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General Immunofluorescence Assay Method

PRODUCT INSERT

INTENDED USE
The components listed above may be used for detection of antibodies in human serum by indirect
immunofluorescence.

SUMMARY AND EXPLANATION

These instructions for use provide a general protocol for use of substrate slides and conjugates
appropriate for indirect immunofluorescence studies. Autoantibodies may be visualized on a variety of
tissue section and cell culture substrates using a FITC conjugate system. The principle of the procedure
is described in the following section. Individual laboratories may use this product insert as a guide but
should perform internal validation of internal protocols using these materials.

PRINCIPLES OF PROCEDURE

The components listed above may be utilized in indirect immunofluorescence protocols. In such a
protocol, patient sera is incubated on a substrate slide to allow binding of antibodies. Any antibodies not
bound are removed by rinsing. Bound antibodies of the IgA, 1gG and/or IgM class, as determined by the
conjugate used, are detected by incubation of the substrate with fluorescein-labeled, anti-human
conjugate. Reactions are observed under a fluorescence microscope equipped with appropriate filters.
The presence of antibodies may be demonstrated by an apple green fluorescence of specific histological
structures in the substrate. The titer may be determined by serial dilution of the specimen. The reciprocal
of the highest dilution giving a positive reaction is the titer.?

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

Materials provided

These instructions are provided for use with individual components, including the product codes listed
below. Substrate slides are listed alongside the conjugate appropriate for detection of autoantibodies on
the particular substrate.

Substrate Slide Conjugate Positive Control Specimen Sample
[REF] Description REF Description [REF] Description Dilution Incubation
Time*
2123 Primate 2099 Anti-human IgG FITC 2279 Adrenal 1:4 30 minutes
Adrenal Gland with Evans Blue Antibody
Slide, 6 well Counterstain, 5ml Positive
(primate-adsorbed) Control
2124 Primate 2099 Anti-human IgG FITC 2201 ANA 1:10 30 minutes
Salivary Gland with Evans Blue Homogeneous
Slide, 6 well Counterstain, 5ml Control
(primate-adsorbed)
2125-4 | Primate Ovary 2099 Anti-human 1gG FITC 2206 Steroidal Cell 1:10 3 hours
Slide, 4 well with Evans Blue Antibody
Counterstain, 5ml Positive
(primate-adsorbed) Control
2128 Primate 2099 Anti-human IgG FITC 2280 Hu Antibody 1:10 30 minutes
Cerebellum with Evans Blue Positive
Slide, 6 well Counterstain, 5ml Control
(primate-adsorbed)
2134 Primate Sciatic | 2140 Goat antihuman IgM 2209 MAG Antibody 1:10 30 minutes
Nerve Slide, 6 FITC with Evans Blue Positive
well Counterstain, 5ml Control
2147 Primate Split 2099 Anti-human 1gG FITC 2213 Intercellular 1:10 30 minutes
Skin Slide, 6 with Evans Blue and/or Antibody
well Counterstain, 5ml 2217 Positive
(primate-adsorbed) Control and/or
BMZ Antibody
Positive
Control
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2155 Primate 2100 Goat anti-human 1gG 2213 Intercellular 1:10 30 minutes
Esophagus (or FITC with Evans Blue and/or Antibody
Slide, 6 well 2099) Counterstain, 5ml 2217 Positive
(primate-adsorbed) Control and/or
BMZ Antibody
Positive
Control
2156 Transitional 2100 Goat anti-human IgG 2241 PNP positive 1:10 30 minutes
Epithelium FITC with Evans blue Control
slide 6 well counterstain
2157 Primate Heart 2099 Anti-human IgG FITC | 2235 Heart/ 1:10 30 minutes
Muscle Slide, 6 with Evans Blue Skeletal
well Counterstain, 5ml Muscle
(primate-adsorbed) Antibody
Positive
Control
2158 Primate 2099 Anti-human IgG FITC 2235 Heart/ 1:10 30 minutes
Skeletal with Evans Blue Skeletal
Muscle Slide, 6 Counterstain, 5ml Muscle
well (primate-adsorbed) Antibody
Positive
Control
2180 Primate 2099 Anti-human IgG FITC 2239 Thyroid/ 1:10 30 minutes
Thyroid Slide, with Evans Blue Microsomal
6 well Counterstain, 5ml Antibody
(primate-adsorbed) Positive
Control
* The second incubation (conjugate incubation) in all cases is 30 minutes.
Optional components
Description um
2099 Primate-adsorbed goat anti-human IgG FITC with Evans blue counterstain 5ml
2100 Goat anti-human IgG FITC with Evans blue counterstain 5ml
2100x Goat anti-human IgG FITC without Evans blue counterstain 5ml
2100-15 Goat anti-human IgG FITC with Evans blue counterstain 15ml
2100-15x Goat anti-human IgG FITC without Evans blue counterstain 15ml
2107 Goat anti-human IgA FITC with Evans blue counterstain 5ml
2107x Goat anti-human IgA FITC without Evans blue counterstain 5ml
2107-15 Goat anti-human IgA FITC with Evans blue counterstain 15ml
2107-15x Goat anti-human IgA FITC without Evans blue counterstain 15ml
2113 Goat anti-human polyvalent FITC (IgG/IgA) with Evans blue counterstain 5ml
2113x Goat anti-human polyvalent FITC (IgG/IgA) without Evans blue counterstain 5ml
2113-15 Goat anti-human polyvalent FITC (IgG/IgA) with Evans blue counterstain 15ml
2113-15x Goat anti-human polyvalent FITC (IgG/IgA) without Evans blue counterstain 15ml
2130 Goat anti-human polyvalent FITC (IgG/IgA/IgM) with Evans blue counterstain 5ml
2130x Goat anti-human polyvalent FITC (IgG/IgA/IgM) without Evans blue counterstain ~ 5ml
2130-15 Goat anti-human polyvalent FITC (IgG/IgA/IgM) with Evans blue counterstain 15ml
2130-15x Goat anti-human polyvalent FITC (IgG/IgA/IgM) without Evans blue counterstain  15ml
2140 Goat anti-human IgM FITC with Evans blue counterstain 5ml
2140x Goat anti-human IgM FITC without Evans blue counterstain 5ml
2200 IFA Negative Control 0.5ml
2201 ANA Homogeneous Positive Control 0.5ml
2206 anti-Steroidal Cell Positive Control 0.5ml
2209 anti-MAG Positive Control 0.5ml
2211 ASMA Positive Control 0.5ml
2213 anti-IC Positive Control 0.5ml
2213-1 IC Low Titer Control 0.5ml
2214 anti-IC Positive Control (pemphigus vulgaris) 0.5ml
2216 anti-IC Positive Control (pemphigus foliaceus) 0.5ml
2217 anti-BMZ Positive Control (pemphigoid) 0.5ml
2235 anti-Heart/Skeletal Muscle Positive Control 0.5ml
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2239 anti-Thyroid/Microsomal Paositive Control 0.5ml
2279 anti-Adrenal Positive Control 0.5ml
2280 anti-Hu Positive Control 0.5ml
2301 PBS for 1 liter
2302 Sample Diluent 60ml
2500 Microscope Slide Coverglass (24x60mm) box of 12
2505 Mounting Medium Dropper Vial 5ml
2510 Evans Blue Counterstain 1.0ml

Symbols used on labels:

Lot number

Catalog number

Use by

Storage temperature
Read instructions for use
In vitro diagnostic use

Manufacturer

4Rg 9*“@5

Number of Tests

Material required but not provided
* Fluorescence microscope

* Micropipette or Pasteur pipette

* Serological pipettes

« Staining dish (e.g. Coplin jar)

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

* 1 liter container

* Wash bottle

* Paper towels

* Incubation chamber

WARNINGS AND PRECAUTIONS

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

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

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 with the Buffered Diluent according to the dilution recommended in the
Materials Provided section. 1:4 (0.1 ml serum + 0.3 ml diluent) or 1:10 (10 pl serum + 90 pl diluent).
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Do not dilute Positive or Negative Controls to be used. 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 (or enough to assure well coverage) of the
Negative Control to well #1. If applicable, apply 1 drop of Positive Control to well #2. Avoid overfilling
the wells.

5. Using a micropipette or Pasteur Pipette, apply 1 drop of patient’s diluted serum (or enough to assure
well coverage) to the other wells. Avoid overfilling the wells.

6. Place the lid on the incubation chamber and incubate slides at room temperature according to the
Sample Incubation Time recommended in the Materials Provided section.

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 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 Evans 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. Make serial two-fold dilutions starting at the initial screening dilution. The reciprocal of the highest
dilution producing a positive reaction is the titer. Tables for standard screening dilutions are provided
below:

Preparation of Serial Dilutions Starting at 1:4

Number six tubes 1 through 6. Add 0.3 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 Diluent 0.3ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml
2 > > > >

Transfer 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml

Final dilution 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 etc.
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Preparation of Serial Dilutions Starting at 1:10

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

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

QUALITY CONTROL

Both a Positive and Negative Control should be included with each test run. The Negative Control should

show no specific fluorescence. The laboratory must determine the appropriate performance

characteristics of the Positive Control used.

If expected results are not obtained, the run should be repeated. If inadequate results continue to occur

with the controls, these may be due to:

*  Turbidity. Discard and use another control

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

» Allowing the slide to dry during the procedure.

INTERPRETATION OF RESULTS

Immunofluorescence assay results are generally reported as negative with a titer less than the screening
dilution, positive with a titer greater than or equal to the screening dilution or, preferably, positive with
specific endpoint titer. Laboratories must validate protocols for use of these materials and train
technicians to read specific fluorescence patterns appropriate to the materials used and testing
performed.

LIMITATION OF THE PROCEDURE

Results of all positive indirect immunofluorescence tests along with the results of other laboratory tests
and the clinical condition of the patient when making a diagnosis.
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Frevikn M€00&o¢ Aok AvoocodBopilopov

ENOETO NPOIONTOZ

IKONOYMENH XPHZH
Ta ouotatikd ou avaypddovtat otnv evotnta “YAKE” prmopoUv va xpnotuoroin@olyv yla tThv avixveuon avTilowRATtwy oTov
avOpwrtvo opo Ue EUpeco avooodOoplopd.

NEPINHWH KAI AITIOAOTIA

OL tapoloeg 08NYLEG yLa Xprion TIAPEXOUV TPWTOKOAAO YEVIKNG XPrONG AVTLIKELUEVODOPEG TAAKEG UTIOCTPWLATOG KOL CUTEVEELG
KATAAANAEG ylot HEAETEG €upecou avooodBoplopol. AUTOOVTIOWHATO EVOEXETAL va OTMTLKOTOINOOUV O ML TTOLKIALQL
LOTOTEUOX WV KOl KUTTAPOKOAALEPYELAG OE UTIOOTPWHATA HE TN Xprion culeuktikol cuotiuatog aviiowudtwy FITC. H apxn
™G Sladikaoiog mepLlypAdETAL OTNV EMOUEVN EVOTNTO. ZEXWPLOTA £PYAOTHPLO EVEEXETOL VO XPNOLUOTIOLOUV aUTO To €vOeTo
TPOIOVTOG WG 08NYO WOTO0O Ba TIPEMEL VO TIPOYLATOTIOLEL ECWTEPLKN TEKUNPLWON ECWTEPLKWVY TIPWTOKOAAWVY UE TN XPron
QUTWV TWV UALKWV.

APXEZ AIAAIKAZIAZ

Ta ocuotatikd mou avaypddovtal otnv evotnta “YAwd” pmopolv va xpnoldomotnfolv o€ TPWTOKOAQ AUECOU
avocodBoplopol. € auTO TO TPWTOKOAAO 0pOG Tou 0.00evoUC EMWATETAL OE AVTIKELUEVODPOPO TTAAKA UTIOCTPWLOTOG WOTE Va
ETUTPETEL TN SECUEVUON AVTIOWUATWY. Ta adECUEUTA AVTICWHATA agalpouvTal he TNV TTAUCN. Ta avtiowpata katnyopioag IgA,
IgG kai/n 1gM, mou éxouv SeopeuBei dnwg kabopiletal otn xpnotponotovpevn oUleuén, aviyveloOVTAL HE TNV EMWOCN TOU
UTIOOTPWHOTOC HE OUTEUKTIKO OvVTIowHO Katd tng avBpwrivng avocoodoalpivnG Tto omoio elval CEONUACUEVO UE
dAovopookeivn. AvTlSpAoeLg mapatnPouVTaL KATW oo UIKpookdmio avocodBoplopol efomAlopévo pe kataAnia diktpa. H
MAPOUGCIA TWV AVTISPACEWY TWV OVTIIOWHATWY SLATILOTWVETAL LE TNV apouacio pBoplopol €viovou MPAGLVOU XPWHATOG OF
OUYKEKPLUEVEG LOTONOYLIKEG SOUEG 0TO UTIOOTPpWHA. O TitAog propel va kaBoploBel pe Stadoxikn apaiweon tou Seiypatog. O
TiTAOG gival TO avTioTPoPo TNG peyaAUTEPNG apaiwang Trou £dwae BeTiKN avTidpaan?.

NAHPO®OPIEZ NPOIONTOZ

®UAagn Kal tposToLpacia

Quldgte 0Aa ta avtdpaotipla otoug 2-8°C. Ta avibpaotipla sival £topa yla xpron ebpocov ¢bdcouv oe Bepuokpacio
Swpartiou.

YAwka

OL mopovoeg 0dnyleg mapExovTaL ylo Xpron Ue §EXWPLOTA CUCTATIKA, CUMMEPIAAUBOVOUEVWY TWV KWELKWY TIPOIOVTOG ToU
avaypddovtal KatwTépw. OL aVTIKELLEVODOPOL UTTOOTPWHATOC avaypddovtal Simha otnv ouleuén mou elvatl KATtdAAnAn yla
TNV QVIXVEUON AVTLOWHATWY OTO GUYKEKPLLEVO UTIOOTPWILOL.

Avtikepevodopot Z0leuén OeTko¢ EAEyXOG Apaiwon Xpovog
Ynootpwpatog Agiypatog Enwaong
REF Nepypadn REF Nepypadn REF Nepypacdn Agiypatog*
2123 Mpwrtebovoa 2099 FITC 2279 OeTikdg 1:4 30 Aerttd
Avtikeevodop (locoBg1oKUQVIK ‘EAeyxos
og MAdka @Aouopeioivn) avri- AvTlowpETWY
Mpwtevovtog avepwmvng IgG Emwvedpldiwv
Ermuvedpidiou, 6 aiyag pe PTTAE
BuBiopdrwy avtixpwon Evans,
5ml (amoppddnon
TIPWTEVOVTWV)
2124 MNpwtelovoa 2099 FITC avTI- 2201 Opoloyevig 1:10 30 Aemtd
AVTIKELPEVODOP avBpwmivne IgG ‘EAeyxog ANA
ag Mhdka aiyag pe PTTAE
ZLE%\OVOVOU avTixpwon Evans,
Abévog, 6 ,
; 5ml (amoppddnon
BuBlopatwv .
TIPWTEVOVTWV)
2125-4 MNpwtelovoa 2099 FITC avTI- 2206 OeTikdg 1:10 3 wpeg
Avtikeluevodhop avBpwTivng IgG ‘EAeyxog
o¢ MAdka aiyag e PTTAE STepPOELd WY
QoBrikng, 4 avtixpwon Evans, Kuttdpowv
BuBlopdtwv 5ml (aroppédnon
TIPWTEVOVTWV)
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Mpwtelovoa FITC avTl- OETIKOG 1:10 30 Aemtd
2128 Avtkepevodop | 2099 avepwmivne 1gG 2280 ‘EAeyx0G
o¢ MAdka aiyog e PTTAE AVTLOWHATWY
ﬂapEVKed)CO)i.éa avTixpwon Evans, Hu
G, 6 BuBopdtwv 5ml (aroppddnon
TPWTEVOVTWV)
2134 Mpwtevouoa 2140 FITC avTiI- 2209 OETIKOC 1:10 30 Aemtd
AVTIKELHEVODOP avlpwTIvng IgM ‘EAgyxog
o¢ I'I)\dK‘a aiyag e PTTAE AVTLOWHATWY
loxuakou avtixpowon Evans, MAG
NEUPOU,’ 6 5ml (amoppddnon
BuBopdtwy TPWTEVOVTWV)
2147 Mpwtevouoa 2099 FITC avTI- 2213 OETIKOC 1:10 30 Aemtd
Avtikepevodop avepwmivne 1gG kaun EAeyx0G
oG MAdka ’ aiyag pe pTTAE 2217 EVSOKunuPLKd)
Al.’otonaop.svou avrixpwon Evans, \Y Avlucwuava
Aspuar(')q, 6 5ml (aroppédnon ’KC(l/I'] OeTkOg
BuBlopatwv ROPWTEUAVTWY) EAeyxog
AvVTIoWHATWY
BMZ
2155 MNpwtelouoa 2100 (4 | FITC avTi- 2213 OeTkdg 1:10 30 Aemtad
Avtikelpevodop | 2099) avepwmvne IgG kaun ‘EAeyxog
oG MAdka alyac pe PTmAe 2217 EVSOKUTTOPIKL
OLOOCIJC'tIVOU, 6 avTixpwon Evans, v Av’uowudfwv
BuBlopdatwv 5ml (anoppédnon ’KC(l/I'] OeTIKOG
TPWTEVOVTWV) EAeyxoc )
Avtiowpdtwyv
BMZ
2156 MeTaRaTIKO 2100 FITC avTI- 2241 PNP 1:10 30 Aemtd
€mOnAIo avepwmivne IgG OETIKOG
MAdka, 6 aiyag pe pTTAe ‘EAeyxog
BuBlondrwv avTixpwon Evans
2157 MNpwtelouca 2099 FITC avTI- 2235 OETIKOG 0pOG 1:10 30 Aemtd
AVTKELLEVODOP avBpwmvng IgG eAéyxou
06 MAdkat ,M”éq' aiyag he PTTAE KapSLakwv/Zk
6 BuBLopdTwv avtixpwon Evans, eheTIKOU
5ml (amoppddnon Mu6g
TIPWTEVOVTWV) QVTLOWUETWY
2158 MNpwtelouoca 2099 FITC avTI- 2235 OETIKOG 0pOG 1:10 30 Aemtd
Avtikelevodop avBpwivng 1IgG eAéyxou
s I'I}\dKa’ Qiyag e PTTAE KopSrakwv/zk
lzv'l(j}(;i“;w avTixpwon Evans, eAeTIKOU
> Smli (amoppodnon Mudg
BuBlopdrwy TIPWTEVOVTWV) AVTLOWUS
pATwV
2180 Mpwtelouoa 2099 FITC avTi- 2239 OEeTIKAG 0pOG 1:10 30 Aemtd
Avtikeuuevodop avBpwivng IgG eAéyxou
o¢ MAdka ) aiyag pe PTTAe avtilBupeoeldt
gﬁg;oj(ﬁgtq’ 6 avtixpwon Evans, KWV/KPOOW
5ml (anoppédnon HLOKWV
TPWTELOVTWY) QAVTLOWHUATWY
* H 6eltepn enwaon (emwaocn cUTevéng) oe OAeg TG mepuntwoelg eivat 30 Aemtd.
MPOALPETIKA CUCTATIKA
Nepwypadr u/m
2099 FITC (amoppodnon npwrteuoviwv) avTi-avBpwTmivng IgG aiyag ue utrAe avrixpwaon Evans 5mi
2100 FITC avn-avBpwivng IgG aiyag pe PTTAe avrixpwon Evans 5ml
2100x FITC avn-avBpwivng IgG aiyag xwpig YTTAE avTixpwaon Evans 5ml
2100-15  FITC avr-avBpwTrivng IgG aiyag pe umAe avtiypwon Evans 15mi
2100-15x  FITC avr-avBpwTrivng lgG aiyag xwpig prhe avtixpwon Evans 15mi
2107 FITC avti-avBpwivng IgA aiyag pe pmAe avtiypwon Evans 5ml
2107x FITC avti-avBpwTrivng IgA aiyag xwpic urhe avtixpwon Evans 5ml
2107-15  FITC avt-avBpwTrivng IgA aiyag pe umie avtiypwon Evans 15ml
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2107-15x  FITC avti-avBpwrivng IgA aiyag xwpic umhe avtixpwon Evans

2113 FITC avt-avBpwrivng aiyag moAucBevikr (IgG/IgA) pe pmhe avtixpwon Evans

2113x FITC avr-avBpwTrivng aiyag moAuoBevikr (IgG/IgA) xwplig pmhe avtiypwon Evans
2113-15  FITC avri-avBpwivng aiyag moAucBevikr (IgG/IgA) pe pmAe avtixpwon Evans
2113-15x  FITC avt-avBpwTrivng aiyag moAuoBevikn (IgG/IgA) xwplig umAe avtiypwon Evans
2130 FITC avm-avBpwTrivng aiyag moAucbevikr| (IgG/IgA/IgM) pe pmAe avtixpwon Evans
2130x FITC avn-avBpwTrivng aiyag moAucBevikr (IgG/IgA/IgM) xwpig urike avtixpwon Evans
2130-15  FITC avri-avBpwTrivng aiyag moAucBevikr (IgG/IgA/IgM) e pmAe avtixpwon Evans
2130-15x  FITC avti-avBpwivng aiyag moAucBevikr (IgG/IgA/IgM) xwpig urke avtixpwon Evans

2140 FITC avri-avBpwTivng IgM aiyag pe urme avtixpwon Evans

2140x FITC avt-avBpwrivng IgM aiyag xwpig pmhe avtiypwon Evans
2200 ApvNTIKOG 0pO¢ ehéyyou IFA

2201 OeTIKOG 0pOG opoloyevoug ehéyxou ANA

2206 OeTIKOG 0pOG EAEYXOU AVTLOWHATWY AVILOTEPOELSWV KUTTAPWY

2209 OeTIKOG 0pd¢ EAéyxou avTiowpdtwy anti-MAG

2211 OeTKOC 0pOG eAéyxou ASMA

2213 OeTIKOG 0pdC EAEyXOL avTIOWHATWY anti-IC

2213-1 ‘EAeyxog XapnAou TitAou IC

2214 OeTk6G 0pag eNéyxou avti-IC (kovh éugiya) (pemphigus vulgaris)
2216 OeTk6G 0pag eléyxou avti-IC (puAAwdng méugiya) (pemphigus foliaceus)
2217 OeTk6G 0pag eNéyxou avti-BMZ (réupuya) (pemphigoid)

2235 OeTIkOG 0pO¢ eEAEyxou avTi-KapSlakwv/IKeEAETIKOU MUOC AVTIOWUATWY
2239 OETIKOG 0pOC EAEYXOU QVTIOUPEOELSIKWV/ ULKPOOWHLAKWY AVTLOWUATWY
2279 OETIKOC 0pOG EAEYXOU AVTL-EMIVEDPLOLAKWY AVTLOWUATWY

2280 OeTIkOG 0pd¢ eEAéyxou avTiowpdTwy anti-Hu

2301 PBS

2302 AwdAupa Apaiwong Asiypotog

2500 Avtikelpevodopog MAdka Mikpookortiou Coverglass (24x60mm)
2505 Stayovopetpo Mounting Medium

2510 Avtixpwon Evans Blue

JUpUBOAC IOV XPNOLUOTIOLOUVTAL OE ETLKETEG:
LOT AplBuog maptidag

AplBudg katahoyou

Huepounvia Afgng

Oepuokpacia anobrnkeuong
Alapaote TG 0dnyleg mpLY TN Xpron
Ma in vitro Slayvwaotikn xpnon

KataoKkeuaoThg

SIS

ApLBUOC Aokiuwy

YAKd rtou amotouvtal aAAd Sgv apExovro
* Mikpookoérmio ¢pBoplopou

* Mikporunéta ) runéta Pasteur

* OpOAOYLKEG TILITETEG

* TpUBAo xpwong (r.x. Soxeio Coplin)

* Mikpoli Sokipaotikol cwAfveg (m.x. Stactdoewv 13 X 75 mm) kat bopéag SOKLUAOTIKWY CWARVWY
* ATLECTAYHEVO 1) OTILOVIOHEVO VEPO

* Neptéktng 1 Aitpou

* OLaAn ékmAuong

* ATTOPPOPNTIKEG XAPTIVEG XEIPOTTETOETEG

* OGAQUOG EMWOONG
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15ml
5ml
5ml
15ml
15ml
5ml
5ml
15ml
15ml
5ml
5ml

0.5ml
0.5ml
0.5ml
0.5ml
0.5ml
0.5ml
0.5ml
0.5ml
0.5ml
0.5ml
0.5ml
0.5ml
0.5ml
0.5ml

yta 1 Altpo

60ml

Kouti Twv 12

5ml
1.0ml
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MNPOEIAOMNOIHZEIZ KAl TIPODYAAZEIZ

Mo in vitro Stayvwotikf xprion. OAa ta cucTaTIKA avOPWILVNG TIPOEAELONG TIOU XpPNoLpomololvTal €xouv eAeyxOel yia Thv
napoucia tou avtyovou HbsAg, twv wv HCV, HIV-1 kat 2, kaBwg kat tou 1ot HTLV-I kat éxouv Bpebei apvntikd, cUupudwva
He TiG e§eTdoeLg TTou amattel 0 Opyaviopog Tpodipwv kat Gappdkwv Twv HAA (FDA). Oha ta Selypata avBpwrivou opou Kat
TpolovTwy avBpwrivng mpoéAeuong Ba MPEMEL va avTeTwi{ovTal w¢g SuvnTiKA emikivbuva, aveaptnta ano Tnv MPogAeucn
ToUGg. AKOAOUBAOTE TIG 0PBEC EPYACTNPLAKES TTPOKTIKEG KATA TN PUAAEN, TNV EKXUCN KaL TNV amdppudn TwV UAIKWY QUTWVZ,
MPOEIAOMNOIHIH — To afiéo tou vatpiou (NaN3) evééxetal va avtibpdoel e cWANVWOELG artd MOAUBSo A Xahko Kot va
OXNUATIOEL LOXUPWGE EKPNKTLIKA aiSLa peTaAAwV. Katd tnv andppun Twv uypwv, EKITAUVETE PE UEYAAEG TOCOTNTEG VEPOU, £TOL
wote va anodeuxBel n cuocowpeuon altdiwv. To alidlo tou vatpiou evdéxetal va eival ToEIKO o€ MePMTwon Katamoong. €
MEePIMTWOon KATAmoong, avadEPETE OUECWE TO TIEPLOTATIKO oTo Slevbuvtr) Tou epyactnpiou r oto KEVTPO €eAEyxou
SnAntnpldcswv.

ZYANOIH AEIFMATOZ KAl NPOETOIMAZIA

Qa MPEMEeL va xpnotponotouvtat pévo Selypata opol ya autr t Stadikacia. Aslypata mou €xouv unootel peyaiou Babuol
atpoAuon, AUTaLLka f Selypato LOAUCUEVA E ULKPOPLOL EVEEXETAL VO EMNPEACOUV TNV AmOd0oon AUTAG TG avaAuong Kat dev
Ba mpémnel va xpnowponotovvtal. Quidafte ta Seiypata oe Beppokpacia 2-8°C yia Stdotnua OxL HeyaAlTEPO TNG Miag
eBoopddag. Mo ¢uAaén peyollitepng Sldpkelag, o opoc Ba mpémel va katauxetat otoug -20°C. Na amodelyetal n
enavelAnuueévn katapuén kat andPpuén twv Selypdtwy.

AIAAIKAZIA

M£B060¢ AoKLung

A. Awadoyn

1. Apawwote tov 0pd kdBe aoBevolg pe to PUBULOTIKO AldAUpa cUpdwva PE TOo SLAAUMA TIOU CUVLOTATOL OTNV EvOTnTa
Mapexopeva YAwkd . 1:4 (0.1 ml opod + 0.3 ml &dhupa apaiwong) i 1:10 (10 pl opo + 90 pl Sidhupa apaiwong).
Mnv apalwvete Ta Stalvpata Ostikol 1 Apvntikou EAéyxou mou Ba xpnoipomownBouv. QUAGETE TOUG N APALWUEVOUG
opoUg yLa va KaBopIoETE TOUG TITAOUG avTICWHATWY, €AV 01 avaAUoEelg BIahoyng BpeBouv BETIKEG.

2. A@noTe TIG BAKEG TTOU TTEPIEXOUV TIG QVTIKEIUEVOPOPOUG TOU UTTOOTPWHATOG €111 10-15 AETITA, TTPOKEINEVOU VO
@Taoouv ot Bepuokpacia dwpaTtiou. AQaIPECTE TTPOCEKTIKA TIG QVTIKEIUEVOPOPOUG XWPIG va ayyifete 10
UTTOOTPWHA.

3. ZnuAveTe TIG QVTIKEINEVOPOPOUG Kal TOTTOBETAOTE TIG 0 €va BAAQUO E€TTWOONG TIOU €XETE KAAUWEl UE
ATTOPPOPNTIKO XOPTi SIABPEYUEVO PE VEPOD, VIO VA ATTOTPEWETE TUXOV OTTOEAPAVAT.

4. AvaoTpéyTe TO OTAYOVOUETPO Kal TIIECTE TO eEAaPPd yia va TTpoaBéoeTe 1 oTtayova (H apketd yia va eEaoc@alioel
v KGAuwn KaAd) Tou BiaAupatog ApvnrikoU EAéyxou otnv kuweAida ut' apiBudv 1. Me Tov idio TpdTIO,
mpooBéoTe 1 oTaydva dloAUpaTog OeTikoU EAEyxou oTnv KuweAida utr' apiBuodv 2. ATTOQUYETE TNV UTTEPTTARPWON
TWV KUYEAIdWV.

5.  XpnoigotmoiwvTag pia PIKpotmméTa | mmETa Pasteur, mpocBéoTe 1 otaydva o1md Tov apaiwhéEVO OpO Tou
aoBevoug (H apketd yia va efac@alioel Tnv KAAuwn KoAd) OTIG UTTOAOITTEG KUWeAideG. ATTOQUYETE TNV
UTTEPTTANPWON TWV KUYEAIDWV.

6. TotroBetr|OTE TO KATIAKI GTO BAAQUO €TTWACNG KAI ETTWACTE TIG AVTIKEINEVOQPOPOUG 0 BepUoKpagia dwpaTiou
oUp@wva Pe Tov Xpovo Emwaong Agiyuatog TTou ouvieTATal OTnV evotnTa Mopexopueva YAKA.

7.  AQaIpéaTe Pia QvTIKEINEVOPOPO aTrd To BAAaUOo eTwaons. KpartAoTe TNV avTIKEINEVOPOPO aTTO TO AKPO TTOU PEPEI
Ta OTOIXEIO Kal EKTTAUVETE pE TrepiTTou 10 ml PBS XpnoIUoTmoivTag yia ITTETA 1 EKTTAUVETE TNV AVTIKEIMEVOPOPO
oe ToTNpI (oewg TTou TTEPIEXEl PBS. Mn xpnoiyoTtrolsite @IAAn €KTTAUONG. METAQEPETE TNV AVTIKEINEVOPOPO
auéowg oTto doxeio Coplin kai ekmmAUveTe emmi 10 Aemrtd. EmmavaAdBere mn diadikacia pe OAeG TIG UTTOAOITTEG
QAVTIKEINEVOPOPOUG.

8. AqaipéoTe TNV(TIG) AVTIKEIUEVOPOPO(oUG) atmd 1o doxeio Coplin. ZTuTTWoTE TRV AKPN TNG OVTIKEINEVOPOPOU HE
ATTOPPOPNTIKO XOPTi YO va agaipéceTe TNV Trepicoeia PBS. TomoBetriote tv aviikelevodopo otov BdAapo
enwaong. AvaoTpéWTe QUECWS TO OTAYOVOUETPO ME TO OUZEUKTIKO QVTIOWWO Kal TTIECTE TO MAAOKA yia va
TpocbéceTe 1 oTayoOva O€ KABE KUWeAida.

9. EmavaAdBete Ta BripaTa 7 Kai 8 yia KABE avTIKEINEVOPOPO.

10. TotroBeTrOTE TO KATTAKI GTO BAAAMO ETTWOONG KaI ETTWACTE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG £TTi 30 AeTTTA O€ BepuoKkpaaia
dwpariou.

11. AgaipéoTe pia avTiKeEINEVOQOpo atmd To BdAapo emrwacong. KpatAoTe TNV QVTIKEIUEVOPOPO OTTO TO GKPO Kot
epBuBiote TNV avtkelpuevodopo oe TTOTAPI (E0ewg TTou TTEPIEXEl PBS yia va a@aipéoeTe Tnv Trepicoeia ouleuéng.
TomoBetriote tnv(tig) aviikelpevodopo(oug) oe tpuPAio xpwong yepdto pe PBS yua 10 Aemtd. EGv xpnoluomoleitol
TIpoQLPETIKY oUleuén Xwpig avtiypwon (Seite mpoalpetikd cuotatikd otnv Evotnta Mapexoueva YAKd), pmopouv va
npooteBolv 2-3 otaydveg anod aviixpwon Evans Blue otnv tehwkr) m\bon. ETravaAdBete Tn diadikaoia pe OAeG TIg
UTTOAOITTEG  QVTIKEINEVOPOPOUG. IHMEIQIH: odoluévn mAUon evbéxetal va odnynoet oe auénuévo ¢Boplopd
UTIOCTPWMATOC.

12. Adaipéote pa avilkelpevodopo amd to TpUPBAio Xpwong. ITUTIWOTE TO GKPO TNG QVTLKELUEVODOPOU O amoppodnTiki
XAPTLVN XELPOTIETOETA Yyl va adaipéoete mepiooela PBS. MNa va anoduyete tv anoffpavon tnG avIkelpevopopou,
TIPOXWPHOTE AUECWG OTO EMOUEVO PrIIA EVW N AVTIKELUEVOPOPOG Eival akoun vypn.
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13. Ztnpi&te tnv kaAumtpida edpapuolovrag 3 otaydveg tou Mounting Medium opaAd otnv kahumtpida kat tonoBetrhote tv
KAAUTITPISa TAVW amod TNV avTkeldevodopo. Artoduyete tnv edappoyr] UTePBOALKAC Tiieong Katl pumodiote TNV MAEUPLKA
Kivnon tng kaAumtpidac.

14. EmavaAdBete Ta BrApata 12 kai 13 yia KGO avTIKEINEVOPOPO.

15. E&erdoTe yia €101k6 @BopIouO Je PHIKPOOKOTTIO PBopIcHoU o€ peyéBuvan 200x 1 peyaAuTepn.

O1 avTIKEINEVOQOPOI PTTOPOoUV va dlaacTouv HOAIG TTpogTolgaaTouv. QoTéo0, eEaiTiag TNG TTapoudiag Trapdyovta
TTpooTaciag @BopIcPOU aTO PECO KABNAWONG, dev EUPaVICETAI TNUAVTIKT aTTWAEIA TNG £VTAONG TNG XpWaong, eav
kaBuoTeprioel N avayvwaon £wg Kal 48 wpeg. O1 avTIKeEINeVOPOpol Ba TTPETTEN va UAGCOOVTAI GE OKOTEIVO XWPO,
o¢ Beppokpaacia 2-8°C.

B. KaBopiopdg TeAwkou Inpeiov (tithoddtnon)

‘Evag opdg mrou Ba Bpebei BeTikdg oTnv avdAuon diahoyAg putropei va avaAuBei repaitépw, akoAouBwvtag Ta BApaTa
5 éwg 13 yia va kaBopiaTei o TiTAog Tou. EkTeAéTTE BIABOXIKEG DITTAEG APAIWOEIG EEKIVWOVTAG ATTO TNV apXIKA apaiwan
diahoyng. O TiTAOG €ival TO avTioTPoPo TNG PEYAAUTEPNG apaiwong TTou édwae BeTIKA avTidpaor. MNivakeg yia mpdtumeg
0PALWOELG SLAAOYAC TTOPEXOVTAL KATWTEPW:

MpoeToipacia Twv AlaSoXIKWV ApaIWOEWV ZEKIVWVTAG oTO 1:4

ApiBunoTe €1 owAnvapia ammd 1o 1 éwg 10 6. MpoaBéaTe 0.3 ml AloAUpartog Apaiwong Agiyyatog oTo cwAnvapio 1
kai 0,2 ml ota cwAnvapia 2 £éwg 6. Metapépete pe miméTa 0,1 ml yn apaiwpévou opol 6To cwAnvapio 1 Kal avauigTe
emueAwg. Metagépete 0,2 ml atrd 1o cwAnvdpio 1 010 CWANVAPIO 2 KAI AVANIETE ETTIUEAWG. ZUVEXIOTE TN PETAPOPA
0,2 ml ammdé 10 €éva OWANVAPIO OTO ETTOUEVO UETA OTIO QVAMIEN, TTPOKEIMEVOU VO ETTITUXETE TIG APQIWCOEIG TTOU
ATTEIKOVICOVTAI OTOV TTAPAKATW TTiVAKA:

ZwAnvapla 1 2 3 4 5 6
Opog 0.1 ml
+
ApatwTkO PuBpLoTIKG AtdAupa 0.3 ml 0.2ml 02ml 02ml 0.2ml 0.2 ml
2 2 2 2 2
Metadopa 02ml 02ml 02ml 02ml 0.2ml
TeAwkn apaiwon 1:4 1.8 1:16 1:.32 1.64 1:128 k.Am.

MpoeToipacia Twv AlaSoXIKWV ApalWCEWV TToU =gKivouv oT1o 1:10

ApiBunoTe €€ cwAnvapia amd 10 1 éwg 10 6. MpoabéaTe 0.9 ml AlaAUpaTog Apaiwong Aciygatog 010 cwANnvapio 1
kal 0,2 ml oTa cwAnvdpia 2 £éwg 6. MeTtagépete pe mmméTa 0,1 ml pn apaiwyévou opol oTo cwAnvdpio 1 kal avapigTe
emueAws. MetagépeTe 0,2 ml omd T0 CwWANVApIo 1 aTO CWANVAPIO 2 KOl AVAMIETE ETTINEAWG. ZUVEXIOTE TN YETAQOPA
0,2 ml amé 10 éva OWANVAPIO OTO ETTOUEVO UETA OATIO aVAMIEN, TTPOKEIMEVOU VO ETTITUXETE TIG APQIWCOEIG TIOU
ATTEIKOVICOVTAI OTOV TTAPAKATW TTiVAKA:

ZwAnvaptLa 1 2 3 4 5 6
0pog 0.1 ml
+
ApatwTiko PuBpLoTik6 AtdAupa 0.9 mi 0.2ml 02ml 02ml 0.2ml 0.2 ml
=2 = = = =
Metadopd 0.2ml 02ml 02ml 02ml 0.2ml
TeAwn apaiwon 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 k.Am.

NOIOTIKOX EAErXOz

TO00 0 OeTIKOG 000 Kal 0 ApvnTKOg Opo¢ uaptupa Ba mpEMeL va cuumeptAappBavovtal o kKaBe ektéAeon Sokiung. O ApvnNTIKOg

Opd¢ paptupa dev Ba TpEmMeL va mapouotdlel cuykekpLpuévo ¢Boplopd. To epyactrplo Ba mpémel va kabopilel Ta KatdAAnAa

XOPAKTNPLOTLKA EKTEAEONG TOU OTIkoU 0poU UAPTUPA TIOU XPNOLomoLELTaL.

Edv dev AdBete Ta avauevopeva amoteAéoparta, Ba mpémel va emmavaAdpete Tnv avdAuon. Edv ouvexiCouv va

eP@avifovTal QveTTapKn atmmoTeAéguaTa e Ta OIGAUMATA EAEYXOU, QUTA EVOEXETAI VO OPEIAOVTaI O€:

*  OoAepdTnTa. ATroppiwTe TO dIGAUNA EAEYXOU KOl XPNOIUOTTIOINATE £Va GAAO

*  TpoBAAuata pe 10 OTIMIKO GUCTNPA TOU WIKPOOKOTTiIOU @BopIouoU. Ze auTtd uTropei va TrepiAapavovrai:
akat@AANAn euBuypdaupion, TTapéAeuon TNG weEAIUNG dIAPKEIag (WG TNG AUXVIOG, KATT.

«  Amognpavon Tng avTIKEINEVOPOPOU KaTA Tn didpKeIa TNG diadikaoiag.

EPMHNEIA ANOTEAEZMATQN

Ta anoteAéopata oKWV avocodBoplopol avadEPoVTal YEVIKWE WG APVNTIKA HME TITAO MIKPOTEPO Ao TtV apaiwon
Staloyng, BeTIkA pe TITAO HEYOAUTEPO AMO 1) (00 WE TNV apaiwon SLadoyng 1, KATA IMPoTipnon, BETIKA UE GUYKEKPLUEVO TITAO
TeAkoVL onueiov. Ta epyaocTnpLa TPETIEL VA TEKUNPLWVOUV TIPWTOKOAAQ XPONG QUTWY TWV UALKWVY KAl Vo EKIToLEVOUV TOUG
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TEXVIKOUG wote va SlaBdlouv cuykekplpéva potifa ¢pBoplopol KatdAANAa TPOG Ta UALKA TIOU XPNOLUOTIOLoUVTAL KoL TOUG
eAéyxoug mou ektedolvtal.

MEPIOPIZMOI AIAAIKAZIAZ

Ta anoteAéopata OAwv Twv BeTkwY SOKUWY Apecou avocodBoplopol pall PE Ta AmMOTEAEOHATH GAAWY £PYOOTNPLAKWY
SOKLWV Kal N KALVLKN KATdotaon Tou aoBevolg Katd TNV mpaypatonoinon tg dtayvwong.
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Método de ensayo de inmunofluorescencia general
ETIQUETA DEL PRODUCTO

UTILIZACION PREVISTA
Los componentes incluidos en la seccién “Materiales” pueden ser utilizados para detectar anticuerpos en suero
humano mediante inmunofluorescencia indirecta.

RESUMEN Y EXPLICACION

Estas instrucciones de uso proporcionan un protocolo general para utilizar muestras de sustrato y conjugados
adecuados para estudios de inmunofluorescencia indirecta. Los autoanticuerpos pueden ser visualizados en
variedad de secciones de tejido y sustratos de cultivos celulares utilizando un sistema de conjugado de isocianato de
fluoresceina (FITC). Los puntos basicos del procedimiento se describen en la seccion siguiente. Los laboratorios
concretos pueden utilizar esta etiqueta de producto como guia pero deberian realizar evaluaciones internas de los
protocolos de uso para estos materiales.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

Los componentes incluidos dentro de los "Materiales" pueden ser utilizados en protocolos de inmunofluorescencia
indirecta. En ese tipo de protocolos, el suero del paciente es incubado en una muestra de sustrato para que los
anticuerpos se unan. Cualquier anticuerpo que no quede unido es eliminado enjuagandolo. Los anticuerpos unidos
de clase IgA, 1gG y/o IgM, en funcién del conjugado utilizado, son detectados mediante la incubacién del sustrato
con conjugado antihumano con fluoresceina. Se observan las reacciones bajo un microscopio de fluorescencia
equipado con los filtros adecuados. La presencia de anticuerpos puede ser demostrada mediante una fluorescencia
verde manzana de estructuras histoldgicas especificas en el sustrato. La titulacién puede ser determinada por la
dilucion en serie del espécimen. El reciproco de la dilucion mas elevada que dé una reaccion positiva es la
titulacion.*

INFORMACION DEL PRODUCTO

Almacenamiento y preparacion

Guarde todos los reactivos a 2-8°C. Los reactivos estan listos para ser utilizados después de equilibrarlos con la
temperatura ambiente.

Materiales

Se proporcionan estas instrucciones para utilizarlas con los componentes individuales, incluyendo los cédigos de
producto incluidos a continuacién. Las muestras de sustrato aparecen al lado del conjugado adecuado para detectar
autoanticuerpos en ese sustrato concreto.

Muestra de sustrato Conjugado Control positivo Dilucion de | Tiempo de
[REF] Descripcion REF Descripcion [REF] Descripcion espécimen | incubacion
dela
muestra*
2123 Muestra de 2099 IgG antihumano de 2279 Control 1:4 30 minutos
glandula cabra FITC con positivo
suprarrenal de contratincion azul de anticuerpos
primate, 6 Evans, 5ml (adsorbido suprarrenales
pocillos primate)
2124 Muestra de 2099 1gG antihumano de 2201 Control 1:10 30 minutos
glandula cabra FITC con homogéneo
salivar de contratincion azul de ANA
primate, 6 Evans, 5ml (adsorbido
pocillos primate)
2125-4 | Muestra de 2099 IgG antihumano de 2206 Control 1:10 3 horas
ovario de cabra FITC con positivo
primate, 4 contratincion azul de anticuerpos
pocillos Evans, 5ml (adsorbido células
primate) esteroideas
2128 Muestra de 2099 IgG antihumano de 2280 Control 1:10 30 minutos
cerebelo de cabra FITC con positivo
primate, 6 contratincion azul de anticuerpos
pocillos Evans, 5ml (adsorbido anti-Hu
primate)
2134 Muestra de 2140 IgM antihumano de 2209 Control 1:10 30 minutos
nervio ciatico cabra FITC con positivo
de primate, 6 contratincion azul de anticuerpos
pocillos Evans, 5ml anti-MAG
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2147 Muestra de piel | 2099 1gG antihumano de 2213 Control 1:10 30 minutos
de espesor cabra FITC con ylo positivo
parcial de contratincion azul de 2217 anticuerpos
primate, 6 Evans, 5ml (adsorbido intercelulares
pocillos primate) ylo control
positivo
anticuerpos
anti-BMZ
2155 Muestra de 2100 (o | IgG antihumano de 2213 Control 1:10 30 minutos
esofago de 2099) cabra FITC con ylo positivo
primate, 6 contratincién azul de 2217 anticuerpos
pocillos Evans, 5ml (adsorbido intercelulares
primate) ylo control
positivo
anticuerpos
anti-BMZ
2156 Muestra de 2100 Conjugado IgG 2235 Control 1:10 30 minutos
epitelio de antihumano de cabra positivo
transicion, 6 FITC con contratincién anticuerpos
pocillos azul de Evans Anti-PNP
2157 Muestra de 2099 IgG antihumano de 2235 Control 1:10 30 minutos
corazon de cabra FITC con positivo
primate, 6 contratincion azul de anticuerpos
pocillos Evans, 5ml (adsorbido de musculo
primate) esquelético/co
razén
2158 Muestra de 2099 IgG antihumano de 2235 Control 1:10 30 minutos
musculo cabra FITC con positivo
esquelético de contratincion azul de anticuerpos
primate, 6 Evans, 5ml (adsorbido de musculo
pocillos primate) esquelético/co
razén
2180 Muestra de 2099 1gG antihumano de 2239 Control 1:10 30 minutos
tiroides de cabra FITC con positivo de
primate, 6 contratincion azul de anticuerpos
pocillos Evans, 5ml (adsorbido microsomales/
primate) tiroideos
* En todos los casos, la segunda incubacién (incubacion con conjugado) dura 30 minutos.
Componentes opcionales
Descripcion UM
2099 Conjugado IgG antihumano de cabra FITC adsorbido primate con contratincion azul de Evans 5ml
2100 Conjugado IgG antihumano de cabra FITC con contratincion azul de Evans 5mi
2100x Conjugado IgG antihumano de cabra FITC sin contratincién azul de Evans 5mi
2100-15 Conjugado IgG antihumano de cabra FITC con contratincion azul de Evans 15ml
2100-15x Conjugado IgG antihumano de cabra FITC sin contratincién azul de Evans 15ml
2107 Conjugado IgA antihumano de cabra FITC con contratincion azul de Evans 5mi
2107x Conjugado IgA antihumano de cabra FITC sin contratincion azul de Evans 5mi
2107-15  Conjugado IgA antihumano de cabra FITC con contratincién azul de Evans 15ml
2107-15x Conjugado IgA antihumano de cabra FITC sin contratincion azul de Evans 15ml
2113 Conjugado polivalente (IgG/IgA) antihumano de cabra FITC con contratincién azul de Evans 5ml
2113x Conjugado polivalente (IgG/IgA) antihumano de cabra FITC sin contratincion azul de Evans 5ml
2113-15  Conjugado polivalente (IgG/IgA) antihumano de cabra FITC con contratincion azul de Evans 15ml
2113-15x Conjugado polivalente (IgG/IgA) antihumano de cabra FITC sin contratincion azul de Evans 15ml
2130 Conjugado polivalente (IgG/IgA/IgM) antihumano de cabra FITC con contratincién azul de Evans
5mi
2130x Conjugado polivalente (IgG/IgA/IgM) antihumano de cabra FITC sin contratincion azul de Evans 5ml
2130-15 Conjugado polivalente (IgG/IgA/IgM) antihumano de cabra FITC con contratincion azul de Evans
15ml
2130-15x Conjugado polivalente (IgG/IgA/IgM) antihumano de cabra FITC sin contratinciéon azul de Evans15ml
2140 Conjugado IgM antihumano de cabra FITC con contratincion azul de Evans 5ml
2140x Conjugado IgM antihumano de cabra FITC sin contratincion azul de Evans 5ml
2200 Control negativo IFA 0,5ml
2201 Control positivo homogéneo ANA 0,5ml
2206 Control positivo células anti-estereoideas 0,5ml
2209 Control positivo anti-MAG 0,5ml
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2211 Control positivo ASMA 0,5ml
2213 Control positivo anti-IC 0,5ml
2213-1 Control titulacién baja IC 0,5ml
2214 Control positivo anti-IC (pemphigus vulgaris) 0,5ml
2216 Control positivo anti-IC (pemphigus foliaceus) 0,5ml
2217 Control positivo anti-BMZ (pemphigoid) 0,5ml
2235 Control positivo anticuerpos anti-musculo esquelético/corazén 0,5ml
2239 Control positivo anticuerpos anti-microsomales/tiroideos 0,5ml
2279 Control positivo anti-suprarrenal 0,5ml
2280 Control positivo anti-Hu 0,5ml
2301 PBS para 1 litro
2302 Diluyente de muestra 60ml
2500 Lamina para cubrir muestras de microscopio (24x60mm) cajade 12
2505 Vial cuentagotas mediano 5mi
2510 Contratincién azul de Evans 1,0ml

Simbolos utilizados en las etiquetas:
LOT| Numero de lote

REF| Numero de catédlogo
Utilizar antes de

Temperatura de almacenamiento

B> s 10

Leer las instrucciones antes de utilizar

<
O

Utilizacion diagndstica in vitro

Fabricante

< E

NuUmero de anélisis

Material necesario pero no suministrado

* Microscopio de fluorescencia

» Micropipeta o pipeta Pasteur

* Pipetas serologicas

» Cubeta para tincion (por ejemplo, cubeta Coplin)
» Tubos de ensayo pequefios (por ejemplo, de 13 x 75 mm) y rejilla para tubos de ensayo
+ Agua destilada o desionizada

* 1 recipiente de 1 litro

* Frasco de lavado

* Toallitas de papel

» Camara de incubacion

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Para utilizacion diagnostica in vitro. Todos los componentes provenientes de seres humanos utilizados han sido
analizados en busca de HBsAg, HCV, HIV-1y 2 y HTLV-Il y han dado negativo de acuerdo con los examenes
necesarios de la FDA. Todos los especimenes de suero humano y productos derivados de los seres humanos
deberian ser tratados como potencialmente peligrosos, independientemente de su origen. Siga unas buenas
practicas de laboratorio a la hora de guardar, preparar y desechar estos materiales.?

ADVERTENCIA - La azida sddica (NaN3) puede reaccionar con las cafierias de plomo y cobre y formar azidas
metalicas muy explosivas. Al eliminar liquidos, enjuaguelos con grandes cantidades de agua para evitar la
acumulacion de azida. La azida de sodio puede ser téxica por ingestion. En caso de ser ingerida, informe del
incidente inmediatamente al director del laboratorio o al servicio de toxicologia.

RECOGIDA Y TRATAMIENTO DE ESPECIMENES

En este procedimiento sélo deberian utilizarse especimenes de suero. Los especimenes muy hemolizados, lipémicos
o contaminados microbiolégicamente pueden afectar al funcionamiento del andlisis y no deberian ser utilizados.
Guarde los especimenes entre 2°C y 8°C durante un maximo de una semana. Para periodos de almacenamiento
mas prolongados, el suero deberia ser congelado a -20°C. Evite congelar y descongelar las muestras repetidamente.

PROCEDIMIENTO

Método de analisis
A. Reconocimiento
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1. Diluya cada muestra de suero del paciente con el Diluyente Tamponado siguiendo las cantidades de dilucion
recomendadas en la seccién Materiales proporcionados. 1:4 (0,1 ml suero + 0,3 ml diluyente) o 1:10 (10 ul suero
+ 90 pl diluyente). No diluya los Controles Positivos o Negativos que va a utilizar. Guarde el suero no diluido
para determinar las titulaciones de los anticuerpos si los analisis de reconocimiento dan positivo.

2. Deje que las bolsas con las muestras de sustrato se equilibren con la temperatura ambiente durante 10-15
minutos. Saque las muestras con cuidado sin tocar el sustrato.

3. Etiquete las muestras y coléquelas en una camara de incubacion recubierta de toallitas de papel humedecidas
con agua para evitar que se sequen.

4. Invierta el vial cuentagotas y apriételo suavemente para aplicar 1 gota (O lo suficiente para asegurar la obertura
también) del Control Negativo en el pocillo n.° 1. Si procede, aplique 1 gota de Control Positivo en el pocillo n.°
2. Evite llenar demasiado los pocillos.

5. Con una micropipeta o una pipeta Pasteur, aplique 1 gota de suero diluido del paciente (O lo suficiente para
asegurar la obertura también) en el resto de pocillos. Evite llenar demasiado los pocillos.

6. Tape la cAmara de incubacion e incube las muestras a temperatura ambiente en funcion del tiempo de
incubacién de muestras recomendado en la seccién Materiales proporcionados.

7. Sagque una muestra de la cAmara de incubacion. Sujete la muestra por un extremo y enjuaguela
cuidadosamente con aproximadamente 10 ml de PBS utilizando una pipeta, o enjuague la pipeta en un vaso de
precipitados lleno de PBS. No utilice el frasco de lavado. Pase la muestra inmediatamente a la cubeta Coplin y
déjela en en ella durante 10 minutos. Repita este proceso con las muestras siguientes.

8. Saque las muestras de la cubeta Coplin. Seque el extremo de la muestra con una toallita de papel para retirar el
exceso de PBS. Meta la muestra en la camara de incubacion. Invierta inmediatamente el vial cuentagotas de
Conjugado y apriételo suavemente para aplicar 1 gota en cada pocillo.

9. Repita los pasos 7 y 8 para cada una de las muestras.

10. Vuelva a tapar la cAmara de incubacion. Incube la muestra 30 minutos a temperatura ambiente.

11. Saque la muestra de la incubadora. Sujete la muestra por un extremo y métala en un vaso de precipitados con
PBS para retirar el exceso de conjugado. Coloque las muestras en una cubeta para tincion llena de PBS durante
10 minutos. Si utiliza conjugado opcional sin contratincion (consulte los componentes opcionales dentro de la
seccion Materiales proporcionados), puede afiadir 2-3 gotas de contratincién azul de Evans en la inmersion final.
Repita la operacion para las muestras restantes. NOTA: Si no sumerge las muestras adecuadamente podria
existir un aumento de la fluorescencia de fondo.

12. Saque una muestra de la cubeta de tincion. Seque el extremo de la muestra con una toallita de papel para
retirar el exceso de PBS. Para que la muestra no se seque, proceda inmediatamente con el paso siguiente
mientras esté todavia himeda.

13. Coloque la lamina para cubrir la muestra aplicando 3 gotas de Medio de Montaje homogéneamente y coloque la
lamina sobre la muestra. Evite presionar demasiado la lamina y moverla hacia los lados.

14. Repita los pasos 12 y 13 para cada una de las muestras.

15. Examine la fluorescencia especifica bajo un microscopio de fluorescencia con una aumento de 200x o superior.
Las muestras pueden ser estudiadas nada mas prepararlas. Sin embargo, gracias a la presencia de agente
antidebilitamiento en el medio de montaje, no se perderd demasiada intensidad en la tincién si estudia la
muestra hasta 48 horas més tarde. Las muestras deberian guardarse en un lugar oscuro a 2-8°C.

B. Determinacién final (titulacion)

Un suero que ha dado positivo en el andlisis de reconocimiento puede volver a ser analizado siguiendo los pasos 5 a
13 para determinar su titulacion. Realice diluciones dobles en serie empezando con la dilucion de reconocimiento
inicial. El reciproco de la dilucion mas elevada que dé una reaccion positiva es la titulacion. A continuacion se
incluyen tablas para las diluciones de reconocimiento estandar:

Preparacién de diluciones en serie empezando por 1:4

Numere seis tubos del 1 al 6. Afiada 0,3 ml de Diluyente de Muestra en el tubo 1 y 0,2 ml en los tubos 2 a 6. Aplique
0,1 ml de suero sin diluir en el tubo 1 y mézclelo bien. Transfiera 0,2 ml del tubo 1 al tubo 2 y mézclelo bien. Siga
transfiriendo 0,2 ml de un tubo a otro después de mezclarlo para conseguir las diluciones que aparecen en la tabla
siguiente:

Tubos 1 2 3 4 5 6
Suero 0,1ml
+
Diluyente tamponado 0,3 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
0,2ml Preparacion de diluciones en serie empezando por 1:10

Numere seis tubos del 1 al 6. Afiada 0,9 ml de Diluyente de Muestra en el tubo 1 y 0,2 ml en los tubos 2 a 6. Aplique
0,1 ml de suero sin diluir en el tubo 1 y mézclelo bien. Transfiera 0,2 ml del tubo 1 al tubo 2 y mézclelo bien. Siga
transfiriendo 0,2 ml de un tubo a otro después de mezclarlo para conseguir las diluciones que aparecen en la tabla
siguiente:
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Tubos 1 2 3 4 5 6
Suero 0,1 ml
+
Diluyente tamponado 009 ml 02ml 02ml 02ml 02ml 0,2ml
2 2 2 2 2
Transferencia 02ml 02ml 02ml 02ml 0,2ml
Dilucioén final 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 etc.

CONTROL DE CALIDAD

Deberian incluirse un Control Positivo y un Control Negativo en cada analisis. El Control Negativo no deberia mostrar

una fluorescencia especifica. El laboratorio debe determinar las caracteristicas de rendimiento adecuadas del

Control Positivo utilizado.

Si no se obtienen los resultados esperados, deberia volver a realizarse el andlisis. Si siguen obteniéndose resultados

inadecuados con los controles, podria deberse a:

*  Turbidez. Tirelo y utilice otro control.

*  Problemas con el sistema 6ptico del microscopio de fluorescencia. Por ejemplo, una alineacion inadecuada, que
la bombilla esté vieja y gastada, etc.

* Se ha dejado que la muestra se seque durante el procedimiento.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Los resultados de los ensayos de inmunofluorescencia suelen ser negativos con una titulacion inferior que la dilucion
de reconocimiento, positivos con una titulacion superior o igual que la dilucién de reconocimiento o, preferiblemente,
positivos con una titulacion final especifica. Los laboratorios deben validar los protocolos de uso de estos materiales
y formar a sus técnicos para buscar patrones de fluorescencia especificos adecuados para los materiales utilizados y
los andlisis realizados.

LIMITACION DEL PROCEDIMIENTO

Los resultados de todos los andlisis de inmunofluorescencia indirecta positivos asi como los resultados de otros
andlisis de laboratorio y el estado clinico del paciente al realizar un diagnéstico.
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Allgemeines Immunfluoreszenzassay-Verfahren
PRODUKTBEILAGE

VERWENDUNGSZWECK
Die im Abschnitt ,Material“ aufgelisteten Komponenten kdnnen fir die Erfassung von Antikérpern im Humanserum
durch die indirekte Immunfluoreszenz verwendet werden.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Diese Gebrauchsanweisung stellt ein allgemeines Protokoll fiir die Verwendung von Substrat-Objekttragern und
Konjugaten, die fur indirekte Immunfluoreszenzstudien geeignet sind, bereit. Autoantikdrper kdnnen auf einer Vielzahl
von Gewebeschnitt- und Zellkultur-Substraten sichtbar gemacht werden, indem man ein FITC-Konjugatsystem
verwendet. Der Grundsatz des Verfahrens wird im folgenden Abschnitt beschrieben. Individuelle Labors kénnen diese
Produktbeilage als ein Leitfaden verwenden, sollten aber eine interne Validierung von internen Protokollen
durchfiihren, die diese Materialien verwenden.

GRUNDSATZE DES VERFAHRENS

Die in den ,Materialien” aufgelisteten Komponenten kdnnen bei indirekten Immunfluoreszenz-Protokollen verwendet
werden. In solch einem Protokoll werden Patientenseren auf einem Substrat-Objekttréager inkubiert, um das Binden
von Antikdrpern zu ermdglichen. Alle nicht gebundenen Antikérper werden durch Spiilen entfernt. Gebundene
Antikorper der IgA-, IgG- und/oder IgM-Klasse, wie durch das verwendete Konjugat bestimmt, werden durch die
Inkubation des Substrats mit dem Fluorescein-markierten, anti-menschlichen Konjugat erfasst. Die Reaktionen
werden unter einem mit geeigneten Filtern ausgerusteten Fluoreszenzmikroskop beobachtet. Das Vorhandensein von
Antikdrpern kann man durch eine apfelgriine Fluoreszenz von spezifischen histologischen Strukturen im Substrat
demonstrieren. Der Titer kann durch die serielle Verdinnung der Probe bestimmt werden. Der reziproke Wert der
hochsten Verdiinnung, der eine positive Reaktion ergibt, ist der Titer.*

PRODUKTINFORMATION
Lagerung und Vorbereitung
Alle Reagenzien bei 2-8 °C lagern. Die Reagenzien sind nach der Aquilibrierung auf Raumtemperatur gebrauchsfertig.

Materialien

Diese Anweisungen werden fur die Verwendung mit Einzelkomponenten einschlieRlich der unten aufgelisteten
Produkt-Codes bereitgestellt. Die Substrat-Objekttréger sind neben dem Konjugat aufgelistet, das fur die Erfassung
von Autoantikdrpern auf dem speziellen Substrat geeignet ist.

Substrat-Objekttrager Konjugat Positivkontrolle Probenver | Probenink
[REF] Beschreibung REF Beschreibung [REF] Beschreibun dunnung ubationsze
g it*
2123 Primatenneben | 2099 Ziege anti- 2279 Nebennieren- 1:4 30 Minuten
nieren- menschliches IgG antikorper-
Objekttrager, 6 FITC mit Positivkontroll
Vertiefungen Gegenfarbstoff Evans e
Blau, 5ml
(primatenabsorbiert)
2124 Primatenspeic 2099 Ziege anti- 2201 ANA, 1:10 30 Minuten
heldriisen- menschliches 1gG Homogene
Objekttrager, 6 FITC mit Kontrolle
Vertiefungen Gegenfarbstoff Evans
Blau, 5ml
(primatenabsorbiert)
2125-4 | Primateneierst | 2099 Ziege anti- 2206 Steroidale 1:10 3 Stunden
ock- menschliches IgG Zellen-
Objekttrager, 4 FITC mit Antikdrper-
Vertiefungen Gegenfarbstoff Evans Positivkontroll
Blau, 5ml e
(primatenabsorbiert)
2128 Primatenkleinhi | 2099 Ziege anti- 2280 Hu-Antikorper- 1:10 30 Minuten
m- menschliches IgG Positivkontroll
Objekttrager, 6 FITC mit e
Vertiefungen Gegenfarbstoff Evans
Blau, 5ml
(primatenabsorbiert)
2134 Primatenhiftne | 2140 Ziege 2209 MAG- 1:10 30 Minuten
rv- antimenschlicher IgM Antikorper-
Objekttrager, 6 FITC mit Positivkontroll
Vertiefungen Gegenfarbstoff Evans e

Page 17 of 37



DE

Blau, 5ml
2147 Primatenspalth | 2099 Ziege anti- 2213 Interzelluléare 1:10 30 Minuten
aut- menschliches IgG und/ode | Antikorper-
Objekttrager, 6 FITC mit r2217 Positivkontroll
Vertiefungen Gegenfarbstoff Evans e und/oder
Blau, 5ml BMZ-
(primatenabsorbiert) Antikorper-
Positivkontroll
e
2155 Primatendsoph | 2100 Ziege anti- 2213 Interzelluléare 1:10 30 Minuten
agus- (oder menschliches IgG und/ode | Antikorper-
Objekttrager, 6 | 2099) FITC mit r 2217 Positivkontroll
Vertiefungen Gegenfarbstoff Evans e und/oder
Blau, 5ml BMZ-
(primatenabsorbiert) Antikorper-
Positivkontroll
e
2156 overgangs- 2100 Ziege anti- 2241 PNP 1:10 30 Minuten
epitheel- menschliches IgG Antikorper-
Objekttrager 6 FITC mit Positivkontroll
Vertiefungen Gegenfarbstoff Evans e
Blau
2157 Primatenherzm | 2099 Ziege anti- 2235 Herz- 1:10 30 Minuten
uskel- menschliches 1gG /Skelettmuskel
Objekttrager, 6 FITC mit -Antikorper-
Vertiefungen Gegenfarbstoff Evans Positivkontroll
Blau, 5ml e
(primatenabsorbiert)
2158 Primatenskelet | 2099 Ziege anti- 2235 Herz- 1:10 30 Minuten
tmuskel- menschliches IgG /Skelettmuskel
Objekttrager, 6 FITC mit -Antikorper-
Vertiefungen Gegenfarbstoff Evans Positivkontroll
Blau, 5ml e
(primatenabsorbiert)
2180 Primatenschild | 2099 Ziege anti- 2239 Schilddrusen- 1:10 30 Minuten
drisen- menschliches IgG /Mikrosomen-
Objekttrager, 6 FITC mit Antikorper-
Vertiefungen Gegenfarbstoff Evans Positivkontroll
Blau, 5ml e
(primatenabsorbiert)
* Die zweite Inkubation (Konjugatinkubation) betragt bei allen Féallen 30 Minuten.
Optionale Komponenten
Beschreibung UM
2099 Primatenabsorbierte Ziege anti-menschlicher IgG FITC mit Gegenfarbstoff Evans Blau 5ml
2100 Ziege anti-menschliches IgG FITC mit Gegenfarbstoff Evans Blau 5ml
2100x Ziege anti-menschliches IgG FITC ohne Gegenfarbstoff Evans Blau 5ml
2100-15  Ziege anti-menschliches IgG FITC mit Gegenfarbstoff Evans Blau 15 ml
2100-15x Ziege anti-menschliches IgG FITC ohne Gegenfarbstoff Evans Blau 15 ml
2107 Ziege anti-menschliches IgA FITC mit Gegenfarbstoff Evans Blau 5mi
2107x Ziege anti-menschliches IgA FITC ohne Gegenfarbstoff Evans Blau 5mi
2107-15  Ziege anti-menschliches IgA FITC mit Gegenfarbstoff Evans Blau 15 ml
2107-15x  Ziege anti-menschliches IgA FITC ohne Gegenfarbstoff Evans Blau 15 ml
2113 Ziege anti-menschliches polyvalentes FITC (IgG/IgA) mit Gegenfarbstoff Evans Blau 5 mi
2113x Ziege anti-menschliches polyvalentes FITC (IgG/IgA) ohne Gegenfarbstoff Evans Blau 5 mi
2113-15  Ziege anti-menschliches polyvalentes FITC (IgG/IgA) mit Gegenfarbstoff Evans Blau 15 ml
2113-15x Ziege anti-menschliches polyvalentes FITC (IgG/IgA) ohne Gegenfarbstoff Evans Blau 15 ml
2130 Ziege anti-menschliches polyvalentes FITC (IgG/IgA/IgM) mit Gegenfarbstoff Evans Blau 5 ml
2130x Ziege anti-menschliches polyvalentes FITC (IgG/IgA/IgM) ohne Gegenfarbstoff Evans Blau 5 ml
2130-15  Ziege anti-menschliches polyvalentes FITC (IgG/IgA/IgM) mit Gegenfarbstoff Evans Blau 15 ml
2130-15x  Ziege anti-menschliches polyvalentes FITC (IgG/IgA/lgM) ohne Gegenfarbstoff Evans Blau15 ml
2140 Ziege anti-menschliches IgM FITC mit Gegenfarbstoff Evans Blau 5ml
2140x Ziege anti-menschliches IgM FITC ohne Gegenfarbstoff Evans Blau 5ml
2200 IFA-Negativkontrolle 0,5 ml
2201 ANA Homogene Positivkontrolle 0,5 ml
2206 antisteroidale Zellen-Positivkontrolle 0,5 ml
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2209 Anti-MAG-Positivkontrolle 0,5 ml
2211 ASMA-Positivkontrolle 0,5 ml
2213 Anti-IC-Positivkontrolle 0,5 ml
2213-1 IC niedrige Titer-Kontrolle 0,5ml
2214 Anti-IC-Positivkontrolle (Pemphigus vulgaris) 0,5 ml
2216 Anti-IC-Positivkontrolle (Pemphigus foliaceus) 0,5 ml
2217 Anti-BMZ-Positivkontrolle (Pemphigoid) 0,5 ml
2235 Anti-Herz-/ Skelettmuskel-Positivkontrolle 0,5 ml
2239 Anti-Thyroid-/Mikrosomen-Positivkontrolle 0,5ml
2279 Anti-Nebennieren-Positivkontrolle 0,5 ml
2280 Anti-Hu-Positivkontrolle 0,5 ml
2301 PBS fur 1 Liter
2302 Probenverdinnungsmittel 60 ml
2500 Objekttrager-Deckglas (24x60 mm) Kastchen mit 12
2505 Eindeckmedium-Tropfflaschchen 5mi
2510 Gegenfarbstoff Evans Blau 1,0 ml

Auf Etiketten verwendete Symbole
Chargennummer

Katalognummer

In vitro diagnostischer Gebrauch
Verwenden bei

Lagertemperatur

Die Anleitung vor dem Gebrauch durchlesen

Anzahl an Tests

= >~ e[

Hersteller

Erforderliche aber nicht bereitgestellte Materialien
* Fluoreszenzmikroskop

» Mikropipette oder Pasteurpipette

« serologische Pipetten

+-Farbekasten (z. B. Coplin-Becher)

* kleine Reagenzglaser (z. B. 13 x 75 mm) und Reagenzglasgestell
«-destilliertes oder entsalztes Wasser

+-Behalter flr 1 Liter

«-Spritzflasche

+ Papierhandticher

* Inkubationskammer

WARNUNGEN UND VORSICHTSMARNAHMEN

Fir in vitro diagnostischen Gebrauch. Alle verwendeten menschlichen Komponenten sind auf HbsAg, HCV, HIV 1 und
2 und HTLV-I gepruft und durch erforderliche Tests anhand FDA als negativ festgestellt worden. Alle
Humanserumproben und menschlichen Produkte sollten unabhé&ngig von ihrer Herkunft als potenziell gefahrlich
behandelt werden. Gute Laborpraktiken bei der Lagerung, beim Abgeben und dem Entsorgen dieser Materialien
befolgen.?

WARNUNG - Natriumazid (NaN3) kann mit Blei- und Kupferleitungen reagieren und hoch explosive Metallazide
bilden. Nach der Entsorgung von Flissigkeiten mit groBen Mengen an Wasser spilen, um eine Azid-Ansammlung zu
verhindern. Natriumazid kann giftig sein, wenn es aufgenommen wird. Bei Aufnahme den Zwischenfall unmittelbar
dem Labordirektor oder einem Giftnotrufzentrum berichten.

PROBENENTNAHME UND VORBEREITUNG

Fir dieses Verfahren sollten nur Serumproben verwendet werden. AuRerst hamolysierte, lipAmisch oder mikrobisch
verunreinigte Proben kénnen die Leistung dieses Tests beeintrachtigen und sollten nicht verwendet werden. Die
Proben bei 2- 8 °C fir nicht langer als eine Woche lagern. Bei langerer Lagerung sollte das Serum bei -20 °C
eingefroren werden. Das wiederholte Einfrieren und Auftauen von Proben vermeiden.

VERFAHREN
Prifmethode
A. Screening
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1. Jedes Patientenserum mit dem gepufferten Verdiinnungsmittel gemaf der empfohlenen Verdiinnung im
Abschnitt Bereitgestellte Materialien verdiinnen. 1:4 (0,1 ml Serum + 0,3 ml Verdiinnungsmittel) oder 1:10 (10 pl
Serum + 90 pl Verdiinnungsmittel). Die zu verwendenden Positiv- oder Negativkontrollen nicht verdiinnen. Die
unverdiinnten Seren speichern, um Antikdrpertiter zu bestimmen, wenn Screening-Tests sich als positiv
erweisen.

2. Die Substrat-Objekttrager enthaltenden Beutel bei Raumtemperatur fiir 10-15 Minuten ins Gleichgewicht bringen.
Die Objekttrager sorgféaltig entfernen, ohne das Substrat zu beruhren.

3. Die Objekttréager etikettieren und sie in einer Inkubationskammer zusammen mit mit Wasser angefeuchteten
Papierhandttichern platzieren, um ein Trocknen zu verhindern.

4. Das Tropfflaschchen umdrehen und sanft pressen, um 1 Tropfen (Oder genug gut Abdeckung gewahrleistet ist)
der Negativkontrolle in Vertiefung #1 zu geben. Wenn zutreffend, 1 Tropfen der Positivkontrolle in Vertiefung #2
geben. Das Uberfiillen der Vertiefungen vermeiden.

5. Mit einer Mikropipette oder Pasteurpipette 1 Tropfen des verdiinnten Patientenserums (Oder genug gut
Abdeckung gewahrleistet ist) in die anderen Vertiefungen geben. Das Uberfilllen der Vertiefungen vermeiden.

6. Den Deckel auf die Inkubationskammer platzieren und die Objekttrager bei Raumtemperatur gemaf der im
Abschnitt Bereitgestellte Materialien empfohlenen Probeninkubationszeit inkubieren.

7. Einen Objekttrager aus der Inkubationskammer entfernen. Den Objekttrager am Laschenende halten und sanft
mit etwa 10 ml PBS unter Verwendung einer Pipette spulen oder im mit PBS gefullten Becher spiilen. Keine
Spritzflasche verwenden. Den Objekttrager unmittelbar in den Coplin-Becher tbertragen und 10 Minuten
waschen. Den Vorgang mit allen verbleibenden Objekttragern wiederholen.

8. Objekttrager aus dem Coplin-Becher enthnehmen. Die Kante des Objekttragers auf einem Papierhandtuch blotten,
um tbermaRiges PBS zu entfernen. Den Objekttrager in die Inkubationskammer legen. Unmittelbar das Konjugat-
Tropfflaschchen umdrehen und sanft pressen, um 1 Tropfen in jede Vertiefung zu geben.

9. Die Schritte 7 und 8 fiir jeden Objekttrager wiederholen.

10. Den Deckel wieder auf die Inkubationskammer aufsetzen. 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

11. Einen Objekttrager aus dem Inkubator entnehmen. Den Objekttrager am Laschenende halten und in einen
Becher, der PBS enthélt, eintauchen, um tGiberzahliges Konjugat zu entfernen. Den/die Objekttrager fir 10
Minuten in einen Farbekasten mit PBS geben. Wenn optionales Konjugat ohne Gegenfarbstoff verwendet wird
(siehe optionale Komponenten im Abschnitt Bereitgestellte Materialien), kdnnen 2-3 Tropfen Gegenfarbstoff
Evans Blau zum endgultigen Waschen hinzugefiigt werden. Dies fir die verbleibenden Objekttrager wiederholen.
HINWEIS: Falsches Waschen kann zu erhéhter Hintergrundfluoreszenz fihren.

12. Einen Objekttrager aus dem Farbekasten enthnehmen. Die Kante des Objekttragers auf einem Papierhandtuch
blotten, um GbermaRiges PBS zu entfernen. Um zu verhindern, dass der Objekttrager trocknet, unmittelbar
mit dem né&chsten Schritt fortfahren, wahrend der Objekttrdger immer noch nass ist.

13. Das Deckglas aufbringen, indem 3 Tropfen des Eindeckmediums gleichmé&Rig auf dem Deckglas verteilt werden
und das Deckglas iiber dem Objektiréger platziert wird. UbermaRige Druckausiibung und eine seitliche
Bewegung des Deckglases vermeiden.

14. Die Schritte 12 und 13 fiir jeden Objekttrager wiederholen.

15. Die spezifische Fluoreszenz unter einem Fluoreszenzmikroskop bei einer Vergré3erung von 200x oder grof3er
Uberprifen.

Die Objekttrager kdnnen abgelesen werden sobald sie vorbereitet sind. Durch das Vorhandensein von
Schwundausgleichmittel im Eindeckmedium tritt jedoch kein bedeutender Verlust der Farbeintensitat auf, wenn
das Ablesen bis zu 48 Stunden verzdgert wird. Die Objekttrager sollten im Dunkeln bei 2-8 °C gelagert werden.

B. Endpunktbestimmung (Titration)

Ein beim Screening-Test positives Serum kann weiter getestet werden, indem den Schritten 5 bis 13 gefolgt wird, um
den Titer zu bestimmen. Zweifache serielle Verdiinnungen durchfiihren, indem mit der anfanglichen Screening-
Verdiinnung begonnen wird. Der reziproke Wert der hdchsten Verdiinnung, die eine positive Reaktion produziert, ist
der Titer. Tabellen fiir Standard-Screening-Verdinnungen sind nachfolgend aufgefiihrt:

Vorbereitung von seriellen Verdiinnungen beginnend bei 1:4

Sechs Reagenzgléser von 1 bis 6 nummerieren, 0,3 ml des Proben-Verdiinnungsmittels in Reagenzglas 1 und 0,2 ml
in die Reagenzglaser 2 bis 6 hinzufiigen. Dann 0,1 ml des unverdiinnten Serums mit der Pipette in Reagenzglas 1
geben und grundlich mischen. 0,2 ml von Reagenzglas 1 zu Reagenzglas 2 tbertragen und grundlich mischen.
Weiterhin 0,2 ml nach dem Mischen von einem Reagenzglas zum N&chsten tbertragen, um die in der folgenden
Tabelle angegebenen Verdinnungen hervorzubringen:

Reagenzglas 1 2 3 4 5 6
Serum 0,1 ml

+
Gepuffertes
Verdinnungsmittel 03m 02ml 02ml 02ml 02ml 0,2ml

2 2 2 2 2

Ubertragung 02m 02ml 02ml 02ml 0,2ml
Endgiltige
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Verdiinnung 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 usw.

Vorbereitung von seriellen Verdiinnungen, beginnend bei 1:10

Sechs Reagenzglaser von 1 bis 6 nummerieren, 0,9 ml des Proben-Verdiinnungsmittels in Reagenzglas 1 und 0,2 ml
in die Reagenzglaser 2 bis 6 hinzufiigen. Dann 0,1 ml des unverdiinnten Serums mit der Pipette in Reagenzglas 1
geben und griindlich mischen. 0,2 ml von Reagenzglas 1 zu Reagenzglas 2 Ubertragen und griindlich mischen.
Weiterhin 0,2 ml nach dem Mischen von einem Reagenzglas zum N&chsten tbertragen, um die in der folgenden
Tabelle angegebenen Verdinnungen hervorzubringen:

Reagenzglas 1 2 3 4 5 6
Serum 0,1 mi

+
Gepuffertes
Verdinnungsmittel 09ml 02ml 02ml 02ml 02ml 0,2ml

= = = = =

Ubertragung 02ml 02ml 02ml 02ml 02ml
Endgultige
Verdiinnung 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 usw.

Qualitatskontrolle

Sowohl eine Positiv- als auch eine Negativkontrolle sollten in jedem Testdurchgang enthalten sein. Die

Negativkontrolle sollte keine spezifische Fluoreszenz zeigen. Das Labor muss die geeigneten Leistungseigenschaften

der verwendeten Positivkontrolle bestimmen.

Wenn die erwarteten Resultate nicht erhalten werden, sollte der Durchgang wiederholt werden. Wenn weiterhin

unzureichende Resultate bei den Kontrollen auftreten, kann Folgendes der Grund dafir sein:

«  Tribheit. Wegwerfen und eine andere Kontrolle verwenden.

*  Probleme mit dem optischen System des Fluoreszenzmikroskops. Diese kdnnen falsches Ausrichten, eine
Gluhlampe, welche die zu erwartende Gebrauchsdauer Uiberschritten hat, usw einschlieRen.

+  Zulassen, dass der Objekttrager wahrend des Verfahrens trocknet.

AUSDEUTUNG VON RESULTATEN

Die Immunfluoreszenzassay-Resultate werden generell als negativ mit einem Titer kleiner als die Screening-
Verdlinnung, positiv mit einem Titer gréRer oder gleich der Screening-Verdlinnung oder vorzugsweise positiv mit dem
spezifischen Endpunkt-Titer berichtet. Labors miissen Protokolle fur die Verwendung dieser Materialien validieren und
Techniker ausbilden, spezifische Fluoreszenzmuster, die fur die verwendeten Materialien und die durchgefuhrten
Tests geeignet sind, abzulesen.

BEGRENZUNG DES VERFAHRENS

Resultate aller positiven indirekten Immunfluoreszenztests zusammen mit den Resultaten anderer Labortests und
dem klinischen Zustand des Patienten, wenn eine Diagnose gestellt wird.
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Méthode Générale de Dosage pour Immunofluorescence
DESCRIPTION DU PRODUIT

UTILISATION VISEE
Les composants listés dans la section "Matériel" peuvent étre utilisés pour la détection d'anticorps dans le sérum
humain par immunofluorescence indirecte.

RESUME ET EXPLICATION

Ces instructions d'utilisation fournissent un protocole général pour l'utilisation des porte-objets de substrats et des
conjugués appropriés pour les analyses d'immunofluorescence indirecte. Les anticorps peuvent étre visualisés sur
une variété de sections de tissus et de substrats de culture de cellules en utilisant un systéeme de conjugué de FITC.
Le principe de la procédure est décrit dans la section suivante. Les laboratoires individuels peuvent utiliser ce
descriptif de produit comme guide mais doivent réaliser une validation interne des protocoles internes en utilisant ce
matériel.

PRINCIPES DE LA PROCEDURE

Les composants listés dans la section "Matériel" peuvent étre utilisés pour les protocoles d'immunofluorescence
indirecte. Dans le cadre d'un tel protocole, les sera de patients seront incubés sur un porte-objet de substrat pour
permettre l'association d'anticorps. Tous les anticorps qui ne sont pas associés seront éliminés par ringage. Les
anticorps associés de la classe IgA, 1gG et/ou IgM, tels gu'ils sont déterminés par le conjugué utilisé, sont détectés
par incubation du substrat avec un conjugué anti-humain marqué de fluorescéine. Les réactions sont observées a
l'aide d'un microscope a fluorescence équipé des filtres appropriés. La présence d'anticorps peut étre démontrée par
une fluorescence de couleur vert pomme des structures histologiques spécifiques contenues dans le substrat. Le titre
peut étre déterminé par une dilution en série du spécimen. La valeur réciproque de la dilution la plus élevée
fournissant une réaction positive est le titre.*

INFORMATIONS SUR LE PRODUIT

Stockage et préparation

Stocker tous les réactifs entre 2 et 8°C. Les réactifs sont préts a étre utilisés apreés avoir été amenés a température
ambiante.

Matériel

Ces instructions sont fournies pour une utilisation avec des composants individuels, y compris les codes de produits
listés ci-dessous. Les porte-objets sont listés a cété du conjugué approprié pour la détection des anticorps sur le
substrat spécifique.

Porte-objet Conjugué Contrdle Positif Dilution Temps
REF Description REF Description [REF] Description de d'Incubation
Spécimen de
I'Echantillon*
2123 Porte-objet de 2099 Anticorps anti-lgG 2279 Contrdle 1:4 30 minutes
Glande humaine couplé a la Positif
Surrénale de FITC de Chévre avec Anticorps Anti
Primate, 6 bleu d'Evans, 5ml surrénale
puits (adsorbé primate)
2124 Porte-objet de 2099 Anticorps anti-lgG 2201 Controdle 1:10 30 minutes
Glande humaine couplé a la Homogene
Salivaire de FITC de Chévre avec ANA
Primate, 6 bleu d'Evans, 5ml
puits (adsorbé primate)
2125-4 | Porte-objet 2099 Anticorps anti-IgG 2206 Contrdle 1:10 3 heures
d'Ovaire de humaine couplé a la Positif
Primate, 4 FITC de Chévre avec d'Anticorps de
puits bleu d'Evans, 5ml Cellule
(adsorbé primate) Stéroide
2128 Porte-objet de 2099 Anticorps anti-IgG 2280 Contrdle 1:10 30 minutes
Cervelet de humaine couplé a la Positif
Primate, 6 FITC de Chévre avec Anticorps Hu
puits bleu d'Evans, 5ml
(adsorbé primate)
2134 Porte-objet de 2140 Anticorps anti-IgM 2209 Controdle 1:10 30 minutes
Nerf Sciatique humaine couplé a la Positif
de Primate, 6 FITC de Chévre avec Anticorps
puits bleu d'Evans, 5ml MAG
2147 Porte-objet de 2099 Anticorps anti-IgG 2213 Contréle 1:10 30 minutes
Peau de humaine couplé a la et/ou Positif
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Primate, 6 FITC de Chévre avec 2217 Anticorps
puits bleu d'Evans, 5ml Intercellulaire
(adsorbé primate) et/ou Contrdle
Positif
Anticorps
BMZ
2155 Porte-objets 2100 Anticorps anti-lgG 2213 Contréle 1:10 30 minutes
d'cesophage (ou humaine couplé a la et/ou Positif
de Primate, 6 2199) FITC de Chévre avec 2217 Anticorps
puits bleu d'Evans, 5ml Intercellulaire
(adsorbé primate) et/ou Contrdle
Positif
Anticorps
BMZ
2156 Porte-objets 2100 Anticorps anti-IgG 2241 Contrdle 1:10 30 minutes
d’épithélium de humaine couplé a la Positif PNP
transition FITC de Chévre avec
contre-colorant bleu
d'Evans
2157 Porte-objet de 2099 Anticorps anti-IgG 2235 Contrdle 1:10 30 minutes
Muscle de humaine couplé a la Positif
Ceceur, 6 puits FITC de Chevre avec Anticorps
bleu d'Evans, 5ml Muscle de
(adsorbé primate) Coeur/
Squelette
2158 Porte-objet de 2099 Anticorps anti-IgG 2235 Contrdle 1:10 30 minutes
Muscle de humaine couplé a la Positif
Squelette de FITC de Chevre avec Anticorps
Primate, 6 bleu d'Evans, 5ml Muscle de
puits (adsorbé primate) Coeur/
Squelette
2180 Porte-objet de 2099 Anticorps anti-IgG 2239 Contrdle 1:10 30 minutes
Thyroide de humaine couplé a la Positif
Primate, 6 FITC de Chévre avec Anticorps de
puits bleu d'Evans, 5ml Thyroide /
(adsorbé primate) Microsomal
* La seconde incubation (incubation de conjugué) est de 30 minutes dans tous les cas.
Composants Optionnels
Description um
2099 Anticorps anti-lgG humaine couplé a la FITC de Chévre avec contre-colorant bleu d'Evans
adsorbé primate 5ml
2100 Anticorps anti-lgG humaine couplé a la FITC de Chevre avec contre-colorant bleu d'Evans  5ml
2100x Anticorps anti-lgG humaine couplé a la FITC de Chévre sans contre-colorant bleu d'Evans  5ml
2100-15  Anticorps anti-lgG humaine couplé a la FITC de Chévre avec contre-colorant bleu d'Evans 15ml
2100-15x  Anticorps anti-lgG humaine couplé a la FITC de Chévre sans contre-colorant bleu d'Evans 15ml
2107 Anticorps anti-lgA humaine couplé a la FITC de Chévre avec contre-colorant bleu d'Evans  5ml
2107x Anticorps anti-lgA humaine couplé a la FITC de Chevre sans contre-colorant bleu d'Evans  5ml
2107-15  Anticorps anti-lgA humaine couplé a la FITC de Chevre avec contre-colorant bleu d'Evans 15ml
2107-15x  Anticorps anti-lgA humaine couplé a la FITC de Chevre sans contre-colorant bleu d'Evans 15ml
2113 Anticorps anti-humain polyvalent (IgG/IgA) couplé a la FITC de Chévre avec
contre-colorant bleu d'Evans 5ml
2113x Anticorps anti-humain polyvalent (IgG/IgA) couplé a la FITC de Chévre sans
contre-colorant bleu d'Evans 5ml
2113-15  Anticorps anti-humain polyvalent (IgG/IgA) couplé a la FITC de Chévre avec
contre-colorant bleu d'Evans 15mi
2113-15x  Anticorps anti-humain polyvalent (IgG/IgA) couplé a la FITC de Chevre sans
contre-colorant bleu d'Evans 15ml
2130 Anticorps anti-humain polyvalent (IgG/IgA/IgM) couplé a la FITC de Chevre avec
contre-colorant bleu d'Evans 5mi
2130x Anticorps anti-humain polyvalent (IgG/IgA/IgM) couplé a la FITC de Chévre sans
contre-colorant bleu d'Evans 5ml
2130-15  Anticorps anti-humain polyvalent (IgG/IgA/IgM) couplé a la FITC de Chévre avec
contre-colorant bleu d'Evans 15ml
2130-15x  Anticorps anti-humain polyvalent (IgG/IgA/IgM) couplé a la FITC de Chéevre sans
contre-colorant bleu d'Evans 15ml
2140 Anticorps anti-lgM humaine couplé a la FITC de Chevre avec contre-colorant bleu d'Evans  5ml
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2140x Anticorps anti-IgM humaine couplé a la FITC de Chévre sans contre-colorant bleu d'Evans 5ml
2200 Contrdle Négatif IFA 0.5ml
2201 Contrdle Positif Homogene ANA 0.5ml
2206 Contr6le Positif Cellule anti Stéroide 0.5ml
2209 Contrdle Positif anti-MAG 0.5ml
2211 Contrdle Positif ASMA 0.5ml
2213 Contrble Positif anti-IC 0.5ml
2213-1 Controle Tiers Inférieur IC 0.5ml
2214 Contrdle Positif anti-IC (pemphigus vulgaris) 0.5ml
2216 Contrdle Positif anti-IC (pemphigus foliaceus) 0.5ml
2217 Contréle Positif anti-BMZ (pemphigoide) 0.5ml
2235 Contrdle Positif Muscle Cceur/Squelette 0.5ml
2239 Contrdle Positif anti Thyroide/Microsomal 0.5ml
2279 Contr6le Positif anti Surrénale 0.5ml
2280 Contrdle Positif anti-Hu 0.5ml
2301 PBS pour 1 litre
2302 Diluant pour Echantillon 60ml
2500 Lamelle couvre-objet pour Porte-objet de Microscope (24x60mm) boite de 12
2505 Fiole Compte-Gouttes pour Milieu de Montage 5mi
2510 Contre-colorant Bleu d'Evans 1.0ml

Symboles utilisés sur les étiquettes :
Numéro de lot

REF| Numéro Catalogue

Utiliser avant

Température de stockage

Lire les instructions d'utilisation
Utilisation pour un diagnostic in vitro

Fabricant

SIS

Nombre de Tests

Matériel requis mais non fourni

» Microscope a fluorescence

* Micropipette ou pipette Pasteur

* Pipettes sérologiques

* Cuve a coloration (p. ex. bocal Coplin)
* Petits tubes a essai (p. ex. 13 x 75 mm) et support pour tubes a essai
* Eau distillée ou déionisée

* Récipient d'un litre

* Flacon laveur

* Serviettes en papier

* Chambre d'incubation

AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS

Pour Utilisation en Diagnostic in vitro. Tous les éléments dérivés du corps humain utilisés ont été testés pour les virus
HbsAg, HCV, HIV-1 et 2 et HTLV-1 et le résultat des tests était négatif, conformément aux exigences de la FDA. Tous
les spécimens de sérum humain et les produits dérivés du corps humain sont traités comme potentiellement
dangereux, quelle que soit leur origine. Veuillez suivre les bonnes pratiques de laboratoire lors du stockage, de la
délivrance et de I'élimination de ces matériaux.?

AVERTISSEMENT - L'azoture de sodium (NaN3) peut réagir avec la tuyauterie en plomb ou en cuivre et former des
azotures métalliques explosifs. Lors de I'élimination des liquides, jetez-les avec une quantité importante d'eau pour
éviter I'accumulation d'azotures. L'azoture de sodium peut étre toxique s'il est ingéré. En cas d'ingestion, veuillez en
informer immédiatement votre directeur de laboratoire ou votre centre antipoison.

COLLECTE DES SPECIMENS ET PREPARATION

Seuls des spécimens de sérum doivent étre utilisés pour cette procédure. L'emploi d'échantillons hémolysés,
nettement lipémiques ou contaminés par des microbes peut interférer avec la réalisation du test et ceux-ci ne doivent
pas étre utilisés. Conserver les spécimens a 2°-8°C pendant une période inférieure a une semaine. Pour une
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conservation pendant une période plus longue, le sérum doit étre congelé & -20°C. Evitez la congélation et la
décongélation répétée des échantillons.

PROCEDURE

Méthode de Test

A. Dépistage

1. Diluer chaque sérum de patient avec le Diluant Tampon selon la dilution recommandée dans la section Matériel
Fourni. 1:4 (0.1 ml de sérum + 0.3 ml de diluant) ou 1:10 (10 pl de sérum + 90 ul de diluant). Ne pas diluer les
Contrdles Positifs et Négatifs a utiliser. Garder les sera non dilués pour déterminer les titres d'anticorps si les
tests de dépistage ont des résultats positifs.

2. Laisser les pochettes contenant les porte-objets des substrats s'équilibrer a température ambiante pendant 10-15
minutes. Oter prudemment les porte-objets sans toucher le substrat.

3. Etiqueter les porte-objets et les placer dans une chambre d'incubation oll des serviettes en papier humidifiées
avec de l'eau sont disposées pour prévenir le séchage.

4. Renverser la fiole compte-gouttes et la presser pour appliquer 1 goutte (Ou assez pour assurer une couverture
de puits) du Contrble Négatif dans le puits #1. Le cas échéant, appliquer 1 goutte de Controle Positif au puits #2.
Eviter de trop remplir les puits.

5. En utilisant une micropipette ou une pipette Pasteur, appliquer 1 goutte du sérum de patient dilué (Ou assez pour
assurer une couverture de puits) dans les autres puits. Eviter de trop remplir les puits.

6. Placer le couvercle sur la chambre d'incubation et laisser incuber les porte-objets a température ambiante selon
le Temps d'Incubation des Echantillons recommandé dans la section Matériel Fourni.

7. Oter un porte-objet de la chambre d'incubation. Maintenez le porte-objet par son extrémité et rincez-le
délicatement avec environ 10 ml de PBS en utilisant une pipette, ou rincez le porte-objet dans vase & bec rempli
de PBS. Ne pas utiliser de flacon laveur. Transférer immédiatement le porte-objet dans le bocal de Coplin et le
laver pendant 10 minutes. Répéter le processus avec tous les porte-objets restants.

8. Sortir le ou les porte-objet(s) du bocal de Coplin. Sécher les extrémités du porte-objet avec une serviette en
papier pour enlever I'excés de PBS. Placer le porte-objet dans la chambre d'incubation. Renverser
immédiatement la fiole compte-gouttes de Conjugué et la presser délicatement pour appliquer 1 goutte dans
chaque puits.

9. Répéter les étapes 7 et 8 pour chaque porte-objet.

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

11. Oter le couvercle de l'incubateur. Maintenir le porte-objet par son extrémité et le tremper dans le vase a bec
contenant le PBS pour enlever I'exces de conjugué. Placer le ou les porte-objet(s) dans une cuve a coloration
remplie de PBS pendant 10 minutes. Si un conjugué optionnel sans contre-colorant est utilisé (voir les
composants optionnels dans la Section Matériel Fourni), il est possible d'ajouter 2-3 gouttes de Bleu d'Evans au
lavage final. Répéter I'opération pour les porte-objets restants. REMARQUE : Un lavage non effectué
correctement peut causer une augmentation de la fluorescence de fond.

12. Enlever un porte-objet de la cuve a coloration. Sécher les extrémités du porte-objet avec une serviette en papier
pour enlever I'exces de PBS. Pour prévenir le séchage du porte-objet, passez immédiatement a I'étape
suivante tant que le porte-objet est encore humide.

13. Montez la lamelle couvre-objet en appliquant 3 gouttes du Milieu de Montage uniformément sur la lamelle
couvre-objet et en la plagant sur le porte-objet. Eviter d'appliquer une pression excessive et éviter le mouvement
latéral de la lamelle couvre-objet.

14. Répéter les étapes 12 et 13 pour chaque porte-objet.

15. Rechercher une fluorescence spécifique a I'aide d'un microscope a fluorescence avec un grossissement de 200x
ou plus.

Les porte-objets peuvent étre lus dés qu'ils sont préparés. Cependant, a cause de la présence d'un agent de
décoloration dans le moyen de montage, aucune perte d'intensité dans la coloration n'a lieu si la lecture est
retardée de 48 heures. Les porte-objets doivent étre stockés dans le noir entre 2 et 8°C.

B. Détermination du Point final (titrage)

Un sérum positif lors du test de dépistage peut étre testé de facon plus approfondie en suivant les étapes 5 a 13 pour
déterminer le titre. Réaliser des dilutions progressives de raison 2 en commengant par la dilution de dépistage initiale.
La valeur réciproque de la dilution la plus élevée fournissant une réaction positive est le titre. Les tableaux utilisés
pour les dilutions standard sont fournis ci-dessous :

Préparation de Dilutions en Série Débutant a 1:4

Six tubes numérotés de 1 a 6. Ajouter 0.3 ml de Diluant d'Echantillon au tube 1 et 0.2 ml aux tubes 2 & 6. Ajouter avec
une pipette 0.1 ml de sérum non dilué au tube 1 et mélanger correctement. Transférer 0.2 ml depuis le tube 1 vers le
tube 2 et mélanger correctement. Continuer de transférer 0.2 ml d'un tube vers le suivant aprés avoir mélangé pour
obtenir les dilutions mentionnées dans le tableau suivant :

Tubes 1 2 3 4 5 6
Sérum 0.1 ml
+
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Diluant Tampon 0.3m 02ml 02ml 02ml 02ml 0.2ml
2 2 2 2 2

Transfert 02ml 02ml 02ml 02ml 0.2ml

Dilution finale 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 etc.

Préparation de Dilutions en Série Débutant a 1:10

Six tubes numérotés de 1 & 6. Ajouter 0.9 ml de Diluant d'Echantillon au tube 1 et 0.2 ml aux tubes 2 & 6. Ajouter avec
une pipette 0.1 ml de sérum non dilué au tube 1 et mélanger correctement. Transférer 0.2 ml du tube 1 vers le tube 2
et mélanger correctement. Continuer de transférer 0.2 ml d'un tube vers le suivant aprés avoir mélangé pour obtenir
les dilutions mentionnées dans le tableau suivant :

Tubes 1 2 3 4 5 6
Sérum 0.1 ml
+
Diluant Tampon 09ml 02ml 02ml 02ml 02ml 0.2ml
2 2 2 2 2
Transfert 02ml 02ml 02ml 02ml 0.2ml
Dilution finale 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 etc.

CONTROLE QUALITE

Un Contrdle Positif ainsi qu'un Contrdle Négatif doivent étre inclus avec chaque exécution du test. Le contrdle négatif

ne doit pas afficher de fluorescence spécifique. Le laboratoire doit déterminer les caractéristiques de performance

appropriées du Contréle Positif utilisé.

Si des résultats inattendus sont obtenus, le test doit étre réalisé de nouveau. Si des résultats inappropriés continuent

de se produire avec les contréles, cela peut étre du a :

*  Turbidité. Jeter la solution et utiliser un autre contréle

*  Problemes liés au systéeme optique du microscope a fluorescence. Il se peut que I'alignement ne soit pas correct,
que la lampe ait dépassé sa date limite d'utilisation, etc.

» Laisser les porte-objets sécher pendant la procédure.

INTERPRETATION DES RESULTATS

Les résultats du dosage d'immunofluorescence sont généralement reportés comme négatifs avec un titre inférieur a la
dilution de dépistage, positifs avec un titre supérieur a la dilution de dépistage ou égal a la dilution de dépistage, ou
bien, de préférence, positifs avec un titre ayant un point final spécifique. Les laboratoires doivent valider les protocoles
utilisés pour ces matériaux et former les techniciens a la lecture des types de fluorescence correspondant au matériel
utilisé et au test réalisé.

LIMITES DE LA PROCEDURE

Les résultats de tous les tests d'immunofluorescence indirecte doivent étre utilisés avec les résultats d'autres tests
laboratoires en prenant compte de la condition clinique du patient lors de I'établissement d'un diagnostic.
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Metodo generico di dosaggio per immunofluorescenza
FOGLIO ILLUSTRATIVO DEL PRODOTTO

USO PREVISTO
| componenti elencati nella sezione "Materiali" possono essere utilizzati per il rilevamento degli anticorpi nel siero
umano mediante immunofluorescenza indiretta.

RIASSUNTO E SPIEGAZIONE

Queste istruzioni per l'uso forniscono un protocollo generale per I'utilizzo di vetrini substrato e coniugati appropriati
per gli studi di immunofluorescenza indiretta. Gli autoanticorpi possono essere visualizzati su una varieta di substrati
di sezioni tissutali e colture cellulari utilizzando un sistema coniugato con FITC. La sezione seguente descrive il
principio della procedura. | singoli laboratori possono utilizzare questo foglio illustrativo del prodotto come guida, ma
devono eseguire la convalida dei protocolli interni usando questi materiali.

PRINCIPI DELLA PROCEDURA

| componenti elencati nella sezione "Materiali" possono essere utilizzati nei protocolli di immunofluorescenza
indiretta. In questo tipo di protocollo, i sieri dei pazienti vengono incubati su di un vetrino substrato per consentire il
legame degli anticorpi. Tutti gli anticorpi non legati vengono eliminati per risciacquo. Gli anticorpi legati delle classi
IgA, IgG e/o IgM, come stabilito in base al coniugato utilizzato, vengono rilevati mediante incubazione del substrato
con coniugato anti-umano marcato con fluoresceina. Le reazioni sono osservate sotto un microscopio a fluorescenza
dotato di filtri adeguati. La presenza degli anticorpi pud essere dimostrata da una fluorescenza color verde mela di
specifiche strutture istologiche nel substrato. Il titolo pud essere determinato mediante diluizioni seriali del campione.
I titolo & il reciproco della maggior diluizione che produce una reazione positiva.t

INFORMAZIONI SUL PRODOTTO

Conservazione e preparazione

Conservare tutti i reagenti a 2-8 °C. | reagenti sono pronti per l'uso dopo il raggiungimento dell'equilibrio a
temperatura ambiente.

Materiali

Queste istruzioni sono fornite per I'utilizzo con i singoli componenti, compresi i codici di prodotto elencati di seguito. |
vetrini substrato sono elencati a fianco del coniugato appropriato per il rilevamento degli autoanticorpi su quel
particolare substrato.

Vetrino substrato Coniugato Controllo positivo Diluizione Tempo di
[REF] Descrizione REF Descrizione [REF] Descrizione dei incubazion
campioni e del
campione*
2123 Vetrino con 2099 Anticorpi anti-lgG 2279 Controllo 1:4 30 minuti
ghiandola umane di capra positivo
surrenale di coniugati con FITC, anticorpi anti-
primate, 6 colorazione di surrenali
pozzetti contrasto blu di Evans,
5 ml (assorbiti su
primate)
2124 Vetrino con 2099 Anticorpi anti-lgG 2201 Controllo 1:10 30 minuti
ghiandola umane di capra omogeneo
salivare di coniugati con FITC, ANA
primate, 6 colorazione di
pozzetti contrasto blu di Evans,
5 ml (assorbiti su
primate)
2125-4 | Vetrino con 2099 Anticorpi anti-lgG 2206 Controllo 1:10 3ore
ovaio di umane di capra positivo
primate, 4 coniugati con FITC, anticorpi anti-
pozzetti colorazione di cellule
contrasto blu di Evans, steroidee
5 ml (assorbiti su
primate)
2128 Vetrino con 2099 Anticorpi anti-lgG 2280 Controllo 1:10 30 minuti
cervelletto di umane di capra positivo
primate, 6 coniugati con FITC, anticorpi anti-
pozzetti colorazione di Hu
contrasto blu di Evans,
5 ml (assorbiti su
primate)
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2134 Vetrino con 2140 Anticorpi anti-IgM 2209 Controllo 1:10 30 minuti
nervo sciatico umane di capra positivo
di primate, 6 coniugati con FITC, anticorpi anti-
pozzetti colorazione di MAG
contrasto blu di Evans,
5mil
2147 Vetrino con 2099 Anticorpi anti-lgG 2213 Controllo 1:10 30 minuti
sezioni di cute umane di capra elo positivo
di primate, 6 coniugati con FITC, 2217 anticorpi
pozzetti colorazione di intercellulari
contrasto blu di Evans, e/o controllo
5 ml (assorbiti su positivo
primate) anticorpi anti-
BMZ
2155 Vetrino con 2100 (o | Anticorpi anti-lgG 2213 Controllo 1:10 30 minuti
esofago di 2199) umane di capra elo positivo
primate, 6 coniugati con FITC, 2217 anticorpi
pozzetti colorazione di intercellulari
contrasto blu di Evans, e/o controllo
5 ml (assorbiti su positivo
primate) anticorpi anti-
BMZ
2156 Vetrino con 2100 Anticorpi anti-lgG 2241 Controllo 1:10 30 minuti
epitelio di umane di capra positivo
transizione 6 coniugati con FITC, anticorpi anti-
pozzetti colorazione di PNP
contrasto blu di Evans
2157 Vetrino con 2099 Anticorpi anti-lgG 2235 Controllo 1:10 30 minuti
muscolo umane di capra positivo
cardiaco di coniugati con FITC, anticorpi anti-
primate, 6 colorazione di muscolo
pozzetti contrasto blu di Evans, cardiaco/schel
5 ml (assorbiti su etrico
primate)
2158 Vetrino con 2099 Anticorpi anti-lgG 2235 Controllo 1:10 30 minuti
muscolo umane di capra positivo
scheletrico di coniugati con FITC, anticorpi anti-
primate, 6 colorazione di muscolo
pozzetti contrasto blu di Evans, cardiaco/schel
5 ml (assorbiti su etrico
primate)
2180 Vetrino con 2099 Anticorpi anti-lgG 2239 Controllo 1:10 30 minuti
tiroide di umane di capra positivo
primate, 6 coniugati con FITC, anticorpi anti-
pozzetti colorazione di tiroidei/micros
contrasto blu di Evans, omali
5 ml (assorbiti su
primate)
* |n tutti i casi, la seconda incubazione (incubazione del coniugato) e di 30 minuti.
Componenti opzionali
Descrizione um
2099 Anticorpi anti-IlgG umane di capra coniugati con FITC, assorbiti su primate, colorazione di contrasto blu di
Evans, 5ml
2100 Anticorpi anti-lgG umane di capra coniugati con FITC, colorazione di contrasto blu di Evans, 5 ml
2100x Anticorpi anti-lgG umane di capra coniugati con FITC, senza colorazione di contrasto blu di Evans,
5ml
2100-15 Anticorpi anti-lgG umane di capra coniugati con FITC, colorazione di contrasto blu di Evans, 5 ml
2100-15x  Anticorpi anti-lgG umane di capra coniugati con FITC, senza colorazione di contrasto blu di Evans,
15 ml
2107 Anticorpi anti-IgA umane di capra coniugati con FITC, colorazione di contrasto blu di Evans, 5 ml
2107x Anticorpi anti-IgA umane di capra coniugati con FITC, senza colorazione di contrasto blu di Evans,
5mi
2107-15  Anticorpi anti-lgA umane di capra coniugati con FITC, colorazione di contrasto blu di Evans, 15 ml
2107-15x  Anticorpi anti-lgA umane di capra coniugati con FITC, senza colorazione di contrasto blu di Evans,
15 ml
2113  Anticorpi polivalenti (IgG/IgA) anti-umani di capra coniugati con FITC, colorazione di contrasto blu di Evans
5 ml
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2113x  Anticorpi polivalenti (IgG/IgA) anti-umani di capra coniugati con FITC, senza colorazione di contrasto blu di

Evans 5 ml
2113-15 Anticorpi polivalenti (IgG/IgA) anti-umani di capra coniugati con FITC, colorazione di contrasto blu di Evans
15 ml
2113-15x Anticorpi polivalenti (IgG/IgA) anti-umani di capra coniugati con FITC, senza colorazione di contrasto blu di
Evans 15 ml
2130  Anticorpi polivalenti (IgG/IgA/IgM) anti-umani di capra coniugati con FITC, colorazione di contrasto blu di
Evans 5mi
2130x  Anticorpi polivalenti (IgG/IgA/IgM) anti-umani di capra coniugati con FITC, senza colorazione di contrasto
blu di Evans 5 ml
2130-15 Anticorpi polivalenti (IgG/IgA/IgM) anti-umani di capra coniugati con FITC, colorazione di contrasto blu di
Evans 15 ml
2130-15x Anticorpi polivalenti (IgG/IgA/IgM) anti-umani di capra coniugati con FITC, senza colorazione di contrasto
blu di Evans 15 ml
2140 Anticorpi anti-lgM umane di capra coniugati con FITC, colorazione di contrasto blu di Evans, 5 ml
2140x  Anticorpi anti-lgM umane di capra coniugati con FITC, senza colorazione di contrasto blu di Evans,
5ml
2200 Controllo Negativo IFA 0,5 ml
2201 Controllo positivo omogeneo ANA 0,5 mi
2206 Controllo positivo anticorpi anti-cellule steroidee 0,5 ml
2209 Controllo positivo anticorpi anti-MAG 0,5ml
2211 Controllo positivo anticorpi anti-ASMA 0,5 mi
2209 Controllo positivo anticorpi anti-IC 0,5ml
2213-1 Controllo titolo IC basso 0,5 mi
2214 Controllo positivo anticorpi anti-IC (pemfigo volgare) 0,5 mi
2216 Controllo positivo anticorpi anti-IC (pemfigo foliaceo) 0,5 mi
2217 Controllo positivo anticorpi anti-BMZ (pemfigoide) 0,5 mi
2235 Controllo positivo anticorpi anti-muscolo cardiaco/scheletrico 0,5 mi
2239 Controllo positivo anticorpi anti-tiroidei/microsomali 0,5ml
2279 Controllo positivo anticorpi anti-surrenali 0,5 mi
2280 Controllo positivo anticorpi anti-Hu 0,5ml
2301 PBS per 1 litro
2302 Diluente per campioni 60 ml
2500 Vetrini coprioggetto per microscopio (24 x 60 mm) confezione da 12
2505 Flaconcino contagocce per mezzo di montaggio 5mi
2510 Colorazione di contrasto blu di Evans 1,0 ml

Simboli usati sulle etichette:
LOT Codice del lotto

Numero di catalogo

g Utilizzare entro

/H/ Limiti di temperatura

A Consultare le istruzioni per I'uso

Dispositivo medico-diagnostico in vitro
Fabbricante

W Contenuto sufficiente per

Materiale richiesto ma non fornito

» Microscopio a fluorescenza

» Micropipetta o pipetta di Pasteur

* Pipette per sierologia

« Piastra di colorazione (ad es. vaso di Coplin)

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

« Contenitore da 1 litro

*» Spruzzetta

+ Carta assorbente
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* Camera di incubazione

AVVERTENZE E PRECAUZIONI

Per uso diagnostico in vitro. Tutti i componenti di derivazione umana utilizzati sono stati testati per HBsAg, HCV, HIV-
1, HIV-2 e HTLV-I, risultando negativi ai test richiesti dalla FDA. Tutti i campioni di siero umano e i prodotti di
derivazione umana vanno trattati come potenzialmente pericolosi, a prescindere dalla loro origine. Seguire le buone
pratiche di laboratorio per la conservazione, la fornitura e lo smaltimento di questi materiali.?

ATTENZIONE: il sodio azide (NaN3) puo reagire con le tubature in piombo e rame formando azidi metalliche
altamente esplosive. Durante lo smaltimento dei liquidi, risciacquare con grandi quantita d'acqua per evitare
I'accumulo di azidi. Il sodio azide pud essere tossico se ingerito. In caso di ingestione, informare immediatamente il
direttore del laboratorio o il centro antiveleni.

PRELIEVO E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Utilizzare solo campioni di siero per questa procedura. | campioni macroscopicamente emolizzati, lipemici o
contaminati da batteri possono interferire con le prestazioni di questo test e non vanno utilizzati. Conservare i
campioni a 2-8 °C per non piu di una settimana. Per una conservazione prolungata, congelare il siero a -20 °C.
Evitare cicli ripetuti di congelamento e scongelamento dei campioni.

PROCEDURA

Metodo analitico

A. Screening

1. Diluire tutti i campioni di siero del paziente con il diluente tamponato secondo la diluizione raccomandata nella
sezione Materiali forniti. 1:4 (0,1 ml di siero + 0,3 ml di diluente) oppure 1:10 (10 pl di siero + 90 pl di diluente).
Non diluire i controlli positivi o quelli negativi da utilizzare. Mettere da parte i sieri non diluiti per determinare i
titoli anticorpali se i test di screening risultano positivi.

2. Lasciare che le buste contenenti i vetrini substrato raggiungano l'equilibrio a temperatura ambiente per 10-15
minuti. Rimuovere con cura i vetrini senza toccare il substrato.

3. Etichettare i vetrini e metterli in una camera di incubazione foderata con carta assorbente inumidita con acqua
per evitare I'essiccamento.

4. Capovolgere il flaconcino contagocce e premere delicatamente per applicare 1 goccia (O abbastanza per
assicurare la copertura bene) di controllo negativo al pozzetto n. 1. Se appropriato, applicare 1 goccia del
controllo positivo al pozzetto n. 2. Evitare di riempire eccessivamente i pozzetti.

5. Con una micropipetta o una pipetta di Pasteur, applicare 1 goccia di siero diluito del paziente (O abbastanza per
assicurare la copertura bene) agli altri pozzetti. Evitare di riempire eccessivamente i pozzetti.

6. Mettere il coperchio sulla camera di incubazione e incubare i vetrini a temperatura ambiente, secondo il tempo di
incubazione campioni raccomandato nella sezione Materiali forniti.

7. Togliere un vetrino dalla camera di incubazione. Tenere il vetrino all'estremita della linguetta e sciacquarlo
delicatamente con circa 10 ml di PBS utilizzando una pipetta o sciacquare il vetrino in un becher pieno di PBS.
Non utilizzare la spruzzetta. Trasferire immediatamente il vetrino nel vaso di Coplin e lavare per 10 minuti.
Ripetere la procedura per tutti i vetrini restanti.

8. Rimuovere i vetrini dal vaso di Coplin. Asciugare il bordo del vetrino su carta assorbente per togliere il PBS in
eccesso. Mettere il vetrino nella camera di incubazione. Capovolgere immediatamente il flaconcino contagocce
con il coniugato e premere delicatamente per applicare 1 goccia a ogni pozzetto.

9. Ripetere i passaggi 7 e 8 per ogni vetrino.

10. Rimettere il coperchio sulla camera di incubazione. Incubare per 30 minuti a temperatura ambiente.

11. Togliere un vetrino dalla camera di incubazione. Tenere il vetrino all'estremita della linguetta e immergerlo in un
becher contenente PBS per rimuovere il coniugato in eccesso. Mettere i vetrini in una piastra di colorazione
piena di PBS per 10 minuti. Se si utilizza il coniugato opzionale senza colorazione di contrasto (vedere i
componenti opzionali nella sezione Materiali forniti), si possono aggiungere al lavaggio finale 2-3 gocce di
colorazione di contrasto blu di Evans. Ripetere |'operazione per i vetrini restanti. NOTA: Il lavaggio scorretto puo
aumentare la fluorescenza di fondo.

12. Togliere un vetrino dalla piastra di colorazione. Asciugare il bordo del vetrino su carta assorbente per togliere il
PBS in eccesso. Per evitare che il vetrino si secchi, andare immediatamente al passo successivo mentre
€ ancora bagnato.

13. Montare il vetrino coprioggetto applicandovi uniformemente 3 gocce del mezzo di montaggio e mettere il vetrino
coprioggetto sul vetrino. Evitare l'applicazione di una pressione eccessiva ed evitare il movimento laterale del
vetrino coprioggetto.

14. Ripetere i passaggi 12 e 13 per ogni vetrino.

15. Cercare la fluorescenza specifica con un microscopio a fluorescenza e un ingrandimento di 200x o superiore.
| vetrini sono pronti per la lettura non appena preparati. Tuttavia, data la presenza di un agente antiscolorimento
nel mezzo di montaggio, non si verifica alcuna perdita significativa nell'intensita di colorazione se la lettura viene
posticipata per un massimo di 48 ore. | vetrini vanno conservati al buio a 2-8 °C.
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B. Determinazione dell'endpoint (titolazione)

Un siero positivo al test di screening puo essere ulteriormente analizzato seguendo i punti da 5 a 13 per determinare
il titolo. Preparare diluizioni duplici seriali a partire dalla diluizione di screening iniziale. Il titolo € il reciproco della
maggior diluizione che produce una reazione positiva. Le seguenti tabelle indicano le diluizioni di screening standard:

Preparazione delle diluizioni seriali a partire da 1:4

Numerare sei provette da 1 a 6. Aggiungere 0,3 ml di diluente per campioni alla provetta 1 e 0,2 ml alle provette da 2
a 6. Pipettare 0,1 ml di siero non diluito nella provetta 1 e miscelare accuratamente. Trasferire 0,2 ml dalla provetta 1
alla provetta 2 e miscelare accuratamente. Continuare a trasferire 0,2 ml da una provetta a quella successiva dopo la
miscelazione per produrre le diluizioni indicate nella seguente tabella:

Provette 1 2 3 4 5 6
Siero 0,1 ml
+
Diluente tamponato 0,3ml 02ml 02ml 02ml 02ml 0,2ml
2> 2 2 2 2
Trasferire 02m 02ml 02ml 02ml 0,2ml
Diluizione finale 1:4 1.8 1:16 1:32 1.64 1:128, ecc.

Preparazione delle diluizioni seriali a partire da 1:10

Numerare sei provette da 1 a 6. Aggiungere 0,9 ml di diluente per campioni alla provetta 1 e 0,2 ml alle provette da 2
a 6. Pipettare 0,1 ml di siero non diluito nella provetta 1 e miscelare accuratamente. Trasferire 0,2 ml dalla provetta 1
alla provetta 2 e miscelare accuratamente. Continuare a trasferire 0,2 ml da una provetta a quella successiva dopo la
miscelazione per produrre le diluizioni indicate nella seguente tabella:

Provette 1 2 3 4 5 6
Siero 0,1 mil
+
Diluente tamponato 09ml 02ml 02ml 02ml 02ml 0,2ml
2 2 2 2 2
Trasferire 02m 02ml 02ml 02ml 0,2ml
Diluizione finale 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320, ecc.

CONTROLLO DI QUALITA

Ogni esecuzione del test deve includere, sia un siero di controllo positivo, sia un siero di controllo negativo. Il

controllo negativo non deve mostrare alcuna fluorescenza significativa. Il laboratorio deve determinare le

caratteristiche prestazionali appropriate del controllo positivo utilizzato.

Se i risultati non corrispondono a quelli previsti, il test deve essere ripetuto. Se persistono risultati inadeguati con i

controlli, cid pud essere dovuto a:

. Torbidita. Gettare il controllo e utilizzarne un altro.

*  Problemi con il sistema ottico del microscopio a fluorescenza. Questi possono includere: allineamento scorretto,
lampadina oltre la durata utile, ecc.

«  Vetrino lasciato asciugare durante la procedura.

INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

| risultati del dosaggio per immunofluorescenza sono generalmente refertati negativi con un titolo inferiore alla
diluizione di screening, positivi con un titolo superiore o pari alla diluizione di screening o, preferibilmente, positivi con
il titolo dello specifico endpoint. | laboratori devono convalidare i protocolli per I'impiego di questi materiali e i tecnici
addestrati a leggere i pattern di fluorescenza specifici per i materiali in uso e i test eseguiti.

LIMITAZIONI DELLA PROCEDURA

Quando si effettua una diagnosi, considerare i risultati di tutti i test di immunofluorescenza indiretta positivi,
unitamente ai risultati di altri test di laboratorio e alle condizioni cliniche del paziente.
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Método Geral do Ensaio de Imunofluorescéncia
FOLHETO DO PRODUTO

AMBITO DE UTILIZACAO
Os componentes listados na secg¢ao “Materiais” podem ser utilizados para a detecgéo de anticorpos no soro humano
por imunofluorescéncia indirecta.

RESUMO E EXPLICACAO

Estas instru¢cdes de utilizagdo fornecem um protocolo geral para o uso de laminas de substrato e conjugados
adequados para estudos de imunofluorescéncia indirecta. Os autoanticorpos podem ser visualizados numa série de
secgOes de tecido e em substratos de culturas de células, utilizando um sistema conjugado FITC. O principio do
procedimento € descrito na secgéo seguinte. Os laboratérios podem utilizar individualmente este folheto do produto
como um guia, mas devem realizar a validag&o interna dos seus protocolos para a utilizagdo destes materiais.

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

Os componentes listados em “Materiais” podem ser utilizados em protocolos de imunofluorescéncia indirecta. Neste
tipo de protocolo, o soro do paciente é incubado numa lamina de substrato para permitir a ligacdo de anticorpos.
Quaisquer anticorpos néo ligados sédo removidos por lavagem. Os anticorpos ligados das classes IgA, IgG e/ou IgM,
conforme determinado pelo conjugado utilizado, séo detectados através da incubacéo do substrato com conjugado
anti-humano marcado com fluoresceina. As reac¢Bes sdo observadas por um microscopio de fluorescéncia,
equipado com filtros apropriados. A presenca de anticorpos pode ser demonstrada por uma fluorescéncia verde-
maca de estruturas histoldgicas especificas no substrato. A titragem pode ser determinada através da diluicdo
seriada da amostra. A reciproca da maior diluicdo que apresentar uma reaccgao positiva é a titragem.!

INFORMACAO SOBRE O PRODUTO
Armazenamento e preparacao
Armazenar todos os reagentes a 2-8°C. Os reagentes estédo prontos a utilizar apos ficarem a temperatura ambiente.

Materiais

Estas instrugBes destinam-se a ser utilizadas com componentes individuais, incluindo os codigos de produtos
listados em seguida. As laminas do substrato séo listadas ao lado do conjugado apropriado para a deteccdo de
autoanticorpos no substrato especifico.

Lamina de Substrato Conjugado Controlo Positivo Diluicdo da | Tempo de
[REF] Descrigao [REF] Descricao [REF] Descricao Amostra Idncubagéo
a
Amostra*
2123 Lamina de | 2099 IgG anti-humana de | 2279 Controlo 1:4 30 minutos
Glandula cabra, marcada com Positivo
Adrenal de FITC, com Corante Anticorpo
Primata, 6 Azul de Evans, 5ml Anti-Adrenal
pogos (adsorvido de primata)
2124 Lamina de | 2099 IlgG anti-humana de | 2201 Controlo 1:10 30 minutos
Glandula cabra, marcada com Homogéneo
Salivar de FITC, com Corante ANA
Primata, 6 Azul de Evans, 5ml
pocos (adsorvido de primata)
2125-4 | Lamina de | 2099 IlgG anti-humana de | 2206 Controlo 1:10 3 horas
Ovério de cabra, marcada com Positivo
Primata, 4 FITC, com Corante Anticorpos
pogos Azul de Evans, 5ml Células
(adsorvido de primata) Esteroidais
2128 Lamina de | 2099 IgG anti-humana de | 2280 Controlo 1:10 30 minutos
Cerebelo  de cabra, marcada com Positivo
Primata, 6 FITC, com Corante Anticorpo Hu
pocos Azul de Evans, 5ml
(adsorvido de primata)
2134 Lamina de | 2140 IgM de cabra anti- | 2209 Controlo 1:10 30 minutos
Nervo Ciatico humano com Corante Positivo
de Primata, 6 de Azul de Evans, 5ml Anticorpo
pocos MAG
2147 Lamina de | 2099 IgG anti-humana de | 2213 Controlo 1:10 30 minutos
Split Skin de cabra, marcada com | elou Positivo
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Primata, 6 FITC, com Corante | 2217 Anticorpos
pocos Azul de Evans, 5ml Intercelulares
(adsorvido de primata) e/ou Controlo
Positivo
Anticorpos
BMZ
2155 Lamina de | 2100 IgG anti-humana de | 2213 Controlo 1:10 30 minutos
Eséfago de | (ou cabra, marcada com | e/ou Positivo
Primata, 6 | 2199) FITC, com Corante | 2217 Anticorpos
pocos Azul de Evans, 5ml Intercelulares
(adsorvido de primata) e/ou Controlo
Positivo
Anticorpos
BMZ
2156 Lamina de | 2100 IgG anti-humana de | 2241 Controlo 1:10 30 minutos
epitélio de cabra, marcada com Positivo PNP
transicao FITC, com Corante
Primata, 4 Azul de Evans
pogos
2157 Lamina de | 2099 IgG anti-humana de | 2235 Controlo 1:10 30 minutos
Musculo cabra, marcada com Positivo
Cardiaco de FITC, com Corante Anticorpos
Primata, 6 Azul de Evans, 5ml Musculo
pogos (adsorvido de primata) Cardiaco/Esq
uelético
2158 Lamina de | 2099 IgG anti-humana de | 2235 Controlo 1:10 30 minutos
Musculo cabra, marcada com Positivo
Esquelético de FITC, com Corante Anticorpos
Primata, 6 Azul de Evans, 5ml Musculo
pogos (adsorvido de primata) Cardiaco/Esq
uelético
2180 Lamina de | 2099 IgG anti-humana de | 2239 Controlo 1:10 30 minutos
Tiréide de cabra, marcada com Positivo
Primata, 6 FITC, com Corante Anticorpo
pogos Azul de Evans, 5ml Microssomal/T
(adsorvido de primata) irdide
* A segunda incubagéo (incubagéo do conjugado) €, em todos os casos, de 30 minutos.
Componentes opcionais
Descrigéo UM
2099 1gG de cabra anti-humano adsorvido de primata FITC com Corante Azul de Evans 5mi
2100 1gG anti-humana de cabra, marcada com FITC, com Corante Azul de Evans 5ml
2100x 1gG anti-humana de cabra, marcada com FITC, sem Corante Azul de Evans 5ml
2100-15 1gG anti-humana de cabra, marcada com FITC, com Corante Azul de Evans 15ml
2100-15x IgG anti-humana de cabra, marcada com FITC, sem Corante Azul de Evans 15ml
2107 IgA anti-humana de cabra, marcada com FITC, com Corante Azul de Evans 5ml
2107x IgA anti-humana de cabra, marcada com FITC, sem Corante Azul de Evans 5ml
2107-15  IgA anti-humana de cabra, marcada com FITC, com Corante Azul de Evans 15mi
2107-15x IgA anti-humana de cabra, marcada com FITC, sem Corante Azul de Evans 15ml
2113 FITC de cabra anti-humano polivalente (IgG/IgA) com Corante Azul de Evans 5mi
2113x FITC de cabra anti-humano polivalente (IgG/IgA) sem Corante Azul de Evans 5mi
2113-15  FITC de cabra anti-humano polivalente (IgG/IgA) com Corante Azul de Evans 15ml
2113-15x FITC de cabra anti-humano polivalente (IgG/IgA) sem Corante Azul de Evans 15ml
2130 FITC de cabra anti-humano polivalente (IgG/IgA/IgM) com Corante Azul de Evans 5mi
2130x FITC de cabra anti-humano polivalente (IgG/IgA/IgM) sem Corante Azul de Evans 5mi
2130-15  FITC de cabra anti-humano polivalente (IgG/IgA/IgM) com Corante Azul de Evans 15ml
2130-15x FITC de cabra anti-humano polivalente (IgG/IgA/IgM) sem Corante Azul de Evans 15ml
2140 IgM de cabra anti-humano FITC com Corante Azul de Evans 5mi
2140x IgM de cabra anti-humano FITC sem Corante Azul de Evans 5mi
2200 Controlo Negativo IFA 0,5ml
2201 Controlo Positivo Homogéneo ANA 0,5ml
2206 Controlo Positivo Anti-Células Esteroidais 0,5ml
2209 Controlo Positivo Anti-MAG 0,5ml
2211 Controlo Positivo ASMA 0,5ml
2213 Controlo Positivo anti-IC 0,5ml
2213-1 Controlo de Titulagcdo Baixa por ClI 0,5ml
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2214 Controlo Positivo anti-IC (pemphigus vulgaris) 0,5ml
2216 Controlo Positivo anti-IC (pemphigus foliaceus) 0,5ml
2217 Controlo Positivo anti-BMZ (penfigoide) 0,5ml
2235 Controlo Positivo anti-s MUsculo Cardiaco/Esquelético 0,5ml
2239 Controlo Positivo anti-Microssomal/Tir6ide 0,5ml
2279 Controlo Positivo Anti-Adrenal 0,5ml
2280 Controlo Positivo Anti-Hu 0,5ml
2301 PBS para 1 litro
2302 Diluente da Amostra 60ml
2500 Cobertura de Vidro de Laminas de Microscopia (24x60mm) caixa de 12
2505 Ampola Conta-Gotas Meio de Montagem 5mi
2510 Corante Azul de Evans 1,0ml
Simbolos utilizados nas etiquetas:

Numero de lote

,_
g
_|

X
m
!

Numero de catalogo

Utilizac&o por

Temperatura de armazenamento
Ler instru¢des de utilizacdo
Utilizac&o diagnostica in vitro

Fabricante

SR

Numero de testes

Material necessario mas néo fornecido

» Microscopio de fluorescéncia

* Micropipeta ou pipeta Pasteur

* Pipetas sorologicas

* Prato de coloracao (por exemplo, frasco Coplin)
» Pequenos tubos de ensaio (por exemplo De 13 x 75 mm) e suporte para tubo de ensaio
+ Agua destilada ou desionizada

* Recipiente de 1 litro

» Garrafa de lavagem

* Toalhetes de papel

» Camara de incubagéo

ADVERTENCIAS E PRECAUCOES

Para Utilizagdo Diagndstica in vitro. Todos os componentes humanos utilizados foram testados para HBsAg, HCV,
HIV-1 e 2 e HTLV-I, e considerados negativos pelos testes exigidos pela FDA. Todas as amostras de soro humano e
produtos humanos derivados devem ser tratados como sendo potencialmente perigosos, independentemente da sua
origem. Devem ser cumpridas as boas praticas laboratoriais de armazenamento, distribuicdo e eliminacdo destes
materiais.?

ADVERTENCIA — A azida sodica (NaN3) pode reagir com o chumbo e o cobre das canalizagbes, formando azidas
de metal altamente explosivas. Aquando da elimingédo dos liquidos, lave com agua abundante, a fim de prevenir a
formacgéo de azidas. A azida sodica pode ser toxica se ingerida. No caso de ingestdo, comunicar de imediato o
incidente ao director do laboratério ou ao centro de controlo de venenos.

COLHEITA E PREPARAGCAO DAS AMOSTRAS

S6 devem ser utilizadas amostras de soro para este procedimento. As amostras excessivamente hemolizadas,
lipémicas ou contaminadas microbiologicamente podem interferir nos resultados deste teste, ndo devendo ser
utilizadas. Armazenar as amostras a uma temperatura entre 2°a 8°C durante no maximo uma semana. Para um
armazenamento de maior duragdo, as amostras de soro devem ser congeladas a -20°C. Evitar o repetido
congelamento e derretimento das amostras.

PROCEDIMENTO

Método de teste

A. Rastreio

1. Diluir o soro de cada paciente com o Diluente Tamponado, de acordo com a diluicAo recomendada na secgao
Materiais Fornecidos. 1:4 (0,1 ml soro + 0,3 ml diluente) ou 1:10 (10 pl soro + 90 pl diluente). Nao diluir os
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10.
11.

12.

13.

14.
15.

Controlos Positivo ou Negativo a utilizar. Guardar o soro néo diluido para determinar as titragens de anticorpos,
caso os resultados dos testes de rastreio sejam positivos.

Deixar as bolsas que contém as laminas de substrato a temperatura ambiente durante 10-15 minutos. Remover
cuidadosamente as laminas sem tocar no substrato.

Etiquetar as laminas e colocé-las numa camara de incubacéo forrada com toalhetes de papel humedecidos em
agua para evitar a secagem.

Inverter a ampola conta-gotas e apertar suavemente, aplicando 1 gota (Ou o suficiente para garantir uma
cobertura bem) do Controlo Negativo ao pogo #1. Se for aplicavel, aplicar 1 gota de Controlo Positivo no pogo
#2. Evitar encher demasiado os pogos.

Utilizando uma micropipeta ou uma Pipeta de Pasteur, aplicar 1 gota de soro de paciente diluido (Ou o
suficiente para garantir uma cobertura bem) nos outros pogos. Evitar encher demasiado os pogos.

Colocar a tampa na camara de incubagéo e incubar as laminas a temperatura ambiente, de acordo com o
Tempo de Incubacao da Amostra, recomendado na sec¢do Materiais Fornecidos.

Remover uma lamina da cAmara de incubag&o. Segurar a extremidade da lamina e lavar suavemente com cerca
de 10 ml de PBS, utilizando uma pipeta, ou lavar a lamina num recipiente contendo PBS. N&o utilizar a garrafa
de lavagem. Transferir de imediato a Iamina para o frasco Coplin e lavar durante 10 minutos. Repetir o processo
com as laminas remanescentes.

Remover a(s) lamina(s) do frasco Coplin. Absorver a extremidade da lamina num toalhete de papel para
remover o PBS em excesso. Colocar a lamina na camara de incubacéo. Inverter imediatamente a ampola conta-
gotas de Conjugado e apertar suavemente, aplicando uma gota a cada poco.

Repetir os passos 7 e 8 para cada lamina.

Substituir a tampa da camara de incubacgé&o. Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Remover uma lamina da incubadora. Segurar a extremidade da lamina e mergulhar a lamina num recipiente
com PBS, para remover o conjugado em excesso. Colocar as [aminas num prato de coloragcdo contendo PBS
durante 10 minutos. Se for opcionalmente utilizado conjugado sem corante (consultar componentes opcionais
na Secc¢do Materiais Fornecidos), podem ser adicionadas 2-3 gotas de Corante Azul de Evans a lavagem final.
Repetir para as laminas remanescentes. NOTA: A lavagem inadequada pode conduzir a um aumento da
fluorescéncia de fundo.

Remover uma lamina do prato de coloragdo. Absorver a extremidade da lamina num toalhete de papel para
remover o PBS em excesso. Para impedir que a lamina seque, prosseguir de imediato para a etapa
seguinte enquanto a ldmina ainda estiver humida.

Colocar a lamela aplicando de modo uniforme sobre a mesma 3 gotas de Meio de Montagem, colocando-a
sobre a lamina. Evitar aplicar pressao indevida e impedir o movimento lateral da lamela.

Repetir 0os passos 12 e 13 para cada lamina.

Examinar relativamente a fluorescéncia especifica através de um microscépio de fluorescéncia com uma
ampliacdo de 200x ou superior.

As laminas podem ser analisadas assim que forem preparadas. No entanto, devido a presenga de um agente
anti-descoloragdo no meio de montagem, ndo ocorre perda significativa da intensidade de coloracdo se a leitura
for adiada até um maximo de 48 horas. As laminas devem ser guardadas em local escuro a uma temperatura
compreendida entre 2-8°C.

B. Determinacéo final (titulagao)

Um soro positivo no teste de rastreio pode ser novamente testado, seguindo os passos de 5 a 13 para determinar a
titragem. Realizar dilui¢cBes seriadas em duplicado, comegando na diluigdo de rastreio inicial. A reciproca da maior
diluicdo que produzir uma reacgdo positiva € a titragem. Sdo seguidamente fornecidas tabelas das diluigcbes de
rastreio padréo.

Preparacéo das dilui¢cdes seriais com inicio em 1:4

Numerar seis tubos de 1 a 6. Adicionar 0,3 ml de Diluente de Amostra ao tubo 1 e 0,2 ml aos tubos 2 a 6. Pipetar 0,1
ml de soro ndo diluido no tubo 1 e misturar completamente. Transferir 0,2 ml do tubo 1 para o tubo 2 e misturar
completamente. Continuar a transferir 0,2 ml de um tubo para o outro apés a mistura, para produzir as diluigbes
ilustradas na tabela seguinte:

Tubos 1 2 3 4 5 6
Soro 0,1 ml
+
Diluente Tamponado 0,3ml 02ml 02ml 02ml 02ml 0,2ml
2> 2 2 2 2
Transferéncia 02m 02ml 02ml 02ml 0,2ml
Diluigéo final 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 etc.
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Preparacédo das diluigdes seriais com inicio em 1:10

Numerar seis tubos de 1 a 6. Adicionar 0,9 ml de Diluente de Amostra ao tubo 1 e 0,2 ml aos tubos 2 a 6. Pipetar 0,1
ml de soro ndo diluido no tubo 1 e misturar completamente. Transferir 0,2 ml do tubo 1 para o tubo 2 e misturar
completamente. Continuar a transferir 0,2 ml de um tubo para o outro apds a mistura, para produzir as diluicdes
ilustradas na tabela seguinte:

Tubos 1 2 3 4 5 6
Soro 0,1 ml
+
Diluente Tamponado 09ml 02ml 02ml 02ml 02ml 0,2ml
2 2 2 2 2
Transferéncia 02m 02ml 02ml 02ml 0,2ml
Diluicéo final 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 etc.

CONTROLO DE QUALIDADE

Devem ser incluidos em cada teste um Controlo Positivo e um Controlo Negativo. O Controlo Negativo ndo deve

revelar fluorescéncia especifica. O laboratério deve determinar as caracteristicas de desempenho adequadas do

Controlo Positivo utilizado.

Se nao forem obtidos os resultados previstos, o teste deve ser repetido. Se continuarem a ocorrer resultados

inadequados com os controlos, estes podem ser devidos a:

*  Turvacao. Eliminar e utilizar outro controlo.

* Problemas com o sistema Optico do microscopio de fluorescéncia. Estes podem incluir o alinhamento
inadequado, lampada para além da expectativa de vida util, etc.

*  Permitir que a lamina seque durante o procedimento.

INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Os resultados do teste de imunofluorescéncia sdo geralmente comunicados como negativos com uma titragem
inferior a diluicdo de rastreio, positivos com uma titragem superior ou igual a diluicAo de rastreio ou,
preferencialmente, positivos com uma titragem final especifica. Os laboratdrios devem validar protocolos para a
utilizagdo destes materiais e formar os técnicos, de modo a lerem os padrées de fluorescéncia especificos
adequados aos materiais utilizados e ao teste efectuado.

LIMITAGAO DO PROCEDIMENTO

Os resultados de todos os testes positivos de imunofluorescéncia indirecta a par dos resultados de outros testes
laboratoriais e da condigdo clinica do paciente durante o diagndstico.
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