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PRODUCT INSERT

- 1100 Mouse Liver Substrate 48 Determinations

1107 COMVI Mouse Kidney/Stomach Substrate 48 Determinations

1136 COMVI-IIl Mouse Kidney/Stomach/Liver Substrate 48 Determinations
1136-96 COMVI-IIl Mouse Kidney/Stomach/Liver Substrate 96 Determinations
1136-250 COMVI-IIl Mouse Kidney/Stomach/Liver Substrate 250 Determinations
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INTENDED USE

Indirect immunofluorescence (IF) antibody tests for the detection and quantitation of anti-nuclear
antibodies (ANA) 1100, 1107, 1136, 1136-96, 1136-250 anti-mitochondrial antibodies
(AMA), anti-smooth muscle antibodies (ASMA), anti-gastric parietal cell antibodies (AGPA)
1107, 1136, 1136-96, 1136-250.

SUMMARY AND EXPLANATION

Antinuclear antibodies (ANA), detected by indirect immunofluorescence, aid in the diagnosis
of connective tissue disorders including systemic lupus ersythematosus (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-hepatic jaundice makes their
detection of considerable value in the differential diagnosis®'%.

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

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 anemia'"".

PRINCIPLES OF PROCEDURE

In the indirect immunofluorescence method used in these kits, patients' sera are incubated on
mouse kidney/stomach or mouse kidney/stomach/liver sections to allow binding of antibodies to
the tissue substrate. Any antibodies not bound are removed by rinsing. Bound antibodies of the
IgG class are detected by incubation of the substrate with fluorescein-labeled conjugate.
Reactions are observed under a fluorescence microscope equipped with appropriate filters. The
presence of ANA, ASMA, AMA, 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 of the serum'®,
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PRODUCT INFORMATION

Storage and preparation

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

Materials provided

1100 Mouse Liver Substrate 48 Determinations

1107 COMVI Mouse Kidney/Stomach Substrate 48 Determinations

REF] 1136 COMVI-Ill Mouse Kidney/Stomach/Liver Substrate 48 Determinations
1136-96 COMVI-Ill Mouse Kidney/Stomach/Liver Substrate 96 Determinations
REF] 1136-250 COMVI-IIl Mouse Kidney/Stomach/Liver Substrate 250 Determinations

1x5ml

1x5ml

1x60 ml

2 vials

1x5.0ml

1x1.0ml
1x12
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[MOUNTING[MEDIUM] *

1136-250)
EVANS
COVER[SLD]

* Contains <0.1% NaN3

TKits with an

Symbols used on labels:

Lot number
Catalog number

dE > = w

Use by

Storage temperature
Read instructions for use
In vitro diagnostic use
Manufacturer

Number of Tests

8 well Substrate Slides, (1100, 1107, 1136)
8 well Substrate Slides, (1136-96)

10 well Substrate Slides, (1136-250)

ANA Positive Control. Contains human serum.
AMA Positive Control. Contains human serum.
Negative Control. Contains human serum.

Anti-human IgG FITC Conjugate. Protect from light.
(2 x 1136-96 , 3 x 1136-250)

Anti-human IgG FITC Conjugate containing Evan’s

Protect from light.
Buffered Diluent (2 x1136-250 )

Phosphate Buffered Saline (PBS). Dissolve each

to 1 liter. [REF] (3 x 1136-250 )
Mounting Medium. Do not freeze. (3 x

Evan’s Blue Counterstain
Coverslips (3 x 1136-250)

X" after the part number contain this component in place of [IgG-CONJ[FITCIEB]|
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Table 8. Findings in Normal Controls

ANA Positive Sera
Immco™
Other

AMA Positive Sera
Immco™
Other

ASMA Positive Sera
Immco™
Other

AGPA Positive Sera
Immco™
Other

Table 9. Comparison of Kits Using Tissue Sections or HEp-2 Cells for the Detection of ANA

Clinical Condition

SLE
Scleroderma
RA

Normal Controls

n

21
17
20
96

38
38

38
38

38
38

38
38

Negatives

<10

Immco™

Mouse Liver

30
36

38
38

35
29

37
37

95
82
25

0

Positives
Titer
10-20 40-80 > 160
3 5 0
0 2 0
0 0 0
0 0 0
2 1 0
8 1 0
0 1 0
0 1 0

% Positive

50

Other
Mouse Kidney
95
88
25
0

Other
HEp-2
86
77
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Material required but not provided

e Fluorescence microscope Micropipette or Pasteur pipette Serological pipettes

e Staining dish (e.g. Coplin jar)

e Small test tubes (e.g. 13 x 75 mm) and test tube rack Distilled or deionized water
e 1 liter container

e Wash bottle

e Paper towels

e Incubation chamber

WARNINGS AND PRECAUTIONS

For in vitro Diagnostic Use. All human derived components used have been tested for HbsAg,
HCV, HIV-1 and 2 and HTLV-I and found negative by FDA required tests. All human serum
specimens and human derived products should be treated as potentially hazardous, regard-less
of their origin. Follow good laboratory practices in storing, dispensing and disposing of these
materials .

WARNING - Sodium azide (NaN;) may react with lead and copper plumbing to form highly
explosive metal azides. Upon disposal of liquids, flush with large volumes of water to prevent
azide buildup. Sodium azide may be toxic if ingested. If ingested, report incident immediately to
laboratory director or poison control center.

Instructions should be followed exactly as they appear in this insert to ensure valid results. Do
not interchange kit components with those from other sources other than the same catalog
number from Immco Diagnostics Inc. Do not use beyond expiration date.

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

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

PROCEDURE

Test Method A. Screening

1. Dilute each patient serum 1:10 ([REF] 1107, 1136, 1136-96, 1136-250) with the Buffered
Diluent provided (20 pl serum + 180 pl diluent) or 1:20 ([REF] 1100) (10 pl serum +190 pl
diluent). Do not dilute Positive or Negative Controls. Save the undiluted sera to determine
antibody titers if screening tests are found to be positive.

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

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

4. Invert dropper vial and gently squeeze to apply 1 drop (approximately 50 pl) of the Negative
Control to well #1. Similarly apply 1 drop of ANA Positive Control to well #2. If applicable, 1
drop of AMA Positive Control to well #3. ([REF] 1107, 1136, 1136-96, 1136-250) Avoid
overfilling the wells.

5. Using a micropipette or Pasteur Pipette, apply 1 drop of patient's diluted serum
(approximately 50 pl) to the other wells. Avoid overfilling the wells.
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6. Place the lid on the incubation chamber and incubate slides 30 minutes at room
temperature.

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

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

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

11. Remove a slide from incubator. Hold the slide at the tab end and dip the slide in a beaker
containing PBS to remove excess conjugate. Place slide(s) in a staining dish filled with PBS
for 10 minutes. If optional conjugate without counterstain is used (see optional components
in Materials Provided Section), 2-3 drops of Evan's Blue counterstain may be added to the
final wash. Repeat for the remaining slides. NOTE: Improper washing may lead to increased
background fluorescence.

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

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

14. Repeat steps 12 and 13 for each slide.

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

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

B. Endpoint Determination (titration)

A serum positive in the screening test may be further tested following steps 5 through 13 to
determine the titer. Each test run should include the Positive and Negative Controls. Make serial
two-fold dilutions starting at 1:10 ([REF] 1107, 1136, 1136-96, 1136-250) or 1:40 ([REF] 1100). The
reciprocal of the highest dilution producing a positive reaction is the titer.

Preparation of Serial Dilutions

Number six tubes 1 through 6. Add 0.9 ml of Sample Diluent to tube 1 and 0.2 ml to tubes 2
through 6. Pipette 0.1 ml of undiluted serum to tube 1 and mix thoroughly. Transfer 0.2 ml from
tube 1 to tube 2 and mix thoroughly. Continue transferring 0.2 ml from one tube to the next after
mixing to yield the dilutions depicted in the following table:

Tubes 1 2 3 4 5 6
Serum 0.1 ml
+
Buffered 0.9 ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml
Diluent
= 2 = = 2
Transfer 0.2 ml 0.2ml 0.2ml 0.2 ml 0.2ml
Final dilution 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 etc.
4

Table 6. Incidence of Anti-Gastric Parietal Cell Antibodies (AGPA) as Detected by Indirect
Immunofluorescence 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
Sjogren'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

Table 7. Findings in Positive Sera

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

ANA Positive Sera

Immco™ 20 0 0 7 6 7

Other 20 0 0 7 8 5
AMA Positive Sera

Immco™ 19 4 1 3 1 10

Other 19 4 1 3 4 7
ASMA Positive Sera

Immco™ 19 3 4 8 4 0

Other 19 2 5 6 5 1
AGPA Positive Sera

Immco™ 20 0 1 6 4 9

Other 20 0 2 6 7 5
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Table 3. Incidence of Antinuclear Antibodies (ANA) Detected by Indirect Inmunofluorescence
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 on Mouse Kidney
Substrate

Clinical Condition % Positive
Primary Biliary Cirrhosis 100
Autoimmune Chronic Active Hepatitis 8

HBsAg and Chronic Active Hepatitis
Extrahepatic Jaundice and Other Liver Diseases
Systemic Lupus Erythematosus (SLE)
Rheumatoid Arthritis

Normal Controls

O O w o o

Adapted from Meyer zum Biischenfelde KH, et al.?'; Walker JG, et al.?? and Paronetto F and Popper H.

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.™
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QUALITY CONTROL

Both a Positive and Negative Control should be included with each test run. The negative control
should show no specific fluorescence. 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 liver 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:

e Turbidity. Discard and use another control

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

e Allowing the slide to dry during the procedure.

INTERPRETATION OF RESULTS

The results of the tests for ANA, AMA, ASMA, AGPA, antibodies should be reported as negative
(< 10) on kidney and stomach sections ([REF] 1107, 1136, 1136-96, 1136-250), negative (<20) on
liver sections (Code 1100) or alternatively positive with titer.

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

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

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

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

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

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.

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.

5
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Apositive ANA should not be considered diagnostic of SLE by itself. They also occur in patients
with other connective tissue diseases and certain drugs such as procainamide and hydralazine
may induce a positive ANA'. Moreover, sera of patients with malignancies and infectious
diseases may also have positive ANA. 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 1, 2, 3, 4 and 5 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 (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 6 and 7 at the end of this document.

Sera obtained from 96 normal subjects, 21 patients with SLE, 17 patients with scleroderma and
20 patients with rheumatoid arthritis were tested on the antinuclear antibody (ANA) test (mouse
liver sections) kit and other commercially available ANA kits. Sera were tested according to the
procedure and screening dilution recommended by the manufacturers. These yielded
comparable results as indicated in Table 8.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Meyer zum Buschenfelde KH, Manns M and Trautman F. Autoimmunity in chronic liver diseases —
relationship to SLE? In "Recent Advances in Systemic Lupus Erythematosus". Lambert PH, Perrin L,
and lzui S, Academic Press, New York, 259-269, 1984.

Walker JG, Doniach D, Roitt IM and Sherlock S. Serologic tests in the diagnosis of primary biliary
cirrhosis. Lancet 1: 827, 1965.

Paronetto F and Popper H. Hetero-iso- and autoimmune phenomena in the liver. In "Textbook of
Immunopathology", Miescher PA and Muller- Eberhard HJ, Eds, Grune and Stratton, New York, 2nd
Ed, 789-817, 1976.

Leung PSC, Manns MP, Coppel RL, Gershwin ME. Detection of anti-mitochondrial antibodies in
primary biliary cirrhosis and liver-kidney microsomal antibodies in autoimmune hepatitis. In "Manual
of Clinical Laboratory Immunology”, Rose NR, Hamilton RG, Detrick B, Eds, ASM Press,
Washington DC, 6th Ed, 1023-1031, 2002.

Muratori P et al. Smooth muscle antibodies and type 1 autoimmune hepatitis. Autoimmunity. 35 (8):
pp. 497-500. 2002.

Gatselis NK et al. Autoantibodies in HCV-treated patients. World J Gastroenterol.
11(4):482-487.2005.

Miller MH et al. Clinical comparison of cultured human epithelial cells and rat liver as substrates for
the fluorescentantinuclearantibodytest. J Rheumatol. 12 (2): 265-9. 1985.

Table 1. Diagnostic. Significance of Antinuclear Antibodies

IF Staining Pattern Nature of Antigen Associated Disease

Homogeneous dsDNA/Histories SLE
Nuclear membranous Laminins SLE, vasculitis or chronic
hepatitis
Speckled RNP SLE or MCTD*
Sm SLE
SS-A/SS-B SLE or Sjogren's Syndrome
Scl-70 Scleroderma
Nucleolar RNAP-| Scleroderma
PM-SCL RNA
Centromere/Kinetochore inner and outer plates of CREST syndrome

kinetochore

*Mixed Connective Tissue Disease

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

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
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ENOETO MPOIONTOX

1100 MovTiki ATTATOG UTTOOTPWHATOG 48 TTPOCdIoPICHOI

RE| 1107 COMVI Mouse Kidney / ZTopdix1 UTTooTpWHATOG 48 TTPOGBIOPICHOI

1136 COMVI - lll Mouse Kidney / oTopdyou / ATTATOG UTTOOTPWHATOG 48 TTpoadiopiopoi
1136-96 COMVI - Il Mouse Kidney / atoudyou / nrarog urrootpwparog 96 mpoadiopiopiof

m| |m
m || || LM

RE 1136-250 COMVI - Il Mouse Kidney / otoudyou / Amrarog umootpwparog 250 mpoadiopiopiof

ENOETO MPOIONTOZ MPOOPIZOMENH XPHZH

Avalloeig avTiowpdTwy éuuecou avooo@Bopiopou (IF), yia Tnv avixveuon Kal TOV TTOCOTIKO
TIPOGJIOPIOUS AVTITTUPNVIKWY avTIOWHAETWY (ANA) 1100, 1107, 1136, 1136-96, 1136-250
QVTILITOXOVOPIOKWY avTIOwATwy (AMA), avTICwWUATwy Katd Twv Agiwv puikwv ivwv (ASMA),
QAVTICWHATWY KATA TWV TOIXWHATIKWY KUTTAPWV Tou atopdyou (AGPA) 1107, 1136, 1136-96,
1136-250.

NEPIAHWH KAI ENEZHIHZH

Ta avrmimupnvikd avriowpara (ANA), 1Tou avixvelovial PE €EPUECO AVOOOPBOPICUO,
oupBaAAouv oTtn SiIdyvwaon dIaTOPaXWV TOU CUVOETIKOU I0TOU OTIG OTToiEG TTEPIAaUBAvOvTal O
guaTNHATIKOG £puBNuaTWdNG AUKOG (XEA), n plkt v6oog Tou GuvdeTIKOoU 10TOU, TO OUVOPOUO
Sjogren kai n cK)\npoéappiq1'5. Ta avriowpara ANA epgavifovtal 610 95% Twv acBevwv pe
2EA, kaBwg emiong kal oe GAAeg voooug Tou ouvdeTIKoU 10ToUu. Ta ANA evdéxeTal €TTiong va
EMQAVIOTOUV Kal 0t GAAEG dlatapaxég, OTTwWG N Xpoévia evepyodg NTTATITION KAl N TTPWTOTTAdAG
XoMikn kippwon.®®

Ta avripitoxovdpilakd avriowpara (AMA) eugavifovral oe TTogodtd davw Tou 90% Twv
TIEPITITWOEWY TTPWTOTTAB0UGXOAIKAG Kippwang, oto 3-11% TwvacBevwyv pe xpdvia evepyd
nmaTinda, evw aTmouciadouv ot aoBeveiG Pe €EWNTTATIKY ATTOPPALN XOANPOPWY Kol GAAEG
véooug Tou ATTaTog. H KaBoAIKN TTapouaia avTidITOXovOpIaKWY avTICWHATWY TNV TTPWTOTTadn
XOAIKN Kippwaon Kal n oucIacTIKr atrouadia Toug OTOV £LWNTTATIKO iKTEPO, KABIOTA TNV avixveuon
1S1aiTepa TTOAUTIUN yia T Siagopikr Sidyvwon.® '

YwnAoi TiTAOI avTICWHATWY KATA TwV Agiwv puikwv Ivwv (ASMA) (>160) epgpavifovral otnv
TAEIOYN@Ia TWV TTEPITITWOEWYV XPOVIag evepyoU NTTaTitidag, evw PeTpiou Babuou TitAor (40-80)
eu@avifovtal otnv ofgia 1oyevr) nmatinda. [NepioTaciakd, evOEXETAI va E€UPAVIOTOUV OE
TEPITITWOEIG TTPWTOTTAB0UG XOAIKAG Kippwaong, 6TTou €TTioNg eu@avifovTal o€ TITAOUG UETPIOU
BaBpou. H agia Twv TiTAwv 20-40 eival ap@iBoAn, kaBwg auToi ol TiTAoI eVOEXETAI va ENPavIOTOUV
o€ Quatohoyikd aropa. ™!

Ta avTicWPATO KAOTA TWV TOIXWHOATIKWY KUTTAPWYV Tou aTtopdyxou (AGPA) cuoxertidovTal
ouvnBwg PE KOKOARBN avaiyia Kal Xpovia atpo@ikr yaoTpiTida, OTIG OTToieg eugavifovral ot
1000076 90% ka1 50% Twv TTEPITTTWOEWY, avTioTolxa. QoTéo0, dev eival €10IKA yia Tn vOoo
a@ouU evOEXETAI VO eUpavioTouv o€ plkpr) ouxvoeTnTa Kal o€ GAAeg diatapayég. Av Kal Ta uyin
Atopa evOEXETAI VA PEPOUV AVTICWHOTA KATA TWV TOIXWHATIKWY KUTTAPWY TOU OTOPAXOU, TO
elpnua autd mMOavov va UTTOONAWVEI ACUPTITWHATIKA OTPo@Ik yaoTpimda. H armoucia
AVTIOWHATWY KOTA TWV TOIXWHATIKWY KUTTAPWY Tou OTOPAYoU atroTeAEi Ioxupn €vOeign yia Tov
aTokAEIoPS TS kakoriBoug avaiyiag.'"”
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APXEZ THZ AIAAIKAZIAZ

>1n YéEBodo Eupecou avoooPBopIoUoU TTOU XPNOIUOTIOIEITAlI O€ QUTA TA KIT, Ol 0POi TWV a0BEVWV
emwadovial o€ TOPEG ve@poU/oTopdyou TTOvTIKOU 1 VEQPOU/OTOPAXOU/ATIATOG TTOVTIKOU,
TIPOKEINEVOU VO ETTITEUXOEI DETUEUON TWV AVTIOCWHUATWY OTO UTTOOTPWHA I0TOU. Ta AVTICWHATA
Tou dev deopelovTal atropdakpuvovTal pe ékTAuon. Ta avTiowpata T1aéng IgG tmouéyouv
OeapeuBei avixvelovTal Je TNV TTWACT TOU UTTOOTPWHOTOG HE CUZEUKTIKO AVTIOWHA CNUACHEVO
pe @Aouopeokeivn. O1 avTidpdoelg TTapakoAouBoUvTal e PIkpookdTTIo PBopiopou TTou dlabéTel
Ta KatdAAnAa @iAtpa. H mapoucia ANA, ASMA, AMA, AGPA d1atTioTWVETaI YE TNV TTApoUdia
®BopIopoU évTovou TTPACIVOU XPWHATOG, O€ CUYKEKPIMEVEG IOTOAOYIKEG DOUEG TOU 10TOU. XTn
guvéxela, kaBopifovTal ol TiTAol (TO avTioTPOPO TNG UWNASTEPNG apaiwong TTou é8waoe BETIKNA
avTidpacn) He avaAucn SIaSOXIKWY apaITEWY Tou 0pou. '

NAHPO®OPIEZ NMPOIONTOX
®DUAagn Kal TpoETOINATia

OAa 1a avmidpaoTtrpia uAdooovTal oToug 2-8°C. Ta avTmidpacTrpia €ival £ToIa yia XpAon,
agou Tdoouv g€ Bepuokpaaia dwuaTiou.

YAIKd TTOU TTapéXovTal

YTTOOTPWHA CUKWTIOU TTOVTIKIWV 1107

Yméotpwpa veppol/oTopdyou TTovTikol COMVI 1107

YméoTpwpua veppou/oTopdyou/nTrarog oviikod COMVI-III 1136
YmoéoTpwua ve@pou/aTopdyou/frarog ovrikou COMVI-III 1136-96
YmoéaTpwya veppou/oTopdyou/ntrarog moviikou COMVI-III 1136-250
To kit TrepIEXEI ETTAPKN AvTIOPACTAPIA VIO TNV EKTEAEDN 48 TTPOCDIOPICHUWV.

6x SORBISLD[E]
12 x SORB[SLD8]

AVTIKEINEVOPOPOI UTTOOTPWHATOG HE 8 KUWENIDEG.
(1100, 1107, 1136)

AVTIKEINEVOPOPOI UTTOOTPWHUATOG UE 8 KUWEAIDEG,
(1136-96)

25 x SORBJSLDI10] AVTIKEIUEVOPOPOI UTTOOTPWHATOG ME 10 KUWEAIDEG,
(1136-250)

1x0.5ml * Aldhupa BeTikoU eAéyxou yia ANA. Mepiéxel 0pd
avBpwTrou.

1x0.5ml * AidAupa BeTIKoU eAéyxou yia AMA. Mepiéxel 0po
avepwITou.

1x0.5ml [CONTROLJ-| * AidAupa apvnTikoU eAéyxou. Mepiéxel opd avlpwTTou.

1x5ml CONJ[FITC] ** 2uCeukTIKG avTiowpa Katd Tng avBpwivng IgG
>uleuypévo pe FITC. Na rpooTaTteveral atmd T0 Qwg
(2 x 1136-96, 3 x 1136-250)

1x5ml CONJJFITCIEB] * >uCeukTIKG avTtiowpa FITC katd Tng avBpwivng IgG

ME
XpwoTkA Evans Blue. Na TrpooTtatevetal amd 10 pwe.
1x60ml |BUF|* Buffered Diluent (2x1136-250 )

2 vials BUF|WASH]| ApaiwTik6 puBuIoTIKG didAupa. (3 x 1136-250)
1x5.0ml  [MOUNTING]MEDIUM|*  Méoo emkaAuyng. Na unv KatayuxeTal.
(3 x 1136-250)

Emixpwon Evans blue.

KaAuTtrTpideg. (3 x 1136-250)

1x1.0ml |EVANS
1x12 COVERISLD

PT
Nucleolar: Os nucléolos coloram-se como corpos sélidos multiplos dentro do nucleo.

A especificidade de alguns dos anticorpos, que apresentam os padrdes de coloragdo acima,
podera ser mais bem identificada por testes de anticorpos a nADN e a diversos antigénios
nucleares extraiveis. Esses podem ter importancia diagnéstica como indicados na tabela 1, no
fim deste documento.

Os AMA podem ser observados nos tubulos distais e proximais do rim com uma coloragao mais
brilhante dos tubulos distais. Apesar de o citoplasma das células parietais gastricas também se
colorir, os AMA devem ser quantificados no rim.

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

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

Nalguns casos, o soro positivo em ANA podera também ser muito fraco ou negativo na diluigédo
de despiste inicial (fendmeno pro-zona). Nesses casos duvidosos o soro deve ser controlado
em diluicdes mais elevadas e, se positivo, determinada a titulagdo dos anticorpos.

Nalguns casos, a presenga de dois ou mais anticorpos num soro que s&o reactivos com 0 mesmo
substrato podem provocar uma interferéncia na sua detecgdo por imunofluorescéncia. Esta
interferéncia podera provocar uma falta de detecgdo de ANA ou a supressao da sua titulagdo se o
anticorpo de interferéncia tiver uma titulagao superior que as reacgées ANA. Todas as reacgoes ANA
devem ser registadas.

Um resultado positivo para ANA n&o deve ser considerado por si s6 como sendo diagnostico de
LES. Também podera ocorrer em doentes com outras doengas do tecido conjuntivo e ser
induzido por determinados farmacos como a procainamida e a hidralazina'. Além disso, os
soros de doentes com tumores malignos e doengas infecciosas também podem ser positivos
para ANA. O médico, ao fazer o diagnéstico do doente, deve ter em consideragéo os resultados
positivos nos testes de imunofluorescéncia indirecta em conjunto com os resultados de outras
analises laboratoriais e o quadro clinico do doente.

VALORES PREVISTOS

Como se pode observar nas Tabelas 1, 2, 3, 4 e 5, no fim deste documento, os testes de
anticorpos nucleares sédo usados para o 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 cronica. Os ASMA apresentam-se na maioria dos casos de hepatite cronica
activa e os AGPA estdo normalmente associados a anemia perniciosa e gastrite cronica
atréfica.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

O Sistema de Teste para Auto-anticorpos ImmuGlo™ (Secgdes de Estdmago/Rim de Murganho)
foi comparado com outro teste de anticorpos fluorescente obtido no comércio usando
estdbmago/rim de murganho como substrato. A comparagéo 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 partindo de uma diluigdo 1:10 pelo método aconselhado pelo fabricante. Esses
resultados comparados obtidos estdo resumidos nas Tabelas 6 e 7 no fim deste documento.

Os soros obtidos de 96 sujeitos normais, 21 doentes com LES, 17 doentes com esclerodermia e
20 doentes com artrite reumatdide foram testados com o kit de teste (cortes de figado de
murganho) aos anticorpos anti-nucleares (ANA) e com outros kits ANA obtidos no comércio. Os
soros foram testados de acordo com o método e a diluigdo de despiste recomendada pelos
fabricantes. Nestes testes obtiveram-se resultados comparaveis, que s&o indicados na tabela 8.
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Preparagao de diluigoes em série

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 nao diluido para o tubo 1 e mexa bem. Transfira 0,2 ml do
tubo 1 para o tubo 2 e mexa bem. Continue a transferir 0,2 ml de um tubo para o outro apés
mexer para produzir as diluicdes descritas na tabela seguinte.

Tubos 1 2 3 4 5 6
Soro 0,1 ml

+
Diluente 0,9 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
tamponado

= =g = = =

Transferir 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
Diluicao final 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 etc.

CONTROLO DE QUALIDADE

Os Controlos Positivo e Negativo devem ser incluidos em cada teste. O controlo negativo néo
deve exibir fluorescéncia especifica. O Controlo Positivo AMA devera ter uma intensidade de
coloragdo 2+ ou superior dos tubulos do rim. O Controlo Positivo ANA devera ter uma
intensidade de coloragdo 2+ ou superior dos nucleos do rim e do figado com um padrao
homogéneo predominante.

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

e Turvagao. Elimine e use outro controlo.

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

e Alamina ficou seca durante o processo.

INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Os resultados dos testes de anticorpos ANA, AMA, ASMA, AGPA deverao ser registados como
negativos (< 40). Em seg¢des do estdmago do rim ([REF] 1107, 1136, 1136-96, 1136-250)
negativos (< 20) em segdes do figado ([REF] 1100) ou alternativa positivo com titer.

Leia apenas os campos que contenham coloragao especifica dos nucleos para ANA, dos
tubulos renais para AMA, das paredes dos vasos sanguineos para ASMA, apenas das células
parietais gastricas para AGPA. Todas as outras reacgbes devem ser apresentadas como
negativas para ANA, AMA, ASMA e/ou AGPA.

Os ANA podem ser detectados em todos os substratos mas devem ser quantificados no rim ou
nas células HEp-2. Os padrées de coloragéo nuclear que se podem observar no substrato de
rim ou nas células HEp-2 fornecidas incluem homogéneo, periférico (margem), mosqueado e
nucleolar. O padrdo de coloragdo dos centrémeros (incluindo as figuras mitéticas) é muito
facilmente observado nas células HEp-2. Estes padrdes de coloragdo nuclear estdo abaixo
descritos. Esses poderao ser unitarios ou uma combinagao de diversos padrées de coloragao.
Os ultimos sao devidos a reacgdes a numerosos antigénios nucleares diferentes.

Homogéneo: Todo o nicleo apresenta uma fluorescéncia uniforme com um padréo de coloragédo
difuso.

Membranous nuclear: A membrana nuclear mancha o mais intensa como o teste padrdo muito
bem linear com intensidade de mancha de diminuigdo do nucleoplasm para o centro do nucleo.

Mosqueado: Manchas arredondadas descontinuas, de grosseiras a finas, fluorescentes por
todo o nucleo.

44

EL
* Mepiéxel < 0,1% NaN;

T E€apTAoEIC e £va "X" LETG OTTO TOV apIBUS HEPWV TTIEPIEXETE GUTO TO GUGTATIKG avTi IgG-CONJ
FITCEB

20uBoAa TTOoU XPNOIMOTTOIOUVTAl OTIG ETIKETEG:
Ap1Bu6g TopTidag

REF|  ApiBuog kataAdyou

Huepopnvia Aigng

O¢epuokpacia amobrikeuong

AlaBdoTe TIg 0dnyieg xpriong

In vitro d1ayvwoTIKY Xprion
KataokeuaoTAg

4dE G ~w[f[

ApiBu6g avaAlioewy

AtraiToUpeva UAIKG TTou dev TTapéxovTal

o MiKpooKOTTIO POOPIGHOU

o MikpoméTa ) mTéTa Pasteur OpoAoyikEG TTITTETEG

e TpuPAio xpwang (1r.x. doxeio Coplin)

o Mikpoi dokINaoTIKOi GWANVEG (TT.X. 13 X 75 mm) Kal popEag SOKIUACTIKWY CWAAVWV.
o AmeoTaypEVO A ATTIOVIOUEVO VEPD

e Aoxeio evog Aitpou

e DIGAn éktTAUONG

o ATTOppOo@®nTIKG XOaPTIA

e OA4Aapog £TTWAONG

MPOEIAOMNOI'HZEIZ KAI MTPO®YAAZEIZ

MNa in vitro SlayvwoTiky xpAon. OAa Ta ouoTaTikd@ avBpwTrivng TIPoéAeucng TTou
XpnaoigotrolouvTal £€xouv eAeyxBei yia Tnv TTapouaia Tou avTiyévou HbsAg, Twv 1wv HCV, HIV-1
Kal 2, KaBwg kai Tou 100 HTLV-I kai €xouv Bpebei apvnTikd, oUP@wva PE TIG €CETACEIG TTOU
ammaitei o Opyaviopdg Tpogipwv kal Pappdkwv Twv H.M.A. (FDA). OAa T1a deiypata
avBpwITIivou opou Kal Ta TTPoIGVTa avBpwTTivng TTPOEAEUONG Ba TTPETTEI VA AVTIMETWTTICOVTAI WG
ouvnTikG €mmkivduva, avegdptnta amd Tnv  TPoéAeucn Toug. AKOAouBnoTE  TIG opeég
EPYOOTNPIAKEG TIPOKTIKEG KOTA TN @UAAEN, TNV £yXUan Kail TNV aTTéppIYn TWV UAIKWY aUTWV °.

MPOEIAOMNOIHXH — To agidio Tou varpiou (NaN;) evdéxetal va avTIOPAoEl HE CWANVWOEIG OTTO
MOAUBBO A XaAKO Kal va OXNMATioEl I0XUPWS EKPNKTIKA alidia PeTAAwv. Katd Tnv amdppiyn
uypwv, EETTAUVeETE pe peydAeg TToodTNTEG vePOU, £TOI WATE va ATTOPEUXBEi N cuocowpPEUOn
agidiwv. To agidlo Tou vaTpiou evOExeTal va Egival TOGIKO OE TTEPITTITWON KOTATTOONG. X€
TTEPITITWAON KATATTOONG, AVAQEPETE AUECWG TO TTEPIOTATIKG OTO OIEUBUVTH TOU £pYACTNPIOU ) GTO
KEVTPO EAEyYXOU dNANTNPIACEWVY.

MNa 1 dloo@ANion €ykupwv amoTeAeoudTwy, akoAouBnoTe TIG 0dnyieg akpIfwg OTTWG
ep@avifovtal og autd 10 £vBETO. Mnv evOANGCOETE T CUOTATIKA TOU KIT JE GUOTATIKA GAANG
TpoéAeuong TTou dev €xouv Tov iBlo apiBué kataAdyou Tng Immco Diagnostics Inc. Na pnv
XPNOIUOTTOIEITAl META TNV TTAPEAEUON TNG NUEPOMNViIag ARENG.
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ZYAAOIH KAI NIPOETOIMAZIA AEITMATOZ

Oa mpétTel va xpnolgotrololvTtal pévo deiypyata opou yia auTtr) Tn diadikaoia. Agiyyata TTou
éxouv UTTOOTEl peydAou BaBuou aipdAuon, AITTaIpiKG ) desiypata poAucuéva pe pikpoBia
evoEXeTal va emnpedoouv TV amoédoon autAg Tng avdAuong kair dev Ba TIPETTEl va
xpnaoiyotrolouvtal. Ta deiypata puAdooovTal ae Bepuokpaaia 2-8°C, €TTi OxI TTEPICCOTEPO ATTO

ia eBdopada. MNa @uAagn peyaAitepng didpkelag, o opdg Ba TTPETTel va KaTaywuyBei oToug -20°C.

Na atropelyetal n eraveAnuuévn Katawuén kal amoywugn TwvOelyUATWY.
AIAAIKAZIA
Mé£6odog avaAuong

A. AlaAhoyni

1. ApaiwoTte Tov 0opd kaBe acBevoug oe avaAoyia 1:10 ([REF] 1107, 1136, 1136-96, 1136-250)
HE TO apalwTIkG pubuIaTIKG SidAupa Trou TrapéxeTtal (20 pl opol + 180 pl didAupa apaiwang)
n 1:20 (kwdikag 1100) (10 pl opdg + 190 pl diluent). Mnv apaiwveTte Ta diaAUpaTa BeTIKOU
apvnTikoU gAéyxou. DuAGETe TOug adIGAUTOUG OPOUG yia va KaBopioETE TOUG TITAOUG
avTIowPATWYV, €av oI avaiuoelg diaAoyng BpeBolv BeTIKEG.

2. A@noTE TIG BNKEG TTOU TTEPIEXOUV TIG AVTIKEIUEVOPOPOUG TOU UTTOOTPWHATOG £TTi 10-15 AeTTTd,
TIPOKEIYEVOU  QTACOOUV  0€  Bgpuokpacia  OwuaTiou.  AQQIPEOTE  TTIPOCEKTIKA  TIG
QAVTIKEIHEVOPOPOUG XWPIG va ayYigeTE TO UTTOOTPWHA.

3. ZnuAveTe TIG AVTIKEINEVOPOPOUG KOl TOTTOBETAOTE TIG 0€ éva BAAOUO ETTWAOCNG TTOU EXETE
KOAUWEl JE aATTOPPOPNTIKO XOPTi OIOBPEYHEVO HE VEPO WOTE VA QTTOTPEWETE TUXOV
amognpavan.

4. AvooTpEWTE TO OTAYOVOUETPO Kal TTECTE TO EAAPPA yia va TTpocBéoceTe 1 oTaydva (TTepiTrou
50 pl Tou SlaAUpaTOg apvNTIKOU €AéyXou oTnv KuweAida utt' ap. 1. Me Tov idlo TpdTO,
mpooBéoTe 1 oTayova dioAUpaTog BeTikoU eAéyxou ANA oTnv kuyeAida ut' ap. 2. Edv

e@apuodeTal, TpoabéaTe 1 aTayova diaAupaTog BeTikoU eAéyxou AMA oTnv KuweAida utr' ap.

3. ([REF] 1107, 1136, 1136-96, 1136-250) ATTOQUYETE TNV UTTEPTTARPWON TWV KUWEAIDWV.

5. Xpnoipotroiwvtag pla plkpotmimméra . mmméra Pasteur, mpooBéote 1 oTtaydva amd Tov
apaiwpévo opd Tou acBevolg (trepitou 50 ul) oTig UTTOAOITTEG KUWEAIDEG. ATTOQUYETE TV
UTTEPTTARPWOT TWV KUWEAIDWV.

6. TomoBeTAOTE TO KOTTAKI OTO BAAOMO ETTWACNG Kal ETTWACTE TIG AVTIKEIHEVOPSOpoug eTTi 30
AeTTITd O€ Bepuokpacia dwpariou.

7. AgaipéaTe pia avTikeluevopopo atd 1o BdAapo emwaong. KpatoTe TNV avTIKEINEVOPAPO
amd TO AKPO TIOU @EPEl T OTOIXEIO Kal eKTTAUveTe pe  Trepimmou 10 ml PBS
XPNOIYOTTOIWVTAG pla TIITTETA ) EKTTAUVETE TNV OVTIKEIUEVOPOPO OE TIOTAPI (£0EWG TTOU
mepiExel PBS. Mn xpnaoigotroigite @idAn €kmTAuong. METOQEPETE TNV  QVTIKEINEVOPOPO
apéowg oto doxeio Coplin Kal ekTTAUvETE €111 10 AeTTTd. ETTavOAGBeTe TN d1adikacia e OAEG
TIG UTTOAOITTEG QVTIKEINEVOPOPOUG.

8. AoaipéaTte TIG avTikelyevopopoug amd 1o doxeio Coplin. XtumwoTe Tnv dkpn Tng
QAVTIKEIMEVOPOPOU HE ATTOPPOPNTIKO XOPTI yIa va a@aipéoete Tnv Trepiooceia PBS.
TomroBeTAOTE TNV QVTIKEINEVOPOPO O€ BAAauo emwaong. AvaoTpEéWTe auéowg TO
OTOYOVOUETPO HE TO OUCEUKTIKO QvTIOWHO Kal TTECTE TO MAAAkd yia va TTpooBéaete 1
atayoéva (repitrou 50 pl) og kKGBe KuweAida.

9. EmavaAdBete Ta Brpata 7 kai 8 yia KGBe avTiKEIpEVOPSApo.

10. TommoBeTOTE €KVEOU TO KaTdKl OTOo BdAapo emwaong. Emwdote emi 30 Aemra o€
Bepuokpaacia dwyaTiou.

11. AQaipéoTe pia avTiKeIeEvoQopo atrd 1o BaAauo emwaong. KpartAaTe TNV AvTIKEILEVOPOPO
aTTé TO GKPO TTOU PEPEI T OTOIXEIA KAl EUPATITIOTE TNV O€ éva TTOTAPI (Eoewg pe PBS yia va
AQAIPECETE TNV TTEPICOEIR CUJEUKTIKOU AVTIOWHATOG. TOTTOBETATTE TIG AVTIKEIUEVOPOPOUG OE
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2. Deixe que as bolsas com as laminas de substrato estabilizem a temperatura ambiente por
10 a 15 minutos. Retire as laminas com atengédo sem tocar no substrato.

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

4. 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 ([REF] 1107, 1136, 1136-96, 1136-25C Evite encher demasiado os pogos.

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

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

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

8. Retire a(s) lamina(s) do recipiente de Coplin. Passe o bordo da lamina num toalhete de
papel para eliminar o excesso de PBS. Coloque a ldmina na camara de incubagao. Inverta
imediatamente o frasco conta-gotas de Conjugado e aperte ligeiramente para deitar 1 gota
(aproximadamente 50 pl) em cada pogo.

9. Repita os passos 7 e 8 em cada lamina.
10. Coloque a tampa na camara de incubagéao. Incube por 30 minutos a temperatura ambiente.

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

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

13. Monte a lamela aplicando 3 gotas de Meio de Montagem uniformemente na lamela e
coloque-a sobre a lamina. Nao faga muita pressao e evite o deslizamento lateral da lamela.

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

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

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

B. Determinacao final (titulagao)

Um soro positivo no teste de controlo pode ainda ser mais testado seguindo os passos 5 ao 13
para determinar a titulagdo. Cada teste deve incluir os Controlos Positivo e Negativo. Efectuar
diluiges seriais em duplicado partindo de 1:10 ([REF] 1107, 1136, 1136-96, 1136-250) ou 1:40
([REF] 1100). O reciproco da maior diluigdo que provocou uma reacgao sera a titulagao.
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Utilizagédo em diagnéstico in vitro
md Fabricante

X/ Numero de testes

Material necessario mas nao fornecido

e Microscépio de fluorescéncia

e Micropipeta ou pipeta de Pasteur

e Pipetas serologicas

¢ Recipiente de coloracgéo (ex: Coplin)

e Tubos de ensaio pequenos 13 x 75 mm e suporte para tubos de ensaio
o Agua destilada ou desionizada

e Recipiente de 1 litro

e Frasco de lavagem

e Toalhetes de papel

e Camara de incubagao

AVISOS E PRECAUGOES

Para uso em diagnostico in vitro. Todos os componentes de origem humana utilizados foram
testados para HbsAg, VHC, VIH-1 e 2 e HTLV-l e deram resultado negativo nos testes
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 conservagao, distribuicdo e eliminagéo
destes materiais™®.

AVISO: A azida de sédio (NaN3) pode reagir com as canalizagdes de cobre ou chumbo e formar
azidas metalicas altamente explosivas. Quando eliminar os liquidos deve deitar grandes
quantidades de agua para evitar a formacgéo dessas azidas. A azida de sédio pode ser toxica se
for ingerida. Se ingerida, informe imediatamente o director de laboratério ou um Centro
Anti-Venenos.

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

COLHEITA DAS AMOSTRAS E PREPARAGAO

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

PROCEDIMENTO
Método do teste

A. Despiste

1. Dilua cada soro do doente a 1:10 ([REF] 1107, 1136, 1136-96, 1136-250) com o Diluente
Tamponado fornecido (20 pl de soro +180 pl de Diluente) ou 1:20 ([REF] 1100) (10 pl de soro
+ 190 pl de diluente). Nao dilua os Controlos Negativo e Positivo. Conserve o soro ndo
diluido para determinar a titulagao de anticorpos, se os testes de controlo forem positivos.

42

EL

éva dioko xpwang Tou €xel TAnpwOei pe PBS emi 10 Aemtd. Edv xpnoipotroindei
TTPOQIPETIKO OUCEUKTIKO avTiowa Xwpig eTmixpwaon (O€iTe Ta TTPOAIPETIKA CUOTATIKA GTNV
evoTnTa “YAIKG TToU TTapéxovTal”), uTropeite va TTpoaBéacTe 2-3 oTayoveg mixpwong Evans
blue oTnv TeAIKR éKTTAUCH. ETTAVAAGBETE yIa TIG UTTOAOITTEG AVTIKEIUEVOPOPOUG. EHMEIQZH:
Tuxov akatdAAnAn €KTTAUCH evOEXETAI va TTPOKAAETEI augnuévo @Bopioud uttoRaBpou.

12. ApaipéoTte pia avTikeiyevopépo omd To TPuPBAio Xpwaong. ZTUTIWOTE TNV Akpn Tng
QAVTIKEINEVOPOPOU HE aTTOPPOPNTIKG XAPTi yia va agaipéceTte Tnv Tepiooeia PBS. MNa va
ATTOTPEWPETE TUXOV atroénpavon TnG OVTIKEINEVOPOPOU, TTPOXWPHOTE AUECWS OTO
EMONEVO BAPA EVW N AVTIKEINEVOPOPOG Eival akOun uypn.

13. Epapudote TV KOAUTITPIda, TTpocBétoviag 3 oTayoveg pégou €MKAGAUWNG OpoIdHOpP®a
ETTAVW OTNV KAAUTITPI®O Kal TOTTOBETACTE TNV TTAVW OTNV AVTIKEINEVOPOPO. ATTOQUYETE TNV
£QapPoYr) AOKOTTNG TTIECNG KOI OTTOTPEWTE TNV TTAEUPIKA TTiIECT TNG KAAUTTTPI®OG.

14. EmravaAdBete Ta rpdaTa 12 kai 13 yia KEAOe avTIKEINEVOPOPO.
15. E&etdoTe yia €101kd @Bopioud pe plkpookoTmio @Bopiouol oe peyéBuvan 200 A peyaAlTepn.

O1 avTikelnevo@dpol UtTopouv va diaBacTtolv poAig trpogToigacTolv. QoTéoo, e€aiTiag Tng
TTapouciag Trapdyovra TrpooTaciag @Bopiopyol oTo PECO KaBRAwong, Oev  epgavideTal
ONUAVTIKN OTTWAEID TNG £€VTAONG TNG XPWONG, €Av KABUOTEPATEI N avayvwaon £wg Kal 48 WPEG.
O1 avTikeluevopopol Ba TTPETTEN va QUAGCTOVTAI O OKOTEIVO XWPO, o€ Beppokpaaia 2-8°C.

B. Npoodiopiouég TeAIkoU onueiou (TITAOS6TNON)

‘Eva opdg 1ou Ba Ppebei BeTikdg otnv avdAuon SiaAoyAg ptropei va avaAubei Tepaitépw,
akoAouBwvtag Ta BrAparta 5 éwg 13 yia va kabopioTei o TiTAog Tou. KdBe oeipd avdAuong Ba
TpéTel va TrepIAapBavel Ta dlaAUpaTta BeTikoU Kal apvnTikoU eAéyxou. EkTeAéoTe S1adOXIKES
BITTAEG apalwoelg EekivvTag atrd Tnv avaAoyia 1:10. ([REF 1107, 1136, 1136-96, 1136-250) or
1:40 ([REF] 1100) O TiTAOG €ival TO AVTIOTPOPO TNG UYNASTEPNG aPAiwoNg TToU €BwOE BETIKNA
avTidpaaon.

MpoeTolgacia TwV SI0BOXIKWY APAIWOEWY

ApiBunoTe £€1 cwAnvapia amoé 1o 1 £éwg 10 6. MpocBéate 0,9 ml dioAUpaTOG apaiwaong dEIYUATWY
oto cwAnvdpio 1 kar 0,2 ml ota cwAnvapia 2 £éwg 6. Metagépere pe mméra 0,1 ml pn
apaiwpévou opolU oTo cwAnvapio 1 kalr avopigte empeAws. Metagépete 0,2 ml amd 1o
gwAnvapio 1 aTo cwANVApIo 2 Kal avapigTe eMPEAWG. ZuvexiaTe Tn yeTa@opd 0,2 ml atréd 1o éva
OWANVAPIO OTO €TTOPEVO WETA ATTO QVAUIEN, TTPOKEINEVOU va ETITUXETE TIG OPAIWOEIS TTOU
ATTEIKOVICOVTAI OTOV TTOPOKATW TTiVOKA:

TwAnvdpio 1 2 3 4 5 6
Opog 0,1 ml
+
ApaiwTIKO 0,9 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 mi
puUBUIOTIKO
S1dAupa
2 2 2 2 2
MeTagopd 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2ml
TeAikapaiwon 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 KATT.
EAEIrXOZ NMOIOTHTAZX

KaBe avaAuon Ba mpétrel va trepIAauBavel Tooo €va didAupa BeTikou 600 Kal éva didAupa
apvnTikoU eAéyxou. To didAupa apvnTikoU eAéyxou Ba TTpETTel va pnv TTapoucidadel €101k
@Bopious. To didAupa BeTikoU eAéyxou AMA Ba TTpéTTel va TTapousiddel £éviaon @BopIoUoU Twv
VEQPIKWY owAnvapiwv 2+ A peyaAltepn. To didAupa BeTikou eAéyxou ANA Ba TrpéTrel va
TTapouciadel éviaon @GOOPICUOU TwV TTUPAVWY TWV VEPPIKWY KOl NTTATIKWY KUTTApwyv 2+ N
MEYOAAUTEPN, HE KUPIWG OUOIOYEVEG TTPOTUTTO.
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Edv Oev AdBete Ta avauevoueva atmoteAéopata, Ba TTpéTel va eravaAdBete Tnv avdAuon. Edv
ouvexifouv va gu@avifovtal QveTTOPKN aTTOTEAEOUATA PE Ta SIOAUPATA EAEYXOU, QUTA EVOEXETOI
va ogeilovTal O€:

o OoAepdTnTa. ATTOPPIYPTE TO KOI XPNOIPOTTOINCTE £€va GAAO SIGAUpa EAEyXOU.

e [lpoBAAuaTa PE TO OTITIKO GUCTNUA TOU PIKPOOKOTTiOU @BOPIoUOU. Z€ auTd eVOEXETAI VA
ouptrepIAapBavovTal: akaTdAANAn euBuypdppion, TTapéAeuan TNG weEAIUNG didpkelag {wng
NG Auxviag, KATT.

e Amo¢Apavan TnG avTIKEINEVOPOPOU KaTd Tn didpkela TnG diadikaaiag.

EPMHNEIA TQN ANOTEAEZMATQN

Ta ammoteAéopata Twv avaoAloewy yia Ta avriowpara ANA, AMA, ASMA, AGPA Ba mrpémel va
ava@épovTal wg apvnTika (< 10), ZTa TUAPATO GTOHOXIWV VEQPWY (Kwdikag: 1107, 1136,
1136-96, 1136-250) apvnTikda (< 20) oTa TupaTa cukwTioU ([REF] 1100) 1 evaAAaKTIKG BETIKOG
ME TOV TiTAO.

AloBdoTe povo media Ta otroia TePIAAPBAvVOUV €I8IKA Xpwon Twv TTUPAVWY yia Ta ANA, Twv
VEQPIKWYV owAnvapiwv yia Ta AMA, Twv TOIXWHATWY TwV aIJo@opwyV ayyeiwv yia Ta ASMA, Twv
TOIXWHOTIKWY KUTTApwWV Tou oTopdyou yia Ta AGPA. OAeg o1 dAAeg avTidpdoelg Ba TrpéTel va
avaépovTal wg apvnTikEG yia ANA, AMA, ASMA, Z1a TuApaTta oTopaxiwy veppwy ([REF] 1107,
1136, 1136-96, 1136-250) apvnTika (< 20) ota TurjpaTa cukwTioU ([REF] 1100) A evaAAOKTIKG
BETIKOG PE TOV TIiTAO.

Ta avriowpata ANA ptropoUv va avixveuBoUv o€ OAa Ta UTTOOTPWHATA, aAAG Ba TTpéTTel va
TTOOOTIKOTTOIOUVTaI YIa TO VEQPO A Ta KUTTapa HEpP-2. X1a TTpoTUTIa XPWONG TOU TTUPAVA TTOU
TTApaTNEOUVTAl PE TO VEQPPIKO UTTOOTPpwHa R pe Ta KUTTopa HEp-2 1ou Trapéxovral
TEPIAUBAVOVTaI TO OMOIOYEVEG, TO TIEPIPEPIKO (€ BAKTUAIO), TO OTIKTO KaI TOU TTupnvigkou. To
TIPOTUTIO XPWONG TOU KevTpopepIdiou (To otroio TrepIAapBAavel €IKOVEG HiTwong), TTapaTnpeital
€UKOAOTEPO OTa KUTTOpa HEpP-2. Autd Ta TPATUTTG TTUPNVIKAG XPWONG TTEPIypdpovTal
TTapokATw. Evdéxetar va amoteAdolvral amd €va TPOTUTTO ) atmmd OUuVOUOOMNO TTOAAWV
OIAPOPETIKWY TTPOTUTTWV Xpwong. To TeAeuTaio o@eileTal o€ avTIOPAOEIG UE APKETE DIAPOPETIKA
TTUPNVIKG avTIyova.

Opoloyevég: OAog o TTuprivag @Bopidel opoidpopPa e £va SIGXUTO TTPATUTTO XPWONG.

Mupnvikég pepBpavwdng: O1 TTupnvi Koi AekEDEG HEPPBPAVWV O TTI 6 £VTOVA WG AETTTO YPAUUIKO
ox€010 pE TN pelwPévog €viaon AeKIGOUOTOG TOU TTUPNVOTTAAOUATOG TTPOG TO KEVIPO TOU
TTUpAva.

ITIKTO: AloKpITIKEG adpég i AeTITEG OTPOYYUAEG KnAideg @Bopifouv oe OAn Tnv €KTaon Tou
TTUprva.

Mupnviokou: O TTupnviokol xpwpaTifovTal wg TTOAATTAG oTeped cwdTIa EVTOG TOU TTUPAVA.

H €181k&TNTa OPICPEVWY AVTIOWHATWY Ta OTTOIa BiVOUV Ta TTAPATTAVW TTPOTUTIA XPWONG UTTOPET
va avayvwpioTei KaAUTepa atrd avaAloelg yia avTiowpaTta Katd Tou nDNA kai katd dia@épwv
TTUPNVIKWY AVTIYOVWY TTOU PTTOPOUV va atropovwBouyv. Autd evOoéxeTal va €xouv dlayVwaoTIKNA
agia, 6TTwG avagépetal aTnVv Tivaka ¢ 1, oTo TEA0G auToU Tou EVTUTTIOU.

Ta AMA ptropouUv va TrapatnpnBolv 1600 oTa ATTw 600 KAl OTA £YYUG VEQPIKA CwAnvapla, Je
EVTOVOTEPN Th XPWOoN oTa Amw owAnvapia. MapoAo TToU XPwHATICETAI KAl TO KUTTAPOTTAQO O
TWV TOIXWHATIKWY KUTTApWY Tou oTopdyou, Ta AMA Ba TTpéTTel va TTO0OTIKOTToIoUVTal OTO

VEPQPO.

Mrropei emiong va TrapatnenBei xpwaon Tou PUikoU XITWva TOU OTOPAXOU KOl TWV VEPPIKWY
omelpapdTwy ue ASMA, aAAd Ba TTpétrel va avagépovtal povo Ta ASMA TTou aveupiokovTal GTa
TOIXWHATA TWV AINOPOPWY AYYEIWV TOU VEQPPOU.
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microscoépio de fluorescéncia equipado com filtros apropriados. A presenga de ANA, ASMA, AMA,
AGPA é demonstrada por uma fluorescéncia verde-macé de estruturas histolégicas especificas no
tecido. Os titulos (o reciproco da maior diluicdo qsue provocou uma reacgdo positiva) séo entdo
determinados testando diluicdes em série do soro™.

INFORMAGAO SOBRE O PRODUTO

Conservagao e preparagao

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

Materiais fornecidos

Carcaga do figado do rato 1107

Substrato de Estdmago/Rim de Murganho COMVI 1107

Substrato de Figado/Estdmago/Rim de Murganho COMVI-III 1136
Substrato de Figado/Estémago/Rim de Murganho COMVI-III 1136-96
Substrato de Figado/Estdémago/Rim de Murganho COMVI-III 1136-250
O kit contém reagentes suficientes para executar 48 determinagdes.

6 x [SORBJ|SLD]8] Laminas de substrato com 8 pogos, (1100, 1107,
1136)

12 x Laminas de substrato com 8 pogos, (1136-96)

25 x SORBJSLDI10] Laminas de substrato com 10 pogos, (1136-250)

1x0.5ml [CONTROLJ+JANA] * Controlo positivo para ANA. Contém soro humano.

1x0.5ml [CONTROL[+]AMA] * Controlo positivo para AMA. Contém soro humano.

1x0.5ml * Controlo negativo. Contém soro humano.

1x5ml FITC] *' Conjugado de IgG anti-humana com FITC. Proteger da
luz. (2 x 1136-96 , 3 x 1136-250)

1x5ml * Conjugado de IgG anti-humana com FITC contendo

azul de Evans. Proteger da luz.
Diluente tamponado (2 x1136-250)

Tampéo fosfato salino (PBS). Dissolver cada frasco
em1l. (3 x1136-250 )
1x5.0ml  [MOUNTINGJMEDIUM]* Meio de montagem. N&o congelar. (3 x 1136-250)

1x1.0ml [EVANS Contrastante azul de Evans.
1x12 COVER|SLD] Lamelas (3 x 1136-250)

1 x60 ml BUF|*
2 vials BUF|WASH

* Contém < 0,1% NaN;
T Jogos com um "X" apds a nimero da pecga contenha este componente no lugar de IgG-CONJ
FITC EB

Simbolos utilizados nos roétulos:
LOT| Numero de lote

Numero de catalogo
g Prazo de validade
¥
A

Temperatura de armazenamento

Ler as instrugdes de utilizagdo
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‘m MCO siSTEMA DE TESTE AUTO-ANTICORPOS

FOLHETO DO PRODUTO

1100 Carcaca do figado do rato 48 Determinagdes

1107 Substrato de Estdémago/Rim de Murganho COMV| 48 Determinagdes

1136 Substrato de Figado/Estémago/Rim de Murganho COMVI-I1l 48 Determinagdes
1136-96 Substrato de Figado/Estdomago/Rim de Murganho COMVI-III 96 Determinagdes
1136-250 Substrato de Figado/Estémago/Rim de Murganho COMVI-Ill 250 Determinagdes
APLICAGAO

Testes de anticorpos de imunofluorescéncia indirecta (IF) para a detecgdo e quantificagdo de
anticorpos anti-nucleares (ANA) 1100, 1107, 1136, 1136-96, 1136-250 anticorpos
anti-mitocondriais (AMA), anticorpos-anti musculo liso (ASMA), anticorpos anti-células parietais
gastricas (AGPA) 1107, 1136, 1136-96, 1136-250.

RESUMO E EXPLICAGAO

Os Anticorpos anti-nucleares (ANA), detectados por imunofluorescéncia indirecta, auxiliam o
diagnéstico das patologias do tecido conjuntivo tais como Lupus eritematoso sistémico (LES),
doenga mista do tecido conectivo, sindroma de Sjogren e esclerodermia®™. Os ANA apresentam-se
em cerca de 95% dos doentes de LES bem como nos 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 de
cirrose biliar primaria, em 3 a 11% dos doentes de hepatite cronica activa e estdo ausentes nos
doentes com obstrugéo biliar extra-hepatica e noutras doengas do figado. A presenca universal
de anticorpos anti-mitocondriais na cirrose biliar primaria e a sua auséncia virtual na ictericia
extra-hepatica torna a sua detecgéo de valor consideravel no diagnostico diferencial®"2.

Os Anticorpos anti-musculo liso (ASMA) em titulo elevado (>160) apresentam-se na maioria
dos casos de hepatite créonica activa e em titulos intermédios (40-80) em hepatite viral aguda.
Ocasionalmente poderdo apresentar-se em casos de cirrose biliar primaria nas quais também
se encontram em titulagbes intermédias. A importancia dos titulos 20-40 é duvidosa visto que
estas titulacdes podem apresentar-se em individuos normais'>™.

Os Anticorpos anti-células parietais gastricas (AGPA) estdo normalmente associados a
anemia perniciosa e gastrite cronica atréfica nas quais se apresentam em aproximadamente
90% e 50% dos casos, respectivamente. Todavia, ndo sdo especificos da doenga visto que se
podem apresentar em menor frequéncia noutras patologias. Embora os individuos saudaveis
possam apresentar anticorpos das células parietais gastricas, esta presenca podera reflectir
uma gastrite atrofica assintomatica. A auséncia de anticorpos anti-células parietais gastricas, €
uma forte evidéncia para a exclus&o de anemia perniciosa' .

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

No método de imunofluorescéncia indirecto usado nestes kits, o soro dos doentes é incubado em
cortes de estdmago/rim ou estdmago/rim/figado de murganho para permitir a ligagdo de
anticorpos ao substrato tissular. Quaisquer anticorpos que néo se tenham ligado s&o eliminados
por lavagem. Os anticorpos que se ligaram, da classe IgG, sédo detectados através da incubagéo
do substrato com conjugado marcado com fluoresceina. As reacgdes sdo observadas com um
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NEPIOPIZMOI THZ AIAAIKAZIAZ

2€ OPIOUEVEG TTEPITITWOEIG, opoi BeTIKoi yia ANA evdéxetal va gival TTOAU aoBeveig i apvnTIKOi
atnv apxIKn apaiwaon dIaAoyng (Qaivouevo TTPodwvng). Ze TETOIEG AUQIBOAEG TTEPITITWOEIG, Ol
opoi Ba mpémel va egeTadovtal 0o UWNAOTEPEG apaIOEIG, Kal €dv PBpeBolv BeTikoi, va
KaBopifovTal oI TITAOI TWV AVTICWHATWV.

2 € OPIOUEVEG TTEPITITWOEIG, N TTapouadia U0 1 TTEPICOATEPWY AVTICWHATWY O€ £vav 0po, TA OTTOIx
avTIdPOUV e TO iBI0 UTTOOTPWHA, EVOEXETAI VA ETTNPEACEI TRV AVIXVEUCT TOUG HE AvVOCOPOOPIoHO.
AuTh n emmidpaon evdéxeTal va TTPoKaAéael eiTe aduvapia avixveuong ANA eite peiwon Tou TiTAou
€qv 1O avTiowpa Tou emoPa £xel peyaAuTepo TiTho até 1o ANA. OAeg or avmidpdaoeig ANA Ba
TEémrel va avaeépovtal. ‘Eva BeTik6 atrotéAeopa yia avtiowpata ANA dev Ba TipéTrel, attd Povo
Tou, va Bewpeital diayvwoTiké yia ZEA. Ta avriowpara ep@avifovral Kal o€ aoBeveiG ue AAAEG
TTOBro€IG ToU CUVOETIKOU 10TOU, EVW) OPICHEVA PAPUAKa OTTWG N TTPoKdivayidn kai n udpaAadivn
eVOEXETAI VO €TTAYOUV €va BeTIKO aTTOTEAEOHO ANA'. EmiimrAéov, 0pOoi 00BEVWV PE KAKONBEIEG Kal
Aolpwdelg vOooug evoEXeTal va £xouv eTTiong BeTIkO atroTéAeapa ANA. O KAIVIKOG 1aTpdg Ba TTPETTEI
va €EeTA0El T OTTOTEAéOHOTA OAWV TwV BETIKWV avaAloewv €UPECOU avooo@BopIouoU o€
ouvduaopd pe Ta aTroTEAéTUOTA GAAWY EPYOOTNPIOKWY ECETACEWY Kal TNV KAIVIKF) KATGOTAGH TOU
aoBevoUg, TTPOKEIPEVOU va KOTaAAEE o€ BIdyvwon.

ANAMENOMENEZ TIMEZ

Omtwg @aivetal otoug Trivakeg 1, 2, 3, 4 ka1 5 oTo Té€Aog auTou Tou evtUTTOoU, Ol AVOAUCEIG YIa
TTUPNVIKG QVTICWHATA XPNOoIpoTToloUvTal wg uEBodOG avixveuong Tou ZEA kal opiopévwy GAAwY
avogohoyikwy diarapaywyv. Ta avriowpatra AMA gpgaviovralr og TTo000T6 dvw Tou 90% Twv
TIEPITITWOEWY TTPWTOTTAB0UG XOAIKAG Kippwong kal oto 3-11% Twv TEPITTWOEWY XPoviag
evepyou nmatindag. Ta ASMA epgavifovrar oTnv TTAElopn®@ia Twy TTEPITTTWOEWY XPOVIOAG
evepyou nmaTindag, evw 1a AGPA oxetiCovial ouvrBwg Pe TNV KakoRon avaipia kar Tn Xpovia
ATPOWIKA yaoTpiTIdA.

XAPAKTHPIZTIKA ANMOAOZHZ

To ouotnua avaAuong autoavTiowWPAaTwy ImmuGlo™ (Topég veQPOU/OTOUGXOU TTOVTIKWYV)
ouykpidnke pe pla GAAN avdaAuon avTiowpdTtwy pe péEBodo @Bopiopol TTou diaTiBeTal aTo
EUTTOPIO, N OToia XPNOIYOTIOIEl WG UTTOOTPWHA VEQPO/OTOMaXo TrovTikoU. H oUlykpion
mepieAapBave: 20 deiypata opou BeTikd yia ANA, 19 deiyuata opoul BeTikd yia AMA, 19 deiypara
opoU BeTikd yia ASMA, 20 Ociyuata opoU OeTikd yia AGPA kai 38 Geiyuata opoU atmd
@uololoyik@ dropa. O1 opoi egeTdoTnkav Pe apxikr apaiwon 1:10 pe T diadikacia TTou
TTpoTEiveTal aTTé TOV KaTaokeuaaTr. O avaAUoelg €dwaoav CUYKPIoINa atToTEAEOUOTA, TA OTToIa
ouvoyigovTal 0ToUG TTIVOKEG 6 Kal 7 0To TEAOG auToU TOoU EVTUTTOU.

O1 opoi TTou eAqeBnoav atmd 96 @uaioloyikd droua, 21 acBeveig pe ZEA, 17 aoBeveig pe
okAnpodeppia kal 20 aoBeveig pe peupatocldr apbpitida e€eTdoTnkav We TO KIT avaAuong yia
avTirupnvika avriowpata (ANA) (Topég fTraTtog TrovTikoU) kail GAAa kit ANA TTou diaTiBevtal oTo
euttoplo. O1 opoi egeT@oTnKav cUUPWva pe T dladikacia kal Tnv apaiwon OIaAoyAg TTou
TpoTeiveTal ammd TOV KATAOKEUOOTH. AuUTOi €dwoav CUYKPIoIMa OTTOTEAECPATA TO OTToia
TTapouciafovTal oTov Trivaka 8.
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2% . .
= ' ANALISIS PARA DETECCION
I m mco DE AUTOANTICUERPOS

PROSPECTO

1100 Substrato del higado del ratén 48 analisis

1107 Substrato de rifién y estémago de ratén COMVI 48 analisis

1136 Substrato de rifién, estdémago e higado de ratén COMVI-III 48 analisis
1136-96 Substrato de rifién, estémago e higado de ratén COMVI-IIl 96 analisis
1136-250 Substrato de rifién, estémago e higado de ratén COMVI-IIl 250 analisis

USO PREVISTO

Ensayo de inmunofluorescencia indirecta (IF) para la deteccién y cuantificacion de anticuerpos
antinucleares (ANA) 1100, 1107, 1136, 1136-96, 1136-250 anti-mitocondriales (AMA),
anti-musculo liso (ASMA), anti-células parietales gastricas (AGPA) 1107, 1136, 1136-96,
1136-250.

RESUMEN Y EXPLICACION

La deteccién de anticuerpos antinucleares (ANA) mediante inmunofluorescencia indirecta
ayuda en el diagnostico de patologias del tejido conectivo, entre ellas el lupus eritematoso

sistémico (LES), enfermedad mixta del tejido conectivo, sindrome de Sjogren y esclerodermia™™®.

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 primarias'a.

Mas del 90% de los casos de cirrosis biliar primaria resultan positivos a los anticuerpos
antimitocondriales (AMA), y también del 3 al 11% de los pacientes con hepatitis activa cronica,
mientras que no aparecen en pacientes con obstruccion biliar extrahepatica y otras enfermedades
hepéticas. 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 para el
diagnostico diferencial®"2.

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

Los anticuerpos anti-células parietales gastricas (AGPA) se asocian normalmente a la
anemia perniciosa yla gastritis crénica atréfica, 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
atrofica asintomatica. La ausencia de anticuel;pos anti células parietales gastricas permite
descartar practicamente una anemia perniciosa1 7,

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

En la técnica de inmunofluorescencia indirecta utilizada en este kit, el suero del paciente se
incuba en cortes de rifion y estdbmago de raton, o bien cortes de rifion, estdmago e higado de
ratén, para la union de los anticuerpos con el tejido de substrato. Los anticuerpos que no hayan
reaccionado se eliminan mediante lavado. Los anticuerpos unidos de clase IgG se detectan
incubando el substrato con conjugado marcado con fluoresceina. La reaccion se observa con
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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.

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 foglio.

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 puo 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.

LIMITAZIONI DELLA PROCEDURA

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

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 rilevazione 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.

Un risultato positivo per gli ANA dovrebbe essere considerato diagnostico di LES. Occorre pero
considerare che gli ANA sono presenti anche in pazienti con altre malattie del tessuto connettivo e
che I'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 ANA.
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 puo vedere dalle tabelle 1, 2, 3, 4 e 5 riportate alla fine di questo foglio, le analisi per gli
anticorpi nucleari vengono usate per lo screening di LES e di alcuni altri disturbi immunologia.
Gli AMA compaiono in piu del 90% dei casi di cirrosi biliare primitiva e nel 3-11% dei casi di
epatite cronica. Gli ASMA sono presenti nella maggior parte dei casi di epatite cronica attiva e
gli AGPA sono comunemente associati con I'anemia perniciosa e la gastrite cronica atrofica.

PERFORMANCE DEL TEST

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 6 e 7 riportate alla fine di
questo foglio.

| sieri ottenuti da 96 soggetti normali, da 21 pazienti LES, da 17 pazienti con scleroderma e da 20
pazienti con artrite reumatoide sono stati testati con il kit per gli anticorpi antinucleari (ANA)
(sezioni di fegato di topo) ed altri kit ANA disponibili in commercio. | sieri sono stati testati secondo
la procedura e le diluizioni di screening consigliate dai produttori. Questi test hanno prodotto i
risultati indicati nella Tabella 8.
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Preparazione delle Diluizioni Seriali

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

Provette 1 2 3 4 5 6
Siero 0,1 ml

+
Diluente 0,9 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2ml 0,2 ml 0,2 ml
tamponato

= 2 = = =

Trasferimento 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
Diluizione 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 etc,
finale

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. Il Controllo Positvo AMA
dovrebbe 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:

e Torbidita. Smaltire e usare un nuovo controllo.

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

e Aver lasciato asciugare il vetrino durante la procedura.

INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

| risultati dei test per gli anticorpi ANA, AMA, ASMA, e AGPAe LKM dovrebbero essere riportati
come negativi (< 10) Sulle sezioni dello stomaco del rene ([REF] 1107, 1136, 1136-96, 1136-250)
negazioni (< 20) sulle sezioni del fegato ([REF] 1100) o alternativa positivi con titolo.

Leggere unicamente, per gli ANA i campi contenenti colorazione specifica dei nuclei, per gli
AMA i tubuli renali, per gli ASMA le pareti dei vasi sanguigni, per gli AGPA. Tutte le altre reazioni
per ANA, AMA, ASMAe/o AGPA dovrebbero essere riportate come negative.

Gli ANA possono essere rilevati su tutti i substrati 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) & piu evidente
sulle cellule epiteliali HEp-2. | pattern di colorazione nucleare possibili sono descritti di seguito e
possono manifestarsi in una o pit combinazioni di pattern di colorazione. come risultato della
reazione a diversi antigeni nucleari.

Omogeneo: Fluorescenza uniforme dell'intero nucleo con pattern di colorazione diffuso.

Membranous nucleare: La membrana nucleare macchia il piu intensamente come modello
benissimo lineare con l'intensita di macchiatura diminuente del nucleoplasma verso il centro del
nucleo.
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un microscopio de fluorescencia equipado con filtros adecuados. La presencia de ANA, ASMA,
AMA, AGPA es revelada por una fluorescencia de color verde manzana en estructuras
histolégicas especificas del tejido. Los titulos (el reciproco de la mayor dilucién que provocé una
reaccion positiva) se determinan analizando las diluciones seriadas'®.

DATOS DEL PRODUCTO
Conservacion y preparacion

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

Material suministrado

Substrato del higado del raton 1100

Substrato de rifidén y estébmago de raton COMVI 1107

Substrato de rifion estomago e higado de ratén COMVI-IlI 1136
Substrato de rifion estomago e higado de ratén COMVI-IlI 1136-96
Substrato de rifion estomago e higado de ratén COMVI-IlI 1136-250
Los reactivos del kit son suficientes para efectuar 48 analisis.

6 x SORBJSLDI8] Portas de substrato, 8 pocilios, (1100, 1107,
1136)
Portas de substrato, 8 pocillos, (1136-96)

12 x SORB[SLD[8]

25 x Portas de substrato, 10 pocillos, (1136-250)
1x0.5ml * Control positivo a ANA. Contiene suero humano.
1x0.5ml * Control positivo a AMA. Contiene suero humano.
1x0.5ml * Control negativo. Contiene suero humano.

1x5ml CONJ[FITC] ** Conjugado de IgG antihumano con FITC. Protéjase

de la luz. (2 x1136-96 , 3 x 1136-250)
Conjugado de IgG antihumano con FITC. Contiene

contraste azul de Evans. Protéjase de la luz.
Diluyente tamponado (2 x1136-250)

Tampon fosfato salino (PBS). Disolver cada vial
hasta 1 litro. (3 x 1136-250)

1x5.0ml  [MOUNTING]MEDIUM] * Medio de montaje. No congelar. (3 x 1136-250)
1x1.0ml [EVANS Contraste azul de Evans

1x12 COVER[SLD] Cubreobjetos (3 x 1136-250)

[CONJ|
1x5ml  [CONJFITC[EB] *

1 x60 ml BUF|*
2 vials BUF]WASH]|

* Contiene < 0,1% NaNj;

T Kits con un "x" después del nimero de parte contenga este componente en lugar de IgG-CONJ
FITCEB

Simbolos empleados en las etiquetas:
Numero de lote

RE Numero de catalogo
Fecha de caducidad

Temperatura de conservacion

Léanse las instrucciones de uso

g~ w[Ef

Para diagnéstico in vitro
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md Fabricante

X/ Numero de analisis

Material necesario no incluido

e Microscopio de fluorescencia

e Micropipetas o pipetas Pasteur

e Pipetas serologicas

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

e Tubos de ensayo pequefios (p.e. 13x75 mm) y gradilla para tubos
e Agua destilada o desionizada

e Recipiente de 1 litro

e Frasco lavador

e Toallas de papel

e Camara de incubacion

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

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

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

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

RECOLECCION Y PREPARACION DE MUESTRAS

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

PROCEDIMIENTO

Metodologia del analisis

A. Control

1. Diluya el suero del paciente en proporcién 1:10 ([REF] 1107, 1136, 1136-96, 1136-250) con
el diluyente tamponado (20 pl de suero + 180 pl diluyente) o 1:20 ([REF] 1100) (10 pl de
suero + 190 pl diluyente). No diluya los controles positivo o negativo. Conserve el suero no
diluido para determinar la titulacion de anticuerpos si los analisis resultaran positivos.
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3. Contrassegnare i vetrini e disporli nella camera umida sul cui piano interno saranno state
poste delle salviette di carta inumidite con acqua per prevenire I'essiccazione.

4. Applicare 1 goccia (circa 50 pl) di Controllo Negativo nel pozzetto #1. Allo stesso modo
applicare 1 goccia di Controllo Positivo ANA nel pozzetto #2 e, se applicabile,1 goccia di
Controllo Positivo AMA nel pozzetto #3 ([REF] 1107, 1136, 1136-96). Evitare di riempire
eccessivamente i pozzetti.

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

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

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

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

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

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

11. Rimuovere il vetrino dalla camera umida, reggerlo per l'estremita e immergerlo in un
recipiente contenente PBS per rimuove 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 pu6 causare un
aumento nella fluorescenza di fondo.

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

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

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

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

| vetrini possono essere letti appena montati. Tuttavia, per la presenza di un agente
antiscolorimento nel liquido di montaggio, non si verificano perdite significative di intensita di
colorazione e la lettura 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 puo essere analizzato ulteriormente ripetendo le fasida 5 a
13 per determinare il titolo anticorpale. Ogni serie di test deve includere Controlli Positivi e
Negativi. Preparare diluizioni seriali doppie a partire da 1:10 ([REF] 1107, 1136, 1136-96,
1136-250) or 1:40 ([REF] 1100). Il reciproco del valore della piu alta diluizione eseguita a cui il
campione mostra positivita & il valore del titolo.
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@ Temperatura di conservazione
A\ Leggere le istruzioni per I'uso
Uso diagnostico in vitro
md Produttore
%/  Numero di test

Materiali necessari ma non forniti
e Microscopio a fluorescenza, Micropipetta o pipetta Pasteur, Pipette sierologiche
e Vaschetta per colorazione (ad es. vaschetta Coplin)

e Provette piccole per test (ad es. 13x 75 mm) e rack per provette Acqua distillata o
deionizzata

e Contenitore da 1 litro.
e Flacone di lavaggio
e Salviette di carta

e 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 i
derivati del sangue umano ei campioni dei pazienti devono essere considerati potenzialmente
infettivi. Attenersi alle buone prassi di laboratorio per la conservazione, la dispensazione e lo
smaltimento di questi materiali'®.

ATTENZIONE - L'azide sodica (NaN3) pud reagire con gli scarichi idraulici in piombo e rame per
formare azidi metalliche altamente esplosive. Durante lo smaltimento dei liquidi, diluire con
acqua corrente per evitare |'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 validitd dei risultati & indispensabile seguire scrupolosamente le istruzioni
contenute in questo foglio illustrativo. Per eventuali sostituzioni di materiali del kit, usare solo
materiali Immco Diagnostics Inc. aventi lo stesso numero di catalogo. Non usare oltre la data di
scadenza indicata sull'etichetta.

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

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

PROCEDURA

Metodo del Test A. Screening

1. Diluire il siero del paziente 1:10 ([REF] 1107, 1136, 1136-96, 1136-250) con il Diluente
Tamponato fornito (20 pl di siero + 180 pl di diluente o 1:20 ([REF] 1100) (10 pl di siero +
190 pl di). Non diluire i Controlli Positivi o Negativi. Conservare il siero non diluito per
determinare i titoli anticorpali se i test discreening risultano positivi.

2. Lasciare che le buste contenenti i vetrini raggiungano la temperatura ambiente per 10-15
minuti. Rimuovere con attenzione il vetrino senza venire in contatto con il substrato.
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2. Espere a que las bolsas con los portas de substrato se estabilicen a la temperatura
ambiente durante 10-15 minutos. Extraiga los portas cuidadosamente sin tocarei substrato.

3. Etiquete los portas y coléquelos en la camara de incubacion 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 pocillo #1. Del mismo modo, aplique 1 gota de ANA Control positivo en el
pocillo #2. Si procede, 1 gota de AMA Control positivoen el pocillo #3 ([REF] 1107, 1136,
1136-96, 1136-250). No llene demasiado los pocillos.

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

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

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

8. Retire los portas de la cubeta de Coplin. Seque el borde de los portas con una toalla de
papel para eliminar el exceso de PBS. Ponga los portas en la cdmara de incubacion. 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 porta.
10. Coloque la tapa en la camara de incubacién. Incube 30 minutos a temperatura ambiente.

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

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

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

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

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

Los portas se han de leer tan pronto como estén listos. Sin embargo, gracias a la presencia de
un agente antidecoloracién en el medio de montaje, no se produce una disminucion significativa
en la intensidad de coloracién aunque la lectura se postergue por 48 horas. 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 el titulo. Cada ciclo de andlisis incluira los controles
Positivo y Negativo. Prepare diluciones en serie y por duplicado a partir de 1:10 ([REF] 1107,
1136, 1136-96, 1136-250) or 1:40 ([REF] 1100) El reciproco de la mayor dilucion que provoca
una reaccion positiva es la titulacion.
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Preparacion de diluciones en serie

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

Tubos 1 2 3 4 5 6
Suero 0,1 ml

+
Diluyente 0,9 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
tamponado

= =g = = =

Transferir 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
Dilucion final 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 etc.

CONTROL DE CALIDAD

En cada ciclo de analisis se deben incluir un control positivo y un control negativo. El control
negativo no debe evidenciar fluorescencia especifica. El control positivo AMA debe tener una
intensidad de coloracién de los tubulos del rifién equivalente a 2+ o superior. El control positivo
ANA debe tener una intensidad de coloracion del nucleo del rifién y del higado de 2+ o superior
con un patrén homogéneo predominante.

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

e Turbidez. Descarte el control y utilice otro.

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

e El porta se secé durante el proceso.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Los resultados de los analisis de anticuerpos ANA, AMA, ASMA, AGPA deben considerarse
negativos (< 10) En las secciones del estémago del rifién ([REF] 1107, 1136, 1136-96, 1136-250)
negativas (< 20) en las secciones del higado ([REF] 1100) o alternativamente positivo con titulo.

Lea Unicamente los campos que contienen coloracion especifica del nucleo para ANA, de los
tubulos del rifidn para AMA, las paredes de los vasos sanguineos para ASMA, las células
parietales gastricas unicamente para AGPA. Toda otra reacciéon debe considerarse negativa
para ANA, AMA, ASMA o AGPA.

Los ANA pueden detectarse en todos los substratos, aunque debe cuantificarse en el rifidén o las
células HEp-2. Los patrones de tincion nuclear que se observan con el substrato de rifién o con
las células HEp-2 incluyen homogénea, periférica (margen), moteada y nucleolar. El patron de
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 tincion causada por reacciones ante muchos
antigenos nucleares diferentes.

Homogénea: Todo el nucleo adquiere fluorescencia homogénea con patrén de tincion difusa.

Membranoso La membrana nuclear mancha lo mas intenso posible como patron muy bien
nuclear: linear con la intensidad de coloracién de disminucion del nucleoplasma hacia el
centro del nucleo.

Moteada: Manchas discretas, de pequefias a grandes, adquieren fluorescencia en todo el
nucleo.
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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 del siero'®.

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

Substrato del fegato del mouse 1100

Substrato Rene/Stomaco di Topo COMVI 1107

Substrato Rene/Stomaco/Fegato di Topo COMVI-III 1136

Substrato Rene/Stomaco/Fegato di Topo COMVI-III 1136-96

Substrato Rene/Stomaco/Fegato di Topo COMVI-III 1136-250

| kit contengono reagenti sufficienti ad eseguire 48 determinazioni.

6 x Vetrini da 8 pozzetti, (1100, 1107, 1136)
12 x SORBJSLDI8] Vetrini da 8 pozzetti, (1136-96)

25x SORBJSLDI10] Vetrini da 10 pozzetti, (1136-250)
1x0.5ml [CONTROLJ+JANA] * Controllo Positivo ANA. Contiene siero umano.
1x0.5ml AMA| * Controllo Positivo AMA. Contiene siero umano.
1x0.5ml * Controllo Negativo. Contiene siero umano.

1x5ml CONJJFITC| *' Coniugato FITC anti-lgG umane. Proteggere dalla

luce (2x1136-96 , 3 x 1136-250)

@)
o
gk
m
o
5
.

1x5ml Coniugato FITC anti-lgG umane con Blu di Evans.
Proteggere dalla luce.

1x 60 ml BUF| * Diluente tamponato. (2 x1136-250)

2 vials BUF|WASH]| Soluzione salina tamponata con fosfato (PBS). Da
ricostituire a 1 litro. (3x1136-250)

1x5.0ml  [MOUNTING|MEDIUM|*  Liquido di montaggio. Non congelare. (3x

1136-250)
Colorante di contrasto Blu di Evans.
Vetrini coprioggetto. (3 x 1136-250)

1x1.0ml |[EVANS

1x12 COVER[SLD]

* Contiene <0,1% NaN;

T Corredi con un "x" dopo il numero del pezzo contenga questa componente al posto di IgG-CONJ
FITCEB

Simboli usati sulle etichette:

Numero di lotto
Numero catalogo
¥ Scadenza
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=@ . TEST DI RILEVAZIONE DI AUTOANTICORPI IN
I m mco IMMUNOFLUORESCENZA

INSERTO DEL PRODOTTO

1100 Substrato del fegato del mouse 48 Determinazioni

1107 Substrato Rene/Stomaco di Topo COMVI 48 Determinazioni

1136 Substrato Rene/Stomaco/Fegato di Topo COMVI-IIl 48 Determinazioni

1136-96 1136-96 Substrato Rene/Stomaco/Fegato di Topo COMVI-II 96 Determinazioni
1136-250 1136-250 Substrato Rene/Stomaco/Fegato di Topo COMVI-IIl 250 Determinazioni

FINALITA' D'USO

Test di immunofluorescenza indiretta (IF) perla rilevazione e la quantificazione di anticorpi
anti-nucleari (ANA) 1100, 1107, 1136, 1136-96, 1136-250, anticorpi anti-mitocondriali (AMA),
anticorpi anti-muscolo liscio (ASMA), anticorpianti-cellule parietali gastriche (AGPA) 1107, 1136,
1136-96, 1136-250.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE DEL TEST

Gli anticorpi anti-nucleari (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 e la 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 anti-mitocondriali (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®*2.

Gli anticorpi anti-muscolo 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 & incerta dato che questi valori possono essere riscontrati in
individui normali™™,

Gli anticorpi anti-cellule parietali gastriche (AGPA) sono comunemente associati con
I'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 anticel|u|e7parieta|i gastriche forniscono un'evidenza consistente per
I'esclusione dell'anemia perniciosa'®™".

PRINCIPI DELLA METODICA

Il metodo di immunofluorescenza indiretta adottato in questo kit prevede che i sieri dei pazienti
siano incubati su sezioni di rene/stomaco di topo o su sezioni di rene/stomaco/fegato di topo per
consentire il legame degli anticorpi al substrato tissutale. Gli anticorpi non legati sono rimossi
mediante lavaggio e quelli legati, di classe IgG sono individuati per incubazione del substrato
con coniugato marcato con fluoresceina. Le reazioni si osservano per microscopia in
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Nucleolar: Tincion de los nucleolos con motas grandes y gruesas en el nucleo.

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

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

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

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

En algunos casos, un suero positivo a ANA puede resultar muy débil o negativo en el control
inicial de dilucién (fendmeno 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 0 mas anticuerpos que reaccionan con el
mismo substrato puede provocar interferencias en la detecciéon mediante inmunofluorescencia.
Esta interferencia podria impedir la deteccion de los ANA o la supresion de su titulo si el
anticuerpo interferente tiene un titulo superior al de ANA. Todas las reacciones ANA deben ser
registradas.

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

VALORES ESPERADOS

Como puede verse en las tablas 1, 2, 3, 4 y 5 al final de este documento, los analisis de deteccion
de anticuerpos nucleares se usan en el control del LES y de algunos otros trastornos
inmunoloégicos. Mas del 90% de los casos de cirrosis biliar primaria son positivos a AMA, asi como
del 3 al 11% de los casos de hepatitis cronica. La mayor parte de los casos de hepatitis activa
cronica son positivos a ASMA, mientras que los AGPA estan asociados comunmente a la anemia
perniciosa y la gastritis atréfica cronica.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

El sistema ImmuGlo™ de deteccion de autoanticuerpos (cortes de rifién/estdbmago de raton) se
comparé con otro ensayo fluorescente disponible en comercio que utiliza como substrato rifion
y estdbmago de ratén. Para la comparacioén se utilizaron 20 muestras de suero positivo a ANA,
19 muestras de suero positivo a AMA, 19 de suero positivo a ASMA, 20 de suero positivo a
AGPA y 38 de suero de individuos normales. El suero se analizé a partir de una dilucién de 1:10
siguiendo el procedimiento indicado por el fabricante. Los resultados obtenidos se resumen y
comparan en las tablas 6 y 7 al final de este documento.

El suero de 96 individuos sanos, de 21 pacientes con LES, de 17 pacientes con esclerodermia y
de 20 con artritis reumatoide se analizé con el kit de deteccion de anticuerpos antinucleares
(ANA) (cortes de higado de ratén) y con otros kits ANA disponibles en comercio. El suero se
analizé siguiendo el procedimiento y la dilucion de control indicados por el fabricante. Los
resultados obtenidos se comparan en la tabla 8.
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. I m mCO TESTSYSTEM FUR AUTOANTIKORPER

BEIPACKTEXT

1100 Mauselebersubstrat 48 Bestimmungen

1107 Mausniere-/-magen-Substrat COMVI| 48 Bestimmungen

1136 Mausniere-/-magen-/-leber-Substrat COMVI-IIl 48 Bestimmungen
1136-96 Mausniere-/-magen-/-leber-Substrat COMVI-IIl 96 Bestimmungen
1136-250 Mausniere-/-magen-/-leber-Substrat COMVI-11l 250 Bestimmungen

VERWENDUNGSZWECK

Indirekter Immunfluoreszenz-Antikérpertest (IF) fir den Nachweis und die Quantifizierung von
antinukledren Antikdrpern (ANA). 1100, 1107, 1136, 1136-96, 1136-250 antimitochondrialen
Antikérpern  (AMA).Antikérpern  gegen glatte Muskulatur (ASMA), Antikérpern gegen
Magenparietalzellen (AGPA), 1107, 1136, 1136-96, 1136-250.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

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

Antimitochondriale Antikérper (AMA) treten in Uber 90% der Félle von primarer 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 durchgangigen Vorhandenseins von antimitochondrialen Antikdrpern
bei primarer biliarer Zirrhose und ihres faktischen Nichtvorhandenseins bei extrahepatischem
Ikterus ist ihr Nachweis von erheblichem Wert fiir die Differenzialdiagnose® 2.

Antikorper 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 kdnnen gelegentlich in Fallen von primarer biliarer 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'* ™.

Antikorper gegen Magenparietalzellen (AGPA) werden haufig mit pernizidser Anamie 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 kdnnen. Obwohl bei gesunden Personen Antikdrper gegen
Magenparietalzellen vorhanden sein kdnnen, kann ein solcher Befund eine asymptomatische
atrophische Gastritis anzeigen. Ein negativer Befund fir Antikdrper gegen Magenparietalzellen
liefert einen starken Anhaltspunkt fir den Ausschluss von pernizidser Anamie'".

TESTPRINZIP

Bei der in diesen Kits verwendeten indirekten Immunfluoreszenzmethode werden
Patientenseren auf Schnitten von Mausenieren/-magen oder Mausenieren/-magen/-leber
inkubiert, um die Bindung der Antikérper an das Gewebesubstrat zu ermdglichen. Nicht
gebundene Antikérper werden durch Spilen entfernt. Gebundene Antikorper der Klasse IgG
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recommandés par le fabricant. Ceux-ci ont donné des résultats comparables récapitulés dans
les tableaux 6 et 7 a la fin de ce document.

Des sérums obtenus a partir de 96 sujets normaux, de 21 patients atteints de SLE, de 17
patients présentant une sclerodermie et de 20 patients présentant un rhumatisme articulaire ont
été examinés sur le kit de recherche d'anticorps antinucléaires (ANA) (sections de foie de souris)
et d'autres kits disponibles dans le commerce. Des sérums ont été testés selon les procédés de
test et de dilution recommandés par les fabricants. Ceux-ci ont donné des résultats
comparables comme récapitulé dans le tableau 8.
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combinaison de plusieurs conformations de coloration. Ces derniéres sont dues aux réactions
de plusieurs antigénes nucléaires différents.

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

Membrané nucléaire: La membrane nucléaire souille le plus intensément en tant que 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 corpuscules : Les nucléoles se colorent comme de multiples éléments dans le noyau.

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 antigénes nucléaires
extractibles. Ceux-ci peuvent étre d'importance diagnostique comme énuméré dans la table1 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.

LIMITES D'UTILISATION

Parfois un sérum ANA positif peut donner un résultat faiblement positif ou négatif a la 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 I'anticorps
qui interfére a un titre plus élevé que celui des ANA. Toutes les réactions aux ANA doivent étre
signalées. Un test positif aux ANA ne peut étre considéré en lui-méme un diagnostic de SLE. lIs
se retrouvent également chez des patients présentant d'autres désordres des tissus conjonctifs
et en présence de certaines drogues telles la procainamide et I'hydralazine'. De plus, des
patients souffrant de maladies infectieuses ou malignes peuvent également résulter positifs aux
ANA. Le clinicien doit interpréter un résultat de recherche par immunofluorescence indirecte
positif en association avec les autres résultats de tests de laboratoire et les conditions cliniques
du patient pour émettre un diagnostic.

VALEURS PREVUES

Comme présenté dans les tableaux 1, 2, 3, 4 et 5 a 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
I'anémie pernicieuse et a la gastrite atrophique chronique.

PERFORMANCES

Le ImmuGlo™ 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 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
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werden durch Inkubieren des Substrats mit Fluorescein-markiertem Konjugat nachgewiesen.
Die Reaktionen werden unter einem Fluoreszenzmikroskop mit den entsprechenden Filtern
beobachtet. Das Vorliegen von ANA, ASMA, AMA, AGPA wird durch eine apfelgriine
Fluoreszenz von spezifischen histologischen Strukturen im Gewebe angezeigt. Die Titer (der
Kehrwert der hdchsten Verdiinnung, die zu einer positiven Reaktion fiihrt) werden anschlieRend
durch das Testen von Verdiinnungsreihen des Serums bestimmt'®.

PRODUKTINFORMATION

Lagerung und Zubereitung

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

Mitgelieferte Materialien

Mé&uselebersubstrat 1100

Mausniere-/-magen-Substrat COMVI 1107

Mausniere-/-magen-/-leber-Substrat COMVI-I1 1136

Mausniere-/-magen-/-leber-Substrat COMVI-IlI 1136-96
Mausniere-/-magen-/-leber-Substrat COMVI-I1I 1136-250

Der Kit enthalt ausreichend Reagenzien, um 48 Bestimmungen durchzufiihren

6 X ORB[SLD[g]

(%]
X

Substrat-Objekttrager mit 8 Vertiefungen, (1100,
1107, 1136)

12 x Substrat-Objekttrager mit 8 Vertiefungen,
(1136-96)
25 x SORBISLDI10] Substrat-Objekttrager mit 10 Vertiefungen,
(1136-250)
1x0.5ml * ANA-positives Kontrollserum. Enthalt Humanserum.
1x0.5ml AMA] * AMA-positives Kontrollserum. Enthalt Humanserum.
1x0.5ml |[CONTROLJ-| * Negatives Kontrollserum. Enthalt Humanserum.
1x5ml «f Anti-human-IgG-FITC-Konjugat. Vor Licht schiitzen.
(2x1136-96 , 3 x 1136-250)
1x5ml * Anti-human-IgG-FITC-Konjugat mit Evans-Blau. Vor

Licht schitzen.
Gepuffertes Verdinnungsmittel. (2 x1136-250 )

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS). Jedes
Flaschchen auf 1 Liter auffiillen. (3 x1136-250 )
1x5.0ml [MOUNTINGJMEDIUM]*  Eindeckmittel. Nicht einfrieren. (3 x 1136-250)

1x1.0ml |EVANS Evans-Blau-Gegenfarbung
1x12 COVER|SLD] Deckgléschen (3 x 1136-250)

1 x60 ml BUF| *
2 vials BUF|WASH

* Enthélt < 0,1% NaN3;

T Installationss&tze mit einem "X" nach der Teilenummer enthalten
Sie diesen Bestandteil anstatt IgG-CONJ FITC EB
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Auf den Etiketten verwendete Symbole:
Chargennummer

Bestellnummer
Verwendbar bis

Lagerungstemperatur
Gebrauchsanleitung lesen
In-vitro-Diagnostikum
Hersteller

4R EP> = w

Anzahl an Tests

Benétigte, nicht mitgelieferte Materialien

e Fluoreszenzmikroskop

o Mikropipette oder Pasteurpipette

e Serologische Pipetten

e Farbekasten (z.B. Coplin-Farbetrog)

e Kleine Testrohrchen (z.B. 13 x 75 mm) und Testréhrchenhalter
o Destilliertes oder entionisiertes Wasser

e 1-Liter-Behalter

e Waschflasche

o Papiertlicher

e 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 flr negativ
befunden. Alle menschlichen Serumproben und Produkte menschlichen Ursprungs sollten
unabhangig von ihrer Herkunft als potentiell gefahrlich behandelt werden. Befolgen Sie bei der
Lagerung, Verteilung und Entsorgung dieser Materialien die Regeln der Guten Laborpraxis'®.

WARNUNG - Natriumazid (NaN;) kann mit Blei- und Kupferrohren reagieren und dabei
hochexplosive Metallazide bilden. Spulen Sie bei der Entsorgung von Flissigkeiten mit reichlich
Wasser nach, um eine Anhaufung von Azid zu vermeiden. Natriumazid kann giftig sein, wenn es
verschluckt wird. Bei Verschlucken muss sofort der Laborleiter oder die Vergiftungszentrale
informiert werden.

Die Anweisungen sollten genau wie in diesem Beipacktext dargestellt befolgt werden, um
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

Fir dieses Verfahren sollten nur Serumproben verwendet werden. Stark hamolysierte,
lipdmische oder mikrobiell verunreinigte Proben kénnen die Leistung des Tests beeinflussen
und sollten nicht verwendet werden. Lagern Sie die Proben hdchstens eine Woche lang bei
2-8 °C. Zur langeren Aufbewahrung sollten Serumproben bei -20 °C eingefroren werden.
Vermeiden Sie ein wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Proben.
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B. Détermination du titre par les dilutions en cascade

Un sérum trouvé positif au test de dépistage doit étre retesté en suivant les étapes 5 a 13 afin de
définir son titre. Inclure dans chaque nouvelle série un contréle positif et négatif. Les dilutions en
série de 2 en 2 sont réalisées a partir du 1:10 ([REF] 1107, 1136, 1136-96, 1136-250) ou 1:40
([REF] 1100). Le titre du sérum estdéfini parla derniére dilution donnant une fluorescence
positive.

Préparation des dilutions en série

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

Tubes 1 2 3 4 5 6
Sérum 0,1 ml

+
Diluant 0,9 mi 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2ml 0,2 ml
Echantillon

= 2 = 2 =

Transfert 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
Dilution finale 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 etc.

CONTROLE DE QUALITE

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

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

e La turbidité. Eliminer le contréle et en utiliser un nouveau.

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

e A un asséchement des lames pendant la manipulation.

INTERPRETATION DES RESULTATS

Les résultats des essais pour la recherche des anticorps des ANA, des AMA, des ASMA, AGPA
doivent étre considérés négatifs (< 10) Surdes sections d'estomac de rein ([REF] 1107, 1136,
1136-96, 1136-250) négatifs (< 20) sur des sections de foie ([REF] 1100) ou alternativement
positif avec le titre.

Ne considérer que les champs comprenant une coloration spécifique des noyaux pour les ANA,
des tubules de rein pour les AMA, des parois des vaisseaux sanguins pour les ASMA, des
cellules pariétales gastriques pour les AGPA. Toutes les autres réactions doivent étre
considérées négatives pour les ANA, AMA, ASMA, et/ou 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 homogenes, périphériques (frangées),
tachetées et en corpuscules. La conformation de coloration du centromere (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 constituées par une
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MODE OPERATOIRE

A. Dépistage

1.

10.

1.

12.

13.

14.
15.

Diluer chaque sérum de patient au 1:10 ([REF] 1107, 1136, 1136-96, 1136-250) a l'aide du
diluant échantillon fourni (20ul de sérum + 180ul de diluant) ou 1:20 ([REF] 1100) (10 pl de
sérum + 190 pl dediluant). Ne pas diluer les contrdles positifs ou négatifs. Conserver le sérum
pur pour déterminer le titre des anticorps dans le cas ou le dépistage serait positif.

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.

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

Retourner le flacon doseur et appuyer doucement pour déposer 1 goutte (environ 50pl) de
Controle Négatif sur le puit n°1. De la méme fagon déposer 1 goutte de Contréle Positif ANA
sur le puit n°2. Si cela est nécessaire, 1 goutte de controle positif AMA sur le puit n°3 ([REF]
1107, 1136, 1136-96, 1136-250) Eviter de déborder des puits.

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

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

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

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

Répéter les étapes 7 et 8 avec chaque lame.

Replacer le couvercle sur la chambre d'incubation et incuber 30 minutes a température
ambiante.

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'excés de conjugué. Transférer dans un bac a
coloration rempli de PBS pendant 10 minutes. Si un supplément de conjugué sans
contre-coloration est utilisé (voir composé en option dans la Section Matériel Fourni), 2-3
gouttes de contre-coloration bleue d'Evans peuvent étre ajoutée au lavage final. Répéter les
opérations avec toutes les lames. REMARQUE: Un lavage incorrect peut augmenter le bruit
de fond de fluorescence.

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.

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

Répéter les étapes 12 et 13 avec chaque lame.

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

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

Testmethode

A. Suchtest

1.

10.

1.

12.

Verdlinnen Sie jedes Patientenserum 1:10 (20 yl Serum + 180 pl Verdunner) oder 1:20
(Code 1100) (10 yl serum + 190 pyl Verdinner) mit dem mitgelieferten gepufferten
Verdunner. Verdinnen Sie nicht die positiven und negativen Kontrollseren. Bewahren Sie
die unverdinnten Seren auf, um die Antikorpertiter zu bestimmen, falls Suchtests positiv
ausfallen.

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

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

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. ([REF] 1107, 1136, 1136-96, 1136-250)
Vermeiden Sie das Uberfiillen der Vertiefungen.

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

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

Entfernen Sie einen Objekttrager aus der Inkubationskammer. Fassen Sie den Objekttrager
am Ende mit dem Etikett an und spilen Sie ihn vorsichtig mit einer Pipette mit etwa 10 ml
PBS ab, oder spiilen Sie den Objekttrager in einem mit PBS geflllten Becher. Verwenden
Sie keine Waschflasche. Geben Sie den Objekttrager sofort in einen Coplin-Trog und
waschen Sie ihn 10 Minuten lang. Wiederholen Sie diesen Vorgang mit allen anderen
Objekttragern.

Entfernen Sie den/die Objekttrager aus dem Coplin-Trog. Betupfen Sie den Rand des
Objekttragers mit einem Papiertuch, um tberschissiges 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) injede Vertiefung zu
geben.

Wiederholen Sie Schritte 7 und 8 flr jeden Objekttrager.

VerschlieRen Sie die Inkubationskammer wieder. Inkubieren Sie 30 Minuten lang bei
Raumtemperatur.

Entfernen Sie einen Objekttrager aus der Inkubationskammer. Fassen Sie den Objekitrager
am Ende mit dem Etikett an und tauchen Sie ihn in einen Becher mit PBS, um das
Uberschissige Konjugat zu entfernen. Belassen Sie den/die Objekttrager 10 Minuten lang in
einem mit PBS gefiillten Farbekasten. Falls das optionale Konjugat ohne Gegenfarbung
verwendet wird (siehe ,Optionale Bestandteile" im Abschnitt ,Mitgelieferte Materialien"),
kénnen Sie der letzten Spulung 2-3 Tropfen Evans-Blau-Gegenfarbung hinzufiigen.
Wiederholen Sie den Vorgang mit den (brigen Objekitragern. ANMERKUNG:
UnsachgemaRes Waschen kann zu erhdhter Hintergrundfluoreszenz fiihren.

Entfernen Sie einen Objekttrager aus dem Farbekasten. Betupfen Sie den Rand des
Objekttragers mit einem Papiertuch, um Uberschissiges PBS zu entfernen. Fahren Sie
sofort mit dem nachsten Schritt fort, wahrend der Objekttrager noch nass ist, um
dessen Austrocknen zu verhindern.
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13. Bringen Sie das Deckgléschen an, indem Sie 3 Tropfen Eindeckmittel gleichmé&Rig auf das
Deckglaschen auftragen und dieses auf den Objekttrdger legen. Uben Sie keinen
UbermaRigen Druck aus und verhindern Sie eine seitliche Bewegung des Deckglaschens.

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

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

Die Objekttrager konnen sofort nach ihrer Vorbereitung abgelesen werden. Da das
Eindeckmittel jedoch ein Mittel gegen das Verbleichen enthalt, tritt kein signifikanter Verlust der
Farbintensitat ein, wenn das Ablesen um bis zu 48 Stunden verzdgert wird. Die Objekttrager
sollten im Dunkeln bei 2-8 °C gelagert werden.

B. Endpunkt-Bestimmung (Titration)

Sie kdnnen ein im Suchtest positives Serum weiter testen, indem Sie Schritte 5 bis 13 befolgen,
um den Titer zu bestimmen. Bei jedem Testlauf sollten die positiven und negativen Kontrollseren
mitverwendet werden. Stellen Sie beginnend mit 1:10 ([REF] 1107, 1136, 1136-96, 1136-250) or
1:40 (REF] 1100). eine verdoppelnde Verdlnnungsreihe her. Der Kehrwert der hochsten
Verdiinnung, die eine positive Reaktion hervorruft, entspricht dem Titer.

Vorbereitung der Verdiinnungsreihen

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

Rohrchen 1 2 3 4 5 6
Serum 0,1 ml
+
Gepufferter 0,9 ml 0,2ml 0,2ml 0,2ml 0,2 ml 0,2 ml
Verdiinner
= = = = =
Ubertragung 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2ml
Endverdiinnung 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160  1:320 usw.
QUALITATSKONTROLLE

Bei jedem Testlauf sollten sowohl das positive als auch das negative Kontrollserum
mitverwendet werden. Das negative Kontrollserum sollte keine spezifische Fluoreszenz zeigen.
Das AMA-positive Kontrollserum sollte eine Farbintensitat der Nierentubuli von 2+ oder
héheraufweisen. DasANA-positive Kontrollserum sollte eine Farbintensitat der Nieren- und
Lebernuklei von 2+ oder héher mit einem Gberwiegend homogenen Muster aufweisen.

Falls die erwarteten Ergebnisse nicht erhalten werden, sollte der Testlauf wiederholt werden.
Falls mit den Kontrollseren weiterhin unzureichende Ergebnisse erzielt werden, kann dies
folgende Ursachen haben:

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

e Probleme mit dem optischen System des Fluoreszenzmikroskops. Dazu kdnnen zahlen:
falsche Ausrichtung, die Lampe hat ihre Nutzungsdauer tberschritten, usw.

e Der Objekttrager ist wahrend des Verfahrens ausgetrocknet.
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A utiliser avant

Température de conservation

R

Lire les instructions d'utilisation

IVD|  Pour usage diagnostique In vitro
md Fabricant
Y/  Nombre de tests

Matériel nécessaire mais non fourni

e Microscope a fluorescence

e Micropipette ou pipette Pasteur

e Pipettes sérologiques

e Bac a coloration pour le lavage des lames (bac Coplin)
e Petits tubes (ex : 13 X 75 mm) et porte-tubes

e Eau distillée ou déionisée

e Eprouvette graduée 1|

e Flacon pour solution de lavage

e Serviettes en papier

e Chambre d'incubation

MISES EN GARDE ET PRECAUTIONS

Utilisation comme test de diagnostic in vitro. Le matériel d'origine humaine utilisé dans la
préparation des réactifs a été testé en respectant les recommandations de la FDA et résulte non
réactif aux antigénes de surface du virus de I'hépatite B (Ag HBs), en anticorps dirigés contre le
virus de I'népatite 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 I'absence d'agents infectieux, considérer les réactifs ainsi que
tous les échantillons de patients comme potentiellement infectieux et les manipuler avec les
précautions d'usage .

ATTENTION - Certains réactifs contiennent de l'azide de sodium (NaN;). Ce composé peut
former dans les canalisations en plomb ou en cuivre des azotures métalliques hautement
explosifs. Afin d'éviter la formation et I'accumulation de tels azotures dans les canalisations,
rincer '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 & 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.

29



FR

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, AGPA.
Les titres du sérum (la derniére dilution donnant une réaction positive) sont alors déterminés par
dilutions sériques 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 a la température ambiante du laboratoire.
Matériel fourni

Substrat de foie de souris 1100

Substrat Rein/estomac de souris COMVI 1107

Substrat Rein/estomac/foie de souris COMVI-III 1136

Substrat Rein/estomac/foie de souris COMVI-llI 1136-96

Substrat Rein/estomac/foie de souris COMVI-III 1136-250

Le kit contient les réactifs suffisants pour exécuter 48 tests.

6 x Lames 8 puiits, (1100, 1107, 1136)

12 x Lames 8 puits, (1136-96)

25 x Lames 10 puits, (1136-250)

1x0.5ml |[CONTROL[+]JANA| * Contréle positif ANA, avec sérum humain.

1x0.5ml * Contréle positif AMA, avec sérum humain.

1x0.5ml * Contrdle négatif, avec sérum humain.

1x5ml «f Conjugué FITC anti-lgG humaines. Maintenir a I'abri de

la lumiére. (2 x1136-96 , 3 x 1136-250)
Conjugué FITC anti-lgG humaines avec coloration
Bleu d'Evans. Maintenir a I'abri de la lumiére.
Diluant serum. (2 x 1136-250 )

Tampon phosphate salin (PBS). Dissoudre chaque
flacon pourobtenirl litre. (3x1136-250)
1x5.0ml  [MOUNTINGJMEDIUM]|*  Milieu de montage. Ne pas congeler. (3x

1136-250)
Contre-coloration Bleu d'Evans.
Lamelles couvre-lames. (3 x 1136-250)

1x5ml [CONJJFITCIEB] *

1 x60 ml BUF|*
2 vials BUF]WASH]|

1x1.0ml |[EVANS

1x12 COVER[SLD]

* Contient <0,1% NaNj3

T Kits avecun"; X" ; aprés le numéro de la piéce contenez ce composant au lieu de IgG-CONJ
FITC EB

Symboles utilisés sur les étiquettes:

Numéro de lot
Numéro de référence catalogue
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AUSLEGUNG DER ERGEBNISSE

Die Ergebnisse der Tests fir ANA, AMA, ASMA, AGPA sollten als negativ (< 10) Auf
Nieremagenabschnitten ([REF] 1107, 1136, 1136-96, 1136-250) Negativ (< 20) auf
Leberabschnitten ([REF] 1100) oder alternativ positiv mit titer.

Lesen Sie nur Felder ab, die eine spezifische Farbung der Nuklei fir ANA, der Nierentubuli fir
AMA, der BlutgefaBwande fir ASMA, der Magenparietalzellen fur AGPA. Alle anderen
Reaktionen sollten als negativ fiir ANA, AMA, ASMA, und/oder AGPA.

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 nukledaren Farbemustern zéhlen homogene, periphere (am
Rand liegende), gefleckte und nukleoldre Muster. Das Centromerfarbemuster (einschlieRlich
mitotischer Figuren) ist auf HEP-2-Zellen am leichtesten zu sehen. Diese nukledren
Farbemustersind unten beschrieben. Sie kdnnen aus einem odereinerVerbindung mehrerer
Farbemuster bestehen. Letztere sind auf Reaktionen gegen mehrere verschiedene nukleare
Antigene zurtickzufihren.

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

Kernmembran: Die Kernmembrane befleckt am intensivsten als fein lineares Muster mit
abnehmender befleckender Intensitat des Zellkernplasmas zur Mitte des
Kernes

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

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

Die Spezifitat einiger der Antikorper, die zu den oben genannten Farbemustern fiihren, kann
durch Tests auf Antikorper gegen nDNA und verschiedene extrahierbare nukleare Antigene
noch weiter identifiziert werden. Diese kdnnen wie in Tabelle 1 am Ende dieses Dokuments
gezeigt von Bedeutung flr 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 quantifiziertwerden.

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

EINSCHRANKUNGEN DES VERFAHRENS

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

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

Ein positives ANA-Ergebnis sollte nicht als allein diagnostisch fir SLE angesehen werden. ANA
kénnen auch bei Patienten mit anderen Bindegewebserkrankungen auftreten, und bestimmte
Arzneimittel, z.B. Procainamid und Hydralazin, kénnen positive ANA-Ergebnisse verursachen'.
Aullerdem koénnen auch Seren von Patienten mit malignen und infektidsen Erkrankungen
ANA-positiv sein. Der Arzt sollte bei der Diagnose die Ergebnisse aller positiven indirekten
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Immunfluoreszenztests zusammen mit den Ergebnissen anderer Labortests und dem klinischen
Zustand des Patienten betrachten.

ERWARTETE WERTE

Wie in Tabellen 1, 2, 3, 4 und 5 am Ende dieses Dokuments zu sehen ist, werden Tests auf nukleare
Antikérper als Suchtests fiir SLE und bestimmte andere immunologische Erkrankungen verwendet.
AMA treten in Uber 90% der Falle von primarer bilidrer Zirrhose und in 3-11% der Félle von
chronischer Hepatitis auf. ASMA treten in den meisten Fallen von chronischer aktiver Hepatitis auf,
wahrend AGPA normalerweise mit pernizidser Andmie und chronischer atrophischer Gastritis in
Verbindung gebracht werden.

LEISTUNGSMERKMALE

Das ImmuGlo™ Testsystem fir Autoantikdrper (Mausniere/-magen) wurde mit einem anderen
im Handel erhaltlichen Fluoreszenzantikdrpertest mit Mausniere/-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 Verdinnung von 1:10 mit dem vom
Hersteller empfohlenen Verfahren getestet. Sie erbrachten vergleichbare Ergebnisse, die in
Tabellen 6 und 7 am Ende dieses Dokuments zusammengefasst sind.

Seren von 96 normalen Testpersonen, 21 Patienten mit SLE, 17 Patienten mit Sklerodermie und
20 Patienten mit rheumatoider Arthritis wurden mit dem Testkit fiir antinukleére Antikrper (ANA)
(Mauseleberschnitte) und anderen im Handel erhaltlichen ANA-Kits getestet. Die Seren wurden
entsprechend den von den Herstellern empfohlenen Verfahren und Suchtestverdiinnungen
untersucht. Sie erbrachten vergleichbare Ergebnisse, die in Tabelle 8 angezeigt sind.
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‘'m MCO DETECTION DES AUTOANTICORPS

ENCART DU PRODUIT

1100 Substrat de foie de souris 48 Tests

1107 Substrat Rein/estomac de souris COMVI 48 Tests

1136 Substrat Rein/estomac/foie de souris COMVI-IIl 48 Tests
1136-96 Substrat Rein/estomac/foie de souris COMVI-IIl 96 Tests
1136-250 Substrat Rein/estomac/foie de souris COMVI-IIl 250Tests

ElEEEE

Test par immunofluorescence indirecte pour la recherche et la détermination quantitative des
anticorps antinucléaires (ANA) 100, 1107, 1136, 1136-96, 1136-250, anticorps
anti-mitochondriaux (AMA), anticorps anti-muscle lisse (ASMA), anticorps anti-cellule pariétale
gastrique (AGPA) 1107, 1136, 1136-96, 1136-250.

GENERALITES

Les Anticorps antinucléaires (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 diverse maladies du tissu
conjonctif1‘5. 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 & 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 lictere extra-hépatique les rend utiles pour la différenciation diagnostique de ces
maladies® ™.

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

Les Anticorps anti-cellule pariétale gastrique (AGPA) sont généralement associés a
I'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'"".

PRINCIPE DE LA METHODE

Avec la méthode d'immunofluorescence indirecte utilisée dans ce kit, les sérums des patients
sont incubés sur des substrats rein/estomac ou rein/estomac/foie de souris, ce qui permet la
fixation des anticorps avec le substrat tissu. Un rincage de la lame élimine tous les anticorps non
fixés. Une incubation du substrat avec un conjugué anti-IlgG humaines, marqué a la fluorescéine,
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