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EN
General Immunofluorescence Assay Method

PRODUCT INSERT

INTENDED USE
The components listed below 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 below 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 SEF;TCimen Sample Incubation Time*
ilution
Description Description Description
2123 Primate Adrenal | 2099 Anti-human IgG FITC 2279 Adrenal Antibody 1:4 30 minutes
Gland Slide, 6 with Evans Blue Positive Control
well Counterstain, 5ml

(primate-adsorbed)

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 Positive
Counterstain, 5ml Control

(primate-adsorbed)

2127 Primate 2099 or Anti-human 1gG FITC 2201 ANA 1:10 30 minutes
pituitary slide, 6 2100 with Evans Blue Homogeneous
well Counterstain, 5ml control

(primate-adsorbed)

2128 Primate 2099 Anti-human 1gG FITC 2280 Hu Antibody 1:10 30 minutes
Cerebellum with Evans Blue Positive Control
Slide, 6 well Counterstain, 5ml

(primate-adsorbed)

2134 Primate Sciatic 2140 Goat antihuman IgM 2209 MAG Antibody 1:10 30 minutes
Nerve Slide, 6 FITC with Evans Blue Positive Control
well Counterstain, 5ml
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2147 Primate Split 2099 Anti-human 1gG FITC 2213 Intercellular 1:10 30 minutes
Skin Slide, 6 with Evans Blue and/or Antibody Positive
well Counterstain, 5ml 2217 Control and/or
(primate-adsorbed) BMZ Antibody
Positive Control
2148 Rat 2100 Goat anti-human 1gG 2201, ANA (Homo) 1:10 30 minutes
Kidney/Stomac FITC with Evans Blue 2210 Positive Control
h Slide, 8 well Counterstain, 5ml ,AMA Positive
(primate-adsorbed) Control
2149 Primate 2140 Goat antihuman IgM 2209 MAG Antibody 1:10 30 minutes
Nerve/Bovine FITC with Evans Blue Positive Control
Nerve Slide, 6 Counterstain, 5ml
well
2155 Primate 2100 (or Goat anti-human 1gG 2213 Intercellular 1:10 30 minutes
Esophagus 2099) FITC with Evans Blue and/or Antibody Positive
Slide, 6 well Counterstain, 5ml 2217 Control and/or
(primate-adsorbed) BMZ Antibody
Positive Control
2156 Transitional 2100 Goat anti-human IgG 2241 PNP positive 1:10 30 minutes
Epithelium slide FITC with Evans blue Control
6 well counterstain
2157 Primate Heart 2099 Anti-human IgG FITC 2235 Heart/ Skeletal 1:10 30 minutes
Muscle Slide, 6 with Evans Blue Muscle Antibody
well Counterstain, 5ml Positive Control
(primate-adsorbed)
2158 Primate 2099 Anti-human IgG FITC 2235 Heart/ Skeletal 1:10 30 minutes
Skeletal Muscle with Evans Blue Muscle Antibody
Slide, 6 well Counterstain, 5ml Positive Control
(primate-adsorbed)
2169 Mouse 2100 Goat anti-human IgG 2201 ANA 1:10 30 minutes
Stomach Slide, FITC with Evans blue Homogeneous
6 well counterstain control
2172 Rat Skeletal 2100 (or Goat anti-human 1gG 2201 ANA 1:10 30 minutes
muscle, 6 well 2099) FITC with Evans Blue Homogeneous
Counterstain, 5ml control
(primate-adsorbed)
2180 Primate Thyroid 2099 Anti-human IgG FITC 2239 Thyroid/ 1:10 30 minutes
Slide, 6 well with Evans Blue Microsomal
Counterstain, 5ml Antibody Positive
(primate-adsorbed) Control

* The second incubation (conjugate incubation) in all cases is 30 minutes.

Optional components

Description

2099 Primate-adsorbed goat anti-human IgG FITC with Evans blue counterstain
2100 Goat anti-human 1gG FITC with Evans blue counterstain

2100x Goat anti-human 1gG FITC without Evans blue counterstain

2100x-8  Goat anti-human 1gG FITC

2100-15  Goat anti-human IgG FITC with Evans blue counterstain

2100-15x Goat anti-human IgG FITC without Evans blue counterstain

2107 Goat anti-human IgA FITC with Evans blue counterstain

2107x Goat anti-human IgA FITC without Evans blue counterstain

2113 Goat anti-human polyvalent FITC (IgG/IgA) with Evans blue counterstain
2113x Goat anti-human polyvalent FITC (IgG/IgA) without Evans blue counterstain
2113-15  Goat anti-human polyvalent FITC (IgG/IgA) with Evans blue counterstain
2130 Goat anti-human polyvalent FITC (IgG/IgA/IgM) with Evans blue counterstain
2130x Goat anti-human polyvalent FITC (IgG/IgA/IgM) without Evans blue counterstain
2130-15  Goat anti-human polyvalent FITC (IgG/IgA/IgM) with Evans blue counterstain
2130-15x  Goat anti-human polyvalent FITC (IgG/IgA/IgM) without Evans blue counterstain
2140 Goat anti-human IgM FITC with Evans blue counterstain

2140x Goat anti-human IgM FITC without Evans blue counterstain

2200 IFA Negative Control

2201 ANA Homogeneous Positive Control

2206 anti-Steroidal Cell Positive Control
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U/M
5ml
5ml
5ml
8ml
15ml
15ml
5ml
5ml
5ml
5mi
15ml
5mi
5mi
15ml
15ml
5ml
5ml

0.5ml
0.5ml
0.5ml



2209 anti-MAG Positive Control 0.5ml
2210 AMA Positive Control 0.5ml
2210-1 Low titer AMA Positive Control 0.5ml
2210-50  AMA Positive Control 50ml
2211 ASMA Positive Control 0.5ml
2212 AGPA Positive Control 0.5ml
2213 anti-IC Positive 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
2239 anti-Thyroid/Microsomal Positive Control 0.5ml
2243 IgG FITC Conjugate with Evans Blue 60 ml
2261 Ribosomal Positive Control 0.5ml
2279 anti-Adrenal Positive Control 0.5ml
2280 anti-Hu Positive Control 0.5ml
2281 anti-Yo (PCA-1) 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 5mi
2506 Mounting Medium Dropper Vial 60ml
2510* Evans Blue Counterstain 1.0ml

Symbols used on labels:
Lot number
Catalog number
In vitro diagnostic use
& Use by
x Storage temperature
B Consult instructions for use
4 Number of tests
é Manufacturer

Date of Manufacture

* Danger. May cause cancer. Obtain special instructions before use. Do not handle until all safety
precautions have been read and understood. IF exposed or concerned: Get medical
advice/attention. Wear protective gloves, protective clothing, eye protection, face protection. Store
locked up. Dispose of contents/container to comply with local, state and federal regulations.

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
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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 (NaN3) 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). 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:
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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 03m 02ml 02ml 02ml 02ml 0.2ml
2 2 2 2 2
Transfer 02ml 02ml 02ml 02ml 0.2ml
Final dilution 1:4 1.8 1:16 1:32 1:64 1:128 etc.

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 09ml 02ml 02ml 02ml 02ml 0.2ml
2 2 2 2 2
Transfer 02ml 02ml 02ml 02ml 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:

e 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.

e 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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Mevik M&Bodog Aokiung AvocogBopiouol
ENOETO NPOIONTOZ

ZKOMNOYMENH XPHzH
Ta ouoTaTikad TTou avaypd@ovTal oTnv evotTnTa “YAIKG” ptropolv va XpnoigoTroinbouv yia Thv avixveuon
QAVTICWHATWY OTOV avOpWTTIVO 0pd YE EUPETO avoCoPBopIoUO.

MEPIAHWH KAI AITIOAOIIA

O1 TTapouceg odnyieg yia XPAON TTAPEXOUV TTPWTOKOAAO VEVIKAG XPHONG QVTIKEINEVOPOPES TTAGKEG
UTTOOTPWHATOG KAl GUCEUEEIG KATAAANAES VIO HEAETEG EUUETOU avVOTOPBOPIGHOU. AUTOQVTICWHATA EVOEXETAI
va OTITIKOTToINBoUV O€ PIa TTOIKIAIG 10TOTEPAXIWY Kal KUTTAPOKOAAIEPYEIOG O UTTOOTPWHATA WE TN XPron
0ouleukTIKOU ouoTApaTOG avTiowpdatwy FITC. H apxn Tng diadikaciag Teplypd@eTal 0TNV ETTOUEVN EVOTNTA.
ZEXWPIOTA EPYATTHPIO EVOEXETAI VA XPNOIMOTTOIOUV QUTO TO €VOETO TTPOIGVTOG WG 008NYO WaTOCO Ba TTPETTEI
Va TTPOYUOTOTTOIEF ECWTEPIKI TEKUNPIWON ECWTEPIKWY TTPWTOKOAAWY PE TN XPON QUTWYV TWV UAIKWV.

APXEZ AIAAIKAZIAZ

Ta ouoTaTikd TTou avaypdgovtal otnv evotnTa “YAIK&” Ptmopolv va Xpnaoiyotroinfolv og TTpwTOKOAAQ
duecou avooo@BOPICHOU. Z€ AUTO TO TTPWTOKOAAO 0pdG TOU aC0BevoUG ETTWACETAI GE QVTIKEIUEVOPOPO
TTAGKO UTTOOTPWHOTOG WOTE VA ETTITPETTEI TN OECUEUCT AVTIOWHATWY. Ta adé0PEUTa avTIOWHPATA aPaIPOUVTal HE
v TAUon. Ta avricwpata karnyopiog IgA, 1gG kai/y IgM, 1Tou éxouv deopeuBei OTTwg KaBopileTal oTn
XpnoigoTroloupevn GUCeugn, avixvelovTal JE TNV £TTWACT TOU UTTOCTPWHATOG PE OUZEUKTIKO avTiOwWHa KATA
™G avBpwITivng avoooo@aipivng TO OTIoio  gival OeonUACPEVO  PE  QAOUOPOOKEiVN.  AvTIOPAcElg
TTapaATNEOUVTAl KATW aT1rd PIKPOOKOTNIO avooo@Bopiouol eCoTTAIcuévo Je KatdAAnAa @iATpa. H trapouaia
TWV avTIOPACEWY TWV QAVTICWHATWY JIATTICTWVETAI PE TNV TTapoudia @Bopiouol €éviovou TIPdcivou
XPWHOTOG O€ OUYKEKPIPEVEG 10TOAOYIKEG OOoPEG OTOo uTTOOTpwHa. O TiTAOG pTTOpEl va KaBopioBei pe
oladoxik apaiwon Tou dciyparog. O TITAOG €ival TO AvTiIOTPOPO TNG MEYOAUTEPNG apaiwang TTou £dwaoe
Betikn avtidpaon?.

NAHPO®OPIEZ MPOIONTOX

®UAagn kai TpoeToINaTia

®uAagTe OAa Ta avTidpacThApia oToug 2-8°C. Ta avTidpacTApIa gival £Toiua yia XprRon epdoov ¢Bacouv ae
Bepuokpaacia dwpariou.

YAika

O1 TTapoUoeg 0dnyieg TTapéxovTal yia XprRon Ke EEXWPIOTA GUOTATIKA, GUUTTEPIAQUBAVOUEVWY TWV KWIIKWV
TTPOIOVTOG TTOU avaypd@ovTal KaTtwTépw. O1 avTIKEIUEVOPOPOI UTTOOTPWHATOS avaypdagovTal ditTAa oTnv
o0geugn TToU gival KATAAANAN yia TV avixveuon avTiICWHATWY OTO CUYKEKPIPEVO UTTOGTPWHA.

AVTIKEINEVOPOPOI YTTOOTPWHATOG Z0geudn OeTIk6G EAgyX0G Apaiwon Xpovog Emwaong
Aciyparog Aciyparog*
TNepiypagn Mepiypan TNepiypagn
2123 MpwTevouca 2099 FITC (1o08€i0kuaviIkr 2279 OeTik6G EAeyxog 1:4 30 AemrTdt
AVTIKEINEVOPOPOG @Aouopeiaivn) avTi- AvTiowpdatwy
MAGka avBpwivng 1gG aiyag pe Emiveppidiwv
MpwTtevovTog uTTAE avTixpwon Evans,
Emvegppidiou, 6 5ml (amroppdenon
BuBiopdTwy TTPWTEUOVTWV)
2124 Mpwrtevouoa 2099 FITC avt-avBpwivng IgG 2201 Opoloyevig 1:10 30 AetTd
AVTIKEINEVOPOPOG aiyag Je PTTAE avTixpwaon ‘EAeyxog ANA
MAdka ZieAoyovou Evans, 5ml (amroppdgnon
Adévog, 6 TIPWTEUOVTWV)
BuBiopdTwv
2125-4 Mpwrtetouoa 2099 FITC avt-avBpwmvng IgG 2206 OeTik6G ‘EAeyxog 1:10 3 wpeg
AVTIKEIHEVOPOPOG aiyag Je PTTAE avTixpwon 2TEPOEIBWV
MAdka Qobrkng, 4 Evans, 5ml (amroppégnon Kuttdpwy
BuBiopdTwv TIPWTEUOVTWYV)
2127 MpokaBripevog Tng 2099 or FITC avt-avBpwivng IgG 2201 ANA Opoyeveig 1:10 30 AetTd
uéguong Slide , 4 2100 aiyag Je PTTAE avTixpwaon EAéyxou
Kai Evans, 5ml (amroppdgpnon
TIPWTEUOVTWV)
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2128 Mpwrtevouoa FITC avt-avBpwivng IgG OeTIKOG ‘EAeyx0g 1:10 30 AerTd
AVTIKEINEVOPOPOG 2099 aiyag Je PTTAE avTixpwaon 2280 AvTiowpdatwy Hu
MAdka Evans, 5ml (amroppdgpnon
MapeykepaAidag, 6 TIPWTEUOVTWV)
BuBiopdTwv
2134 Mpwrtevouoa 2140 FITC avt-avBpwivng IgM 2209 OeTIkOG ‘EAeyx0g 1:10 30 AerTd
AVTIKEINEVOPOPOG aiyag Je PTTAE avTixpwon Avtiowpdatwv MAG
MAdka loyiakou Evans, 5ml (amroppdgnon
Neupou, 6 TIPWTEUOVTWYV)
BuBiopdTwv
2147 MpwTevouca 2099 FITC avti-avBpwivng IgG 2213 kailf OeTik6G EAeyxog 1:10 30 AemrTdt
AVTIKEINEVOPOPOG aiyag Je PTTAE avTixpwon 2217 EVOOKUTTaPIKWY
MAGka Evans, 5ml (amroppégnon AvTiowpdTwy Kai/f
Alaoracpévou TIPWTEUOVTWYV) OeTik6G EAeyxog
Aépparog, 6 AvTiowpdtwy BMZ
BuBiopdTwv
2148 Rat Slide Negpou / 2100 FITC avti-avBpwivng IgG 2201, ANA (Homo) 1:10 30 AemrTdt
oTopdy! , 8 Kai aiyag Je PTTAE avTixpwon 2210 O€TIKOG papTupag ,
Evans, 5ml (amroppégnon AMA OeTikdg
TIPWTEUOVTWYV) pépTupag
2149 MpwTeudvVTWV 2140 FITC avt-avBpwivng IgM 2209 OeTik6G ‘EAeyxog 1:10 30 AerrTd
VEUPIKWV/BOOEIBWV aiyag Je PTTAE avTixpwon Avtiowpdatwv MAG
veupo Slide, 6 kaAd Evans, 5ml (amroppégnon
TIPWTEUOVTWYV)
2155 Mpwrtevouoa 2100 (n FITC avTi-avBpwmivng IgG 2213 kai/f O¢TIKAG ‘EAeyxog 1:10 30 AemrTdt
AVTIKEINEVOPOPOG 2099) aiyag Je UTTAE avtixpwon 2217 EvSokuTTapiKwy
MAdka Oioogayou, Evans, 5ml (amroppégnon AvTiowpdTwy Kai/f
6 BuBiopaTwy TTPWTEUOVTWV) OeTik6G ‘EAeyxog
Avtiowpdtwy BMZ
2156 HeTARATIKO 2100 FITC avt-avBpwivng IgG 2241 PNP 1:10 30 AetTd
emOrAio MAdka, 6 aiyag Je PTTAE avTixpwaon OeTik6G EAeyxog
BuBiopdaTwy Evans
2157 Mpwrtetouoa 2099 FITC avt-avBpwvng IgG 2235 OE€TIKOG 0pOG 1:10 30 AerrTd
AVTIKEINEVOPOPOG aiyag Je UTTAE avTixpwon eAéyyou
MAdka Muég, 6 Evans, 5ml (ammoppéenon KapSiokwv/ZKeAeTI
BuBiopdTwy TTPWTEUOVTWV) koU Mudg
QAVTICWHATWY
2158 MpwTevouca 2099 FITC avti-avBpwTivng IgG 2235 OETIKOG 0pOG 1:10 30 AemrTdt
AVTIKEINEVOPOPOG aiyag Je PTTAE avTixpwaon eAéyxou
MAGKa ZkeAeTIKOU Evans, 5ml (atroppégnon KopdioKwv/ZKeAETI
Mudg, 6 TIPWTEUOVTWV) KoU Mudg
BuBiopdTwy QAVTICWHATWY
2169 TTOVTiKI OTOUGX! 2100 FITC avt-avBpwivng IgG 2201 ANA Opoyeveig 1:10 30 AetTd
Siapaveia 6 Kahd aiyag Je PTTAE avTixpwaon EAéyxou
Evans
2172 Slagaveia 2100 () FITC avt-avBpwivng IgG 2201 ANA Opoyeveig 1:10 30 AerTd
OKEAETIKO YU 2099) aiyag Je PTTAE avTixpwon EAéyxou
apoupaiou 6 Kah& Evans, 5ml (amroppdgnon
TIPWTEUOVTWYV)
2180 MpwTevouca 2099 FITC avti-avBpwTivng IgG 2239 OETIKOG 0pOG 1:10 30 AemrTdt
AVTIKEINEVOPOPOG aiyag Je PTTAE avTixpwon eAéyxou
MAGka Evans, 5ml (amroppégnon QAVTIOUPEOEISIKWV/UI
Bupeoeidoug, 6 TIPWTEUOVTWYV) KPOOWHIOKWV
BuBiopdTwy QAVTICWHATWY
* H deutepn eTrwaocn (emwacn oUleuéng) o€ OAeG TIG TTEPITITWOEIG gival 30 AeTTTA.
MPOAUPETIKA CUCTATIKA
Mepiypaon U/M
2099 FITC (ammoppd@non TpwTEUOVTWY) avTI-avBpwTivng IgG aiyag pe ptrAe avtixpwon Evans  5mi
2100 FITC avti-avBpwivng 1gG aiyag pe UTTAe avtixpwon Evans 5mi
2100x FITC avti-avBpwivng IgG aiyag xwpig utAe avtixpwaon Evans 5mi
2100x-8  FITC avti-avBpwrivng IgG 8mi
2100-15  FITC avti-avBpwivng IgG aiyag pe PrAe avtixpwon Evans 15ml
2100-15x  FITC avti-avBpwivng IgG aiyag xwpig PTTAe avtixpwon Evans 15ml
2107 FITC avTi-avBpwrivng IgA aiyag pe utrAe avtixpwon Evans 5ml
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2107x FITC avti-avBpwivng IgA aiyag xwpig YutrAe avtixpwon Evans 5mi
2113 FITC avti-avBpwivng aiyag ToAuoBevikn (IgG/IgA) pe uTTAe avtixpwon Evans 5mi
2113x FITC avti-avBpwrivng aiyag ToAucBeviknA (IgG/IgA) xwpig uTTAe avTixpwaon Evans 5mi
2113-15  FITC avti-avBpwivng aiyag ToAucBevikn (IgG/IgA) pe uTTAe avtixpwon Evans 15ml
2130 FITC avti-avBpwTrivng aiyag ToAucBevikn (IgG/IgA/IgM) pe ptTAe avtixpwonEvans 5mi
2130x FITC avti-avBpwivng aiyag ToAucBevikn (IgG/IgA/IgM) xwpig uTTAe avtixpwon Evans 5ml
2130-15  FITC avri-avBpwTrivng aiyag TToAuoBevikr| (IgG/IgA/IgM) pe ptrAe avtixpwonEvans 15ml
2130-15x  FITC avTi-avBpwTrivng aiyag TToAucBevikr| (IgG/IgA/IgM) xwpig utTAe avtixpwon Evans  15ml
2140 FITC avti-avBpwtrivng IgM aiyag pe prAe avtixpwon Evans 5ml
2140x FITC avti-avBpwivng IgM aiyag xwpig UTAe avtixpwon Evans 5mi
2200 ApvnTIKGG 0pOG eAEyXOU IFA 0.5ml
2201 OeTIKOG 0pAG opoioyevoUg eAéyxou ANA 0.5ml
2206 OETIKOG 0pOG EAEYXOU QVTIOWHATWYV AVTIOTEPOEIBWV KUTTAPWYV 0.5ml
2209 OEeTIKOG 0pOG EAEyXOU avTIowpAaTwy anti-MAG 0.5ml
2210 AMA BeTikoU eAéyxou 0.5ml
2210-1 XapnAog 1itAog AMA BeTIKOG 0pOG EAEyxOU 0.5ml
2210-50  AMA BeTIkKoU eAéyxou 50ml
2211 OeTIKOG 0pOG eAéyxou ASMA 0.5ml
2212 OeTIKOG 0pOG eAEyxou AGPA 0.5ml
2213 OeTIKOG 0pOG EAEyXOU avTIOwUATWY anti-IC 0.5ml
2214 OeTIKOG 0pOG eAéyxou avTi-IC (kovh méugiya) (pemphigus vulgaris) 0.5ml
2216 OeTIKOG 0pdG eAEyxou avTi-IC (puAAwdng méupiya) (pemphigus foliaceus) 0.5ml
2217 OeTIKOG 0pOG eAEyxou avTi-BMZ (méugpiya) (pemphigoid) 0.5ml
2235 OeTIKOG 0pAG eAéyxou avTi-Kapdiakwv/ZKeAeTIKOU Mudg avTiICwpaTwy 0.5ml
2239 OETIKOG 0pOG EAEYXOU aVTIBUPEOEIDIKWV/UIKPOOWHIAKWY AVTICWHATWV 0.5ml
2243 IgG ouptrAdkou FITC pe Evans Blue 60ml
2261 PiBoowpiko P BeTIKOG 0pdG eAéyxou 0.5ml
2279 OETIKOG 0POG EAEYXOU QVTI-ETTIVEPPIBIAKWY QVTICWHATWV 0.5ml
2280 OeTIKOG 0pAG eAEyXOU avTICWUATWY anti-Hu 0.5ml
2281 OETIKOG 0pOG EAEYXOU avTIOWUATWY anti-Yo 0.5ml
2301 PBS yla 1 Aitpo
2302 AldAupa Apaiwong AsiypaTtog 60ml
2500 AvTtikelpevopopog MNMAdka MikpookoTriou Coverglass (24x60mm) KouTi Twv 12
2505 Z1ayovoueTpo Mounting Medium 5mi
2506 Z1ayovoueTpo Mounting Medium 60ml
2510* Avtixpwon Evans Blue 1.0ml

ZUpBoAa TTou XpNOIMOTTOIOUVTOI O€ ETIKETEG:

¢LE4E x5

Ap1Bu6g MapTidag

Ap1Bu6g kataAdyou

AlayvwoTIKr Xxprion in vitro

Xpron éwg

O¢epuokpacia aTodAKkeUoNg
>upPBouAeurteite TIG 0dnyieg Xpriong
Ap1BU6S SoKIPwY

KataokeuaoThg

Huepopnvia Kataokeung

* Kivduvog. Mmopei va TrpokaAéoel kapkivo. E@odiaateite pe TG €10IKEG odnyieg TpIv atmd Tn
xpnon. Mnv 1o xpnoiyotroinoete TpIv dIaBACETE KAl KAOTAVOACETE TIG 0dnyieg TTpo@uAagng. ZE
MEPINTQZZH ékBeong 3 mBavoTnTag €kBeong: ZupPBouleubeite / EmokegBeite yiatpd. Na @opdre
TIPOOTATEUTIKA YAVTIO/ TTPOOTOTEUTIKA evdUpaTta/ péoa OTOMIKAG TTpooTaciag yia Ta pdama /
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TpoowTro. Puldooetal kKAeIdwpévo. PuAdooeTal KAEIdwPEVO. AIGBECT TOU TTEPIEXOUEVOU/TTEPIEKTN
OTO €YKEKPIYEVO O1GBeanG atToRANTWVY.

YAIK@ TTOU atraiToUvTal aAAd Sev TTapéxovral
* MikpookéTTio @BopicuoU

* MikpoTtritréta i TiréTa Pasteur

* OpOAOYIKEG TTITTETEG

* TpUBAIo xpwaong (11.X. doxeio Coplin)

* Mikpoi dOKIHAOTIKOi CWARVEG (TT.X. dlaoTdoewy 13 X 75 mm) Kal 9opEéag SOKINAOTIKWY CWARVWY
o ATTECTAYMEVO 1 OTTIOVICUEVO VEPD

* MepiékTng 1 AiTpou

* ®1GAN €kTTAUONG

* ATTOPPOPNTIKEG XAPTIVEG XEIPOTTETOETEG

* ©OdAapog eTWOONG

MPOEIAONOIHZEIZ KAl MPO®YAAZEIX

MNa in vitro diayvwaoTiki Xprion. OAa Ta ouoTaTikd avBpwITivng TTPOEAEUCNG TTOU XPNGCIPOTTOIOUVTAl £XOUV
eheyxBei yia Tnv TTapouaia Tou avtiyévou HbsAg, Twv 1wv HCV, HIV-1 kai 2, kaBwg kai Tou 100 HTLV-I kai
éxouv Bpebei apvnTikd, olpwva pe TIg e€eTdoelg Tou amraitei o Opyaviouog Tpogipywv Kal Papudkwy Twv
HIMA (FDA). OAa ta dciypata avBpwtrivou opol Kal TTpoidvTwy avBpwTrivng TTpoéAeuong Ba TTpETTel va
avTIHETWTTIoVTal WG duvnTIKA €TmiKivduva, avegdptnTta amd Tnv TpoéAeuan Toug. AkoAouBnoTe TIG opBEg
EPYOAOTNPIAKEG TIPAKTIKEG KATA TN QUAAEN, TNV £KXUCN KAl TNV ATTOPPIYN TWV UAIKWV OUTWV2.
MPOEIAOMNOIHEH — To agidio Tou vatpiou (NaN3) evdéxetal va avTidpdoel ye cwAnvwoelg ammd péAudo i
XOAKO Kal va OXNHATIOE! IOXUPWG EKPNKTIKG adidia peTAAAwV. Katd Tnv atméppiyn Twv uypwy, EKTTAUVETE PE
MeYyAAeg TTOOOTNTEG veEPOU, £TOI WOTE va amo@euxBei n cuoowpeuon adidiwv. To alidio Tou varpiou
evOéxeTal va gival TOEIKO O€ TTEPITITWON KATATIOONG. € TTEPITITWAON KATATIOONG, QVAPEPETE QAUECWS TO
TTEPIOTATIKO OTO JIEUBUVTA TOU £pYACTNEIOU ] OTO KEVTPO €AEyXOU ONANTNPIACEWV.

ZYAAOIH AEIrMATOZ KAI MPOETOIMAZIA

Oa TpéTmel va Xpnaoiyotrolouvral pévo deiypata opou yia auTth Tn diadikacia. AgiypaTta TTou €Xouv UTTOOTET
peydAou BaBuou aipdAuon, Airaipiké f Seiypyata yoAuopéva pe PIKPORIa eVOEXETAI VO ETTNPEACOUV ThV
amédoon autig TG avaAluong kai dev Ba Tpémel va xpnoipotrololvrtal. PuAagte Ta deiypata o€
Bepuokpaaia 2-8°C yia didoTnua Ox1 HEYaAUTEPO TNG Hiag eBdouadag. MNa euAagn peyaAutepng SidpKelag, o
0pog Ba TTpéTTel va KaTawuxeTal oToug -20°C. Na atro@elyeTal n emTavelAnuuévn katdyugn kar améyuén Twv
OEIYUATWV.

AIAAIKAZIA

Mé&@odog AoKIpng

A. Alahoyn

1. ApaiwaoTe Tov 0pd KGO aoBevoug pe 1o PuBuioTikd AiGAupa olp@wva e 1o SIGAUPA TTou GUVICTATAI
otnv evotnta Mapexéueva YAIKG . 1:4 (0.1 ml opoU + 0.3 ml didAupa apaiwong) A 1:10 (10 pl opot + 90
pl didAupa  apaiwong). Mnv apaiwvetre Ta diaAUpata OcetikoUu 1 ApvnmikoU EA€yxou Tmou Ba
xpnoigotroinBouv. GUAGETE TOUG U apaIWPEVOUG 0pouG yia va KOBOPIoETE TOUG TITAOUG QVTICWHATWY,
€dv o1 avaAuaeig dlaAoyng BpeBouv BeTIKEG.

2. AgnoTte TIG BAKEG TTOU TIEPIEXOUV TIG QVTIKEINEVOQOPOUG Tou uTtooTpwuatog emmi 10-15 Aemrrd,
TIPOKEIYEVOU VO @TACOUV O€ Bepuokpacia dwpaTiou. AQAIPECTE TTPOCEKTIKA TIG QAVTIKEINEVOQOPOUG
XWPIG va ayyigeTe To UTTOOTPWHA.

3. ZnuAveETE TIG AVTIKEIUEVOPOPOUG KOl TOTTOBETACTE TIG 0€ £va BAAAUO ETTWACNG TTOU £XETE KAAUWEI ME
ATTOPPOPNTIKO XOPTi SIABPEYPEVO UE VEPOD, VIO VA ATTOTPEWETE TUXOV ATTOEApavan.

4.  AvaoTpéyTe TO OTAYOVOUETPO Kal TECTE TO €Aa@pd yia va TTpocbéoete 1 oTtaydva (H apkerd yia va
eCao@alioel TNV KAAUWnN KaAd) Tou dioAupaTog ApvnTikoU EAéyxou oTtnv kuweAida utr' apiBudv 1. Me
Tov 010 TpOTTO, TTPoabéaTte 1 oTaydva diaAlpatog OeTikou EAéyxou otnv kKuweAida utr' apiBuov 2.
ATTOQUYETE TNV UTTEPTTANPWON TWV KUYWEAIDWV.

5. XpnoIigotroiwvTag Yo YIKPOTTITTETA ) TITTéTa Pasteur, TpoaBéote 1 otaydva amd Tov apaiwpévo opd
ToU a0Bevoug (H apketd yia va e€ao@alioel Tnv KGAUWN KaAd) oTig uTTOANOITTEG KUWEAIDEG. ATTOPUYETE
TNV UTTEPTTARPWOT TWV KUWPEAIBWV.

6. TotmoBetroTe TO KATIAKI OTO BAAAUO €TTWOCNG KAl ETTWACTE TIG AVTIKEIMEVOPOPOUG € Bepokpaaia
dwpaTiou cUpPwva pe Tov Xpovo ETrwaong Agiyyatog TTou GUVIOTATAI OTNV EVOTNTA Mapexopeva YALKA.
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11.

12.

13.

14.
15.

A@aipéoTe pia avTiKEIuEVOPOPOo atrd To BAAapo eTwaong. KpatAaTe TNV AvTIKEINEVOPOPO aTTd TO AKPO
TTOU QEpEl Ta aToIXEIa Kal EKTTAUVETE Pe TTepiTTou 10 ml PBS XpnOIUOTIOIWVTAG IO TTITTETA 1) EKTTAUVETE
TNV QVTIKEIUEVOPOPO g€ TTOTAPI (€0ewg TToU Trepiéxel PBS. Mn XpnOIUOTTOIEITE QIGAN €KTTAUCNG.
MeTa@EPETE TNV AVTIKEINEVOPOPO auéows aTo doxeio Coplin kar ekTTAUveTE €TTi 10 AeTTTd. ETravaAdBete
TN O1adIKaGia e OAEG TIG UTTOAOITTEG AVTIKEINEVOPOPOUG.

Aopaipéote  TNV(TIG) AVTIKEINEVOPOPO(OUG) aTtd To oOoxeio Coplin. XTummwoTte Tnv AKpn NG
QVTIKEINEVOPOPOU E ATTOPPOPNTIKG XAPTi yia va a@aipéoete Tnv Tepicocia PBS. TomoBetiote tnv
avtikelpevoddpo otov BdAapo enwoong. AvOOTPEWTE OUECWG TO OTAYOVOUETPO HE TO OUCEUKTIKO
AvTiICWHa Kal TTIECTE TO JAAOKA yia va TTpocBéoeTe 1 aTayova o€ KABe KuyweAida.

EmavaAdBete Ta Bripata 7 Kai 8 yia KABe avTIKEINEVOPOPO.

. TotroBeTriOoTE TO KOTTIAKI OTO BAAOUO E€TTWACNG KAl ETTWACTE TIG AVTIKEIUEVOPOPOUG £TTi 30 AETITA O€

Bepuokpacia dwpariou.

ApaipéoTe pia avTiKeuevopoOpo atrd 1o BAAapo eTwaong. KpatiaTe TNV avTIKEINEVOPOPO atTd TO AKPO
KOl €UBUBIOTE TNV QVTIKEIYEVOPOPO O€ TTOTAPI Céoewg TTou TEPIEXEl PBS yia va a@aipécete Tnv
Tepiooeia ouleugng. TotroBeTAOTE TNV(TIG) AVTIKEINEVOPOPO(0UG) o€ TPURAIO xpwang yeudTo e PBS yia
10 Aemrtd. EAQv xpnoiyoTroleital TTpoaipeTIk oUZeugn Xwpig avTtixpwaon (OeiTe TTPOAIPETIKA CUOTATIKA
atnv EvotnTa Mapexdpeva YAIkd), ytropouv va mmpooTeBolv 2-3 ataydveg atrd avtixpwaon Evans Blue
oTnVv TeAIKN TTAUCN. ETTavaAdBete Tn diadikagia pe OAEG TIG UTTOAOITTEG AVTIKEINEVOPOpous. ZHMEIQZH:
o@aAuévn TTAUON evdéxeTal va odnynoel o€ augnuévo eBoPIoUO UTTOOTPWHATOG.

AQaIpEOTE PIO AVTIKEIUEVOPOPO aTTd TO TPUBAIO XpWONG. ZTUTTWOTE TO AKPO TNG AVTIKEIMEVOPOPOU OF
ATTOPPOPNTIKA XAPTIVI XEIPOTTETOETA yIa va o@aipéceTe Trepicoeia PBS. MNa va amo@uyeTe TRV
amoénpavon TnG OVTIKEINEVOPOPOU, TIPOXWPNOTE OUECWSG OTO EMOMEVO BAMO EVvW N
AVTIKEINEVOPOPOG Eival aKOHUN uypn.

Z1npite TNV KAAUTITPIdO ePapudlovTag 3 oTaydveg Tou Mounting Medium opaAd oTnv KoAuTTTpida Kal
TOTTOBETAOTE TNV KAAUTITPIOO TTAVW aATTO TNV AVTIKEINEVOPOPO. ATTOQUYETE TNV £QAPUOYT UTTEPROAIKAG
TTieong Kal uTrodioTe TNV TTAEUPIKA Kivnon TNG KOAUTTTPI®AG.

EmavaAdpete Ta Brpata 12 kai 13 yia KABe avTIKEINEVOPOPO.

E&etdoTe yia €101kd ¢BopIoPS e HIKPOOKOTTIO pBopIopol oe peyEBuvan 200y ) geyaAuTepn.

O1 avTiKeInevoPOpol uTTopolv va diafaatouv PoAIg TTpogTolyacToulv. QaTd00, eEAITiIg TNG TTApOUGiag
TTapdyovta TTPooTaciag @BopIguoU o010 pEdo KABRAwong, dev eu@avieTal onUAvTIK OTTWAEId TNG
£VTaonG TNG XpWwong, €av kabuoTteprioel N avayvwaon €wg Kal 48 wpeg. O1 avTIKEIUEVOPOPOI Ba TTPETTE
va QUAGCoOoVTal 0€ OKOTEIVO XWPOo, o€ Bepuokpaaia 2-8°C.

B. KaBopiopdg TeAwkou Inpeiov (tithodotnon)

‘Evag op6g Trou Ba Bpebei BeTIkOG oTnV avaAuon S1aAoyng PTTopEi va avaAuBei TTepaITépw, akoAouBwvTag
Ta BAPara 5 £éwg 13 yia va kaBopiaTei o TiTAog Tou. EkTeAéoTe S1adoXIKEG DITTAEG OPAIWTEIG EEKIVIOVTAG aTTO
TNV apxIkA apaiwan diahoyig. O TiTAOG €ival To avTioTPo@o TNG PEYOAUTEPNG apaiwong TTou £dwaoe BETIKN
avTidpaon. Mivakeg yia TTPOTUTTEG APAIWOEIG BIAAOYHG TTOPEXOVTAI KATWTEPW:

MpoeToipacia Twv AlaSoXIKWV ApalWOEWV ZEKIVWVTAG oTO 1:4

ApiBunoTe €€ owAnvdpia amd 10 1 éwg 10 6. MpoaoBéaTte 0.3 ml AlaAUpaTog Apaiwong Agiypuatog oTo
owAnvépio 1 kai 0,2 ml ota ocwAnvépia 2 éwg 6. Metagépete pe mmméra 0,1 ml pn apaiwpévou opou oToO
owAnvaépio 1 kai avapi¢re empeAwg. Metagépete 0,2 ml a1md T0 CWANVAPIO 1 0TO CWANVAPIO 2 Kal avopi§Te
EMUEAWG. 2uvexiote Tn petagopd 0,2 ml amd 10 éva CWANVAPIO OTO ETTOPEVO META aATTO QVAMIEN,
TTPOKEIYEVOU VA ETTITUXETE TIG APAIWOEIG TTOU ATTEIKOVICOVTAI OTOV TTOPAKATW TTIVOKA:

ZwAnvapla 1 2 3 4 5 6
0pdg 0.1 ml

+
ApaLWTIKO PUBULOTIKO
LlGAvpa 0.3ml 02ml 02ml 02ml 02ml 0.2ml

2 2 2 2 2

Metadopd 0.2ml 02ml 02ml 02ml 0.2ml
TeAkn apaiwon 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 k.Am.

MpoeToipacia Twv AIaSoXIKWV ApaIWOEWYV TTOU =gKivouv oTo 1:10
ApiBunoTe €81 cwAnvapia ammd 1o 1 éwg 10 6. MNpooBéote 0.9 ml AlaAupaTtog Apaiwong Acgiyyatog oTo
owAnvapio 1 kar 0,2 ml ota cwAnvdpia 2 éwg 6. Metagépete e mTTETa 0,1 ml un apaiwpévou opol OTO
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owAnvdpio 1 kai avapigre empeAws. Metagpépete 0,2 ml atrd 1o cwAnvdpio 1 6To cwAnvdplio 2 Kal avayigTe
EMUEAWG. Zuvexiote Tn petagopd 0,2 ml amd 10 éva OwAnvdpio OTo €TTOPEVO PETA amd avapign,
TTPOKEIPJEVOU VA ETTITUXETE TIG APAIWTEIG TTOU ATTEIKOVICOVTAI GTOV TTOPOKATW TTiVAKA:

ZwAnvapLa 1 2 3 4 5 6
Opébe 0.1ml

+
ApaLwTIKO PUBULOTIKO
AdAvpa 09ml 02ml 02ml 02ml 0.2ml

2 2 2 2 2

Metadopd 0.2ml 02ml 02ml 02ml 0.2ml
TeAwkn apaiwon 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 k.Am.

NOIOTIKOZ EAErXOz

Tooo 0 OeTIKOG 600 Kal 0 ApvnTikOg Opdg udpTupa Ba TTPéTTel va cuutTepIAapBavovTal o KABe eKTEAEON

dokiung. O Apvnrikdg Opdg udapTupa Otv Ba TIPETTEl va TTAPOUCIAEl GUYKEKPIUEVO @Bopioud. To

epyaoTrplo Ba TTpéTTel va Kabopilel Ta KATAAANAO XAPAKTNPICTIKA EKTEAEONG TOU OETIKOU 0poU PHAPTUPQ TTOU

XPNOIUOTTOIEITA.

Edv dev AaBeTe Ta avapevopeva atmroteAéopara, Ba Tpérrel va eavaldpere Tnv avaAuon. Edv ouveyiouv

va UQaVICoVTal AVETTOPKN OTTOTEAEOUATA PE TO DIGAUPATA EAEYXOU, QUTA EVOEXETAI VO OPEIAOVTAI OE:

e OoAepdTnTa. ATroppiwTe TO dIGAUPA EAEYXOU KAl XPNOIPOTTOINOTE €va GAAO

e TlpoBAAuaTta ye 1o oTITIKG oUOTNUA TOU WIKPOOKOTTIOU @BopIouoU. Ze auTd UTTopEi va TrepIAauBavovTai:
akatdAANAn euBuypduuion, TapéAeuan TNG WPEAING OIdpPKeEIag WG TNG AuXViag, KATT.

*  Amognpavaon Tng avTiKEIyEvoQOpou Kard Tn didpkeia Tng diadikaoiag.

EPMHNEIA AMOTEAEZMATQN

Ta atmmoteAéopaTa SOKIPWY avOoOPBOPITUOU aVAPEPOVTAI YEVIKWG WG apVNTIKA HE TITAO PIKPOTEPO aTrd TNV
apaiwan S10A0yNRG, BETIKG pe TITAO peyaAUTePO amod 1 ico ye Tnv apaiwon dlaAoyAg 1, Kard TpoTiynon,
OeTIkG pE OUYKEKPIPEVO TITAO TEAIKOU anueiou. Ta epyaaTrpia TTPETTEI VA TEKKUNPIWVOUV TIPWTOKOAAG Xpriong
QUTWV TWV UNIKWV Kal va eKTTaIBEUOUV TOUG TEXVIKOUG waTe va d1aBafouv ouykekpipéva poTifa ¢Bopiauou
KATAAANAQ TTpOG T UAIKG TTOU XPNOIUOTTOIOUVTAI KAl TOUG EAEYXOUG TTOU EKTEAOUVTAI.

MEPIOPIZMOI AIAAIKAZIAZ
Ta amoteAéopata OAwvV Twv BETIKWVY BOKINWY Aueaou avooo@Bopiouol padi e Ta atroTEAEoUATA GAAWV
EPYOOTNPIOKWY DOKIPMWYV KAl N KAIVIKF) KATAOTACN Tou aoBevoug KATd Thv TTpayuaToTToinon Tng didyvwaong.
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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 béasicos 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, IgG 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 histolégicas especificas en el sustrato. La titulacion puede ser determinada por la dilucién 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 continuacion. 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 incubacién de la
espécimen muestra*
Descripcion Descripcion Descripcion
2123 Muestra de 2099 1gG antihumano de 2279 Control positivo 1:4 30 minutos
glandula cabra FITC con anticuerpos
suprarrenal de contratincién azul de suprarrenales
primate, 6 Evans, 5ml (adsorbido
pocillos primate)
2124 Muestra de 2099 1gG antihumano de 2201 Control 1:10 30 minutos
glandula cabra FITC con homogéneo ANA
salivar de contratincion azul de
primate, 6 Evans, 5ml (adsorbido
pocillos primate)
2125-4 Muestra de 2099 1gG antihumano de 2206 Control positivo 1:10 3 horas
ovario de cabra FITC con anticuerpos células
primate, 4 contratincién azul de esteroideas
pocillos Evans, 5ml (adsorbido
primate)
2127 Primate 2099 or 1gG antihumano de 2201 el control 1:10 30 minutos
diapositiva 2100 cabra FITC con homogéneo ANA
pituitaria, 6 contratincién azul de
pocillos Evans, 5ml (adsorbido
primate)
2128 Muestra de 2099 1gG antihumano de 2280 Control positivo 1:10 30 minutos
cerebelo de cabra FITC con anticuerpos anti-Hu
primate, 6 contratincién azul de
pocillos Evans, 5ml (adsorbido
primate)
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2134 Muestra de 2140 IgM antihumano de 2209 Control positivo 1:10 30 minutos
nervio ciatico cabra FITC con anticuerpos anti-
de primate, 6 contratincién azul de MAG
pocillos Evans, 5ml
2147 Muestra de 2099 1gG antihumano de 2213 ylo 2217 Control positivo 1:10 30 minutos
piel de cabra FITC con anticuerpos
espesor contratincion azul de intercelulares y/o
parcial de Evans, 5ml (adsorbido control positivo
primate, 6 primate) anticuerpos anti-
pocillos BMZ
2148 Rata de 2100 1gG antihumano de 2201, 2210 ANA (homo ) 1:10 30 minutos
diapositivas cabra FITC con Control Positivo ,
de rifién / contratincién azul de AMA control
estémago , 8 Evans, 5ml (adsorbido positivo
pocillos primate)
2149 Primate del 2140 IgM antihumano de 2209 Control positivo 1:10 30 minutos
nervio/bovino cabra FITC con anticuerpos anti-
nervio Deslice, contratincién azul de MAG
6 pocillos Evans, 5ml
2155 Muestra de 2100 (o 1gG antihumano de 2213 ylo 2217 Control positivo 1:10 30 minutos
esofago de 2099) cabra FITC con anticuerpos
primate, 6 contratincién azul de intercelulares y/o
pocillos Evans, 5ml (adsorbido control positivo
primate) anticuerpos anti-
BMZ
2156 Muestra de 2100 Conjugado IgG 2235 Control positivo 1:10 30 minutos
epitelio de antihumano de cabra anticuerpos
transicion, 6 FITC con contratincion Anti-PNP
pocillos azul de Evans
2157 Muestra de 2099 1gG antihumano de 2235 Control positivo 1:10 30 minutos
corazén de cabra FITC con anticuerpos de
primate, 6 contratincién azul de musculo
pocillos Evans, 5ml (adsorbido esquelético/coraz6
primate) n
2158 Muestra de 2099 1gG antihumano de 2235 Control positivo 1:10 30 minutos
musculo cabra FITC con anticuerpos de
esquelético de contratincion azul de musculo
primate, 6 Evans, 5ml (adsorbido esquelético/coraz6
pocillos primate) n
2169 diapositiva del 2100 Conjugado IgG 2201 el control 1:10 30 minutos
estémago de antihumano de cabra homogéneo ANA
raton, 6 FITC con contratincién
pocillos azul de Evans
2172 diapositiva de 2100 (o 1gG antihumano de 2201 el control 1:10 30 minutos
musculo 2099) cabra FITC con homogéneo ANA
esquelético de contratincion azul de
rata, 6 pocillos Evans, 5ml (adsorbido
primate)
2180 Muestra de 2099 1gG antihumano de 2239 Control positivo de 1:10 30 minutos
tiroides de cabra FITC con anticuerpos
primate, 6 contratincién azul de microsomales/tiroid
pocillos Evans, 5ml (adsorbido eos
primate)

* En todos los casos, la segunda incubacién (incubacién con conjugado) dura 30 minutos.

Componentes opcionales

2099

2100
2100x
2100x-8
2100-15
2100-15x
2107
2107x
2113

2113x
2113-15

2130

Descripcion

Conjugado IgG antihumano de cabra FITC adsorbido primate con

contratincion azul de Evans

Conjugado IgG antihumano de cabra FITC con contratincion azul de Evans
Conjugado IgG antihumano de cabra FITC sin contratincion azul de Evans
Conjugado IgG antihumano

Conjugado IgG antihumano de cabra FITC con contratincién azul de Evans
Conjugado IgG antihumano de cabra FITC sin contratincion azul de Evans
Conjugado IgA antihumano de cabra FITC con contratincion azul de Evans
Conjugado IgA antihumano de cabra FITC sin contratincion azul de Evans
Conjugado polivalente (IgG/IgA) antihumano de cabra FITC con contratincion azul de
Evans

Conjugado polivalente (IgG/IgA) antihumano de cabra FITC sin contratincién azul de
Evans

Conjugado polivalente (IgG/IgA) antihumano de cabra FITC con contratincion azul de
Evans

Conjugado polivalente (IgG/IgA/IgM) antihumano de cabra FITC con contratincion azul
de Evans
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2130x

2130-15

2140
2140x
2200
2201
2206
2209
2210
2210-1
2210-50
2211
2212
2213
2214
2216
2217

Conjugado polivalente (IgG/IgA/IgM) antihumano de cabra FITC sin contratincién azul de

Evans 5ml
Conjugado polivalente (IgG/IgA/IgM) antihumano de cabra FITC con contratincién azul

de Evans 15mi

2130-15x Conjugado polivalente (IgG/IgA/IgM) antihumano de cabra FITC sin contratincién azul

de Evans 15ml
Conjugado IgM antihumano de cabra FITC con contratincion azul de Evans 5mi
Conjugado IgM antihumano de cabra FITC sin contratinciéon azul de Evans 5mi
Control negativo IFA 0,5ml
Control positivo homogéneo ANA 0,5ml
Control positivo células anti-estereoideas 0,5ml
Control positivo anti-MAG 0,5ml
Control positivo AMA 0,5ml
Titulo bajo Control positivo AMA 0,5ml
Control positivo AMA 50ml
Control positivo ASMA 0,5ml
Control positivo AGPA 0,5ml
Control positivo anti-IC 0,5ml
Control positivo anti-IC (pemphigus vulgaris) 0,5ml
Control positivo anti-IC (pemphigus foliaceus) 0,5ml
Control positivo anti-BMZ (pemphigoid) 0,5ml
Control positivo anticuerpos anti-musculo esquelético/corazén 0,5ml
Control positivo anticuerpos anti-microsomales/tiroideos 0,5ml
Conjugado IgG FITC con Evans Blue 60ml
Control positivo de P ribosomal 0,5ml
Control positivo anti-suprarrenal 0,5ml
Control positivo anti-Hu 0,5ml
Control positive anti-Yo 0,5ml
PBS para 1 litro
Diluyente de muestra 60ml
Lamina para cubrir muestras de microscopio (24x60mm) cajade 12
Vial cuentagotas mediano 5mi
Vial cuentagotas mediano 60ml
Contratincion azul de Evans 1,0ml

Simbolos utilizados en las etiquetas:

<
g

KN R i=R

Numero de lote

Numero de catalogo

Utilizacion diagndstica in vitro
Utilizar antes de

Temperatura de almacenamiento
Consulte las instrucciones de uso
Numero de analisis

Fabricante

Fecha de fabricacion

*Peligro. Puede provocar cancer. Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares
graves. Pedir instrucciones especiales antes del uso. No manipular la sustancia antes de haber
leido y comprendido todas las instrucciones de seguridad. EN CASO DE exposicion manifiesta o
presunta: Consultar a un médico. Llevar guantes/prendas/gafas/mascara de proteccién. Guardar

bajo llave. Eliminar el contenido/el recipiente de residuos.
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Material necesario pero no suministrado

« Microscopio de fluorescencia

« Micropipeta o pipeta Pasteur

« Pipetas serolégicas

¢ Cubeta para tincién (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 utilizacién diagnostica in vitro. Todos los componentes provenientes de seres humanos utilizados han
sido analizados en busca de HBsAg, HCV, HIV-1y 2 y HTLV-l 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 sédica (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 analisis 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

1. Diluya cada muestra de suero del paciente con el Diluyente Tamponado siguiendo las cantidades de
diluciéon recomendadas en la seccién Materiales proporcionados. 1:4 (0,1 ml suero + 0,3 ml diluyente)
0 1:10 (10 pl 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 incubacién 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. Saque una muestra de la camara de incubacién. 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 cdmara de incubacion. Incube la muestra 30 minutos a temperatura ambiente.
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11.

12.

13.

14.
15.

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
tincién llena de PBS durante 10 minutos. Si utiliza conjugado opcional sin contratinciéon (consulte los
componentes opcionales dentro de la seccién Materiales proporcionados), puede afiadir 2-3 gotas de
contratincion azul de Evans en la inmersién final. Repita la operacién para las muestras restantes.
NOTA: Si no sumerge las muestras adecuadamente podria existir un aumento de la fluorescencia de
fondo.

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 humeda.

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

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 perdera demasiada intensidad en la tincion si
estudia la muestra hasta 48 horas mas tarde. Las muestras deberian guardarse en un lugar oscuro a
2-8°C.

B. Determinacion final (titulacién)

Un suero que ha dado positivo en el analisis 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 reaccién positiva es la
titulacion. A continuacion se incluyen tablas para las diluciones de reconocimiento estandar:

Preparacion de diluciones en serie empezando por 1:4

Numere seis tubos del 1 al 6. Ailada 0,3 ml de Diluyente de Muestra en el tubo 1y 0,2 ml en los tubos 2 a
6. Apliqgue 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 0,1 ml
+

Diluyente tamponado 0,3 ml 0,2 mi 0,2 mi 0,2 mi
0,2ml 0,2ml

Preparacién 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 1y 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 0,1 ml
+
Diluyente tamponado 09 ml 0.2ml 02ml 02ml 02ml 0,2ml
= = = = =
Transferencia 02m 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.
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¢ Problemas con el sistema 6ptico del microscopio de fluorescencia. Por ejemplo, una alineacion
inadecuada, que la bombilla esté vieja y gastada, etc.
¢« Se hadejado 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 dilucién de reconocimiento, positivos con una titulacion superior o igual que la dilucién de reconocimiento
o, preferiblemente, positivos con una titulacién 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 analisis de inmunofluorescencia indirecta positivos asi como los resultados de
otros analisis de laboratorio y el estado clinico del paciente al realizar un diagnéstico.

Page 17 of 44



DE

Allgemeines Immunfluoreszenzassay-Verfahren
PRODUKTBEILAGE

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

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Diese Gebrauchsanweisung stellt ein allgemeines Protokoll fir die Verwendung von Substrat-Objekttragern
und Konjugaten, die fur indirekte Immunfluoreszenzstudien geeignet sind, bereit. Autoantikbrper 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 kénnen bei indirekten Immunfluoreszenz-Protokollen
verwendet werden. In solch einem Protokoll werden Patientenseren auf einem Substrat-Objekttrager
inkubiert, um das Binden von Antikérpern zu erméglichen. Alle nicht gebundenen Antikdrper werden durch
Spilen entfernt. Gebundene Antikdrper 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 ausgeristeten
Fluoreszenzmikroskop beobachtet. Das Vorhandensein von Antikérpern 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 héchsten Verdinnung, 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 fir die Verwendung mit Einzelkomponenten einschliel3lich der unten
aufgelisteten Produkt-Codes bereitgestellt. Die Substrat-Objekttrager sind neben dem Konjugat aufgelistet,
das fur die Erfassung von Autoantikdrpern auf dem speziellen Substrat geeignet ist.

Substrat-Objekttrager Konjugat Positivkontrolle Probenverdiinnung Probeninku
Beschreibung Beschreibung Beschreibung bationszeit*
2123 Primatennebenni 2099 Ziege anti-menschliches 2279 Nebennieren- 1:4 30 Minuten

eren- 19G FITC mit antikorper-
Objekttrager, 6 Gegenfarbstoff Evans Positivkontrolle
Vertiefungen Blau, 5ml
(primatenabsorbiert)
2124 Primatenspeichel 2099 Ziege anti-menschliches 2201 ANA, Homogene 1:10 30 Minuten
drisen- 19G FITC mit Kontrolle
Objekttrager, 6 Gegenfarbstoff Evans
Vertiefungen Blau, 5ml
(primatenabsorbiert)
2125-4 Primateneierstoc 2099 Ziege anti-menschliches 2206 Steroidale Zellen- 1:10 3 Stunden
k-Objekttrager, 4 19G FITC mit Antikorper-
Vertiefungen Gegenfarbstoff Evans Positivkontrolle
Blau, 5ml
(primatenabsorbiert)
2127 Primas 2099 or Ziege anti-menschliches 2201 ANA Homogene 1:10 30 Minuten
Hypophysen 2100 19G FITC mit Kontrolle
Rutsche, 6 Gegenfarbstoff Evans
Vertiefungen Blau, 5ml
(primatenabsorbiert)
2128 Primatenkleinhirn 2099 Ziege anti-menschliches 2280 Hu-Antikorper- 1:10 30 Minuten
-Objekttrager, 6 19G FITC mit Positivkontrolle
Vertiefungen Gegenfarbstoff Evans
Blau, 5ml
(primatenabsorbiert)
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2134 Primatenhuftnerv- | 2140 Ziege antimenschlicher 2209 MAG-Antikorper- 1:10 30 Minuten
Objekttrager, 6 IgM FITC mit Positivkontrolle
Vertiefungen Gegenfarbstoff Evans
Blau, 5ml
2147 Primatenspalthau 2099 Ziege anti-menschliches 2213 Interzellulare 1:10 30 Minuten
t-Objekttrager, 6 19G FITC mit und/oder Antikorper-
Vertiefungen Gegenfarbstoff Evans 2217 Positivkontrolle
Blau, 5ml und/oder BMZ-
(primatenabsorbiert) Antikorper-
Positivkontrolle
2148 Ratte Niere / 2100 Ziege anti-menschliches 2201, ANA (Homo ) 1:10 30 Minuten
Magen Slide, 8 19G FITC mit 2210 Positivkontrolle ,
Vertiefungen Gegenfarbstoff Evans AMA Positive
Blau, 5ml
(primatenabsorbiert)
2149 Primas Nerv/Rind 2140 Ziege antimenschlicher 2209 MAG-Antikorper- 1:10 30 Minuten
Nerven schieben, IgM FITC mit Positivkontrolle
6 Vertiefungen Gegenfarbstoff Evans
Blau, 5ml
2155 Primatendsophag 2100 Ziege anti-menschliches 2213 Interzellulare 1:10 30 Minuten
us-Objekttrager, (oder 19G FITC mit und/oder Antikorper-
6 Vertiefungen 2099) Gegenfarbstoff Evans 2217 Positivkontrolle
Blau, 5ml und/oder BMZ-
(primatenabsorbiert) Antikorper-
Positivkontrolle
2156 overgangs- 2100 Ziege anti-menschliches 2241 PNP Antikorper- 1:10 30 Minuten
epitheel- 19G FITC mit Positivkontrolle
Objekttrager 6 Gegenfarbstoff Evans
Vertiefungen Blau
2157 Primatenherzmus 2099 Ziege anti-menschliches 2235 Herz-/Skelettmuskel- 1:10 30 Minuten
kel-Objekttrager, 19G FITC mit Antikorper-
6 Vertiefungen Gegenfarbstoff Evans Positivkontrolle
Blau, 5ml
(primatenabsorbiert)
2158 Primatenskelettm 2099 Ziege anti-menschliches 2235 Herz-/Skelettmuskel- 1:10 30 Minuten
uskel- 19G FITC mit Antikorper-
Objekttrager, 6 Gegenfarbstoff Evans Positivkontrolle
Vertiefungen Blau, 5ml
(primatenabsorbiert)
2169 Maus Magen 2100 Ziege anti-menschliches 2201 ANA Homogene 1:10 30 Minuten
Objekttrager, 6 19G FITC mit Kontrolle
Vertiefungen Gegenfarbstoff Evans
Blau
2172 Ratte 2100 Ziege anti-menschliches 2201 ANA Homogene 1:10 30 Minuten
Skelettmuskulatur (oder 19G FITC mit Kontrolle
Objekttrager, 6 2099) Gegenfarbstoff Evans
Vertiefungen Blau, 5ml
(primatenabsorbiert)
2180 Primatenschilddr 2099 Ziege anti-menschliches 2239 Schilddrusen- 1:10 30 Minuten
tsen- 19G FITC mit /Mikrosomen-
Objekttrager, 6 Gegenfarbstoff Evans Antikorper-
Vertiefungen Blau, 5ml Positivkontrolle

(primatenabsorbiert)

* Die zweite Inkubation (Konjugatinkubation) betragt bei allen Féllen 30 Minuten.

Optionale Komponenten

2099

2100
2100x
2100x-8
2100-15
2100-15x
2107
2107x
2113
2113x
2113-15
2130

2130x

2130-15

Beschreibung

Primatenabsorbierte Ziege anti-menschlicher IgG FITC mit Gegenfarbstoff

Evans Blau

Ziege anti-menschliches IgG FITC mit Gegenfarbstoff Evans Blau

Ziege anti-menschliches IgG FITC ohne Gegenfarbstoff Evans Blau

Ziege anti-menschliches 1gG

Ziege anti-menschliches 1gG FITC mit Gegenfarbstoff Evans Blau

Ziege anti-menschliches IgG FITC ohne Gegenfarbstoff Evans Blau

Ziege anti-menschliches IgA FITC mit Gegenfarbstoff Evans Blau

Ziege anti-menschliches IgA FITC ohne Gegenfarbstoff Evans Blau

Ziege anti-menschliches polyvalentes FITC (IgG/IgA) mit Gegenfarbstoff Evans Blau
Ziege anti-menschliches polyvalentes FITC (IgG/IgA) ohne Gegenfarbstoff Evans Blau
Ziege anti-menschliches polyvalentes FITC (IgG/IgA) mit Gegenfarbstoff Evans Blau
Ziege anti-menschliches polyvalentes FITC (IgG/IgA/IgM) mit Gegenfarbstoff Evans
Blau

Ziege anti-menschliches polyvalentes FITC (IgG/IgA/IgM) ohne Gegenfarbstoff
Evans Blau

Ziege anti-menschliches polyvalentes FITC (IgG/IgA/lgM) mit Gegenfarbstoff
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2140
2140x

2200
2201
2206
2209
2210
2210-1
2210-50
2211
2212
2213

Evans Blau 15 ml
2130-15x Ziege anti-menschliches polyvalentes FITC (IgG/IgA/IgM) ohne Gegenfarbstoff
Evans Blau 15 ml
Ziege anti-menschliches IgM FITC mit Gegenfarbstoff Evans Blau 5 mi
Ziege anti-menschliches IgM FITC ohne Gegenfarbstoff Evans Blau 5mi
IFA-Negativkontrolle 0,5 ml
ANA Homogene Positivkontrolle 0,5 ml
antisteroidale Zellen-Positivkontrolle 0,5 mi
Anti-MAG-Positivkontrolle 0,5 ml
AMA-Positivkontrolle 0,5 ml
AMA-niedrige Titer positiv-Kontrolle 0,5ml
AMA-Positivkontrolle 50 ml
ASMA-Positivkontrolle 0,5ml
AGPA-Positivkontrolle 0,5 ml
Anti-IC-Positivkontrolle 0,5ml
Anti-IC-Positivkontrolle (Pemphigus vulgaris) 0,5 ml
Anti-IC-Positivkontrolle (Pemphigus foliaceus) 0,5ml
Anti-BMZ-Positivkontrolle (Pemphigoid) 0,5 mi
Anti-Herz-/ Skelettmuskel-Positivkontrolle 0,5 ml
Anti-Thyroid-/Mikrosomen-Positivkontrolle 0,5 ml
IgG FITC Konjugat mit Evans Blau 60 ml
Ribosomale P Positivkontrolle 0,5 ml
Anti-Nebennieren-Positivkontrolle 0,5ml
Anti-Hu-Positivkontrolle 0,5ml
Anti-Yo Positivkontrolle 0,5ml
PBS fur 1 Liter
Probenverdinnungsmittel 60 ml
Objekttrager-Deckglas (24x60 mm) Kastchen mit 12
Eindeckmedium-Tropfflaschchen 5ml
Eindeckmedium-Tropfflaschchen 60 ml
Gegenfarbstoff Evans Blau 1,0 ml

Auf Etiketten verwendete Symbole

PEN R=j=pars EEE

Chargennummer
Katalognummer

In vitro diagnostischer Gebrauch

Verwenden bis

Lagertemperatur

Finden Sie Anweisungen fur die Verwendung
Anzahl an Tests

Hersteller
Herstellungsdatum

*Gefahr. Kann Krebs erzeugen. Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen. Vor Gebrauch alle
Sicherheitshinweise lesen und verstehen. BEl Exposition oder falls betroffen: Arztlichen Rat
einholen/arztliche Hilfe hinzuziehen. Schutzhandschuhe/ Schutzkleidung/Augenschutz/Gesichtsschutz
tragen. Unter Verschluss aufbewahren. Unter Verschluss aufbewahren. Inhalt/Behélter im genehmigten
Abfallbeseitigung entsorgenGH-Einstufung.

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
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«-Behalter fur 1 Liter
«-Spritzflasche

« Papierhandtiicher

« Inkubationskammer

WARNUNGEN UND VORSICHTSMARNAHMEN

Fur in vitro diagnostischen Gebrauch. Alle verwendeten menschlichen Komponenten sind auf HbsAg, HCV,
HIV 1 und 2 und HTLV-I geprift und durch erforderliche Tests anhand FDA als negativ festgestellt worden.
Alle Humanserumproben und menschlichen Produkte sollten unabhangig 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 Flussigkeiten mit groRen 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

Fur dieses Verfahren sollten nur Serumproben verwendet werden. AuBerst hamolysierte, lipAmisch oder
mikrobisch verunreinigte Proben kénnen die Leistung dieses Tests beeintrachtigen und sollten nicht
verwendet werden. Die Proben bei 2- 8 °C flr 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

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

2. Die Substrat-Objekttrdger enthaltenden Beutel bei Raumtemperatur for 10-15 Minuten ins
Gleichgewicht bringen. Die Objekttrager sorgfaltig entfernen, ohne das Substrat zu berihren.

3. Die Objekttrager etikettieren und sie in einer Inkubationskammer zusammen mit mit Wasser
angefeuchteten Papierhandtiichern 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 gewabhrleistet ist) in die anderen Vertiefungen geben. Das Uberfiillen der Vertiefungen
vermeiden.

6. Den Deckel auf die Inkubationskammer platzieren und die Objekttrager bei Raumtemperatur geman
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 spllen oder im mit PBS gefiliten Becher
spulen. Keine Spritzflasche verwenden. Den Objekttrager unmittelbar in den Coplin-Becher Ubertragen
und 10 Minuten waschen. Den Vorgang mit allen verbleibenden Objekttragern wiederholen.

8. Objekttrager aus dem Coplin-Becher entnehmen. Die Kante des Objekttrdgers auf einem
Papierhandtuch blotten, um Ubermaflliges 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 Objekttrdger am Laschenende halten und in
einen Becher, der PBS enthdlt, eintauchen, um Uberzéhliges Konjugat zu entfernen. Den/die
Objekttrager fur 10 Minuten in einen Farbekasten mit PBS geben. Wenn optionales Konjugat ohne
Gegenfarbstoff verwendet wird (siehe optionale Komponenten im Abschnitt Bereitgestellte Materialien),
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kénnen 2-3 Tropfen Gegenfarbstoff Evans Blau zum endgiiltigen Waschen hinzugefiigt werden. Dies
fir die verbleibenden Objekttrager wiederholen. HINWEIS: Falsches Waschen kann zu erhdhter
Hintergrundfluoreszenz fihren.

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

13. Das Deckglas aufbringen, indem 3 Tropfen des Eindeckmediums gleichméaRig auf dem Deckglas
verteilt werden und das Deckglas tiber dem Objekttrager platziert wird. UbermaRige Druckausiibung
und eine seitliche Bewegung des Deckglases vermeiden.

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

15. Die spezifische Fluoreszenz unter einem Fluoreszenzmikroskop bei einer VergréR3erung von 200x oder

gréRer Uberprifen.
Die Objekttrager konnen 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 Verdinnungen durchfiihren, indem mit der
anfanglichen Screening-Verdinnung begonnen wird. Der reziproke Wert der hdchsten Verdlinnung, die
eine positive Reaktion produziert, ist der Titer. Tabellen fir Standard-Screening-Verdinnungen sind
nachfolgend aufgefihrt:

Vorbereitung von seriellen Verdiinnungen beginnend bei 1:4

Sechs Reagenzglaser 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 griindlich mischen. 0,2 ml von Reagenzglas 1 zu Reagenzglas 2 tbertragen
und grindlich mischen. Weiterhin 0,2 ml nach dem Mischen von einem Reagenzglas zum NA&chsten
Ubertragen, um die in der folgenden Tabelle angegebenen Verdunnungen hervorzubringen:

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

+
Gepuffertes
Verdinnungsmittel 0,3ml 02ml 02ml 02ml 02ml 0,2ml

=2 =2 =2 =2 =2

Ubertragung 02m 02ml 02ml 02ml 0,2ml
Endgiltige
Verdinnung 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 Reagenzgléaser 2 bis 6 hinzufiigen. Dann 0,1 ml des unverdiinnten Serums mit der Pipette
in Reagenzglas 1 geben und grindlich mischen. 0,2 ml von Reagenzglas 1 zu Reagenzglas 2 lbertragen
und grindlich mischen. Weiterhin 0,2 ml nach dem Mischen von einem Reagenzglas zum Nachsten
Ubertragen, um die in der folgenden Tabelle angegebenen Verdiinnungen hervorzubringen:

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

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

=g =g =g =g =g

Ubertragung 02m 02ml 02ml 0,2ml 0,2ml
Endgiltige
Verdlnnung 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 usw.
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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 dafiir sein:

e 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 Giberschritten hat, usw einschlief3en.

e  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-Verdinnung, positiv mit einem Titer groer oder gleich der Screening-Verdinnung oder
vorzugsweise positiv mit dem spezifischen Endpunkt-Titer berichtet. Labors missen Protokolle fur die
Verwendung dieser Materialien validieren und Techniker ausbilden, spezifische Fluoreszenzmuster, die fur
die verwendeten Materialien und die durchgefiihrten 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 I'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
systeme 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 I'association d'anticorps. Tous les anticorps qui ne sont pas associés
seront éliminés par ringage. Les anticorps associés de la classe IgA, IgG et/ou IgM, tels qu'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 aprés 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 c6té du conjugué approprié pour la détection des
anticorps sur le substrat spécifique.

Porte-objet Conjugué Contrble Positif Dilution de Temps
Description Description Description Spécimen d”ggﬂgﬁ::ﬁgn‘i&
2123 Porte-objet de 2099 Anticorps anti-IgG 2279 Contréle Positif 1:4 30 minutes
Glande humaine couplé a la Anticorps Anti
Surrénale de FITC de Chévre avec surrénale
Primate, 6 puits bleu d'Evans, 5ml
(adsorbé primate)
2124 Porte-objet de 2099 Anticorps anti-IgG 2201 Controle 1:10 30 minutes
Glande humaine couplé a la Homogene ANA
Salivaire de FITC de Chevre avec
Primate, 6 puits bleu d'Evans, 5ml
(adsorbé primate)
2125-4 Porte-objet 2099 Anticorps anti-IgG 2206 Contréle Positif 1:10 3 heures
d'Ovaire de humaine couplé a la d'Anticorps de
Primate, 4 puits FITC de Chévre avec Cellule Stéroide

bleu d'Evans, 5ml
(adsorbé primate)

2127 slide pituitaire 2099 or Anticorps anti-IgG 2201 ANA commande 1:10 30 minutes
Primate, 6 puits 2100 humaine couplé a la Homogeéne
FITC de Chevre avec
bleu d'Evans, 5ml
(adsorbé primate)
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2128 Porte-objet de 2099 Anticorps anti-IgG 2280 Contréle Positif 1:10 30 minutes
Cervelet de humaine couplé a la Anticorps Hu
Primate, 6 puits FITC de Chevre avec
bleu d'Evans, 5ml
(adsorbé primate)
2134 Porte-objet de 2140 Anticorps anti-igM 2209 Contréle Positif 1:10 30 minutes
Nerf Sciatique humaine couplé a la Anticorps MAG
de Primate, 6 FITC de Chevre avec
puits bleu d'Evans, 5ml
2147 Porte-objet de 2099 Anticorps anti-IgG 2213 Contréle Positif 1:10 30 minutes
Peau de humaine couplé a la et/ou Anticorps
Primate, 6 puits FITC de Chévre avec 2217 Intercellulaire
bleu d'Evans, 5ml et/ou Controle
(adsorbé primate) Positif Anticorps
BMZ
2148 Reins / 2100 Anticorps anti-IgG 2201, ANA (Homo) 1:10 30 minutes
Estomac Rat humaine couplé a la 2210 contrdle positif,
Slide, 8 puits FITC de Chevre avec AMA controle
bleu d'Evans, 5ml positif
(adsorbé primate)
2149 Primate 2140 Anticorps anti-lgM 2209 Contréle Positif 1:10 30 minutes
nerf/Bovine nerf humaine couplé a la Anticorps MAG
Slide, 6 puits FITC de Chévre avec
bleu d'Evans, 5ml
2155 Porte-objets 2100 (ou Anticorps anti-IgG 2213 Contréle Positif 1:10 30 minutes
d'cesophage de 2199) humaine couplé a la et/ou Anticorps
Primate, 6 puits FITC de Chevre avec 2217 Intercellulaire
bleu d'Evans, 5ml et/ou Contréle
(adsorbé primate) Positif Anticorps
BMZ
2156 Porte-objets 2100 Anticorps anti-IgG 2241 Contréle Positif 1:10 30 minutes
d'épithélium de humaine couplé a la PNP
transition FITC de Chevre avec
contre-colorant bleu
d'Evans
2157 Porte-objet de 2099 Anticorps anti-IgG 2235 Contréle Positif 1:10 30 minutes
Muscle de humaine couplé a la Anticorps Muscle
Cceur, 6 puits FITC de Chevre avec de Cceur/
bleu d'Evans, 5ml Squelette
(adsorbé primate)
2158 Porte-objet de 2099 Anticorps anti-IgG 2235 Contréle Positif 1:10 30 minutes
Muscle de humaine couplé a la Anticorps Muscle
Squelette de FITC de Chévre avec de Cceeur /
Primate, 6 puits bleu d'Evans, 5ml Squelette
(adsorbé primate)
2169 Porte-objet de 2100 Anticorps anti-IgG 2201 ANA commande 1:10 30 minutes
estomac de humaine couplé a la Homogeéne
souris 6 puits FITC de Chévre avec
contre-colorant bleu
d'Evans
2172 Porte-objet de 2100 (ou Anticorps anti-IgG 2201 ANA commande 1:10 30 minutes
muscle 2199) humaine couplé a la Homogéne
squelettique du FITC de Chévre avec
rat 6 puits bleu d'Evans, 5ml
(adsorbé primate)
2180 Porte-objet de 2099 Anticorps anti-IgG 2239 Contréle Positif 1:10 30 minutes
Thyroide de humaine couplé a la Anticorps de
Primate, 6 puits FITC de Chévre avec Thyroide /
bleu d'Evans, 5ml Microsomal

(adsorbé primate)

* La seconde incubation (incubation de conjugué) est de 30 minutes dans tous les cas.

Composants Optionnels

2099
2100

2100x

Description

Anticorps anti-lgG humaine couplé a la FITC de Chévre avec contre-colorant

bleu d'Evans adsorbé primate

Anticorps anti-lgG humaine couplé a la FITC de Chévre avec contre-colorant bleu

d'Evans

Anticorps anti-IgG humaine couplé a la FITC de Chévre sans contre-colorant bleu
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2100x-8
2100-15

2100-15x

2107

2107x

2113

2113x

2113-15

2130

2130x

2130-15

2130-15x

2140

2140x

2200
2201
2206
2209
2210
2210-1
2210-50
2211
2212
2213
2214
2216
2217
2235
2243
2261
2239
2279
2280
2281
2301
2302
2500
2505
2506
2510*

d'Evans

Anticorps anti-IlgG humaine couplé a la FITC

Anticorps anti-IgG humaine couplé a la FITC de Chévre avec contre-colorant bleu
d'Evans

Anticorps anti-lgG humaine couplé a la FITC de Chévre sans contre-colorant bleu
d'Evans

Anticorps anti-lgA humaine couplé a la FITC de Chevre avec contre-colorant bleu
d'Evans

Anticorps anti-IgA humaine couplé a la FITC de Chévre sans contre-colorant bleu
d'Evans

Anticorps anti-humain polyvalent (IgG/IgA) couplé a la FITC de Chéevre avec
contre-colorant bleu d'Evans

Anticorps anti-humain polyvalent (IgG/IgA) couplé a la FITC de Chévre sans
contre-colorant bleu d'Evans

Anticorps anti-humain polyvalent (IgG/IgA) couplé a la FITC de Chévre avec
contre-colorant bleu d'Evans

Anticorps anti-humain polyvalent (IgG/IgA/IgM) couplé a la FITC de Chévre avec
contre-colorant bleu d'Evans

Anticorps anti-humain polyvalent (IgG/IgA/IlgM) couplé a la FITC de Chévre sans
contre-colorant bleu d'Evans

Anticorps anti-humain polyvalent (IgG/IgA/IlgM) couplé a la FITC de Chévre avec
contre-colorant bleu d'Evans

Anticorps anti-humain polyvalent (IgG/IgA/IgM) couplé a la FITC de Chévre sans
contre-colorant bleu d'Evans

Anticorps anti-lgM humaine couplé & la FITC de Chévre avec contre-colorant bleu
d'Evans

Anticorps anti-lgM humaine couplé a la FITC de Chévre sans contre-colorant bleu
d'Evans

Contr6le Négatif IFA

Contrdle Positif Homogene ANA

Contréle Positif Cellule anti Stéroide

Contréle Positif anti-MAG

Contrdle Positif AMA

Faible titre AMA contr6le positif

Contrdle Positif AMA

Contrdle Positif ASMA

Contrbdle Positif AGPA

Contrble Positif anti-IC

Contrdle Positif anti-IC (pemphigus vulgaris)
Contrdle Positif anti-IC (pemphigus foliaceus)
Contrdle Positif anti-BMZ (pemphigoide)
Contrdle Positif Muscle Cceur/Squelette
Conjugué IgG FITC avec Evans Blue

Controle Positif Ribosomal P

Contrble Positif anti Thyroide/Microsomal
Contr6le Positif anti Surrénale

Contrdle Positif anti-Hu

Contrdle Positif anti-Yo

PBS

Diluant pour Echantillon

Lamelle couvre-objet pour Porte-objet de Microscope (24x60mm)
Fiole Compte-Gouttes pour Milieu de Montage
Fiole Compte-Gouttes pour Milieu de Montage
Contre-colorant Bleu d'Evans

Symboles utilisés sur les étiquettes :
Numéro de Lot
Numéro catalogue
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15ml
15ml
5ml
5ml
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15ml
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0.5ml
0.5ml
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0.5ml
0.5ml
0,5ml
50ml
0.5ml
0.5ml
0.5ml
0.5ml
0.5ml
0.5ml
0.5ml
60ml
0.5ml
0.5ml
0.5ml
0.5ml
0.5ml
pour 1 litre
60ml
boite de 12
5ml
60ml
1.0ml



Utilisation a diagnostic in vitro

A utiliser avant

Température de stockage
Consulter les instructions d’emploi
Nombre de tests

Fabricant

Date de fabrication

& LR<g-~c[g ?

*Danger. Peut provoquer le cancer. Se procurer les instructions avant utilisation. Ne pas
manipuler avant d'avoir lu et compris toutes les précautions de sécurité. Ne pas respirer les
poussieres/fumées/gaz/brouillards/vapeurs/ aerosols. EN CAS d’exposition prouvée ou suspectée:
consulter un médecin. Porter des gants de protection/des vétements de protection/un équipement
de protection des yeux/ du visage. Garder sous clef. Eliminer le contenu/récipient dans
I'élimination des déchets approuvée

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 conservation pendant une période plus longue, le sérum doit étre congelé a -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 pl de diluant).
Ne pas diluer les Controles 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.
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10.

11.

12.

13.

14.
15.

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

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

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.
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.
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 a
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.

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'exces 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.

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

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

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 l'opération pour les porte-objets restants.
REMARQUE : Un lavage non effectué correctement peut causer une augmentation de la fluorescence
de fond.

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

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

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

Rechercher une fluorescence spécifigue a l'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 fagon plus approfondie en suivant les étapes 5
a 13 pour déterminer le titre. Réaliser des dilutions progressives de raison 2 en commengcant 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 & 6. Ajouter 0.3 ml de Diluant d'Echantillon au tube 1 et 0.2 ml aux tubes 2 a 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 apres avoir mélangé pour obtenir les dilutions mentionnées dans le tableau suivant :

Tubes 1 2 3 4 5 6
Sérum 0.1 ml
+
Diluant Tampon 03ml 02ml 02ml 02ml 02ml 02ml
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.
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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 a 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
apres avoir mélangé pour obtenir les dilutions mentionnées dans le tableau suivant :

Tubes 1 2 3 4 5 6
Sérum 0.1ml
+
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 Controle Positif ainsi qu'un Controle Négatif doivent étre inclus avec chaque exécution du test. Le

controle négatif ne doit pas afficher de fluorescence spécifique. Le laboratoire doit déterminer les

caractéristiques de performance appropriées du Controle 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 controles, cela peut étre du a :

*  Turbidité. Jeter la solution et utiliser un autre controle

« Problémes liés au systeme optique du microscope a fluorescence. Il se peut que l'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 I'uso forniscono un protocollo generale per l'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

I 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 puo essere dimostrata da una fluorescenza color verde mela di specifiche strutture istologiche nel
substrato. Il titolo pud essere determinato mediante diluizioni seriali del campione. Il titolo € il reciproco
della maggior diluizione che produce una reazione positiva.!

INFORMAZIONI SUL PRODOTTO

Conservazione e preparazione

Conservare tutti i reagenti a 2-8 °C. | reagenti sono pronti per I'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 dei Tempo di
Descrizione Descrizione Descrizione campioni |nc;abrs‘z)li%rgltz:1el
2123 Vetrino con 2099 Anticorpi anti-lgG umane di 2279 Controllo positivo 1:4 30 minuti
ghiandola capra coniugati con FITC, anticorpi anti-
surrenale di colorazione di contrasto blu surrenali
primate, 6 pozzetti di Evans, 5 ml (assorbiti su
primate)
2124 Vetrino con 2099 Anticorpi anti-lgG umane di 2201 Controllo 1:10 30 minuti
ghiandola salivare capra coniugati con FITC, omogeneo ANA
di primate, 6 colorazione di contrasto blu
pozzetti di Evans, 5 ml (assorbiti su
primate)
2125-4 Vetrino con ovaio 2099 Anticorpi anti-lgG umane di 2206 Controllo positivo 1:10 3ore
di primate, 4 capra coniugati con FITC, anticorpi anti-
pozzetti colorazione di contrasto blu cellule steroidee
di Evans, 5 ml (assorbiti su
primate)
2127 Primate scivolo 2099 or Anticorpi anti-lgG umane di 2201 ANA di controllo 1:10 30 minuti
pituitaria , 6 2100 capra coniugati con FITC, omogeneo
pozzetti colorazione di contrasto blu
di Evans, 5 ml (assorbiti su
primate)
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2128 Vetrino con 2099 Anticorpi anti-lgG umane di 2280 Controllo positivo 1:10 30 minuti
cervelletto di capra coniugati con FITC, anticorpi anti-Hu
primate, 6 pozzetti colorazione di contrasto blu
di Evans, 5 ml (assorbiti su
primate)
2134 Vetrino con nervo 2140 Anticorpi anti-lgM umane di 2209 Controllo positivo 1:10 30 minuti
sciatico di primate, capra coniugati con FITC, anticorpi anti-MAG
6 pozzetti colorazione di contrasto blu
di Evans, 5 ml
2147 Vetrino con sezioni 2099 Anticorpi anti-lgG umane di 2213 Controllo positivo 1:10 30 minuti
di cute di primate, capra coniugati con FITC, elo anticorpi
6 pozzetti colorazione di contrasto blu 2217 intercellulari e/o
di Evans, 5 ml (assorbiti su controllo positivo
primate) anticorpi anti-BMZ
2148 Rat scorrere rene / 2100 Anticorpi anti-lgG umane di 2201, ANA (Homo) 1:10 30 minuti
stomaco , 8 capra coniugati con FITC, 2210 controllo positivo ,
pozzetti colorazione di contrasto blu AMA controllo
di Evans, 5 ml (assorbiti su positivo
primate)
2149 Primate del 2140 Anticorpi anti-lgM umane di 2209 Controllo positivo 1:10 30 minuti
nervo/bovino nervo capra coniugati con FITC, anticorpi anti-MAG
Slide, 6 pozzetti colorazione di contrasto blu
di Evans, 5 ml
2155 Vetrino con 2100 (o Anticorpi anti-lgG umane di 2213 Controllo positivo 1:10 30 minuti
esofago di primate, 2199) capra coniugati con FITC, elo anticorpi
6 pozzetti colorazione di contrasto blu 2217 intercellulari e/o
di Evans, 5 ml (assorbiti su controllo positivo
primate) anticorpi anti-BMZ
2156 Vetrino con epitelio 2100 Anticorpi anti-lgG umane di 2241 Controllo positivo 1:10 30 minuti
di transizione 6 capra coniugati con FITC, anticorpi anti- PNP
pozzetti colorazione di contrasto blu
di Evans
2157 Vetrino con 2099 Anticorpi anti-lgG umane di 2235 Controllo positivo 1:10 30 minuti
muscolo cardiaco capra coniugati con FITC, anticorpi anti-
di primate, 6 colorazione di contrasto blu muscolo
pozzetti di Evans, 5 ml (assorbiti su cardiaco/scheletric
primate) o
2158 Vetrino con 2099 Anticorpi anti-lgG umane di 2235 Controllo positivo 1:10 30 minuti
muscolo capra coniugati con FITC, anticorpi anti-
scheletrico di colorazione di contrasto blu muscolo
primate, 6 pozzetti di Evans, 5 ml (assorbiti su cardiaco/scheletric
primate) o
2169 Vetrino con 2100 Anticorpi anti-lgG umane di 2201 ANA di controllo 1:10 30 minuti
stomaco del capra coniugati con FITC, omogeneo
mouse, 6 pozzetti colorazione di contrasto blu
di Evans
2172 Vetrino con 2100 (o Anticorpi anti-lgG umane di 2201 ANA di controllo 1:10 30 minuti
muscolo 2199) capra coniugati con FITC, omogeneo
scheletrico del colorazione di contrasto blu
ratto, 6 pozzetti di Evans, 5 ml (assorbiti su
primate)
2180 Vetrino con tiroide 2099 Anticorpi anti-lgG umane di 2239 Controllo positivo 1:10 30 minuti
di primate, 6 capra coniugati con FITC, anticorpi anti-
pozzetti colorazione di contrasto blu tiroidei/microsomali
di Evans, 5 ml (assorbiti su
primate)
* In tutti i casi, la seconda incubazione (incubazione del coniugato) & di 30 minuti.
Componenti opzionali
Descrizione um
2099 Anticorpi anti-lgG 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, 5ml
2100x Anticorpi anti-IlgG umane di capra coniugati con FITC, senza colorazione di contrasto
blu di Evans, 5 ml
2100x-8  Anticorpi anti-lgG umane di capra coniugati con FITC, 8mi
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2100-15

2100-15x

2107

2107x

2113

2113x

2113-15

2130

2130x

2130-15

2130-15x

2140

2140x

2200
2201
2206
2209
2210
2210-1
2210-50
2211
2212
2213
2214
2216
2217
2235
2239
2243
2261
2279
2280
2281
2301
2302
2500
2505
2506
2510

Anticorpi anti-lgG umane di capra coniugati con FITC, colorazione di contrasto blu

di Evans, 5ml
Anticorpi anti-lgG umane di capra coniugati con FITC, senza colorazione di contrasto

blu di Evans, 15 ml
Anticorpi anti-IlgA umane di capra coniugati con FITC, colorazione di contrasto blu

di Evans, 5ml
Anticorpi anti-IgA umane di capra coniugati con FITC, senza colorazione di contrasto

blu di Evans, 5ml
Anticorpi polivalenti (IgG/IgA) anti-umani di capra coniugati con FITC, colorazione di

contrasto blu di Evans 15 ml
Anticorpi polivalenti (IgG/IgA) anti-umani di capra coniugati con FITC, senza colorazione

di contrasto blu di Evans 5ml
Anticorpi polivalenti (IgG/IgA) anti-umani di capra coniugati con FITC, colorazione

di contrasto blu di Evans 15 ml
Anticorpi polivalenti (IgG/IgA/IgM) anti-umani di capra coniugati con FITC, colorazione

di contrasto blu di Evans 5ml
Anticorpi polivalenti (IgG/IgA/IgM) anti-umani di capra coniugati con FITC, senza

colorazione di contrasto blu di Evans 5ml
Anticorpi polivalenti (IgG/IgA/IgM) anti-umani di capra coniugati con FITC, colorazione

di contrasto blu di Evans 15 ml
Anticorpi polivalenti (IgG/IgA/IgM) anti-umani di capra coniugati con FITC, senza

colorazione dicontrasto blu di Evans 15 ml
Anticorpi anti-lgM umane di capra coniugati con FITC, colorazione di contrasto blu

di Evans, 5mi
Anticorpi anti-lgM umane di capra coniugati con FITC, senza colorazione di contrasto

blu di Evans, 5ml
Controllo Negativo IFA 0,5 ml
Controllo positivo omogeneo ANA 0,5ml
Controllo positivo anticorpi anti-cellule steroidee 0,5ml
Controllo positivo anticorpi anti-MAG 0,5ml
Controllo positiva AMA 0,5ml
Controllo positive AMA a basso titolo 0,5ml
Controllo positiva AMA 50 ml
Controllo positivo anticorpi anti-ASMA 0,5ml
Controllo positivo anticorpi anti-AGPA 0,5 ml
Controllo positivo anticorpi anti-IC 0,5ml
Controllo positivo anticorpi anti-IC (pemfigo volgare) 0,5 ml
Controllo positivo anticorpi anti-IC (pemfigo foliaceo) 0,5 ml
Controllo positivo anticorpi anti-BMZ (pemfigoide) 0,5 ml
Controllo positivo anticorpi anti-muscolo cardiaco/scheletrico 0,5 ml
Controllo positivo anticorpi anti-tiroidei/microsomali 0,5 ml
IgG FITC coniugato con Blu di Evans 60 ml
Controllo positivo di ribosomal p 0,5ml
Controllo positivo anticorpi anti-surrenali 0,5ml
Controllo positivo anticorpi anti-Hu 0,5ml
Controllo positivo anticorpi anti-Yo 0,5 ml
PBS per 1 litro
Diluente per campioni 60 ml
Vetrini coprioggetto per microscopio (24 x 60 mm) confezione da 12
Flaconcino contagocce per mezzo di montaggio 5 mi
Flaconcino contagocce per mezzo di montaggio 60 ml
Colorazione di contrasto blu di Evans 1,0 ml

Simboli usati sulle etichette:
Codice del lotto
Numero di catalogo
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Per uso diagnostico in vitro
Utilizzare entro

Temperatura di conservazione
Consultare le istruzioni per I'uso
Numero di test

Fabbricante

Data di fabbricazione

Sredh~wg -

*Pericolo. Puo provocare il cancro. Procurarsi istruzioni specifiche prima dell’'uso. Non manipolare
prima di avere letto e compreso tutte le avvertenze. IN CASO di esposizione o di possibile
esposizione, consultare un medico. Indossare guanti/indumenti protettivi/Proteggere gli occhifil
viso. Conservare sotto chiave. Smaltire il prodotto/recipiente nello smaltimento dei rifiuti
approvato.

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

e Spruzzetta

« Carta assorbente

* 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) pud 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 puo 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 I'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.
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10.
11.

12.

13.

14.
15.

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.

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.

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.

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.

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.

Ripetere i passaggi 7 e 8 per ogni vetrino.

Rimettere il coperchio sulla camera di incubazione. Incubare per 30 minuti a temperatura ambiente.
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 pud aumentare la fluorescenza di fondo.

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.

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.

Ripetere i passaggi 12 e 13 per ogni vetrino.

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.

B. Determinazione dell'endpoint (titolazione)

Un siero positivo al test di screening pud 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 0,2ml 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
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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 ml
+
Diluente tamponato 09ml 02ml 02ml 02ml 02ml 0,2ml
2 2 2 2 2
Trasferire 02m 02ml 02ml 0,2ml 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, cido 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 esequiti.

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.

Page 35 of 44



PT

Método Geral do Ensaio de Imunofluorescéncia
FOLHETO DO PRODUTO

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

RESUMO E EXPLICACAO

Estas instrucdes 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 secgdes de tecido e em substratos de culturas de células, utilizando um sistema conjugado FITC. O
principio do procedimento é descrito na secgdo 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 nao ligados sdo removidos por lavagem. Os anticorpos ligados das classes
IgA, 1gG e/ou IgM, conforme determinado pelo conjugado utilizado, séo detectados através da incubacgdo do
substrato com conjugado anti-humano marcado com fluoresceina. As reaccdes sdo observadas por um
microscopio de fluorescéncia, equipado com filtros apropriados. A presenca de anticorpos pode ser
demonstrada por uma fluorescéncia verde-macé 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 reacgao positiva € a titragem.!

INFORMACAO SOBRE O PRODUTO

Armazenamento e preparagéo

Armazenar todos os reagentes a 2-8°C. Os reagentes estdo prontos a utilizar apds ficarem a temperatura
ambiente.

Materiais

Estas instru¢@es destinam-se a ser utilizadas com componentes individuais, incluindo os cédigos de produtos
listados em seguida. As laminas do substrato séo listadas ao lado do conjugado apropriado para a detecgéo
de autoanticorpos no substrato especifico.

Lamina de Substrato Conjugado Controlo Positivo Diluicdo da Tempo de
Descrigéo Descrigéo Descrigéo Amostra In(;unlqlgts;;’-lrg*da
2123 Lamina de Glandula 2099 1gG anti-humana de 2279 Controlo Positivo 1:4 30 minutos

Adrenal de Primata, 6 cabra, marcada com Anticorpo Anti-
pocos FITC, com Corante Azul Adrenal
de Evans, 5ml

(adsorvido de primata)

2124 Lamina de Glandula 2099 1gG anti-humana de 2201 Controlo 1:10 30 minutos
Salivar de Primata, 6 cabra, marcada com Homogéneo ANA
pogos FITC, com Corante Azul

de Evans, 5ml
(adsorvido de primata)

2125-4 Lamina de Ovario de 2099 1gG anti-humana de 2206 Controlo Positivo 1:10 3 horas
Primata, 4 pocos cabra, marcada com Anticorpos Células
FITC, com Corante Azul Esteroidais

de Evans, 5ml
(adsorvido de primata)
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2127 Primata pituitéria slide, 2099 or 1gG anti-humana de 2201 ANA controle 1:10 30 minutos
6 pogos 2100 cabra, marcada com Homogéneos
FITC, com Corante Azul
de Evans, 5ml
(adsorvido de primata)
2128 Lamina de Cerebelo 2099 1gG anti-humana de 2280 Controlo Positivo 1:10 30 minutos
de Primata, 6 pocos cabra, marcada com Anticorpo Hu
FITC, com Corante Azul
de Evans, 5ml
(adsorvido de primata)
2134 Lamina de Nervo 2140 IgM de cabra anti- 2209 Controlo Positivo 1:10 30 minutos
Ciatico de Primata, 6 humano com Corante Anticorpo MAG
pogos de Azul de Evans, 5ml
2147 Lamina de Split Skin 2099 1gG anti-humana de 2213 Controlo Positivo 1:10 30 minutos
de Primata, 6 pogos cabra, marcada com elou Anticorpos
FITC, com Corante Azul 2217 Intercelulares e/ou
de Evans, 5ml Controlo Positivo
(adsorvido de primata) Anticorpos BMZ
2148 Rat Deslize rim / 2100 1gG anti-humana de 2201, ANA (Homo ) 1:10 30 minutos
estdmago , 8 pogos cabra, marcada com 2210 Controlo Positivo ,
FITC, com Corante Azul AMA Controle
de Evans, 5ml Positivo
(adsorvido de primata)
2149 Primata bovina/nervo 2140 IgM de cabra anti- 2209 Controlo Positivo 1:10 30 minutos
nervo deslize, 6 pogos humano com Corante Anticorpo MAG
de Azul de Evans, 5ml
2155 Lamina de Eséfago de 2100 (ou 1gG anti-humana de 2213 Controlo Positivo 1:10 30 minutos
Primata, 6 pocos 2199) cabra, marcada com elou Anticorpos
FITC, com Corante Azul 2217 Intercelulares e/ou
de Evans, 5ml Controlo Positivo
(adsorvido de primata) Anticorpos BMZ
2156 Lamina de epitélio de 2100 1gG anti-humana de 2241 Controlo Positivo 1:10 30 minutos
transicao Primata, 4 cabra, marcada com
pogos FITC, com Corante Azul
de Evans
2157 Lamina de Musculo 2099 1gG anti-humana de 2235 Controlo Positivo 1:10 30 minutos
Cardiaco de Primata, cabra, marcada com Anticorpos Musculo
6 pocos FITC, com Corante Azul Cardiaco/Esquelétic
de Evans, 5ml o
(adsorvido de primata)
2158 Lamina de Musculo 2099 1gG anti-humana de 2235 Controlo Positivo 1:10 30 minutos
Esquelético de cabra, marcada com Anticorpos Musculo
Primata, 6 pocos FITC, com Corante Azul Cardiaco/Esquelétic
de Evans, 5ml o
(adsorvido de primata)
2169 Lamina de estdmago 2100 1gG anti-humana de 2201 ANA controle 1:10 30 minutos
de rato, 6 pogos cabra, marcada com Homogéneos
FITC, com Corante Azul
de Evans
2172 Lamina de estdmago 2100 (ou 1gG anti-humana de 2201 ANA controle 1:10 30 minutos
de rato, 6 pogos 2199) cabra, marcada com Homogéneos
FITC, com Corante Azul
de Evans, 5ml
(adsorvido de primata)
2180 Lamina de Tirdide de 2099 1gG anti-humana de 2239 Controlo Positivo 1:10 30 minutos

Primata, 6 pocos

cabra, marcada com
FITC, com Corante Azul
de Evans, 5ml
(adsorvido de primata)

Anticorpo
Microssomal/Tiréide

* A segunda incubagéo (incubacgédo do conjugado) €, em todos os casos, de 30 minutos.
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Componentes opcionais

2099
2100
2100x
2100x-8
2100-15
2100-15x
2107
2107x
2113
2113x
2113-15
2130
2130x
2130-15
2130-15x
2140
2140x

2200
2201
2206
2209
2210
2210-1
2210-50
2211
2212
2213
2214
2216
2217

Descricéo

IgG de cabra anti-humano adsorvido de primata FITC com Corante Azul de Evans
IgG anti-humana de cabra, marcada com FITC, com Corante Azul de Evans

IgG anti-humana de cabra, marcada com FITC, sem Corante Azul de Evans

IgG anti-humana de cabra, marcada com FITC

IgG anti-humana de cabra, marcada com FITC, com Corante Azul de Evans

IgG anti-humana de cabra, marcada com FITC, sem Corante Azul de Evans

IgA anti-humana de cabra, marcada com FITC, com Corante Azul de Evans

IgA anti-humana de cabra, marcada com FITC, sem Corante Azul de Evans

FITC de cabra anti-humano polivalente (IgG/IgA) com Corante Azul de Evans
FITC de cabra anti-humano polivalente (IgG/IgA) sem Corante Azul de Evans
FITC de cabra anti-humano polivalente (IgG/IgA) com Corante Azul de Evans
FITC de cabra anti-humano polivalente (IgG/IgA/IgM) com Corante Azul de Evans
FITC de cabra anti-humano polivalente (IgG/IgA/IgM) sem Corante Azul de Evans
FITC de cabra anti-humano polivalente (IgG/IgA/IgM) com Corante Azul de Evans
FITC de cabra anti-humano polivalente (IgG/IgA/IgM) sem Corante Azul de Evans
IgM de cabra anti-humano FITC com Corante Azul de Evans

IgM de cabra anti-humano FITC sem Corante Azul de Evans

Controlo Negativo IFA

Controlo Positivo Homogéneo ANA

Controlo Positivo Anti-Células Esteroidais
Controlo Positivo Anti-MAG

Controlo Positivo AMA

Controlo de AMA positivo baixo titulo

Controlo Positivo AMA

Controlo Positivo ASMA

Controlo Positivo AGPA

Controlo Positivo anti-IC

Controlo Positivo anti-IC (pemphigus vulgaris)
Controlo Positivo anti-IC (pemphigus foliaceus)
Controlo Positivo anti-BMZ (penfigoide)
Controlo Positivo anti-s Mlsculo Cardiaco/Esquelético
Controlo Positivo anti-Microssomal/Tir6ide

IgG FITC Conjugado com Evans Azul

Controlo Positivo de ribosomal P

Controlo Positivo Anti-Adrenal

Controlo Positivo Anti-Hu

Controlo Positivo Anti-Yo

PBS

Diluente da Amostra

Cobertura de Vidro de Laminas de Microscopia (24x60mm)
Ampola Conta-Gotas Meio de Montagem
Ampola Conta-Gotas Meio de Montagem
Corante Azul de Evans

Simbolos utilizados nos rotulos:

LOT| Numero de lote

Namero de catalogo

Utilizagao diagndstica in vitro

Utilizac&o por

&
/ﬂ/ Temperatura de armazenamento
13

Consulte as instrugdes de utilizagdo
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UM
5ml
5ml
5ml
8ml
15ml
15ml
5ml
5ml
5ml
5ml
15ml
5ml
5ml
15ml
15ml
5ml
5ml

0,5ml
0,5ml
0,5ml
0,5ml
0,5ml
0,5ml
50mi
0,5ml
0,5ml
0,5ml
0,5ml
0,5ml
0,5ml
0,5ml
0,5ml
60ml
0,5ml
0,5ml
0,5ml
0,5ml
para 1 litro
60ml
caixa de 12
5ml
60ml
1,0ml



Numero de testes
Fabricante

Data de fabricacao

©LE g .

*Perigo. Pode provocar cancro. Pedir instrugdes especificas antes da utilizacdo. Nao manuseie o
produto antes de ter lido e percebido todas as precauc¢fes de seguranca. EM CASO DE exposicdo ou
suspeita de exposicdo: consulte um médico. Usar luvas de proteccio/vestuario de
proteccéo/protecgdo ocular/protecgdo facial. Armazenar em local fechado a chave. Armazenar em
local fechado a chave. Eliminar o contetido/recipiente em eliminac&o de residuos aprovada.

Material necessario mas néo fornecido

« Microscopio de fluorescéncia

« Micropipeta ou pipeta Pasteur

« Pipetas sorolégicas

« Prato de coloragéo (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 incubacéo

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,
distribuic&o e eliminacdo destes materiais.?

ADVERTENCIA — A azida sédica (NaN3) pode reagir com o chumbo e o cobre das canalizacdes, formando
azidas de metal altamente explosivas. Aquando da elimin¢éo dos liquidos, lave com dgua abundante, a fim de
prevenir a formacgado de azidas. A azida sddica pode ser tdxica se ingerida. No caso de ingestdo, comunicar de
imediato o incidente ao director do laboratdrio ou ao centro de controlo de venenos.

COLHEITA E PREPARACAO 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 diluicdo recomendada na
sec¢do Materiais Fornecidos. 1:4 (0,1 ml soro + 0,3 ml diluente) ou 1:10 (10 pl soro + 90 pl diluente). Nao
diluir os Controlos Positivo ou Negativo a utilizar. Guardar o soro ndo diluido para determinar as titragens
de anticorpos, caso os resultados dos testes de rastreio sejam positivos.

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

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

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

5. 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 pocos.
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10.
11.

12.

13.

14.
15.

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

Remover uma lamina da cdmara de incubacao. 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 lamina 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 0os passos 7 e 8 para cada lamina.

Substituir a tampa da camara de incubagéo. 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 laminas num prato de coloracéo
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 lamina 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 presséo indevida e impedir o movimento lateral da lamela.

Repetir 0s passos 12 e 13 para cada lamina.

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

As laminas podem ser analisadas assim que forem preparadas. No entanto, devido a presenca de um
agente anti-descoloragdo no meio de montagem, ndo ocorre perda significativa da intensidade de
coloragédo 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 diluicdes seriadas em duplicado, comec¢ando na diluicdo de rastreio inicial. A
reciproca da maior diluicdo que produzir uma reac¢do positiva é a titragem. S8o seguidamente fornecidas
tabelas das diluicdes de rastreio padréo.

Preparacédo das diluicBes 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 nao 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 dilui¢des ilustradas na tabela seguinte:

Tubos 1 2 3 4 5 6
Soro 0,1 ml
+
Diluente Tamponado 0,3ml 0,2ml 02ml 02ml 02ml 0,2ml
= = = = =
Transferéncia 02m 02ml 02ml 0,2ml 0,2ml
Diluicéo final 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 etc.

Preparacéo 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 nédo 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 ap6s a mistura, para
produzir as dilui¢cdes ilustradas na tabela seguinte:
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Tubos 1 2 3 4 5 6
Soro 0,1 ml
+
Diluente Tamponado 09ml 02ml 02ml 02ml 02ml 0,2ml
= = = = =
Transferéncia 02m 02ml 02ml 02ml 02ml
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 ndo forem obtidos os resultados previstos, o teste deve ser repetido. Se continuarem a ocorrer resultados

inadequados com os controlos, estes podem ser devidos a:

*  Turvacgéo. Eliminar e utilizar outro controlo.

 Problemas com o sistema 6ptico do microscopio de fluorescéncia. Estes podem incluir o alinhamento
inadequado, lampada para além da expectativa de vida (til, etc.

«  Permitir que a ldmina 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 & diluicdo de rastreio ou,
preferencialmente, positivos com uma titragem final especifica. Os laboratérios devem validar protocolos para
a utilizacdo destes materiais e formar os técnicos, de modo a lerem os padrfes de fluorescéncia especificos
adequados aos materiais utilizados e ao teste efectuado.

LIMITACAO 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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