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AUTOANTIBODY TEST SYSTEM

PRODUCT INSERT

For in vitro diagnostic use

REF| 1102 HEp-2 Substrate 100 Determinations
REF| 1102-48 HEp-2 Substrate 48 Determinations
REF| 1102-60 HEp-2 Substrate 60 Determinations
REF| 1102-120 HEp-2 Substrate 120 Determinations
REF| 1103 HEp-2 Substrate 200 Determinatons
REF| 1103-120 HEp-2 Substrate 120 Determinations
REF| 1103-210 HEp-2 Substrate 210 Determinations
REF| 1103-240 HEp-2 Substrate 240 Determinations
REF| 1103-480 HEp-2 Substrate 480 Determinations
REF| 1103-512 HEp-2 Substrate 512 Determinations
REF| 1103-525 HEp-2 Substrate 525 Determinations
REF| 1125 HEp-2/Mouse Kidney COMVI | 96 Determinations
REF| 1134 HEp-2/Mouse Kidney/Stomach COMVI Il 96 Determinations

INTENDED USE

Indirect immunofluorescence (IF) antibody tests for the detection and quantitation of anti-
nuclear antibodies (ANA) 1102, 1102-48, 1102-60, 1102-120, 1103, 1103-120,
1103-210, 1103-240, 1103-480, 1103-512, 1103-525, 1125, 1134, anti-mitochondrial
antibodies (AMA), anti-smooth muscle antibodies (ASMA) 1125, 1134 and anti-
gastric parietal cell antibodies (AGPA) 1134 in human serum.

SUMMARY AND EXPLANATION

Antinuclear antibodies (ANA), detected by indirect immunofluorescence, aid in the
diagnosis of connective tissue disorders including systemic lupus erythematosus (SLE),
mixed connective tissue disease, Sjogren's syndrome and scleroderma®®. ANA occur in
about 95% of SLE patients as well as patients with other connective tissue diseases. ANA
may also occur in other disorders such as chronic active hepatitis and primary biliary
cirrhosis®®.

Anti-mitochondrial antibodies (AMA) occur in over 90% of primary biliary cirrhosis
cases, 3-11% of chronic active hepatitis patients and are absent in patients with extra-
hepatic biliary obstruction and in other liver diseases. The universal presence of anti-
mitochondrial antibodies in primary biliary cirrhosis and their virtual absence in extra-
hepaticjaundice makes their detection of considerable value in the differential diagnosis®
12

Anti-smooth muscle antibodies (ASMA) in high titer (>160) occur in the majority of
cases of chronic active hepatitis and in intermediate titers (40-80) in acute viral hepatitis.
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Occasionally they may occur in cases of primary biliary cirrhosis where they are also
found in intermediate titers. The significance of titers of 20-40 is doubtful since these titers
may occur in normal individuals3:%4,

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

PRINCIPLES OF PROCEDURE

In the indirect IF method used in this kit, patients' sera are incubated on a variety of
susbstrates (HEp-2 cells or HEp-2 cells and mouse kidney/stomach sections) to allow
binding of antibodies. Any antibodies not bound are removed by rinsing. Bound antibodies
of the IgG class are detected by incubation of the substrate with fluorescein-labeled, anti-
human IgG conjugate. Reactions are observed under a fluorescence microscope
equipped with appropriate filters. The presence of ANA, ASMA, AMA and AGPA is
demonstrated by an apple green fluorescence of specific histologic structures in the
tissue. The titers (the reciprocal of the highest dilution giving a positive reaction) are then
determined by testing serial dilutions?8.

PRODUCT INFORMATION

Storage and preparation

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

Materials provided

HEp-2 Cells 1102, 1102-48, 1102-60, 1102-120, 1103, 1103-120, 1103-210, 1103-
240, 1103-480, 1103-512, 1103-525

HEp-2/Mouse Kidney COMVI | 1125

HEp-2/Mouse Kidney-Stomach COMVI Il 1134

HEp-2 substrate 6 well HEp-2 substrate slides (8 x 1102-48, 20x

1102-120)
SORB[SLDI[10] 10 well HEp-2 substrate slides (10x 1102,
6x 1102-60, 20x 1103)
SORBJ[SLD[12] 12 well HEp-2 substrate slides (10x 1103-120, 20x
[REF]1103-240, 40x 1103-480)
SORBJ[SLDI[16] 16 well HEp-2 substrate slides (32x 1103-512)
SORBJSLDJ21] 21 well HEp-2 substrate slides (10x 1103-210, 25x
1103-525)
HEp-2/mouse SORBISLDI6] 6 well HEp-2/mouse kidney substrate slides
kidney substrate (16x 1125)

HEp-2/mouse SORBISLDI6] 6 well HEp-2/mouse kidney stomach substrate slides

kidney stomach (16x 1134)
substrate
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[CONTROLJ+JANA-HOMOI* ANA positive control. Contains human serum. (1x

1102, 1102-48, 1102-60, 1102-120, 1103, 1103-120,
1103-210, 1103-240, 1103-480, 1103-512, 1125, 1134, 2x

1103-525)

AMA positive control. Contains human serum.

([REF] 1125, 1134)

Negative control. Contains human serum. (1x 1102,
1102-48, 1102-60, 1102-120, 1103, 1103-120, 1103-210,
1103-240, 1103-480, 1103-512, 1125, 1134, 2x

Anti-human IgG FITC conjugate containing Evan's blue
counterstain. Protect from light. (1x 1102-48, 1102-
60, 2x 1102, 1102-120, 1103-120, 1125, 1134,

3x 1103, 1103-210, 1103-240, 6x 1103-480,
1103-512, 7x 1103-525)

Buffered diluents. (1x 1102, 1102-48, 1102-60,
1102-120, 1103-120, 1125, 1134, 2x 1103, 1103-
210, 1103-240, 1103-480, 1103-512, 5x 1103-525)

Phosphate buffered saline (PBS). Dissolve each vial into
1L distilled or deionized water. (2x 1102, 1102-48,
1102-60, 1102-120, 1103-120, 1125, 1134, 3x
1103, 1103-210, 1103-240, 1103-480, 1103-512, 1103-

Mounting medium. Do not freeze. (1x 1102, 1102-
48, 1102-60, 1125, 1134, 2x [REF| 1102-120, 1103, 1103-
120, 1103-210, 3x [REF] 1103-240, 4x [REF| 1103-480,
1103-512, 1103-525)

Coverslips. (1x 1102, 1102-48, 1102-60, 2x
1102-120, 1103-120, 1103, 3x 1103-210, 1103-240,

1103-480, 1103-525)

1x0.5ml
1x0.5ml CONTROL[+|AMA[*
1x0.5ml CONTROL[-]*
1103-525)
5ml IgG-CONJ[FITCIEB]*
60 ml BUF|*
Vial BUF|WASH
525)
5ml [MOUNTING|MEDIUM]*
12 per box COVER[SLD]
12 per box COVER[SLD|LONG

Optional Components

Long coverslips. (1x 1125, 1134, 3x 1103-

512)

Anti-human IgG FITC conjugate. Protect from light.

5ml IgG-CONJ|FITC[EB|*
1ml EVANS

* contains <0.1% NaN3
Symbols used on labels:

Lot number
Catalog number

g Use by

t Storage temperature

A Read instructions for use
In vitro diagnostic use
wd Manufacturer

%7 Number of Tests

REF| 2100

Evan's blue counterstain. 2510.
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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

» 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-l and found negative by FDA required tests. All
human serum specimens and human derived products should be treated as potentially
hazardous, regard-less of their origin. Follow good laboratory practices in storing,
dispensing and disposing of these materials?®.

WARNING - Sodium azide (NaNs) 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 specimens may interfere with the performance of this test and
should not be used. Store specimens at 2-8°C for no longer than one week. For longer
storage, serum should be frozen at -20°C. Avoid repeated freezing and thawing of
samples.

PROCEDURE
Test Method
A. Screening

Patient sera to be reacted on slides with HEp-2 substrate only should be diluted using
1:40 screening dilution. It is recommended that patient sera to be reacted on slides with
HEp-2/mouse kidney or HEp-2/mouse kidney stomach substrates should be diluted 1:10
and 1:40 for screening on these substrates. On mouse kidney and stomach sections
a specific reaction at 1:10 dilution or greater titer is considered positive. On HEp-2
a specific reaction at 1:40 or greater titer is considered positive.

1. Dilute each patient serum 1:10 (with the Buffered Diluent provided 20 pl serum +
180 pl diluent) and/or 1:40 (10 pl serum + 390 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.
4



10.
11.

12.

13.

14.
15.

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

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 ANA Positive Control to well #2.
If applicable, 1 drop of AMA Positive Control to well #3 (1125, 1134). Avoid overfilling
the wells.

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.

Place the lid on the incubation chamber and incubate slides 30 minutes at room
temperature.

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.

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

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

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.

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.

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.

Repeat steps 12 and 13 for each slide.

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

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

B. Endpoint Determination (titration)

A serum positive in the screening test may be further tested following steps 5 through 13
to determine the appropriate screening dilution for the substrate (1:10 for HEp-2/mouse
kidney or HEp-2/mouse kidney stomach, 1:40 for HEp-2 only). Each test run should
include the Positive and Negative Controls. Make serial two-fold dilutions starting at 1:10.
The reciprocal of the highest dilution producing a positive reaction is the titer.

Preparation of Serial Dilutions Starting at 1:10
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To create serial dilutions of a patient sample from 1:10 to 1:320, begin by numbering six
tubes from 1 through 6. More tubes may be used if a higher final dilution is desired. 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 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml
2 s 2 = 2
Transfer 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml
Final dilution 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 etc.
Tubes 1 2 3 4 5 6
Serum 0.1 ml
+
Buffered Diluent 3.9ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml
2 = 2 = 2
Transfer 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml
Final dilution 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280 etc.

QUALITY CONTROL

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

If expected results are not obtained, the run should be repeated. If inadequate results
continue to occur with the controls, these may be due to:

* Turbidity. Discard and use another control

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

« Allowing the slide to dry during the procedure.

INTERPRETATION OF RESULTS

Results should be reported as negative, positive, or, if end-point titer has been determined,
positive with titer. On mouse kidney and mouse kidney stomach substrates it is
recommended that patient samples demonstrating specific fluorescence reactions
associated with ANA, AMA, ASMA and AGPA at a dilution of 1:10 be reported as positive.
On HEp-2 substrate it is recommended that patient samples demonstrating specific
fluorescence reactions at a dilution of 1:40 be reported as positive. This should serve as
a guide in the interpretation of results. Each laboratory must determine its own normal
values to account for differences in microscopy systems, personnel and training.

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

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

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

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

Speckled: Discrete coarse to fine round speckles fluoresce throughout the
nucleus.
Nucleolar: The nucleoli stain as multiple solid bodies within the nucleus.

Centromere: Large speckles of finite number. Reactive antigen segregates with
condensed chromosomes in cells undergoing mitosis®.

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

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

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

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

LIMITATION OF THE PROCEDURE

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

The goat anti-human IgG FITC Conjugate supplied in this kit is primarily heavy chain
specific but has some light chain activity. It reacts primarily with 1IgG class autoantibodies,
but may, to a lesser degree, react with light chains of other classes such as IgM.

A positive ANA should not be considered diagnostic of SLE by itself. They also occur in

patients with other connective tissue diseases and certain drugs such as procainamide
7
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and hydralazine may induce a positive ANA!. Moreover, sera of patients with
malignancies and infectious diseases may also have positive ANAZ,

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

EXPECTED VALUES

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

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

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

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

% Positive

Clinical Condition No. of Immco™ Other

Sera
SLE 12 100 100
Subacute Cutaneous LE 7 85 85
(SCLE)
Scleroderma 6 100 100
Rheumatoid Arthritis 10 50 30
Normal Controls 15 0 0

The ImmuGlo™ Autoantibody Test System (Mouse Kidney/Stomach Sections) was
compared with another commercially available fluorescent antibody test using mouse
kidney/stomach as a substrate. The comparison included: 20 samples of ANA positive
sera, 19 samples of AMA positive sera, 19 samples of ASMA positive sera, 20 samples of
AGPA positive sera and 38 serum samples from normal subjects. Sera were tested
starting at a 1:10 dilution with the procedure recommended by the manufacturer. These
yielded comparable results as summarized in Tables 7 and 8 at the end of this document.
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2YZTHMA ANAAYZHZ AYTOANTIZQOMATQN

ENOETO MNPOIONTOX

IREF] 1102 100 IMpoadiopioioi
IREF|  1102-48 48 [lpoadiopiouoi
IREF|  1102-60 60 rMpoadiopiauoi
IREF]  1102-120 120 Mpoaodiopiooi
REF 1103 200 Mpoodiopiooi
IREF]  1103-120 120 Mpoaodiopiooi
IREF| 1103-210 210 lMpoaodiopiouoi
IREF]  1103-240 240 Mpoodiopiooi
IREF| 1103-480 480 lMpoaodiopiouoi
IREF| 1103-512 512 lMpoadiopiouoi
IREF]  1103-525 525 Mpoodiopiouoi
IREF| 1125 HEp-2 COMVI | vepps movIIKiV 96 lMpoodiopiouoi
IREF| 1134 HEp-2 COMVI Il veppd movrikiov 96 lNpoadiopiapoi

NMPOOPIZOMENH XPHZH

AvaAloeig avTiowpdTwy éupecou avoco@Bopiopou (IF), yia Tnv avixveuon kai
TOV TTOOOTIKO TTPOCBIOPICHO QVTITTUPNVIKWY avTIOWHATWwY (ANA) (1102,
1102-48, 1102-60, 1102-120, 1103, 1103-120, 1103-210, 1103-240, 1103-480,
1103-512, 1103-525, 1125, 1134) avTiHITOXOVOPIOKWY avTiowudatwy (AMA),
QVTIOWUATWY KATE Twv Agiwv puikwv vwv (A3MA) (1125, 1134) kai
QVTIOWUATWY KATE TWV TOIXWHATIKWY KUTTApwY Tou oTopdyou (AOPA)
(1134) o€ 0pd avBpwTIOU.

NEPIAHWH KAl ENEZHIHZH

Ta avnmmupnvikd avriowpoara (ANA)  Tou avixvedovral  pe  EUUECO
avoco@Bopioud, cupfdilAouv otn didyvwan dlaTapaxXwV ToU GUVOETIKOU 10TOU,
OTIG oTToieg TrEPIAaUBAvVOVTal O CUOTNUOTIKOG puBNUaTWdNG AUKog (ZEA), n ikt
vOOOG TOU OUVDETIKOU 10ToU, TO oUvdpopo Sjogren kai n okAnpodeppials. Ta
avriowyara ANA gugavi¢ovral oto 95% Twv aoBevwyv pe ZEA, kabwg €TTiong Kai
o€ aoBeveig pe AAAeg voooug Tou ouvdeTIkoU 10ToU. Ta ANA evdéxeTal €1miong va
EMQAVIOTOUV Kal 0€ GAAEG dlaTapayég, OTTWG N XPOvVIa EvePYOS NTTOTITION KAl N
TIPWTOTTaBAg XoAIKN Kippwan®s.

Ta avrigitoxovdplakd avricwpara (AMA) eugavifovtal o€ TTo00aTO Avw TOU
90% Twv TEPITTWOEWY TTPWTOTTABOUGKXOAIKAG Kippwong, oto 3-11% Twv
aoBevwyv  pexpovia  evepyd NTOTITIOO €vw) OTTOUCIAfOUV Ot QoBeveig Je
eCwnmaTtik améepain xoAn@oépwyv Kal GAAeG voooug Tou Atratog. H KaBoAKnA
TTAPOUCIA AVTIYITOXOVOPIOKWY QVTICWHPATWY OTNV TTPWTOTTaBR XOAIKA Kippwaon
KOl N OUCIAOTIKA ATTOUCia TOUG OTOV £EWNTTATIKO iKTEPO, KABIOTA TNV avixveuon
1B1aiTepa TTOAUTIUN yia TN Sla@opikn didyvwon®12,

YywnAoi TiTAOI QVTICWHATWY KATA TwV Agiwv puikwyv ivwv (ASMA) (>160)
gu@avidovtal aTnv TACIOYPN@Ia Twv TTEPITITWOLWY XPOVIAG evepyoU NTTaTiTidAg,
evw peTpiou BaBuou TiTAol (40-80) eugavifovral oTnv o&gia 1oyevh NITaTiTIdOq.
MepioTOOIOKA, EVOEXETAI VA EUPAVIOTOUV OE TTEPITITWOEIG TTPWTOTTAB0UG XOAIKAG
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Kippwaong, OTTou €TTiIONG aveupiokovTal o€ TiTAoug peTpiou BaBuol. H agia Twv
TiTAwv 20-40 eival ap@iBoAn, kKaBwg auToi ol TiTAoI EVOEXETAI va EPPAVIOTOUV O€
@uOIoAOYIKA ATopat3 14,

Ta avTiowpaTa KAOTd TWV TOIXWHOTIKWY KUTTAPWV Tou oTtopdyou (AGPA)
oxeTiCovral ouvABwWG Pe Kakonbn avaiyia kalr Xpovia oTpo@IkA yaoTpiTida, oTIg
otroieg ep@aviovral o€ MooooTd 90% kal 50% Twv TTEPITITWOEWY, AVTIOTOIXOA.
QoT1600, dev gival EIBIKA yIa TN VOOO a@ouU eVOEXETAI VA ENPAVIOTOUV PE XAUNAN
ouxvoTnTa Kal o€ GAAeG dlaTapayég. Av Kal Ta uyif dropa evoEXETal va QEPOUV
AVTICWHOTA KATA TWV TOIXWHATIKWY KUTTAPWY TOU OTOMAXOU, TO €Upnua autd
mBOavovva UTTOONAWVEI ACUUTITWHATIKN  aTpo@ikf yaoTpinida. H atroucia
AVTICWHPATWY KATA TWV TOIXWHOTIKWY KUTTAPWY TOU OTOPAXOU OTTOTEAEI 10XUPN
évdeIgn yia TOV ATTOKAEITUO TNG KAKoNRBoUg avaiyiogts7,

APXEZ THZ AIAAIKAZIAZ

>1n péBodO EuPETOU avooo®BOoPIGUOU TTOU XPNOIUOTIOIEITAlI OE QUTO TO KIT, Ol OPOi
Twv aoBevwv eTTWAovVTal 0€ £va OUVOUAOHO UTTOOTpwHATWY (KUTTapa HEP-2 1
KUTTapa HEp-2 Kal Topég vEQPPOU/OTOUGXOU TTOVTIKOU) TTPOKEIUEVOU VA ETTITEUXOEI
Oéopeuon  Twv  avTiowpdtwy. Ta avriowyoata  Tou  Ogv  deopeUovTal
armopakpuUvovtal pe €ktrAucn. Ta avriowpara Taéng IgG tou éxouv deoueuBEi
avIXVEUOVTOI PE TNV ETTWACN TOU UTTOOTPWHOTOG JE OUZEUKTIKO OVTIOWHA KOTA TNG
avBpwTivng IgG onuacpévo pe phouopeokeivn. O avTidpdoeig TTapakoAouBouvTal
ME MIKPOOKOTTIO @BopIoHoU TTou BIaBETeEl Ta KATAAANAa @iATpa. H TTapouaia ANA,
ASMA, AMA kai AGPA diommoTwveTal Pe TNV Trapoucdia @BopIicuol £viovou
TPACIVOU XPWHATOG, O CUYKEKPIPEVEG IGTOAOYIKEG OOPEG TOU 1I0TOU. 2T OUVEXEID,
kaBopicovTal o1 TiTAoI (TO avTIOTPOPO TNG UWNASTEPNG apaiwang TTou ¢dwae BETIKA
avTidpaan) pe avaAuon dIadoXIKWY apaioswve,

NAHPO®OPIEZ MPOIONTOX
®dUAagn kal TTpogTOIYaTia

OAa 1a avtidpacTipia uAdooovtal oToug 2-8°C. Ta avTidpacTrpia gival £TOINA
yla XpAon, EpdooV QTACOoUV G€ BepUoKpaacia dwiartiou.
YAIKA TTOU TTOpéXOVTal

Kutrapa HEp-2 1102, 1102-48, 1102-60, 1102-120, 1103, 1103-120,
1103-210, 1103-240, 1103-480, 1103-512, 1103-525

HEp-2/veppd TrovTiKiv COMVI | 1125
HEp-2/ve@pwv aTopdyou Tovtikos COMVI I 1134

YmoéoTpwua HEp-2 SORB[SLDJ6]  Avrikeipevogopol utrooTpwuatog HEp-2 e 6
KUWEAIDEG (8 X 1102-48, 20x [REF]|1102-120)
[SORB[SLD[10] AvTikeiuevopdpol utrooTpwuarog HEp-2 pe 10
KuweAideg (10x [REF]|1102, 6x [REF]|1102-60, 20x
[REF]1103)

SORB|SLD[12| AvrTikeiyevopopol utrooTpwparog HEp-2 pe 12
KuweAideg (10x [REF]1103-120, 20x [REF]1103-240,

40x |REF|1103-480)
SORB|SLD|16]| AvTiKeInevO@SpOI uTTOoTPWHATOG HEP-2 pe 16

KuweAideg (32x [REF|1103-512)
SORB[SLD[21] Avrtikelpevogdpor utrooTpwpatog HEp-2 pe 21

kuweideg (10x [REF]1103-210, 25x [REF] 1103-525)

10



EL

YméoTpwua SORBISLD[6] Avtikeluevopdpor utrooTpwuarog HEp-2/ve@poU TTovTikod
HEp-2/veppoU pE 6 KUPEADES (16X 1125)
TTOVTIKOU

YméoTpwua SORBISLD[6] Avtikeiuevopdpol utrooTpwuarog HEp-2/veppol oToudyou

HEp-2/veppol TIOVTIKOU pe 6 KuyeNideg (16X 1134)

oTopdxou

TTOVTIKOU

1x 0.5 ml [CONTROLJ+JANA-HOMOJ* AidAupa BeTikoU eAéyxou yia ANA. Mepiéxel

avBpWTIVO 0p6 (1x 1102, 1102-48, 1102-60,
1102-120, 1103, 1103-120, 1103-210, 1103-240,
1103-480, 1103-512, 1125, 1134, 2x 1103-

525)
1x 0.5 ml CONTROL[+JAMAJ* AidAupa BeTikoU eAéyxou yia AMA. Mepiéxel
avBpwmvo opo. ([REF] 1125, 1134)
1x 0.5 ml CONTROL[-]* AidAupa apvnTikoU eAéyxou. Mepiéxel avBpwTTivo

0po (1x 1102, 1102-48, 1102-60, 1102-120,
1103, 1103-120, 1103-210, 1103-240, 1103-480,
1103-512, 1125, 1134, 2x 1103-525)
5mi 19G-CONJ|FITC[EBJ* ZUeukTIKG avTiowpa FITC Katd TG avepwTTivig
1gG mou Trepiéxel eTtixpwon Evan’s blue. Na
TrpooTaTteUeTal aTTO TO PWG. (1X 1102-48,
1102-60, 2x 1102, 1102-120, 1103-120,
1125, 1134, 3x 1103, 1103-210, 1103-240,
6X 1103-480, 1103-512, 1103-525)
Fl* ApaiwTIKO puBUIOTIKG BIGAUpa. (1X 1102,
1102-48, 1102-60, 1102-120, 1103-120, 1125,
1134, 2x 1103, 1103-210, 1103-240, 1103-
480, 1103-512, 1103-525)
Vial PuBuIoTIKG SIGAUPA QOPOPIKWV (PBS).
AloAUoTe KGBE iaAidio ag dyko 1 Aitpou
atmooTayuévou A atmoviopévou vepoU. (2x [REF]
1102, 1102-48, 1102-60, 1102-120, 1103-120,
1125, 1134, 3x [REF] 1103, 1103-210, 1103-240,
1103-480, 1103-512, 1103-525)
5ml [MOUNTINGIMEDIUM]*  Méoo emkdAuyng. Na unv karayuoxerar. (1x
REF[1102, 1102-48, 1102-60, 1125, 1134, 2x
REF[1102-120, 1103, 1103-120, 1103-210, 3x
REF[1103-240, 4x 1103-480, 1103-512,
1103-525)
12 avé kouTi COVERISLD] KaAutrTpideg. (1x 1102, 1102-48, 1102-60, 2x
1102-120, 1103-120, 1103, 3x 1103-210,
1103-240, 1103-480, 1103-525)
12 avd kouti [COVER[SLD|LONG] KaAuTrTpideg peyGAou prkoug. (1x 1125,

1134, 3x 1103-512)

60 ml

o]
E

MpoaipeTik& cUCTATIKA

5ml 1gG-CONJJFITCIEB] * >uCeukTikS avTiowpa FITC katd Tng avBpwImivng
IgG. Na TTpoaTaTelETaI ATTO TO PUWG. 2100.
1ml EVANS Emixpwon Evan’s blue. 2510.

+ANA TUTTOI (OT@VTap O€ET), AMA, ASMA, AGPA £Agyxol
*Mepiéxel < 0,1% Na'Nz
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ZUpBoAa TToU XpNOIMOTTOIOUVTAI OTIG ETIKETEG:
Ap1Bu6g TrapTidag

Ap1Bu6G kKaTaAdyou

g Huepopnvia Angng

4 ©Oepuokpacia amobrkeuong

A AloBaarte 11 0dnyieg xpriong

In vitro dilayvwoTIKA XpAon

ml KartaokeuaoTig

Y/ Ap1Budg avaAuoewv

ATraiToUpeva UAIKA TToU Bev TTapéxXovTal

*  MikpookdTrio @BopicuoU

*  Mikpomméra ) TméTa Pasteur

*  OpoAoyIKEG TTITTETEG

*  TpupAio xpwaong (.. doxeio Coplin)

*  Mikpoi dokipyaoTikoi owAAveg (TT.X. 13 X 75 mm) kal @opéag SOKINACTIKWY
OWANRvVwv

*  AmeoTayu£évo 1 atmoviouévo vepd

» Aoyxeio gvog Aitpou

*  @®1dAn €kTAUONG

*  ATToppo@nTIKG XOPTIA

*  Od4Aapog eTWaong
MPOEIAONOIHZEIZ KAI MPO®YAAZEIX

Ma in vitro diayvwoTikA Xprion. OAa Ta guoTaTikG avlpwTmivng TTPOEAEUONG TTOU
xpnoigotrololvTtal £€xouv eAeyxBei yia Tnv TTapouaia Tou avtiyévou HbsAg, Twv
1wv HCV, HIV-1 ka1 2, kaBwg kal Tou 100 HTLV-l kai é€xouv BpebBei apvnTikd,
oupewva Pe TG egeTdoelg Tou amraitei 0 Opyaviopog Tpogiywv kal Papudkwyv
Twv H.M.A. (FDA). OAa Ta deiypata avBpwTivou 0pou Kaoi TG TTPOIOVTa
avBpwTTivng TTpoéAeuong Ba TTPETTEl va avTIUETWTTICOVTAl WG duvNTIKA ETTIKIVOUVQ,
avetdptnTa amd Tnv TTPoEAeuon Toug. AKOAouBnaTE TIG OPBEG £PYOOTNPIOKEG
TIPAKTIKEG KATA TN QUAAEN, TNV £yXUan Kal TNV amréppiyn Twv UAIKWY auTwve,
MPOEIAOMNOIHEZH — To adidio Tou varpiou (NaNs) evdéxetal va avTidpdoel e
OWANVWOoEIG aTTd POAURBDBO A XaAKO Kal v OXNMOTIOE! IOXUPWG EKPNKTIKA adidia
MeTdAAwvV. Katd Tnv améppiyn uypwyv, EETTAUVETE Pe PEYAAEG TTOOOTNTEG vEPOU,
€101 WOoTe va amo@euxBei n cuoowpeuon aldidiwv. To acidio Tou varpiou
evoéxeTal va gival TOGIKO O€ TTEPITITWON KATATTOONG. X€ TTEPITITWON KATATTOONG,
AVAPEPETE APECWGS TO TTEPIOTATIKO OTO BIEUBUVTA TOU £pyacTnpiou ] OTO KEVTPO
eAéyxou dnAnTnpidoewy.

MNa ™ dlac@aAion €yKupwv atmoTEAECHATWY, OKOAOUBAOTE TIG 00NYieg akpIBWG
OTTWG ePgavifovtal o€ autd 1o €vBeTo. Mnv evaAAGOOETE TO CUCTATIKA TOU KIT YE
ouoTaTIKA AAANG TTpoéAeuong TTou Oev €xouv Tov B0 aplBud katahdyou Tng
Immco Diagnostics Inc. Mnv T0 xpnolgotroleite PETA TNV TTOPEAEUCn TG
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nuepounviag Agng.
ZYAAOTH KAI IPOETOIMAZIA AEIFMATOE

Oa mpétrel va xpnaoigotrololvtal pévo deiypyata opol yia autr) Tn diadikaaia.
Agiypata 1TOU €xouv uttooTel peydAou BaBuol aigdAuon, AiTaigika fy dsiypara
MOAuopéva pE MIKPOBIa evOEXETONI va €TTNPEACOUV Tnv amodoon authg Tng
avaAuong kai dev Ba TTPETTEl va xpnaolgoTrolouvTal. Ta deiypata uAdooovTal o€
Bepuokpacieg 2-8°C, emi Ox1 TepIooOTEPO OO pia eBdopdda. Ma @UAagn
peyaAUuTepng Bidpkelag, o opdg Ba TpéTel va katawuxBei atoug -20°C. Na
atro@eUyETal N ETTAVEIANUUEVN KATAWUEN Kal aTTOWuEn Twv SEIYUATWV.
AIAAIKAZIA

MéBodog avaAuong

A. AvdaAuon diahoyng

O1 opoi Twv acBevwv TTOU TTPOKEITAI VA AVTIOPACOUV O€ AVTIKEINEVOPOPOUG HE
utmooTpwpa HEp-2 pévo Ba mpémmel va apaiwvovrtal o€ didAupa avaAuong
oiahoyng 1:40. lMporteivetal opoi agBevwv TToUu TTPOKEITAl VO avTIOPACOUV OF
QVTIKEINEVOPOPOUG HE uTToOTpwHaTa HEp-2/veppol tovTikoU i HEp-2/veppou
oTopdou TTovTIKoU va apaiwvovtal o€ avaloyia 1:10 kai 1:40 yia Tnv avaiuon
OlaAoyng 0 AuTd Ta UTTOOTPWUOTA. X€ TOUEG VEQPPOU TTOVTIKOU KOl OTOUAXOU,
€101k avtidpaon o€ didAupa 1:10 [ peyaAuTtepo TiTAo Bewpeital BeTIKA. e HEp-2
€101k avTidpaaon o€ 1:40 | peyaAuTepo TiTAO Bewpeitarl BETIKN.

1. ApaiwoTte KABe utTopoveTIKG 0pd 1:10 pe amobnkeupévo Diluent TTapexouevo
(op6g 20 ul + 180 pl Diluent) kai/j 1:40 (10 pl opoU + 390 pl apaiwTIKOU).
Mnv apaiwveTe Ta dlaAUpaTa BeTIKOU i apvnTikoU eAéyxou. PUAGETE TOug Un
apaiwpévoug 0polg yia va KaBopioeTe TOUG TITAOUG QvTIOWUATWY, €4V Ol
avaAuoeig diahoyng Bpeboulyv OeTIKEG.

2. A@NOTE TIG BAKEG TTOU TTEPIEXOUV TIG QVTIKEINEVOPOPOUG TOU UTTOOTPWHATOG
emi 10-15 Aemrtd, TTpokeiyévou va @TACOUV Ot Beppokpacia dwuaTiou.
AQaipéOTE TTPOCEKTIKA TIG QVTIKEIMEVOPOPOUG XWPIG va ayyigete 1O
UTTOOTPWHA.

3. ZnUAVETE TIG AVTIKEIUEVOPOPOUG Kal TOTTOBETAOTE TIG O€ £va BAAANO £TTWOONG
TTOU €XETE KOAUWEI PE OTTOPPOPNTIKO XOpTi dlofpeypévo Pe vepd WATE va
ATTOTPEWETE TUXOV aTTOEAPOVOT).

4. AvooTpéWTte TO OTOYOVOUETPO Kal TTIECTE TO €AA@Pd yia va TTpooBéoete 1
atayéva (mepimou 50 pl diaAupaTog apvnTikoU €Aéyxou) aTnv kKuweAida utr'
ap. 1. Me Tov idio TpdTT0, TTpooBéaTe 1 aTaydva dIoAUpaTog BeTIKOU Aéyxou
ANA otnv kuyeAida ut ap. 2. Edv epapudletal, TpooBéate 1 oTaydva
OlaAUpaTog OeTikoU eAéyxou AMA oTtnv kuweAida utr' ap. 3 (1125, 1134)
ATTOQUYETETNV UTTEPTTANPWOT TWV KUWEAIdWV.

5. XpnoiyotoiwvTag pia PIKpoTTITTéTa ) mITTETa Pasteur, mpooBéoTe 1 otayova
amd Tov apaiwpévo opd Tou acBevolg (trepittou 50 pl) oTig utTOAOITTEG
KUWEAIDEG. ATTOQUYETE TNV UTTEPTTARPWOT TWV KUWEAIOWV.

6. TomoBetAoTE TO KOTAKI OTO OAAOPO €TMWOONG KAl ETWACTE  TIG
avTiKeEInEVo@Opoug £1Ti 30 AeTTTd o€ Beppokpacia dwpariou.

7. Agaipéote pia avTikelyevo@oépo amd 10 BdAapo emwaong. KpatioTte Tnv
QAVTIKEIUEVOPOPO aTTO TO AKPO TIOU (PEPEI TO OTOIXEIA KOl EKTTAUVETE ME
mepimmou 10 ml PBS  xpnolgotroiwvtag Mia  TITTETA | €KTTAUVETE TRV
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QAVTIKEINEVOPOPO O€ KUTTEAAO TTou Trepiéxel PBS. Mn xpnoiyoTroisite @IdAn
€KTTAUONG. MeTa@QEPETE TNV QVTIKEIYEVOPOPO apéowg oTo doxeio Coplin kai
ekTTAUveTe €mmi 10 AemrTd. EmmavaAdBete mn diadikacia ye OAEG TIG UTTOAOITTEG
QVTIKEIHEVOPOPOUG.

8. Ag@aipéaTe TIG avTIKeEInEvoQOpoug attd 1o doxeio Coplin. ZTUTTWOTE TNV GKPN
TNG QVTIKEIUEVOPOPOU HE OTTOPPOPNTIKO XOPTI YO VO aQAIPECETE TNV
mepiooeia PBS. TomroBetAOTE TNV avTIKEINEVOPOPO Ot BAAaUO €TTwacng.
AvooTpéwTte aUéCWG TO OTOYOVOUETPO TOU OUCEUKTIKOU QVTIOWHATOG Kal
MESTE TO PAAOKA yia va TTpocBéoete 1 aTayova (trepitmou 50 pl) oe kabe
KuyeAida.

9. EmavaAdBerte Ta Bripata 7 Kai 8 yia KABe avTIKEINEVOPOPO.

10. TotroBeTA0oTE €K VvéOUu TO KATTAKI 0TO BAGAauo emwoong. Emrwdore emi 30
AeTTTd O0€ Bgpuokpaaia dwuaTiou.

11. ApaipéoTe pia avTiKElevopopo atmé To BdAapo emwaong. Kpatiote tnv
QAVTIKEINEVOPOPO OTTO TO GKPO TTOU PEPEI TA OTOIXEIO KAl EUPATITIOTE TNV O€
éva kUmeAdo pe PBS yia va o@aipéoere Tnv TTEPIOCEId  OUZEUKTIKOU
QAVTIOWHATOG. TOTTOBETATTE TIG AVTIKEIUEVOPOPOUG € €va OIOKO Xpwang TTou
mepiExel PBS emi 10 Aemra. Edv xpnoiyotroinBei TpoaipeTikd ouleukTIKO
avTiowya Xwpig emmixpwan (J€iTe Ta TTPOAIPETIKA CUOTATIKA OTNV €vOTNTA
“YAIKG TTOoU TTOpéxovTal”), UTTOPEITE va TTPOCBETETE 2-3 OTAYOVEG ETTIXPWONG
Evans blue otnv T1eAikp ékmAuon. EmavoAdBete yia TG UTTOAOITTEG
avTikelnevo@opoug. THMEIQZH: Tuxdv okaTdAANAn €kTTAucn evoéxeTal va
TTpoKaAéael augnuévo @BopIoud uttoRdBpou.

12. AaIp€oTe pia QVTIKEIMEVOPOPO aTTd TO BiOKO XPWong. ZTUTTWOTE ThV AKPn
TNG QVTIKEIJEVOPOPOU HE OTTOPPOPNTIKO XAPTi yid VO OaQOIPECETE TnV
mepiooeia PBS. TMa  va  omoTpéyere Tuxov amo§npavon Tng
OVTIKEIMEVOPOPOU, TTPOXWPHAOTE AMNECWS OTO EMOHMEVO BAMA, EVOOW N
QVTIKEIHEVOQPOPOG Eival akOun uypn.

13. EQapuooTe Tnv KoAuTTpida, TTpoabétovrag 3 oTtaydveg péoou emMKAAUWNG
OpoIGHOPPA ETTAVW TNG, KAl TOTTOBETAOTE TNV TTAVW OTNV QVTIKEIUEVOPOPO.
ATTOQUYETE TNV £QApPUOYN AOKOTING TTIECNG KAl ATTOTPEWTE TNV TTAEUPIKA TTiECN
NG KaAUTTTPIdAG.

14. ETravaAdBete Ta BApata 12 kai 13 yia KGOe avTIKEIHEVOPSOPO.

15. E€eTdoTe yia €10IKO @OOPIOUS PE PIKPOOKOTTIO PBOPICHOU a¢ peyEBuvan 200x
1 MEYQAUTEPN.

O1 avTikeiyevo@opol Ptropoulv va diaBacTolv PoAig TrpogToipacTolv. QoTo00,

eCaimiag  TNG TTapoucdiag  TTapdyovia  TTpooTaciag  @Bopiopol  OTO  PECO

KaBRAwaong, dev ePPavifeTal GNUAVTIKA ATTWAEIA TNG £VTAONG TNG XPWaong, €av n

avayvwaon koBuoTteprioel €éwg kal 48 wpeg. O1 avTikeuevo@opol Ba TTPETTEl va

QUAGoOOVTAl € OKOTEIVO XWwpo, o€ Bepuokpaaia 2-8°C.

B. Npoodiopiopudg TeAIKoU onpeiou (TITA0S6TNON)

‘Evag opdg 1Tou Ba Bpedei BeTikdg otnv avadAuon dialoyng ptropei va avaAubei
TEPAITEPW, aKOAoUBwWvVTAg Ta Bripata 5 €éwg 13 yia Tov KaBopIoud TOU TiTAOU.
KdaBe oeipd avaluong Ba Trpétrel va TreplAapBavel Ta diaAlpata BeTikoU Kal
apvnTikoU eAéyxou. EkTeAéoTe BIaBOXIKEG DITTAEG ApAIOEIG EEKIVIOVTAG ATTO TNV
avaloyia 1:10. O T1iTAOG €ival TO avTioTpo@o TNG uWnASTEPNG apaiwong TTou

¢dwoe BeTikr) avtidpaon. H katdAAnAn apaiwon avéAuong SloAoyng yia To
14
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uttéoTpwpa (1:10 yia HEp-2/veppd trovTiKou 1) HEp-2/veppd oToudyou TTovTiKoU,
1:40 yia HEp-2 pévo).

MpoeToipacia TwV SIASOXIKWY APAIWOEWV EEKIVWVTAG OTTd TNV avaloyia
1:10

MNa va dnuioupynoeTe dIadOXIKEG APAIWOTEIG TOU deiypaTog evog aabevoug atrd To
1:10 €wg 10 1:320, EexiviioTe aplBuwvTag €§1 ocwAnvdpia améd 10 1 éwg TO 6.
Mtropouv va xpnoipotroinBouv  TTEPIOOOTEPA  CwANvApia  €dv  emBupeiTal
uwnAdTepn TEAIKA apaiwon. NMpocBéoTe 0,9 ml diaAUpaTog apaiwong delyudTwy
o1o owAnvapio 1 kai 0,2 ml ota ocwAnvapia 2 £wg 6. MeTa@épete pe ITTETA
0,1 ml un apaiwpévou opou aTo cwAnvdpio 1 Kal avapigte eTNEAWS. MeTagpépeTe
0,2 ml a6 10 owAnvdpio 1 6To CWANVAPIO 2 Kal avapiTE ETTINEAWG. ZUVEXIOTE
N detagopd 0,2 ml amd 10 éva owANVAPIO OTO €TTOUEVO META OO QvAMIEN,
TTPOKEINEVOU VA ETTITUXETE TIG OPAIWOEIG TTOU ATTEIKOVICOVTOI OTOV TTAPAKATW
TTivaka:

ZwAnvdpio 1 2 3 4 5 6
Opdg 0.1ml
+
IApAIWTIKO
PUBMIOTIKO 0.9ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml
BidAupa
2 2 2 2 =
MeTagopd 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml
TehikA apaiwon  1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320
KATT.
ZwAnvadpio 1 2 3 4 5 6
Opodg 0.1ml
+
IAPQIWTIKO
PUBMIOTIKO 3.9ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml
BidAupa
=2 =2 =2 =2 =
MeTagopd 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml
Tehikn apaiwon  1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280
KATT.

EAEMXOZ NOIOTHTAZ

KdaBe oeipd avaAuong Ba mpémel va trepIAauBavel 1600 10 didAupa BeTikou 60
Kal To SIdAupa apvnTikoU eAéyxou. To diGAupa apvnTikoUu eAéyxou Ba TTpEéTTel va
MNv TTapouciddel €10IKO @BOPIoUS TOU TTUPAVA, TWV ALiwvV YUKWV VWV, Twv
VEQPIKWY OWANVAPIWY ) TWV TOIXWHATIKWY KUTTAPWY TOu GTOpGxOou. To didAupa
BeTikoU eAéyxou AMA Ba Trpémel va Trapoucidlel €vracn @Bopiouol Twv
VEQPIKWVY CWwAnvapiwv 2+ 1 pueyaAutepn. To didAupa BeTikou eAéyxou ANA Ba
TIPETTEl va TTAPoUCIAdel €viacn @BopIcHOU TwWV VEQPIKWY TIUPpAvVWY 2+ 1)
MeYyaAUTEPN, YE KUPIWG OUOIOYEVEG TTPOTUTTO.

Edv dev AaBete Ta avapevoueva atroTeAéopara, Ba TTPETTEl va eTTAVOAGRETE TNV
avéAuon. Edv ouvexiCouv va euy@avifovial OVETTAPKA QTTOTEAéOUOTA ME TO
OloAUpaTta eAEyxou, autd evOEXETAI va OPEiAovTal O€:
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*  BoAepdTnTa. ATTOPPIYTE TO KAI XPNOIMOTTOINOTE éva GAAO SidAupa eAéyxou.

*  TpoBAAuaTa e 10 OTITIKO CUCTNUA TOU MIKPOOKOTTIOU (BopICHoU. g auTd
evdéxetal va ouptrepiAapBdvovTtal: akatdAAnAn euBuypdpupion, TTapéAeuon
NG WPEAIUNG B1dpKeIag CWAG TNG AuXViag, KATT.

* Amoipavon Tng avTIKEINEVOPOPOU KaTd TN dIdpKEIa TN dIadIKaaiag.

EPMHNEIA TQN AMOTEAEZMATQN

Ta amoTteAéopata Twv avoAUoewv Ba TIPETTEI va avOQEPOVTA WG APVNTIKA,
BeTIKA, A, €AV 0 €10IKOG TITAOG TEAIKOU anueiou éxel KOBOPIOTEN, BETIKA PE TOV TiTAO.
2€ UTTOOTPWHOTA VEQPOU TTOVTIKOU Kal VEQPOU OTOUAXOU TTOVTIKOU TTPOTEIVETAI TA
Ociyyota Twv acBevwv TTou ep@avifouv EIBIKEG avTidpdoelg @Bopiguol TTou
oxetiCovral pe Ta avricwpara ANA, AMA, ASMA kai AGPA og didAhupa 1:10 va
avagépovtal wg BeTIKA. Xe utmrdoTpwua HEp-2 trpoteivetal deiyyota aocBevwv
TTOU guPavifouv €1BIKEG avTidpdoelg pBopiopol oe didAupa 1:40 va avagEpovTal
wg BeTIKA. AuTO Ba TTPETTEN VO XPNOIPOTTOIEITAI WG 0ONYOG YIa TV EPUNVEIR TwV
amoteAegpdTwy. Kdbe epyaoTtipio Ba mpémel va kaBopilel TIG OIKEG Tou
(QUOIOANOYIKEG TINEG AOYyw OIaPOpWY OTA CUCTAPATA TWV HIKPOOKOTINONG,
TTPOCWTTIKOU Kal EKTTAIOEUONG.

AlaBdoTe pévo Ta Tedia Ta oTToia eppaviouv EIBIKN XPWOon TwV TTUPAVWY TwV
KUTTAPWY Tou VePPoU Kal Twv KuTtTdpwv HEpP-2 kal 10 TPOTUTTO TTOU
TapatneAonke yia ta ANA, Ta veppikd cwAnvdpia yia Ta AMA, Ta TOIXWHOTA TwV
VEQPIKWV ayyeiwv yia Ta ASMA Kal Ta TOIXWHOTIKA KUTTAPQ TOU OTOUAXOU HOVO
yia Ta AGPA. OAeg o1 GAAeg avTidpdoeig Ba TTPETTEl va ava@EpovTal WG apvNTIKEG
yia ANA, AMA, ASMA kai/ry AGPA.

Ta avricwpata ANA ptropoUv va avixveuBolv o€ OAa Ta UTTOCTPWHATA, AAAG Ba
TIPETTEI VO TTOCOTIKOTTOIOUVTAI VIO TO VEQPO 1 Ta kKUTTapa HEp-2. Z1a TpdTutra
XPWong Tou TTUPHva TTOU TTAPATNPOUVTAl PE TO VEQPPIKO UTTOOTPWHA i PE TA
KUTTapa HEpP-2 tmou trapéxovral, mepIAauBAavovTal TO OUOIOYEVEG, TO TTEPIPEPIKO
(o€ dakTUAIO), TO OTIKTO Kal TO TTPOTUTTO TOU TTUpnviokou. To TTPOTUTTO XPWong
TOU KevTpouepIdiou (TO oTroio TTePIANOUPBAVEl €IKOVEG MITWONG), TTAPATNPEITAI
€UKOAOTEPA oTa KUTTapa HEp-2. Autd Tta mpdTumra Tupnvikig Xpwong
TTEPIYPAPOVTAl TTAPAKATW. EvOExeTal va atroteAolvTal ammd éva TTPOTUTTO i ATTo
ouvduaaoud TTOAAWV BIAPOPETIKWYV TTPOTUTTWYV XpWwong. To TeAeuTaio ogeileTal o€
AVTIOPACEIG UE APKETA, SIOPOPETIKA TTUPNVIKA AVTIYOVA.

Opoloyevég: OAog o Truprivag @Bopilel opoidpopPa Pe Eva dIGXUTO TTPOTUTTO
Xpwong.
Mupnvikég O1 Trupnvikoi Aeké€deg pePPpavwv 0 TGO éviova WG AETITO

HEUBPAVWONG: YPOPUIKO OXEDIO PE TN PEIWHPEVOG €vTiaan AE KIGOPOTOG TOU
TTUPNVOTTAGOUATOG TTPOG TO KEVTPO TOU TTUPAVA.

ZTIKTO: AIoKPITIKEG adpég 1 AeTTTEG OTPOYYUAEG KnAideg @Bopifouv o€
6An TNV éKTAON TOU TTUPHVA.

MNupnviokou:  O1 Trupnviokol xpwuaTifovtal wg TTOAAATIAG OTeped owudTIa
€VTOG TOU TTUpAva. MNetepacuévog apiBuog peydAwy KnAidwv.

KevrpopepiSiou:To avridpwv avtiyévo diaxwpiletal Jadi Je Ta GUUTTUKVWUEVA
XPWHOOWHATA aTa KUTTAPA TTou BpiokovTal o€ hitwan®.
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H €1dIKOTNTO OpIoUEVWY AVTICWUATWY Ta OTToia divouv Ta TTapaTTdvw TTPOTUTIA
XPWong UTTopEi va avayvwplioTei KaAUTepa atmd avaAloElg yia avTIOWUATA KaTd
Tou NDNA kal Kard dla@épwV TTUPNVIKWY avTlyOVWwY TIOU  UTTOpoUV  va
atmogovwBoUv. AuTd evdEXeTal va £XOuv JIOYVWOTIKN agia, OTTwG avagépeTal
oTnV Tivakag 1, o1o TEAOG auToU TOU €VTUTTOU.

Ta AMA ptropouv va trapatnpnBoulv 1600 OTa GTTw 600 Kal OTA £yYUG VEPPIKA
owAnvdapla, HE evIOVOTEPN Tn XPWon oTta Ammw owAnvdpia. MapdAo 10U
XPWHMATICETAI KAl TO KUTTOAPOTTAQCOHA TWV TOIXWHATIKWY KUTTAPWY TOU OTOUAXOU,
Ta AMA Ba TTpETTEl VO TTOCOTIKOTTOIOUVTOI OTO VEQPO.

Mrropei emmiong va TTapatnpnBei xpwaon Tou PUiKoU XITWVa TOU GTOPAXOU KAl TWV
VEQPIKWV OTTEIpapdtwy ye ASMA. aAAd Ba TTpémmel va ava@épovTtal Jovo Ta
ASMA TT0U avEUPIOKOVTAI OTA TOIXWHATA TWV AINOPOPWY AYYEIWV TOU VEQPOU.

21a kutTapa HEp-2, ta kuttapotmmAaopatik@ avTioWwpara TTou PTTopouv va
avixveuBouv TrepIAaufdvouv Ta avTipgitoxovoplakd avtiowpata (AMA) kal Ta
avTiowyata KoTd Twv Agiwv puikwv ivwv (ASMA). Ze éva mpotutro AMA, T0
KUTTOPOTTAQONa eu@avideTal KOKKIWOEG, evy To TTPoTUTTo ASMA epgaviel éva
IVIKO BIKTUO Xpwong o€ 0AGKANPN TNV €KTACT TOU KUTTapoTTAdopaTtog. Kal Ta duo
TPOTUTTa Ba TTPETTEl va avagépovTtal wg apvnTika yia ANA. To AGPA avTidpd
MOVO HE TA TOIXWHATIKE KUTTAPA TOU OTOPAXOU KOl TTPOKAAEI KUTTAPOTTAACHOTIKES
avTidopdaoelg. O apvnTiIkEG avTIOPAOEIS OTO vePPO pE BeTIKEG avTIOPACEIS OTO
OTOPOXO €ival EVOEIKTIKEG TWV AvTICWHATWY AGPA.

NEPIOPIZMOI THX AIAAIKAZIAZ

>€ OpPIoUEVEG TTEPITITWOEIG, 0poi BeTIKOI yia ANA evOEXETAI va EOAVIOCTOUV TTOAU
aoBeveig A apvnTiKoi OTNV apXIKr apaiwaon diaAoyrg (paivouevo TTpolwvng). Ze
TETOIEG AUPIBOAEG TTEPITITWOEIG, O 0POi Ba TTPETTEl va eEeTACOVTAI OE PNEYAAUTEPES
apaiwaoelg, Kai eav Bpebolv BeTIKoI, va KaBopifovtal o1 TITAOI TWV AVTICWUATWY.
2€ OPIOPEVEG TTEPITITWOEIG, N TTapouaia dUOo 1) TTEPICOOTEPWY AVTIOWUATWY OF
évav opo, Ta oToia avTidpouv Pe TO idI0 UTTOOTPWHA, EVOEXETAI VA ETTNPEACEI TNV
avixveuon Toug ue avoao®Bopious. AuTh n €TTiOpacn evOExeTal va TTPOKAAEDEI
eite aduvapia avixveuong ANA eite peiwon Tou TiITAOU €4v TO QVTICWHA TTOU
emdpa £xel peyahutepo TiTAo amd 1o ANA. OAeg o1 avtidpdoeig ANA Ba tpéTel
Va ava@EPovTal.

To ouleukTikO avTiowpa aryég FITC katd Tng avBpwTrivng IgG 1Tou TTapéxeral o€
auTtod TO KIT gival KOTA KUPIo AGyo €18IKO yia TG Bapiég aAuaideg, aAAd epgavilel
KaTmola dpacTIKOTNTA Kal KATA Twv eAa@PIwv aAucidwv. AvTIOpa Kupiwg HE Ta
autoavTiowyata TaENG 1gG, aAAd evdéxetar va OANAemdpd, ot MIKPOTEPO
Babuo, pe Tig eEAa@pIég aAuaideg AWV Tagewy, 6TTwG n IgM.

‘Eva BeTikd amotéAeopa yia avriowpatra ANA dgv Ba mrpétrel, ammd pévo Tou, va
Bewpeital diayvwaoTiko yia ZEA. Ta avricwyaTa gugavi¢ovral Kal o€ aoBeveig Pe
GAAeg TTABAOEIC TOU OUVOETIKOU I0TOU, €vw Oplopéva  @dappaka OTTwG n
Tpokaivauidn kai n udpaladivn evdExeTal va €TAyouV €va OeTIKO aTTOTEAECHA
ANAL EmmAéov, opoi aoBevwv Pe KOKONBEIES Kal AOIUWSEIG VOTOUG eVOEXETAI VO
éxouv BeTIkS atroTéAeapua ANAZO,

O KAIVIKOG 1aTpOG Ba TTpéTmel va e€eTdoel Ta amoTeAéopaTa OAwV TwV BETIKWV
avoAUCEWV EUPECOU avOOoOPOOPICHOU, O€ CUVOUOOMNO HE Ta OTTOTEA(OUATO
GAWV €pYyaoTNPIOKWY €EETACEWY Kal TNV KAIVIKA Katdotaon Tou aoBevoug,
TTPOKEIPEVOU va KaTaAn&el og didyvwaon.

17



EL
ANAMENOMENEZ TIMEZ

Omwg @aivetal aToug Tivakeg 2, 3, 4 kar 6 aTo TEAog autoU Tou eviUTIoU, Ol
avaAloeIig  yia  avTITTupnVvIKA  avTiICWUOTa  XPNOIYOTTolouvTal WG PEB0dOG
avixveuong Tou ZEA Kai opiopévwyv GAAWV avOOOAOYIKWY dlaTapaxwy. Ta
avTiowpatra AMA epgavifovtal o€ T0000TO Gvw Tou 90% TwV TTEPITITWOEWYV
TPWTOTTAB0UG XOAIKNG Kippwaong Kal o1o 3-11% Twv TTEPITITWOEWY XPOVIOG
evepyoU nmratitidag. Ta ASMA epgavidovTal aTnv TTASlown@ia Twv TTEPITITWOEWY
Xpoviag evepyoU nmratitidag, evwy Ta AGPA oxetifovial cuvABwg Pe TNV Kakoron
avalpia Kal TN XPovia aTpo@Ikn yaoTpitida.

XAPAKTHPIZTIKA AMOAOZHZ

To ovoTnua avaAuong auToavtTiowPaTrwy ImmuGlo™ ouykpiBnke pe pia GAAN
avdAuon avriowpudTwy pe péBodo @Bopiopou TTou diaTiBeTal OTO €UTTOPIO, N
otroia xpnoiyotrolei kUTTapa HEp-2 wg uméotpwya. H olykpion trepieAauBave
15 deiypara opol ammd QUOIOAOYIKA ATOUA, KOBWG Kal opoug atrd acBeveig e
dlayvwopévo XEA. utrofu depuaTmikd epubnuaTtwdn AUko, okAnpodeppia A
peuparocidn apbpitida. O1 opoi avaAubnkav cUPewva Pe TN dladikagia Kal TNV
apaiwan dioAoyng TTou TTpoTeiveTal atrd Tov kataokeuaaTrh. Or avaAlaoeig édwaav
OuyKpiolpya atroTeAéopara, Ta oTroia cuvowifovTal TTOPOKATW:

ZUYKpPION KIT TTOU XPNOIMOTToloUV UTTéoTpwHa KUTTdpwv HEpP-2 yia tnv
aAviXVEUOT AVTITTUPNVIKWY AVTICWHATWYV

% BeTIKG

KAivik) katdotaon  ApiBuog Immco™ AAAn

opwv
ZEA 12 100 100
Y1rogug depparikdg 7 85 85
£puBNUATWAdnG AUKOG
(SCLE)
ZkAnpodepuia 6 100 100
Peuparosidig 10 50 30
apBpiTiIda
®duaoioloyikoi 15 0 0
HAPTUPES

To oloTnua avdAuong autoavTiowWPATwy ImmuGlo™ (Touég ve@poU/oTouGXOU
TTOVTIKWY) OUYKPIONKE pe pia GAAN avdAuon avTIOwPdaTwy pe Tn péBodo Tou
@Bopiouou TToU dIaTiIBETOI GTO EUTTOPIO, N OTToIO XPNOIUOTIOIEI WG UTTOCTPWHA
veQpo/oTéuayo TovTikoU. H alykpion trepieAdpBave 20 deiyyata opou BeTIKA yia
ANA, 19 deiypata opoU Betikd yia AMA, 19 dciyuata opou BeTikd yia ASMA,
20 d¢eiypaTta opou Betikd yia AGPA kai 38 deiyuata opolu amd @uoioAoyik&
dropa. O1 opoi egetdomnkav pe apyikr apaiwon 1:10, pye Tn diadikacia TTou
TpoTeiveTal amd  Tov  KataokeuaoTh. O1  avaAloelg édwoav  GUYKPICIUa
ATTOTEAETUATA, TA OTTOI0 GUVOWICOVTAI GTOUG TTIVOKES 7 Kal 8 aTO TEAOG auToU TOU
KEIYEVOU.
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DETECCION DE AUTOANTICUERPOS

VD] PROSPECTO

IREF| 1102 100 analisis
IREF| 1102-48 48 andlisis
IREF| 1102-60 60 analisis
IREF| 1102-120 120 analisis
IREF| 1103 200 anélisis
IREF| 1103-120 120 analisis
IREF| 1103-210 210 analisis
IREF| 1103-240 240 andlisis
IREF| 1103-480 480 andlisis
IREF| 1103-512 512 analisis
IREF| 1103-525 525 analisis
IREF| 1125 ri fi6n del ratén /HEp-2 COMVI | 96 anélisis
IREF| 1134 ri fion del ratén /HEp-2 COMVI Il 96 andlisis

USO PREVISTO

Ensayo de inmunofluorescencia indirecta (IF) para la deteccién y cuantificacion
de anticuerpos antinucleares (ANA) 1102, 1102-48, 1102-60, 1102-120,
1103, 1103-120, 1103-210, 1103-240, 1103-480, 1103-512, 1103-525, 1125,
1134, antimitocondriales (AMA), anti musculo liso (ASMA) 1125, 1134
y anti células parietales gastricas (AGPA) 1134 en suero humano.

RESUMEN Y EXPLICACION

La deteccibn de anticuerpos antinucleares (ANA) mediante
inmunofluorescencia indirecta ayuda en el diagnéstico de enfermedades
del tejido conectivo, entre ellas el lupus eritematoso sistémico (LES),
sindrome de Sjogren, esclerodermia y otras patologias del tejido conectivol®.
Alrededor del 95% de pacientes con LES es ANA positivo, asi como pacientes
con otras enfermedades del tejido conectivo. Pueden obtenerse resultados
positivos para ANA en otras enfermedades tales como hepatitis activa crénica
y cirrosis biliar primaria®-8.

Mas del 90% de los casos de cirrosis biliar primaria resultan positivos a los
anticuerpos antimitocondriales (AMA), ytambién del 3 al 11% de los
pacientes con hepatitis activa crénica, mientras que no aparecen en pacientes
con obstrucciéon biliar extrahepatica y otras enfermedades hepaticas. La
presencia universal de anticuerpos antimitocondriales en la cirrosis biliar primaria
y su virtual ausencia en la ictericia extrahepatica hace que su deteccion sea de
gran valor en la diferenciacién de la para el diagndstico diferencial®12,

Valoraciones altas Titulos elevados (>160) de ASMA (anticuerpos anti
musculatura lisa) se presentan en la mayor parte de los casos de hepatitis
activa cronica; valoraciones medias titulos medios (40-80) en la hepatitis viral
aguda. Ocasionalmente pueden presentarse también en casos de cirrosis biliar
primaria, encontrandose también en titulos intermedios medios. La importancia
de los titulos valoraciones de 20-40 es dudosa dado que puede presentarse en
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individuos normales314,

Los anticuerpos anti células parietales gastricas (AGPA) se asocian
normalmente ala anemia perniciosa y la gastritis crénica atréfica; en efecto,
donde se dan en un 90% y 50% de los casos respectivamente. De todos modos,
no son especificos de la enfermedad, porque pueden presentarse, aunque con
menos frecuencia, en otras enfermedades. La deteccién de anticuerpos anti
células parietales gastricas en individuos sanos podria indicar una gastritis
atréfica asintomatica. La ausencia de anticuerpos anti células parietales
gastricas permite descartar practicamente una anemia perniciosa®>17,

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

En la técnica IF indirecta utilizada en este kit, el suero del paciente se incuba en
diferentes substratos (células HEp-2 6 HEp-2 y secciones de estdmago y rifién
de raton) para el ligado la unién de los anticuerpos. Los anticuerpos que no
hayan reaccionado se eliminan mediante lavado. Los anticuerpos ligados de
clase IgG se detectan incubando el substrato con conjugado de IgG antihumana
marcada con fluoresceina. La reaccién se observa con en un microscopio de
fluorescencia equipado con filtros adecuados. La presencia de ANA, ASMA,
AMA y AGPA es denunciada es revelada por una fluorescencia de color verde
manzana en estructuras histologicas especificas del tejido. Los titulos (el
reciproco de la mayor dilucién que provocé una reaccién positiva) se determinan
analizando las diluciones seriales 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.

Material suministrado

Células HEp-2 1102, 1102-48, 1102-60, 1102-120, 1103, 1103-120, 1103-
210, 1103-240, 1103-480, 1103-512, 1103-525

Células HEp-2 rifi6n de raton COMVI | 1125
HEp-2/estémago y rifidn de raton COMVI Il [REF|1134

Sustrato HEp-2

SORBSLDJ6] 1102-48, 20x 1102-120)

SORB[SLDJ10] Laminas Porta de sustrato HEp-2 con 10 pocillos
(10x 1102, 6x 1102-60, 20x
1103)

SORBJSLD[12] Laminas Porta de sustrato HEp-2 con 12 pocillos
(10x 1103-120, 20x 1103-240, 40x
1103-480)

SORBJSLDJ[16] Laminas Porta de sustrato HEp-2 con 16 pocillos
(32x 1103-512)

SORBJSLD]21] Laminas Porta de sustrato HEp-2 con 21 pocillos

(10x 1103-210, 25x 1103-525)
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Sustrato HEp-2
rifién de ratén

Sustrato HEp-2
rifién y estémago
de raton

1x0.5ml

1x0.5ml

1x0.5ml

5ml

60 ml

Vial

5ml

12 por caja

12 por caja

[CONTROL[*]ANA-HOMO]*

Laminas Porta de sustrato HEp-2/rifién de ratén con

6 pocillos (16x 1125)

Laminas Porta de sustrato HEp-2/ rifién y estbmago
de ratén con 6 pocillos (16x 1134)

Control positivo para ANA. Contiene suero humano.

CONTROL[*JAMAJ*
CONTROL[*

IgG-CONJIFITCIEB|*

[BUF] *

BUF|WASH

[MOUNTING|MEDIUM] *

COVER(SLD

COVER|SLD|LONG

Componentes opcionales

5ml

1mil

IgG-CONJ[FITCIEB] *
EVANS

* Contiene <0,1% NaNs
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(1x [REF] 1102, 1102-48, 1102-60, 1102-120, 1103,
1103-120, 1103-210, 1103-240, 1103-480, 1103-
512, 1125, 1134, 2x 1103-525)

Control positivo para AMA. Contiene suero humano.

([REF] 1125, 1134)

Control negativo. Contiene suero humano. (1x
1102, 1102-48, 1102-60, 1102-120, 1103,
1103-120, 1103-210, 1103-240, 1103-480, 1103-
512, 1125, 1134, 2x 1103-525)

Conjugado de IgG antihumana FITC que contiene
contratincién azul de Evan. Protéjase de la luz. (1x
1102-48, 1102-60, 2x 1102, 1102-120,
1103-120, 1125, 1134, 3x 1103, 1103-210,
1103-240, 6x 1103-480, 1103-512, 1103-525)

Diluyente tamponado. (1x 1102, 1102-48,
1102-60, 1102-120, 1103-120, 1125, 1134, 2x
1103, 1103-210, 1103-240, 1103-480, 1103-
512, 1103-525)

Tampon fosfato salino (PBS). Disolver cada vial en
1L de agua destilada o desionizada. (2x
1102, 1102-48, 1102-60, 1102-120, 1103-120,
1125, 1134, 3x 1103, 1103-210, 1103-240,
1103-480, 1103-512, 1103-525)

Medio de montaje. No congelar. (1x [REF]1102,
1102-48, 1102-60, 1125, 1134, 2x 1102-120,
1103, 1103-120, 1103-210, 3x 1103-240, 4x
1103-480, 1103-512, 1103-525)

Laminillas cubreobjetos. (1x 1102, 1102-48,
1102-60, 2x 1102-120, 1103-120, 1103, 3x
1103-210, 1103-240, 1103-480, 1103-525)
Laminillas cubreobjetos largas. (1x 1125,
1134, 3x 1103-512)

Conjugado de IgG antihumana FITC. Protéjase de
la luz. 2100.

Contratincion azul de Evan. 2510.
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Simbolos empleados en las etiquetas:

Numero de lote
Numero de catalogo

¢ Fecha de caducidad

4 Temperatura de conservacion
A Léanse las instrucciones de uso
Para diagnostico in vitro

wm Fabricante

%/ Numero de analisis

Material necesario no incluido

* Microscopio de fluorescencia

* Micropipetas o pipetas Pasteur

» Pipetas seroldgicas

* Cubeta de tincién (p.ej. cubeta de Coplin)
* Tubos de ensayo pequefios (p.e. 13 x 75 mm) y gradilla para tubos
» Agua destilada o desionizada

* Recipiente de 1 litro

» Frasco lavador

* Toallas de papel

+ Camara de incubacion

ADVERTENCIAS

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

ATENCION: la azida de sodio (NaNs) puede reaccionar con el plomo o cobre de
las tuberias yformar azidas metdlicas altamente explosivas. Después de
dispensar liquidos, se recomienda lavar con abundante agua para prevenir la
formacién de dichas azidas. La azida de sodio puede ser tdxica 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 nimero de catadlogo 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
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prolongada, congele el suero a-20°C. Evite congelar y descongelar
repetidamente las muestras.

PROCEDIMIENTO
Metodologia del andlisis
A. Control

El suero de los pacientes que va a reaccionar en las laminas porta con sustrato
HEp-2 deberia diluirse Gnicamente utilizando dilucion de control al 1:40. Se
recomienda que el suero del paciente que se reacciona en laminas porta con
sustrato HEp-2/rifién de raton o sustrato HEp-2/rifion y estomago de raton, se
diluyan al 1:10 y 1:40 para deteccién en dichos sustratos. En secciones de rifién
y estdbmago de raton, se considera como positiva una reaccién especifica en una
diluciéon de 1:10 o una titulacién mayor. En HEp-2, una reaccion especifica a
1:40 o una titulacion mayor se considera positiva.

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

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

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

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

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

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

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

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

9. Repita los pasos 7 y 8 para cada lamina porta.

10.Coloque la tapa en la cémara de incubacion. Incube 30 minutos
a temperatura ambiente.
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11. Extraiga una lamina un porta de la incubadora del incubador. Sosteniéndola
Sosteniéndolo por un extremo, sumérjala sumérjalo en un recipiente con PBS
para eliminar el exceso de conjugado. Ponga las laminas los portas en una
cubeta de coloracion llena de PBS durante 10 minutos. Si decide emplear
conjugado sin contrastante contraste (véase Componentes opcionales en el
apartado Materiales suministrados) puede afiadir 2-3 gotas de contrastante
contraste azul de Evans al lavado final. Repita el procedimiento en las
laminas los portas restantes. NOTA: un lavado inadecuado podria producir
fluorescencia de fondo.

12. Retire una lamina un porta de la cubeta de coloracién. Seque el borde con
una toalla de papel para eliminar el exceso de PBS. Para evitar que la
lamina el porta se seque, pase de inmediato a la fase sucesiva mientras
la lamina el porta todavia estd himeda humedo.

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

14. Repita los pasos 12 y 13 para cada lamina porta.

15. Examine la fluorescencia especifica con microscopio de fluorescencia con
aumento de 200x 0 mas.

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

B. Determinacién de punto final (titulacion)

Un suero que resulte positivo en la fase de control puede ser analizado
nuevamente siguiendo los pasos de 5 a 13 para determinar la dilucion de control
adecuada para el sustrato. (1:10 para HEp-2/rifion de raton o HEp-2/rifion y
estobmago de ratén, 1:40 para HEp-2 Gnicamente). 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 dilucién que provoca una reaccién
positiva es la titulacion.

Preparacién de diluciones en serie a partir de 1:10

Para crear diluciones en serie de la muestra de un paciente desde 1:10 hasta
1:320, comience numerando seis tubos del 1 al 6. Pueden ser necesarios més
tubos si se desea una dilucion final mas grande. Ponga 0,9 ml de Diluyente
de muestras en el nimero 1 y 0,2 ml en los tubos de 2 a 6. Pipetee 0,1 ml de
suero sin diluir en el tubo 1 y mezcle bien. Transfiera 0,2 ml del tubo 1 al tubo 2
y mezcle bien. Siga transfiriendo 0,2 ml de un tubo al siguiente después de
mezclar hasta producir las diluciones indicadas en la siguiente tabla:
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Tubos 1 2 3 4 5 6
Suero 0.1ml
+
Diluyente 0.9ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml
tamponado
2 2 2 2 2
Transferir 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml
Dilucion final 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320
etc.
Tubos 1 2 3 4 5 6
Suero 0.1ml
+
Diluyente 3.9ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml
tamponado
2 2 2 2 2
Transferir 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml
Dilucion final 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280
etc.

CONTROL DE CALIDAD

En cada ciclo de andlisis se deben incluir un control positivo y un control
negativo. El control negativo no debe evidenciar una fluorescencia especifica del
nacleo, musculatura lisa, tabulos del rifion o células parietales gastricas. El
control positivo AMA debe tener una intensidad de coloraciéon de los tubulos
del rifién equivalente a 2+ o superior. El control positivo ANA debe tener una
intensidad de coloraciéon del nucleo del rifion de 2+ o superior con un patron
homogéneo predominante.

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

» Turbidez. Descarte el control y utilice otro.

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

* Lalamina El porta se seco durante el proceso.
INTERPRETACION DE RESULTADOS

Los resultados deben considerarse como negativo, positivo, o si se ha
determinado titulacién de punto final, positivo con titulacién. En sustratos de
rifidn de ratén y sustratos de rifidbn y estdmago de raton, se recomienda
considerar como positivas aquellas muestras de pacientes que muestren
reacciones fluorescentes especificas asociadas con ANA, AMA, ASMA y AGPA
a una dilucién de 1/10. En sustratos HEp-2 se recomienda considerar como
positivas aquellas muestras de pacientes que muestren reacciones fluorescentes
especificas a una dilucion de 1/40. Esto servira de guia para la interpretacion de
los resultados. Cada laboratorio debe determinar sus propios valores normales
para tener en cuenta las diferencias debidas a los sistemas de microscopios,
personal y formacion.
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Lea Unicamente los campos que contienen coloracion especifica del nacleo de
las células del rifion y de las células HEp-2 y el patrén observado para ANA, los
tubulos de rifién para AMA, las paredes de los vasos sanguineos del rifién para
ASMA vy las células parietales gastricas Unicamente para AGPA. Toda otra
reaccion debe considerarse negativa para ANA, AMA, ASMA o AGPA.

Los ANA pueden detectarse en todos los substratos, aunque debe cuantificarse
en el rifion o las células HEp-2. Los patrones de tincion nuclear que se observan
con el substrato de rifién o con las células HEp-2 incluyen homogénea, periférica
(margen), moteada y nucleolar. El patréon de tincion de los centromeros
(incluyendo las figuras mitéticas) se presenta mas facilmente en las células
HEp-2. Estos patrones de tincion nuclear se describen mas abajo. Puede ser
uno solo o bien una combinacién de varios patrones de tincién causada por
reacciones ante muchos antigenos nucleares diferentes.

Homogénea: Todo el nucleo adquiere fluorescencia homogénea con
patron de tincién difusa.

Membranoso La membrana nuclear mancha lo mas intenso posible como

Nuclear: patrébn muy bien linear con la intensidad de coloracion de
disminucion del nucleoplasma hacia el centro del nacleo.
Moteada: Manchas discretas, de pequefias agrandes, adquieren

fluorescencia en todo el nacleo.

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

Centromeros:Motas grandes en cantidad limitada. Los antigenos reactivos se
separan con cromosomas condensados en células sometidas
a mitosis®.

La especificidad de algunos de los anticuerpos que producen los patrones de
tincion arriba indicados podra determinarse mediante ensayos de anticuerpos de
nADN vy varios antigenos nucleares extraibles; dichos analisis pueden tener
importancia diagnéstica, tal como se indica en la Tabla1l al final de este
documento.

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

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

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

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

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

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

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

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

VALORES ESPERADOS

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

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

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

de anticuerpos antinucleares

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

El sistema de deteccién de autoanticuerpos ImmuGlo™ (secciones de rifion
y estomago de ratdn) se compar6 con otro ensayo de anticuerpos fluorescente
disponible en comercio utilizando rifibn y estbmago de ratdbn como substrato.
Para la comparacién se utilizaron 20 muestras de suero positivo a ANA,
19 muestras de suero positivo a AMA, 19 muestras de suero positivo a ASMA,
20 muestras de suero positivo a AGPA y 38 muestras de suero de pacientes
sanos. El suero se analizd6 a partir de una dilucion de 1:10 siguiendo el
procedimiento indicado por el fabricante. Los resultados obtenidos se resumen
en las tablas 7 y 8 al final de este documento.
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TESTSYSTEM FUR AUTOANTIKORPER

VD] BEIPACKTEXT
IREF| 1102 100 Bestimmungen
IREF| 1102-48 48 Bestimmungen
IREF| 1102-60 60 Bestimmungen
IREF| 1102-120 120 Bestimmungen
REF| 1103 200 Bestimmungen
IREF| 1103-120 120 Bestimmungen
IREF| 1103-210 210 Bestimmungen
IREF| 1103-240 240 Bestimmungen
IREF| 1103-480 480 Bestimmungen
IREF| 1103-512 512 Bestimmungen
IREF| 1103-525 525 Bestimmungen
IREF| 1125 Maus niere HEp-2 COMVI | 96 Bestimmungen
|REF| 1134 Maus niere magen HEp-2 COMVI | 96 Bestimmungen
VERWENDUNGSZWECK

Indirekter Immunfluoreszenz-Antikorpertest (IF) fir den Nachweis und die
quantitative Bestimmung von antinuklearen Antikérpern (ANA) 1102, 1102-
48, 1102-60, 1102-120, 1103, 1103-120, 1103-210, 1103-240, 1103-480, 1103-
512, 1103-525, 1125, 1134, antimitochondrialen Antikdrpern (AMA),
AntikrperngegenglatteMuskulatur(ASMA) 1125, 1134 und Antikérpern
gegen Magenparietalzellen (AGPA) 1134 in Human serum.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Durch indirekte Immunfluoreszenz nachgewiesene antinukleare Antikdrper
(ANA) helfen bei der Diagnose von Bindegewebskrankheiten, zu denen
systemischer Lupus erythematodes (SLE), Mischkollagenose, Sjogren-Syndrom
und Sklerodermie zahlen'5. ANAtreten bei etwa 95% von SLE-Patienten sowie
bei Patienten mit anderen Bindegewebserkrankungen auf. ANA kénnen auch bei
anderen Krankheiten auftreten, z.B. bei chronischer aktiver Hepatitis und
primarer biliarer Zirrhose®2.

Antimitochondriale Antikérper (AMA) treten in Uber 90% der Falle von
priméarer biliarer Zirrhose und bei 3-11% der Patienten mit chronischer aktiver
Hepatitis auf; bei Patienten mit extrahepatischer Gallengangsobstruktion und
anderen Lebererkrankungen sind sie nicht vorhanden. Aufgrund des
durchgéangigen Vorhandenseins von antimitochondrialen Antikbrpern bei priméarer
biliarer Zirrhose und ihres faktischen Nichtvorhandenseins bei extrahepatischem
Ikterus ist inr Nachweis von erheblichem Wert fur die Differenzialdiagnose®12.

Antikdrper gegen glatte Muskulatur (ASMA) treten in den meisten Fallen von
chronischer aktiver Hepatitis mit einem hohem Titer (>160) und bei akuter viraler
Hepatitis mit einem mittleren Titer (40-80) auf. Sie kénnen gelegentlich in Féllen
von primérer bilidrer Zirrhose auftreten, wo sie ebenfalls mit mittleren Titern
vorkommen. Die Bedeutung von Titern zwischen 20 und 40 ist zweifelhaft, da
diese Titer auch bei normalen Personen auftreten kénnen'314,
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Antikdrper gegen Magenparietalzellen (AGPA) werden haufig mit pernizidser
Anéamie und chronischer atrophischer Gastritis in Verbindung gebracht, bei
denen sie in 90% bzw. 50% aller Falle auftreten. Sie sind jedoch nicht
krankheitsspezifisch, da sie mit geringer Haufigkeit bei anderen Krankheiten
auftreten konnen. Obwohl bei gesunden Personen Antikdrper gegen
Magenparietalzellen vorhanden sein kénnen, kann ein solcher Befund eine
asymptomatische atrophische Gastritis anzeigen. Ein negativer Befund fir
Antikdrper gegen Magenparietalzellen liefert einen starken Anhaltspunkt fir den
Ausschluss von perniziéser Anamie!>17,

TESTPRINZIP

Bei der in diesem Kit verwendeten indirekten Immunfluoreszenzmethode werden
Patientenseren auf verschiedenen Substraten (HEp-2-Zellen oder HEp-2-Zellen
und Schnitte von Mausenieren/-magen) inkubiert, um die Bindung der Antikérper
zu ermdglichen. Nicht gebundene Antikorper werden durch Spilen entfernt.
Gebundene Antikdrper der Klasse 1gG werden durch Inkubieren des Substrats
mit  Fluorescein-markiertem Anti-human-lgG-Konjugat nachgewiesen. Die
Reaktionen werden unter einem Fluoreszenzmikroskop mit den entsprechenden
Filtern beobachtet. Das Vorliegen von ANA, ASMA, AMA und AGPA wird durch
eine apfelgrine Fluoreszenz von spezifischen histologischen Strukturen im
Gewebe angezeigt. Die Titer (der Kehrwert der hochsten Verdiinnung, die zu
einer positiven Reaktion fuhrt) werden anschlielend durch das Testen von
Verdinnungsreihen bestimmt?,

PRODUKTINFORMATION Lagerung und Zubereitung

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

Mitgelieferte Materialien

HEp-2-Zellen 1102, 1102-48, 1102-60, 1102-120, 1103, 1103-120, 1103-
210, 1103-240, 1103-480, 1103-512, 1103-525

HEp-2-Mausniere/COMVI | 1125
HEp-2/Mausniere/-magen/COMVI || 1134

HEp-2 Substrat [SORBJSLD[6] 6 HEp-2 Substrat-Objekttrager (8 x 1102-
48, 20x 1102-120)
SORB 10 HEp-2 Substrat-Objekttrager (10x

1102, 6x 1102-60, 20x 1103)

12 HEp-2 Substrate-Objekttrager (10x
1103-120, 20x
[REF]1103-240, 40x [REF]|1103-480)

16 HEp-2 Substrat-Objekttrager (32x
[REF]1103-512)

21 HEp-2 Substrat-Objekttrager (10x

1103-512, 25x
[REF]1103-525) HEp-2 Mausnieren-magen
Substrat

SORBISLDJ6] 6 HEp-2/Mausnieren/-magen Substrat (16x
1125)

HEp-2 Mausniere/-magen Substrat
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SORB[SLD[6]

1x 0.5 ml [CONTROL[*JANA-HOMOJ*

1x 0.5 ml CONTROL *
1x 0.5 ml CONTROL[ *

5ml IgG-CONJ[FITCIEB] *
60 ml BUF] *

Flaschchen [BUF]WASH

5ml [MOUNTING|MEDIUM] *

12 Pro Box COVER[SLD]

12 Pro Box COVERJ[SLD]LONG

Optionale Komponenten

6 HEp-2/Mausnieren/-magen Substrat (16x
1134)

ANA positives Kontrollserum. Enthalt
Humanserum. (1x 1102, 1102-48, 1102-
60, 1102-120, 1103, 1103-120, 1103-210, 1103-
240, 1103-480, 1103-512, 1125, 1134, 2x
1103-525)

AMA positives Kontrollserum. Enthélt
Humanserum. ([REF] 1125, 1134)

Negatives Kontrollserum. Enthalt Humanserum.
(1x 1102, 1102-48, 1102-60, 1102-120,
1103, 1103-120, 1103-210, 1103-240, 1103-
480, 1103-512, 1125, 1134, 2x 1103-525)
Anti-human IgG FITC Konjugat enthdlt Evans-
Blau Gegenféarbung. Vor Licht schitzen. (1x
1102-48, 1102 60, 2x 1102, 1102-
120, 1103-120, 1125, 1134, 3x 1103,
1103-210, 1103-240, 6x 1103-480, 1103-
512, 1103-525)

Gepufferte Verdiinnungsmittel. (1x 1102,
1102-48, 1102-60, 1102-120, 1103-120, 1125,
1134, 2x 1103, 1103-210, 1103-240,
1103-480, 1103-512, 1103-525)
Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS).
Jedes Flaschchen mit 1 L destilliertem oder de-
ionisiertem Wasser auflosen. (2x [REF] 1102,
1102-48, 1102-60, 1102-120, 1103-120, 1125,
1134, 3x 1103, 1103-210, 1103-240,
1103-480, 1103-512, 1103-525)

Eindeckmittel. Nicht einfrieren. (1x [REF]|1102,
1102-48, 1102-60, 1125, 1134, 2x 1102-
120, 1103, 1103-120, 1103-210, 3x 1103-
240, 4x 1103-480, 1103-512, 1103-525)
Deckglaschen. (1x 1102, 1102-48, 1102-
60, 2x 1102-120, 1103-120, 1103, 3x
1103-210, 1103-240, 1103-480, 1103-
525)

Lange Deckglaschen. (1x 1125, 1134, 3x

1103-512)

5ml IgG-CONJ[FITCIEB]*  Anti-human IgG FITC Konjugat. Vor Licht schiitzen.
2100.
1ml EVANS Evans-Blau-Gegenfarbung.[REF] 2510.

*Enthalt <0,1% NaNs
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Auf den Etiketten verwendete Symbole:

Chargennummer
Bestellnummer

& Verwendbar bis

4 Lagerungstemperatur

A Gebrauchsanleitung lesen
In-vitro-Diagnostikum

w Hersteller

7 Anzahl an Tests

Bendtigte, nicht mitgelieferte Materialien
*  Fluoreszenzmikroskop

« Mikropipette oder Pasteurpipette

» Serologische Pipetten

* Farbekasten (z.B. Coplin-Farbetrog)

+ Kleine Testrohrchen (z.B. 13 x 75 mm) und Testrohrchenhalter
» Destilliertes oder entionisiertes Wasser
« 1-Liter-Behalter

*  Waschflasche

» Papiertiicher

* Inkubationskammer

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 fur negativ befunden. Alle menschlichen Serumproben und
Produkte menschlichen Ursprungs sollten unabhéangig 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 (NaNs) kann mit Blei- und Kupferrohren reagieren und
dabei hochexplosive Metallazide bilden. Spulen Sie bei der Entsorgung von
Flussigkeiten mit reichlich Wasser nach, um eine Anh&aufung 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 glltige 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

Fur dieses Verfahren sollten nur Serumproben verwendet werden. Stark
hamolysierte, lipamische oder mikrobiell verunreinigte Proben kdnnen die

Leistung des Tests beeinflussen und sollten nicht verwendet werden. Lagern Sie
32



DE

die Proben hochstens 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. Patientenseren, die auf Objekttragern mit Hep-2 Substrat reagieren sollen,
sollten mit einer 1:40 Screeninglésung verdiinnt werden. Es wird empfohlen,
dass Patientenseren, die mit Hep-2/Mausnieren oder Hep-2Mausnieren/-
magen Substraten reagieren sollen, sollten 1:10 und 1:40 fiir Screening an
diesen  Substraten  verdinnt  werden. Bei  Mausnieren  und
Mausmagenabschnitten wird eine spezifische Reaktion bei 1:10 Verdiinnung
oder groBerem Titer als positiv angesehen. Verdiinnen Sie jedes
Patientenserum 1:10 (20 pl Serum + 180 pl Verduinner) und/oder 1:40 (10 pl
Serum + 390 pyl Verdinner). Verdinnen Sie nicht die positiven und
negativen Kontrollseren. Bewahren Sie die unverdiunnten Seren auf, um die
Antikorpertiter 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 beruhren.

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 pl) negatives Kontrollserum in Vertiefung 1 zu geben.
Geben Sie auf gleiche Art 1 Tropfen ANA-positives Kontrollserum in
Vertiefung 2. Falls erforderlich, geben Sie 1 Tropfen AMA-positives
Kontrollserum in Vertiefung 3 (1125, 1134). Vermeiden Sie das Uberfiillen
der Vertiefungen.

5. Verwenden Sie einen Mikropipette oder Pasteurpipette, um jeweils 1
Tropfen (etwa 50 pl) des verdinnten Patientenserums in die UGbrigen
Vertiefungen zu geben. Vermeiden Sie das Uberfillen 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 mit etwa 10 ml PBS ab, oder spiilen Sie den Objekttrager in
einem mit PBS gefllliten Becher. Verwenden Sie keine Waschflasche.
Geben Sie den Objekitréager 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 Objektitragers mit einem Papiertuch, um Uberschiissiges 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 fiirjeden Objekttrager.

10. VerschlieRen Sie die Inkubationskammerwieder. 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 Uberschiissige Konjugat zu entfernen. Belassen
Sie den/die Objekttrager 10 Minuten lang in einem mit PBS gefillten
Farbekasten. Falls das optionale Konjugat ohne Gegenfarbung verwendet
wird (siehe ,Optionale Bestandteile® im Abschnitt ,Mitgelieferte Materialien®),
kénnen Sie der letzten Spilung 2-3 Tropfen Evans-Blau-Gegenfarbung
hinzufiigen. Wiederholen Sie den Vorgang mit den Ubrigen Objekttragern.
ANMERKUNG: Unsachgemafles Waschen kann zu  erhohter
Hintergrundfluoreszenz fihren.

12. Entfernen Sie einen Objekttrager 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, wahrend der
Objekttrager noch nass ist, um dessen Austrocknen zu verhindern.

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

14. Wiederholen Sie Schritte 12 und 13 firjeden Objekttrager.

15. Untersuchen Sie die Objekttrager auf eine spezifische Fluoreszenz hin unter
einem Fluoreszenzmikroskop bei mindestens 200-facher Vergré3erung.

Die Objekttrager kénnen sofort nach ihrer Vorbereitung abgelesen werden. Da
das Eindeckmittel jedoch ein Mittel gegen das Verbleichen enthélt, tritt kein
signifikanter Verlust der Farbintensitat ein, wenn das Ablesen um bis zu
48 Stunden verzogert 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 fur die richtige Screeninglésung fiir das Substrat
(1:10 fur Hep-2/Mausnieren oder Hep-2/Mausnieren/-magen, 1:40 fir Hep-2
alleine) zu bestimmen. Bei jedem Testlauf sollten die positiven und negativen
Kontrollseren mitverwendet werden. Stellen Sie beginnend mit 1:10. Der
Kehrwert der héchsten Verdiinnung, die eine positive Reaktion hervorruft,
entspricht dem Titer.

Vorbereitung der Verdinnungsreihen, mit 1:10 beginnend

Um Serienverdiinnungen eines Patientenmusters von 1:10 bis 1:320
herzustellen, beginnen Sie mit der Nummerierung von sechs Réhrchen von 1 bis
6. Mehr Rohrchen kénnen benutzt werden, falls eine héhere Endldsung
gewuinscht wird. Geben Sie 0,9 ml Probenverdiinner in Réhrchen 1 und je 0,2 ml
in Réhrchen 2 bis 6. Pipettieren Sie 0,1 ml unverdinntes Serum in Réhrchen 1
und mischen Sie grindlich. Ubertragen Sie 0,2 ml von Réhrchen 1 in Réhrchen 2
und mischen Sie griindlich. Ubertragen Sie nach dem Mischen weiterhin jeweils
0,2ml von einem Rohrchen ins nachste, um die in der nachfolgenden
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Tabelle angezeigten Verdiinnungen zu erhalten:

Rohrchen 1 2 3 4 5 6
Serum 0.1ml
+
cepufferier — ogmi o2m  o2ml oz2ml  02ml 0.2 ml
2 2 2 2 2
Ubertragung 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2 ml 0.2ml
Endverdinnung 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 usw.
Rohrchen 1 2 3 4 5 6
Serum 0.1ml
+
cepufferter  zomi o2ml o2m  o2ml  o2m 0.2 ml
= = = = =
Ubertragung 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml
Endverdinnung 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280
usw.

QUALITATS KONTROLLE

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

« Tribung. Verwerfen Sie das Kontrollserum und verwenden Sie ein anderes.

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

+ Der Objekttrager ist wahrend des Verfahrens ausgetrocknet.

AUSLEGUNG DER ERGEBNISSE

Ergebnisse sollten als negative, positive oder, sollte ein Endpunkt Titer
festgestellt worden sein, als positiv mit Titer angegeben werden. Bei Mausnieren-
und Mausmagen Substraten wird empfohlen, dass Patientenmuster, die
spezifische Fluoreszenzreaktionen mit ANA, AMA, ASMA und AGPA bei einer
Verdiinnung von 1:10 aufzeigen, als positive angegeben werden. Fur HEp-2
Substrate wird empfohlen, dass Patientenmuster, die Fluoreszenzreaktionen bei
einer Verdiinnung von 1:40 anzeigen, als positive angegeben werden. Das sollte
als Richtlinie bei der Auslegung von Ergebnissen dienen. Jedes Labor muss
seine eigenen Standardwerte bestimmen, um Unterschieden in mikroskopischen
Anlagen, Personal und Schulung gerecht zu werden.
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Lesen Sie nur Felder ab, die eine spezifische Farbung der Nierennuklei und der
HEP-2-Zellen sowie das fur ANA beobachtete Muster, eine spezifische Farbung
der Nierentubuli fir AMA, der NierenblutgefaBe fir ASMA und der
Magenparietalzellen fir AGPA enthalten. Alle anderen Reaktionen sollten als
negativ fir ANA, AMA, ASMA und/ oder AGPA gemeldet werden.

ANA konnen auf allen Substraten nachgewiesen werden, sollten jedoch auf den
Nieren oder HEP-2-Zellen quantifiziert werden. Zu den mit dem gelieferten
Nierensubstrat oder den HEP-2-Zellen zu beobachtenden nukleéren
Farbemustern zahlen homogene, periphere (am Rand liegende), gefleckte und
nukleolare Muster. Das Centromerfarbemuster (einschliellich mitotischer
Figuren) ist auf HEP-2-Zellen am leichtesten zu sehen. Diese nukleéren
Farbemustersind unten beschrieben. Sie kénnen aus einem
odereinerVerbindung mehrerer Farbemuster bestehen. Letztere sind auf
Reaktionen gegen mehrere verschiedene nukledre Antigene zurtickzufiihren.

Homogen: Der gesamte Nukleus fluoresziert gleichmafRig mit einem
diffusen Farbemuster.

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

Gefleckt Separate, grobe bis feine runde Flecken im gesamten
(speckled): Nukleus.
Nukleolar: Die Nukleoli werden innerhalb des Nukleus als mehrere feste

Korper gefarbt.

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

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

AMA kdnnen sowohl an den distalen als auch an den proximalen Nierentubuli
beobachtet werden, wobei die Farbung an den distalen Tubuli leuchtender ist.

Obwohl auch das Zytoplasma der Magenparietalzellen gefarbt wird, sollten AMA
auf Nierenschnitten quantifiziert werden.

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

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

EINSCHRANKUNGEN DES VERFAHRENS

In einigen Fallen kénnen ANA-positive Seren bei der ersten Suchtestverdiinnung
entweder sehr schwach oder negativ sein (Prozonenphdnomen). In solchen
Zweifelsfallen sollten die Seren mit einer htheren Verdinnung getestet werden,
und im Fall eines positiven Ergebnisses sollte der Antikorpertiter bestimmt
werden.

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

Das in diesem Kit enthaltene Anti-human-lgG-FITC-Konjugat aus derZiege ist
hauptsachlich schwerkettenspezifisch. weist aber auch etwas Leichtkettenaktivitét
auf. Es reagiert Uberwiegend mit Autoantikérpern der Klasse 1gG, kann jedoch in
geringerem Umfang mit den Leichtketten anderer Klassen, z.B. IgM, reagieren.

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

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

ERWARTETE WERTE

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

LEISTUNGSMERKMALE

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

Vergleich von Kits mit HEp-2-Zellen als Substrat fir den Nachweis von
antinukledren Antikérpern

% Positiv
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Klinische Krankheit Anzahl der Immco™ Anderer
Seren

SLE 12 100 100

Subakuter kutaner LE 7 85 85

(SCLE)

Sklerodermie 6 100 100

Rheumatoide Arthritis 10 50 30

Normale Kontrollseren 15 0 0

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

VD] ENCART DU PRODUIT

IREF| 1102 100 mesures
IREF| 1102-48 48 Mesures
IREF| 1102-60 60 Mesures
IREF| 1102-120 120 Mesures
IREF| 1103 200 Mesures
IREF| 1103-120 120 Mesures
IREF| 1103-120 210 Mesures
IREF| 1103-240 240 Mesures
IREF| 1103-480 480 Mesures
IREF| 1103-512 512 Mesures
IREF| 1103-525 525 Mesures
IREF| 1125 Rein de souris HEp-2 COMVI | 96 Mesures
[REF| 1134 Rein estomac de souris HEp-2 COMVI Il 96 Mesures

Test par immunofluorescence indirecte (IF) pour la recherche et la détermination
quantitative des anticorps antinucléaires (ANA) 1102, 1102-48, 1102-60,
1102-120, 1103, 1103-120, 1103-210, 1103-240, 1103-480, 1103-512, 1103-525,
1125, 1134, anticorps anti-mitochondries (AMA), anticorps anti-muscle lisse
(ASMA) 1125, 1134 et anticorps anti-cellule pariétale gastrique (AGPA)
1134 dans le sérum humain.

GENERALITES

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

Les Anticorps anti-mitochondriaux (AMA) se retrouvent dans plus de 90% de
cas de cirrhoses biliaires primaires, chez 3 a4 11% des patients ayant une
hépatite active chronique et sont absents chez les patients présentant une
obstruction biliaire extra-hépatique et dans d'autres affections du foie. La
présence des AMA dans tous les cas de PBC et leur absence dans l'ictére extra-
hépatique les rend utiles pour la différenciation diagnostique de ces maladies®2.

Les Anticorps anti-muscle lisse (ASMA) se retrouvent en titre élevé (> 160)
dans la majorité de cas d'hépatite active chronique et en titre intermédiaire (40-
80) dans I'népatite virale aigué. De temps en temps ils peuvent se retrouver dans
les cas de PBC ou ils sont également trouvés dans des titres intermédiaires. La
signification des titres de 20-40 est douteuse puisque ces valeurs peuvent se
retrouver chez les individus normaux*3-14,
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Les Anticorps anti-cellule pariétale gastriqgue (AGPA) sont généralement
associés a l'anémie pernicieuse et a la gastrite atrophique chronique ou ils se
retrouvent respectivement dans environ 90% et 50% des cas. Cependant, ils ne
sont spécifiques a ces maladies car ils peuvent se retrouver en faible fréquence
dans d'autres maladies. Bien que certains individus en bonne santé puissent
avoir des AGPA, leur présence peut refléter la gastrite atrophique
asymptomatique. Les résultats négatifs pour les AGPA permettent d'exclure la
présence d'anémie pernicieuse!>7.

PRINCIPE DE LA METHODE

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

INFORMATION PRODUIT
Conservation et préparation des réactifs

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

Matériel fourni

cellules HEp-2 1102, 1102-48, 1102-60, 1102-120, 1103, 1103-120, 1103-
210, 1103-240, 1103-480, 1103-512, 1103-525

HEp-2/Rein de souris COMVI | 1125
HEp-2/Rein- estomac de souris COMVI II 1134

substrat HEp-2 [SORBISLD]6] Lame HEp-2 6 puits (8 x 1102-48, 20x

[REF]1102-120)

SORB Lame HEp-2 10 puits (10x [REF]1102, 6x
1102-60, 20x [REF]1103)

SORBISLD[12] Lame HEp-2 12 puits (101103-120,
20x [REF]1103-240, 40x [REF]1103-480)

SORB|SLD|16 Lame HEp-2 16 puits (32x |REF|1103-512)

SORB|SLDJ|21 Lame HEp-2 21 puits (10x [REF|1103-210,

25x [REF]1103-525)
HEp-2/substrat

de rein de souris SORBISLDI6] Lame HEp-2/rein de souris 6 puits (16x
1125)

HEp-2/substrat de

rein-estomac de souris [SORB[SLD[6] Lame HEp-2/rein-estomac de souris 6 puits
(16x 1134)

1x 0.5 ml [CONTROLJ+JANA-HOMOJ* Controle positif ANA avec sérum humain.

(1x [REF| 1102, 1102-48, 1102-60, 1102-
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120, 1103, 1103-120, 1103-210, 1103-240,
1103-480, 1103-512, 1125, 1134, 2x
1103-525)

Controle positif AMA avec sérum humain.

([REF] 1125, 1134)

Contrdle négatif avec sérum humain. (1x
1102, 1102-48, 1102-60, 1102-120,
1103, 1103-120, 1103-210, 1103-240, 1103-
480, 1103-512, 1125, 1134, 2x 1103-

Conjugué FITC anti-lgG humaines avec
contre-coloration bleu d’Evans. Maintenir a
I'abri de la lumiére. (1x 1102-48,
1102-60, 2x 1102, 1102-120, 1103-
120, 1125, 1134, 3x 1103, 1103-210,
1103-240, 6x 1103-480, 1103-512,

Diluant tamponné. (1x 1102, 1102-48,
1102-60, 1102-120, 1103-120, 1125, 1134,
2x 1103, 1103-210, 1103-240, 1103-
480, 1103-512, 1103-525)

Tampon phosphate salin (PBS). Dissoudre
chaque flacon dans 1 litre d’eau distillée ou
déionisée. (2x 1102, 1102-48, 1102-
60, 1102-120, 1103-120, 1125, 1134, 3x
[REF] 1103, 1103-210, 1103-240, 1103-480,
1103-512, 1103-525)

Milieu de montage. Ne pas congeler. (1x

REF[1102, 1102-48, 1102-60, 1125, 1134,
1102-120, 1103, 1103-210, 3x
1103-240, 4x 1103-480, 1103-
512, 1103-525)

Lamelles couvre-lames. (1x 1102,
1102-48, 1102-60, 2x 1102-120,
1103-120, 1103, 1103-120, 3x 1103-
210, 1103-240, 1103-480, 1103-525)

1x 0.5 ml CONTROL|+|/AMAJ*
1x 0.5 ml CONTROL[-]*

525)
5ml IgG-CONJJFITCIEBJ*

1103-525)
60 ml BUF[*
Flacon BUF|WASH
5ml [MOUNTING|MEDIUM[*

2x
12 par boite COVER|SLD
12 par boite COVERISLD|LONG

Composants en option

5ml IgG-CONJ[FITC[EB]*
1ml EVANS

*Contient <0,1% NaN3

Symboles utilisés sur les étiquettes :
Numéro de lot
Numeéro de référence catalogue

¢ A utiliser avant

4 Température de conservation

A Lire les instructions d'utilisation

a1

Longues lamelles couvre-lames. (1x
1125, 1134, 3x 1103-512)

Conjugué FITC anti-lgG humaines.

Maintenir & I'abri de la lumiére. 2100.
[REF]

Contre-coloration bleu d’Evans.|REF| 2510.
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Pour usage diagnostique In vitro

wm Fabricant
7 Nombre de tests

Matériel nécessaire mais non fourni

* Microscope a fluorescence Micropipette ou pipette Pasteur Pipettes
sérologiques

* Bac a coloration pour le lavage des lames (type Coplin)
+ Petits tubes (ex: 13 x 75 mm) et porte tubes

+ Eau distillée ou déionisée

+ Eprouvette graduée 1l

« Flacon pour solution de lavage Serviettes en papier

+ Chambre d'incubation

MISES EN GARDE ET PRECAUTIONS

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

ATTENTION — Certains réactifs contiennent de l'azide de sodium (NaN3). Ce
composé peut former dans les canalisations en plomb ou en cuivre des azotures
métalliques hautement explosifs. Afin d'éviter la formation et I'accumulation de
tels azotures dans les canalisations, rincer I'évier a grande eau lors de
I'élimination de ces réactifs. L'azide de sodium est toxique en cas d'ingestion. En
cas d'ingestion, informer immédiatement le responsable du laboratoire et
contacter le centre antipoison.

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

PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

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

MODE OPERATOIRE
A. Dépistage

Les sérums des patients qui doivent étre testés sur des lames avec sustrat HEp-
2 uniqguement doivent étre dilué en utilisant de la dilution de dépistage & 1:40. Il
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est recommandé que les sérums des patients qui doivent étre testés sur des
lames avec des substrats HEp-2/rein de souris ou HEp-2/rein-estomac de souris
soient dilués a 1:10 et 1:40 pour le dépistage sur ces substrats. Sur les sections
de rein et d’estomac de souris, une reaction spécifique a une dilution a 1:10 ou a
un titre plus important est considéré comme positive. Sur HEp-2, une réaction
spécifique a 1:40 ou a un titre plus important est considérée comme positive.

1. Diluer chaque sérum de patient au 1:10 (20 pl de sérum + 180 pl de diluant)
or 1:40 (10 yl de sérum + 390 ul de diluant). Ne pas diluer les contrdles
positifs et/ou négatifs. Conserver le sérum pur pour déterminer le titre des
anticorps dans le cas ou le dépistage serait positif.

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

3. Numéroter les lames et les placer dans la chambre humidifiée avec des
serviettes en papier mouillées pour éviter le dessechement.

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

5. A l'aide d'une micropipette ou d'une pipette Pasteur, déposer 1 goutte
(environ 50 pl) de sérum dilué dans les puits restants. Eviter de déborder
des puits.

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

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

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

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

10. Replacer le couvercle sur la chambre d'incubation et incuber 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 altérer la morphologie des neutrophiles et augmenter le bruit
de fond de fluorescence.
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12. Retirer une lame du bac. Eliminer I'excés de PBS avec une serviette en
papier. Pour éviter de mettre a sec les puits, réaliser immédiatement
I'étape 13 pendant que la lame est encore humide.

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

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

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

Les lames peuvent étre lues immédiatement. Cependant, grace a la présence
d'un agent anti-fading dans le milieu de montage, la lecture peut étre retardée
jusqu'a 48 heures sans perte significative de l'intensité de fluorescence. Dans ce
cas les lames doivent étre conservées a I'obscurité entre 2 et 8°C.

B. Détermination du titre par les dilutions en cascade

Un sérum trouveé positif au test de dépistage doit étre retesté en suivant les
étapes 5 a 13 afin de définir la dilution de dépistage appropriée pour le substrat
(1:10 pour HEp-2/rein de souris ou HEp-2/rein-estomac de souris, 1:40 pour
HEp-2 uniquement).

Inclure dans chaque nouvelle série un contrdle positif et négatif. Les dilutions en
série de 2 en 2 sont réalisées a partir du 1:10. Le titre du sérum est défini par la
derniére dilution donnant une fluorescence positive.

Préparation de Dilutions en Série commenc¢ant a 1:10

Pour créer des dilutions en série d’'un échantillon de patient de 1:10 a 1:320,
commencez par numéroter 6 tubes de 1 a 6. Davantage de tubes peuvent étre
utilisés si une plus grande dilution finale est désirée.

Ajouter 0,9 ml de diluant échantillon dans le tube 1 et 0,2 ml dans les tubes 2
a 6. Pipeter 0,1 ml de sérum pur dans le tube 1 et agiter soigneusement.
Transférer 0,2 ml du tube 1 dans le tube suivant. Continuera transférer 0,2 ml
d'un tube al'autre en mélangeant bien chaque tube pour arriver aux dilutions
suivantes :

Tubes 1 2 3 4 5 6
Sérum 0.1ml
+
Diluant tamponné 0.9 ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml
2 2 2 2 2
[Transfert 0.2 ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml
Dilution finale 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 etc.
Tubes 1 2 3 4 5 6
Sérum 0.1ml
+
Diluant tamponné 3.9 ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml
2 2 2 2 2
[Transfert 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml
Dilution finale 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280 etc.
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CONTROLE DE QUALITE

Un contrble positif et un controle négatif doivent étre inclus dans chaque série.
Le contrle négatif ne doit pas donner d'image fluorescente des noyaux, du
muscle lisse, des tubules du rein ou des cellules pariétales gastriques. Avec le
contrble positif AMA on doit obtenir une fluorescence 2+ ou supérieure des
tubules du rein. Enfin, avec le contrdle positif ANA, on doit obtenir une
fluorescence 2+ ou supérieure des noyaux du rein avec une conformation
principalement homogeéne.

Dans le cas ou les contrbles ne donneraient pas les résultats attendus, il est
recommandé de refaire le test. Si le probléeme persiste, cela peut étre lié a :

« La turbidité. Eliminer le contrble et en utiliser un nouveau.

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

+ A un asséchement des lames pendant la manipulation. INTERPRETATION
DES RESULTATS

Les résultats des essais pour la recherche des anticorps d'ANA, d'/AMA, d'ASMA,
et d'AGPA doivent étre considérés négatifs (<10) Sur de sectiones d'estomac de
rein (1125, 1134), négatif (<40) Sur les cellules HEp-2 (1102, 1102-60, 1102-
120, 1103, 1103-240, 1103-480, 1103-512, 1125, 1134), positifs (avec titre plus
grand ou égal a 320) ou, en alternative positifs.

INTERPRETATION DES RESULTATS

Les résultats doivent étre considérés comme négatifs, positifs ou, si le titre
d’évaluation a été déterminé, positif avec le titre. Sur les substrats de reins de
souris et de rein-estomac de souris, il est recommandé que les échantillons de
patients démontrant des réactions de fluorescence spécifiques associées avec
ANA, AMA, ASMA et AGPA a une dilution de 1 :10 soient considérés comme
positifs. Sur les cellules HEP-2, il est recommandé que les échantillons de
patients démontrant des réactions de fluorescence spécifiques associées avec
ANA, AMA, ASMA et AGPA a une dilution de 1 :40 soient considérés comme
positifs. Ceci doit servir de guide a I'interprétation des résultats. Chaque
laboratoire est tenu de déterminer ses propres valeurs normales pour prendre en
compte les différences de systémes de microscope, de personnel et de
formation.

Ne considérer que les champs comprenant une coloration spécifique des noyaux
du rein et des cellules HEp-2 et la conformation observée pour les ANA, les
tubules de rein pour les AMA, les parois des vaisseaux sanguins du rein pour les
ASMA et les cellules pariétales gastriques uniqguement pour les AGPA. Toute
autre réaction doit étre considérée comme négative pour les ANA, les AMA, les
ASMA et/ou les AGPA.

Les ANA peuvent étre détectés sur tous les substrats mais devraient étre
mesurés sur le rein ou les cellules HEp-2. Les conformations de coloration
nucléaire observables avec le substrat de rein ou les cellules HEp-2 fournies
peuvent résulter homogénes, périphériques (frangées), tachetées et en
corpuscules. La conformation de coloration du centromeére (Cellules en mitose
inclues) est plus facilement visible sur les cellules HEp-2. Ces conformations de
coloration nucléaire sont décrites ci-dessous. Elles peuvent étre uniques ou
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constituées par une combinaison de plusieurs conformations de coloration. Ces
derniéres sont dues aux réactions de plusieurs antigenes nucléaires différents.

Homogeéne : Le noyau entier est régulierement fluorescent avec une
conformation de coloration diffuse.

Membrané La membrane nucléaire souille le plus intensément en tant

nucléaire : gue modele trés bien linéaire avec l'intensité de souillure
décroissante du nucléplasme vers le centre du noyau.

Tacheté : Texture grossiéere et fines taches rondes se colorent dans
tout le noyau.

En Les nucléoles se colorent comme de multiples éléments

corpuscules : dans le noyau.

Centromere : Grandes taches de nombre déterminé. Les antigénes ayant

réagi s'isolent avec les chromosomes condensés des
cellules en mitose.

La spécificité de certains des anticorps donnant les conformations de coloration
ci-dessus peut étre précisée par des essais pour des anticorps au nDNA et pour
divers antigenes nucléaires extractibles. Ceux-ci peuvent étre d'importance
diagnostique comme énuméré dans la table 1 a la fin de ce document.

On peut observer les AMA sur les tubes distaux et proximaux du rein, les tubes
distaux se colorant de fagon plus brillante. Bien que le cytoplasme des cellules
pariétales gastriques se colore également, les AMA doivent étre quantifiés au
niveau du rein.

On peut également observer la coloration des muscularis d'estomac et des
glomérules du rein avec les ASMA, mais seuls les ASMA observés sur les parois
des vaisseaux sanguins du rein doivent étre reportés.

Sur les cellules HEp-2, les anticorps cytoplasmiques discernables incluent les
anticorps anti-mitochondriaux (AMA) et les anticorps anti-muscle lisse (ASMA).
Dans une conformation AMA, le cytoplasme semble granulaire, bien que la
conformation ASMA soit un réseau fibrillaire de coloration dans tout le
cytoplasme. Les deux conformations doivent étre signalées comme négatives
pour les ANA. Les AGPA réagissent seulement sur les cellules pariétales de
I'estomac et produisent des réactions cytoplasmiques. Des réactions négatives
sur le rein et positives sur I'estomac sont indicatives des AGPA.

LIMITES D'UTILISATION

Parfois, un sérum ANA positif peut donner un résultat faiblement positif ou
négatif ala dilution de dépistage (effet de zone). Dans ces cas douteux, les
sérums devront étre testés a des dilutions supérieures et, si le résultat est positif,
déterminer le titre des anticorps.

Parfois la présence de deux ou plus anticorps différents dans le sérum et ayant
une réactivité vis-a-vis du méme substrat, peut créer des interférences pour la
détection en immunofluorescence. Cela peut masquer la détection des ANA ou
cacher le titre si l'anticorps qui interfére a un titre plus élevé que celui des ANA.
Toutes les réactions aux ANA doivent étre signalées.

L'appat conjugué anti-lgG FITC humaines fourni dans ce kit est principalement
spécifique pour les chaines lourdes mais a une légere activité chaine Iégére. Il
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réagit principalement avec les anticorps de la classe des IgG mais peut a un
degré moindre réagir avec des chaines Iégéres d'autres classes d'anticorps tels
les IgM.

Un ANA positif, de par lui-méme, ne doit pas étre considéré comme un
diagnostic de SLE. lls se retrouvent également chez les patients présentant
d'autres maladies du tissu conjonctif et certaines drogues telles que la
procainamide et I'hydralazine peuvent induire un ANA positif!. D'autre part, les
sérums de patients présentant des cancers et des maladies infectieuses peuvent
également avoir un ANA positif2°,

Lors de son diagnostic, le médecin devrait considérer les résultats de tous les
essais positifs d'immunofluorescence indirecte avec les résultats d'autres essais
en laboratoire et I'état clinique du patient.

VALEURS PREVUES

Comme présenté dans les tableaux 2, 3, 4 et 6 & la fin de ce document, les tests
pour la recherche d'anticorps nucléaires sont employés pour détecter le SLE et
certains autres problémes immunologiques. Les AMA se retrouvent dans plus de
90% des cas de cirrhose biliaire primaire et dans 3 a 11% des cas d'hépatite
chronique. Les ASMA se retrouvent dans la majorité des cas d'hépatite active
chronique et les AGPA sont généralement associés a l'anémie pernicieuse et
a la gastrite atrophique chronique.

PERFORMANCES

Le ImmuGlo™ Autoantibody Kit a été comparé a un autre test de détection des
anticorps par fluorescence disponible dans le commerce et utilisant les cellules
HEp-2 comme substrat. La comparaison comprend 15 échantillons de sérum
provenant de sujets en bonne santé ainsi que des sérums de patients présentant
un diagnostic de SLE. lupus érythémateux cutané subaigu, de sclérodermie ou
d'arthrite rhumatoide. Les sérums ont été examinés selon les procédés de
détection et de dilution recommandés par le fabricant. Ceux-ci ont fournis des
résultats comparables récapitulés ci-dessous :

Comparaison de Kits utilisant le substrat cellules Hep-2 pour la détection des
anticorps antinucléaires.

%

Positiv
Etat clinique Norpbre Immco Autre
de sérums ™

SLE 12 100 100
SCLE 7 85 85
Sclérodermie 6 100 100
Arthrite rhumatoide 10 50 30
Contréles normaux 15 0 0

Le ImmuGio™ Autoantibody Kit (rein/estomac de souris) a été comparé a un
autre test de détection des anticorps par fluorescence disponible dans le
commerce et utilisant le rein/estomac de souris comme substrat. La comparaison

comprend : 20 échantillons de sérums positifs ANA, 19 échantillons de sérums
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positifs AMA, 19 échantillons de sérums positifs ASMA, 20 échantillons de
sérums positifs AGPA et 38 échantillons de sérum provenant de sujets normaux.
On a commencé l'analyse des sérums a une dilution 1:10 selon les procédés
recommandés par le fabricant. Ceux-ci ont donné des résultats comparables
comme récapitulé dans les Tableaux 7 et 8 a la fin de ce document.
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TEST DI RILEVAZIONE DI AUTOANTICORPI
IN IMMUNOFLUORESCENZA

VD] INSERTO DEL PRODOTTO

IREF| 1102 100 Determinazioni
IREF| 1102-48 48 Determinazioni
REF| 1102-60 60 Determinazioni
REF| 1102-120 120 Determinazioni
REF| 1103 200 Determinazioni
IREF| 1103-120 120 Determinazioni
IREF| 1103-210 210 Determinazioni
IREF| 1103-240 240 Determinazioni
|REF| 1103-480 480 Determinazioni
[REF] 1103-512 512 Determinazioni
[REF] 1103-525 525 Determinazioni
IREF| 1125 Rene dei mouse HEp-2 COMVI | 96 Determinazioni
|REF| 1134 Rene/Stomaco dei mouse HEp-2 COMVI Il 96 Determinazioni

FINALITA' D'USO

Test di immunofluorescenza indiretta (IF) per l'individuazione e la quantificazione
di anticorpi antinucleari (ANA) 1102, 1102-48. 1102-60, 1102-120, 1103,
1103-120, 1103-210, 1103-240, 1103-480, 1103-512, 1103-525, 1125, 1134,
anticorpi antimitocondriali [AMA), anticorpi antimuscolo liscio (ASMA)
1125, 1134 e di anticorpi anticellule parietali gastriche (AGPA) 1134 nel
siero umano.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE del test

Gli anticorpi antinucleari (ANA), individuati con la tecnica di
immunofluorescenza indiretta, sono utili nella diagnosi dei disturbi del tessuto
connettivo quali il lupus eritematoso sistemico (LES), la malattia mista del
tessuto connettivo, la sindrome di Sjogren ela sclerodermia'®. Gli ANA
compaiono in circa il 95% dei pazienti affetti da LES e in pazienti con altri disturbi
del tessuto connettivo. Gli ANA possono essere riscontrati anche in caso di altre
patologie quali I'epatite cronica attiva e la cirrosi biliare primitiva®=.

Gli anticorpi antimitocondriali (AMA), sono presenti in circa il 90% dei casi di
cirrosi biliare primitiva, nel 3-11% dei pazienti con epatite cronica attiva, mentre
sono assenti in pazienti con atresia biliare extraepatica o affetti da altre epatopatie.
La presenza universale di anticorpi antimitocondriali in caso di cirrosi biliare
primitiva e la virtuale assenza nella colestasi extraepatica, rendono l'identificazione
di considerevole valore per la diagnosi differenziale®12.

Gli anticorpi antimuscolo liscio (ASMA) in titoli elevati (>160), compaiono nella
maggior parte dei casi di epatite cronica attiva e in titoli intermedi (40-80) nei casi
di epatite virale acuta. Occasionalmente, possono essere presenti con epatite
biliare primitiva anche in titoli intermedi. La significativita dei titoli di 20-40

e incerta dato che questi valori possono essere riscontrati in individui normali*3-
14

49



IT

Gli anticorpi anticellule parietali gastriche (AGPA) sono comunemente
associati con l'anemia perniciosa e la gastrite cronica atrofica, con ricorrenza
rispettivamente in circa il 90% e 50% dei casi. Gli AGPA non sono specifici
e possono ricorrere con frequenza inferiore in altre patologie. Malgrado gli
individui sani possono presentare anticorpi anticellule parietali gastriche, la loro
individuazione puo riflettere la presenza di gastrite atrofica asintomatica. Esiti
negativi della presenza di anticorpi anticellule parietali gastriche forniscono
un'evidenza consistente per l'esclusione dell'anemia perniciosal>'’.

PRINCIPI DELLA METODICA

Il metodo di immunofluorescenza indiretta adottato in questo kit prevede che
i sieri dei pazienti possano essere incubati su una varieta di substrati (cellule
epiteliali HEp-2 o cellule epiteliali HEp-2 e sezioni di rene/stomaco di topo) per
consentire il legame degli anticorpi. Gli anticorpi non legati sono rimossi
mediante lavaggio e quelli legati, della classe IgG, sono individuati per
incubazione del substrato con coniugato anti-lgG umano marcato con
fluoresceina. Le reazioni si osservano per microscopia in fluorescenza usando
filtri idonei. La presenza degli ANA, ASMA, AMA e AGPA si manifesta con una
fluorescenza verde mela delle strutture istologiche specifiche presenti nel
tessuto. | titoli (il valore reciproco della diluizione maggiore che produce una
reazione positiva) sono poi determinati analizzando le diluizioni seriali'8.

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

Cellule epiteliali HEp-2 1103-120, 1103-210, 1103-240, 1102-48, 1102-60,
1102, 1102-120, 1103, 1103-480, 1103-512, 1103-525

HEp-2 rene del mouse COMVI | 1125
HEp-2/Rene-Stomaco di topo COMVI |1 1134

substrato HEp-2 Vetrini da 6 pozzetti con substrato HEp-2 (8 x
SORB|SLD]6} 1102-48, 20x 1102-120)
SORB Vetrini da 10 pozzetti con substrato HEp-2 (10x
1102, 6x [REF]1102-60, 20x [REF]1103)
SORB[SLD[12] Vetrini da 12 pozzetti con substrato HEp-2 (10x
1103-120, 20x 1103-240, 40x [REF]1103-480)
SORBISLDI[16] Vetrini da 16 pozzetti con substrato HEp-2 (32x
1103-512)
SORB Vetrini da 21 pozzetti con substrato HEp-2 (10x
1103-210, 25x [REF]1103-525)
HEp-2/substrato [SORBJSLDI6] Vetrini da 6 pozzetti con substrato HEp-2 (16x
rene di topo 1125)
HEp-2/substrato [SORBJSLDI6] Vetrini da 6 pozzetti con substrato HEp-2 /substrato
rene-stomaco di rene-stomaco di topo(16x 1134)

topo
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1x0.5ml

1x0.5ml

1x0.5ml

5ml

60 ml

Fiala

5mil

12 per conf.

12 per conf.

[CONTROLJ+JANA-HOMOJ* Controllo positivo ANA. Contiene siero umano. (1x

CONTROL[*[AMA]*
CONTROL[J*

IgG-CONJ[FITCIEB]*

BUF(*

BUF|WASH

[MOUNTING|MEDIUM]*

SLD

COVER|SLD|LONG

1102, 1102-48, 1102-60, 1102-120, 1103, 1103-
120, 1103-210, 1103-240, 1103-480, 1103-512, 1125,
1134, 2x 1103-525)

Controllo positivo AMA. Contiene sieroumano. ([REF]
1125, 1134)

Controllo Negativo. Contiene siero umano. (1x
1102, 1102-48, 1102-60, 1102-120, 1103, 1103-120,
1103-210, 1103-240, 1103-480, 1103-512, 1125,
1134, 2x 1103-525)

Coniugato FITC anti IgG umane con blu di Evans.
Proteggere dalla luce. (1x 1102-48, 1102-60, 2x
REF| 1102, 1102-120, 1103-120, 1125, 1134, 3x
REF| 1103, 1103-210, 1103-240, 6x 1103-
480, 1103-512, 1103-525)

Diluente tamponato. (1x 1102, 1102-48, 1102-
60, 1102-120, 1103-120, 1125, 1134, 2x 1103,
1103-210, 1103-240, 1103-480, 1103-512, 1103-525)
Soluzione salina tamponata con fosfato (PBS).
Sciogliere ogni fiala in 1 litro di acqua distillate o
deionizzata. (2x 1102, 1102-48, 1102-60, 1102-
120, 1103-120, 1125, 1134, 3x 1103, 1103-210,
1103-240, 1103-480, 1103-512, 1103-525)

Liquido di montaggio. Non congelare. (1x [REF]1102,

1102-48, 1102-60, 1125, 1134, 2x 1102-120,

1103, 1103-120, 1103-210, 3x 1103-240, 4x
1103-480, 1103-512, 1103-525)

Vetrini coprioggetto. (1x 1102, 1102-48, 1102-
60, 2x 1102-120, 1103-120, 1103, 3x
1103-210, 1103-240, 1103-480, 1103-525)

Vetrini coprioggetto lunghi. (1x 1125, 1134, 3x

Componenti opzionali

5ml

1ml

IgG-CONJIFITCIEB]*
EVANS

* Contiene < 0,1% NaN3
Simboli usati sulle etichette:
Numero di lotto
Numero catalogo
g Scadenza

4 Temperatura di conservazione

A\ Leggere le istruzioni per l'uso
Uso diagnostico in vitro

wmd Produttore

%7 Numero di test

REF| 1103-512)

Coniugato FITC anti IgG umane. Proteggere dalla
luce. 2100.

Colorante di contrasto Blu di Evans. 2510.
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Materiali necessari non forniti

* Microscopio a fluorescenza

* Micropipetta o pipetta Pasteur

+ Pipette sierologiche

* Vaschetta per colorazione (ad es. vaschetta Coplin)

* Provette piccole pertest (ad es. 13 x 75 mm) e rack per provette
* 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-I e sono risultati negativi nei test
prescritti dalla FDA. Tuttavia iderivati del sangue umano e icampioni dei
pazienti devono essere considerati potenzialmente infettivi. Attenersi alle buone
prassi di laboratorio per la conservazione, la dispensazione e lo smaltimento di
questi materiali*®.

ATTENZIONE - L'azide sodica (NaNs) puo reagire con gli scarichi idraulici in
piombo e rame per formare azidi metalliche altamente esplosive. Durante lo
smaltimento dei liquidi, diluire con acqua corrente per evitare I'accumulo di azide.
L'azide sodica pud 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

Far reagire il siero del paziente su vetrini con substrato HEp-2 diluendolo solo
usando diluizioni di screening 1:40. Si raccomanda di far reagire il siero del
paziente su vetrini con substrati HEp-2/rene topo o HEp-2/stomaco rene topo
diluiti a 1:10 e 1:40 per lo screening su questi substrati. Sulle sezioni di rente e di
fegato di topo una reazione specifica a una diluizione con titolo 1:10 o superiore
€ considerata positiva. Su HEp-2 una reazione specifica con titolo 1:40 o
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superiore é considerate positiva.

1.

10.

11.

12.

13.

Diluire il siero del paziente 1:10 (20 pl di siero + 180 pl di diluente) e/o diluire
il siero del paziente 1:40 (10 pl di siero + 390 pl di diluente). Non diluire
i Controlli Positivi o Negativi. Conservare il siero non diluito per determinare
i titoli anticorporali se i test di screening risultano positivi.

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

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

Applicare 1 goccia (circa 50 ul) di Controllo Negativo nel pozzetto #1. Allo
stesso modo applicare 1 goccia di Controllo Positivo ANA nel pozzetto #2 e,
se applicabile, 1 goccia di Controllo Positivo AMA nel pozzetto #3 (1125,
1134). Evitare di riempire eccessivamente i pozzetti.

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.

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

Rimuovere il vetrino dalla camera umida, reggerlo per l'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.

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

Ripetere le fasi 7 e 8 per ciascun vetrino.

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

Rimuovere il vetrino dalla camera umida, reggerlo per [l'estremita
e immergerlo in un recipiente contenente PBS per rimuovere il coniugato in
eccesso. Lasciare il/i 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
puo causare un aumento nella fluorescenza di fondo.

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.

Montare il vetrino coprioggetto applicando 3 gocce di soluzione di
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montaggio uniformemente sul coprioggetto e 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 a fluorescenza
con ingrandimento 200x o superiore.

| vetrini possono essere letti appena montati. Tuttavia, per la presenza di un
agente antiscolorimento nella soluzione di montaggio, non si verificano perdite
significative di intensita di colorazione e la lettura puo 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 pud essere analizzato ulteriormente
ripetendo le fasi da 5 a 13 per determinare la diluzione appropriata per lo
screening del substrato (1:10 per HEp-2/rene topo o HEp-2/stomaco rene topo,

1:40 solo per HEp-2). Ogni serie di test deve includere Controlli Positivi
e Negativi. Preparare diluizioni seriali doppie a partire da 1:10. Il reciproco del
valore della piu alta diluizione eseguita a cui il campione mostra positivita & il
valore del titolo.

Preparazione delle Diluizioni Seriali a partire da 1:10

"Per creare diluizioni seriali di un capione di un paziente da 1:10 a 1:320, iniziare
a numerare sei provette da 1 a 6. Se si desidera una diluizione finale piu alta
possono essere usate piu provette. 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 0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml 0.2ml 0.2ml
tamponato : : ' ' ' .

5 » > » >
Trasferimento 0.2 ml 0.2ml 0.2 ml 0.2ml 0.2ml
Diluizione finale 110 1:20 1:40 1:80 1160 1920
etc.

Provette 1 2 3 4 5 6
Siero 0.1ml

+
Diluente 3.9 ml 0.2mi 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml
tamponato : : ' ' ‘ ‘
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Trasferimento 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml

1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280

Diluizione finale
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 dei nuclei, del muscolo liscio, dei tubuli renali o delle cellule parietali
gastriche. Il Controllo Positivo AMAdovrebbe produrre una colorazione dei tubuli
renali con intensita di 2+ o maggiore. Il Controllo Positivo ANA dovrebbe
presentare una colorazione dei nuclei renali con intensita di 2+ o maggiore e un
pattern prevalentemente omogeneo.

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 dovrebbero essere risultati come negativi, positivi o, se il titolo
dell’endpoint € stato determinato, positivi con titolo. Sui substrati di rene del topo
e rene-stomaco del topo € raccomandato che i campioni del paziente che
mostrano reazioni di fluorescenza specifica associata a ANA, AMA, ASMA e
AGPA in una diluzione 1:10 siano riportati come positivi. Sul substrato HEp-2 si
raccomanda che i campioni del paziente che mostrano reazioni di fluorescenza
specifica una diluzione 1:40 siano riportati come positivi. Cid0 deve servire come
guida per linterpretazione dei risultati. Ogni laboratorio deve determinare i suoi
propri valori normali che tengano conto delle differenze dei sistemi dei
microscopi, del personale e della formazione.

Leggere unicamente, per gli ANA icampi contenenti colorazione specifica dei
nuclei renali e delle cellule epiteliali HEp-2 e il pattern osservato, per gli AMA
i tubuli renali, per gli ASMA le pareti dei vasi sanguigni renali e per gli AGPA le
cellule parietali gastriche. Tutte le altre reazioni per ANA, AMA, ASMA e/o AGPA
dovrebbero essere riportate come negative.

Gli ANA possono essere rilevati su tutti isubstrati ma dovrebbero essere
quantificati sul rene o sulle cellule epiteliali HEp-2. Il pattern di colorazione
nucleare osservabile con il substrato renale o con le cellule epiteliali HEp-2 puo
essere di tipo omogeneo, periferico (bordo), punteggiato e nucleolare. Il pattern
di colorazione del centromero (incluse le figure mitotiche) e piu evidente sulle
cellule epiteliali HEp-2. | pattern di colorazione nucleare possibili sono descritti di
seguito e possono manifestarsi in una o pill combinazioni come risultato di
reazioni a diversi antigeni nucleari.

Omogeneo: Fluorescenza uniforme dell'intero nucleo con pattern di colorazione
diffuso.
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MembranousLa membrana nucleare macchia il pit intensamente come modello

nucleare: benissimo lineare con lintensita di macchiatura diminuente del
nucleoplasma verso il centro del nucleo.

Punteggiato: Fluorescenza a macchie tondeggianti da granulari a finemente
granulari nell'intero nucleo.

Nucleolare: | nucleoli si colorano come corpi solidi multipli all'interno del
nucleo.

Centromero: Macchie larghe di numero finito. L'antigene reattivo € segregato
con i cromosomi condensati in cellule in fase mitotica®.

La specificita di alcuni degli anticorpi che producono i pattern di colorazione citati
possono essere ulteriormente identificati mediante test per gli anticorpi anti-
nDNA e per vari antigeni nucleari estraibili, con la significativita diagnostica
indicata nella tabella 1 riportata alla fine di questo documento.

Gli AMA possono essere rilevati sia sui tubuli distali che su quelli prossimali del
rene con una colorazione che risulta maggiormente brillante sui tubuli distali.
Malgrado si ottenga una colorazione del citoplasma delle cellule parietali
gastriche, gli AMA dovrebbero essere quantificati sul rene.

Con gli ASMA si pud osservare una colorazione della muscolaris mucosae dello
stomaco e dei glomeruli renali, ma solo gli ASMA visibili sulle pareti dei vasi
sanguigni dovrebbero essere riportati.

Sulle cellule epiteliali HEp-2, gli anticorpi citoplasmici rilevabili includono gli
anticorpi antimitocondriali (AMA) e quelli antimuscolo liscio (ASMA). Nel pattern
AMA il citoplasma é di aspetto granulare, mentre il pattern per gli ASMA risulta
come una rete fibrillare che colora lintero citoplasma. Entrambi i pattern
dovrebbero essere riportati come negativi per gli ANA. Gli AGPA reagiscono
unicamente sulle cellule parietali dello stomaco e generano reazioni
citoplasmiche. Reazioni negative su rene e positive su stomaco sono indicative
della presenza di AGPA.

LIMITAZIONI DELLA PROCEDURA

In alcuni casi, i sieri positivi per gli ANA possono essere 0 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.

Nel caso in cui in un siero siano presenti due o piu anticorpi reattivi con lo stesso
substrato, pud  verificarsi un'interferenza  nel rilevamento per
immunofluorescenza. L'interferenza puo risultare in mancata individuazione degli
ANA o in soppressione del titolo se I'anticorpo interferente ha un titolo piu alto di
quello degli ANA. Tutte le reazioni degli ANA dovrebbero essere riportate.

Il Coniugato FITC anti-lgG umano 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 della classe IgG,
ma puo, in misura inferiore, reagire con le catene leggere di altre classi, ad
esempio le IgM.

Un risultato positivo per gli ANA dovrebbe essere considerato diagnostico di
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LES. Occorre pero considerare che gli ANA sono presenti anche in pazienti con
altre malattie del tessuto connettivo e che l'uso di farmaci quali procainamide
e idralazina possono indurre risultati ANA! positivi. Inoltre, anche i sieri di
pazienti con tumori maligni e malattie infettive possono risultare positivi agli
ANAZ°,

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

VALORI ATTESI

Come si pud vedere dalle tabelle 2, 3, 4 e 6 riportate alla fine di questo
documento, le analisi per gli anticorpi nucleari vengono usate per lo screening di
LES e di alcuni altri disturbi immunologici. Gli AMA compaiono in piu del 90% dei
casi di cirrosi biliare primitiva e nel 3-11% dei casi di epatite cronica. GlIASMA
sono presenti nella maggior parte dei casi di epatite cronica attiva e gli AGPA
sono comunemente associati con l'anemia perniciosa e la gastrite cronica
atrofica.

PERFORMANCE DEL TEST

Il Test di Rilevazione di Autoanticorpi in Immunofluorescenza ImmuGIlo™ ¢é stato
confrontato con un test analogo in fluorescenza disponibile in commercio che
usa come substrato cellule epiteliali HEp-2. La comparazione ha incluso
15 campioni di siero da soggetti normali oltre a sieri di pazienti con diagnosi di
LES, di lupus eritematoso cutaneo subacuto, scleroderma o artrite reumatoide. |
sieri sono stati testati secondo la procedura e le diluizioni di screening consigliate
dal produttore.

| risultati sono riassunti nelle tabelle che seguono:

Comparazione di Kit che utilizzano cellule epiteliali HEp-2 come Substrato per
I'Individuazione di Anticorpi Antinucleari

% Positiva
Condizione Clinica N. di Sieri  Immco™ Altri
LES 12 100 100
LE Cutaneo Subacuto 7 85 85
(LECS)
Scleroderma 6 100 100
Artrite Reumatoide 10 50 30
Controlli Normali 15 0 0

I Test di Rilevazione di Autoanticorpi in Immunofluorescenza ImmuGlo™
(Sezioni di Rene/Stomaco di topo) € stato confrontato con un altro test in
fluorescenza disponibile in commercio che usa come substrato rene/stomaco di
topo. La comparazione ha incluso: 20 campioni di siero positivi agli ANA, 19
campioni di siero positivi agli AMA. 19 campioni di siero positivi agli ASMA, 20
campioni di siero postivi agli AGPA e 38 campioni di siero da soggetti normali. |
sieri sono stati analizzati a partire da una diluizione 1:10 secondo la procedura
consigliata dal produttore. | risultati dei test sono riassunti nelle Tabelle 7 e 8

riportate alla fine del presente documento.
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SISTEMA DE TESTE DE AUTO-ANTICORPOS

IVD| FOLHETO DO PRODUTO

REF| 1102 100 Determinagbes
REF| 1102-48 48 Determinagdes
REF| 1102-60 60 DeterminagBes
REF| 1102-120 120 Determinagbes
REF| 1103 200 Determinagdes
REF| 1103-120 120 Determinagbes
REF| 1103-210 210 Determinagdes
REF| 1103-240 240 Determinacbes
REF| 1103-480 480 Determinagdes
REF| 1103-512 512 Determinagées
REF| 1103-525 525 Determinagées
REF| 1125 Rim de HEp-2/rato COMVI | 96 Determinagdes
REF| 1134 Rim/estdmago de HEp-2/rato COMVI I 96 Determinagdes

APLICACAO

Testes de anticorpos por imunofluorescéncia (IF) para a deteccéo
e quantificacdo dos anticorpos anti-nucleares (ANA) 1102, 1102-48, 1102-
60, 1102-120, 1103, 1103-120, 1103-210, 1103-240, 1103-480, 1103-512, 1103-
525, 1125, 1134, anticorpos anti-mitocondriais (AMA), anticorpos anti-musculo
liso (ASMA) 1125, 1134 e anticorpos anti-células parietais gastricas
(AGPA) 1134 em soro humano.

RESUMO E EXPLICAGAO

Os Anticorpos Anti-nucleares (ANA), detectados por imunofluorescéncia
indirecta, auxiliam o diagnoéstico de patologias do tecido conjuntivo incluindo
Lapus eritematoso sistémico (LES), doenga mista do tecido conjuntivo.
Sindroma de Sjogren e esclerodermial®. Os ANA apresentam-se me cerca de
95% dos doentes LES bem como em doentes com outras doengas do tecido
conjuntivo. Os ANA também se podem apresentar noutras patologias tais como
hepatite crénica activa e cirrose biliar primaria®®.

Os Anticorpos Anti-mitocondriais (AMA) apresentam-se em mais de 90% dos
casos com cirrose biliar primaria, em 3 a 11% dos doentes com hepatite crénica
activa e estdo ausentes nos doentes com obstrucdo biliar extra-hepatica
e noutras doengcas do figado. A presengca universal de anticorpos anti-
mitocondriais na cirrose biliar primaria e a sua auséncia virtual em ictericia extra-
hepatica torna a sua detecgdo de valor consideravel no diagnostico diferencial®
12

Os Anticorpos Anti-musculo liso (ASMA) em alta titulo (>160) apresentam-se
na maioria dos casos de hepatite crénica activa e em titulos intermédios (40-80)
em hepatite virai aguda. Ocasionalmente poderdo apresentar-se em casos de
cirrose biliar primaria na qual também se encontram em titulagcdes intermédias.
A importancia de titulos de 20-40 é ambigua visto que estes titulos podem
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apresentar-se em individuos normais!3-14,

Os Anticorpos Anti-células parietais gastricas (AGPA) estdo normalmente
associados a anemia perniciosa e gastrite cronica atréfica nas quais se
apresentam em cerca de 90% e 50% dos casos, respectivamente. Todavia, eles
ndo séo especificos da doenca pois podem apresentar-se com pouca frequéncia
noutras patologias. Apesar de os individuos saudaveis poderem ter anticorpos
contra as células parietais gastricas, a sua descoberta podera reflectir uma
gastrite atréfica assintomatica. A inexisténcia de anticorpos das células parietais
gastricas é uma importante evidéncia para aexclusdo de uma anemia
perniciosa>17,

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

No método de imunofluorescéncia indirecta usado neste kit, incubam-se os
soros do doente em diversos substratos (células HEp-2 ou células HEp-2
e cortes de rim/estbmago de murganho) para permitir a ligagdo dos anticorpos.
Quaisquer anticorpos que nao se tenham ligado sé&o eliminados por lavagem. Os
anticorpos que se ligaram, da classe IgG, sdo detectados através da incubacéo
do substrato com conjugado de IgG anti-humana marcado com fluoresceina. As
reacgdes s@o observadas com um microscépio de fluorescéncia equipado com
filtros adequados. A presenca de ANA, ASMA, AMA e AGPA é demonstrada por
uma fluorescéncia verde-macéa de estruturas histologicas especificas no tecido.
Os titulos (o reciproco da maior diluigdo que provocou uma reacgdo positiva) sao
entdo determinada testando diluicGes em série'8.

INFORMACAO SOBRE O PRODUTO

Conservagdao e preparagao

Conserve todos o0s reagentes entre 2 e 8 °C. Os reagentes estdo prontos a usar
depois de terem estabilizado a temperatura ambiente.

Materiais fornecidos

células HEp-2 1102, 1102-48, 1102-60, 1102-120, 1103, 1103-120, 1103-210, 1103-240,
1103-480, 1103-512, 1103-525

Rim de HEp-2/rato COMVI | 1125
Rim/estémago de HEp-2/rato COMVI II 1134

Substrato HEp-2 SORB[SLDJ6] Laminas de substrato com 6 pogos
HEp-2 (8 x 1102-48, 20x [REF]1102-
120)
SORB Laminas de substrato com 10 pogos

HEp-2 (10x [REF]1102, 6x 1102
60, 20x 1103)

SORBJSLD[12] Laminas de substrato com 12 po¢os
HEp-2 (10x |REF|1103-120, 20x
REF|1103-240, 40x [REF[1103-480)

SORBJSLDJ[16] Laminas de substrato com16 pogos
HEp-2 (32x [REF]1103-512)
Laminas de substrato com21 pogos
HEp-2 (10x [REF]1103-210, 25X
[REF]1103-525)
HEp-2/substrato de rim Laminas de substrato de
de rato rim de 6 pogos HEp-2 (16x 1125)
HEp-2/substrato de rim Laminas de substrato de

e estdbmago de rato rim e estdmago de 6 pogos HEp-2 (16x
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REF| 1134)

1x 0.5 ml

[CONTROLJ+JANA-HOMOJ* Controlo positivo para ANA. Contém soro

humano. (1x 1102, 1102-48, 1102-60,
1102-120, 1103, 1103-120, 1103-210, 1103-
240, 1103-480, 1103-512, 1125, 1134, 2x
REF| 1103-525)

1x 0.5 ml

CONTROL[*JAMAJ*
CONTROL[*

1x 0.5 ml

5ml IgG-CONJ[FITCEB]*

60 ml FI*

o]
E

Frasco

BUF|WASH

5ml [MOUNTING|MEDIUM]*

Controlo positivo para AMA. Contém soro
humano. ([REF] 1125, 1134)

Controlo negativo. Contém soro humano.
(1x 1102, 1102-48, 1102-60, 1102-
120, 1103, 1103-120, 1103-210, 1103-240,
1103-480, 1103-512, 1125, 1134, 2x
1103-525)

Conjugador de 1gG anti-humana com FITC
contendo contracorante azul de Evans.
Proteger da luz. (1x 1102-48, 1102-
60, 2x 1102, 1102-120, 1103-120,
1125, 1134, 3x 1103, 1103-210,
1103-240, 6x 1103-480, 1103-512,
1103-525)

Diluente tamponado. (1x 1102, 1102-
48, 1102-60, 1102-120, 1103-120, 1125,
1134, 2x 1103, 1103-210, 1103-240,
1103-480, 1103-512, 1103-525)

Tampao fosfato salino (PBS). Dissolver
cada frasco em 1L de 4gua destilada ou
deionizada. (2x 1102, 1102-48, 1102-
60, 1102-120, 1125, 1134, 3x 1103,
1103-210, 1103-240, 1103-480, 1103-512,
1103-525)

Meio de montagem. N&o congelar. (1x

COVER(SLD

I
X
-

12 por caixa

12 por caixa SLD|LONG

Componentes opcionais

5ml IgG-CONJ[FITC[EB]*
1ml EVANS

*Contém <0,1% NaN3

Simbolos utilizados nos rétulos:
NUmero de lote
Numero de catélogo

g Prazo de validade

60

REF]1102, 1102-48, 1102-60, 1125, 1134,
2x 1102-120, 1103, 1103-120, 1103-
210, 3x 1103-240, 4x 1103-
480, 1103-512, 1103-525)

Lamelas. (1x 1102, 1102-48, 1102-60,
2x 1102-120, 1103-120, 1103, 3x
1103-210,1103-240, 1103-480, 1103-
525

Lam)elas compridas. (1x 1125, 1134,

3x 1103-512)

Conjugador de 1gG anti-humana IgG com
FITC. Proteger da luz. 2100.
Contracorante azul de Evans.|REF] 2510.
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4 Temperatura de armazenamento
A\ Ler as instrucGes de utilizacéo
Utilizacéo em diagndstico in vitro
wml Fabricante
7 Nuamero de testes

Material necessario mas nao fornecido

* Microscopio de fluorescéncia

* Micropipeta ou pipeta de Pasteur

* Pipetas serolégicas

* Recipiente de coloracao (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

+ Céamara de incubagéo

AVISOS E PRECAUCOES

Para uso em diagnéstico in vitro. Todos os componentes de origem humana
utilizados foram testados para HbsAg, VHC, VIH-1 e2 e HTLV-l e deram
resultado negativo nos testes requeridos pela 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 conservagdo, distribuicdo
e eliminagdo destes materiais'®.

AVISO: A azida de sddio (NaNs) pode reagir com as canalizagdes de cobre ou
chumbo e formar azidas metalicas altamente explosivas. Quando eliminar os
liguidos deve deitar grandes quantidades de agua para evitara formacao dessas
azidas. A azida de sodio pode ser téxica se for ingerida. Se ingerida, informe
imediatamente o director de laborat6rio ou um Centro Anti-Venenos.

As instru¢cdes devem ser seguidas arisca de forma a assegurar resultados
vélidos. Nao trocar componentes dos kits com outros de outras origens
diferentes do mesmo numero de catdlogo da Immco Diagnostics Inc. N&o utilize
se estiverem fora do prazo de validade.

COLHEITA E PREPARAGCAO DAS AMOSTRAS

Nestas operagdes 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. Conservar entre 2 e 8 °C por
ndo mais de uma semana. Para uma conservacdo mais prolongada devem ser
congeladas a -20 °C. Evite congelacdes e descongelagfes repetidas.

PROCEDIMENTO
Método do teste

61



PT

A. Despiste

1.

10.

11.

12.

13.

Dilua cada soro do doente a 1:10 (20 ul de soro + 180 ul de diluente) dilua
cada soro do doente a 1:40 (10 pl de soro + 390 pl de diluente). Ndo dilua
os Controlos Negativo e Positivo. Conserve o soro ndo diluido para
determinar atitulacio de anticorpos, se os testes de controlo forem
positivos.

Deixe que as bolsas com as laminas de substrato estabilizem a temperatura
ambiente por 10 a 15 minutos. Retire as |aminas com atencédo sem tocar no
substrato.

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

Inverta o frasco conta-gotas e aperte delicadamente para aplicar 1 gota de
Controlo Positivo ANA no pogo n.° 2. Se aplicavel, deite 1 gota de Controlo
Positivo AMA no pogo n.° 3. (1125, 1134). Evite encher demasiado os
poGos.

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

Cologue a tampa na camara de incubagéo e incube as laminas 30 minutos
a temperatura ambiente.

Retire aldmina da cémara de incubacdo. 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. N&o use o frasco de lavagem. Transfira
imediatamente alamina para o recipiente de Coplin e lave 10 minutos.
Repita a operagdo em todas as laminas restantes.

Retire a(s) lamina(s) do recipiente de Coplin. Passe o bordo da lamina num
toalhete de papel para eliminar o excesso de PBS.

Coloque a lamina na cadmara de incubacgé&o. Inverta imediatamente o frasco
conta-gotas do Conjugado e aperte ligeiramente para deitar 1 gota
(aproximadamente 50 pl) em cada pogo.

Repita os passos 7 e 8 em cada lamina.

Cologue atampa na camara de incubagdo. Incube por 30 minutos
a temperatura ambiente.

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

Retire a lamina do recipiente de coloragdo. Passe a aresta da lamina num

toalhete de papel para eliminar o excesso de PBS. Para evitar que

alamina seque, salte imediatamente ao passo seguinte enquanto

a ldmina ainda esta humida.

Monte a lamela aplicando 3 gotas de Meio de Montagem uniformemente na
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lamela e coloca-la sobre alamina. N&do fagca muita pressdo e evite
o deslizamento lateral da lamela.

14. Repita os passos 12 e 13 em cada lamina.

15. Examine a fluorescéncia especifica com microscépio de fluorescéncia com
aumento de 200x ou mais.

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

B. Determinacéofinal (titulagéo)

Um soro positivo no teste de controlo pode ainda ser mais testado seguindo os
passos 5 ao 13 para determinar a titulagdo. Cada teste deve incluir os Controlos
Positivo e Negativo. Efectue diluicdes em série e em duplicado partindo de 1:10.
O reciproco da maior diluigdo que provoca uma reacgdo positiva € a titulagao.

Preparacédo de diluicdes em série comecando em 1:10

Numere os 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 ndo 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 diluicBes descritas na
tabela seguinte.

Tubos 1 2 3 4 5 6
Soro 0.1ml
+
Diluente
tamponado 0.9ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml
2 2 2 2 2
Transferir 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml
Diluicao final 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320
etc.
Tubos 1 2 3 4 5 6
Soro 0.1ml
+
Diluente
tamponado 3.9ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml
2 2 2 2 2
Transferir 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml
Diluic&o final 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 1:12

CONTROLO DE QUALIDADE

Os Controlos Positivo e Negativo devem ser incluidos em cada teste. O Controlo
Negativo ndo devera apresentar uma fluorescéncia especifica do nucleo,
musculo liso, tdbulos do rim ou células parietais gastricas. O Controlo Positivo
AMA deve ter uma intensidade de coloragédo 2+ ou superior dos tubulos do rim.
O Controlo Positivo ANA deve ter uma intensidade de coloragdo 2+ ou superior
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do nicleo do rim com um padrdo homogéneo predominante.

Se nado se obtiverem os resultados esperados, o teste deve ser repetido. Se
resultados inadequados continuarem a ocorrer com o0s controlos, pode tratar-se
de:

« Turvacgdo. Elimine e use outro controlo.

* Problemas no sistema O6ptico do microscopio de fluorescéncia: Estes
incluem: alinhamento incorrecto, lampada a precisar de ser mudada, etc.

* Alamina secou durante o processo.

INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS

Os resultados deverdo ser reportados como positivos, negativos, ou, se tiver
sido determinado um ponto final de titulagcdo, positivos com titulagdo.
Recomenda-se que nos substratos de rim e de rim e estdmago de rato sejam
reportadas como positivas as amostras dos pacientes que demonstrem reacfes
de fluorescéncia especificas associadas a ANA, AMA, ASMA e AGP a uma
diluicdo de 1:10. Recomenda-se que no substrato HEp-2 as amostras dos
pacientes que demonstrem reac¢fes de fluorescéncia especificas a uma diluicdo
de 1:40 sejam reportadas como positivas. Isto devera servir como guia para a
interpretacdo dos resultados. Cada laboratério devera determinar os seus
proprios valores normais para lidar com as diferencas de sistemas de
microscopia, pessoal e formagao.

Leia apenas os campos que contém coloracdo especifica do nacleo das células
do rim e células HEp-2 e o padrdo observado para ANA, os tubulos do rim para
AMA, as paredes dos vasos sanguineos do rim para ASMA e as células parietais
gastricas apenas para AGPA. Todas as outras reac¢gfes devem ser registadas
como negativas para ANA, AMA, ASMA e/ou AGPA.

Os ANA podem ser detectados em todos os substratos mas devem ser
quantificados nas células do rim ou células HEp-2. Os padrBes da coloragao
nuclear observaveis com o substrato de rim ou com as células HEp-2 fornecidas
incluem homogéneos, periféricos (margem), mosqueados e nucleolares.
O padrdo de coloragdo dos centrémeros (incluindo as figuras mitéticas)
apresenta-se mais facilmente nas células HEp-2. Estes padrdes de coloragéo
nuclear estdo abaixo descritos. Esses poderdo ser isolados ou uma combinagéo
de diversos padr6es de coloracdo. Os ultimos sé@o devidos a reac¢des a muitos
antigénios nucleares diferentes.

Homogénea: Todo o nicleo adquire fluorescéncia uniformemente com um
padréo de coloragdo difuso.

Membranous A membrana nuclear mancha o mais intensa como o teste padréao
nuclear: muito bem linear com intensidade de mancha de diminuicdo do
nucleoplasm para o centro do nicleo.

Mosqueada: Algumas manchas discretas, de grosseiras a finas, adquirem
fluorescéncia por todo o nucleo.

Nucleolar: A coloragdo dos nucléolos como corpos sélidos mudltiplos dentro
dos nucleos.

CentrOmeros:Manchas grandes em quantidade limitada. Os antigénios
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reactivos separam-se com cromossomas condensados em
células submetidas a mitose.

A especificidade de alguns dos anticorpos, que apresentam os padrbes de
coloragdo acima, poderd ser mais bem identificada por testes de anticorpos
anADN e adiversos antigénios nucleares extraiveis. Esses podem ter
importancia diagnostica como indicados na tabela 1, no fim deste documento.

Os AMA poderao ser observados em ambos os tubulos, distais e proximais, do
rim adquirindo os tlbulos distais uma coloragdo mais brilhante. Embora
o citoplasma das células parietais gastricas também adquira coloragéo, os AMA
devem ser quantificados no rim.

Também se podera observar a coloragdo dos musculos do estdbmago e dos
glomérulos do rim com ASMA, mas sO deverdo ser registados os ASMA
observados nas paredes dos vasos sanguineos do rim.

Nas células HEp-2, os anticorpos citoplasmaticos detectaveis incluem anticorpos
anti-mitocondriais (AMA) e os anticorpos anti-musculo liso (ASMA). Num padrdo
AMA, o citoplasma apresenta-se granular, enquanto o padrdo ASMA é uma rede
fibrilar de coloracdo por todo o citoplasma. Ambos os padrbes devem ser
registados como negativos para ANA. Os AGPA s reagem nas células parietais
do estdbmago e provocam reacg¢fes citoplasmaticas. As reac¢des negativas no
rim com reacg8es positivas no estdmago sdo indicativas de AGPA.

LIMITAGCOES DO PROCEDIMENTO

Nalguns casos, o soro positivo a ANA podera também ser muito fraco ou
negativo na diluicdo de controlo inicial (fenébmeno pro-zona). Nesses casos
duvidosos o soro deve ser controlado em diluicdes mais elevadas e, se positivo,
determinado o titulo dos anticorpos.

Nalguns casos a presenc¢a de dois ou mais anticorpos num soro 0s quais sejam
reactivos com o mesmo substrato pode provocar uma interferéncia na sua
detecgdo por imunofluorescéncia. Esta interferéncia podera provocar a falta de
detecgdo de ANA ou a supressédo da sua titulagdo se o anticorpo de interferéncia
tiver uma titulacdo superior a ANA. Deverdo ser registadas todas as reacc¢des
ANA.

O Conjugado de IgG de cabra anti-humana com FITC, fornecido com este kit, é
principalmente especifico de cadeia pesada mas tem uma ligeira actividade de
cadeia leve. Esse reage principalmente com auto-anticorpos de classe 19G, mas
pode, a um grau inferior, reagir com cadeias leves de outras classes, tais como
IgM.

Um ANA positivo ndo devera ser considerado, por si s6, como diagndstico de
LES. Também se apresentam em doentes com outras doengas do tecido
conjuntivo e alguns medicamentos tais como procainamida e hidralazina podem
provocar um resultado ANA positivo!. Para além disso, o soro de doentes com
doengas infecciosas e malignastambém pode dar ANA positivo?.

Quando redigir um diagnoéstico, o0 médico deve considerar os resultados de todos
os testes de imunofluorescéncia indirecta positivos em conjunto com 0s
resultados de outros testes de laborat6rio e a condigdo clinica do doente.
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VALORES PREVISTOS

Como indicado nas Tabelas 2, 3, 4 e 6 no fim deste documento, os testes para
anticorpos nucleares séo usados para despiste de LES e de outras patologias
imunoldgicas. Os AMA apresentam-se em mais de 90% dos casos de cirrose
biliar primaria e em 3 a 11% dos casos de hepatite crénica. Os ASMA
apresentam-se na maioria dos casos de hepatite crénica activa e os AGPAsao
normalmente associados a anemia perniciosa e gastrite cronica atrofica.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

O Sistema de Teste de Auto-anticorpos ImmuGlo™ foi comparado com outro
teste de anticorpos fluorescentes obtido no comércio usando células HEp-2
como substrato. A comparagdo incluiu 15 amostras de soro de individuos
saudaveis bem como soro de doentes com diagnostico de LES, Lupus
eritematoso cuténeo subagudo, esclerodermia ou artrite reumatéide. Os soros
foram testados de acordo com o método e diluicdo de controlo recomendados
pelo fabricante. Estes resultados comparados obtidos estdo abaixo resumidos:

Comparagdo de Kits usando Substrato de Células HEp-2 para a Detecgdo de
Anticorpos Anti-nucleares

%

Positiva

Condicéao Clinica N.°de Immco™ Outro

Soro
LES 12 100 100
LE Cutanea subagudo 7 85 85
(LECS)
Esclerodermia 6 100 100
Artrite Reumatoéide 10 50 30
Controlos Normais 15 0 0

O Sistema de Teste de Auto-anticorpos ImmuGlo™ (Sec¢des de Estdbmago/Rim
de Murganho) foi comparado com outro teste de anticorpos fluorescente obtido
no comércio usando estbmago/rim de murganho como substrato. A comparacao
incluiu: 20 amostras de soro positivo a ANA, 19 amostras de soro positivo
a AMA, 19 amostras de soro positivo a ASMA, 20 amostras de soro positivo
a AGPA e 38 amostras de soro de sujeitos normais. Os soros foram testados
a partir de uma diluicdo 1:10 com o método aconselhado pelo fabricante. Estes
resultados comparados obtidos estdo resumidos nas Tabelas 7 e 8, nofim deste
documento.
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Table 1. Diagnostic Significance of Antinuclear Antibodies

IF Staining Pattern

Nature of Antigen

Associated Disease

Homogeneous dsDNA/Histones SLE
Nuclear membranous Laminins SLE, vasculitis or
chronic hepatitis
Speckled RNP SLE or MCTD*
Sm SLE
SS-A/SS-B SLE or Sjégren's
Syndrome
Scl-70 Scleroderma
Nucleolar RNAP-I Pm-Scl RNA Scleroderma

probably U3 RNA

Centromere/Kinetochoreinner and outer plates CREST syndrome
of kinetochore

*Mixed Connective Tissue Disease

Table 2: Incidence of Antinuclear Antibodies (ANA) Detected by Indirect

Immunofluorescence on HEp-2 Cells

Clinical Condition No. of %
Sera Positive

SLE 12 100
Subacute Cutaneous LE 7 86
(SCLE)

Scleroderma 6 100
Rheumatoid Arthritis 10 50
Normal Controls 15 0

Table 3: Incidence of Antinuclear Antibodies (ANA) Detected by Indirect
Immunofluorescence on Mouse Kidney Substrate

Clinical Condition No. of %
Sera Positive
SLE 21 95
Scleroderma 17 82
Rheumatoid Arthritis 20 5
Normal Controls 96 0

Table 4: Incidence of Anti-Mitochondrial Antibodies (AMA) Detected by IFA
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on Mouse Kidney Substrate
Clinical Condition % Positive
Primary Biliary Cirrhosis 100
Autoimmune Chronic Active Hepatitis
HBsAg and Chronic Active Hepatitis
Extrahepatic Jaundice and Other Liver Diseases
Systemic Lupus Erythematosus (SLE)
Rheumatoid Arthritis
Normal Controls

O O w o o mw

Adapted from Meyer zum Buschenfelde KH, et al.?!; Walker JG, et al.??> and
Paronetto F and Popper H?3.

Table 5: Incidence of Anti-Smooth Muscle Antibodies (ASMA) as Detected
by IFA on Mouse Kidney Substrate

Clinical Condition % Positive
Chronic Active Hepatitis (Type A) 50-87
Primary Biliary Cirrhosis 25
Acute Viral Hepatitis 87
Infectious Mononucleosis 87
Burkitt's Lymphoma 73
Nasopharyngeal Carcinoma 23
Hodgkin's Disease 23
Myeloproliferative Disorder 5
Warts 4
Normal Controls 3-18

Adapted from Anderson P, et al.13

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

Clinical Condition % Positive
Pernicious Anemia (PA) 85-95
Chronic Atrophic Gastritis without PA 30-60
Gastric Ulcer 25-30
Autoimmune Endocrinopathies 25-33
Sjoégren's Syndrome 30
First Degree Relatives of PA Patients 30
Normal Controls

< 20 years old 2

20-60 years old 6-8

> 60 years old 16
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Table 7. Findings in Positive Sera

Negatives Positives
Titer
n <10 10-2040-80 160-320 640-2560

ANA Positive
Sera

Immco™ 20 0 0 7 6 7

Other 20 0 0 7 8 5
AMA Positive
Sera

Immco™ 19 4 1 3 1 10

Other 19 4 1 3 4 7
ASMA Positive
Sera

Immco™ 19 3 4 8 4 0

Other 19 2 5 6 5 1
AGPA Positive
Sera

Immco™ 20 0 1 6 4 9

Other 20 0 2 6 7 5

Table 8. Findings in Normal Controls

Negatives Positives
Titer
n <10 10-20 40-80 >160
ANA Positive
Sera
Immco™ 38 30 3 5 0
Other 38 36 0 2 0
AMA Positive
Sera
Immco™ 38 38 0 0 0
Other 38 38 0 0 0
ASMA  Positive
Sera
Immco™ 38 35 2 1 0
Other 38 29 8 1 5
AGPA  Positive
Sera
Immco™ 38 37 0 1 0

Other 38 37 0 1 0
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For technical assistance please contact:

**immco

‘IMMCO Diagnostics, Inc.

60 Pineview Drive

Buffalo, NY 14228-2120 USA

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

€

EMERGO Europe

Molenstraat 15, 2513 BH, The Hague,
The Netherlands
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