kal epgavidovtal omravia
o€ aoBeveic pe peuparoeldr apBpitida, okAnpodepyia ) dAAeg autodvooeg dlatapaxég’. H ouxvoTnTa kai o Tithog
QUTWY TWV avTiIowPdTwy Trapoudidlouv Slakuudvoeig avaioya pe tn dpactnpidtnta TNG vOoou Kal Teivouv va
etaavioTouv PE TN Xopnynon avoooKOTAOTAATIKAG Bepatreiag, kabwg Kal katd Tn didpkeia Upeong. YTTAPXE!
MeyAAn ouoxEéTion avdapeoa atn dpacTnEIoTNTA TNS vOoou Kal Ta eTTiTeda avTiowpdtwy avTl-nDNAZE,

Q1 dUo o koiva epapuoloueves pEBodoI avixveuong Twy avriowpdrwy avti-nDNA gival n padioavogooyikn
avd@iuon kal o avooo@Bopiopog. H eidikotnta kail n evaiodnoia tng peBodou avooo@Bopiopol Crithidia lucilize gival
OUYKPIOIPEG 1 akOun KAAITEPESG aTTO TIC avTiOTOIXES TNG padioavoooloyikig avaiuonc®®. H avdiuon éuuecou
avogoBopiguol Xpnoidotroiwvrag Tny Crithidia lucilisee wg avtiyovikd umdoTpwua gival pia atrAl kai 181Kn
péBoBog avixveuong avriowudtwy avt-nDNA" O opyaviopog Crithidia lucilise Tepiéxel évav KivnToTrAdoT, éva
opyavidio TTou atoTeAciTal amd cupTrayég kukAikdé DNA, 1o oTtroio divel avTidpaon £viovou TTPACIVOU XPWwHATOS
otav 1o e¢eTalddopevo deiypa eival BeTikd 12

APXEZX THZ AIAAIKAZIAZ

Zmn péBodo Euuecou avooo@Bopiouol TTOU XPNOIYOTIOIEITAlI OE aQuTd TO KIT, Ol 0poi Twv aoBevwv emmwadlovTal
oe emypioyara Crithidia lucilise, TIpokelpyévou va emTEUXBEi N BECPEUON TOU QVTICWHATOG OTO UTTOOTPWHA. Td
avTIoWHaTa TTou dev deapeUOVTal AQaipouvTal JE EKTTAUON TNG avTIKEIueEvo@dpou. Ta avTiowpara Tagng 1gG trou
£xouv DeoEUBE avixvelovTal JEOW TNG ETTWACTS TOU UTTOOTPWHATOS JE GUZEUKTIKO QVTICWHA KATA TNS avepwTmivng
IgG, 1o otroio gival onuacpévo pe @Aouopookeivn. Kard Tnv rapatipnon o€ HIKpookoTTio @Boplopol eEoTTAiopévo
ME Ta katdAAnAa @iAtpa, ol BeTikég avTidpdoelg epgavifovial ws OoPITUGS Eviovou TTPACIVOU XPWHATOG TOU
KIVNTOTTAQOTN WE i} XWPIig OXETIKN Xpwan Tou Trupriva'™, O Tithog, 0 ommoiog gival To avTioTpo@o NG MeyaAUTepng
apaiwang Tou divel BeTIKN avTidpaaon, TTpoadiopileTal Je TNV avdAuan SIadoXIKWY apaIloEwWyY ',

NAHPO®OPIEZ EXETIKA ME TO NMPOION
®UAagn Kal TpoETOIMATIN

Oha 1o avmidpaoTipia @uAdooovtal otoug 2-8°C. Ta avmidpaoTripla gival £Toiua yia Xprion, apol (pTaocouv Ot
Bepuokpacia dwyaTiou.

YAIkd Tou TrapéxovrTal

KiT avTiowpdtwy kard Tou guaikol DNA (nDNA) ImmuGlo™ 1106
Kit avTiowpdtwy kard Tou guaikol DNA (nDNA) ImmuGlo™ 1106-2
KiT avTiowpdtwy kard Tou guaikot DNA (nDNA) ImmuGlo™ 1106-6

KdBe kit TTepIEXEl ETTAPKN avTIdpaaTAEIA yia TNV eKTEAETN 48 TTPOGBIOPICHWV.

6 x | SORB | SLD | 8 | 8 avtikelpevopodpol uttoatpwpatog, Crithidia lucilise (1106)
12 x [SORB[SLD] 8 | 8 avTikelpevo@opol utrooTpwiartog, Crithidia lucilise (1106-2)
20 x | SORB | SLD | 6 | 6 avTikeluevopopol utoaTpwuartog, Crithidia luciliee (1106-6)
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1x0,5ml [CONTROL [ +[nDNA]*
1x05ml [coNTROL |- |*

1x5ml [1gG-CONJ | FITC |*
1x5ml [ 1gG-CONJ | FITC [EB |**

1x60ml *
2 ek

1x50ml [[MOUNTING [ MEDIUM |*

tx10m
Ll

* Mepiéxer < 0,1% NaN,

Aidhupa BeTikoU gAéyxou yia nDNA. Mepiéxel opd avBputrou.

Aldhupa apvnTikoU gA€yxou. MNepiéxel opd avBpwTou.
ZulguKTIKO avTiowyda katd Tng avBpwmvng IgG
ouleuypévo pe FITC. Na rpooTtatevetal amd 1o gwg. (2x1106-6)

ZuleukTikO avtiowpa FITC kard mg avBpwmivng IgG pe
xpwaTiki Evans Blue. Na rpoaTtareletal amé 10 gwg. (2x1106-6)

ApaiwTikd puBuIOTIKG BidAuNQ.
PuBuioTikd didhupa puwogopikwy (PBS). AlaAloTe kaBe
plahidio £wg Oyko 1 AiTpou.

Méoo emkdAuyng. Na punv katawuxetal. (2x1106-6)

Emixpwon Evans blue.

KahuTrtpideg. (2x1106-6)

T AVTIKaBIOTd TNV KAion Xwpig counterstain oToug kwdikoUg aplBuoug TTou TepiéXouv " EB"

ZOMBoAQ TTOU XPNOIKOTTOIOUVTAI OTIG ETIKETEG:
Api1Budg TrapTidag

Ap1Buo6S katahdyou

Huepounvia Angng

O¢epuokpacia atToBiKkeuong

AlaBdoTe TIg 0dnyieg xpriong

In vitro diayvwaTiKn Xprion

KataokeuaoTig

dREPB -~ [

Api1Bub6g avaAuoewy

AtraitoUpeva UAIKG TTou Sev TTapEXOVTal

MikpookoTTio @Bopicuou
*  Mikpomméra i mméTa Pasteur
*  OpoAOYIKEG TTITTETEG

«  TpuBAio xpwang (.x. doxeio Coplin)

*  Mikpoi dokipaoTikoi owARveg (T1.X. 13 x 75 mm) kai Qopéag SOKIPHAOTIKWY CWARVWY.

*  ATTecTaypéVo f aTTIOVIOUEVO VEPO
«  [epiEkTng £VOG AiTpou

«  QIaAn EkTTAUONG

«  ATToppognTiKd XapTid

*  Odhapog emwacng
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MPOEIAOMOIHZEIZ KAI MPO®YAAZEIZ

MNain vitro diayvwoTikA Xpran. OAa Ta cuoTaTikd avepwTTivig TTPOEAEUTNG TTOU XPNOIKOTIOIOUVTAI £X0UV EAEYXBEi
yia Tnv Trapouadia Tou avtiydvou HbsAg, Twv v HCV, HIV-1 kai 2, kaBwg kal Tou 100 HTLV-l kai £xouv BpeBei
apvnTikd, oUupwva Pe TIg eEeTdoeig TTou atraitei o Opyaviopog Tpogipwy Kal Papudkwy Twy H.M.A. (FDA). OAa
Ta Oeiypara avBpwTTivou opoU Kal Ta TTPOIOVTa avBpuwTTIving TTPoEAEUoNS Ba TIPETTEl va avTIeTwTTIfovTal we duvnTikd
ETIKiVBUva, aveEdpTnTa aTro Tnv TTpoéAeuor] Toug. AKoAouBROTE TIG OpBEG EpYaOTNPIOKEG TIPAKTIKEG KATA Tr) @UAAEN,
TNV £KXUOT KaI TNV oTTOPPIYN TWV UAIKWY auTtiv'™,

MPOEIAOMOIHZH — To agidio Tou vatpiou (NaN,) eviéxetal va avTidpdoel pe owAnvwoelg ammé poAupdo i XaAko kai
va oxnuatios! 1IoXupwe eKpnKTIKA alidia peTdAAwv. Katd tnv amoppiyn uypuwy, eKTTAUVETE PE HEYAAEG TTOOOTNTEG
vepoU, 101 WaTe va atro@euxBei n ouoowpeuon alidiwy. To alidio Tou vaTtpiou evBEXETaI va gival TOEIKO OE TTEPITITWOTN
KATATIOONS. Z€ TTEPITITWON KATATIOONG, AVAPEPETE APECWS TO TTEPIOTATIKG aTO DIEUBUVTH TOU EpyaaTnpiou f oTO
KEVTPO eAEyXOoU BNANTNPIAOEWV.

MNa TN Slaopahion Eykupwy ATTOTEAECUATWY, aKOAOUBNOTE TIg 0dnyieg akpiBuwg 6TTwg epgavifovral e auTtd To EVOETO.
Mnv evaAAGOOETE TA CUCTATIKG TOU KIT JE TUOTATIKA AAANG TTpoéAeuang Trou Bev £xouv Tov idlo apiBud katahdyou Tng
Immco Diagnostics Inc. Na punv xpnoigotrolgital HeTd tnv TTapéheuan Tng nuepopnviag Angng.

ZYAAOTH KAI TMPOETOIMAZIA AEITMATOZ

Qa TpETTEl Va XpnolgoTrolouvTal pévo Seiyuara opol yia autr Tn diadikaoia. Agiypara TTou £Xouv UTTOOTEl JeydAou
BaBuou aipdAuon, NITTaIpiKG 1 deiypaTa JoAUCUEVA HE LIKPORIO EVDEXETAI VO ETTNPEACOUY TNV atTOd00T QUTAS TNG
avdAuong kai dev Ba TTpETTel va XpnoiyoTroiouvTal. QuAidéTe Ta Seiypara oe Bepuokpacieg 2-8°C, e1Ti OxI TTEPICTOTEPO
a1ro pia edopdda. MNa euAagn peyahlTepng didpkeiag, 0 opog Ba TTpETTel va kataywuxBei atoug -20°C. Na atrogelyeTal
n eTaveIANPUéVN Katdwuén Kal atroyuén Twv SelyHdTwy.

AIAAIKAZIA
MéBodog avdaAuong
A. Avaiuaon Siahoyng

1. ApaiwoTe Tov 0pd KaBe aoBevolcg oe avaloyia 1:10 pe To apaiwTikd puBIOTIKO didAupa TTou Trapéxetal (10 pl
opou + 1,0 ml apaiwTikd didAupa). Mnv apaiwveTte Ta diaAupaTta BeTikoU 1 apvnTikoU eAgéyxou. QUAGETE Toug
M apaiwpévoug opols yia va TTPO0BIOPICETE TOUS TITAOUG avTICWUATWY, edv ol avaAuoeig diahoyric Bpebolv
BETIKEG.

2. AoroTe TIG BRKEG TTOU TTEPIEXOUV TIG QVTIKEINEVOPOPOUG Tou utrooTpwuatog i 10-15 AeTTd, TTpokeipévou
va @raoouv ot Beppokpacia dwuatiou. AQUIPESTE TTPOTEKTIKA TIC QVTIKEIMEVOQOPOUS XWPIC va ayyiete To
uTTOOTPWHA.

3. ZnMAvVETE TIG OVTIKEIMEVOQOPOUS Kal TOTIOBETNOTE TIC O éva BAAapo ETTWOCNG TIOU EXETE KOAIWEl VE
QTTOPPOPNTIKO XAPTi EMTTOTIONEVO E VEPD VIO VO ATTOTPEWETE TUXOV atToEApavan.

4. AvaoTpEWTE TO OTAYOVOUETPO Kal THIECTE TO EAQ@Pd yia va TTpoaBéoeTe 1 aTaydva (Trepitrou 50 ul) Tou diaAUpartog
apvnTIKou eAEyxou oTnv KuweAida utr apiBud 1. Me Tov idio 1péTTo, TTpoabéaTe 1 oTaydva diaAupaTog BeTIKoU
eAEyxou oTnV KUWEAIBa Ut apiBuo 2. ATTOQUYETE TNV UTTEPTTARPWON TWV KUYPEAIBWY.

5. Xpnootroiwvrag pia pikpomimeTa i mimmeTta Pasteur, mpooBéote 1 otaydva amd Tov apaiwpévo opd Tou
aoBevoug (trepitrou 50 pl) oTIg UTTOACITTEG KUWENIDES. ATTOQUYETE TNV UTTEPTTAIPWOT TWY KUWEAIDWY.

6. TotroBeTOTE TO KATIAKI OTO BAAQWO ETILAONG KAl ETTWAOTE TIG AVTIKEINEVOQOpoUG eTTi 30 AeTTTd Ot BeppoKpacia
dwpariou.

7. Ao@aipéoTe pia avTiKEuEvo@opo atmd To BdAapo emmwacng. KpatiaTe TNV avTIKEIMEVOPOPO aTmd TO GKPO
TIOU QEPEI Ta OTOIXEIO Kal eKTTAUVETE pe TrepiTrou 10 ml PBS xpnoipoTioiivTag pid TITTETA 1] EKTTAUVETE Tnv
QvTIKEINEVOQOPO ot KUTTEAAD Tou Trepiéxel PBS. Mn xpnoigotroigite @idAn €kmAuong. Metagépete Tnv
avTIKEINEVOQPOPO apéowg oo doxeio Coplin kal exTTAUveTE €1Ti 10 AeTrTd. ETravaidBerte tn diadikaoia pe OAES TIC
UTTOAOITTEG AVTIKEILEVOPOPOUG.
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8. AoguaipéoTe TIG avTKeElpevo@opoug ammd 1o doxeio Coplin. ZTuttoTe TV dKPn NG AVTIKEILEVOQOPOU HE
aTTOPPOPNTIKO XaPTi yia va a@aipéoeTe TNV Trepiooeia PBS. TommoBetioTe Tnv avTikeipevopdpo oT1o BAhapo
ETTWAONG. AVAOTPEWTE QUECWS TO OTAYOVOUETPO TOU OUCZEUKTIKOU QvTIOWUATOS KAl TNECTE YOAOKA yia va
TpooBéoeTe 1 oTayova (tepitou 50 ul) og kaBe kuyweAida.

9. EmavaAdBere Ta BApata 7 kai 8 yia kABs avTIKEIMEVOPOPO.
10. TotroBeTrOTE €K VEOU TO KaTTAkl 0To BdAapo emwaong. Emwdote eti 30 Aetrtd o€ Beppokpacia dwpartiou.

11. AQaip€oTe pia avTiKEIyeVO@Opo atd 1o BdAapo emwacns. KpartroTe TNV avTIKEIMEVOQPOPO ATTO TO AKPO TTOU
QEPEI TA OTOIXEIQ KAl YBaTITIOTE TNV O€ £va TTOTAPI (EoEwd pe PBS yia va apaipégeTe TNV TTEPICTEI0 CUZEUKTIKOU
QVTIOWMATOG. TOTTOBETOTE TIG AVTIKEIMEVOPOPOUG OE Eva TPUBAIO Xpwong TTou £xel TTANPwOEi e PBS emmi 10
AeTTTd. EdV XpnoipoTronBei TTpoaipeTiko OUZEUKTIKO avTiowpa Xwpig eTixpwaorn (SEiTe Ta TTPOIPETIKA CUCTATIKA
otnv evotnTa “YAIKA TTou Trapéxovral”), YTropeite va mrpooBéocte 2-3 otayoveg emixpwong Evans blue otnv
TeANIKA €KTTAUON. ETTavaAdBeTe yia TIG UTTOAOITTEG avTIKEIMEVOQOpoUG. ZHMEIQZH: Tuxdv akatdAAnAn éktrhucn
evdéxeTal va TTpokahéael augnuévo eBopiopd uttoBdabpou.

12. ApaipéoTe pia avTIKEIWEVOQOPO atrd To DIOKO XPWOonG. ZTUTIWOTE TNV dKPN TNG QVTIKEIUEVOPOPOU HE
aToppo@NTIKO XapTi yia va agaipéoeTe TNV Trepicocia PBS. MNa va amoTpéyere TUXOV amoffpavaon Tng
OVTIKEIMEVOQPOPOU, TTIPOXWPNOTE OUECWS OTO ETTONEVO B, EVOOW N OVTIKEINEVOPOPOG Eival OKOUN
uypn.

13. Epapuoote TNV KaAuTrTpida, TpooBétoviag 3 oTayoveg PETOU E£TTIKAAUWNG OUOIOMOP@a ETTAVW OTnV
KaAUTITPI®A KOl TOTTOBETAOTE TNV TTAVW ATTO TNV AVTIKEIMEVOQOPO. ATTOQUYETE TNV £QOpPUOYr AOKOTING TTiEoNg
Kal OTTOTPEWTE TNV TTAEUPIKA TTIECT TNG KOAUTITPIOAC.

14. EmravaAdBete Ta Bripata 12 kai 13 yia KABe avTIKEIMEVOQOPO.
15. E€erdoTe yia £181kd @BopIopd Ue HIKPOOKOTTIO pBopiopou ot peyéBuvan 200x 1} peyaAlTepn.

Or1 avtikeipevopopol ptropouv va diaacTtolv poAig TrpoeToipaaTtoly. QaTooo, e€aitiag Tng TrTapoudiag TTapdyovTa
TTpooTaciag ¢BopiopoU OTo YECO KABNAWGNG, dEV Ep@avifeTal TNUAVTIKA aTTWAEIR TNG £VTAONS TNS XPWONG, EAV N
avayvworn kaBuoTeprioel éwg Kal 48 wpeg. OI avTIKEIPEVOPOPOI Ba TTPETIEI VA QUAGTOOVTAI OE OKOTEIVO XWPO, OF
Bspuokpacia 2-8°C.

B. Mpoodiopiouog TeAikoU onueiou (TITA0d0TNON)

‘Eva opog Trou BpéBnke BeTIKOS aTnv avaAluon diaAoyng pTTopei va avaAuBei TTepaiTépw akoAouBwvTag Ta Brparta
5 éwcg 13 yia va rpoadiopioTei o TiTAog Tou. KdBe ogipd avaiuang Ba rpéel va TrepidapBavel Ta diahupata BeTikoU
Kal apvnTikoU gAéyxou. ExkteAéaTe Siadoyikég SITTAEC apalwoelg EekiviuvTag atro Tnv avaAoyia 1:10. O TiThog gival To
avTioTpo®o TNG HeyaAUTEPNG apaiwong TTou £dwaoe BETIKN avTidpaor.

MposToipagia Twv Si1adoXIKWV apaITEWY

ApiBuRoTe €€ cwAnvapia amé 1o 1 €wg 10 6. MNpooBéate 0,9 ml diaAlpaTog apaiwong delyudTwy oTo TWANVApIO
1 ka1 0,2 ml ota owAnvdpia 2 £wg 6. Metagépete pe mimméra 0,1 ml pn apaiwpévou opol ato cwAnvdpio 1 Kai
avauigte emipeAws. Metagpépete 0,2 ml ammé 1o cwAnvdpio 1 0T0 CWANVAPIO 2 KAl AVAUIETE ETTIMEAWS. ZUVEXIOTE TN
peragopd 0,2 ml atrd 10 Eva owAnvdpio oTo ETTOPEVO PETA ATTO AVANIEN, TTPOKEIUEVOU VO ETTITUXETE TIC OPAIWOEIG
TTOU ATTEIKOVICOVTAI OTOV TTOPAKATW TTivaKa:

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

+
ApaiwTiké pubpioTiké 0.9ml 02ml 02ml 0,2ml 0,2 ml 0,2 ml
SidAupa

5 & & & &

MeTagopa 0,2 ml 02m 02ml 02ml 0,2ml
TeAiki apaiwon 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160  1:320 KA.
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EAEMXOZ NOIOTHTAZ

KdBe oeipd avaiuong Ba rpétrel va TrepidapBavel Tooo éva didhupa BeTikol 6ao kail éva didAupa apvnTikol eAéyxou. To
diaAupa apvnTikoU eAéyxou dev Ba TTpETTEl va TTapouoiddel 181k @BopIoPG Tou KivnToTTAdaTn. To SidAupa BeTikol
ghéyxou Ba TTpéTTel va Trapouaiddel 2+ r peyaAlTepn Eviaon Xpwong Tng Sodng auThg.

Edv dev AdBete Ta avapevoueva amotehéopara, Ba tmpémel va emavaAdpere v avdAuon. Edv ouveyilouv va
ep@aviovral aveTrapkn amoteAéopara pe Ta diaAlpara eAEyxou, autd evEEXETAI va o@eilovTal OE€:

*  OoAepotnTa. AtroppiyTe To diIdAUPA EAEYXOU KAl XPNOILOTIOINOTE éva dAAO

«  TMpoBAAuaTta pe 1o OTITIKOG oUCTNHA TOU HIKPOOKOTTIOU @BopIoHoU. Z& auTd evOEXETAI va oUNTIEPIAGUBdavovTal:
akaTaAANAN euBuypdppion, TTapéheuon NG wEAIUNG didpkelag {wig TS Auxviag, KATT.

«  Amogrpavon TNg avTIKEINEVOQOPOU Katd Tn didpkeia Tng diadikaoiag.

EPMHNEIA TQN ANOTEAEZMATQN

Ta atroTeAéopara Twy avaAloewy yia avTiowuata avTi-nDNA Ba TTpéTTel va avag@épovTal wg apvnTiKa (<10), BeTikd
(MeyaAUTepa iy ioa pe 320) i} evaAAakTIkd, BETIKA WE TiTAO.

MapatnprAaTe povo Tredia TTou TTEPIEXOUV KaAd Slaxwpiopévoug opyaviououg C. fuciliee. AvalntioTe e1BIKA Xpwan
Tou KivnTotTrAdoTn (BA. eikova 1 o1o TEAog autol Tou eviuTtiou). Tuxdv Xpwan Tou TTuphva fj Tou TToAIKoU owpaTiou
Oev Ba TTpETTEl va epunveuTel W BeTIkO atroTéheoua avaAuang DNA avricwpdTwy. H amoucia e18Ikii¢ xpwaong Tou
KIVNTOTTAAGTN Bewpeital apvnTIKO aTTOTEAECUA Yia avTIoWHaTa Kard Tou nDNA.

MEPIOPIZMOI THZ AIAAIKAZIAX

2€ OPICPEVES TTEPITITUWOEIG, OPOi BETIKOI yia Xpuwaon Tou KIVRTOTTAAOTN evBEXETAI VA EUPAVIOTOUV TTOA aoBeveig
N apvnTikoi oTnv apxikn apaiwon diahoyig (Qaivopevo TTpoldwvng). Z& TETOIEG APQIBOAES TTEPITITWOEIG, O OPOI
Ba mrpétrel va egeTdlovial o€ UYWNAOTEPES apaIWOoElg, Kal edv BpeBolv BeTikoi, va TTpoadiopifovTal o1 TiITAOI Twv
AVTICWHATWV.

X € OTIAVIEG TIEPITITWOEIG EVOEXETAI va TTapaTnenBolv Weudwg BETIKEC avTIDPATEIS. AUTEG evOEXETaI va oQEiAovTal
oTNV TTaPOUCia UYPNAWY EMTIEdWY NITTOTTPWTEIVWY A GAAWY TTpwTEiVWY, o1 oTToieg deapevovTal oTo DNA™

To ouleukTiké avtiowpa FITC aiydog katd tng avBpwivng IgG Trou TTapéxeTal 0 autd To KIT €ival Katd kUpio Adyo
€101KG yia Ti¢ Bapiég aAuaideg, ahAd epgavidel kAol dPaoTIKOTATA KAl KOTA TwY AQPPIWV aAudidwy. AvTIdpd Kupiwg
pE Ta auToavTiowpata Tagng 1gG, aAld evdExeTal va aANAETIBPd, ot HIKPOTEPO BaBUO, PE TIG EAAPPIEG TAUOTDEG
aMwyv Tagewv, otTTwe TNG IgM.

O KAIVIKOG 1aTPOG Ba TTPETTEN va £EETATEI TA ATTOTEAET ATA OAWY TWV BETIKWY avaAloEwY EUUETOU avogopBopiouol
Og ouvOUQOMNO WE TO QTTOTEAECHOTA GAAWY EPYOOTNRICKWY EEETATEWY KAl TNV KAIVIKN KaTdoTaon Tou acBevoug,
TIPOKEINEVOU va KaTaARgel og didyvwan.

ANAMENOMENEZ TIMEZ

Omwg aivetal oTtov Tivaka 1 1o TEAOG auTou Tou evTUTIou, Bev avixveuovTtal avricwuata avti-nDNA (tithog <10)
o€ 0poUg QUOIOAOYIKWY aTOPWY R aoBevwv pe okAnpodeppia i peupartoeldn apBpitida. Avticwpara avti-nDNA
epavifovral (TiTAog >10) o€ TTEPICCOTEPOUG ATTO TOUG LITOUG aagBeveig e ZEA.

XAPAKTHPIZTIKA ANNOAOZHZ

H avdAuon avriowpdrwy katd Tou nDNA ImmuGlo™ ouykpiBnke pe pia dAn SiaBéoiun oto epTopio avdiluon
avTIOWUATWY QBopIoPoU XpnoIpoTToWVTAG Tov opyaviopd C. lucilise wg utréoTpwpa. H olykpion oupttepiéAaBe
106 deiypata opoU atd @ualoAoyikd dTopd, KaBws kal opous atrd aoBeveic e diayvwapévo ZEA, okAnpodeppia f
pevparosdn apbpitda. O1 opoi avaAlBnkav cluupwva ue Tn diadikagia Kal TRV apaiwan eAEyXou TTou TTpoTEivETal
aTro TOV TTAPATKEUAOTH. AUTOI £dWoav CUYKPIoINA aTTOTEAECHATA, Ta OTTOIa ouvowidovTal OToV TTivaka 2.
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Gacnostoe Deteccion de anticuerpos anti- ADN nativo (nADN)

Substrato Crithidia lucilize

PROSPECTO

1106 48 anélisis
1106-2 96 anélisis
1106-6 120 anélisis

USO PREVISTO

Ensayo de inmunofluorescencia indirecta para la deteccién y cuantificacién de anticuerpos anti-acido
desoxirribonucleico nativo (de doble cadena) (nADN).

RESUMEN Y EXPLICACION

Los anticuerpos anti-nADN son especificos del lupus eritematoso sistémico (LES) y raramente se presentan en
pacientes con artritis reumatoide, esclerodermia u otras patologias autoinmunes’. La frecuencia y titulo de estos
anticuerpos varia con la actividad de la dolencia y tienden a desaparecer bajo tratamiento inmunosupresor y
durante la remision. Existe una buena relacion entre la actividad de la dolencia y los niveles de anticuerpos anti-
nADN?2,

Los dos métodos usados con mas frecuencia para la deteccion de anticuerpos anti-nADN son el radicinmunoensayo
y la inmunofluorescencia. La especificidad y sensibilidad del método inmunofluorescente con substrato Crithidia
lucilize son iguales y aun mejores que las del radioinmunoensayo®'?, El ensayo de inmunofluorescencia indirecta
que utiliza Crithidia lucilisze como substrato antigénico es un método simple y especifico para la deteccion de
anticuerpos anti-nADN."" Crithidia lucilize contiene un cinetoplasto, un organelo que consiste en una masa compacta
de ADN circular que reacciona con color verde manzana brillante si la muestra analizada es positiva.'?

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

En el método de inmunofluorescencia indirecta usado en este ensayo, el suero de los pacientes se incuba en
frotis de Crithidia luciliee para permitir que los anticuerpos se unan al substrato. Los anticuerpos no unidos se
eliminan mediante lavado. Los anticuerpos unidos de clase IgG se detectan incubando el substrato con conjugado
de IgG antihumano marcado con fluoresceina. Las reacciones se observan en microscopio de fluorescencia con
filtros adecuados; las reacciones positivas son reveladas por una fluorescencia del cinetoplasto de color verde
manzana, con o sin coloracion nuclear asociada 22, El titulo (el reciproco de la mayor dilucién que provocé una
reaccion positiva) se determina analizado las diluciones seriadas ™.

DATOS DEL PRODUCTO
Conservacion y preparacion

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

Materiales suministrados

Kit N(DNA ImmuGlo™ 1106
Kit nDNA ImmuGlo™ 1106-2
Kit nDNA ImmuGlo™ 1106-6

Los reactivos son suficientes para efectuar 48 analisis cada uno.

6 x [sORB[sSLD] 8 ] Portas substrato Crithidia lucilize, 8 pocillos (1106)
12x [SORB[SLD ][ 8 | Portas substrato Crithidia lucilie, 8 pocillos (1106-2)
20 x [SORB[SLD]| 6 | Portas substrato Crithidia lucilise, 6 pocillos (1106-6)
1x0,5ml [CONTROL [+ [ nDNA|* Control positivo a nADN. Contiene suero humano.
1x0,5ml . * Control negativo. Contiene suero humano.
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1x5ml

1x5ml

1x60ml
2 viales

1x5,0ml
1x1,0ml

1x12

[1gG-CONJ | FITC |*

| I9G-CONJ | FITC [EB|**

E |

| MOUNTING | MEDIUM |*

COVER| SLD

* Contiene < 0.1% NaN,

Conjugado de IgG antihumano con ITC. Protéjase
de la luz. (2x1106-6)

Conjugado de IgG antihumano con FITC. Contiene azul de
Evans. Protéjase de la luz. (2x1106-6)

Diluyente tamponado.
Tampon fosfato salino (PBS). Disolver cada vial hasta 1 litro.

Medio de montaje. No congelar. (2x1106-6)

Contraste azul de Evans.

Cubreobjetos. (2x1106-6)

t Substituye la conjugacion sin counterstain en los numeros de cédigo que contienen el " EB"

Simbolos empleados en las etiquetas:

YR [EB ~ < [Ef]

Numero de lote

Numero de catalogo

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

Numero de analisis

Material necesario no incluido

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

Microscopio de fluorescencia
Micropipetas o pipetas Pasteur

Pipetas serologicas

« Agua destilada o desionizada

« Recipiente de 1 litro

+ Frasco lavador

+ Toallas de papel

+ Camara de incubacion
ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Para uso en diagnostico in vitro. Todo material de origen humano usado en la preparacion de este producto se
ha examinado con métodos aprobados por la FDA, y resulté 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™.

Tubos de ensayo pequefios (p.e. 13 x 75 mm) y gradilla para tubos

12
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ATENCION: laazida 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 o 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 numero de catalogo de
Immco Diagnostics Inc. 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.

PROCEDIMIENTO
Metodologia del analisis
A. Control

1. Diluya el suero del paciente en proporcion 1:10 con el diluyente tamponado (10 pl de suero + 90 pl de
dliuyente). No diluya los controles positivo o negativo. Conserve el suero no diluido para determinar la titulacion
de anticuerpos si los analisis resultaran positivos.

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

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

4. Invierta el frasco gotero y apliqgue suavemente 1 gota (aproximadamente 50 pl) de control negativo en el pocillo
#1. Del mismo modo, aplique 1 gota de control positivo en el pocillo #2. 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.

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

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

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

9. Repita los pasos 7 y 8 para cada porta.
10. Coloque la tapa en la cdmara de incubacion. Incube 30 minutos a temperatura ambiente.

11. Extraiga un porta del incubador. Sosteniéndolo por un extremo, sumérjalo en un recipiente con PBS para
eliminar el exceso de conjugado. Ponga los portas en una cubeta de coloracion llena de PBS durante 10
minutos. Si esta usando el conjugado opcional sin contraste (véanse los componentes opcionales en el
apartado “Material suministrado”), puede afadir 2-3 gotas de azul de Evans en el lavado final. NOTA: un
lavado inadecuado podria aumentar la fluorescencia de fondo.

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

13. Monte el cubre aplicando uniformemente 3 gotas de medio de montaje en la superficie; ponga el cubre sobre
el porta sin presionar demasiado y evitando que el cubre se desplace lateralmente.
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14. Repita los pasos 12 y 13 para cada porta.
15. Examine la fluorescencia especifica con microscopio de fluorescencia con aumento de 200x o mas.

Los portas se han de leer tan pronto como estén 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. Los portas deben conservarse en la oscuridad a una temperatura
entre 2 y 8°C.

B. Determinacion de punto final (titulacion)

Un suero que resulte positivo en la fase de control puede ser analizado nuevamente siguiendo los pasosde 5a 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.

Preparacion de diluciones en serie

Numere seis tubos de 1 a 6. Ponga 0,9 ml de diluyente de muestras en el tubo 1, y 0,2 ml en los tubos de 2 a 6.
Pipetee 0,1 ml de suero sin diluir en el tubo 1y 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 bien hasta producir las diluciones indicadas
en la siguiente tabla:

Tubos 1 2 3 4 5 6

Suero 0,1 ml

Diluyente tamponado O.9+ml 02m 02ml 0,2ml 0,2 ml 0,2 ml
& 2 & & &

Transferir 0,2ml 02m 02ml 02ml 0,2ml

Dilucion final 1:10 1:20 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 cinetoplasto, mientras que el control positivo debe tener intensidad
de coloracion 2+ o superior para esta estructura. Si no se obtienen los resultados esperados, hay que repetir el
analisis.

Si se siguen obteniendo resultados inadecuados con los controles, puede deberse a:

* Turbidez. Descarte el control y utilice otro.

« Problemas en el sistema dptico del microscopio de fluorescencia tales como alineacion incorrecta, lampara
gue debe ser cambiada, etc.

* El porta se secd durante el proceso.
INTERPRETACION DE RESULTADOS

Los resultados de los analisis de deteccion de anticuerpos anti-nADN se han de considerar negativos (<10),
positivos (igual o superior a 320) o en alternativa, positivos con titulo de punto final especifico.

Lea solamente los campos que contienen C. lucilise bien separado. Observe la coloracion especifica del cinetoplasto
(véase la figura 1 al final de este documento). La tincion del nticleo o del cuerpo polar no debe interpretarse como
un resultado positivo a anticuerpos anti-ADN. La ausencia de coloracion especifica del cinetoplasto se interpreta
como resultado negativo a anticuerpos anti-nADN.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

En algunos casos, un suero positivo a la tincion del cinetoplasto puede resultar muy débil o negativo en el
control inicial de dilucion (fenomeno 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.

14
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En raras ocasiones pueden observarse reacciones falsamente positivas, originadas por la presencia de niveles
altos de lipoproteinas u otras proteinas que se unen al ADN 1213

El conjugado de IgG antihumana de cabra con FITC incluido en este kit es principalmente especifico de la cadena
pesada, aunque tiene una ligera actividad de cadena ligera. Reacciona fundamentalmente con autoanticuerpos
de clase IgG, pero en menor grado puede reaccionar con cadenas ligeras de otras clases, tales como IgM.

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

VALORES ESPERADOS

Como se muestra en la tabla 1 al final de este documento, los anticuerpos anti-nADN no se detectan (titulo <10)
en el suero de individuos normales o de pacientes con esclerodermia o artritis reumatoide; en cambio, esos
anticuerpos estan presentes (titulo >10) en mas de la mitad de los pacientes con LES.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

El ensayo ImmuGlo™ anticuerpos anti-nADN se comparo con otro analisis de fluorescencia disponible en comercio,
que también utiliza como substrato C. luciliee. Para la comparacion se utilizaron 106 muestras de suero, tanto de
individuos normales como de pacientes a los que se diagnosticé LES, esclerodermia o artritis reumatoide. Las
muestras se analizaron siguiendo el procedimiento y las diluciones de control indicados por el fabricantes. Los
resultados obtenidos se comparan en la tabla 2.
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*IMMCO  Anti-native-DNA-Antikérpertest (nDNA)
Crithidia-lucilize-Substrat

BEIPACKTEXT

1106 48 Bestimmungen
REF| 1106-2 96 Bestimmungen

1106-6 120 Bestimmungen

VERWENDUNGSZWECK

Ein indirekter Immunfluoreszenz-Antikérpertest fiir den Nachweis und die quantitative Bestimmung von Antikérpern
gegen native (doppelstréngige) Desoxyribonukleinsdure (nDNA) in Humanserum.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Antikorper gegen nDNA sind spezifisch fiir systemischen Lupus erythematodes (SLE) und treten nur selten bei
Patienten mit rheumatoider Arthritis, Sklerodermie oder anderen Autoimmunkrankheiten auf'. Die Haufigkeit und
der Titer dieser Antikdrper schwanken mit der Krankheitsaktivitdt und neigen dazu, wahrend der Behandlung
mit Immunsuppressiva und wéhrend der Remission vollstédndig zurtickzugehen. Es besteht eine gute Korrelation
zwischen der Krankheitsaktivitat und dem Spiegel der Anti-nDNA-Antikérper?®,

Diebeidenamhaufigstenverwendeten MethodenfiirdenNachweisvonAnti-nDNA-AntikérpernsindRadioimmuntests
und Immunfluoreszenz. Die Spezifitdt und Sensitivitat der Crithidia-lucilize-lImmunfluoreszenzmethode sind
vergleichbar mit oder sogar besser als die des Radioimmuntests®'®. Der indirekte Immunfluoreszenztest mit
Crithidia lucilize als Antigensubstrat ist eine einfache und spezifische Methode fiir den Nachweis von Anti-nDNA-
Antikdrpern.'! Crithidia lucilise enthélt einen Kinetoplasten, ein Organell aus kompakter runder DNA, der bei einer
positiven Probe leuchtend apfelgriin reagiert.'

TESTPRINZIPIEN

Bei der in diesem Kit verwendeten indirekten Immunfluoreszenzmethode werden Patientenseren auf Crithidia-
lucilise-Abstrichen inkubiert, um die Bindung der Antikérper an das Substrat zu ermdéglichen. Nicht gebundene
Antikérper werden durch Spilen entfernt. Gebundene Antikérper der Klasse IgG werden durch Inkubieren
des Substrats mit Fluorescein-markiertem Anti-human-lgG-Konjugat nachgewiesen. Bei Betrachtung unter
einem Fluoreszenzmikroskop mit den entsprechenden Filtern erscheinen positive Reaktionen als apfelgriine
Fluoreszenzen des Kinetoplasten mit oder ohne assoziierte Kernfarbung'?'®. Der Titer ist der Kehrwert der
héchsten Verdinnung, die zu einer positiven Reaktion fuhrt, und wird durch das Testen von Verdinnungsreihen
bestimmt'3.

PRODUKTINFORMATION

Lagerung und Zubereitung

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

Mitgelieferte Materialien

ImmuGlo™ nDNA-Kit 1106
ImmuGlo™ nDNA-Kit 1106-2
ImmuGlo™ nDNA-Kit 1106-6

Die Kits enthalten ausreichend Reagenzien zur Durchfiihrung von jeweils 48 Bestimmungen.

6 x [SORB[SLD]| 8 | Substrat-Objekttrager mit 8 Vertiefungen, Crithidia lucilige (1106)
12 x [sorRB[SLD]| 8 | Substrat-Objekttrager mit 8 Vertiefungen, Crithidia luciliee (1106-2)
20 x [SORB[SLD] 6 | Substrat-Objekttrager mit 6 Vertiefungen, Crithidia lucilize (1106-6)
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1x0,5ml [ CONTROL [+ [ nDNA]*
1x05ml [coNnTROL]-]*

1x5ml [1gG-CONJ | FITC |*
1x5ml [ 1IgG-CONJ | FITC [EB|*!

1x60ml *
2 Flaschchen

1x50ml [[MOUNTING | MEDIUM |*

tx10m  [EvANS]
Lo

* Enthalt <0,1% NaN,

nDNA-positives Kontrollserum. Enthalt Humanserum.

Negatives Kontrollserum. Enthalt Humanserum.
Anti-human-IgG-FITC-Konjugat. Vor Licht
schiitzen. (2x1106-6)

Anti-human-lgG-FITC-Konjugat mit Evans-Blau. Vor Licht
schitzen. (2x1106-6)

Gepuffertes Verdinnungsmittel.

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS). Jedes Flaschchen
auf 1 Liter auffullen.

Eindeckmittel. Nicht einfrieren. (2x1106-6)

Evans-Blau-Gegenfarbung.

Deckglaschen. (2x1106-6)

t Ersetzt Paronym ohne counterstain in den Kennziffern, die " enthalten; EB"

Auf den Etiketten verwendete Symbole:
Chargennummer
Bestellnummer

Verwendbar bis

Lagerungstemperatur

> ~ v ]3]

Gebrauchsanleitung lesen

=
o

In-vitro-Diagnostikum

Hersteller

<4k

Anzahl an Tests

Bendtigte, nicht mitgelieferte Materialien
*  Fluoreszenzmikroskop

*  Mikropipette oder Pasteurpipette

»  Serologische Pipetten

» Farbekasten (z.B. Coplin-Farbetrog)

» Destilliertes oder entionisiertes Wasser
« 1-Liter-Behalter

+  Waschflasche

« Papiertlcher

* Inkubationskammer

Kleine Testréhrchen (z.B. 13 x 75 mm) und Testréhrchenhalter
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WARNUNGEN UND VORSICHTSMASSNAHMEN

In-vitro-Diagnostikum. Alle Bestandteile menschlicher Herkunft wurden mit von der FDA vorgeschriebenen Tests
auf HbsAg, HCV, HIV-1 und -2 und HTLV-I getestet und fiir negativ befunden. Alle menschlichen Serumproben
und Produkte menschlichen Ursprungs sollten unabhangig von ihrer Herkunft als potentiell gefahrlich 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 Anhaufung von
Azid zu vermeiden. Natriumazid kann giftig sein, wenn es verschluckt wird. Bei Verschlucken muss sofort der
Laborleiter oder die Vergiftungszentrale informiert werden.

Die Anweisungen sollten genau wie in diesem Beipacktext dargestellt befolgt werden, um giltige Ergebnisse
sicherzustellen. Tauschen Sie Kitbestandteile nicht gegen Produkte aus anderen Quellen aus, sondern nur
gegen Produkte von Immco Diagnostics Inc. mit derselben Bestellnummer. Nicht nach dem Verfallsdatum
verwenden.

PROBENENTNAHME UND -VORBEREITUNG

Fir dieses Verfahren sollten nur Serumproben verwendet werden. Stark hadmolysierte, lipamische 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.

VERFAHREN

Testmethode
A. Suchtest

1. Verdiinnen Sie jedes Patientenserum 1:10 mit dem mitgelieferten gepufferten Verdiinner (10 pl Serum + 90 pl
Verdiinner). Verdiinnen Sie nicht die positiven und negativen Kontrollseren. Bewahren Sie die unverdiinnten
Seren auf, um die Antikérpertiter zu bestimmen, falls Suchtests positiv ausfallen.

2. Lassen Sie die Beutel mit den Substratobjekttragern 10-15 Minuten lang bei Raumtemperatur liegen. Entfernen
Sie vorsichtig die Objekttrager, ohne das Substrat zu bertihren.

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

4. Drehen Sie das Tropfflaschchen um und driicken Sie es vorsichtig, um 1 Tropfen (etwa 50 ul) negatives
Kontrollserum in Vertiefung 1 zu geben. Geben Sie auf gleiche Art 1 Tropfen positives Kontrollserum in
Vertiefung 2. Vermeiden Sie das Uberfilllen der Vertiefungen.

5. Verwenden Sie einen Mikropipette oder Pasteurpipette, um jeweils 1 Trop_f_en (etwa 50 ul) des verdiinnten
Patientenserums in die ibrigen Vertiefungen zu geben. Vermeiden Sie das Uberfiillen der Vertiefungen.

6. VerschlieRen Sie die Inkubationskammer und inkubieren Sie die Objekttrager 30 Minuten lang bei
Raumtemperatur.

7. Entfernen Sie einen Objekttrager aus der Inkubationskammer. Fassen Sie den Objekttrager am Ende mit dem
Etikett an und spulen Sie ihn vorsichtig mit einer Pipette mitetwa 10 ml PBS ab, oder spiilen Sie den Objekttrager
in einem mit PBS gefiiliten Becher. Verwenden Sie keine Waschflaschen. 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 Gberschissiges PBS zu entfernen. Legen Sie den Objekttrager in die Inkubationskammer.
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.
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9. Wiederholen Sie Schritte 7 und 8 fiir jeden Objekttrager.
10. VerschlieRen Sie die Inkubationskammer wieder. Inkubieren Sie 30 Minuten lang bei Raumtemperatur.

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

12. Entfernen Sie einen Objekttrédger aus dem Farbekasten. Betupfen Sie den Rand des Objekttragers mit einem
Papiertuch, um Uberschiissiges PBS zu entfernen. Fahren Sie sofort mit dem nachsten Schritt fort,
wihrend der Objekttrager noch nass ist, um dessen Austrocknen zu verhindern.

13. Bringen Sie das Deckgléaschen an, indem Sie 3 Tropfen Eindeckmittel gleichm&Rig auf das Deckgldschen
auftragen und dieses auf den Objekttréager legen. Uben Sie keinen (ibermé&Rigen Druck aus und verhindern
Sie eine seitliche Bewegung des Deckglaschens.

14. Wiederholen Sie Schritte 12 und 13 fiir jeden Objekitrager.

15. Untersuchen Sie die Objekttréger auf eine spezifische Fluoreszenz hin unter einem Fluoreszenzmikroskop bei
mindestens 200-facher VergréRerung

Die Objekttrager kénnen 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 eine verdoppelnde Verdiinnungsreihe her. Der Kehrwert der héchsten Verdiinnung, die eine
positive Reaktion hervorruft, entspricht dem Titer.

Vorbereitung der Verdiinnungsreihen

Nummerieren Sie sechs Réhrchen von 1 bis 6. Geben Sie 0,9 ml Probenverdiinner in Réhrchen 1 und je 0,2 mlin
Réhrchen 2 bis 6. Pipettieren Sie 0,1 mlunverdinntes 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 Rohrchen ins nachste, um die in der nachfolgenden Tabelle angezeigten Verdinnungen
zu erhalten:

Roéhrchen 1 2 3 4 5 6

Serum 0,1 ml
+
Gepufferter Verdinner 0,9ml 0,2ml 0,2ml  0,2ml 0,2 ml 0,2ml

2 P P 2 2
Ubertragung 02ml 02ml 02ml 02ml 0,2ml

Endverdiinnung 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 des Kinetoplasten zeigen. Das positive Kontrollserum
sollte eine Farbintensitat des Kinetoplasten von 2+ oder héher aufweisen. Falls die erwarteten Ergebnisse nicht
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erhalten werden, sollte der Testlauf wiederholt werden. Falls mit den Kontrollseren weiterhin unzureichende
Ergebnisse erzielt werden, kann dies folgende Ursachen haben:

+ Tribung. Verwerfen Sie das Kontrollserum und verwenden Sie ein neues.

*  Probleme mit dem optischen System des Fluoreszenzmikroskops. Dazu kénnen zahlen: falsche Ausrichtung,
die Lampe hat ihre Nutzungsdauer tiberschritten, usw.

+ Der Objekttrager ist wahrend des Verfahrens ausgetrocknet.

INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

Die Ergebnisse der Tests auf Anti-nDNA-Antikdrper sollten als negativ (<10), positiv (grofier oder gleich 320) oder
alternativ als positiv mit Titer angegeben werden.

Lesen Sie nur Felder ab, die gut voneinander getrennte C. lucilize aufweisen. Achten sie auf eine spezifische Farbung
des Kinetoplasten (siehe Abb. 1 am Ende dieses Dokuments). Eine Féarbung des Kerns oder des Polkérpers sollte
nicht als positiver DNA-Antikérpertest interpretiert werden. Das Nichtvorhandensein einer spezifischen Férbung
des Kinetoplasten wird als negativ fur Antikérper gegen nDNA angesehen.

EINSCHRANKUNGEN DES VERFAHRENS

In einigen Fallen kénnen Seren mit positiver Kinetoplastfarbung aufgrund des Prozonenphédnomens bei der ersten
Suchtestverdiinnung entweder sehr schwach oder negativ sein. In solchen Zweifelsfallen sollten die Seren mit
einer hoheren Verdiinnung getestet werden, und im Fall eines positiven Ergebnisses sollte der Antikorpertiter
bestimmt werden.

In seltenen Fallen kédnnen falsche positive Reaktionen beobachtet werden. Dies kann auf hohe Konzentrationen
von Lipoproteinen oder anderen Proteinen, die sich an DNA binden, zurlickzufiihren sein'#13,

DasindiesemKitenthaltene Anti-human-lgG-FITC-KonjugatausderZiege isthauptsachlich schwerkettenspezifisch,
weist aber auch etwas Leichtkettenaktivitat auf. Es reagiert Gberwiegend mit Autoantikdrpern der Klasse 1gG, kann
jedoch in geringerem Umfang mit den Leichtketten anderer Klassen, z.B. IgM, reagieren.

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

ERWARTETE WERTE

Wie in Tabelle 1 am Ende dieses Dokuments zu sehen, werden Anti-nDNA-Antikérper im Serum von normalen
Testpersonen oder von Patienten mit Sklerodermie oder rheumatoider Arthritis nicht nachgewiesen (Titer <10).
Anti-nDNA-Antikérper treten bei mehr als der Hélfte der Patienten mit SLE auf (Titer >10).

LEISTUNGSMERKMALE

Der ImmuGlo™ nDNA-Antikérpertest wurde mit einem anderen im Handel erhéltlichen Fluoreszenzantikorpertest
mit C. luciliee als Substrat verglichen. Der Vergleich schloss 106 Serumproben von normalen Testpersonen sowie
von Patienten mit einer Diagnose von SLE, Sklerodermie oder rheumatoider Arthritis ein. Die Seren wurden
entsprechend den vom Hersteller empfohlenen Verfahren und Suchtestverdiinnungen untersucht. Sie erbrachten
vergleichbare Ergebnisse, die in Tabelle 2 zusammengefasst sind.
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m{f"‘?o Test anticorps anti-ADN natif (ADNn)

Substrat Crithidia luciliae

ENCART DU PRODUIT
1106 48 Tests

REF| 1106-2 96 Tests
REF| 1106-6 120 Tests

USAGE PREVU

Testd'immunofluorescence indirecte pour larecherche et la quantification d'anticorps de I'acide désoxyribonucléique
natif (double brin) (ADNn) dans le sérum humain.

RESUME ET EXPLICATION

Les anticorps anti-ADNn sont spécifiques du lupus systémique érythémateux (SLE) et se manifestent rarement
chez les malades atteints de polyarthrite rhumatoide, de sclérodermie ou d'autres affections auto-immunes. La
fréquence et le titre de ces anticorps fluctuent avec I'activité de la maladie et ont tendance a disparaitre sous un
traitement immunosuppresseur et pendant la période de rémission. Il existe une bonne corrélation entre I'activité
de la maladie et le niveaux des anticorps anti-ADNn?2,

Les deux méthodes les plus communément employées pour détecter les anticorps anti-ADNn sont le dosage
radioimmunologique et I'immunofluorescence. La specificite et la sensibilité de la méthode immunofluorescente
Crithidia lucilize sont comparables ou méme meilleures que le dosage radioimmunologique®™. Le test
d'immunofluorescence indirecte en utilisant Crithidia luciliee en tant que substrat antigénique représente une
méthode simple et spécifique de détection des anticorps anti-ADNn.!" La Crithidia luciliae contient un kinétoplaste,
une organelle qui est formé d'un ADN circulaire compact qui devient de couleur vert pomme brillant quand
I'échantillon de test est positif.’2

PRINCIPES DE LA METHODE

Dans la méthode par immunofluorescence indirecte utilisée dans cet équipement, le sérum du patient est incubé
sur des taches de Crithidia lucilize pour permettre la liaison des anticorps avec le substrat. Tous les anticorps non
liés sont éliminés par un ringage. Les anticorps liés de la classe IgG sont détectés par incubation du substrat
avec un conjugué d'anticorps a marquage fluorescéine pour I'lgG humain. Quand elles sont observées sous un
microscope a fluorescence équipé avec les filtres appropriés, les réactions positives apparaissent comme une
fluorescence vert pomme du kinétoplaste avec ou sans coloration nucléaire'?'®, Le titre, qui est la réciproque
du nombre représentant la plus forte dilution pour laquelle une réaction positive est observée, est déterminé en
testant des dilutions en série'.

INFORMATION SUR LE PRODUIT

Stockage et préparation
Entreposer tous les réactifs a 2-8°C. Les réactifs sont préts a l'usage aprés un équilibrage a température ambiante.
Matériel fourni

ImmuGlo™ nDNA Kit 1106
ImmuGlo™ nDNA Kit 1106-2
ImmuGlo™ nDNA Kit 1106-6

Les kits contiennent les réactifs suffisants pour effectuer 48 tests chacun

6 x | SORB | SLD | 8 | 8 lames de substrat en puits, Crithidia lucilise (1106)
12 x [SORB[SLD][ 8 | 8 lames de substrat en puits, Crithidia lucilise (1106-2)
20 x [sorB[SLD] 6 | 6 lames de substrat en puits, Crithidia lucilise (1106-6)
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1x0,5ml [CONTROL [ +[nDNA |*

1x05ml  [conTRoL]]"

1x5Sml [1gG-CONJ [ FITC |*
1x5ml [1gG-CONJ [ FITC [EB|**
1x60 ml

*

2 foles

1x5,0ml | MOUNTING | MEDIUM |*

txt0mi
1x12

* Contient < 0.1% NaN,

Régulateur positif ADNn Contient du sérum humain.

Régulateur négatif. Contient du sérum humain.

Conjugué d'anticorps FITC pour I'lgG humain.
Conserver a 'abri de la lumiere. (2x1106-6)

Conjugué d'anticorps FITC pour I'lgG humain contenant du
Bleu Evans. (2x1106-6)
Conserver a |'abri de la lumiére.

Solution de dilution

Solution saline phosphate (PBS). Dissoudre chaque fiole
dans un litre.

Milieu de montage Ne pas congeler. (2x1106-6)

Coloration de contraste Bleu Evans

Lamelles de protection (2x1106-6)

t Remplace le conjugé sans counterstain dans des numéros de code contenantle " ; EB" ;

Symboles utilisés sur les étiquettes:

Numeéro de lot
Numeéro de référence catalogue

h’ A utiliser avant
{ Température de conservation
A Lire les instructions d'utilisation

Pour usage diagnostique In vitro
d Fabricant

W Nombre de tests

Matériel nécessaire mais non fourni
* Microscope a fluorescence

« Micropipette ou pipette Pasteur

+ Pipettes sérologiques

« Boite de coloration (p. ex. Tube de Coplin)

« Petites éprouvettes (par exemple 13 x 75 mm) et ratelier a éprouvettes eau distillée ou désionisée

* Récipient de 1 litre
* Flacon-laveur
« Serviettes de papier absorbant

+ Chambre d'incubation
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AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS

Destiné a un usage diagnostique in vitro Tous les composants humains dérivés utilisés ont été testés pour HBsAg,
HCV, HIV 1 et 2 et HTLV et se sont révélés négatifs sur la base des tests qui sont exigés par I'administration FDA. Tous
les échantillons de sérum humain et les substances dérivées de I'étre humain devraient étre traités comme étant
potentiellement dangereux, sans égard pour leur origine. |l faut appliquer de bonnes pratiques de laboratoire au
cours du stockage, de la distribution et de la manipulation de ces matériaux'.

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

Les instructions doivent étre suivies exactement dans I'ordre dans lequel elles sont fournies dans la présente
brochure de I'équipement pour garantir I'obtention de résultats valables. Il ne faut pas échanger les composants de
I'équipement avec d'autres provenant d'autres sources si ce n'est ceux qui portent le méme numéro de catalogue
de Immco™. Ne pas utiliser aprés I'expiration de la date de péremption.

RECOLTE DES ECHANTILLONS ET MANIPULATION

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

PROCEDURE METHODE DE TEST

A. Dépistage

1. Diluez chaque échantillon patient 1:10 avec la solution de dilution fournie (10 pl sérum + 90 pl diluant). Ne pas
diluer les regulateurs positif ou négatif. Conserver du sérum non dilué pour déterminer des titres d'anticorps si les
tests de dépistage apparaissent étre positifs.

2. Laisser les sachets qui contiennent les lames de substrat atteindre la température ambiante pendant 10-15
minutes. Retirer avec soin les lames sans toucher le substrat.

3. Etiquetter les lames et les placer dans une chambre d’incubation entourée de serviettes en papier humidifiées
avec de I'eau pour empécher le séchage.

4. Renverser la fiole compte-gouttes et appuyer doucement pour appliquer 1 goutte (approximativement 50 pl)
de régulateur négatif au puits #1. De la méme fagon, appliquer 1 goutte de régulateur positif au puits #2. Eviter
de faire déborder les puits.

5. En utilisant une micropipette ou une pipe{tte Pasteur, appliquer 1 goutte de sérum de patient dilué
(approximativement 50 ul) aux autres puits. Eviter de faire déborder les puits.

6. Placer le couvercle sur la chambre d'incubation et incuber les lames pendant 30 minutes a température
ambiante.

7. Retirer une lame de la chambre d'incubation. Tenir I'extrémité et rincer doucement avec approximativement
10 ml PBS en utilisant une pipette, ou rincer la lamelle dans un bécher rempli de PBS. Ne pas utiliser de flacon-
laveur. Transférer immédiatement la lame dans le tube de Coplin et laver pendant 10 minutes. Refaire le méme
processus avec toutes les lames restantes.

8. Enlever les lames du tube de Coplin. Sécher le bord de la lame sur une serviette en papier pour enlever le
PBS en excédent. Placer la lame dans la chambre d’incubation. Renverser immédiatement la fiole compte-
gouttes de conjugué et appuyer doucement pour appliquer 1 goutte (approximativement 50 pl) & chaque
puits.

9. Recommencer les étapes 7 et 8 pour chaque diapositive.
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10. Remettre le couvercle sur la chambre d'incubation. Incuber pendant 30 minutes a température ambiante.

11. Sortir une lame de la chambre d'incubation. En la tenant par un bord, plonger la lame dans un becher rempli
de PBS pour éliminer I'exces de conjugué. Transférer dans un bac a coloration rempli de PBS pendant 10
minutes. Si un supplément de conjugué sans contre-coloration est utilisé (voir composé en option dans la
Section Matériel Fourni), 2-3 gouttes de contre-coloration bleue d'Evans peuvent étre ajoutée au lavage final.
Répéter les opérations avec toutes les lames. REMARQUE: Un lavage incorrect peut augmenter le bruit de
fond de fluorescence.

12. Retirer une lame de la boite de coloration. Sécher le bord de la lame sur une serviette en papier pour enlever
le PBS en excédent Pour empécher le séchage de la lame, poursuivre immédiatement en réalisant
I'étape suivante pendant que la lame est encore mouillée.

13. Monter la lamelle de protection en y appliquant 3 gouttes de milieu de montage et placer la sur la lame. Eviter
d'exercer une pression trop forte et éviter tout mouvement latéral de la lamelle de protection.

14. Recommencer les étapes 12 et 13 pour chaque lame.

15. Utiliser un microscope a fluorescence avec un grossissement de 200x ou supérieur pour la visualisation des
résultats.

Les lames peuvent étre lues dés qu'elles sont préparées. Cependant, en raison de la présence d'un agent évitant
la diminution de l'intensité du signal lumineux dans le milieu de montage, aucune perte significative de l'intensité
de la coloration ne se produit si la lecture est effectuée aprés plus de 48 heures. Les lames doivent étre stockées
dans I'obscurité a 2-8°C.

B. Détermination du critére d’évaluation (titrage)

Un sérum positif dans le test de dépistage peut étre testé davantage en suivant les étapes 5 a 13 pour déterminer
le titre. Chaque passage du test doit inclure les régulateurs positifs et négatifs. Faire des dilutions en double en
double qui commencent a 1:10. La plus forte dilution produisant une réaction positive correspond au titre.

Préparation des dilutions en série

Numéroter six éprouvettes de 1 a 6. Ajouter 0,9 ml de diluant d’échantillon a I'éprouvette 1 et 0,2 ml aux éprouvettes
de 2 a 6. Pipeter 0,1 ml de sérum non—dilué dans I'éprouvette 1 et mélanger soigneusement. Transférer 0,2 ml du
tube 1 au tube 2 et mélanger soigneusement. Continuer a transférer 0,2 ml d'une éprouvette a I'autre aprés avoir
mélangé pour produire les dilutions figurant dans le tableau suivant :

Eprouvettes 1 2 3 4 5 6
Sérum 0,1 mil
+
Solution de 09m  02ml 02ml 02ml 02ml 0,2ml
dilution
b=a b=la b1 b=la b1
Transfer 0,2 ml 0,2 ml 02ml  0,2ml 0,2 ml

Dilution finale 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 etc.
CONTROLE DE QUALITE

Un régulateur positif et un régulateur négatif doivent étre inclus a chaque étape du test. Le régulateur négatif ne
doit par présenter de fluorescence spécifique du kinétoplaste, alors que le régulateur positif doit présenter une
intensité de coloration 2+ ou supérieure pour cette structures.

Si les résultats attendus ne sont pas obtenus, |'opération doit &étre recommencée. Si des résultats inadéquats
continuent a se manifester avec les régulateurs, cela peut étre di a :

« Turbidité. Jeter et utiliser un autre contréle

«  Problémes avec le systéme optique du microscope a fluorescence. Ceux-ci peuvent comprendre : alignement
incorrect, ampoule au-dela de sa durée de vie prévue, etc.,

« Permettre a la lame de secher pendant la procédure.
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INTERPRETATION DES RESULTATS

Les résultats des tests pour les anticorps anti-ADNn doivent étre rapportés comme étant négatifs (< 10), positifs
(supérieur ou égal a 320) ou alternativement positifs avec titre.

Ne lire que les champs qui contiennent le C. lucilise bien séparé. Observer la coloration spécifique du kinétoplaste
(consulter la figure 1 a la fin du présent document). La coloration du noyau ou du corps polaire ne devrait pas étre
interprété comme un test anticorps ADN positif. L'absence de coloration spécifique du kinétoplaste est considérée
comme étant négative pour les anticorps anti-ADNn.

LIMITES DE LA PROCEDURE

Dans certains cas, le sérum positif pour la coloration du kinétoplaste peut se révélé trés faible ou négatif pour la
dilution de dépistage du phénomeéne de prozone. Dans de tels cas douteux, le sérum doit étre testé a des dilutions
plus élevées et, s'il est positif, les titres de I'anticorps doivent étre déterminés.

Dans de rares cas, de fausses réactions positives peuvent étre observées. Ceci peut étre di a la présence de
hauts niveaux de lipoprotéines ou d'autres protéines qui se lient a 'ADN %13,

Le conjugué d'anticorps pour I'lgG humain FITC fourni dans cet équipement est essentiellement spécifique des
chaines lourdes mais présente également quelque activité relatives aux chaines légéres. |l réagit essentiellement
avec les anticorps de la classe IgG, mais peut, a un degré moindre, réagir avec les chaines légéres d'autres
classes telles qu'lgM.

Le clinicien devrait tenir compte des résultats de tous les tests parimmunofluorescence indirecte positifs sur la base
des résultats d'autres essais de laboratoire et de la condition clinique du malade quand il pose un diagnostic.

VALEURS ATTENDUES

Comme le montre le tableau 1 a la fin de ce document, les anticorps anti-ADNn ne sont pas deétectes (titre < 10)
dans le serum de sujets normaux ou de malades présentant une sclérodermie ou une polyarthrite rhumatoide.
Les anticorps anti-ADNn (titre >10) se manifestent chez la moitié des patients présentant un lupus érythémateux
systémique.

DONNEES DE RENDEMENT

Le test anticorps anti ADNn ImmuGlo™ a été comparé avec un autre test par anticorps fluorescent disponible dans
le commerce qui utilise la C. lucilise comme substrat. La comparaison inclut 106 échantillons de sérum provenant
de sujets normaux de méme que de patients présentant un diagnostic de lupus érythemateux systémique ou de
polyarthrite rhumatoide. Les sérums ont été testés conformément a la procédure et a la dilution de dépistage
recommandée par le fabricant. Ceux-ci ont donné des résultats comparables comme cela figure dans le tableau 2.
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|| ncnostics  1est Anticorpi Anti-DNA nativo (nDNA)

mmcCco

Substrato Crithidia lucilise

INSERTO DEL PRODOTTO

REF| 1106 48 Determinazioni
REF| 1106-2 96 Determinazioni
REF| 1106-6 120 Determinazioni

FINALITA’ D'USO

Test di immunofluorescenza indiretta (IF) per la rilevazione e la quantificazione di anticorpi anti-acido
desossiribonucleico nativo (nDNA) nel siero umano.

Sommario e spiegazione del test

Gli anticorpi anti-nDNA sono specifici per il lupus eritematoso sistemico (LES) e si riscontrano raramente in
pazienti con artrite reumatoide, sclerodermia e altre patologie autoimmuni’. La frequenza e il titolo di questi
anticorpi possono fluttuare a seconda dell'attivita della malattia e gli anticorpi possono scomparire con l'inizio del
trattamento immunosoppressivo o durante la fase di remissione. Esiste una buona correlazione tra I'attivita della
malattia e i livelli degli anticorpi anti-nDNAZ®,

Le due metodologie impiegate maggiormente per lindividuazione degli anticorpi anti-nDNA sono la
radioimmunoanalisi e I'immunofluorescenza. La specificita e la sensibilita del metodo in immunofluorescenza
su Crithidia luciliee sono comparabili o addirittura migliori di quelle ottenute con la radioimmunoanalis®°. Il test
di immunofluorescenza indiretta che utilizza Crithidia lucilise come substrato antigenico € un metodo semplice e
specifico per la rilevazione degli anticorpi anti-nDNA." L'emoflagellato Crithidia lucilisze contiene un chinetoplasto,
un organello costituito da DNA circolare compatto che reagisce con una fluorescenza brillante verde mela quando
il campione analizzato é positivo.1?

PRINCIPI DELLA METODICA

Il metodo in immunofluorescenza indiretta adottato in questo kit prevede che i sieri dei pazienti siano incubati su
strisce di Crithidia lucilise per consentire il legame degli anticorpi al substrato. Gli anticorpi non legati sono rimossi
mediante lavaggio e quelli legati, di classe IgG sono individuati per incubazione del substrato con coniugato
anti-lgG umane marcato con fluoresceina. All'osservazione per microscopia in fluorescenza usando filtri idonei,
le reazioni positive appaiono come una fluorescenza verde mela del chinetoplasto con o prive di colorazione
nucleare associata'?'. |l titolo, che & il valore reciproco della diluizione maggiore che produce una reazione
positiva, viene determinato analizzando le diluizioni seriali'®.

INFORMAZIONI SUL PRODOTTO

Conservazione e preparazione

Conservare tutti i reagenti a 2-8°C. E’ necessario, prima dell'uso, portare tutti i reagenti a temperatura ambiente.
Materiali forniti

Kit NDNA ImmuGlo™ [REF] 1106
Kit nDNA ImmuGlo™ 1106-2
Kit nDNA ImmuGlo™ 1106-6

I kit contiene reagenti sufficienti ad eseguire 48 determinazioni ciascuno.

6 x [SORB[SLD] 8 | Vetrini da 8 pozzetti, substrato Crithidia lucilize (1106)
12 x [SORB[SLD] 8 | Vetrini da 8 pozzetti, substrato Crithidia lucilize (1106-2)
20 x | SORB | SLD | 6 | Vetrini da 6 pozzetti, substrato Crithidia lucilisze (1106-6)
1x0,5ml [ CONTROL [+ [ nDNA]* Controllo Positivo nDNA. Contiene siero umano.

Controllo Negativo. Contiene siero umano.

1x05ml  [CONTROL]-*
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1x5ml

1x5ml

1x60ml

2 fiale

1x50ml
1x1,0ml

1x12

[1gG-CONJ | FITC |*

[1gG-CONJ [ FITC [EB]*"

*

[ BUF [WASH |
| MOUNTING | MEDIUM |*

[EVANS |

* Contiene < 0,1% NaN,

Coniugato FITC anti-lgG umane. Proteggere
dalla luce. (2x1106-6)

Coniugato FITC anti-lgG umane con Blu di Evans.
Proteggere dalla luce. (2x1106-6)

Diluente tamponato.

Soluzione salina tamponata con fosfato (PBS). Da ricostituire
a 1 litro.

Liquido di montaggio. Non congelare. (2x1106-6)

Colorante di contrasto Blu di Evans.

Vetrini coprioggetto. (2x1106-6)

t Sostituisce il coniugato senza counterstain nei numeri di codice che contengono il " EB"

Simboli usati sulle etichette:

4EFB> -~ [

Scadenza

Numero di lotto

Numero catalogo

Temperatura di conservazione
Leggere le istruzioni per I'uso
Uso diagnostico in vitro
Produttore

Numero di test

Materiali necessari ma non forniti

« Microscopio a fluorescenza

* Micropipetta o pipetta Pasteur

+ Pipette sierologiche

«  Vaschetta per colorazione (ad es. vaschetta Coplin)

« Acqua distillata o deionizzata

«  Contenitore da 1 litro.

* Flacone di lavaggio

» Salviette di carta

» Camera umida per l'incubazione
AVVERTENZE E PRECAUZIONI

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

Provette piccole per test (ad es. 13 x 75 mm) e rack per provette
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ATTENZIONE - L'azide sodica (NaN,) pud reagire con gli scarichi idraulici in piombo e rame per formare azidi
metalliche altamente esplosive. Durante lo smaltimento dei liquidi, diluire con acqua corrente per evitare I'accumulo
di azide. L'azide sodica puo essere tossica se ingerita. In caso di ingestione riferire immediatamente l'incidente al
direttore del laboratorio o al centro antiveleni.

Per garantire la validita dei risultati & indispensabile seguire scrupolosamente le istruzioni contenute in questo
foglio illustrativo. Per eventuali sostituzioni di materiali del kit, usare solo materiali Immco Diagnostics Inc.
aventi lo stesso numero di catalogo. Non usare oltre la data di scadenza indicata sull'etichetta.

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Per questa procedura usare unicamente campioni di siero. | campioni fortemente emolizzati, lipemici o
microbiologicamente contaminati possono interferire con le prestazioni del test e non devono quindi essere usati.
Conservare i campioni a 2-8°C per non oltre una settimana. Per la conservazione prolungata, i campioni di siero
dovrebbero essere congelati a -20°C. Evitare congelamenti e scongelamenti ripetuti dei campioni.

PROCEDURA
Metodo del test
A. Screening

1. Diluire il siero del paziente 1:10 con il Diluente Tamponato fornito (10 pl di siero + 90 l
di diluente). Non diluire i Controlli Positivi o Negativi. Conservare il siero non diluito per determinare i titoli
anticorpali se i test di screening risultano positivi.

2. Lasciare che le buste contenenti i vetrini raggiungano la temperatura ambiente per 10-15 minuti. Rimuovere
con attenzione il vetrino senza venire in contatto con il substrato.

3. Contrassegnare i vetrini e disporli nella camera umida sul cui piano interno saranno state poste delle salviette
di carta inumidite con acqua per prevenire I'essiccazione.

4. Applicare 1 goccia (circa 50 pl) di Controllo Negativo nel pozzetto #1. Allo stesso modo applicare 1 goccia di
Controllo Positivo nel pozzetto #2. Evitare di riempire eccessivamente i pozzetti.

5. Usando una micropipetta o pipetta Pasteur, applicare 1 goccia di siero diluito del paziente (circa 50 pl) negli
altri pozzetti. Evitare di riempire eccessivamente i pozzetti.

6. Posizionare il coperchio sulla camera umida e incubare i vetrini per 30 minuti a temperatura ambiente.

7. Rimuovere il vetrino dalla camera umida, reggerlo per 'estremita e irrorare delicatamente con circa 10 ml di
PBS usando una pipetta, oppure sciacquare il vetrino in un recipiente contenente PBS. Non usare flaconi di
lavaggio. Trasferire immediatamente il vetrino in una vaschetta Coplin di lavaggio e attendere per 10 minuti.
Ripetere la procedura per tutti gli altri vetrini.

8. Rimuovere il/i vetrino/i dalla vaschetta Coplin. Asciugare il vetrino su carta assorbente per rimuovere la
soluzione PBS in eccesso. Posizionare il vetrino nella camera umida. Applicare immediatamente 1 goccia
(circa 50 pl) di Coniugato in ciascun pozzetto.

9. Ripetere le fasi 7 e 8 per ciascun vetrino.

10. Riposizionare il coperchio sulla camera umida e incubare i vetrini per 30 minuti a temperatura ambiente.

11. Rimuovere il vetrino dalla camera umida, reggerlo per I'estremita e immergerlo in un recipiente contenente
PBS per rimuovere il coniugato in eccesso. Lasciare ilfi vetrino/i per 10 minuti in una vaschetta Coplin riempita
con PBS. Nel caso venga usato un coniugato opzionale, privo di colorante di contrasto (vedere componenti
opzionali nella sezione Materiali Forniti), possono essere aggiunte 2-3 gocce di Blu di Evans nel lavaggio
finale. Ripetere la procedura per i restanti vetrini. NOTA: Un lavaggio inadeguato pud causare un aumento
nella fluorescenza di fondo.

12. Rimuovere il vetrino dalla vaschetta Coplin. Asciugare il vetrino su carta assorbente per rimuovere la soluzione
PBS in eccesso. Per prevenire I'essiccazione, procedere immediatamente alla fase successiva mentre
il vetrino & ancora umido.

13. Montare il vetrino coprioggetto applicando 3 gocce di liquido di montaggio uniformemente sul coprioggetto e
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posizionarlo sopra il vetrino. Evitare di esercitare una pressione eccessiva e gli spostamenti laterali del vetrino
coprioggetto.

14. Ripetere le fasi 12 e 13 per ciascun vetrino.

15. Esaminare la fluorescenza specifica mediante microscopia in fluorescenza con ingrandimento 200x o
superiore.

| vetrini possono essere letti appena montati. Tuttavia, per la presenza di un agente antiscolorimento nel liquido di
montaggio, non si verificano perdite significative di intensita di colorazione e la lettura pud essere effettuata nelle
48 ore successive alla preparazione. | vetrini devono essere conservati in assenza di luce a 2-8°C.

B. Determinazione Endpoint (titolazione)

Un siero positivo al test di screening puo essere analizzato ulteriormente ripetendo le fasi da 5 a 13 per determinare
il titolo anticorpale. Ogni serie di test deve includere Controlli Positivi e Negativi. Preparare diluizioni seriali a partire
da 1:10. Il reciproco del valore della piu alta diluizione a cui il campione mostra positivita € il valore del titolo.

Preparazione delle Diluizioni Seriali

Numerare 6 provette da 1 a 6. Aggiungere 0,9 ml di Diluente del Campione nella provetta 1 e 0,2 ml nelle provette
da 2 a 6. Pipettare 0,1 ml di siero non diluito nella provetta 1 e mescolare accuratamente. Trasferire 0,2 ml
dalla provetta 1 alla provetta 2 e mescolare accuratamente. Continuare a trasferire 0,2 ml da una provetta alla
successiva, dopo la miscelazione, per ottenere le diluizioni indicate nella tabella seguente:

Provette 1 2 3 4 5 6
Siero 0,1 ml
+
Diluente 0,9 ml 02m 02m 02ml 02ml 0,2ml
Tamponato
=1 = = = =
Trasferimento 0,2 ml 02m 02ml 02ml 0,2ml

Diluizione finale 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 etc.

CONTROLLO di QUALITA

In ogni serie di test dovrebbero essere inclusi un Controllo Positivo e un Controllo Negativo. Il Controllo Negativo
non dovrebbe evidenziare fluorescenza specifica del chinetoplasto, mentre il Controllo Positivo dovrebbe produrre
un’intensita di colorazione di 2+ o maggiore di questa struttura. Se non si ottengono i risultati attesi, la procedura
dovrebbe essere ripetuta. Se i controlli continuano a produrre risultati discordanti, cid pud essere dovuto a:

«  Torbidita. Smaltire e usare un nuovo controllo.

* Problemi legati al sistema ottico del microscopio a fluorescenza: allineamento non idoneo, lampada oltre la
durata utile prevista, ecc.

*  Aver lasciato asciugare il vetrino durante la procedura.

INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

| risultati dei test per gli anticorpi anti-nDNA dovrebbero essere riportati come negativi con titolo inferiore a 10,
positivi con titolo maggiore o uguale a 320 o, in alternativa, positivi con titolo endpoint specifico.

Leggere unicamente icampi contenenti C. lucilize ben separato. Osservare la colorazione specifica del chinetoplasto
(vedere figura 1 alla fine di questo foglio illustrativo). La colorazione del nucleo o del corpo polare non dovrebbe
essere interpretata con un risultato positivo del test. L'assenza di colorazione specifica del chinetoplasto viene
considerata un esito negativo della presenza di anticorpi anti-nDNA.

LIMITAZIONI DELLA PROCEDURA

In alcuni casi, i sieri positivi per la colorazione dei chinetoplasti possono essere o molto deboli o negativi alla
diluizione iniziale di screening (fenomeno prozona). In questi casi incerti, i sieri dovrebbero essere analizzati a
diluizioni maggiori e, se positivi, dovranno essere determinati i titoli anticorpali.

29



IT

In casi rari, si possono osservare reazioni falso-positive che possono essere dovute alla presenza di livelli elevati
di lipoproteine o di altre proteine che si legano al DNA™™

Il Coniugato FITC anti-lgG umane caprino fornito in questo kit & prevalentemente specifico per le catene pesanti
ma presenta anche una certa attivita con le catene leggere. Reagisce maggiormente con gli autoanticorpi di
classe IgG, ma puo, in misura inferiore, reagire con le catene leggere di altre classi, ad esempio le IgM.

Per la formulazione della diagnosi, i medici dovrebbero valutare i risultati positivi dei test di immunofluorescenza
indiretta insieme ai risultati di altre analisi di laboratorio e alle condizioni cliniche del paziente.

VALORI ATTESI

Come si puo vedere dalla Tabella 1 inclusa alla fine di questo foglio, gli anticorpi anti-nDNA non sono rilevati (titolo
<10) nei sieri di individui normali o di pazienti affetti da sclerodermia o da artrite reumatoide. Gli anticorpi anti-
nDNA occorrono invece (titolo >10) in piu della meta dei pazienti con LES.

PERFORMANCE DEL TEST

Il Test di Rilevazione degli Anticorpi anti-nDNA in Immunofluorescenza ImmuGlo™ e stato confrontato con un altro
test in fluorescenza disponibile in commercio che usa come substrato C. lucilize. La comparazione ha incluso
106 campioni di siero prelevati da individui normali e da pazienti con diagnosi di LES, sclerodermia o artrite
reumatoide, i sieri sono stati testati secondo la procedura e le diluizioni di screening consigliate dai produttori.
Questi test hanno prodotto i risultati riassunti nella Tabella 2.
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sircnostice  Teste de Anticorpos Anti-ADN nativo (nADN)

Substrato Crithidia lucilise

FOLHETO DO PRODUTO

1106 48 Determinagées
1106-2 96 Determinagées
1106-6 120 Determinagées

APLICAGAO

Teste de anticorpos de imunofluorescéncia indirecta para a detecgcao e semiquantificagdo de anticorpos anti-acido
desoxirribonucleico (cadeia dupla) nativo (nADN) no soro humano.

RESUMO E EXPLICAGAO

Os anticorpos anti-nADN sao especificos para o Lupus Eritematoso Sistémico (LES) e ocorrem raramente nos
doentes com artrite reumatéide, esclerodermia ou outras doengas auto-imunes’. A frequéncia e o titulo destes
anticorpos flutuam com a actividade da doencga e tendem a desaparecer com um tratamento imunossupressor
e durante a remissdo. Existe uma boa correlagéo entre a actividade da doenca e os niveis de anticorpos anti-
nADN?2,

Os dois métodos geralmente mais utilizados para detectar anticorpos anti-nADN sdo o radioimunoensaio e a
imunofluorescéncia. A especificidade e a sensibilidade do método de imunofluorescéncia em substrato Crithidia
lucilize sao comparaveis, ou mesmo melhores, do que o radioimunoensaio®'®. O teste de imunofluorescéncia
indirecto que usa Crithidia lucilize como substrato antigénico € um método simples e especifico para detectar
anticorpos anti-nADN."" Crithidia lucilize contém um cinetoplasto, um organelo que consiste em ADN circular
compacto que reage com cor verde-maga brilhante quando a amostra do teste da resultado positivo.2

PRINCiPIOS DO PROCEDIMENTO

No método de imunofluorescéncia indirecto usado neste kit, o soro dos doentes & incubado em esfregacos de
Crithidia luciliee para permitir a ligagao de anticorpos ao substrato. Quaisquer anticorpos que ndo se tenham
ligado séo eliminados pela lavagem. Os anticorpos que se ligam, da classe 1gG, sdo detectados através da
incubagéo do substrato com conjugado de IgG anti-humana marcado com fluoresceina. Quando observadas ao
microscopio de fluorescéncia equipado com filtros apropriados, as reacgdes positivas apresentam-se como uma
fluorescéncia verde-maga do cinetoplasto com ou sem coloragéo nuclear associada'*. O titulo, que é reciproco
da maior diluigdo dando uma reacgao positiva, & determinado testando diferentes diluicdes™.

INFORMAGAO SOBRE O PRODUTO
Conservacédo e preparagdo

Conserve todos os reagentes entre 2 e 8 °C. Os reagentes estdo prontos a usar depois de terem estabilizado a
temperatura ambiente.

Materiais fornecidos

Kit para nADN ImmuGlo™ [REF| 1106
Kit para NnADN ImmuGlo™ |REF| 1106-2
Kit para nADN ImmuGlo™ |REF| 1106-6

Cada kit contém reagentes suficientes para executar 48 determinagoes.

6 x [SORB[SLD] 8 | Laminas de substrato Crithidia lucilise com 8 pogos
12 x [SORB[SLD] 8 | Laminas de substrato Crithidia lucilize com 8 pogos
20 x [SORB[SLD][ 6 | Laminas de substrato Crithidia lucilize com 6 pogos
1x0,5ml [ CONTROL [ +[nDNA]* Controlo positivo para nADN. Contém soro humano.

1x0,5ml CONTROL [ -* Controlo negativo. Contém soro humano.
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1x5ml

1x5ml

1 x 60 ml
2 frascos
1x5.0ml
1x1,0ml

1x12

| 19G-CONJ | FITC |*

[1gG-CONJ [ FITC [EB]|*!

*

| MOUNTING | MEDIUM |*

COVER

*Contém < 0,1% NaN,

Conjugado de IgG anti-humana com FITC.
Proteger da luz. (2x1106-6)

Conjugado de IgG anti-humana com FITC contendo azul de
Evans. Proteger da luz. (2x1106-6)

Diluente tamponado.
Tampéao fosfato salino (PBS). Dissolver cada frascoem 1 |.

Meio de montagem. NZo congelar. (2x1106-6)

Contrastante azul de Evans.

Lamelas. (2x1106-6)

t Substitui o conjugado sem o counterstain nos nimeros de codigo que contém o " EB"

Simbolos utilizados nos roétulos:

<RE>-~«@E

Numero de lote
Numero de catalogo

Prazo de validade

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

Numero de testes

Material necessario mas ndo fornecido

Microscoépio de fluorescéncia

Micropipeta ou pipeta de Pasteur

« Pipetas serologicas

* Recipiente de coloracéo (ex: Coplin)

* Tubos de ensaio pequenos (ex: 13 x 75 mm) e suportes para tubos de ensaio

+  Agua destilada ou desionizada

» Recipiente de 1 litro

+ Frasco de lavagem

« Toalhetes de papel

« Camara de incubacao
AVISOS E PRECAUGOES

Para uso em diagnostico in vitro. Todos os componentes de origem humana utilizados foram testados para HbsAg,
VHC, VIH-1 e 2 e HTLV-l e deram resultado negativo nos testes FDA. Todas as amostras de soro humano e produtos
de origem humana devem ser tratados como sendo potencialmente perigosos, independentemente da sua origem.
Devem-se respeitar as boas praticas laboratoriais de conservagao, distribuicdo e eliminagao destes materiais'.
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AVISO: A azida de sodio (NaN,) pode reagir com as canalizagGes de cobre ou chumbo e formar azidas metalicas
altamente explosivas. Quando eliminar os liquidos deve deitar grandes quantidades de agua para evitar a formagao
dessas azidas. A azida de sodio pode ser toxica se for ingerida. Se ingerida, informe imediatamente o director de
laboratdrio ou um Centro Anti-Venenos.

As instrucdes devem ser seguidas a risca de forma a assegurar resultados validos. Nao trocar componentes dos
kits com outros de outras origens diferentes do mesmo nimero de catalogo da Immco Diagnostics Inc. Nao
utilizar se estiverem fora do prazo de validade.

COLHEITA DAS AMOSTRAS E PREPARAGAO

Nestas operagbes s6 devem ser usadas amostras de soro. As amostras muito hemolisadas, lipémicas ou
contaminadas com micrébios podem interferir no rendimento deste teste e ndo devem ser usadas. Conserve
entre 2 e 8 °C por ndo mais de uma semana. Para uma conservagao mais prolongada devem ser congeladas a
—20°C. Evite repetidas congelagdes e descongelagdes.

PROCEDIMENTO
Método do teste
A. Controlo

1. Dilua cada soro do doente 1:10 com o Diluente Tampao fornecido (10 pl soro + 90 pl Diluente). Nao dilua os
Controlos Negativo e Positivo. Conserve o soro ndo diluido para determinar a titulagao de anticorpos, se os
testes de controlo forem positivos.

2. Deixe que as bolsas com as laminas de substrato estabilizem & temperatura ambiente por 10 a 15 minutos.
Retire as laminas com atengdo sem tocar no substrato.

3. Rotule as laminas e coloque-as na camara de incubagédo revestida com toalhetes de papel humedecidos com
agua para evitar a secagem.

4. Inverta o frasco conta-gotas e aperte ligeiramente para aplicar 1 gota (cerca de 50 pl) de Controlo Negativo
no pogo n.° 1. Do mesmo modo, deite 1 gota de Controlo Positivo no pogo n.° 2. Ndo encha demasiado.

5. Com uma micropipeta ou pipeta de Pasteur, deite 1 gota do soro diluido do doente (cerca de 50 pl) nos outros
pocgos. Evite encher demasiado os pogos.

Coloque a tampa na camara de incubagao e incube as laminas 30 minutos a temperatura ambiente.

Retire a lamina da camara de incubagéo. Segure na lamina pela extremidade e lave com cerca de 10 ml de
PBS usando uma pipeta, ou lave a lamina numa proveta com PBS. Nao use o frasco de lavagem. Transfira
imediatamente a lamina para o recipiente de Coplin e lave 10 minutos. Repita a operagdo em todas as
laminas restantes.

8. Retire a(s) lamina(s) do recipiente de Coplin. Limpe as extremidades da lamina num toalhete de papel para
eliminar o excesso de PBS. Coloque a lamina na cadmara de incubaco. Inverta imediatamente o frasco conta-
gotas do Conjugado e deite 1 gota (cerca de 50 pl) em cada pogo.

9. Repita os passos 7 e 8 para cada lamina.

10. Coloque a tampa na cdmara de incubagéo. Incube por 30 minutos a temperatura ambiente.

11. Retire uma lamina da camara de incubagéo. Segure na lamina numa ponta e mergulhe-a num recipiente com
PBS para eliminar o excesso de conjugado. Coloque a(s) ldmina(s) num recipiente de coloragdo com PBS
durante 10 minutos. Se optar por usar conjugado sem contrastante (consultar componentes opcionais na secgao
Materiais fornecidos), podera adicionar 2 a 3 gotas de contrastante azul de Evans a lavagem final. Repita nas
laminas restantes. NOTA: Uma lavagem deficiente pode levar a um aumento da fluorescéncia de fundo.

12. Retire a lamina do recipiente de colora¢ao. Passe o bordo da lamina num toalhete de papel para eliminar o
excesso de PBS. Para evitar que a lamina seque, salte imediatamente ao passo seguinte enquanto a
lamina ainda esta humida.

13. Monte a lamela aplicando 3 gotas de Meio de Montagem uniformemente na lamela e coloque-a sobre a
lamina. Nao faga muita presséo e evite o deslizamento lateral da lamela.
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14. Repita os passos 12 e 13 em cada lamina.
15. Examine a fluorescéncia especifica com microscopio de fluorescéncia com aumento de 200x ou mais.

As laminas devem ser lidas assim que estiverem prontas. Contudo, devido a presenca de um agente
antidescoloragdo no meio de suporte, ndo ha perdas significativas de intensidade de coloragéo, se a leitura for
adiada até 48 horas. As laminas devem ser conservadas as escuras entre 2 e 8 C.

B. Determinacao final (titulagao)

Um soro positivo no teste de controlo pode ainda ser mais testado seguindo os passos 5 ao 13 para determinar
a titulacdo. Cada teste deve incluir os Controlos Positivo e Negativo. Efectue diversas diluicbes duplicadas
comecando por 1:10. O reciproco da diluicdo mais elevada a produzir uma reacgéo positiva & o titulo.

Preparacgao de diluigdes em série

Numere seis tubos de 1 a 6. Deite 0,9 ml de Diluente da Amostra no tubo 1 e 0,2 ml nos tubos 2 a 6. Pipete 0,1 ml
de soro nao diluido para o tubo 1 e mexa bem. Transfira 0,2 ml do tubo 1 para o tubo 2 e mexa bem. Continue a
transferir 0,2 ml de um tubo para o outro apés mexer para produzir as diluicdes descritas na tabela seguinte.

Tubos 1 2 3 4 5 6
Soro 0,1 ml
+
Diluente tampao 0,9 ml 02m 02ml 0,2ml 0,2 ml 0,2 mi
=1 =1 = = =
Transferir 0,2 ml 02m 02ml 02ml 0,2ml
Diluigdo final 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160  1:320 etc.

CONTROLO DE QUALIDADE

Os Controlos Positivo e Negativo devem serincluidos em cada teste. O Controlo Negativo ndo deve ter fluorescéncia
especifica do cinetoplasto. Deve ter uma intensidade de coloragao desta estrutura de 2+ ou maior.

Se nao se obtiverem os resultados esperados, o teste deve ser repetido. Se resultados inadequados continuarem
a ocorrer com os controlos, pode tratar-se de:

» Turvagao. Elimine e use outro controlo.

» Problemas no sistema éptico do microscépio de fluorescéncia: alinhamento incorrecto, lampada a precisar de
ser substituida, etc.

« Alamina ficou seca durante o processo.
INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS

Os resultados dos testes para anticorpos anti-nADN devem ser registados como negativos (< 10), positivo, (maior
ou igual a 320) ou alternadamente positivo com titulo.

Leia apenas os campos que contém C. lucilize bem separado. Observe a coloragao especifica do cinetoplasto
(veja a figura 1 no fim deste documento). A coloragdo do nucleo ou do corpo polar ndo deve ser interpretada
como um teste de anticorpos anti-ADN positivo. A auséncia de coloracdo especifica do cinetoplasto é considerada
negativa para anticorpos anti-nADN.

LIMITAGOES DO PROCESSO

Nalguns casos, o soro positivo em coloragdo do cinetoplasto podera também ser muito fraco ou negativo no
fendmeno pro-zona da diluigdo de controlo inicial. Nesses casos duvidosos o soro deve ser controlado em
diluigbes mais elevadas e, se positivo, determinada a titulag&o dos anticorpos.

Em casos raros podem ser observadas reacgdes positivas falsas. Essas podem ser devidas a presenga de niveis
elevados de lipoproteinas ou outras proteinas que aderem ao ADN'#13,
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O Conjugado de IgG anti-humana de cabra com FITC fornecido com este kit & principalmente especifico de
cadeia pesada mas tem uma ligeira actividade de cadeia leve. Esse reage principalmente com auto-anticorpos de
classe IgG, mas pode, num grau inferior, reagir com cadeias leves de outras classes, tais como IgM.

Quando redigir um diagndstico, o médico deve considerar os resultados de todos os testes de imunofluorescéncia
indirecta positivos em conjunto com os resultados de outros testes de laboratorio e a condig¢ao clinica do doente.

VALORES PREVISTOS

Como visto na tabela 1, no fim deste documento, os anticorpos anti-nADN ndo sdo detectados (titulo < 10) no
soro de individuos saudaveis ou doentes com esclerodermia ou artrite reumatoide. Os anticorpos anti-nADN
anticorpos apresentam-se (titulo > 10) em mais de metade dos doentes com LES.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

O teste de Anticorpos Anti-nADN ImmuGlo™ foi comparado com outro teste de anticorpos a fluorescéncia adquirido
no mercado usando C.lucilise como substrato. Acomparagao incluiu 106 amostras de soro de individuos saudaveis
bem como de doentes com diagnostico de LES, esclerodermia ou artrite reumatéide. Os soros foram testados
de acordo com o método e diluicdo de controlo recomendados pelo fabricante. Estes resultados de comparagéo
estdo descritos na tabela 2.
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Figure 1.C. luciliae

MNucleus

Basal Body

Flagellum

Kinetoplast

Table 1. Incidence of Antibodies to nDNA in Collagen-Vascular Disorders as detected by Indirect
Immunofluorescence on C. lucilize

Clinical Condition
SLE

Scleroderma

Rheumatoid Arthritis
Normal Controls

No. Tested No. Positive % Positive
28 19 68
23 0 0
8 0 0
106 0 0

Table 2. Comparison of Kits using C. lucilize Substrate for the Detection of Antibodies to nDNA

Clinical Condition
SLE

Scleroderma
RheumatoidArthritis
Normal Controls

Immco™ Other
n Positive %Positive Positive % Positive
28 19 68 13 46
23 0 0 0 0
8 0 0 0 0
106 0 0 0 0
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For technical assistance please contact:
oy IMMCO Diagnostics, Inc.
‘e Immco 60 Pineview Drive
C NiAcnnsT.cc Buffalo, NY 14228-2120
Telephone: (716) 691-0091
Fax: (716) 691-0466
Toll Free USA/Canada: 1-800-537-TEST

E-Mail: info@immco.com
or your local product distributor
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