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ol m mCO Anti-native DNA (nDNA) Antibody Test

Crithidia luciliee Substrate

For in vitro Diagnsotic Use

PRODUCT INSERT
1106 48 Determination
1106-2 96 Determination
1106-6 120 Determination

INTENDED USE

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

SUMMARY AND EXPLANATION

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

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

PRINCIPLES OF PROCEDURE

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

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

Materials provided

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

Kits contain sufficient reagents to perform 48 determinations each.

8 x [SORB[SLD|6] 6 well Substrate Slides, Crithidia luciliee ([REF] 1106)

16 x 6 well Substrate Slides, Crithidia luciliee ([REF] 1106-2)

20 x SORBJSLDI6] 6 well Substrate Slides, Crithidia lucilise ( 1106-6)

1x05ml [CONTROL[+|nDNA] nDNA Positive Control. Contains human serum.

1x0.5ml [CONTROLJ| Negative Control. Contains human serum.

1x5ml [lgG-CONJ[FITCEB] ulnfgg_lngllFol'g%)Conjugate containing Evan's Blue. Protect from light. (2x
1x 60 ml Buffered Diluent.

2 vials [BUF|[WASH Phosphate Buffered Saline (PBS). Dissolve each vial to 1 liter.

1x5.0ml [MOUNTINGIMEDIUM| Mounting Medium. Do not freeze. (2x 1106-2, 1106-6)

1x 12 Coverslips. (2x 1106-2, 1106-6)
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Optional Components

5ml IgG-CONJ[FITC Anti-human IgG FITC conjugate. Protect from light. 2100X
1mi EVANS Evan's blue counterstain*. 2510.

Symbols used on labels:

Lot number
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In vitro diagnostic use

Use by

Storage temperature
Consult instructions for use
Number of tests
Manufacturer

Date of Manufacture
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* 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

e Fluorescence microscope

e Micropipette or Pasteur pipette

e Serological pipettes

e Staining dish (e.g. Coplin jar)

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

e 1 liter container

e Wash bottle

e Paper towels

e Incubation chamber

WARNINGS AND PRECAUTIONS

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

WARNING — Sodium azide (NaN3z) may react with lead and copper plumbing to form highly explosive metal azides. Upon disposai
of liquids, flush with large volumes of water to prevent azide buildup. Sodium azide may be toxic if ingested. If ingested, report
incident immediately to laboratory director or poison control center.

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

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

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

PROCEDURE
Test Method
A. Screening

1. Dilute each patient serum 1:10 with the Buffered Diluent provided (10 pl serum + 90 pl Diluent). Do not dilute Positive or
Negative Controls. Save the undiluted sera to determine antibody titers if screening tests are found to be positive.
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Allow pouches containing substrate slides to equilibrate to room temperature for 10-15 minutes. Carefully remove the slides
without touching the substrate.

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

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

Using a micropipette or Pasteur Pipette, apply 1 drop of patient's diluted serum (approximately 50 pl) to the other wells. Avoid
overfilling the wells.

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

Remove a slide from the incubation chamber. Hold slide at tab end and rinse gently with approximately 10 mi 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 ali remaining slides.

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

Repeat steps 7 and 8 for each slide.

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

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

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

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

Repeat steps 12 and 13 for each slide.

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

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

B. Endpoint Determination (titration)

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

Preparation of Serial Dilutions

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

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

QUALITY CONTROL

Both a Positive and Negative Control should be included with each test run. The Negative Control should show no specific
fluorescence of the kinetoplast. The Positive Control should have 2+ or greater staining intensity of this structure. If expected
results are not obtained, the run should be repeated, continue to occur with the controls, these may be due to:

Turbidity. Discard and use another control
Problems with the optical system of the fluorescence microscope, improper alignment, bulb beyond useful life expectancy, etc.
Allowing the slide to dry during the procedure.

INTERPRETATION OF RESULTS

The results of the tests for anti-nDNA antibodies should be reported as negative (<10), positive, (greater or equal to 320) or
alternatively positive with specific endpoint titre.
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Read only fields which contain well separated C. lucilize. Observe for specific staining of the kinetoplast (see figure 1 at the end of
this document). Staining of the nucleus or the polar body should not be interpreted as a positive DNA antibody test. Absence of
specific staining of the kinetoplast is considered negative for antibodies to nDNA.

LIMITATION OF THE PROCEDURE

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

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

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

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

EXPECTED VALUES

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

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

The ImmuGlo™ nDNA Antibody test was compared with another commercially available fluorescent antibody test using C. lucilize as a
substrate. The comparison included 106 serum samples from normal subjects as well as from patients with the diagnosis of SLE,
scleroderma, or rheumatoid arthritis. Sera were tested according to the procedure and screening dilution recommended by the
manufacturer. These yielded comparable results as summarized in Table 2.
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e : AvdaAuon avTiIowHdTwY Katd Tou @uoikoUu DNA (nDNA
IMMCO IO AVTIGIRATOOV K M (NDNA)

: Ymoéotpwpa Crithidia luciliee

MNa in vitro diayvwoTikA xprion

ENOETO MPOIONTOZ

1106 Kir avriowudrwv kard Tou guaikol DNA (nDNA) 48 Mpoaodiopiauoi
1106-2 Kit avriowudrwy kard tou guaikou DNA (nDNA) 96 Mpoodiopiouoi
1106-6 Kit avriowudrwy kard tou guaikou DNA (nDNA) 120 Mpoodiopiauoi

NPOOPIZOMENH XPHZH

Mia avdAuon avTIowPATwy €UUECOU avoooPBOoPICHOU YIa TNV QViXVEUCN KAl TOV TTOOOTIKO TTPOCBIOPICUO QVTICWHATWY KaTd TOou
@uUOIKou (dikAwvou) deoupiBovoukAgikold ogéog (NDNA) o€ opd avBpwTTou.

NEPIAHWH KAI ENEZHIHZH

Ta avriowpata katd Tou NDNA eivar €181kd yia To guoTnuaTIKG puBnuaTwdn AUko (ZEA) kal epgavifovTal oTr@via o€ aoBeveig pe
peuparoeldn apBpitida, okAnpodeppia i GAAEG auToGvVOOEG 5IGTGpGXé§1. H ouxvotnTa Kai o TiTAOG QUTWV TWV QVTICWHATWY
TTapoucidfouv diokupdvoelg avaAoya pe T dpacTnpidTNTa TnG vOOOou Kal Teivouv va egagavioTolv pe T Xopnynon
QAvVOOOKATAOTAATIKAG BepaTreiag, KaBwg Kal Kata Tn didpkela UQeong. YTTAPXEl HEYAAN OUOXETION avAueca oTn dpacTnpPIOTNTA TNG
VOOOU Kl Ta ETTITTED AVTIOWHATWY avTi-nDNAZE,

Or dUo o Kova epapuolopeveg péBodol avixveuong Twv avriowpdtwy avr-nDNA eival n padioavoooAoyiky avdAuon kal o
avooo@Bopiopds. H edikdTnTa KaI N euaiodnaoia TNg PeBddou avoocopBopiouou Crithidia lucilise gival cuykpiolpeG ) akOUn KOAUTEPEG OTTO
TIC QVTIGTOIXEC TNS PAdIOAVOTOAOYIKAC avaAuonc™™. H avaAuon éupecou avooopBopiopol XpnoldoTroivtag Thv Crithidia lucilise wg
QVTIYOVIK® UTTOOTPWHA €ival pia aTTAr Kal e15IK PEB0BOC avixveuonc aviiowpdtwy avt-nDNA.™ O opyaviopdg Crithidia lucilise Trepiéxel
évav KIVvnTOTTAGOTn, €va opyavidio Trou atroTeAeiTal atrd ouptrayég KukAikG DNA, 1o otroio divel avTidpaon €viovou TIpACIvoU XPWHATOG
oTav 10 e€eTalopEVO Seiyua sival BeTiKG. 2

APXEZ THZ AIAAIKAZIAZ

1N péBodo éupecou avooo@BopIGuoU TTOU XPNOIUOTIOIEITAlI O€ aUTO TO KIT, Ol 0POi TwV acBevwy eTTwaovTal g€ ETTIXPIoUATA
Crithidia lucilise, TTpokelpuévou va eTTITeEUXBei N S€0PEUON TOU AVTICWHATOG OTO UTTOOTPWHA. Ta avTicwuarta TTou dev decpelovTal
agaipolvTal Y EKTTAUCH TNG AVTIKEIWEVOPOPOU. Ta avTiowuaTa Tagng IgG tmou £xouv decueuBei avixvelovTal HECw TNG ETTWACNG
TOU UTTOOTPWHATOG PE OUCEUKTIKG avTiowpa Katd tng avBpwivng IgG, 1o otoio eival onuacuévo pe @Aouopookeivn. Kard tnv
TTaPATAPNAN O€ PIKPOOKOTTIO PBopIopoU e§oTTAIoPEVO pE Ta KAOTAAANAa @IATPa, oI BETIKEG avTIOPAaTEIG eppavifovTal wg eBopIaudg
€vTovou TTPACIVOU XPWHATOG TOU KIVNTOTTAGGTN HE ] XWPIG OXETIKA XPWan Tou muprva*?*:. O TITAOG, 0 OTTOi0G €ival TO AVTIOTPOPO
NG peYaAUTEPNG apaiwong TTou divel BETIKA avTidpaaon, TTpoodiopileTal Ye TNV avaAuan diIadoyIKWV apaioewyv’,

MAHPO®OPIEX IXETIKA ME TO MPOION

®UAagn Kol TTPOETOIPATIA

OAa T1a avmidpacTipia @uAdocovral oToug 2-8°C. Ta avmidpaoTrpia gival €Toiya yia XpAon, agou @Tacouv ot Beppokpaaia
SwuaTiou.

YAIKA TTOU TTOpEXOVTal

KIT avTIowPaTwy Katd Tou @uaoikos DNA (nDNA) ImmuGlo™ 1106
KIT avTiowpdTwy katd Tou guaikol DNA (nDNA) ImmuGlo™ 1106-2
KIT avTIowpaTwy Katd Tou @uaoikod DNA (nDNA) ImmuGlo™ 1106-6

KdaBe KIT TrEpIEXEI ETTAPKA avTIOPACTHPIA VIO TNV EKTEAEOT 48 TTPOCDIOPICUWVY.

8 x 6 QVTIKEINEVOPOPOI UTTOoTPWATOG, Crithidia luciliee (REF] 1106)

16 x SORBJ|SLDI6| 6 avTIKEIuEVOPOPOI UTTooTpWHaTOG, Crithidia lucilise ( 1106-2)

20 x 6 avTIKEINEVOPOPOI UTTOaTPWHATOG, Crithidia lucilize ( 1106-6)

1x0,5ml [CONTROL[+|nDNA] AiGAupa BeTikoU eAéyxou yia NDNA. Mepiéxel opd avBpwTTou.

1x0,5ml AidAupa apvnTikoU eAéyxou. Mepiéxel opd avlpwTTou.

bomi [ECOUFTGEE Ao i TG e neathiming g6 oo Evars s
1x 60ml BUF ApaiwTiKG pubuIOTIKG SidAua.



2 gioAidIa BUFIWASH Z;Jggsjc.ml(é SiGAupa waogopikwy (PBS). AlaAluare kGBe @IoAidio éwg Oyko 1

1x5,0ml [MOUNTING|MEDIUM| Méoo emkdAuywng. Na unv kataywuoxeTal. (2x 1106-2, 1106-6)

1x12 KaAuTrTpideg. (2x 1106-2, 1106-6)

MpoaipeTIKG CUCTATIKA

5ml 1gG-CONJ 2UCeUKTIKO avTiowpa FITC katd Tng avBpwivng IgG. Na TrpooTaTedeTal atré TO QwG.
2100X.

1ml Emixpwon Evan’s blue*. 2510.

ZupRoAa TTou XProIPoTToIoOUVTal OTIG ETIKETEG:

Ap1Buog MapTidag
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ApIBU6S KaTaAdyou
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AlayvwaoTIKN xprjon in vitro

XpAon €wg

O¢puokpacia amodrikeuang
>uuBouAeuTeiTe TIG 00NYieg XpAong
Ap1Bu6G SoKigwy

KataokeuaoTng

Huepopnvia Kataokeung

@@l@@*m

* Kivduvog. Mrtropei va TrpokaAéael kapkivo. Eg@odiaoTeite pe TIg €101KEG 0dnyieg TTpIvV atTé TN Xprion. Mnv 1o
XPNOIMOTIOINCETE TTPIV DIABACETE KAl KATAVONOETE TIG 0dnyieg TTpo@UAagng. ZE MEPIMNTQXH ékBeang ) mBavotnTag ékBeong:
>upBouleuBeite / ETioke@Beite yiaTpd.  Na @opdTe TTPOOTATEUTIKG YAVTIO/ TIPOOTATEUTIKG vOUNATO/ HECQ ATOUIKAG TTPOOTATIAG
yla 1o pamia / mpéowtro.  GuAdooeTal KAEIdwPévo.  DPuAdoaeTal KAEIDwUEVO. AIGBETN TOU TIEPIEXOUEVOU/TTEPIEKTN OTO
EYKEKPINEVO  BIGBeaNG aTTOBAATWY.

AtraitoUpeva UAIKA TTOU Bev TrapéXovTal
o MikpookdTTIO @B0pPICHUOU

e  MikpomiéTa ) TiTTéTa Pasteur

o OpoAoyIKEG TTITTETEG

e TpuPAio xpwong (11.x. doxeio Coplin)

e Mikpoi dokipaoTiKoi CWAAVEG (TT.X. 13 X 75 mm) Kal PopEéag SOKIHATTIKWY CWARVWV.
o ATTeOTAYUEVO A ATTIOVIOPEVO VEPD

o [lepiékTng £vOG AiTpou

o DIGAN ékTAUONG

e ATTOppOo®NTIKG XOPTIA

e OdAapog eTTWACNG

MPOEIAONOIHZEIZ KAl MPO®YAAZEIX

Ma in vitro diayvwoTikr Xprion. OAa Ta cuoTaTikd avepwTTivng TIPOEAEUCNG TTOU XPNOIUOTTOIOUVTaI £X0OUV eAEYXBEi yia TNV TTapouaia
Tou avTiyévou HbsAg, Twv 1wv HCV, HIV-1 kai 2, kaBwg kai Tou 100 HTLV-I ka1 €xouv Bpebei apvnTiKG, GUPQWVA PE TIG ECETATEIG TTOU
araitei o Opyaviopog Tpogipwy kai Papudkwy Twv H.M.A. (FDA). OAa Ta deiypata avBpwTTivou opou Kal Ta TTPoiovTa avlpwTmiving
TpoéAeucng Ba TTPETTEl va avTILETWTTICOVTAl WG duvNTIKG €TTIKIVOUVA, aveEdptnTa ammd Tnv TTPoéAeuan Toug. AkoAouBnoTE TIG 0pBEg

E£PYAOTNPIOKES TIPOKTIKES KATE TN QUAGEN, TV £KXUON KO TNV aTIOPPIYn TWV UNKWV autiov™,

MPOEIAOMOIHZH - To agidio Tou vatpiou (NaN3) evdéxetal va avTidpdael e cwAnvwaoelg atrd HOAURSO 1 XaAkd Kal va OXNUOTIoE!
10XUPWG EKPNKTIKA agidia ueTAAAwY. Katd Tnv atméppiyn uypwy, EKTTAUVETE PE HEYAAEG TTOOOTNTEG VEPOU, £TC1 LOOTE VO ATTOPEUXOEI
n cucowpeuon adidiwv. To agidio Tou vaTpiou evdExeTal va gival TOEIKO O€ TTEPITITWON KATATIOONG. Z€ TTEPITITWON KATATIOONG,
AVAPEPETE APECWG TO TTEPIOTATIKG 0TO SIEUBUVTA TOU EPyacTNnPIiou ) OTO KEVTPO EAEYXOU dNANTNPIACEWV.

MNa TN dlao@ANIon £yKUPWVY OTTOTEAECUATWY, OKOAOUBAOTE TIG 0Bnyieg akpIBWG OTTWG gugavifovtal o€ autd To €vBeto. Mnv
€VOAAOOETE T CUOTATIKA TOU KIT UJE OUOTATIKA GAANG TTpoéAeucng TTou Oev €Xouv Tov idlo aplBud kataAdyou Tng Immco
Diagnostics Inc. Na pnv xpnoipotroigital ueTd TNV TTapéAEuUan TNG nUEPOPNViag ARgng.
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ZYAAOIH KAI MPOETOIMAZIA AEIFrMATOZ

Oa TIpéTTel va xpnolgotrololvtal govo deiypata opol yia auth T diadikacia. Agiypara TTou €xouv uttooTel peydAou Babuou
aigoAuon, Aimaipikd A deiypata poAuopéva pe PIKpOBIa evOEXETaI va eTTNPedOOUV TNV atrddoon auTig TG avaAuong Kai dev Ba
TPETTEl va XpnoiyotroloUvtal. Puldgre Ta Seiypata ae Beppokpaacieg 2-8°C, eTri OxI TTEPIOTOTEPO aTTd pia €fdopdda. MNa eUuAagn
peyaAUTePNG didpkeiag, o opdg Ba TTpETTel va katawuxBei aToug -20°C. Na atro@elyeTal n emaveiAnuuévn Katawuén kai ammoéyuén
TWV OEIYUATWV.

AIAAIKAZIA
Mé£6odog avaAuong

A. AvdaAuon dialoyng

1. ApaiwaTe Tov 0pd kaBe aaBevolg oe avaloyia 1:10 pe To apalwTiko pubuIaTikd SiGAupa TTou TrapéxeTal (10 pl opou + 1,0 mli
apaiwTiKG didAupa). Mnv apaiwvete Ta diaAuparta BeTikoU i apvnTikoU eAéyxou. DUAGETE TOUug pn apalwpévoug opoug yia va
TTPOCdIOPICETE TOUG TITAOUG AVTICWHATWY, €AV 01 avaAuoelg diaAoyng BpeBouv BeTIKEG.

2. A@NoTe TIG BAKEG TTOU TTEPIEXOUV TIG AVTIKEIUEVOPOPOUG TOU UTTOOTPWHATOG €T 10-15 AETITA, TTPOKEINEVOU VO PTACOUV OE
Beppokpacia dwuaTiou. AQaIPECTE TIPOCEKTIKA TIG AVTIKEINEVOPOPOUG XWPIG va ayYiEETE TO UTTOOTPWHA.

3. ZnMAvETE TIG AVTIKEIMEVOPOPOUG KAl TOTTOBETHOTE TIG O€ €va BAAANO €TTWACNG TTOU EXETE KAAUWEI YE ATTOPPOPNTIKG XOPTi
EUTTOTIOPEVO PE VEPOD VIO VO ATTOTPEWETE TUXOV aTrogApavan.

4. AvaoTpéyTe TO OTOYOVOUETPO Kal TTECTETO EAa@Pd yia va TTpooBéaete 1 oTaydva (trepitrou 50 pl) Tou diaAupaTtog apvnTikou
eAéyyou atnv KuyeAida uTr' apiBud 1. Me Tov idio TpdTTo, TTPpoaBéaTe 1 aTaydva SIaAUpaTOg BETIKOU AEyXOU OTNV KUWEAIdQ UTT'
apIOUO 2. ATTOQUYETE TNV UTTEPTTARPWON TWV KUWEAIdWV.

5. XpnoiyoTroiwvTag Hia MIKPOTTITTETA 1) TIITTETAl Pasteur, TpogBéoTe 1 oTaydva armd Tov apaiwpévo opd Tou aaBevoug (trepitrou 50 pl)
OTIG UTTOAOITTEG KUWEAIBEG. ATTOQUYETE TNV UTTEPTTAPWON TWV KUWEAIBWV.

6. TotroBeTraTE TO KATTAKI OTO BAAQUO ETTWACNG KAl ETTWACTE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG £TTi 30 AETITA O€ BeppoKpaagia dwuaTiou.

7. AoaipéaTe pia avTIKEINEVOPOPO aTTd To BAAapo emwaong. KpaTAaTe TNV avTIKEINEVOPOPO aTrd TO GKPO TTOU QEPEI TA OTOIXEID
Kol eKTTAUVETE pe TrepiTTou 10 ml PBS xpnoigoTroiidvTag pia TITTETA 1) EKTTAUVETE TNV OVTIKEINEVOPOPO O€ KUTTEAAO TTOU TTEPIEXEI
PBS. Mn xpnoigoTroieite @IGAN éKTTAUONG. METAQEPETE TNV AVTIKEINEVOPOPO apéowg aTo doxeio Coplin kai ekrAUveTe eTTi 10
Aetrtd. ETravaAdBeTe Tn Siadikaoia ge OAEG TIG UTTOAOITTEG AVTIKEINEVOPOPOUG.

8. Aq@aipéaTe TIG QVTIKEINEVOPOPOUG aTrd To doxeio Coplin. ZTUTTWOTE TNV AKPN TNG AVTIKEINEVOPOPOU PE ATTOPPOPNTIKO XAPTi yia
va agaipécete TNV Tepiooeia PBS. ToTmoBeTAOTE TNV QVTIKEIMEVOPOPO OTO BAAOMO €TTWOCNG. AvOOTPEWTE APECWS TO
OTAYOVOHETPO TOU OUZEUKTIKOU OVTIOWMATOG Kal TECTE YaAakd yia va TTpooBécete 1 otaydva (mepimou 50 pl) oe kabe
KuyeAida.

9. EmavaAdBete Ta BrpaTa 7 Kai 8 yia KABE aVTIKEINEVOPOPO.

10. TotroBeTrOTE €K VEOU TO KATTAKI 0TO BGAapo emwaong. EmwaoTe e1mi 30 AeTTTd o€ Beppokpacia dwpariou.

11. AgaipéoTe pia avTiKeluevopopo atmd 1o BaAapo emwaong. KpatAoTe Thv avTIKEIJEVOPOPO aTTd To GKPO TTOU QEPEI TA OTOIXEID KAl
euBarrriote MV o€ éva ToTAPl (focwg pe PBS yia va agaipéoete TNV TTEPIOOEId OUCEUKTIKOU QvTIOWUATOG. TOTToBETACTE TIg
QVTIKEIUEVOPOPOUG O€ £va TPURAIO Xpwong TTou éxel TTANpwOei pe PBS etti 10 AeTrTd. EdQv xpnoipotroinBei TTpoaipeTIKG OUEUKTIKO
avTiowpa Xwpig eTTixpwaon (SeiTe Ta TTPOQIPETIKA CUOTATIKA 0TV evoTNTA "YAIKG TTOU TTapEXOVTal"), UTTOPEITE va TTPOOBECETE 2-3
oTayoveg eTmixpwong Evans blue otnv TeAikr) ékTAuon. EtravaAdBete yia Tig uTTOAOITTEG avTiKeEuevo@opous. ZHMEIQEH: Tuyov
akataAAnAn €KTTAUCH evoéxeTal va TTpoKaAéael augnuévo pBopiopd uttoRdBpou.

12. ApaipéoTe pia avTIKEINEVOPOPO aTrd TO BiOKO XPWONG. ZTUTTWATE TNV GKPN TNG AVTIKEIJEVOPOPOU HE ATTOPPOPNTIKO XAPTI VIa
va agaipéoeTe TNV TTepiooeia PBS. MNa va aroTpéyete TUXOV atroffpavon TnG AvTIKEINEVOPOPOU, TTPOXWPNOTE AUECWS
OTO ETTOMEVO BAUA, EVOOW N AVTIKEIMEVOPOPOG Eival aKOun uypn.

13. EpappéoTe TNV KOAUTITPIOA, TTPOCBETOVTOG 3 OTAYOVEG PECOU ETMKAAUWNG OMOIOPOPPA ETTAVW OTNV KAAUTITPIdQ Kal
TOTTOBETACTE TNV TIAVW OTIO TNV QVTIKEINEVOPOPO. ATTOQUYETE TNV €QAPUOYR GOKOTING TTEONG KAl ATTOTPEWTE TNV TTAEUPIKA
TTiEon TNG KAAUTTTPIdAG.

14. ETravaAdBerte Ta BApata 12 kan 13 yia KAOE avTIKEINEVOPOPO.

15. E&etdoTe yia €101K6 @BopIoud e PIKPOOKATTIO pBopiopou oe peyéBuvon 200x i peyaAlTepn.

O1 avTikeiyevopopol utropolv va diaaaTtolv YoAig TTpogToiyacTolv. QaTtdoo, e€aiTiag TG TTapouadiag TTapdyovTa TTpoaTagiag

®Bopiopou oTo Péoo KaBnAwang, 8ev ep@aviCeTal GNUAVTIKR OTTWAEIQ TNG €VTAONG TNG XPWaong, €Av n avayvwon KabBuoTepoel

€wg Kkai 48 wpeg. O avTikelpevo@dpol Ba TTPETTEl va UAGTCOVTAI O€ OKOTEIVO XWpPo, o€ Beppokpaaia 2-8°C.

B. MNpoodiopioudg TeEAIKOU onueiou (TITAOSOTHON)

‘Eva 0p6g 1Tou Bpédnke BeTIKOG oTnv avaAuon dlaAoyng uTTopei va avaAubei Trepaitépw akoAoubwvTag Ta Brpata 5 €wg 13 yia va
TpoadiopioTei 0 TiTAOG Tou. KdBe oeipd avdAuong Ba mpémrel va TrepidapBavel Ta SioAUpaTa BeTikoU Kal apvnTikoU eAéyxou.
EkteAéoTe O1000xIKEG OITTAEG apaiwoelg EekiviwovTag atmd Tnv avaAoyia 1:10. O TiTAog €ival To avTioTpo®o TNG HeyaAUTEPNG
apaiwong Tou édwaoe BeTIKA avTidpaon.

MpoeTolpacia Twv S1ad0XIKWV ApAIWOEWV

ApiBuAoTe £€1 cwAnvapia atmod 1o 1 £wg 10 6. MNpocBéoTte 0,9 ml diaAupaTog apaiwong delyudTwy 1o cwAnvapio 1 kai 0,2 ml oTa
gwAnvapia 2 £éwg 6. Metagépete pe mmméTta 0,1 ml pn apaiwpévou opol aTo cwAnvapio 1 kal avayigte emueAws. Metagpépete 0,2



EL
ml a1é T0 owANVApPIo 1 0TO CWANVAPIO 2 Kal avauiTe emMPeAwS. Zuvexiote Tn petagopd 0,2 ml amd 10 éva cwAnvdpio oTo
ETTOPEVO PETA OTTO AVAMIEN, TTPOKEIMEVOU VA ETTITUXETE TIG APAIWOEIG TTOU ATTEIKOVICOVTAI OTOV TTAPOKATW TTiVOKA:

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

+
ApaiwTIKO 0,9 ml 0,2ml 0,2ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2ml
pUBLIOTIKO SiGAupa

= =2 =2 = =

MeTagopd 0,2 ml 0,2ml 0,2ml 0,2 ml 0,2 ml
TeAikRapaiwon 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 etc.

EAErXOZ NOIOTHTAZ

Kdabe oeipd avaAuong Ba rpétTel va trepiAapBavel 1600 €va didAupa BeTikol 600 Kal éva didAupa apvnTikoU eAéyyou. To didAupa
apvnTikoU eA€éyxou dev Ba TTPETTEI va TTAPOoUCIAdel €1I8IKO BopIouS Tou KIVNTOTTAAGOTN. To didAupa BeTikoU eAéyxou Ba TTpETTel va
TTapPoUaIAdel 2+ ] peyaAuTepn £viaon Xpwong TnG dOUNG auTAG.

Edv dev AdBete Ta avapevopeva ammoteAéopaTa, Ba TPETEl va eTTavaAdBeTe Tnv avaAuon. Edv ouvexifouv va gpgavifovtal aveTtapkr
atroteAéopata e Ta DIGAUPATA EAEYXOU, QUTA EVOEXETAI VA OPEIAOVTQI OE:

o OoAepdTnTa. ATroppiwTe TO BIGAUPA EAEYXOU KOl XPNOIMOTTOIROTE éva GAAO

e [lpoBAAuaTa e TO OTITIKO OUCTNUA TOU HIKPOOKOTTIOU POOPICUOU. Z& auTd evOEXETAI VO CUMTTEPIAQUBAvOVTAl: aKATAAANAN
euBuypappion, TapéAeuon TNG weENUNG didpkelag {wig TNG Auxviag, KATT.
e AmogApavon TNG avTIKEINEVOPOPOU KaTa TN didpkela Tng Siadikaagiag.

EPMHNEIA TQN ANMOTEAEZMATQN

Ta ammoteAéopaTta Twv avoAloewv yia avTiowpata avti-nDNA Ba TTpétel va avagépovTal wg apvnTika (<10), BeTikd (ueyaAUTepa 1)
ioa pe 320) ] evaAAaKTIKE, BETIKG PE TiTAO.

MapartnpioTe pévo Tredia TTou TrEPIEXOUV KaAd Siaxwpliapévoug opyaviopoug C. lucilise. AvadntioTe €18IKA Xpwaon Tou KIVNTOTTAGSTN (BA.
eik6va 1 oTo Té€Aog autol Tou evrUTiou). TuxOv Xpwan Tou TTUPrva i Tou TTOAIKOU cwpaTtiou dev Ba TTPETTEl va EPUNVEUTE WG BETIKO
arrotéAeopa avaAuong DNA avriowpdtwy. H atroucia e18IKiG Xpwaong Tou KIVNTOTTAGOTN BewpeiTal apvnTIKG aTTOTEAECHA YIa AVTIoCWHATA
kaTé Tou NDNA.

NEPIOPIZMOI THZ AIAAIKAZIAZ

> OPICPEVEG TTEPITITWOEIG, OPOi BETIKOI yIO XPWON TOU KIVNTOTTIAAOTN EVOEXETAI Va EU@AVIOTOUV TTOAU aoBeveig i apvnTiKoi oTnv
apxikni apaiwon dlaAoyng (Paivouevo TTPodwvng). Ze TETOIEG AUPIBOAEG TTEPITTITWOEIG, O opoi Ba TTpémel va egeTtdlovtal o€
UWNASTEPEG aPAIWTEIG, Kal v BpeBouv BeTIKOI, va TTpoadiopi{ovTal ol TITAOI TWV aVTICWHATWY.

2€ OTTAVIEG TTEPITITWOEIG EVOEXETAI VA TTAPATNPENBOUV Weudwg BETIKEG avTIOPAOEIG. AUTEG EVOEXETAI va OPEIAOvVTal OTNV TTAPOUCIa
UWNAWV ETTITEDWV AITTOTTPWTEIVAV 1 GAAWY TIpWTEIVWY, oI oTToie¢ SeaueUovtal oo DNA™,

To ouleukTiké avtiowpa FITC aiydg katd Tng avBpwmivng IgG TTou TTapEXETI 0€ AUTO TO KIT €ival KATA KUPIO AGYO €18IKO yia TIG
BapiEg ahuaideg, aAAG ep@avicel kaTTola dPACTIKOTNTA Kal KATA Twv AA@PIWY aAucidwy. AvTIOPd KUPIWG PE TA QUTOAVTICWHATA
TaENG IgG, aAAG evdExeTal va aAANAETTIOPd, O€ MIKPOTEPO BABUO, PE TIG EAAPPIEG OAUCIDEG AAAWY TAgewV, OTTWG TnG IgG.

O KAIVIKOG 1aTpOG Ba TTPETTEI va £E€TACEI T ATTOTEAEOUOTA OAWY TWV BETIKWV AVOAUCEWY EUUECOU avooo@Bopiopuol o€ ouvduaouo
ME Ta aTroTEAEOUOTA GAAWYV £PYOCTNPIOKWY €EETACEWY Kal TNV KAIVIKA KATAOTAON Tou aoBgvolg, TTPOKEINEVOU VA KATAAASE! o€
didyvwaon.

ANAMENOMENEZ TIMEZ

Omrwg @aiverar atov Tivaka 1 o1o Té€Aog autou Tou evrUTrou, dev avixvelovtal avriowpaTta avTi-nDNA (1iThog <10) oe opolg
@ualohoyIkWwV atépwv A aoBevwyv pe akAnpodeppia i peupaToeldr) apBpitda. Avricwpata avti-nDNA gugavifovTal (TiTAog >10) o€
TIEPICOOTEPOUG ATTO TOUG MIooUG aaBeveig pe ZEA.

XAPAKTHPIZTIKA ANMOAOzZHZ

H avdAuon avricwpdtwy katd Tou NDNA ImmuGlo™ guykpibnke pe pia GAAN SI0BECINN GTO €UTTOPIO AVAAUGH QVTICWHATWY
@Bopiopou xpnoipotroiwvTag Tov opyaviopd C. luciliee wg utméoTpwpa. H ouykpion cuptrepiéAaBe 106 deiypata opou atrd
@uoIoAoyIkG dtopa, Kabwg kalr opoug atd acBeveig pe dlayvwopévo ZEA, okAnpodepuia fy peuparoeidr) apbpinida. O opoi
avaAuBnkav cUpgwva pe Tn diadikaoia Kal TNV apaiwon €Aéyxou TTOU TTPOTEiVETAlI ATTO TOV TTAPACKEUAOTH. AuToi €édwoav
guykpiolpa atroTeAéopaTa, Ta oTToia GuvowidovTal aTov TTivaKa 2.



ES

e : Deteccidn de anticuerpos anti- ADN nativo (nADN
IMMCO © anticuerp (nABT)
: Substrato Crithidia luciliee

Para uso diagndstico in vitro

PRODUCT INSERT
1106 48 Determination
1106-2 96 Determination
1106-6 120 Determination

USO PREVISTO

Ensayo de inmunofluorescencia indirecta para la deteccién y cuantificacion de anticuerpos anti-4cido desoxirribonucleico nativo
(de doble cadena) (nADN).

RESUMEN Y EXPLICACION

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

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

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

En el método de inmunofluorescencia indirecta usado en este ensayo, el suero de los pacientes se incuba en frotis de Crithidia
lucilise para permitir que los anticuerpos se unan ai substrato. Los anticuerpos no unidos se eliminan mediante lavado. Los
anticuerpos unidos de clase 1gG se detectan incubando el substrato con conjugado de 1gG antihumano marcado con fluoresceina.
Las reacciones se observan en microscopio de fluorescencia con filtros adecuados; las reacciones positivas son reveladas por
una fluorescencia del cinetoplasto de color verde manzana, con o sin coloracion nuclear asociada*®*®. El titulo (el reciproco de la
mayor dilucién que provoco una reaccion positiva) se determina analizado las diluciones seriadas®®.

DATOS DEL PRODUCTO

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

Materiales suministrados

Kit nDNA ImmuGlo™ 1106
Kit nDNA ImmuGlo™ 1106-2
Kit nDNA ImmuGlo™ 1106-6
Los reactivos son suficientes para efectuar 48 analisis cada uno.
8 x SORBJSLDI6] Portas substrato Crithidia luciliee, 6 pocilios ((REF] 1106)
16 x SORBJSLDI6] Portas substrato Crithidia luciliee, 6 pocilios ((REF] 1106-2)
20 x SORBJSLDI6] Portas substrato Crithidia luciliee, 6 pocilios ((REF]| 1106-6)
1x0,5ml [CONTROL[+]nDNA] Control positivo a nADN. Contiene suero humano.
1x0,5ml CONTROL[] Control negativo. Contiene suero humano.

Conjugado de 1gG antihumano con FITC. Contiene azul de Evans. Protéjase
Lx5ml (lgG-CONJIFITCIEB] de la luz. (2x 1106-2, 1106-6)
1x 60ml Diluyente tamponado.
2 viaes [BUF]WASH Tampon fosfato salino (PBS). Disolver cada vial hasta 1 litro.
1x5,0ml [MOUNTING|MEDIUM] Medio de montaje. No congelar. (2x 1106-2, 1106-6)
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1x12 COVER[SLD] Cubreobjetos. (2x 1106-2, 1106-6)

Componentes opcionales

5ml IgG-CONJ[FITC Conjugado de IgG antihumana FITC. Protéjase de la luz. 2100X.
1ml EVANS Contratincién azul de Evan*. 2510.

Simbolos empleados en las etiquetas:

—
(@]
3

Numero de lote

Numero de catalogo

Utilizacion diagnéstica in vitro
Utilizar antes de

Temperatura de almacenamiento
Consulte las instrucciones de uso
Numero de analisis

Fabricante

Fecha de fabricacion

@ @L@@%MEE

*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 exposiciéon manifiesta o presunta: Consultar a un médico.
Llevar guantes/prendas/gafas/méscara de proteccion. Guardar bajo llave. Eliminar el contenido/el recipiente
de residuos.

Material necesario no incluido

e Microscopio de fluorescencia

e Micropipetas o pipetas Pasteur

e Pipetas serolégicas

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

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

e Recipiente de 1 litro

e Frasco lavador

e Toallas de papel

e Camara de incubacion

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

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

ATENCION: la azida de sodio (NaNs) puede reaccionar con el plomo o cobre de las tuberias y formar azidas metélicas altamente
explosivas. Después de dispensar liquidos, se recomienda lavar con abundante agua para prevenir la formacion de dichas azidas.
La azida de sodio puede ser toxica por ingestion; en caso de ingestion accidental, informe inmediatamente del hecho al director
del laboratorio 0 a un centro de control de envenenamientos.

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

RECOLECCION Y PREPARACION DE MUESTRAS

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

Metodologia del andlisis

A. Control

1. Diluya el suero del paciente en proporcién 1:10 con el diluyente tamponado (10 pl de suero + 90 pl de dliuyente). No diluya los
controles positivo 0 negativo. Conserve el suero no diluido para determinar la titulacion de anticuerpos si los andlisis
resultaran positivos.

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

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

4. Invierta el frasco gotero y aplique suavemente 1 gota (aproximadamente 50 pl) de control negativo en el pocilio #1. Del mismo
modo, aplique 1 gota de control positivo en el pocilio #2. No llene demasiado los pocilios.

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

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

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

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

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

10. Coloque la tapa en la camara de incubacioén. Incube 30 minutos a temperatura ambiente.

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

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

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

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

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

Los portas se han de leer tan pronto como estén listos. Sin embargo, gracias a la presencia de un agente antidecoloracion en el

medio de montaje, no se produce una disminucién significativa en la intensidad de coloracion aunque la lectura se postergue por

48 horas. Los portas deben conservarse en la oscuridad a una temperatura entre 2 y 8°C.

B. Determinacion de punto final (titulacion)

Un suero que resulte positivo en la fase de control puede ser analizado nuevamente siguiendo los pasos de 5 a 13 para
determinar el titulo. Cada ciclo de andlisis incluird los controles positivo y negativo. Prepare diluciones en serie y por duplicado a
partir de 1:10. El reciproco de la mayor dilucion que provoca una reaccion positiva es la titulacion.

Preparacion de diluciones en serie

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

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

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

= = = = =

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

En cada ciclo de andlisis se deben incluir un control positivo y un control negativo. El control negativo no debe evidenciar una
fluorescencia especifica del cinetoplasto, mientras que el control positivo debe tener intensidad de coloracién 2+ o superior para
esta estructura. Si no se obtienen los resultados esperados, hay que repetir el analisis.

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

e Turbidez. Descarte el control y utilice otro.

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

e El porta se sec6 durante el proceso.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

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

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

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

En algunos casos, un suero positivo a la tincién del cinetoplasto puede resultar muy débil o negativo en el control inicial de dilucion
(fenémeno prozona). En estos casos dudosos, el suero debe ser sometido a control en diluciones mas altas; si resultara positivo,
se determinaran los titulos del anticuerpo.

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

El conjugado de 1gG antihumana de cabra con FITC incluido en este kit es principalmente especifico de la cadena pesada,
aunque tiene una ligera actividad de cadena ligera. Reacciona fundamentalmente con autoanticuerpos de clase 1gG, pero en
menor grado puede reaccionar con cadenas ligeras de otras clases, tales como IgM.

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

VALORES ESPERADOS

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

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

El ensayo ImmuGlo™ anticuerpos anti-nADN se comparé con otro analisis de fluorescencia disponible en comercio, que también
utiliza como substrato C. luciliee. Para la comparacion se utilizaron 106 muestras de suero, tanto de individuos normales como de
pacientes a los que se diagnostic6 LES, esclerodermia o artritis reumatoide. Las muestras se analizaron siguiendo el
procedimiento y las diluciones de control indicados por el fabricantes. Los resultados obtenidos se comparan en la tabla 2.
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_Oq ) . .
e : Anti-native-DNA-Antikorpertest (nDNA
IMMCO HHnatve P (NDNA)
: Crithidia-luciliee-Substrat

Fir in -vitro-Diagnostik
PRODUCT INSERT

1106 48 Determination

1106-2 96 Determination

1106-6 120 Determination

VERWENDUNGSZWECK

Ein indirekter Immunfluoreszenz-Antikorpertest fir den Nachweis und die guantitative Bestimmung von Antikdrpern gegen native
(doppelstrangige) Desoxyribonukleinsaure (hDNA) in Humanserum.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

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

Die beidenamhaufigsten verwendeten Methodenfirden Nachweis von Anti-nDNA-Antikorpernsind Radioimmuntests und
Immunfluoreszenz. Die Spezifitdt und Sensitivitat der Crithidia lucilise -lImmunfluoreszenzmethode sind vergleichbar mit oder sogar
besser als die des Radioimmuntests®'®. Der indirekte Immunfluoreszenztest mit Crithidia lucilize als Antigensubstrat ist eine
einfache und spezifische Methode fiir den Nachweis von Anti-nDNA- Antikrpern.™ Crithidia lucilize enthalt einen Kinetoplasten,
ein Organell aus kompakter runder DNA, der bei einer positiven Probe leuchtend apfelgriin reagiert.”

TESTPRINZIPIEN

Bei der in diesem Kit verwendeten indirekten Immunfluoreszenzmethode werden Patientenseren auf Crithidia lucilise -Abstrichen
inkubiert, um die Bindung der Antikrper an das Substrat zu ermdglichen. Nicht gebundene Antikdrper werden durch Spilen
entfernt. Gebundene Antikorper der Klasse 1gG werden durch Inkubieren des Substrats mit Fluorescein-markiertem
Anti-human-lgG-Konjugat nachgewiesen. Bei Betrachtung unter einem Fluoreszenzmikroskop mit den entsprechenden Filtern
erscheinen positive Reaktionen als apfelgriine Fluoreszenzen des Kinetoplasten mit oder ohne assoziierte Kernfarbung®*®. Der
Titer ist der Kehrwert der hdchsten Verdiunnung, die zu einer positiven Reaktion fihrt, und wird durch das Testen von
Verdiinnungsreihen bestimmt™,

PRODUKTINFORMATION

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

Mitgelieferte Materialien

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

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

8 X SORBISLDI6] Substrat-Objekttrager mit 6 Vertiefungen, Crithidia luciliee ( 1106)

16 x Substrat-Objekttrager mit 6 Vertiefungen, Crithidia lucilize ( 1106-2)

20 x SORBISLDI6] Substrat-Objekttrager mit 6 Vertiefungen, Crithidia lucilise ( 1106-6)
1x0,5ml |CONTROL|+|nDNA| nDNA-positives Kontrollserum. Enthélt Humanserum.

1x0,5ml [CONTROLJ] Negatives Kontrollserum. Enthélt Humanserum.

1x5ml 9G-CONJFITCIER] ,:Tct)i;j;ﬂalrgsg-FITC-Konjugat mit Evans-Blau. Vor Licht schiitzen. (2x
1x 60 ml Gepuffertes Verdinnungsmittel.

2 Flaschchen Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS). Jedes Flaschchen auf 1 Liter
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auffullen.
1x5,0ml [MOUNTING|MEDIUM]| Eindeckmittel. Nicht einfrieren. (2x 1106-2, 1106-6)
1x12 COVER[SLD] Deckglaschen. (2x 1106-2, 1106-6)
Optionale Komponenten
5ml I9gG-CONJ[FITC Anti-human IgG FITC Konjugat. Vor Licht schiitzen. 2100X.
1ml EVANS Evans-Blau-Gegenfarbung*.[REF] 2510.

Auf den Etiketten verwendete Symbole:

Chargennummer
Katalognummer
1VD In vitro diagnostischer Gebrauch

Verwenden bis

Lagertemperatur

Finden Sie Anweisungen fur die Verwendung
Anzahl an Tests

Hersteller

Herstellungsdatum

@@L@@%m

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

Bendétigte, nicht mitgelieferte Materialien

e Fluoreszenzmikroskop

e Mikropipette oder Pasteurpipette

e Serologische Pipetten

e Farbekasten (z.B. Coplin-Féarbetrog)

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

o 1-Liter-Behalter

e Waschflasche

e Papiertiicher

e Inkubationskammer

WARNUNGEN UND VORSICHTSMASSNAHMEN

In-vitro-Diagnostikum. Alle Bestandteile menschlicher Herkunft wurden mit von der FDA vorgeschriebenen Tests auf HbsAg, HCV,
HIV-1 und -2 und HTLV-I getestet und fiir negativ befunden. Alle menschlichen Serumproben und Produkte menschlichen Ursprungs
sollten unabhéngig von ihrer Herkunft als potentiell geféhrlich behandelt werden. Befolgen Sie bei der Lagerung, Verteilung und
Entsorgung dieser Materialien die Regeln der Guten Laborpraxis™.

WARNUNG - Natriumazid (NaN3z) kann mit Blei- und Kupferrohren reagieren und dabei hochexplosive Metallazide bilden. Spilen
Sie bei der Entsorgung von Flussigkeiten mit reichlich Wasser nach, um eine Anh&ufung von Azid zu vermeiden. Natriumazid kann
giftig sein, wenn es verschluckt wird. Bei Verschlucken muss sofort der Laborleiter oder die Vergiftungszentrale informiert werden.
Die Anweisungen sollten genau wie in diesem Beipacktext dargestellt befolgt werden, um gultige Ergebnisse sicherzustellen.
Tauschen Sie Kitbestandteile nicht gegen Produkte aus anderen Quellen aus, sondern nur gegen Produkte von Immco
Diagnostics Inc. mit derselben Bestellnummer. Nicht nach dem Verfallsdatum verwenden.

PROBENENTNAHME UND -VORBEREITUNG

Fur dieses Verfahren sollten nur Serumproben verwendet werden. Stark hamolysierte, lipamische oder mikrobiell verunreinigte
Proben koénnen die Leistung des Tests beeinflussen und sollten nicht verwendet werden. Lagern Sie die Proben héchstens eine
Woche lang bei 2-8 °C. Zur langeren Aufbewahrung sollten Serumproben bei -20 °C eingefroren werden. Vermeiden Sie ein
wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Proben.
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VERFAHREN

Testmethode

A. Suchtest

1. Verdiunnen Sie jedes Patientenserum 1:10 mit dem mitgelieferten gepufferten Verdinner (10 yl Serum + 90 pl Verdinner).
Verdlnnen Sie nicht die positiven und negativen Kontrollseren. Bewahren Sie die unverdinnten Seren auf, um die Antikorpertiter
zu bestimmen, falls Suchtests positiv ausfallen.

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

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

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

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

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

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

8. Entfernen Sie den/die Objekttrager aus dem Coplin-Trog. Betupfen Sie den Rand des Objekttragers mit einem Papiertuch, um
Uberschiissiges PBS zu entfernen. Legen Sie den Objekttréager in die Inkubationskammer. Drehen Sie sofort das
Tropfflaschchen mit dem Konjugat um und driicken Sie es vorsichtig, um 1 Tropfen (etwa 50 pl) in jede Vertiefung zu geben.

9. Wiederholen Sie Schritte 7 und 8 fiir jeden Objekttrager.

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

11. Entfernen Sie einen Objekttrager aus der Inkubationskammer. Fassen Sie den Objekttrdger am Ende mit dem Etikett an und tauchen
Sie ihn in einen Becher mit PBS, um das Uberschiissige Konjugat zu entfernen. Belassen Sie den/die Objekttréger 10 Minuten lang in
einem mit PBS gefiilliten Farbekasten. Falls das optionale Konjugat ohne Gegenfarbung verwendet wird (siehe "Optionale
Bestandteile" im Abschnitt "Mitgelieferte Materialien"), kbnnen Sie der letzten Spulung 2-3 Tropfen Evans-Blau-Gegenfarbung
hinzufiigen. Wiederholen Sie den Vorgang mit den ubrigen Objekttragern. ANMERKUNG: Unsachgeméfles Waschen kann zu
erhohter Hintergrundfluoreszenz fihren.

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

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

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

15. Untersuchen Sie die Objekttrager auf eine spezifische Fluoreszenz hin unter einem Fluoreszenzmikroskop bei mindestens
200-facher Vergrof3erung.

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

B. Endpunkt-Bestimmung (Titration)

Sie kdnnen ein im Suchtest positives Serum weiter testen, indem Sie Schritte 5 bis 13 befolgen, um den Titer zu bestimmen. Bei
jedem Testlauf sollten die positiven und negativen Kontrollseren mitverwendet werden. Stellen Sie beginnend mit 1:10 eine
verdoppelnde Verdunnungsreihe her. Der Kehrwert der hochsten Verdiinnung, die eine positive Reaktion hervorruft, entspricht
dem Titer.

Vorbereitung der Verdinnungsreihen

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

Réhrchen 1 2 3 4 5 6
Serum 0,1 ml

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

= = = = =
Ubertragung 0,2 ml 0,2ml 0,2ml 0,2 ml 0,2 ml
Endverdiinnung 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 etc.

QUALITATSKONTROLLE

Bei jedem Testlauf sollten sowohl das positive ais auch das negative Kontrollserum mitverwendet werden. Das negative
Kontrollserum solite keine spezifische Fluoreszenz des Kinetoplasten zeigen. Das positive Kontrollserum solite eine Farbintensitat
des Kinetoplasten von 2+ oder hdher aufweisen. Falis die erwarteten Ergebnisse nicht erhalten werden, sollte der Testlauf
wiederholt werden. Falls mit den Kontrollseren weiterhin unzureichende Ergebnisse erzielt werden, kann dies folgende Ursachen
haben:

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

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

e Der Objekttrager ist wéhrend des Verfahrens ausgetrocknet.

INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

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

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

EINSCHRANKUNGEN DES VERFAHRENS

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

In seltenen Fallen kdnnen falsche positive Reaktionen beobachtet werden. Dies kann auf hohe Konzentrationen von Lipoproteinen oder
anderen Proteinen, die sich an DNA binden, zuriickzufiihren sein**,

Das in diesem Kit enthaltene Anti-human-lgG-FITC-Konjugat ausder Ziege ist hauptséchlich schwerkettenspezifisch, weist aber
auch etwas Leichtkettenaktivitdt auf. Es reagiert tiberwiegend mit Autoantikdrpern der Klasse IgG, kann jedoch in geringerem
Umfang mit den Leichtketten anderer Klassen, z.B. IgM, reagieren.

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

ERWARTETE WERTE

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

LEISTUNGSMERKMALE

Der ImmuGlo™ nDNA-Antikdrpertest wurde mit einem anderen im Handel erhéltlichen Fluoreszenzantikdrpertest mit C. lucilize als
Substrat verglichen. Der Vergleich schloss 106 Serumproben von normalen Testpersonen sowie von Patienten mit einer Diagnose
von SLE, Sklerodermie oder rheumatoider Arthritis ein. Die Seren wurden entsprechend den vom Hersteller empfohlenen
Verfahren und Suchtestverdiinnungen untersucht. Sie erbrachten vergleichbare Ergebnisse, die in Tabelle 2 zusammengefasst
sind.
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o Se : ; i i
ol m mCO Test anticorps anti-ADN natif (ADNN)

Substrat Crithidia luciliee

Pour diagnostic in vitro

ENCART DU PRODUIT
1106 48 Tests

1106-2 96 Tests

1106-6 120 Tests

USAGE PREVU

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

RESUME ET EXPLICATION

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

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

PRINCIPES DE LA METHODE

Dans la méthode par immunofluorescence indirecte utilisée dans cet équipement, le sérum du patient est incubé sur des taches de
Crithidia lucilize pour permettre la liaison des anticorps avec le substrat. Tous les anticorps non liés sont éliminés par un ringage. Les
anticorps liés de la classe 1gG sont détectés par incubation du substrat avec un conjugué d'anticorps a marquage fluoresceine pour
IlgG humain. Quand elles sont observées sous un microscope a fluorescence équipé avec les filtres appropriés, les réactions
positives apparaissent comme une fluorescence vert pomme du kinétoplaste avec ou sans coloration nucléaire'*. Le titre, qui est la
réciproque du nombre représentant la plus forte dilution pour laquelle une réaction positive est observée, est déterminé en testant des
dilutions en série®.

INFORMATION SUR LE PRODUIT

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

Matériel fourni

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

Les kits contiennent les réactifs suffisants pour effectuer 48 tests chacun

8 X SORBJ[SLDI] 6 lames de substrat en puits, Crithidia lucilise ( 1106)
16 x 6 lames de substrat en puits, Crithidia luciliee ( 1106-2)
20 x SORBISLDI6] 6 lames de substrat en puits, Crithidia lucilise ( 1106-6)
1x0,5ml [CONTROL[+]nDNA] Régulateur positif ADNn Contient du sérum humain.
1x0,5ml [CONTROL] Régulateur négatif. Contient du sérum humain.
Conjugué d'anticorps FITC pour I''|gG humain contenant du Bleu Evans. (2x
1x5ml [lgG-CONJIFITCIEB| 1106-2, 1106-6) Conserver a |'abri de la lumiere.
1x 60 ml Solution de dilution
2 fioles Solution saline phosphate (PBS). Dissoudre chaque fiole dans un litre.
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1x5,0ml [MOUNTING[MEDIUM] Milieu de montage Ne pas congeler. (2x 1106-2. 1106-6)

1x12 COVER[SLD] Lamelles de protection (2x 1106-2, 1106-6)

Composants en option

5ml IgG-CONJ[FITC Conjugué FITC anti-lgG humaines. Maintenir & I'abri de la lumiére. 2100X.
1ml EVANS Contre-coloration bleu d’Evans*.[REF] 2510.

Symboles utilisés sur les étiquettes:

Numéro de Lot

Numeéro catalogue

Utilisation a diagnostic in vitro

A utiliser avant :

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

Fabricant

Date de fabrication

& hdE~vFEE

*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 poussiéres/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 nécessaire mais non fourni

e Microscope a fluorescence

e Micropipette ou pipette Pasteur

e Pipettes sérologiques

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

e Petites éprouvettes (par exemple 13 x 75 mm) et ratelier & éprouvettes eau distillée ou désionisée
e Récipient de 1 litre

¢ Flacon-laveur

e Serviettes de papier absorbant

e Chambre d'incubation

AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS

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

AVERTISSEMENT - L'azide de sodium (NaN3) peut réagir avec les tuyauteries en plomb et en cuivre pour former des azides de
métal qui sont trés explosifs. Au moment de I'élimination des liquides, rincer avec de grands volumes d'eau afin de prévenir
l'intensification de l'azide. L'azide de sodium peut étre toxique en cas d'ingestion. En cas d'ingestion, il faut immédiatement
signaler I'accident au directeur du laboratoire ou au centre antipoison.

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

RECOLTE DES ECHANTILLONS ET MANIPULATION

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

PROCEDURE METHODE DE TEST

A. Dépistage

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

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

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

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

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

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

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

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

9. Recommencer les étapes 7 et 8 pour chaque diapositive.

10. Remettre le couvercle sur la chambre d'incubation. Incuber pendant 30 minutes a température ambiante.

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

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

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

14. Recommencer les étapes 12 et 13 pour chaque lame.
15. Utiliser un microscope a fluorescence avec un grossissement de 200x ou supérieur pour la visualisation des résultats.

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

B. Détermination du critere d'évaluation (titrage)

Un sérum positif dans le test de dépistage peut étre testé davantage en suivant les étapes 5 a 13 pour déterminer le titre. Chaque
passage du test doit inclure les régulateurs positifs et négatifs. Faire des dilutions en double en double qui commencent &4 1:10. La
plus forte dilution produisant une réaction positive correspond au titre.

Préparation des dilutions en série

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

Eprouvettes 1 2 3 4 5 6
Sérum 0,1 ml
+
Solution de 0,9 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
dilution
= =2 =2 = =
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Transfer 0,2ml 0,2ml 0,2ml 0,2ml 0,2ml

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

CONTROLE DE QUALITE

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

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

e Turbidité. Jeter et utiliser un autre controle

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

e Permettre a la lame de sécher pendant la procédure.

INTERPRETATION DES RESULTATS

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

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

LIMITES DE LA PROCEDURE

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

Dans de rares cas, de fausses réactions positives peuvent étre observées. Ceci peut étre di a la présence de hauts niveaux de
lipoprotéines ou d'autres protéines qui se lient & 'ADN™*2,

Le conjugué d'anticorps pour I''gG humain FITC fourni dans cet équipement est essentiellement spécifique des chaines lourdes
mais présente également quelque activité relatives aux chaines Iégeres. Il réagit essentiellement avec les anticorps de la classe
1gG, mais peut, a un degré moindre, réagir avec les chaines légéres d'autres classes telles qu'lgM.

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

VALEURS ATTENDUES

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

DONNEES DE RENDEMENT

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

Substrato Crithidia luciliee

Per uso diagnostico in vitro

INSERTO DEL PRODOTTO
1106 48 Determinazioni

1106-2 96 Determinazioni
1106-6 120 Determinazioni

FINALITA' D'USO

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

Sommario e spiegazione del test

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

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

PRINCIPI DELLA METODICA

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

INFORMAZIONI SUL PRODOTTO
Conservazione e preparazione
Conservare tutti i reagenti a 2-8 ° C. E' necessario, prima dell'uso, portare tutti i reagenti a temperatura ambiente.

Materiali forniti

Kit nDNA ImmuGlo™ 1106
Kit nDNA ImmuGlo™ 1106-2
Kit nDNA ImmuGlo™ 1106-6
Il kit contiene reagenti sufficienti ad eseguire 48 determinazioni ciascuno.
8 x SORBJSLDI6] Vetrini da 6 pozzetti, substrato Crithidia luciliee ((REF| 1106)
16 x SORBJSLDI6] Vetrini da 6 pozzetti, substrato Crithidia luciliee ((REF| 1106-2)
20 x SORBJSLDI6] Vetrini da 6 pozzetti, substrato Crithidia luciliee ((REF| 1106-6)
1x0,5ml [CONTROL[+]nDNA] Controllo Positivo nDNA. Contiene siero umano.
1x0,5ml CONTROL[] Controllo Negativo. Contiene siero umano.
Coniugato FITC anti-lgG umane con Blu di Evans. Proteggere dalla luce. (2x
1x5ml [IgG-CONJIFITCIEB| 1106-2, 1106-6)
1x 60 ml Diluente tamponato.
2 fiales [BUF]WASH Soluzione salina tamponata con fosfato (PBS). Da ricostituire a 1 litro.
1x5,0ml [MOUNTING[MEDIUM| Liquido di montaggio. Non congelare. (2x 1106-2, 1106-6)
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1x12 Vetrini coprioggetto. (2x 1106-2, 1106-6)

Componenti opzionali

5ml Coniugato FITC anti IgG umane. Proteggere dalla luce. 2100X.
1mi Colorante di contrasto Blu di Evans®*. 2510.

Simboli utilizzati sulle etichette

Codice del lotto

Numero di catalogo

Per uso diagnostico in vitro
Utilizzare entro

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

Fabbricante

Data di fabbricazione

SredE~FEJ

*Pericolo. Pud 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 occhi/il viso. Conservare sotto chiave. Smaltire il prodotto/recipiente nello
smaltimento dei rifiuti approvato.

Materiali necessari ma non forniti

e Microscopio a fluorescenza

e Micropipetta o pipetta Pasteur

e Pipette sierologiche

e Vaschetta per colorazione (ad es. vaschetta Coplin)

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

e Contenitore da 1 litro

e Flacone di lavaggio

e Salviette di carta

e Camera umida per l'incubazione

AVVERTENZE E PRECAUZIONI

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

ATTENZIONE - L'azide sodica (NaN3) puo reagire con gli scarichi idraulici in piombo e rame per formare azidi metalliche altamente
esplosive. Durante lo smaltimento dei liquidi, diluire con acqua corrente per evitare I'accumulo di azide. L'azide sodica puo essere
tossica se ingerita. In caso di ingestione riferire immediatamente l'incidente al direttore del laboratorio o al centro antiveleni.

Per garantire la validita dei risultati € indispensabile seguire scrupolosamente le istruzioni contenute in questo foglio illustrativo.

Per eventuali sostituzioni di materiali del kit, usare solo materiali Immco Diagnostics Inc. aventi lo stesso numero di catalogo. Non
usare oltre la data di scadenza indicata sull'etichetta.

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

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

Metodo del test

A. Screening

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

12. Rimuovere il vetrino dalla vaschetta Coplin. Asciugare il vetrino su carta assorbente per rimuovere la soluzione PBS in

eccesso. Per prevenire |'essiccazione, procedere immediatamente alla fase successiva mentre il vetrino & ancora
umido.

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

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

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

| vetrini possono essere letti appena montati. Tuttavia, per la presenza di un agente antiscolorimento nel liquido di montaggio, non

si verificano perdite significative di intensita di colorazione e la lettura puo essere effettuata nelle 48 ore successive alla

preparazione. | vetrini devono essere conservati in assenza di luce a 2-8°C.

B. Determinazione Endpoint (titolazione)

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

Preparazione delle Diluizioni Seriali

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

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

+
Diluente 0,9 mi 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
Tamponato

= = = = 2

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

In ogni serie di test dovrebbero essere inclusi un Controllo Positivo e un Controllo Negativo. Il Controllo Negativo non dovrebbe
evidenziare fluorescenza specifica del chinetoplasto, mentre il Controllo Positivo dovrebbe produrre un'intensita di colorazione di
2+ 0 maggiore di questa struttura. Se non si ottengono i risultati attesi, la procedura dovrebbe essere ripetuta. Se i controlli
continuano a produrre risultati discordanti, cid puo essere dovuto a:

e Torbidita. Smaltire e usare un nuovo controllo.

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

e Aver lasciato asciugare il vetrino durante la procedura.

INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

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

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

LIMITAZIONI DELLA PROCEDURA

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

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

Il Coniugato FITC anti-lgG umane caprino fornito in questo kit &€ prevalentemente specifico per le catene pesanti ma presenta
anche una certa attivita con le catene leggere. Reagisce maggiormente con gli autoanticorpi di classe 1gG, ma puo, in misura
inferiore, reagire con le catene leggere di altre classi, ad esempio le IgM.

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

VALORI ATTESI

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

PERFORMANCE DEL TEST

Il Test di Rilevazione degli Anticorpi anti-nDNA in Immunofluorescenza ImmuGIlo™ é stato confrontato con un altro test in
fluorescenza disponibile in commercio che usa come substrato C. lucilise. La comparazione ha incluso 106 campioni di siero
prelevati da individui normali e da pazienti con diagnosi di LES, sclerodermia o artrite reumatoide, i sieri sono stati testati secondo
la procedura e le diluizioni di screening consigliate dai produttori. Questi test hanno prodotto i risultati riassunti nella Tabella 2.
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‘o ; Teste de Anticorpos Anti-ADN nativo (hnADN
IMMCO Heorpos 7 (nADN)
: Substrato Crithidia luciliee

Para diagndstico in vitro

FOLHETO DO PRODUTO
1106 48 Determinacdes
1106-2 96 Determinages
1106-6 120 Determinagdes

APLICACAO

Teste de anticorpos de imunofluorescéncia indirecta para a deteccdo e semiquantificacdo de anticorpos anti-acido
desoxirribonucleico (cadeia dupla) nativo (hRADN) no soro humano.

RESUMO E EXPLICACAO

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

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

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

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

INFORMAGAO SOBRE O PRODUTO

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

Materiais fornecidos
Kit para nDNA ImmuGlo™ 1106

Kit para nDNA ImmuGlo™ 1106-2
Kit para nDNA ImmuGlo™ 1106-6
Cada kit contém reagentes suficientes para executar 48 determinacdes.

8 X SORBISLDJ6] Laminas de substrato Crithidia lucilise com 6 pogos ( 1106)
16 x Laminas de substrato Crithidia lucilize com 6 pogos ( 1106-2)
20 x SORBISLDI6] Laminas de substrato Crithidia lucilise com 6 pogos ( 1106-6)
1x0,5ml |CONTROL|+|nDNA| Controlo positivo para nADN. Contém soro humano.
1x0,5ml [CONTROLJ] Controlo negativo. Contém soro humano.
Conjugado de 1gG anti-humana com FITC contendo azul de Evans. Proteger
1x5mi [lgG-CONJIFITCIEB] da luz. (2x 1106-2, 1106-6)
1x 60 ml Diluente tamponado.
2 frascos Tampéo fosfato salino (PBS). Dissolver cada frasco em 1 I.
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1x5,0ml [MOUNTING[MEDIUM] Meio de montagem. N&o congelar. (2x 1106-2, 1106-6)

1x12 COVER[SLD] Lamelas. (2x 1106-2, 1106-6)

Componentes opcionais

5ml I9gG-CONJ[FITC Conjugador de IgG anti-humana IgG com FITC. Proteger da luz. 2100X.
1ml EVANS Contracorante azul de Evans.[REF] 2510.

Simbolos utilizados nos rétulos:

—
(@]
3

Ndmero de lote

NUmero de catalogo

Utilizagdo diagnéstica in vitro
Utilizagao por

Temperatura de armazenamento
Consulte as instrugdes de utilizagdo
Ndmero de testes

Fabricante

Data de fabricagéo

SrEq4B~uF[F

*Perigo. Pode provocar cancro. Pedir instrucdes especificas antes da utilizagdo. N&o manuseie o produto antes de
ter lido e percebido todas as precaugdes de seguranga. EM CASO DE exposi¢&o ou suspeita de exposigdo: consulte
um médico. Usar luvas de protecgdo/vestuario de protecgcao/proteccao ocular/proteccéo facial. Armazenar em local
fechado a chave. Armazenar em local fechado a chave. Eliminar o contetido/recipiente em eliminagdo de residuos
aprovada.

Material necessario mas nao fornecido

e Microscopio de fluorescéncia

e Micropipeta ou pipeta de Pasteur

e Pipetas seroldgicas

e Recipiente de coloracao (ex: Coplin)

e Tubos de ensaio pequenos (ex: 13 x 75 mm) e suportes para tubos de ensaio
e Agua destilada ou desionizada

e Recipiente de 1 litro

e Frasco de lavagem

e Toalhetes de papel

e Céamara de incubacéo

AVISOS E PRECAUGCOES

Para uso em diagndstico in vitro. Todos os componentes de origem humana utilizados foram testados para HbsAg, VHC, VIH-1 e
2 e HTLV-I e deram resultado negativo nos testes FDA. Todas as amostras de soro humano e produtos de origem humana devem
ser tratados como sendo potencialmente perigosos, independentemente da sua origem. Devem-se respeitar as boas praticas
laboratoriais de conservacao, distribuicdo e eliminacdo destes materiais™.

AVISO: A azida de sodio (NaNs) pode reagir com as canalizagdes de cobre ou chumbo e formar azidas metalicas altamente
explosivas. Quando eliminar os liquidos deve deitar grandes quantidades de agua para evitar a formacéo dessas azidas. A azida
de saédio pode ser toxica se for ingerida. Se ingerida, informe imediatamente o director de laboratério ou um Centro Anti-Venenos.
As instrucdes devem ser seguidas a risca de forma a assegurar resultados véalidos. Nao trocar componentes dos kits com outros
de outras origens diferentes do mesmo nimero de catalogo da Immco Diagnostics Inc. N&o utilizar se estiverem fora do prazo de
validade.

COLHEITA DAS AMOSTRAS E PREPARAGAO

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

Método do teste

A. Controlo

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

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

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

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

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

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

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

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

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

10. Cologue a tampa na camara de incubagéo. Incube por 30 minutos a temperatura ambiente.

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

12. Retire a lamina do recipiente de coloracdo. Passe o bordo da lamina num toalhete de papel para eliminar o excesso de PBS.
Para evitar que a lamina seque, salte imediatamente ao passo seguinte enquanto a ldmina ainda est4 humida.

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

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

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

As laminas devem ser lidas assim que estiverem prontas. Contudo, devido a presenca de um agente antidescoloracdo no meio de

suporte, ndo ha perdas significativas de intensidade de coloracéo, se a leitura for adiada até 48 horas. As laminas devem ser

conservadas as escuras entre 2 e 8°C.

B. Determinacdo final (titulac&o)

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

Preparagéo de diluicdes em série

Numere seis tubos de 1 a 6. Deite 0,9 ml de Diluente da Amostra no tubo 1 e 0,2 ml nos tubos 2 a 6. Pipete 0,1 ml de soro ndo
diluido para o tubo 1 e mexa bem. Transfira 0,2 ml do tubo 1 para o tubo 2 e mexa bem. Continue a transferir 0,2 ml de um tubo
para o outro ap6s mexer para produzir as diluicdes descritas na tabela seguinte.

Tubos 1 2 3 4 5 6
Soro 0,1 ml
+
Diluente tampé&o 0,9 ml 0,2ml 0,2ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
> = = > >
Transferir 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
Diluigao final 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 etc.

CONTROLO DE QUALIDADE

Os Controlos Positivo e Negativo devem ser incluidos em cada teste. O Controlo Negativo ndo deve ter fluorescéncia especifica
do cinetoplasto. Deve ter uma intensidade de coloragéo desta estrutura de 2+ ou maior.
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Se ndo se obtiverem os resultados esperados, o teste deve ser repetido. Se resultados inadequados continuarem a ocorrer com
os controlos, pode tratar-se de:

e Turvagédo. Elimine e use outro controlo.

e Problemas no sistema 6ptico do microscépio de fluorescéncia: alinhamento incorrecto, lampada a precisar de ser substituida,
etc.

e A lamina ficou seca durante o processo.

INTERPRETAGCAO DOS RESULTADOS

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

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

LIMITAGOES DO PROCESSO

Nalguns casos, 0 soro positivo em coloragdo do cinetoplasto podera também ser muito fraco ou negativo no fenémeno pré-zona
da diluicdo de controlo inicial. Nesses casos duvidosos o soro deve ser controlado em diluicbes mais elevadas e, se positivo,
determinada a titulag&o dos anticorpos.

Em casos raros podem ser observadas reaccdes positivas falsas. Essas podem ser devidas a presenga de niveis elevados de
lipoproteinas ou outras proteinas que aderem ao ADN**™,

O Conjugado de 1gG anti-humana de cabra com FITC fornecido com este kit é principalmente especifico de cadeia pesada mas
tem uma ligeira actividade de cadeia leve. Esse reage principalmente com auto-anticorpos de classe IgG, mas pode, num grau
inferior, reagir com cadeias leves de outras classes, tais como IgM.

Quando redigir um diagnéstico, o médico deve considerar os resultados de todos os testes de imunofluorescéncia indirecta
positivos em conjunto com os resultados de outros testes de laboratério e a condicéo clinica do doente.

VALORES PREVISTOS

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

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

O teste de Anticorpos Anti-nADN ImmuGlo™ foi comparado com outro teste de anticorpos a fluorescéncia adquirido no mercado
usando C. lucilize como substrato. A comparagao incluiu 106 amostras de soro de individuos saudaveis bem como de doentes
com diagnéstico de LES, esclerodermia ou artrite reumatéide. Os soros foram testados de acordo com o método e diluicdo de
controlo recomendados pelo fabricante. Estes resultados de comparacgéo estéo descritos na tabela 2.
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Figure 1.C. lucilise
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Table 1. Incidence of Antibodies to nDNA in Collagen-Vascular Disorders as detected by Indirect Inmunofluorescence
on C. luciliee

Clinicai Condition No. Tested No. Positive % Positive
SLE 28 19 68
Scleroderma 23 0 0
Rheumatoid Arthritis 8

Normal Controls 106 0 0

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

Immco™ Other
Clinicai Condition n Positive % Positive Positive % Positive
SLE 28 19 68 13 46
Scleroderma 23
RheumatoidArthritis 8
Normal Controls 106
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