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"’"immco HEp-2 / DFS70 Knock-out IFA

PRODUCT INSERT

REF| 1108 HEp-2/DFS70 Knock-out Substrate Kit 60 Determinations
REF| 1108-120 HEp-2/DFS70 Knock-out Substrate Kit 120 Determinations
REF| 1108-240 HEp-2/DFS70 Knock-out Substrate Kit 240 Determinations

INTENDED USE

Indirect immunofluorescence (IF) antibody test for the detection and quantitation of anti-nuclear antibodies (ANA) in
human serum.

SUMMARY AND EXPLANATION

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

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

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

Anti-DFS70 Antibodies produce a nuclear dense fine speckled immunofluorescence pattern (DSF70) on HEp-2 cells.
These autoantibodies target a 70 kDa antigen also known as LEDGF (Lens Epithelium Derived Growth Factor) or psipl
gene product. These have been initially reported to occur in sera from patients with positive ANA tests but no clinical
evidence of systemic autoimmune rheumatic disease (SARD). Their gresence was initially documented in patients with
certain inflammatory conditions and ‘apparently’ healthy individuals™™’. DFS70 antibodies produce a pattern that can be
confused as homogeneous (associated with DNA, histones and nucleosomes) or fine speckled pattern associated with
SARDs. On the slides provided with this kit, standard HEp-2 (HEP2) are mixed with HEp-2 with the psipl gene knocked
out (eHEP2) in 1:9 ratio. Non-engineered HEP2 detect all autoantibody specificities. eHEP2 cells are able to detect all
autoantibody specificities except DFS70 associated with psipl/LEDGF. The use of this product thereby provides
additional functionality to discriminate homogeneous, speckled and dense fine speckled patterns. This may provide the
laboratory with more information to select appropriate confirmatory assays.

PRINCIPLES OF PROCEDURE

In the indirect IF method used in this kit, patient sera are incubated on HEp-2 cell substrates to allow binding of
antibodies. Any antibodies not bound are removed by rinsing. Bound antibodies of the IgG class are detected by
incubation of the substrate with fluorescein-labeled, anti-human IgG conjugate. Reactions are observed under

a fluorescence microscope equipped with appropriate filters. The presence of ANA, ASMA, and AMA is demonstrated by
an apple green fluorescence of specific structures in the cells. A majority of the cells present have the psipl gene
knocked out which prevents formation of LEDGF binding sites in these cells. This allows differentiation of ANA
homogeneous and speckled reaction patterns from DSF70 patternsls. The titers (the reciprocal of the highest dilution
giving a positive reaction) are then 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
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HEp-2/DFS70 Knock-out Substrate Kit
REF| 1108 60 Determinations

REF| 1108-120 120 Determinations
REF| 1108-240
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HEp-2 substrate  [SORB[SLD[12] Barcoded 12 well HEp-2/DFS70 knock out substrate slide (5x 1108, 10x
1108-120, 20x 1108-240)

1x0.5ml [CONTROLJ+JANA-HOMO] ANA positive control. Contains human serum.

1x0.5ml CONTROL[+]DFS70 DFS70 antibody positive control. Contains human serum.

1x0.5ml CONTROL[] Negative control. Contains human serum.

5ml IgG-CONJJFITCIEB] Anti-human IgG FITC conjugate containing Evan's blue counterstain. Protect
from light. (1x 1108, 2x 1108-120, 3x 1108-240)

60 ml Buffered diluent. (1x 1108, 1108-120, 2x 1108-240)

vials BUF|WASH Phosphate buffered saline (PBS). Dissolve each vial into 1L distilled or
deionized water. (2x 1108, 1108-120, 3x 1108-240)

5ml [MOUNTING]MEDIUM] Mounting medium. Do not freeze. (1x 1108, 1108-120, 2x 1108-
240)

12 per box COVERJSLD] Coverslips. (1x 1108, 2x 1108-120, 4x 1108-240)

Optional Components

5ml IgG-CONJ|FITC Anti-human IgG FITC conjugate. Protect from light. 2100x

1ml EVANS Evan's blue counterstain. 2510%.

Symbols used on labels:

Lot number
Catalog number
IVD In vitro diagnostic use

Use by

Storage temperature
Consult instructions for use
Number of tests
Manufacturer

Date of Manufacture

eLEdE~w

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

Material required but not provided

* Fluorescence microscope

* Micropipette or Pasteur pipette

« Serological pipettes

+ Staining dish (e.g. Coplin jar)

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

+ 1 liter container

+ Paper towels

* Incubation chamber
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WARNINGS AND PRECAUTIONS

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

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

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

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

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

PROCEDURE
Test Method

A. Screening

Patient sera to be reacted on slides with HEp-2 substrate should be diluted using 1:40 screening dilution. On HEp-2
a specific reaction at 1:40 or greater titer is considered positive.

1. Dilute each patient serum 1:40 (10 pl serum + 390 pl diluent). Do not dilute Positive or Negative Controls. Save the
undiluted sera to determine antibody titers if screening tests are found to be positive.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

14. Repeat steps 12 and 13 for each slide.
15. Examine for specific fluorescence under a fluorescence microscope at a magnification of 200x or greater.
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Slides may be read as soon as prepared. However, because of the presence of antifading agent in the mounting
medium, no significant loss of staining intensity occurs if reading is delayed for up to 48 hours. Slides should be stored in
the dark at 2-8°C.

B. Endpoint Determination (titration)

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

Preparation of Serial Dilutions Starting at 1:40

To create serial dilutions of a patient sample from 1:40 to 1:1280, begin by nhumbering six tubes from 1 through 6. More
tubes may be used if a higher final dilution is desired. Add 3.9 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 3.9ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml
2 2 2> 2> 2>
Transfer 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml
Final dilution 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280 etc.

QUALITY CONTROL

Both a Positive and Negative Control should be included with each test run. The Negative Control should show no specific
fluorescence of the nuclei. The ANA Positive Control should have 2+ or greater staining intensity of the nuclei with
a predominantly homogeneous pattern.

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

* Turbidity. Discard and use another control

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

« Allowing the slide to dry during the procedure.

INTERPRETATION OF RESULTS

Results should be reported as negative, positive, or, if end-point titer has been determined, positive with titer. It is
recommended that patient samples demonstrating specific fluorescence reactions at a dilution of 1:40 be reported as
positive. This should serve as a guide in the interpretation of results. Each laboratory must determine its own normal values
to account for differences in microscopy systems, personnel and training.

Read only fields which contain specific staining of the HEp-2 cells and the patterns observed for ANA, AMA and ASMA.
All other reactions should be reported as negative.

ANA can be quantified on the HEp-2 cells. The nuclear staining patterns observable include homogeneous, peripheral
(rim), speckled, nucleolar and centromere. These nuclear staining patterns are described below. They may be one or
a combination of several staining patterns. The latter are due to reactions to several different nuclear antigens.

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

Nuclear The nuclear membrane stains most intensely as fine linear pattern with decreasing staining
Membranous: intensity of the nucleoplasm towards the center of the nucleus.
Speckled: Discrete, coarse to fine, round speckles fluoresce throughout the nucleus.
Nucleolar: The nucleoli stain as multiple solid bodies within the nucleus.
Centromere: Large speckles of finite number. Reactive antigen segregates with condensed chromosomes
in cells undergoing mitosis”’.
DFS70: Standard HEp-2 (HEP2): In ~10% of the cells in each well, a dense fine speckled pattern will be

observed on the interphase nucleus. Chromatin associated staining is seen on mitotic nuclei.
Engineered HEp-2 (eHEP2): The remaining ~90% of HEp-2 cells have the psipl gene encoding the
4
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LEDGF antigen knocked out and therefore will not producing a similar pattern.
If 10% of the HEp-2 cells have brighter fluorescence corresponding to DFS70 pattern and rest of
the cells present additional patterns or fine speckled signal above cut-off, it indicates the presence
of mixed patterns. Closer anlaysis of such patterns is essential to confirm what other antibody
specificity is present in addition to the DFS70 pattern associated with LEDGF/psipl.

Figure 1. Reference Reactions

ANA Homogeneous Reaction

Standard HEp-2 cells (HEP2)

Engineered HEp-2 cells (eHEP2)

HEP2 and eHEP2 cells
all present same pattern

DFS70 Antibody Reaction

eHEP2
HEP2

eHEP2 cells have no
specific nuclear fluorescence

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

Table 1. Diagnostic Significance of Antinuclear Antibodies

IF Staining Pattern Nature of Antigen IAssociated Disease

Homogeneous dsDNA/Histones SLE

Nuclear membranous Laminins SLE, vasculitis or chronic hepatitis

Speckled RNP SLE or MCTD*
Sm SLE
SS-A/SS-B SLE or Sjogren's Syndrome
Scl-70 Scleroderma

Nucleolar RNAP-I Scleroderma
Pm-Scl
RNA/probably U3 RNA

Centromere/Kinetochore |inner and outer plates CREST syndrome
of kinetochore

DFS70™™® Dense Fine Speckled Pattern [Negative association with systemic autoimmune diseases;
(positive in ~10% of cells or reported in atopic dermatitis, alopecia aerate, Vogt-
relatively higher fluorescence |Koyanagi-Harada (VKH) disease, sympathetic ophthalmia,
signal in ~10% of cells) Behcet's disease and atypical retinal degeneration.

* Mixed Connective Tissue Disease
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Detectable cytoplasmic antibodies include anti-mitochondrial antibodies (AMA) and anti-smooth muscle antibodies
(ASMA). In an AMA pattern, the cytoplasm appears granular, whereas the ASMA pattern is a fibrillar network of staining
throughout the cytoplasm. Both patterns should be reported as negative for ANA.

LIMITATION OF THE PROCEDURE

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

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

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

A positive ANA should not be considered diagnostic of SLE by itself. They also occur in patients with other connective
tissue diseases and certain drugs such as procainamide and hydralazine may induce a positive ANA'. Moreover, sera of
patients with malignancies and infectious diseases may also have positive ANA”.

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

EXPECTED VALUES

Tests for nuclear antibodies are used to screen for SLE and certain other immunologic disturbances. AMA occur in over
90% of cases of primary biliary cirrhosis and 3-11% of cases of chronic hepatitis. ASMA occur in the majority of cases of
chronic active hepatitis.

Table 2: Incidence of Antinuclear Antibodies (ANA) Detected by Indirect Inmunofluorescence on HEp-2 Cells

Clinical Condition No. of Sera % Positive
SLE 12 100
Subacute Cutaneous LE (SCLE) 7 86
Scleroderma 6 100
Rheumatoid Arthritis 10 50
Normal Controls 15 0

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

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

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

% Positive
Clinical Condition No. of Sera Immco Other
SLE 12 100 100
Subacute Cutaneous LE (SCLE) 7 85 85
Scleroderma 6 100 100
Rheumatoid Arthritis 10 50 30
Normal Controls 15 0 0
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*Immco

HEp-2 / DFS70 AdpavoTroinuéva IFA

ENOETO MPOIONTOZ

REF| 1108 Kit utrooTpwpartog HEp-2/DFS70 adpavotroinuévwy 60 TTpoadiopiopoi
REF| 1108-120 Kit utrooTpwpuartog HEp-2/DFS70 adpavotroinuévwy 120 Trpoadiopiopoi
REF| 1108-240 Kit utroaTpwpuartog HEp-2/DFS70 adpavotroinuévwy 240 TTpoadiopioyoi

NPOOPIZOMENH XPHZH

E&éTaon avriowpdaTwy pe éuueco avooo@Bopiouo (IF) yia Tnv avixveuon Kal Tov TTOGOTIKG TTPOadIopITUS TwV
QVTITTUPNVIKWY avTiowpatwy (ANA) atov avBpwTTivo opo.

NEPIAHWH KAI ENEZHIMHZH

Ta avrmimmupnvikd avriowpara (ANA) TTou avixvelovtal pe €UPECO avooo@Bopioud, ocupfdaAlouv otn didyvwon
SIaTAPAXWY TOU OUVOETIKOU 10TOU, OTIG OTTOIEG TTEPIAQUBAVOVTAI O GUGTNUATIKOG £pUBNUATWONG AUKOG (ZEA), n pIKTA vOo0g
TOU OUVOETIKOU 10TOU, TO oUvdpouo Sjogren Kai n OK)\npoésppial'S. Ta avriowpara ANA epgavifovial oto 95% Twv
acBevwv pe ZEA, kaBwg emmiong kal oe aoBeveig pe GAAEG voooug Tou ouvdeTIKoU 10ToU. Ta ANA £v6é)g£m| emmiong va
EUPAVIOTOUV KOl G GANEC BIATAPOXEG, OTTIWGS N XPOVIA EVEPYOS NTIGTITISA KAl N TIOWTOTIABS XOAIKH Kippwon S,

Ta avrnigiroxovdpiakd avriowpara (AMA) epgaviCoviar oe mooooTd dvw Tou 90% Twv TIEPITTWOEWY
TTPWTOTTAB0UGKOAIKAG Kippwong, oTo 3-11% Twv acBevwyv pexpovia evepyod NTTaTITIdOA £V aTTOUCIAlouv g€ aoBeveig pe
eCwnmarik  améepagn XoAneoépwv kKal AGAAeg voooug Tou Amatog. H KaBOAKr Trapoucdia  avTIUITOXOVOPIOKWY
QAVTICWHATWY OTNV TTPWTOTTA0 XOAIKr Kippwan Kal n OUCIACTIKI) aTToudia Toug oTov €§wNTTATIKG iKTEPO, KABIOTA TNV
avixveuon 1I31aiTepa TTOAUTIUN Yia TN SIagopIkn Sidyvwan® 2.

YywnAoi TiTAOI avTICWHATWY KATA TwV Agiwv puikwv Ivwv (ASMA) (>160) epgavifovral oTnv TTAsiowneia Twv
TEPITITWOEWY XPOVIag evepyou NTTaTitidag, evw Petpiou Babuou TitAol (40-80) eugavifovral oTnv ofgia 10yevA nIraTitida.
MepioTaoiakd, evOEXETAI VO EUPAVIGTOUV OF TTEPITITWOEIG TIPWTOTTAB0UG XOAIKNG Kippwaong, OTTou ETTIONG AVEUPITKOVTAI
o€ TiITAOUG PETPIOU Paepoo. H agia Twv TiTAwv 20-40 cival ap@iBoAn, KaBwg auTtoi oI TITAoI EVOEXETAI VA EUPAVIOTOUV O€
QUGCIONOYIKG GTopa >,

Ta avri-DFS70 avricwpara mopdyouv TTUKVO AETTITO OTIKTG TTPOTUTTO avooo@Bopiopol (DSF70) oTtov TTupAva Twv
KUTTadpwyv HEp-2. AuTtd T0 auToQVTICWUATA OTOXEUOUV £va avTiyovo peyéBoug 70 kDa TTou gival yvwaTo kai wg LEDGF
(augnTikdg TTapdyovtag Tou €mMONAiou Tou @akou) f TTapdywyo Tou yovidiou psip1. Apxikd ava@épbnke OTI autd Ta
QUTOQVTICWHATA OTTAVTOUV OTOV 0p6 aoBevwv pe BeTIkEG e€eTdoelg yia ANA aAAd Xwpig KAIVIKEG evOEiEIG ouTNUATIKOU
QUTOAVOOOU peupaTikoUu vooruatog (SARD). H Trapoudia Toug TeKUNPIWONKE ApXIKA O€ AOBEVEIG E OUYKEKPIMEVEG
@AeyPovWOEIG TTOBATEIG KAl OE «PAIVOUEVIKA» UYIN dTopcxlS'”. Ta avriowuata DFS70 mrapdyouv éva TTpAOTUTIO TTOU
OUyxEETal PE TO OHOIOYEVEG (CUOXETICOPEVO e DNA, 10TOVEG Kal VOUKAEOOWHATA) A TO AETITO OTIKTO TTPATUTIO, TO OTTOI0
OUOXETICETOI JE TO CUCTNUATIKA AUTOAVOOA PEUMATIKA VOO uaTA. ZTa TTAOKISIO TTOU TTapEXOVTal PE TO TTAPOV KIT, Td
Kavovikd kuttapa HEp-2 (HEP2) eivar avapeiypéva pe kUttapa HEp-2 ota otroia 10 yovidlo psip1 éxel adpavotroinBei
(eHEP2), og avaloyia 1:9. Ta un 1pomrotroinuéva HEP2 avixvelouv GAgg TIG €I0IKOTNTEG AUTOAVTICWHATWY. Ta KUTTApPA
eHEP2 cival og Béon va avixveuouv OAEG TIG €10IKOTNTEG AUTOAVTIOWHATWY eKTOG Twv DFS70, Ta otroia cuaxeTifovTal he
10 psip1/LEDGF. Emopévwg, n xpAon autoU Tou TTPOIOVTOG TTPOCQEPEl TTPOCBOETN AcITOUpyIKOTNTA yia Tn JIAKpIon
METAEU TOU OpoIoyEVOUG, TOU OTIKTOU KOl TOU TTUKVOU AETTTOU OTIKTOU TTpoTUTTou. ‘ETal evdéxeTal va TTapacyxebolv oTo
EPYOOTAPIO TTEPIOTATEPES TTANPOPOPIES YIa TNV ETTIAOYF KATAAANAWY eTIRERAIWTIKWY HEBOdWV avaAuang.

APXEZ THZ AIAAIKAZIAZ

Me tn péBodo €upecou avooo@BopIGUOU TTOU XPNOIUOTIOIEITAlI OTO TTAPOV KIT, 0 0pdG TwV aoBevwy €TTWACETAI O€
KUTTOPIKO uttooTpwua HEp-2 yia va kataotei duvath n d€0ueucn TwV avTIOWHATwy. Tuxov avTicwuata TTou Oev
deopelovTal, aTTopakpuvovTal Ye EKTTAUCT. Ta deopeupéva avTiowpaTa TNG katnyopiag IgG avixveuovTal Je ThV £TTWACN
TOU UTTOOTPWHATOG e UZEUYHa avTIavBpwTTivnG avogoo@aipivng IgG emonuacuévo pe @Aouopeakeivn. Or avTidpdoeig
TTAPATNPOUVTAl KATW OTTO UIKPOCGKOTIO pBOoPIoUoU £€0TTAICUEVO e Ta KATAAANAG @iATpa. H Tapouaia ANA, ASMA kai
AMA aTtrodeikvUeTal ue TNV avixveuan @BopIouoU avoixTou TTPACIVOU XPWHATOG, TOV OTT0I0 8iVOUV OUYKEKPIPEVEG DOUEG
TWV KUTTApwv. Ta TepIoodTepa aTTd T TTAPOVTA KUTTAPA €XOUv adpavoTroinuévo To yovidlo psip1, yeyovog TTou
ATTOTPETTEl TOV OoXNUaTIoNd Bécewv ouvdeong LEDGF oe autd ta kUtTapa. To yeyovog autd kabiotd duvarh Tn
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dlagopoTtroinon Tou opoloyevoug TTpoTUTTou ANA Kail Tou OTIKTOU TTpoTUTTou atrod 1o TpoTutro DSF7018. 21N ouvéxela, ol
TiTAOI (WG TITAOG opileTan TO AVTIOTPOPO TNG UWNASTEPNG apaiwaong TTou divel BeTIKA avTidpaon) TTpoodiopifovTal PE TN
MEBODBO TwV BIAdOXIKWY Gpdl(bO’EU.)Vl .

NAHPO®OPIEX NPOIONTOX

®UAagn Kkal TTpoETOINaTIT

OAa 1a avmidpacTthpia @uAdooovtal otoug 2-8°C. Ta avmidpaoTrpia €ival £€T0Iua yia XpAon, £QOCOV QTACOUV OF
Bepuokpacia dwpariou.

YAIkd 1TTOU TTOpéXOVTAl

Kit uttootpwpatog HEp-2/DFS70 adpavoTroinuévwy

1108 60 TTpoadlopIouoi

1108-120 120 TIPOOBIOPICHOI

1108-240 240 TIPOOBIOPICHOI

Yméotpwpa HEp-2 SORBJSLD[12] MAakidio urooTpwuartog HEp-2/DFS70 adpavotroinuévwy, 12 BuBigpdTwy,
HE YpaupwTO KwdIKG (5x [REF]1108, 10x [REF]1108-120, 20x 1108-
240)

1x0,5ml [CONTROLJ+|JANA-HOMO|  AidAupa BeTikou eAéyxou yia ANA. Mepiéxel avOpwTIvo opo.

1x0,5ml CONTROL[+]DFS70 AidAupa BeTiIkoU eAEyxou yia avTiowpara DFS70. Mepiéxel avBpwTTivo opd.

1x0,5ml CONTROL[] AidAupa apvnTikoU eA€yxou. Mepiéxel avBpwTIvo 0po.

5ml 19G-CONJ[FITC[EB] 20Ceuypa avTiavBpwTTivng avoooa@aipivng IgG pe FITC TTou Trepiéxel kuavo
Tou Evans wg xpwarTikr) avtiBeong. Na mpooTtarteleTal ammd 10 Qwe. (1x
[REF]1108, 2x 1108-120, 3x 1108-240)

60 ml PuBuIOTIKG apalwTIKG SiaAdpaTa (1x 1108, 1108-120, 2x 1108-
240)

@IoAidIa BUF|WASH Dwopopikd pubuioTiké didAupa (PBS) AlaAUaTe kEBe @iaAidio o€ 1L
QTTECTOYUEVOU A OTTIOVIOPEVOU VEPOU. (2X 1108, 1108-120, 3x
1108-240)

5mi [MOUNTING]MEDIUM] Méoo emikdAuyng. Na pnv katayuxetar. (1x 1108, 1108-120, 2x
1108-240)

12 avd kouri COVERI|SLD KaAuTrTpideg (1x 1108, 2x 1108-120, 4x 1108-240)

MpoaipeTikd ocuoTATIKA

5ml 1gG-CONJ|FITC >ueukTIké avTtiowpa FITC katd Tng avBpwTmivng IgG. Na TrpoaTareUeTal amod 1o
@wg|[REF] 2100x.

iml EVANS Emixpwon Evan’s blue[REF]| 2510*.

ZUuBoAa TTOU XPNOINOTTOIOUVTAI OTIG ETIKETEG:
Ap1Buog MapTidag

Ap1Bu6g kataAdyou

AlayvwoTiKr Xprion in vitro

Xpron £éwg

O¢puokpacia amodrikeuang
>upPBouAeurteite TIG 0BNYieg Xpriong
Ap1Bu6g dokipwv

KataokeuaoTng

trdE~uFHR

Huepopnvia Kataokeurg



* Kivduvog. Mtropei va pokaAéoel kapkivo. E@odiaaTeite pe TIG €I0IKEG 0dnyieg TTpIv a1rd TN Xprion. Mnv 10 XpnoIUOTIOINCETE TTPIV
SI0BACETE Kal KATAVONOETE TIG 0dnyieg TTpopUAagng. ZE MEPIMTQXH ¢ékBeong A mBavoTnTag ékBeang: ZupBouleuBeite /
Emoke@beite yiatpd. Na @opdre TTpooTATEUTIKA YAVTIO/ TIPOGTATEUTIKA £vOUUOTO/ HECT ATOUIKAG TTPOCTACIAG YIa Ta HATIO /
mpoéowTo. PuAdooeTal KAEIBWHEVO. PUAGoTETAI KAEIDWEVO. AIGBETN TOU TTEPIEXOUEVOU/TTEPIEKTN OTO EYKEKPIMEVO dIdBeaNng
aTroRAATWV.

ATraitoUpeva UAIKA TTOU Bev TTapEXOVTAI

MikpookdtTio @BopiouoU

Mikpotmiréra ) miTéTa Pasteur

OpoAoyIKEG TTITTETEG

TpuBAio xpwong (11.x. doxeio Coplin)

Mikpoi BoKIOOTIKOI CWANAVEG (TT.X. 13 X 75 mm) ka1 op£ag SOKINATTIKWY CWARVWY
ATTECTAYHEVO A ATTIOVIOPEVO VEPO

Aoyxeio gvog Aitpou

®1aAn ékTTAUCNG

ATTOppOPNTIKA XOPTIA

OdAapog eTwaong

MPOEIAOMOIHZEIZ KAI MTPO®YAAZEIZ

MNa in vitro diayvwaoTik xpron. OAa Ta cucTaTIKA avBpwTTIvnG TTPOEAEUCNG TTOU XPNOIUOTTOIOUVTAl €X0ouVv eAEYXBEi yia
TNV TTapouaia Tou avtiyovou HbsAg, Twv 1lov HCV, HIV-1 kai 2, kaBwg kai Tou 100 HTLV-I kai £€xouv Bpebei apvnTikd,
oUpewva pe TIG e€eTdoelg TTou atraitei o Opyaviopog Tpoipwy kal Gapudkwyv Twv H.M.A. (FDA). OAa Ta deiypata
avBpwTTivou opoU Kal Ta TTPOIOVTA avlpwTTivng TTPoéAeucng Ba TTPETTEN va avTIMETWTTICOVTAl WG dUVNTIKA ETTIKIVOUVQ,
aveEdpTnTa a1md TNV TTPoEAEUOT TOUG. AKOAOUBNOTE TIG OPBEG EPYOOTNPIOKEG TTPAKTIKEG KOTA TN QUAAEN, TNV £yxuon Kal
TNV aTméPPIYPN TWV UNKGWY auTidv™.

MPOEIAOMNOIHZH — To agidio Tou vatpiou (NaN3) evdéxetal va avTidpdael e owAnvwoelg atmd POAuBdO 1 XaAKO Kal va
OXNUATIOE! 1I0XUPWG EKPNKTIKA alidia YeTdAAwyv. Katd tnv amoppiyn uypwy, EETTAUVETE PE PEYAAEG TTOOOTNTEG VEPOU,
€101 WOTE va amTo@euxBei n cuoowpeuon adidiwv. To adidio Tou vaTpiou evOEXETal va egival TOEIKO T€ TTEPITITWON
KATATTIOONG. Z€ TTEPITITWON KATATTOONG, AVAPEPETE APECWGS TO TTEPICTATIKG OTO OIEUBUVTH TOU EpyaaTnpiou | OTO KEVTPO
eAéyyxou dnAnTnpidoewy.

MNa 1 d100@AAIoN £yKupwy ATTOTEAEGUATWY, AKOAOUBNOTE TIG 0BnYyieg aKpIBWG OTTWG gu@avifovtal o€ auTtd TO €vOETO.
Mnv evoAAGOGCETE TO CUCTATIKA TOU KIT PHE OUOTATIKA GAANG TTpOEAEUONG TTou Bev £xouv Tov id10 apIBud KaTtaAdyou Tng
Immco Diagnostics Inc. Mnv 10 xpnOIPOTIOIEITE PETA TNV TTAPEAEUCT TNG NUEPOUNVIag ARENG.

ZYAAOIH KAI MPOETOIMAZIA AEIFMATOZ

Oa TTpéTmel va XpnoiyoTroiouvral pévo deiyuata opou yia auth Tn diadikacia. Agiypara TTou €X0UV UTTOOTEI PEYGAOU
BaBuou aiydAuan, MITTaIPIKG 1 deiypata JoAUouéva PE HIKPORIa evOEXETOI va €TTnNPEACOUV TNV ATTOd0CN QUTAG TNG
avdAuong kai dev Ba Tmpétrel va xpnoigotroioUvtal. Ta Ociypata @uAdoooviar oe Bepuokpacieg 2-8°C, emi oyl
TEPICadTEPO aTTO Pia efdoudda. MNa @UAagn peyaAutepng didpkelag, o opdg Ba Trpétrel va katayuxBei atoug -20°C. Na
ato@elyeTal N eTTAVEIANUUEVN KATAWUEN Kal aTTOWuUEn Twv JeIYUATwWY.

AIAAIKAZIA
Mé&@odog avaAuong
A. AvaAuon diahoyng

O1 opoi acBevwyv TTou TTPOKEITAI VA BWOOUV avTIdPAcElg o€ TTAaKidIa pe uTTooTpwua HEp-2 Trpétrel va apaiwBouv
Xpnoigotroiwvtag apaiwon diahoyig 1:40. Me 1o utréoTpwpua HEp-2, pia €181k avTidpaon o€ avaloyia 1:40
MeyaAUTepPO TITAO BewpeiTal BETIK.

1. ApaiwaoTe Tov KGO opd acBevoug oe avahoyia 1:40 (10 pl opou + 390 pl apaiwTikoU). Mnv apaiwvete Ta SloAUpaTa
BeTIKOU eAéyxou Kal apvnTikoU eAéyyxou. QUAGETE Ta un apalwpéva OeiyuaTa TwWY OPWYV Yia va TTPOCOIOPITETE TOUG
TITAOUG TwV avTIOWHPATWY O€ TTEPITITWOTN TToU o1 doKIpacieg dlahoyhg BpeBouv BETIKEG.

2. AgpnoTe TIG BAKEG TTOU TTEPIEXOUV TIG QAVTIKEIMEVOPOPOUG TOu uttooTpwuatog €1 10-15 AemTd, mrpokeiyévou va
@Tdoouv og Beppokpaaia dwuaTiou. AQaIpESTE TTPOCEKTIKA TIG AVTIKEINEVOPOPOUG XWPIG VA ayYigeTE TO UTTOCTPWHA.

3. ZnNMAVETE TIG QVTIKEINEVOPOPOUG Kal TOTTOBETACTE TIG 0€ éva BAAQUO ETTWACNG TTOU £XETE KAAUWEI JE ATTOPPOPNTIKO
XOpTi JIABPEYHEVO E VEPO WATE VA ATTOTPEWETE TUXOV aTToApavOn.

4. AvooTpEWTe TO OTAYOVOUETPIKO @IaAidIo Kal TTIECTE aTTaAd WOTe va pigete 1 oTaydva (trepitrou 50 pl) ammd 1o didAupa
apvnTikoU eAéyxou oto BuBiopa #1. Opoiwg, pi¢te 1 oTayova diaAUpaTog BeTikou eAéyxou yia ANA oTo BuBioua #2.
ATtro@eUyeTe va yepideTe uTTEPBOAIKA Ta BuBicuarTa.

5. Xpnoigotoiwvtag pia gIKpoTrtTéTa f mréTa Pasteur, mpooBéoTte 1 oTaydva ammd Tov apalwpévo opd Tou acBevoug
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(trepitrou 50 pl) oTig uTTEAOITTEG KUWEAIDEG. ATTOPUYETE TNV UTTEPTTANPWON TWV KUWEAIBWV.

6. TommoBeTACOTE TO KATTAKI OTO BAAQUO £TTWACNG KAl ETWACTE TIG AVTIKEIUEVOPOPOUS €TTi 30 AeTTTd O¢ Bepuokpacia
dwpariou.

7. A@aipéoTe pia avTiKEINEVOPOPO atrd 1o BaAapo emwacong. KpatAoTe TNV AvTIKEIWEVOPOPO aTTO TO GKPO TTOU QEPEI TO
aToixeia kal ekTAUveTe pe TrepiTou 10 ml PBS xpnoiyotroiwvtag pia TITETa 1) eKTTAUVETE TNV OVTIKEIUEVOPOPO OE
KUTTEAAO TTou Trepiéxel PBS. Mn xpnoigotroleite @IaAn €kmmAuong. MeTa@EPETE TNV QVTIKEINEVOPOPO OPECWS OTO
doxeio Coplin kai ekTTAUvETE €TTi 10 AeTTTd. ETTOVOAGBETE TN d1adIKaTia ue OAEG TIG UTTOAOITTEG AVTIKEINEVOPOPOUG.

8. AQaIpETTE TIG OVTIKEIUEVOPOPOUG aTTd To doyxeio Coplin. ZTUTTWOTE TNV AKPN TNG AVTIKEINEVOPOPOU HE ATTOPPOPNTIKO
XapTi yia va agaipéoeTte TV Tepiooeia PBS. TommoBeTroTe TNV QVTIKEINEVOPOPO 0€ BAAAUO €TTWAONG. AvaOTPEWTE
auéowG TO OTOYOVOMUETPO TOU OUCEUKTIKOU QVTIOWMATOG Kal TTIEOTE TO POAOKA yia va TTpooBéoete 1 oTtaydva
(Trepitrou 50 pl) og kGO KuweAida.

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

10. TotroBeTAOTE €K VEOU TO KATTAKI 0TO BAAapo eTwaong. EmwdaaoTe emmi 30 AeTiTd o€ Beppokpacia dwyuatiou.

11. ApaipéoTe pia avTiKeyevo@opo atré 1o BaAauo emwaong. KpatiaTe TNV avTIKEINEVOPOPO aTTO TO GKPO TTOU PEPEI TA
oToixeia kalr epBatriote TNV o€ €va KUTTEANO pe PBS yia va a@aipéoeTe TNV TTEPICOEIO CUCEUKTIKOU QVTIOWHATOG.
TOTTOBETACTE TIG QVTIKEINEVOPOPOUG OE €va Oioko xpwang tou Trepixel PBS emmi 10 Aemrtd. Edv xpnoiyotroinBei
TTPOCIPETIKO OUZEUKTIKO QVTIOWHO XWPIG €TTiXpwon (O€iTe Ta TTPOCIPETIKG CUOTATIKG OTnv evotnTa “YAIK& TTOU
TTapéxovTal’), uTropeite va TTpooBéaete 2-3 oTtaydveg emmixpwong Evans blue otnv 1eAikA ékTAuon. ETravaAdBere yia
TIG UTTOAOITTEG avTIKEIuEVOPOpoug. ZHMEIQXH: Tuxov akatdAAnAn €kTTAuon evOExeTal va TTPOKOAéoEl augnuévo
@Bopioud uttoadpou.

12. AQaipéoTe Jia avTIKEIUEVOPOPO aTTO TO OIOKO XPWONG. ZTUTTWAOTE TNV AKPN TNG AVTIKEINEVOPOPOU LE ATTOPPOPNTIKO
XopTi yia va agaipéceTte Tnv Tepioocia PBS. Ma va ammoTpéyere TUXOV ammo§Apavon Tng OVTIKEIMEVOPOPOU,
TTPOXWPNOTE AHECWG OTO ETTOPEVO BAHA, EVOOW N AVTIKEIMEVOPOPOG Eival aKOHUN UypN.

13. EpapuoaTe TNV KAAUTITRIOA, TTPOCBETOVTAG 3 OTAYOVEG HEGOU ETTIKAAUWNG OPOIOPOPPA ETTAVW TNG, KOI TOTTOBETAOTE
TNV TTAVW OTNV QVTIKEINEVOPOPO. ATTOQUYETE TNV £€QAPUOYN AOKOTTNG TTIEONG KAI ATTOTPEWTE TNV TTAEUPIKN TTiEON TNG
KOAUTTITPI®AG.

14. EmravaAdBerte Ta Bripata 12 kain 13 yia KGOe avTIKEINEVOPOPO.

15. E¢eTdoTe yia €101kd @BopIoud ue PIKPOoKOTTIo pBopicpoU oe peyéBuvan 200x A peyaAlTepn.

O1 avTikeigevo@opol ptropolv va diapacTolv POAIG TrpoeToigacTolv. QaTdoo, efaitiag TG TTapoUdiag TTapayovTa

TpooTaciag @BopIouol 01O PECO KABAAwONG, dev EUPAVICETAI ONUAVTIKN OTTWAEIQ TNG €vTAONG TNG XPwaong, €4v n

avayvwon kabuoTeproel éwg kKal 48 wpeg. O1 avTikeluevo@opol Ba TTPETTEl va QUAGOCOVTAl O€ OKOTEIVO XWPO, OF

Bepuokpaaoia 2-8°C.

B. NMpoodiopiopog TeAIkoU onueiou (TITA0SATNON)

"Evag opdg trou divel BeTikG atroTéAecua oTn dokipaaia SiaAoyrg uTropei va uttoBANnBei o€ TTepaITEpw SOKIUR av
akoAouBnBouv Ta BAuaTa 5 £éwg 13, woTe va TTpoadioplioTei N KaTtdAANAn apaiwaon diaAoyng yia To uTTéoTpwua. Kabe
ekTéAeon e€ETaong TTpETTEl va TrepIAapBavel Ta dIoAUPaTa BETIKOU Kal apvnTIKOU eAéyxou. Kavete S1ad0XIKEG OPAIWOEIG OE
OITTAGG10 GYKO, EeKIVWVTAG aTTd didAupa pe avahoyia apaiwong 1:40. To avTioTpo@o TNG uPnASTEPNG OPAiWONG TTOU
divel BeTikr avTidpaon eivai o TiTAOG.

MpogToipacia Twv dIaSOXIKWV ApAIWOEWV EEKIVWVTAG a1rd TNV avaloyia 1:40

MNa va dnuioupyroete dIAdOXIKEG apaIWOEIG VoG OeiypaTog aabevoug ammd 1o 1:40 éwg 10 1:1280, apiBunoTe apxIkda £EI
owAnvdpia atmod 10 1 éwg 1o 6. MITOPEITE VO XPNOIPOTIOINCETE TTEPICTOTEPA CWANVAPIA £V €TTIBUUEITE UYPNAGTEPO BaBPO
TEANIKNG apaiwong. Mpoobéate 3,9 ml apaiwTikG deiypatog oto cwAnvapio 1 kai atmé 0,2 ml ota cwAnvapia 2 ¢wg 6.
Metagpépete pe miméTa 0,1 ml un apaiwpévou opou 010 owAnvdplo 1 kal avaueigte oxoAaoTikd. MetagpépeTe 0,2 ml atrd
TO CWANVAPIO 1 aTO CWANVAPIO 2 Kal avapeifTe oXoAaoTIKA. MeTd atmd kGBe avdueign, ouvexiote va petapépete 0,2 ml
atrd 10 £€va CWANVAPIO OTO ETTOPEVO, WOTE VO TTPOKUWOUV 01 APAIWOEIG TTOU TTOPATIOEVTAI OTOV TTAPAKATW TTivaKa:

ZwAnvdpio 1 2 3 4 5 6
Opodg 0,1 ml
+
ApaiwTiKO PUBHIOTIKO 3,9ml 0,2ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
= = = = =
MeTagpopd 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
TeAIkA apaiwon 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280 KA.
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EAEMXOz NOIOTHTAZ

Madi pe kaBe ekTéAean eCEtaong Ba TpéTTel va ouptrepIAapBavovTal éva SiIdAupa BeTIkoU eAéyyxou kal éva didAupa
apvnTikoU eAéyxou. To SiIGAUPa apvnTIKoU eAéyXou Oev TTPETTEI va ep@avioel €101KO @BopIoud Twy TTUpAvVwWY. To didAuua
BeTikoU eAéyxou yia ANA Ba TrpéTrel va epgavidel éviaon Xpwaong Twv TTUpAvwY 2+ 1 yeyaAdTepn, e TTPOTUTIO XPWONG
TT0U B0 €ival v TTOAAOIG OPOIGUOPPO.

Edv dev AdBete Ta avapevopeva amoteAéoparta, Ba Tpémel va emavaAdpere tTnv avaAuon. Edv ouvexiCouv va

ey@aviovtal aveTtapkrh arroteAéoparta pe Ta dlaAUpaTa eAEYXOU, AUTA EVOEXETAI VO OPEIAOvVTal OE:

*  BoAepdTnTa. ATTOPPIYTE TO KAI XPNOIPOTTOINOTE éva AAAO SiGAuPa eAEyXOU.

* TpoBAiuaTa pe TO OTITIKO CUCTNHUA TOU WIKPOOKOTTIOU (BOPICHOU. e QUTA evOEXETQI va CUMPTTEPIAGUBAvVOVTAI:
akatdAANAn euBuypdaupion, TTapéAeuon TNG WENIUNG SIGPKEING CWAG TNG AUXVIOG, KATT.

*  Amonpavon Tng avTIKEINEVOPOPOU KaTd TN SIdpKEla TN dIadIKaaiag.

EPMHNEIA TQN AMOTEAEZMATQN

Ta ammoteAéopaTa Ba TTPETTEN va ava@épovTal wg apvnTIKE, BETIKA 1), EpOcoV TTPoadIopIaTEi 0 TITAOG TEAIKOU onueiou, BeTIKA
ME TiTAO. ZuvioTaTal Ta OeiypaTa aoBevwv TTou epgavifouv eidIkEG avTiIdpdaclg @Bopiopol o€ apaiwan 1:40 va avaEpovTtal
wg BeTikd. H apaiwon autr xpnoiyelel wg odnyodg yia Tnv epunveia Twy amroteAecpdtwy. KaBe epyacTtrpio TpETTel va
KaBopilel TIG IKEG TOU PUTCIOAOYIKEG TIPEG, Ol oTToieG Ba Aaufdvouv uttéwn TIg dIAPOoPEG OTA CUCTANATA UIKPOOKOTTIOG, TO
TIPOCWTTIKO KAl TNV EKTTAIOEUON

Na dioBdalovral yovo Ta Tredia TTou TreEpIAGPBAvOUV €IBIKA Xpwon Twv Kuttdpwv HEp-2 kai 1o mpdTUTTA TTOU
mrapatnpouvtal pe Ta ANA, Ta AMA kai Ta ASMA. OAgg o1 dAAeg avTIOPAaTEIG Ba TTPETTEl va avaPEPOVTOI WG APVNTIKEG.
Ta ANA ptropoUv va 1TpoadiopioTolv TTo00TIKA oTa KUTTapa HEp-2. To TTpATUTIO XpWwaong Tou TTUPAVA PTTOPET va ival
opoloyevég, TTEPIPEPIKO (OTOV OOKTUAIO), OTIKTO, TTUPNVIOKIKO KOl KEVTPOUEPIDIOKS. AUTA Ta TTIPOTUTTA XPWONG TWV
TTUPAVWYV  TTEPIYPAPOVTAIl TTOPOKATW. EvdéxeTal va Tmaparnpnbei poévo éva TPOTUTTO Xpwong f ouvduacouodg
TTEPIOCOTEPWY. TO BEUTEPO EVOEXOUEVO OPEIAETAI OE AVTIOPACEIG UE APKETA SIOPOPETIKA TTUPNVIKE avTiyova.

Ouoloyevég: ‘OMog o TrupAvag eBopilel opoidpOPPa PE Eva dIAXUTO TTPOTUTTO XPWONG.

Mupnvik6g pepppavwdng: Or TTupnvikoi AekédeG PeuBpavwy o Mo £viova wg AETITO YPAUUIKO OXEDIO PE TN PEIWPEVOG
£vTaon A€ KIGOPATOG TOU TTUPNVOTTAGONATOG TTPOG TO KEVTPO TOU TTUPKVa.

ZTIKTO: AIakPITIKEG adPEG N AETTTEG OTPOYYUAEG KNAIdEG @Bopiouv o€ OAn TNV €KTACN TOU TTUPAVA.

Mupnviokou: O1 Tupnviokol xpwpaTifovtal wg TOAAATIAG OTeEPed CwWPATIA €VTOG TOU  TTUPHVA.
Memepaouévog apiBPog peydAwyv KnAidwv.

DFS70: MpoTtutro kUTTapa HEp-2 (HEP2): Ze mepitmou ~10% Twv KUTTApwv KABe BuBicpartog Ba

TapatnEnOei TTUKVO AETITO OTIKTO TIPOTUTIO OTOV HECOQACIKO TTUprva. Xpwon Trou
OXETICETAI YE TN XPWHATIVN SIOTTIOTWVETAI OE PITWTIKOUG TTUPKVEG.

Tpototroinuéva kOTTapa HEp-2 (eHEP2): Z1o umdéAoimmo ~90% Twv kuttdpwv HEp-2, 10
yovidio psip1 TTou kwdikoTrolei To avtiyovo LEDGF eivar adpavotroinuévo Kal eTTopévwg
gV TTPOKUTITEI TTAPOMOIO TTPOTUTTO.

Edv 10 10% Twv kuttdpwv HEp-2 €xel peyaAdTtepng QwrevotnTag @BOopIcHS TTOU
avTioTolixei o€ MpoTuTro DFS70 Kai Ta utTrdAoITTa KUTTApa EP@avifouv TTPOCBETA TTPOTUTTA A
AeTITO OTIKTG OApa TTAVW OTTO TO OPIO ATTOKOTING, AUTO aTToTeAEl £VOEIEN TNG TTAPOUCIiag
MEIKTWV TTPOTUTTWYV. H TTpooekTIKOTEPN avAAUCN QUTWY TWV TTPOTUTTWV Eival aTTapaitntn
yia va emBepaiwBei n Trapoucia kal GAAWV EIBIKOTATWY AVTIOWUATWY, EKTOG TOU TTPOTUTTOU
DFS70 trou ouvdéetar ye To LEDGF/psip1.
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Ixnua 1. AvTidpdaoeig TNG avagopdg

AvTidpaon opoloyevoug ANA
Mpotutro kUTTOPa HEP-2 (HEP2)

Tpotrotroinuéva kuTTapa HEp-2
(eHEP2)

HEP2 und eHEP2 weisen
alle dasselbe Muster auf

AvTidpaon avriowpdTtwyv DFS70

eHEP2
HEP2

Ta kUtTapa eHEP2 dev epgavilouv
€151KO TTUPNVIKO PBOPIoHO.

H €dikdTnTa opiouévwy aTTé Ta AVTICWUOTA TToU divouv Ta TTOPATIAVW TTPOTUTTA XPWONG UTTOPEI va TauToTroinOei
TEPAITEPW ME ECETAOEIG YIa aAvTICWHATA Katd Tou NDNA kal KaTd SiIG@opwy EKXUANITIMWY TTUPNVIKWY avTiyovwy. AuTd
pTTopEi va diaBéTouv diayvwaTIKr onuaaia, 6Twg aiveral oTov MNivaka 1.

Mivakag 1. AIayvWOTIKA] ONUACIO TWV AVTITTUPNVIKWY AVTICWHATWYV

MpoéTutro xpwong IF dUuon Tou avTiyévou 2 XETI{OMEVN VOO OG

Ouoloyevég dsDNA/IoToveg >EN

Mupnvikng pepBpdvng Aapiviveg > EA, ayyelimida i xpévia nraTinda

>TIKTO RNP >EA 4 MCTD*
Sm >EN
SS-A/SS-B >EA f} ouvdpopo Sjogren
Scl-70 > kKAnpodepuia

Mupnviokikd RNAP-| > KAnpodeppia
Pm-Scl
RNA/ mBavéTtara U3 RNA

Kevtpouepidioko/ ECWTEPIKEG KAl ECWTEPIKES >Uvdpouo CREST

KIVNTOXWpPioU TTAGKEG TOU KIVNTOXWpPiou

DFS70™ ™ MuKvo AETITO OTIKTS TTPOTUTTIO  [APVNTIKA OUVOEDT UE OUCTNUOTIKG QUTOAVOOG VOGTHOTA.
(OeTIKO 0€ ~10% TwWV KUTTAPWY AVOQEPETAI OE ATOTTIKA dePUaTITION, YUPOEID AAWTTEKIA,
I OXETIKA UYPNAOTEPO Crua véoo Vogt - Koyanagi - Harada (VKH), cuptradnrikn)
pBopiguou o€ ~10% Twv opBaAyia, véoo AdauavTiadn-Behcet kai dtutrn ekgUAIoN
KUTTaPWV) Au@IBANCTPOEIBOUG.

* MeiktA) véo0g Tou GUVOETIKOU 10TOU

Ta avixveloiua KUTTAPOTTAGOUATIKA avTIoWHATa TTEPIAGUBAvVOUV Ta avTigIToxovdplokd avTiowpara (AMA) kalr Ta
QAVTICWHATA KATA TWV Agiwv Puikwv Ivwv (ASMA). Ze TrpoTutto AMA, TO KUTTAPOTTAACGUA £XEI KOKKIWON EUPAVIOT, EVW) HE
10 TTPOTUTTO ASMA N XPWON aTTOKAAUTITEI £va IVWOEG BIKTUO G€ OAN TNV £€KTACH TOU KUTTAPOTTAGOHATOG. Kal Ta dUo autd
TPOTUTTA TTPETTEI VA ava@EpovTal apvnTikd wg TTpog ANA.
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NEPIOPIZMOI THZ AIAAIKAZIAZ

>€ OPICHPEVEG TTEPITITWOEIG, opoi BeTikoi yia ANA evOEXeTal va eu@avioTouv TTOAU aoBeveig 1 apvnTiKoi aTnv apXIKA
apaiwon BIGAOYNG (PaIVOPEVO TTPOZWVNG). Z€ TETOIEG OUQIBOAEG TTEPITITWOEIG, Ol opoi Ba TTPETTEl va e¢eTAovTal OF
MEYaAUTEPEG aPAIWOEIG, KAl £av BpeBouv BeTikoi, va kaBopidovTal ol TITAOI TwV AVTICWHATWV.

2 OPIOPEVEG TTEPITITWOEIG, N TTapoudia dUO 1 TTEPIOCTOTEPWYV AVTICWHATWY O€ évav opod, Ta oTToia avTidpouv pe To idlo
UTTOOTPWHA, EVOEXETAI Va ETTNPEACEI TNV QViIXVEUCN TOUG PE avooo@BopIous. AuTr n emidpaan evOEXETAI VA TTPOKOAEDEI
eite aduvapia avixveuong ANA eite peiwon Tou TiITAOU €4V TO avTiowpa TTou €TTIOPA €xel PEYOAUTEPO TiTAO 11O TO ANA.
OAeg o1 avTidpdoeig ANA Ba TTpETTel va avapEpovTal.

To ouleukTiké avtiowpa aiyog FITC kata Tng avBpwTrivng IgG TTou TTapéXeTal o€ auTtd TO KIT €ival KAt KUPIo Adyo €181k6
yla Tig Bapiég aAucideg, aAAG ep@avilel katTola OpaaTIKOTNTA KAl KATA Twv eAA@PIwV aAuaidwyv. AvTIOpd KUpiwg HE Ta
auTtoavTiowpara TaENg 1gG, aAAd evdéxetal va aAANAeTIOpd, o€ PIKPOTEPO BaBUO, Pe TIG eAA@PIEG aAUCIBEG AAAWV
Tagewv, OTTwG N IgM.

‘Eva BeTikd atmotéAeoua yia avtiowuara ANA Oev Ba mpétrel, ammd poévo Tou, va Bewpeital diayvwaoTikd yia ZEA. Ta
avTiowyaTta gugavifovral kal oe aoBeveig ye GAAeg TTABACEIG TOU CUVOETIKOU 1I0TOU, EVW OPICHEVO GAPUAKA OTTWG N
TIpoKaivapidn Kol n udpahadivn evOEXETal va £TTAyouv éva BeTIKO amoTéAeopa ANA'. EmimrAéov, opoi aoBeviv pe
KAKONBEIEC KAl AOINWIBEIC VOTOUC VOEXETAN VO £XOUV BETIKG aroTéAeapa ANAZ,

O kAIvik6G 1aTpAG Ba TTpETTel va e€eTATEl T OTTOTEAEOUATO OAWV TWV BETIKWY avaAloewy EUUECOU avoco@Bopiouoy, o€
ouvduacpd pe Ta ammoTeAéopata GAAWV EPYAcTNPIOKWY €EETACEWV Kal TNV KAIVIKI KOTAOTOOn Tou aagBevoug,
TTPOKEINEVOU Va KATaAAEEl o€ didyvwaon.

ANAMENOMENEZ TIMEZ

O1 g€etdoeig yia Ta TTUPNVIKA AVTICWUATA XPnaoiyotroiolvtal otn dlaAoyr) aoBevwv pe ZEA Kal yio OPICPEVEG QKON
avoooloyikég dlatapaxés. Ta AMA atravTolv og epIoodTePo atmd 10 90% TwV TTEPICTATIKWY TTPWTOTTAB0UG XOAIKAG
Kippwong kai oto 3-11% Twv TEPIOTATIKWY Xpoviag nmaTimidag. Ta ASMA ataviolv oTnv TTAEIOVOTNTA  TWV
TTEPIOTATIKWY XPOVIOG EVEPYOU NTTATITIONG.

Mivakag 2: EmimTwon avrimupnvikwy avriowudTtwy (ANA) Tou avixvellnke pe éueco avooco@Bopioud o€
KUTTOpa HEp-2

KAIvik KatdoTaon Ap1Bu6g opwyv TTOU % BETIKWV
egerdoTnkav

SENA 12 100

YT1o&Ug depuaTikOg epubnuaTwdng Aukog (YAEA) 7 86

2kAnpodepuia 6 100

Peuparoeidng apbpinda 10 50

duaoioloyikoi papTUPEG 15 0

XAPAKTHPIZTIKA ANNOAOZHZ

To ouoTnua avaAuong auToavTICWPATwy IMmMmuGlo™ ouykpiBnke pe pia GAAn avdAuon avTiICWPATwy pe PEBodO
@Bopiouou TTou diaTiBETaN OTO EUTTOPIO, N OTToIa XPnaiuoTroisi kKUTTapa HEp-2 wg urdéotpwua. H alykpion mrepieAdupave
15 d¢ciypyata opou atmmd QuUOIOAOYIKG AToPa, KOBWG Kal opoug atmd acBeveig pe dlayvwaopévo ZEA. utrofu depuatiko
epubnuaTwdn AUko, okAnpodepuia r peupartoeidn apBpitida. O1 opoi avaAlBnkav cUp@wva pe T diadikacia Kar Tnv
apaiwan diaAoyng TTou TTpoTeiveTal atrd Tov KataokeuaoTrh. O avaAloeig €dwaav CUYKPIoIUa aTToTEAETUATA, TA OTTOoIO
ouvoyifovTal TTapaKAaTwW:

ZUyKpIoN KIT TTOU XPNOI1JOTToIoUV UTTOOTpWHA KUTTApwV HEP-2 yia TRV aviXveuon avTITrupnVvIKWV avTIGWHATWY

% OeTIKA
KAIvikA katdoTaon ApiBu6g Immco AAAn
opwv
SEN 12 100 100
YT1ogUg depuaTIKOG epubnuaTwdng AUkog (YAEA) 7 85 85
ZkAnpodeppia 6 100 100
Peuparoeidng apbpimda 10 50 30
PuaioAoyIKoi JAPTUPES 15 0 0

EPMHNEIA TQN ANNOTEAEZMATQN

Ta ammoteAéopata Ba TTPETTEN VO avOQEPOVTAl WG APVNTIKE, BETIKA 1), Epdoov TTPoadlopIoTei 0 TITAOG TEAIKOU anueiou, BeTIKA
ME TiTAO. ZuvioTdTal Ta deiypaTa aoBevwy TTou eggavidouv e1dIkEG avTIdpAaelg pBopiouol ot apaiwon 1:40 va avagépovTal
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wg BeTikd. H apaiwon auth xpnoigelel wg odnyog yia TV gpunveia Twv atroteAeopdtwy. KaBe epyaoTriplo TTpéTrel va
KaBopilel TIG BIKEG TOU PUOIOAOYIKEG TIMEG, O 0TToieg Ba AauBdvouv utTTown TIG BIOPOPEG OTA CUCTHUATA HIKPOOKOTTIAG, TO
TIPOCWTTIKO KalI TNV eKTTaI®OEUON

Na oiafdalovrar yovo ta Tredia mou TrepIAapBdavouv €8Ik xpwon Twv Kuttdpwv HEp-2 kai ta TTpoéTUTTA TTOU
Traparnpouvtal e Ta ANA, Ta AMA kai Ta ASMA. OAeg o1 AAeg avTIBpAoEIg Ba TTPETTEI VA AVOPEPOVTAI WG OPVNTIKEG.

Ta ANA pTtropoUv va TTpoadiopioToUVv TTOCOTIKA oTa KUTTapa HEp-2. To TTpdTUTIO XpWwOong Tou TTUPrva JITTOPEi va ival
OUOIOYEVEG, TTEPIQPEPIKO (OTOV OAKTUAIO), OTIKTO, TTUPNVIOKIKO KOl KEVTPOMEPIDIAKO. AUTA Ta TTPOTUTTIA XPWONG TwV
TTUPAVWYV  TTEpIypaovTal TTapakdtw. Evdéxetar va maparnpnBei pévo éva TPOTUTIO Xpwong | ouvoudouog
TTEPIOTOTEPWY. TO BEUTEPO EVOEXOUEVO OPEIAETAI OE AVTIOPACEIG UE APKETE DIAPOPETIKA TTUPNVIKA QVTIYOVO.

Ouoloyevég:
Mupnvik6g pepfpavwdng:

ZTIKTO:
Mupnviokou:

DFS70:

‘OMog o TrupAvag eBopilel opoidpoPPa e Eva dIAXUTO TTPOTUTIO XPWONG.

O1 TTUpnVIKOi AeKEDEG HEURBPAVWV O TTIO EVTOVA WG AETTTO YPOAUUIKO OXEDIO UE TN PEIWPEVOG
£vTaon A€ KIGOPATOG TOU TTUPNVOTTAGONATOG TTPOG TO KEVTPO TOU TTUPKVa.

A1akpITIKEG adpég i AeTTTEG OTPOYYUAEG KNAideG pBopifouv ae OAN TNV €KTACN TOU TTUPHVA.
O1 Tupnviokol xpwpaTifovtal wg TOAAATTAG OTeEPEd CWPATIA €VTOG TOU  TTUPHVA.
Metrepaopévog apiBPOg HeyaAwv KnNAIdwv.

Kavovikd HEp-2 (HEP2): Xe mepimou ~10% Twv Kuttdpwv kKaBe PBubioparog Ba

TTapatnENOei TTUKVO AETTTO OTIKTO TIPOTUTIO OTOV PECOQACIKO Trupriva.  Xpwaon TTou
OXETICETAI YE TN XPWHATIVN SIATTIOTWVETAI OE PITWTIKOUG TTUPKVEG.

Tpotrotroinuéva HEp-2 (eHEP2): £1o umdAoimmo ~90% Twv kuttdpwv HEp-2, 10 yovidio
psip1 1Tou kwdikoTrolei To avtiyovo LEDGF cival adpavotroinuévo Kal €mOoPEVWG dev
TTPOKUTITEl TTAPOUOIO TTPOTUTTO.

Edv 10 10% Twv Kkuttdpwv HEPp-2 €xel peyaAltepng @wreivotnTag @Bopicud TTou
avtioToixei o mpoTutto DFS70 kai Ta utrdAoITTa KUTTapa epgavifouv TTPOCOETA TTPOTUTIA I
AeTITO OTIKTO OApA TTAvW aTTé TO OPIO OTTOKOTIAG, auTd aTToTEAEl €vOEIEn TNG TTapouaiag
MEIKTWV TTPOTUTTWYV. H TTPOCEKTIKOTEPN AVAAUCT QUTWY TWV TTPOTUTTWV Eival aTrapaitnTn
yia va emBeBaiwBei n TTapouaia kal GAAwV €I8IKOTHTWY AVTICWHPATWY, EKTOG TOU TTPOTUTTOU
DFS70 trou cuvdéetal ue To LEDGF/psip1.

Ixnua 1. AvTidpdaoeig TNG avagopdg

AvTidpaon opoloyevoug ANA
MpoétuTtro kUTTapa HEp-2 (HEP2)

Tpotrotroinuéva KuTTapa HEp-2
(eHEP2)

HEP2 und eHEP2 weisen
alle dasselbe Muster auf

AvTidpaon avricwpdTtwyv DFS70

eHEP2
HEP2

Ta kOTTapa eHEP2 dev epgaviouv
€181K6 TTUPNVIKO POOpPIoHO.

H edikéTnTa opiopévwv ammd Ta avTICWHATA TTou Oivouv Ta TTOPATTAVW TTPOTUTTIA XPWONG MTTOPEI va TauToTroinOEi
TEPAITEPW MPE €EETAOEIG YIa avTIowPaTa Katd Tou NnDNA kal Katd dIdQopwV EKXUAICIMWY TTUPNVIKWY avTiyovwy. Autd
p1Topei va diaBétouv dlayvwaoTiKA onuacia, 0TTwg @aiveral atov MNivaka 1.
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Mivakag 1. AIayvVWOTIKH ] ONMACia TWV AVTITTUPNVIKWY AVTICWHATWYV

MpoTutro xpwong IF

duon Tou avriyévou

2 XETI(OMEVN VOO OG

KIVvnTOXWpPIiou

eCWTEPIKEG TTAAKEG
TOU KIVNTOXWpiou

Ouoloyevég dsDNA/IoToveg >EA
Mupnvikng pepppdvng Aauiviveg >EA, ayyelimida i Xpovia NTraTinda
> TIKTO RNP >EA | MCTD*
Sm >ENA
SS-A/SS-B >EA fj ouvdpopo Sjoégren
Scl-70 >KAnpodeppia
MupnVvIOKIKO RNAP-I >KAnpodepuia
Pm-Scl
RNA/ mBavotata U3
RNA
Kevtpouepidioko/ EOWTEPIKEG KOl >Uvdpopo CREST

DFS70™ "

Mukvé AeTrTd OTIKTS
mTPATUTTO (BETIKO O€
~10% TwV KUTTApWV N
OXETIKA UPNAOTEPO

ApvNTIKA oUVOEON YE CUOTNUATIKA
autodvooa vooruaTa. Ava@épeTal
o€ aToTTiKA depuaTiTida, yupoeidn

aAwTekia, vooo Vogt - Koyanagi -

onua @Bopiopou o¢
~10% TWV KUTTAPWV)

Harada (VKH), cuptraénTikn
o@BaAyia, vooo AdapavTiadn-
Behcet kai atutrn ek@UAion
au@IBAnoTpoEIdOUG.

* MeIkTr) vOOOG TOU GUVOETIKOU I0TOU

Ta avixveldoiya KUTTAPOTTAQOUATIKA QvTIoWHATa TrePIAaUBAvoUV Ta avTigiToxovdplokd avriowpara (AMA) kar Ta
QAVTICWHATA KATA TWV Agiwv puikwv Ivwv (ASMA). Ze rpoTutro AMA, TO KUTTAPOTTAAGUA £XEI KOKKIWAN EUPAVIOT, EVW) PE
10 TTPOTUTTO ASMA N XpWwOon atroKaAUTITEl éva IVWOEG BiKTUO O€ OAn TNV €KTAON TOU KUTTAPOTTIAGopaToG. Kal Ta dUo autd
TTPOTUTTA TTPETTEI VA ava@EpovTal apvnTikG wg TTpog ANA.

MNEPIOPIZMOI THZ AIAAIKAZIAZ

2€ OPIOPEVEG TTEPITITWOEIG, 0poi BeTikoi yia ANA evdExeTal va eu@avioTouv TTOAU acBeveig 1 apvnTikoi oTnv apxIKA
apaiwan dI0AOYNG (QaIVOPEVO TTPOJWVNG). Z€ TETOIEG OU@IBOAEG TTEPITITWOEIG, O opoi Ba TTpéTrel va eCeTddovTal g€
MEYOAUTEPEG APAIWOEIG, Kal GV BpeBouv BETIKOI, va kaBopifovTal ol TITAOI TWV aVTICWHATWV.

2€ OPIOPEVEG TTEPITITWOEIG, N TTAPOUCia dUO I TTEPICOOTEPWY AVTICWHATWY OE £vav 0pO, Ta OTToia avTIdPOUV PE TO idI0
UTTOOTPWHA, EVOEXETAI VA ETTNPEALEI TNV AViIXVEUCT TOUG PE AvOoo0o@OOopPIoUO. AUTH n iOPAaN eVOEXETAI VA TTPOKOAAETEI
eite aduvapia avixveuong ANA eite peiwon Tou TITAOU €AV TO AvTiCWPA TTOU ETTIOPA €xel HEYOAUTEPO TiITAO atrd To ANA.
OAeg o1 avTidopdoeig ANA Ba TTpETTEl va ava@EpovTal.

To ouCeukTIkO avTiowpa ailydg FITC katd Tng avBpwrivng IgG TTou TTapéxeTal o€ auTd TO KIT €ival KATA KUPIO Adyo €10IKO
yla Tig Bapiég aAuacideg, aAAG ep@avilel katrola OPaoTIKOTNTA KAl KATA Twv eAa@pIwv aAuaidwyv. AvTIOpa KUpiwg HE Ta
auTtoavTiowpara Taéng 1gG, aAAd evdéxetal va aAANAemIdpd, o€ PIKPOTEPO BaBUO, pe TIG eAA@PIEG aAUCIBEG AAAWV
Té&ewyv, OTTWG N IgM.

‘Eva BeTikd atmotéAeoua yia avtiowpata ANA Oev Ba mpétel, amd povo Tou, va Bewpeitalr diayvwaoTikd yia ZEA. Ta
QVTICWHATA gu@avifovTal Kal o€ aoBeveic ye AAAeG TTABACEIG TOU CUVOETIKOU I0TOU, €VW OPICUEVA PAPHOKA OTTWG N
Tpokaivauidn kal n udpaladivn evdéxetal va eTdyouv éva BETIKO ATTOTEAECHA ANA'. EmimAéov, opoi acBevwyv e
KAKOABEIEG KAl AOINWOEIG VOOOUG EVOEXETAI VA £XOUV BETIKG ATTOTEAECA ANAZ,

O KAIVIKOG 10TpOG Ba TTpETTEl va E€TATEN TA ATTOTEAECUATA OAWV TWV BETIKWV aVOAUCEWY £UUECOU avOCOPBOPIGHUOU, O€
ouvOUOONO HE T OTTOTEAEOUOTO GAAWV E€PYACTNPIGKWY €EETACEWY Kal TNV KAIVIKA KaTdotaon Tou aoBegvoulg,
TTPOKEINEVOU Va KAaTaAAgel o€ didyvwan.

ANAMENOMENEZ TIMEX

O1 g€etdoelg yia Ta TTUPNVIKA avTIOWPOTa Xpnoiyotrololuvtal otn dioAoyry acBevwv pe ZEA Kal yio OPICPEVEG AKOUN
avoooloyikég dlatapaxes. Ta AMA atraviolv og TTepIcodTePO aTTd 10 90% TWV TTEPICTATIKWY TTPWTOTTAB0UG XOAIKAG
Kippwong kai oto 3-11% Twv TTEPIOTATIKWY Xpoviag nrraTindag. Ta ASMA atravrolv oTnv TTAEIOVOTATA  TWV
TTEPIOTATIKWY XPOVIOG EVEQYOU NTTATITIONG.
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Mivakag 2: ETitrTwon avrirupnVvikwy avriowudTwy (ANA) mTou aviXvellnke Je EUHECO avooo@BopPIousd o€
KUTTapa HEp-2

KAvikf katdoTaon ApiBu6g opwv Tou % BeTIKWV
egerdoTnkav

ZEA 12 100

YT1ogug depuatikdg epubnuatwdng Aukog (YAEA) 7 86

ZKkAnpodeppia 6 100

Peuparoeidng apbpimida 10 50

duaciohoyikoi papTupEg 15 0

XAPAKTHPIZTIKA ANMOAOZHz

To ouoTtnua avaAuong autoavTIowPaTwy IMmMmuGlo™ ouykpiBnke pe pia GAAn avdAuon avTiowWPdTwy pe pEBodo
@Bopiouou TToU dIaTiBeTaN OTO EUTTOPIO, N OTToIa XpnaoiyoTroisi kKUTTapa HEp-2 wg urdéotpwua. H alykpion mepieAdupave
15 d¢eiypyata opou atmmd QuUOIOAOYIKG ATopa, KaBwG Kal opolg atmmd acBeveig ye dlayvwopévo ZEA. utrofu depuatiko
€puBNuUaTWdn AUKo, okAnpodepuia r peupaTocldr apBbpitida. O1 opoi avaAlbnkav cUP@wva pe Tn diadikacia Kal TNV
apaiwan diaAoyng TTou TTpoTeiveTal atrd Tov KatacokeuaoTrh. Or avaAloeig €dwaoav CUyKPIioIUa aTroTEAETUATA, TA OTTOIO
ouvoyifovTal TTapaKATW:

ZUyKpION KIT TTOU XPNOI1HOTTOIoUV UTTOOTPpWHA KUTTApWV HEP-2 yia TRV aviXveuon avTITTupnVvIKWV avTIGWHATWY

% BeTIKA
KAIvIKA kKatdoTaon ApiBu6g  Immco AAAn
opwv

ZEA 12 100 100
YT1ogUg depuaTikdg epubNuaTWdNG AUKog (YAEA) 7 85 85
ZkAnpodeppia 6 100 100
Peuparoeidng apbpitida 10 50 30
duoioloyikoi papTUPES 15 0 0
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s*immco HEp-2 / DFS70 inactivado IFA

PROSPECTO DEL PRODUCTO

REF| 1108 Kit de sustrato HEp-2/DFS70 inactivado 60 determinaciones
REF| 1108-120 Kit de sustrato HEp-2/DFS70 inactivado 120 determinaciones
REF| 1108-240 Kit de sustrato HEp-2/DFS70 inactivado 240 determinaciones

USO PREVISTO

Prueba de inmunofluorescencia indirecta de anticuerpos para la deteccion y cuantificacion de anticuerpos antinucleares
en suero humano.

RESUMEN Y EXPLICACION

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

Mas del 90% de los casos de cirrosis biliar primaria resultan posmvos a los anticuerpos antimitocondriales (AMA),
y también del 3 al 11% de los pacientes con hepatitis activa crénica, mientras que no aparecen en pacientes con
obstruccion biliar extrahepatica y otras enfermedades hepéticas. La presencia universal de anticuerpos
antimitocondriales en la cirrosis biliar primaria y su virtual ausencia en Ia |cter|C|a extrahepatica hace que su deteccion
sea de gran valor en la diferenciacién de la para el diagnéstico diferencial®*

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

Los anticuerpos anti-DFS70 producen un patron de inmunofluorescencia nuclear moteado fino y denso (DSF70) en las
células HEp-2. Estos autoanticuerpos se dirigen a un antigeno de 70 kDa también conocido como Factor de
Crecimiento Derivado del Epitelio del Cristalino (LEDGF, por sus siglas en inglés) o producto génico psipl. Estos han
sido reportados inicialmente ocurrir en sueros de pacientes con pruebas positivas de ANA, pero sin evidencia clinica de
enfermedad reuméatica autoinmune sistémica (SARD, por sus siglas en inglés). Su presencia fue inicialmente
documentada en pacientes con ciertas enfermedades inflamatorias e individuos “aparentemente” sanos™*’. Los
anticuerpos DFS70 producen un patrén que puede ser confundido como homogéneo (asociado con ADN, histonas y
nucleosomas) o un patron moteado fino asociado con SARDs. En los portaobjetos proporcionados con este kit, los
HEp-2 (HEP2) estandar se mezclan con HEp-2 con el gen psipl knocked out (eHEP 2) en una relacién 1:9. Los HEP2
no disefiados detectan todas las especificidades de autoanticuerpos. Las células eHEP2 son capaces de detectar todas
las especificidades de autoanticuerpos exceptuando el DFS70 asociado con psipl/LEDGF. Por lo tanto el uso de este
producto proporciona una funcionalidad adicional para discriminar patrones homogéneos, moteados, y moteados finos
densos. Esto puede proporcionar al laboratorio mas informacion para seleccionar los ensayos confirmatorios
apropiados.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

En el método de IF indirecta utilizado en este kit, el suero del paciente es incubado en substratos de células HEp-2 para
permitir la unién de anticuerpos. Cualquier anticuerpo no unido es eliminado por lavado. Los anticuerpos unidos de la
clase IgG se detectan mediante incubacion del sustrato con fluoresceina-etiquetada, conjugado IgG anti-humano. Las
reacciones se observaron bajo un microscopio de fluorescencia equipado con los filtros apropiados. La presencia de
ANA, ASMA, y AMA se demuestra mediante un verde manzana fluorescente de estructuras especificas en las células.
Una mayoria de las células presentes tienen el gen psipl inactivado que previene la formacion de sitios de unién
LEDGF en estas celulas Esto permite la diferenciacion de los ANA homogéneos y de los patrones de reaccion moteada
de los patrones DSF70'®. Los titulos (el reciproco de la mayor dilucion que da una reaccion positiva) se determinan
mediante pruebas de diluciones seriadas'®
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DATOS DEL PRODUCTO

Conservacién y preparacion

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

Kit de sustrato HEp-2/DFS70 inactivado

1108 60 Determinaciones

1108-120 120 Determinaciones

1108-240 240 Determinaciones

Sustrato HEp-2 SORBJSLD[12] Paocillo con cédigo de barras 12, portaobjetos con sustrato HEp2/DFS70
inactivado (5x 1108, 10x 1108-120, 20x 1108-240)

1x0.5ml [CONTROL[+JANA-HOMO]  Control positivo ANA. Contiene suero humano.

1x0.5ml CONTROL[+]DFS70 Control positivo anticuerpo DFS70. Contiene suero humano.

1x0.5ml CONTROL[] Control negativo. Contiene suero humano.

5ml 19G-CONJ[FITCIEB] Conjugado IgG FITC anti-humano que contiene contraste azul de Evans.
Proteger de la luz. (1x 1108, 2x 1108-120, 3x 1108-
240)

60 ml BUF Diluyentes tamponados. (1x 1108, 1108-120, 2x 1108-240)

viales BUF|WASH Solucién salina tamponada con fosfato (PBS, por sus siglas en inglés).
Disolver cada vial en 1L de agua destilada o desionizada. (2x 1108,
1108-120, 3x 1108-240)

5ml [MOUNTING]MEDIUM] Medio de montaje. No congelar. (1x 1108, 1108-120, 2x 1108-
240)

12 por caja COVERJSLD] Cubreobjetos. (1x 1108, 2x 1108-120, 4x 1108-240)

Componentes opcionales

5ml 19G-CONJ[FITC[EB] Conjugado de IgG antihumana FITC. Protéjase de la luz. 2100x.

1ml EVANS Contratincién azul de Evans. 2510%.

Simbolos empleados en las etiquetas:

Numero de lote
REF Numero de catalogo

Utilizacién diagndstica in vitro
Utilizar antes de

Temperatura de almacenamiento
Consulte las instrucciones de uso
Numero de analisis

Fabricante

Fecha de fabricacion

@& LE R~

*Peligro. Puede provocar cancer. Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares graves. Pedir
instrucciones especiales antes del uso. No manipular la sustancia antes de haber leido y comprendido todas las
instrucciones de seguridad. EN CASO DE exposicion manifiesta o presunta: Consultar a un médico. Llevar
guantes/prendas/gafas/mascara de proteccion. Guardar bajo llave. Eliminar el contenido/el recipiente de residuos.
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Material necesario no incluido

* Microscopio de fluorescencia

* Micropipetas o pipetas Pasteur

» Pipetas seroldgicas

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

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

* Recipiente de 1 litro

» Frasco lavador

* Toallas de papel

+ Cémara de incubacion

ADVERTENCIAS

Para uso en diagnéstico in vitro. Todo material de origen humano usado en la preparacion de este producto se ha
examinado con métodos aprobados por la FDA, yresultd 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 (NaN3z) puede reaccionar con el plomo o cobre de las tuberfas y formar azidas metalicas
altamente explosivas. Después de dispensar liquidos, se recomienda lavar con abundante agua para prevenir la formacién
de dichas azidas. La azida de sodio puede ser 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 conservacion
mas prolongada, congele el suero a -20°C. Evite congelar y descongelar repetidamente las muestras.

PROCEDIMIENTO
Metodologia del anélisis

A. Control
El suero del paciente a ser reaccionado en el portaobjetos con sustrato HEp-2 debe diluirse utilizando dilucion de
cribado 1:40. En HEp-2 una reaccién especifica a 1:40 o titulacion superior se considera positiva.

1. Diluir cada suero del paciente 1:40 (10 pl suero + 390 pl diluyente). No diluir los Controles Positivo o Negativo.
Guardar el suero no diluido para determinar las titulaciones de anticuerpos si las pruebas de deteccion se han
encontrado ser positivas.

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

3. Etiquete las laminas los portas y coléquelas col6quelos en la camara de incubacion acondicionada con toallas de
papel humedecidas para mantener las condiciones de humedad adecuadas.

4. Invertir el vial cuentagotas y apretar suavemente para aplicar 1 gota (aproximadamente 50 pl) del Control Negativo
al pocillo #1. Del mismo modo aplicar 1 gota del Control Positivo ANA al pocillo #2. Evitar llenar demasiado los
pocillos.

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

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

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

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

9. Repita los pasos 7 y 8 para cada lamina porta.
10. Coloque la tapa en la camara de incubacion. Incube 30 minutos a temperatura ambiente.

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

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

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

14. Repita los pasos 12 y 13 para cada lamina porta.
15. Examine la fluorescencia especifica con microscopio de fluorescencia con aumento de 200x 0 mas.

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

B. Determinacién de punto final (titulacion)

Un suero positivo en la prueba de deteccién puede ser probado alin més siguiendo los pasos 5 al 13 para determinar la
dilucién de deteccion apropiada para el sustrato. Cada prueba realizada debe incluir los Controles Positivo y Negativo.
Realizar dos diluciones seriadas a partir de 1:40. El reciproco de la dilucion mas alta que produce una reaccion positiva
es el titulo.

Preparacién de diluciones en serie a partir de 1:40

Para crear diluciones seriadas de una muestra de paciente de 1:40 a 1:2560, comenzar por la numeracién de seis tubos
del 1 al 6. Se pueden utilizar més tubos si se desea una dilucion final mas alta. Afiadir 3,9 ml de Diluyente de Muestra al
tubo 1y 0,2 ml en los tubos del 2 al 6. Pipetear 0,1 ml de suero sin diluir al tubo 1 y mezclar bien. Transferir 0,2 ml del
tubo 1 al tubo 2 y mezclar bien. Continuar transfiriendo 0,2 ml de un tubo al siguiente después que la mezcla produzca
las diluciones mostradas en la tabla siguiente:

Tubos 1 2 3 4 5 6
Suero 0,2 ml
+
Diluyente tamponado 3,9ml 0,2ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
2 2 2> 2> 2>
Transferir 0,2ml 0,2ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
Dilucién final 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280 etc.

CONTROL DE CALIDAD

Tanto el Control Positivo como el Negativo debe incluirse en cada ciclo. EI Control Negativo no debe mostrar
fluorescencia especifica del nicleo. El Control Positivo ANA debe tener una intensidad de tincion del ndcleo +2 o mayor
con un patron predominantemente homogéneo.

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

+ Turbidez. Descarte el control y utilice otro.

» Problemas en el sistema optico del microscopio de fluorescencia tales como alineacioén incorrecta, lampara que
debe ser cambiada, etc.

* Lalamina El porta se sec6 durante el proceso.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Los resultados deben ser reportados como negativos, positivos, o, si se ha determinado el punto final del titulo, positivo
con el titulo. Se recomienda que las muestras de pacientes que demuestren reacciones de fluorescencia especifica a
una dilucién de 1:40 sean valores normales para justificar las diferencias en los sistemas de microscopia, personal y
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capacitacion

Leer sélo los campos que contienen tincion especifica de las células HEp 2 y los patrones observados para ANA, AMA
y ASMA. Todas las demés reacciones deben ser reportadas como negativas.

ANA se puede cuantificar en las células HEp-2. Los patrones de tincién nuclear observables incluyen homogéneo,
periférico (borde), manchado, nucleolar y centrémero. Estos patrones de tincion nuclear se describen a continuacion.
Ellos pueden ser uno o una combinacién de varios patrones de tincion. Estos ultimos son debido a las reacciones a
varios antigenos nucleares diferentes.

Homogénea: Todo el nlcleo adquiere fluorescencia homogénea con patrén de tincién difusa.
Membranoso La membrana nuclear mancha lo mas intenso posible como patrén muy bien linear con la

Nuclear: intensidad de coloracién de disminucion del nucleoplasma hacia el centro del nicleo.

Moteada: Manchas discretas, de pequefias a grandes, adquieren fluorescencia en todo el nicleo.

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

DFS70: HEp-2 estandar (HEP2): En ~10% de las células en cada pocillo, un patrén moteado fino denso se

observé en el ndcleo interfase. La tincién asociada a la cromatina se ve en el nacleo mitético.

HEp-2 (eHEP2) disefiado: El ~90% restante de células HEp-2 tienen el gen psipl codificando el
antigeno LEDGF knocked out y por lo tanto no va a producir un patron similar

Si el 10% de las células HEp-2 tiene fluorescencia mas brillante correspondiente al patron DFS70
y el resto de las células presentan patrones adicionales o una sefial de moteado fino por encima
del corte, indica la presencia de patrones mixtos. Un analisis mas detallado de tales patrones es
esencial para confirmar que otra especificidad del anticuerpo esta presente ademas del patrén
DFS70 asociado con LEDGF/psip1.

Figura 1. Reacciones de referencia

Reaccion homogénea ANA

Células HEp-2 estandar (HEP2)

Ingenieria de las células HEp-2
(eHEP2)

HEP2 y eHEP2 todas
presentan el mismo patrén

Reaccion de anticuerpo DFS70

eHEP2
HEP2

Células eHEP2 no tienen
fluorescencia nuclear especifica

La especificidad de algunos de los anticuerpos que dan los anteriores patrones de tincién puede identificarse ademas
mediante pruebas para los anticuerpos al nDNA y a diversos antigenos nucleares extractables. Estos pueden ser de
importancia diagnoéstica segun se sefiala en la Tabla 1.
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Tabla 1. Importancia Diagnéstica de los Anticuerpos Antinucleares

Patrén de Tincién IF Naturaleza del Antigeno  [Enfermedad Asociada
Homogéneo dsDNA/Histonas Lupus Eritematoso Sistémico (SLE, por sus siglas en inglés)
Membranoso Nuclear Lamininas SLE, vasculitis o hepatitis crénica
Manchado RNP SLE o MCTD*

Sm SLE

SS-A/SS-B SLE o Sindrome de Sjogren

Scl-70 Esclerodermia
Nucleolar RNAP-I Esclerodermia

Pm-Scl

RNA/ probablemente U3

RNA

Centromero/Cinetocoro  |placas interiores y exteriores [Sindrome CREST
del cinetocoro

DFS70™™® Patrén Moteado Fino Denso |Asociacién negativa con enfermedades autoinmunes
(positivo en ~10% de las sistémicas; reportado en la dermatitis atopica, alopecia
células o sefial de areata, enfermedad de Vogt-Koyanagi-Harada (VKH, por sus

fluorescencia relativamente [siglas en inglés), oftalmia simpatica, enfermedad de Behget y
mas alta en ~10% de las degeneracion atipica de la retina.
células)

* Enfermedad Mixta del Tejido Conectivo

Los anticuerpos citoplasmaticos detectables incluyen anticuerpos anti-mitocondriales y anticuerpos anti-musculo liso.
En un patron AMA, el citoplasma aparece granular, mientras que el patron ASMA es una red fibrilar de tincién en todo el
citoplasma. Ambos patrones deben ser reportados como negativos para ANA.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

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

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

El conjugado de IgG de cabra antihumana con FITC contenido en este kit es principalmente especifico para cadena
pesada, pero tiene una cierta actividad de cadena ligera. Reacciona ante todo con autoanticuerpos de clase 1gG pero,
en un nivel menor, puede reaccionar con cadenas ligeras de otras clases tales como IgM.

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

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

VALORES ESPERADOS

Las pruebas de anticuerpos nucleares se utilizan para la deteccion del LES y otros trastornos inmunolégicos. Los AMA
se producen en mas del 90% de los casos de cirrosis biliar primaria 'y en el 3-11% de los casos de hepatitis cronica. Los
ASMA se producen en la mayoria de los casos de hepatitis activa cronica.
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Tabla 2: Incidencia de los Anticuerpos Antinucleares (ANA) Detectados por Inmunofluorescencia Indirecta en

Células HEp-2
Condicién Clinica N°. de Suero % Positivo
LES 12 100
LE cutaneo subagudo 7 86
Esclerodermia 6 100
Artritis Reumatoide 10 50
Controles Normales 15 0

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

El sistema de deteccion de autoanticuerpos ImmuGlo™ se compard con otro ensayo fluorescente de anticuerpos
presente en el mercado utilizando como substrato células HEp-2. Para la comparacion se utilizaron 15 muestras de
suero de pacientes sanos, asi como suero de pacientes con LES diagnosticado, lupus eritematoso cutaneo subagudo,
esclerodermia o artritis reumatoide. El suero se analiz6 siguiendo el procedimiento y la dilucién de control indicados por
el fabricante. Los resultados obtenidos se comparan a continuacion:

Comparacion de kits que utilizan substrato de células HEp-2 para la deteccion de anticuerpos antinucleares

% Positivo
Estado clinico No. de suero Immco Otro
LES 12 100 100
LE cutaneo subagudo 7 85 85
Esclerodermia 6 100 100
Artritis reumatoide 10 50 30
Controlesnormales 15 0 0
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HEp-2 / DFS70 KO-IFA

- L]
‘immco
PRODUKTBEILAGE
REF| 1108 HEp-2/DFS70 KO-Substrat-Kit 60 Bestimmungen
REF| 1108-120 HEp-2/DFS70 KO-Substrat-Kit 120 Bestimmungen
REF| 1108-240 HEp-2/DFS70 KO-Substrat-Kit 240 Bestimmungen
VERWENDUNGSZWECK

Indirekter Immunfluoreszenz (IF) Antikérpertest zur Erkennung und Quantifizierung anti-nuklearer Antikérper (ANA) in
Humanserum.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Durch indirekte Immunfluoreszenz nachgewiesene antinukledre Antikdrper (ANA) helfen bei der Diagnose von
Blndegewebserkrankungen 2u denen systemischer Lupus erythematodes (SLE), Mischkollagenose, Sjogren-Syndrom
und Sklerodermie zahlen. ANA treten bei etwa 95% von SLE-Patienten sowie bei Patienten mit anderen
Bindegewebserkrankungen auf. ANA konnen auch bei anderen Erkrankungen auftreten, z. B. bei chronischer aktiver
Hepatitis und primarer biliarer Zirrhose®®

Antimitochondriale Antikdrper (AMA) treten in Uber 90 % der Falle von primérer biliérer Zirrhose und bei 3-11 % der
Patienten mit chronischer aktiver Hepatitis auf; bei Patienten mit extrahepatischer Gallengangsobstruktion und anderen
Lebererkrankungen sind sie nicht vorhanden. Aufgrund des durchgéngigen Vorhandenseins von antimitochondrialen
Antikdrpern bei priméarer biliérer Zirrhose und ihres faktlschen Nichtvorhandenseins bei extrahepatischem Ikterus ist ihr
Nachweis von erheblichem Wert fiir die Differenzialdiagnose®™*

Antikdrper gegen glatte Muskulatur (ASMA) treten in den meisten Fallen von chronischer aktiver Hepatitis mit einem
hohem Titer (>160) und bei akuter viraler Hepatitis mit einem mittleren Titer (40-80) auf. Sie kénnen gelegentlich in
Fallen von primérer bilidrer Zirrhose auftreten, wo sie ebenfalls mit mittleren Titern vorkommen. D|e Bedeutung von
Titern zwischen 20 und 40 ist zweifelhaft, da diese Titer auch bei gesunden Personen auftreten konnen®*

Anti-DFS70 Antik6rper erzeugen ein nuklear dichtes, fein gesprenkeltes Immunfluoreszenzmuster (DSFYO) auf HEp-2-
Zellen. Diese Autoantiktrper zielen auf ein 70 kDa Antigen, auch LEDGF (Lens Epithelium Derived Growth Factor) oder
psipl Genprodukt genannt. Diese wurden urspriinglich in Seren von Patienten mit positiven ANA-Tests erkannt, es
besteht jedoch kein klinischer Nachweis fir SARD (systemische, autoimmune Rheumaerkrankungen). lhre Anwesenhelt
wurde urspringlich in Patienten mit gewissen inflammatorischen Zustéanden und bei ,scheinbar® gesunden Personen’®*’
berichtet. DFS70 Antikorper produzieren ein Muster, das als homogen (assoziiert mit DNA, Histonen und Nukleosomen)
oder dem fein gesprenkelten Muster von SARD verwechselt werden kann. Auf den Tragern, die in diesem Kit enthalten
sind, ist standard HEp-2 (HEP2) im Verhéltnis 1:9 mit HEp-2 gemischt, dessen psipl-Gen inaktiviert wurde (eHEP2)
(,knocked-out”, KO). Nicht konstruiertes HEP2 erkennt alle Besonderheitender Autoantikérper. eHEP2-Zellen kénnen
alle Besonderheiten der Autoantikdrper erkennen, auRer DFS70, das mit psipl/LEDGF verbunden ist. Die Verwendung
dieses Produkts bietet daher zusatzliche Funktionalitat zur Unterscheidung homogener, gefleckter und dichter, fein
gesprenkelter Muster. Auf diese Weise erhélt das Labor weitere Informationen, um die entsprechenden, bestatigenden
Befunde auszuwdahlen.

TESTPRINZIP

Bei der in diesem Kit verwendeten IF-Methode werden die Patientenseren auf HEp-2 Zellsubstraten inkubiert, um die
Bindung von Antikdrpern zuzulassen. Alle ungebundenen Antikdrper werden durch Spulen entfernt. Gebundene
Antikodrper der IgG-Klasse werden durch Inkubation des Substrats mit fluoreszeinmarkiertem, anti-Human-lgG-Konjugat
erkannt. Reaktionen werden unter einem Fluoreszenzmikroskop beobachtet, das mit den entsprechenden Filtern
ausgestattet ist. Die Prasenz von ANA, ASMA und AMA wird durch apfelgriine Fluoreszenz spezifischer Strukturen in
den Zellen nachgewiesen. Bei der Mehrheit der anwesenden Zellen wurde das psipl-Gen inaktiviert, wodurch die
Formung von LEDGF-Bindungen in diesen Zellen verhindert wird. Auf diese Weise konnen die homogenen und
gesprenkelten ANA-Reaktionsmuster von den DSF70-Mustern unterschieden werden®®. Die Titer (ausgedruckt als
Kehrwert der héchsten Verdinnung mit positiver Reaktion) werden dann durch die Priifung der Verdiinnungsreihen
festgestellt

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

HEp-2/DFS70 KO-Substrat-Kit

1108 60 Bestimmungen

1108-120 120 Bestimmungen

1108-240 240 Bestimmungen

HEp 2 Substrat SORB Barcode 12 Quelle HEp-2/DFS70 KO-Substrat-Trager (5x [REF|1108, 10x
[REF]1108-120, 20x 1108-240)

1x0,5ml [CONTROL[+JANA-HOMO] ANA positive Kontrolle. Enthalt Humanserum.

1x0,5ml CONTROL[+]DFS70 DFS70 positive Antikérperkontrolle. Enthélt Humanserum.

1x0,5ml CONTROL Negative Kontrolle. Enthalt Humanserum.

5ml IgG-CONJJFITCIEB] Anti-Human IgG FITC-Konjugat mit Evans blue Gegenfarbung. Vor Licht
schitzen. (1x 1108, 2x 1108-120, 3x 1108-240)

60 ml BUF Gepufferte Verdinnungen. (1x 1108, 1108-120, 2x 1108-240)

Ampullen BUF|WASH Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung (PBS). Losen Sie jede Ampulle in 11
destilliertem oder deionisiertem Wasser. (2x 1108, 1108-120, 3x
1108-240)

5mi [MOUNTING|MEDIUM]| Lagermedium. Nicht einfrieren. (1x 1108, 1108-120, 2x 1108-
240)

12 pro Karton COVER[SLD] Deckglas. (1x 1108, 2x 1108-120, 4x 1108-240)

Optionale Komponenten

5mi 1gG-CONJ[FITC Anti-human IgG FITC Konjugat. Vor Licht schiitzen. 2100x.

1ml EVANS Evans-Blau-Gegenfarbung. 2510*,

Auf den Etiketten verwendete Symbole:

Chargennummer
REF| Katalognummer

In vitro diagnostischer Gebrauch

Verwenden bis

Lagertemperatur

Finden Sie Anweisungen fir die Verwendung
Anzahl an Tests

Hersteller

Herstellungsdatum

& LedE =3

*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/Behélter im genehmigten Abfallbeseitigung entsorgenGH-Einstufung.

Bendtigte, nicht mitgelieferte Materialien
*  Fluoreszenzmikroskop
* Mikropipette oder Pasteurpipette
+ Serologische Pipetten
+ Farbekasten (z. B. Coplin-Férbetrog)
* Kleine Testréhrchen (z. B. 13 x 75 mm) und Testréhrchenhalter
» Destilliertes oder entionisiertes Wasser
« 1-Liter-Behalter
* Waschflasche
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« Papiertiicher

* Inkubationskammer

WARNUNGEN UND VORSICHTSMASSNAHMEN

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

WARNUNG - Natriumazid (NaN3) kann mit Blei- und Kupferrohren reagieren und dabei hochexplosive Metallazide
bilden. Spilen Sie bei der Entsorgung von Flussigkeiten mit reichlich Wasser nach, um eine Anhaufung von Azid zu
vermeiden. Natriumazid kann giftig sein, wenn es verschluckt wird. Bei Verschlucken muss sofort der Laborleiter oder
die Vergiftungszentrale informiert werden.

Die Anweisungen sollten genau wie in diesem Beipacktext dargestellt befolgt werden, um giltige Ergebnisse
sicherzustellen. Tauschen Sie Kitbestandteile nicht gegen Produkte aus anderen Quellen aus, sondern nur gegen
Produkte von Immco Diagnostics Inc. mit derselben Bestellnummer. Nicht nach dem Verfallsdatum verwenden.

PROBENENTNAHME UND VORBEREITUNG

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

VERFAHREN
Testmethode

A. Suchtest
Patientenseren zur Reaktion auf Tragern mit HEp-2 Substrat sollten mit 1:40 Untersuchungslésung verdiunnt werden.
Bei HEp-2 gilt eine spezifische Reaktion bei einem Titer von 1:40 oder héher als positiv.

1. Losen Sie jedes Patientenserum 1:40 (10 pl Serum + 390 pl Verdiinnungsmittel). Verdiinnen Sie keine positiven
oder negativen Kontrollen. Bewahren Sie bei positiven Untersuchungsergebnissen unverdiinnte Seren zur
Feststellung von Antikdrper-Titern auf.

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

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

4. Tropfkivette invertieren und sanft driicken, um 1 Tropfen (ca. 50 pl) der negativen Kontrolle auf Quelle #1 zu
geben. Geben Sie demgemal 1 Tropfen ANA Positive Kontrolle zu Quelle #2. Vermeiden Sie das Uberfiillen der
Quellen.

5. Verwenden Sie eine Mikropipette oder Pasteurpipette, um jeweils 1 Tropfen (etwa 50 pl) des verdinnten
Patientenserums in die Ubrigen Vertiefungen zu geben. Vermeiden Sie das Uberfillen der Vertiefungen.

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

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

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

9. Wiederholen Sie die Schritte 7 und 8 fiir jeden Objekttrager.
10. Verschlie3en Sie die Inkubationskammer wieder. Inkubieren Sie 30 Minuten lang bei Raumtemperatur.

11. Entfernen Sie einen Objekttrger aus der Inkubationskammer. Fassen Sie den Objekttrdger am Ende mit dem
Etikett an und tauchen Sie ihn in einen Becher mit PBS, um das uberschissige Konjugat zu entfernen. Belassen
Sie den/die Objekttrager 10 Minuten lang in einem mit PBS gefiillten Farbekasten. Falls das optionale Konjugat
ohne Gegenfarbung verwendet wird (siehe ,Optionale Bestandteile® im Abschnitt ,Mitgelieferte Materialien®),
kénnen Sie der letzten Spiilung 2-3 Tropfen Evans-Blau-Gegenfarbung hinzufiigen. Wiederholen Sie den Vorgang
mit den Ubrigen Objekttragern. ANMERKUNG: Unsachgemafies Waschen kann zu erhéhter Hintergrundfluoreszenz
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fahren.

12. Entfernen Sie einen Objekttrager aus dem Farbekasten. Betupfen Sie den Rand des Objekttragers mit einem
Papiertuch, um Uberschiissiges PBS zu entfernen. Fahren Sie sofort mit dem 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 gleichmafig auf das Deckglaschen
auftragen und dieses auf den Objekttrager legen. Uben Sie keinen tiberméaRigen Druck aus und verhindern Sie eine
seitliche Bewegung des Deckglaschens.

14. Wiederholen Sie die Schritte 12 und 13 firr jeden Objekttrager.

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

Die Objekttrager kdnnen 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
verzogert wird. Die Objekttrager sollten im Dunklen bei 2-8 °C gelagert werden.

B. Endpunkt-Bestimmung (Titration)
Ein Serum, das bei der Untersuchung im Test positiv reagiert, kann mit den Schritten 5-13 weiter getestet werden,
um die entsprechende Untersuchungsverdiinnung fiir das Substrat zu ermitteln. Jeder Testlauf sollte positive und
negative Kontrollen beinhalten. Fertigen Sie eine Reihe von zweifachen Verdinnungen an, wobei Sie mit 1:40
beginnen. Der Kehrwert der h6chsten Verdiinnung, die eine positive Reaktion hervorruft, ist der Titer.

Vorbereitung der Verdunnungsreihen, mit 1:40 beginnend

Um Verdunnungsreihen der Patientenprobe von 1:40 bis 1:1280 zu erstellen, beginnen Sie mit der Nummerierung von
sechs Rohrchen von 1 bis 6. Sie kdnnen auch mehr Rohrchen verwenden, wenn eine hdhere Endverdinnung
gewiinscht wird. Fiigen Sie dem Roéhrchen 1 3,9 ml des Probenverdinners hinzu, und je 0,2 ml zu den Rdhrchen 2 bis
6. Pipettieren Sie 0,1 ml unverdiinnten Serums in R6éhrchen 1 - gut vermengen. Geben Sie 0,2 ml aus Réhrchen 1 zu
Roéhrchen 2 hinzu - gut vermengen. Ubertragen Sie nach dem Vermengen 0,2 ml aus einem Roéhrchen zum néchsten,
um die in der folgenden Tabelle aufgefuihrten Verdiinnungen zu erreichen:

Rohrchen 1 2 3 4 5 6
Serum 0,1 ml
+
Gepufferter Verdinner 3,9ml 0,2ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
2 2 2> 2> 2>
Ubertragung 0,2ml 0,2ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
Endverdinnung 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280 usw.

QUALITATSKONTROLLE

Figen Sie bei jedem Testlauf eine positive und eine negative Kontrolle hinzu. Die negative Kontrolle sollte keine
spezifische Fluoreszenz des Nukleus ergeben. Die ANA Positivkontrolle sollte 2+ oder mehr Farbintensitat des Nukleus
ergeben mit einem vorwiegend homogenen Muster.

Falls mit den Kontrollseren weiterhin unzureichende Ergebnisse erzielt werden, kann dies folgende Ursachen haben:
+ Trubung. Verwerfen Sie das Kontrollserum und verwenden Sie ein anderes.

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

» Der Objekttrager ist wahrend des Verfahrens ausgetrocknet.

AUSLEGUNG DER ERGEBNISSE

Ergebnisse sollten als positiv, negativ oder bei ermitteltem Endtiter als positiv mit Titer angegeben werden. Es ist
empfehlenswert, dass Patientenproben mit spezifischen Fluoreszenzreaktionen bei einer Verdiinnung von 1:40 als
Normalwerte vermerkt werden, um Differenzen zwischen Mikroskopiesystemen, Personal und Training auszugleichen.
Lesen Sie nur die Felder mit spezifischen Farbungen der HEp-2-Zellen und den Mustern ab, die fir AMA und ASMA
beobachtet wurden. Alle anderen Reaktionen sollten als negativ verzeichnet werden.

ANA kann auf den HEp-2-Zellen quantifiziert werden. Die beobachteten, nuklearen Farbungsmuster umfassen
homogen, peripher (Rahmen), gesprenkelt, nukledr und Zentromer. Diese nukledren Farbungsmuster werden
nachstehend beschrieben. Sie kdnnen einzeln oder in einer Kombination mehrerer Farbungsmuster auftreten. Letzteres
tritt aufgrund der Reaktionen zu mehreren verschiedenen nukledren Antigenen auf.

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

Gefleckt (speckled):
Nukleolér:
Centromermuster:

DFS70:

Die Kernmembran befleckt am intensivsten als fein lineares Muster mit abnehmend befleckender
Intensitéat des Zellkernplasmas zur Mitte des Kerns.

Separate, grobe bis feine runde Flecken im gesamten Nukleus.
Die Nukleoli werden innerhalb des Nukleus als mehrere feste Koérper gefarbt.

GroR3e Flecken begrenzter Anzahl. Reaktive Antigene sondern sich in sich teilenden Zellen mit
kondensierten Chromosomen ab.

Standard HEp-2 (HEP2): In ~10% der Zellen in jeder Quelle kann ein dichtes, fein gesprenkeltes
Muster auf dem Zellkern der Interphase beobachtet werden. Auf mitotischen Zellkernen ist
Chromatin-gebundene Farbung sichtbar.

Konstruiertes HEp-2 (eHEP2): Auf den Ubrigen ~90% der HEp-2 Zellen wurde die psipl-
Genkodierung des LEDGF-Antigens inaktiviert (,knocked out) und sie produzieren daher
kein &hnliches Muster.

Falls 10 % der HEp-2-Zellen im Verhaltnis zum DFS70-Muster eine helle Fluoreszenz und der
Rest der anwesenden Zellen zusatzliche Muster oder fein gesprenkelte Signale Uber dem
Grenzwert aufweisen, wird die Anwesenheit gemischter Muster angegeben. Die néhere Analyse
solcher Muster ist erforderlich, um zu bestétigen, welche andere Antikérperbesonderheiten auf3er
dem DFS70-Muster in Verbindung mit LEDGF/psip1 vorliegen.

Abbildung 1. Referenz-Reaktionen

ANA homogene Reaktion
HEp-2-Standardzellen (HEP2)

Veranderter HEp-2-Zellen (eHEP2)

HEP2 und eHEP2-Zellen
zeigen das gleiche Muster

DFS70 Antikorperreaktion

eHEP2

HEP2

eHEP2-Zellen zeigen keine
spezifische nukleare Fluoreszenz

Die Besonderheit mancher Antikrper, welche die o. g. Farbungsmuster ergeben, kann durch Antikdrpertests fir nDNA
und verschiedene extrahierbare nukledre Antigene weiter identifiziert werden. Diese kénnen geméafR Tabelle 1 von
diagnostischem Wert sein.
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Tabelle 1. Diagnostische Bedeutung antinuklearer Antikdrper

IF-Farbungsmuster

Natur des Antigens

Assoziierte Erkrankung

Homogen dsDNA/Histone SLE
Nukle&r, membranartig Laminine SLE, Vaskulitis oder chronische
Hepatitis
Gesprenkelt RNP SLE oder MCTD*
Sm SLE
SS-A/SS-B SLE oder Sjogren-Syndrom
Scl-70 Sklerodermie
Nukleolar RNAP-I Sklerodermie
Pm-Scl

RNA/wahrscheinlich
U3 RNA

Zentromer/Kinetochor

innere und aulere
Kinetochor-Schalen

CREST-Syndrom

DFS70" ™

Dichtes, fein
gesprenkeltes Muster
(positiv bei ~10 % der
Zellen oder relativ
hoheres
Fluoreszenzsignal bei
~10 % der Zellen)

Negative Assoziierung mit
systemischen
Autoimmunerkrankungen; bei
atopischem Ekzem,
androgenetischer Alopezie, Vogt-
Koyanagi-Harada (VKH) Syndrom,
sympathischer Ophthalmie,

Behcets-Krankheit und atypischer
Netzhautdegeneration berichtet.

*Sharp-Syndrom

Erkennbare zytoplasmatische Antikdrper sind u. a. anti-mitochondriale Antikérper (AMA) und Antigene der glatten
Muskulatur (anti-smooth muscle antibodies, ASMA). Bei einem AMA-Muster erscheint das Zytoplasma kornig, wahrend
das ASMA-Muster ein fibrillares Netz der Farbung im Cytoplasma ist. Beide Muster sollten bezuglich ANA als negativ
vermerkt werden.

EINSCHRANKUNGEN DES VERFAHRENS

In einigen Féallen kdnnen ANA-positive Seren bei der ersten Suchtestverdiinnung entweder sehr schwach oder negativ
sein (Prozonenph&nomen). In solchen Zweifelsféllen sollten die Seren mit einer héheren Verdiinnung getestet und im
Fall eines positiven Ergebnisses der Antikorpertiter bestimmt werden.

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

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

Ein positiver ANA-Test sollte nicht allein als diagnostisch fir SLE angesehen werden. ANA treten auch bei Patienten mit
anderen Bindegewebserkrankungen auf und einige Arzneimittel, z. B. Procainamid und Hydralazin, kénnen positive
ANA-Ergebnisse hervorrufen’. Dariiber hinaus kénnen Seren von Patienten mit bosartigen Tumoren oder
Infektionserkrankungen ANA-positiv sein?.

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

ERWARTETE WERTE

Tests fur nukledre Antikdrper werden fir die Untersuchung auf SLE und gewisse andere immunologische Stérungen
verwendet. AMA kommen in Uber 90 % aller Félle primérer bilirer Zirrhose und 3-11 % der Félle chronischer Hepatitis
vor. ASMA tritt bei der Mehrheit aller Falle chronischer, aktiver Hepatitis auf.
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Tabelle 2: Auftreten antinuklearer Antikdrper (ANA), die durch indirekte Immunfluoreszenz in HEp-2-Zellen
erkannt wurden

Klinische Bedingungen Anz. der Seren % positive
SLE 12 100
Subakut kutane LE (SCLE) 7 86
Sklerodermie 6 100
Rheumatoide Arthritis 10 50
Normale Kontrollen 15 0

LEISTUNGSMERKMALE

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

Vergleich von Kits mit HEp-2-Zellen als Substrat fiir den Nachweis von antinukledren Antikdrpern

% Positiv
Klinische Krankheit Anzahl der Seren Immco Anderer
SLE 12 100 100
Subakuter kutaner LE (SCLE) 7 85 85
Sklerodermie 6 100 100
Rheumatoide Arthritis 10 50 30
Normale Kontrollseren 15 0 0
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*Immco

IFA HEp-2/DFS70 excisé

ENCART DE PRODUIT

REF| 1108 Kit substrat HEp-2/DFS70 excisé 60 mesures
REF| 1108-120 Kit substrat HEp-2/DFS70 excisé 120 mesures
REF| 1108-240 Kit substrat HEp-2/DFS70 excisé 240 mesures

UTILISATION VISEE

Test des anticorps par immunofluorescence indirecte (IF) pour la détection et la quantification des anticorps
antinucléaires (AAN) dans le sang humain.

GENERALITES

Les Anticorps anti-nucléaires (AAN) détectés par immunofluorescence indirecte sont une aide dans le diagnostic des
désordres du tissu conjonctif comprenant le lupus érythémateux disséminé (LES), le Syndrome de Sjogren, la
sclérodermie et les diverses maladies du tissu conjonctif . Les AAN se retrouvent chez environ 95% de patients
atteints de LES ainsi que chez les patients présentant d'autres maladies du tissu conjonctif. Les AAN peuvent
8également se retrouver lors d'autres désordres tels que I'hépatite active chronique et la cirrhose biliaire primaire (PBC)*

Les Anticorps anti-mitochondriaux (AMA) se retrouvent dans plus de 90% de cas de cirrhoses biliaires primaires,
chez 3 4 11% des patients ayant une hépatite active chronique et sont absents chez les patients présentant une
obstruction biliaire extra-hépatique et dans d'autres affections du foie. La présence des AMA dans tous les cas de PBC
et leur absence dans l'ictére extra-hépatique les rend utiles pour la différenciation diagnostique de ces maladies®™.

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

Les anticorps anti-DFS70 produisent un motif d'immunofluorescence tacheté de fine densité au niveau nucléaire
(DSF70) sur les cellules HEp-2.Ces auto-anticorps ciblent un antigene 70 kDa aussi connu sous le nom de LEDGF
(facteur de croissance dérivé de I'épithélium de la lentille) ou de produit de géne psipl. lls ont été initialement rapportés
dans le sérum de patients avec des tests positifs aux AAN, mais aucune preuve clinique de maladie rhumatismale auto-
immune systémique (MRAS). A lorigine, leur présence a ét¢ documentée chez les patients souffrant de certaines
conditions inflammatoires et chez des individus « apparemment » en bonne santé™>"’. Les anticorps DFS70 créent un
motif pouvant étre confondu avec le motif homogéne (associé a I'ARN, les histones et les nucléosomes) ou finement
tacheté associé aux MRAS. Sur les préparations fournies avec le kit, les types HEp-2 normaux (HEP2) sont mélangés a
des HEp-2 dont le géne psipl a été excisé (eHEP2) a un taux de 1 pour 9. Les HEP2 non modifiés détectent toutes les
particularités des auto-anticorps. Les cellules eHEP2 sont capables de détecter toutes les spécificités des auto-
anticorps sauf la DFS70 associée aux psipl / LEDGF. Par conséquent, I'utilisation de ce produit apporte des fonctions
supplémentaires pour permettre la discrimination précise de motifs homogénes, tachetés ou tachetés de fine densité.
Ceci peut fournir plus d’informations aux laboratoires afin de pouvoir sélectionner les essais de confirmation.

PRINCIPE DE LA METHODE

Dans la méthode d’IF utilisée dans ce kit, le sérum du patient sera incubé sur des substrats de cellule HEp-2 afin de
permettre la liaison des anticorps. Tous les anticorps qui ne sont pas liés sont enlevés au ringage. Les anticorps liés de
la classe IgG sont détectés par incubation du substrat avec un conjugué anti-humain IgG marqué a la fluorescéine. Les
réactions sont observées sur un microscope a fluorescence équipé des filtres appropriés. La présence d’AAN, dASMA
et ’AMA est démontrée par un motif vert fluorescent de structures spécifiques dans les cellules. Une majorité des
cellules présentes ont le géne psopl excisé ce qui empéche la formation de sites de liaison de LEDGF dans ces
cellules. Ceci permet la différenciation des motifs de réaction homogeénes et tachetés des AAN par rapport aux motifs
des DSF70". Les titres (la réciproque de la plus forte dilution donnant une réaction positive) sont alors déterminés en
testant les dilutions en série™.

INFORMATION PRODUIT
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Conservation et préparation des réactifs

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

Matériel fourni

Kit substrat HEp-2/DFS70 excisé
1108 60 mesures
1108-120 120 mesures
1108-240 240 mesures

Substrat HEp-2
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avec code a barres 12 puits de préparation de substrat HEP-/DFS70 excisé (5x

1108, 10x 1108-120, 20x 1108-240)

1x0,5ml [CONTROL[+JANA-HOMO] Résolution positive aux AAN. Contient du sang humain.

1x0,5ml CONTROL[+]DFS70 Résolution positive d’anticorps DFS70. Contient du sang humain.

1x0,5ml CONTROL[] Résolution négative. Contient du sang humain.

5ml 19G-CONJ|FITCIEB] Conjugué IgG anti-humain FITC contenant du bleu d’Evans de contre-colorant. A
protéger de la lumiére. (1x 1108, 2x 1108-120, 3x 1108-240)

60 ml Diluants tampons. (1x 1108, 1108-120, 2x 1108-240)

fioles [BUF|WASH Tampon phosphate salé (TPS). Dissoudre chaque fiole dans 1 | d’eau distillée ou
déminéralisée. (2x 1108, 1108-120, 3x 1108-240)

5mi [MOUNTINGIMEDIUM] Support de montage. Ne pas congeler. (1x 1108, 1108-120, 2x
1108-240)

12 par boite COVERJSLD] Lamelles. (1x 1108, 2x 1108-120, 4x 1108-240)

Composants en option

5ml IgG-CONJ[FITC[EB] Conjugué FITC anti-IgG humaines. Maintenir & I'abri de la lumiére. 2100x.

1ml EVANS Contre-coloration bleu d’Evans. 2510*.

Symboles utilisés sur les étiquettes:

Numéro de Lot
Numéro catalogue
VD Utilisation a diagnostic in vitro

A utiliser avant

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

Fabricant

Date de fabrication

© LR~

*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

* Microscope a fluorescence Micropipette ou pipette Pasteur Pipettes sérologiques
« Bac a coloration pour le lavage des lames (type Coplin)

» Petits tubes (ex : 13 x 75 mm) et porte tubes

+ Eau distillée ou déionisée

« Eprouvette graduée 1l
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* Flacon pour solution de lavage Serviettes en papier

* Chambre d'incubation

MISES EN GARDE ET PRECAUTIONS

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

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

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

PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

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

MODE OPERATOIRE
A. Dépistage
Sérum sanguin du patient a faire réagir sur des préparations avec HEp-2 faut diluer deux substrats dans une solution de

dépistage a un taux de 1 part pour 40. Sur HEp-2, une réaction spécifique a un titre de 1 pour 40 ou plus est considérée
comme positive.

1. Diluer le sérum de chaque patient a 1 : 40e (10 pl de sérum + 390 pl de diluant). Ne pas diluer les résolutions
positives ou négatives. Sauvegarder les échantillons sanguins non dilués pour déterminer les titres d’anticorps si
les tests de dépistage s’avérent positifs.

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

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

4. Inverser la pipette compte-goutte et appuyer doucement pour appliquer 1 goutte (environ 50 pl) de la résolution
négative dans le puits n°® 1. D’'une maniére similaire, appliquer 1 goutte de résolution positive 5.

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

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

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

8. Retirer une (les) lame(s) du bac de coloration. Eliminer I'excés de PBS avec une serviette en papier. Déposer la

lame dans la chambre d'incubation. Retourner les flacons doseurs de conjugué et déposer immédiatement 1 goutte
(environ 50 pl) dans chaque puits.

9. Répéter les étapes 7 et 8 avec chaque lame.
10. Replacer le couvercle sur la chambre d'incubation et incuber 30 minutes a température ambiante.

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

12. Retirer une lame du bac. Eliminer I'excés de PBS avec une serviette en papier. Pour éviter de mettre a sec les
puits, réaliser immédiatement I'étape 13 pendant que la lame est encore humide.

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

14. Répéter les étapes 12 et 13 avec chaque lame.
15. Observer la fluorescence spécifique a I'aide d'un microscope au grossissement X200 ou plus.

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

B. Détermination du titre par les dilutions en cascade

Un sang positif dans un test de dépistage peut étre encore testé en suivant les étapes 5 a 13 pour déterminer la
dissolution de dépistage appropriée au substrat. Chaque test doit inclure une résolution positive et une résolution
négative. Faire des dilutions sérielles doublées commencant & 1 : 40e. La réciproque de la dilution la plus élevée
produisant une réaction positive est le titre.

Préparation de Dilutions en Série commencant a 1:40

Pour créer des dilutions sérielles du sérum d’un patient de 1 : 40e a 1 : 1280, commencer par numéroter six éprouvettes
de 1 a 6. Il est possible d'utiliser plus d’éprouvettes si une dilution finale supérieure est souhaitée. Ajouter 3,9 ml de
diluant d’échantillonnage dans I'éprouvette 1 et 0,2 ml dans les éprouvettes 2 a 6. Pipetter 0,1 ml de sang non dilué de
I'éprouvette 1 et mélanger soigneusement. Transférer 0,2 ml de I'éprouvette 1 a [I'éprouvette 2 et mélanger
soigneusement. Continuer a transférer 0,2 ml d’'une éprouvette a la suivante aprés avoir mélangé pour obtenir les
dilutions décrites dans le tableau suivant :

Tubes 1 2 3 4 5 6
Sérum 0,1 ml
+
Diluant Echantillon 3,9ml 0,2ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
= = 2> 2> 2>
Transfer 0,2ml 0,2ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
Final dilution 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280, etc.

CONTROLE DE QUALITE

Les deux résolutions négative et positive doivent étre incluses avec chaque essai de dépistage. La résolution négative
ne doit montrer aucune fluorescence spécifique des noyaux. La résolution positive aux AAN doit avoir une intensité de
coloration de 2+ ou supérieure des noyaux avec un motif principalement homogéne.

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

+ Laturbidité. Eliminer le contrble et en utiliser un nouveau.
» Au systeme optique du microscope. Par exemple : mauvais alignement, lampe ayant dépassé sa durée de vie, etc.
* Aun assechement des lames pendant la manipulation.

INTERPRETATION DES RESULTATS

Les résultats doivent étre rapportés comme négatifs, positifs ou, si le point limite de titre a été déterminé, positifs avec
titre. Il est recommandé que les échantillons de patients démontrant des réactions fluorescentes spécifiques a la dilution
a 1: 40e soient des valeurs normales afin de prendre en compte les différences dans les systemes de microscope, le
personnel et les formations.

Ne lire que les champs contenant une coloration spécifique des cellules HEp-2 et les motifs observés pour les AAN,
AMA et ASMA. Toutes les autres réactions doivent étre rapportées comme négatives.

Il est possible de quantifier les ANA sur les cellules HEp-2. Les motifs de coloration nucléaire observables comprennent

des motifs homogénes, périphériques, tachetés, nucléolaires et centroméres. Ces motifs de coloration nucléaires sont

décrits ci-dessous. Il peut y avoir un motif ou une combinaison de plusieurs motifs de coloration. Les combinaisons sont

dues aux réactions de plusieurs antigenes nucléaires différents.

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

Membrané nucléaire : La membrane nucléaire souille le plus intensément en tant que modele trés bien linéaire avec
l'intensité de souillure décroissante du nucldplasme vers le centre du noyau.
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Tacheté :

En corpuscules :

Centromere :

DFS70 :

Texture grossiere et fines taches rondes se colorent dans tout le noyau.
Les nucléoles se colorent comme de multiples éléments dans le noyau.

Grandes taches de nombre déterminé. Les antigeénes ayant réagi s'isolent avec les
chromosomes condensés des cellules en mitose.

HEp-2 (HEP2) normal : dans environ 10 % des cellules de chaque puits, on observe un motif
tacheté de fine densité sur les noyaux interphasiques. On observe aussi une coloration
associée a la chromatine sur les noyaux mitotiques.

HEp-2 (eHEP2) modifié : les 90 % approximatifs de HEp-2 restants contiennent le géne psipl
encodant I'antigéne LEDGF excisé et ils ne produiront donc pas un motif similaire.

Si les 10 % des cellules HEp-2 ont une fluorescence plus intense correspondant au motif de
réaction aux DFS70 et que le reste des cellules présente des motifs supplémentaires ou de
taches fines au-dessus du seuil de démarcation, cela indique la présence de motifs variés. Une
analyse plus approfondie de ces motifs est essentielle pour confirmer quelle autre spécificité
d’anticorps est présente en plus du motif présenté par le DFS70 associé au LEDGF / psip1.

Figure 1. Réactions de référence

Réaction homogéne aux AAN

Cellules HEp-2 standards (HEP2)

Cellules HEp-2 modifiées (eHEP2)

Les cellules HEP2 et eHEP2
excisé présentent
toutes le méme motif

Réaction des anticorps DFS70

eHEP2
HEP2

Les cellules eHEP2 excisé
ne possédent aucune
fluorescence nucléaire spécifique

La spécificité de certains de ces anticorps provoquant les motifs de colorations susmentionnés peuvent étre identifiés en
effectuant des tests pour les anticorps a 'ADNn et aux divers antigénes nucléaires solubles. Ces derniers peuvent avoir
une importance pour le diagnostic comme listé dans le Tableau 1.
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Tableau 1. Signification des anticorps antinucléaires pour le diagnostic

Modele de marquage |[Nature de Pantigéne Maladie associée

Homogeéene anti-dsDNA / Histones [LES
Membranaire nucléaire Laminines LES, vasculite ou hépatite chronique
Tacheté RNP LES ou MCM*
Sm LES
anti-SS-A / anti-SS-B  |LES ou Syndrome de Sjogren
Scl-70 Sclérodermie
Nucléolaire IARN polymérase | Sclérodermie

Scléromyosite

IARN / probablement
IARN-U3

Centromere / kinétochore |plaques internes et Syndrome CREST
externes du
kinétochore

DFS70™™® Motif tacheté de fine  |Association négative avec les
densité (positif dans  |maladies auto-immunes
environ 10 % des systémiques ; rapportée dans les cas
cellules ou signal de  |de dermatite atopique, d’alopécie
fluorescence areata, de maladie de Vogt-Koyanagi-

relativement plus élevé [Harada (VKH), d’'ophtalmie
dans environ 10 % des [sympathique, de maladie de Behcet
cellules) et de dégénération rétinienne

atypique.

* Maladies des tissus conjonctifs variées

Anticorps cytoplasmiques détectables y compris anticorps anti-mitochondrial (AMA) et anticorps anti-muscle lisse
(ASMA). Dans un motif d’AMA, le cytoplasme semble granuleux, alors que le motif ’ASMA est un réseau fibrillaire de
coloration sur I'ensemble du cytoplasme. Les deux motifs doivent étre rapportés comme négatifs pour AAN.

LIMITES D'UTILISATION

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

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

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

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

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

VALEURS PREVUES

Les tests pour les anticorps antinucléaires sont utilisés pour dépister la LES et certains autres désordres
immunologiques. Les AMA se rencontrent dans plus de 90 % des cas de cirrhose biliaire primaire et dans 3 a 10 % des
cas d’hépatites chroniques. L’ASMA se rencontre dans la majorité des cas d’hépatites actives chroniques.

36



FR
Tableau 2 : Incidence d’anticorps antinucléaires (AAN) détectés par immunofluorescence indirecte sur HEp-2
cellules

Condition clinique Nombre de sangs % Positif
LES 12 100
Lupus érythémateux cutané subaigu 7 86
(LECS)

Sclérodermie 6 100
Arthrite rhumatoidale 10 50
Résolutions normales 15 0
PERFORMANCES

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

récapitulés ci-dessous:
Comparaison de kits utilisant le substrat cellules Hep-2 pour la détection des anticorps antinucléaires.

i % Positiv

Etat clinique Nombre de sérums Immco Autre
SLE 12 100 100
LECS 7 85 85
Sclérodermie 6 100 100
Arthrite rhumatoide 10 50 30
Contrdles normaux 15 0 0
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IFA HEp-2 / DFS70 inattivato

FOGLIO ILLUSTRATIVO DEL PRODOTTO

REF| 1108 Kit per substrato HEp-2/DFS70 inattivato 60 determinazioni
REF| 1108-120 Kit per substrato HEp-2/DFS70 inattivato 120 determinazioni
REF| 1108-240 Kit per substrato HEp-2/DFS70 inattivato 240 determinazioni

FINALITA' D'USO

Test per anticorpo a immunofluorescenza indiretta (IFA) per il rilevamento e la quantizzazione di anticorpi anti-nucleari
(ANA) in siero umano.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE DEL TEST

Gli anticorpi antinucleari (ANA), individuati con la tecnica di immunofluorescenza indiretta, sono utili nella diagnosi dei
disturbi del tessuto connettivo quali |I Iupus eritematoso sistemico (LES), la malattia mista del tessuto connettivo, la
sindrome di Sjogren e la sclerodermia™™. Gli ANA compaiono in circa il 95% dei pazienti affetti da LES e in pazienti con
altri disturbi del tessuto connettivo. Gli ANA possono essere riscontrati anche in caso di altre patologie quali I'epatite
cronica attiva e la cirrosi biliare pr|m|t|va

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

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

Gli anticorpi anti-DFS70 producono un pattern di immunofluorescenza nucleare a chiazze (DSF70) su cellule HEp-2.
Questi autoanticorpi puntano ad un antigene 70 kDa conosciuto anche come LEDGF (fattore di crescita derivato
dall'epitelio lenticolare) o prodotto genico psipl. Questi sono stati inizialmente trovati nel siero di pazienti con test ANA
positivi ma senza alcuna evidenza di malattia reumatica autoimmune sistemica (SARD). La loro presenza e stata
inizialmente documentata in pazienti con alcune condizioni infiammatorie e persone ‘apparentemente’ sane™. Gli
anticorpi DFS70 producono un pattern che pud essere preso per omogeneo (associato a DNA, istoni e nucleosoml) o]
pattern macchiato con SARD. Sui vetrini forniti con questo kit, le cellule HEp-2 standard (HEP2) sono mischiate con
eHEp-2 con gene psipl inattivato (KO/“knock out”) in rapporto 1:9. Le cellule HEP2 sono in grado di rilevare tutte le
specie di autoanticorpi ANA. Le cellule eHEP2 sono in grado di rilevare tutte le specie di autoanticorpi eccetto DFS70
associato a psipl/LEDGF. L'uso di questo prodotto consente ulteriore funzionalita per aiutare la discriminazione
accurata di pattern omogenei, granulari e finemente granulari. Questo puo fornire al laboratorio piu informazioni per
selezionare dosaggi obbligatori.

PRINCIPI DELLA METODICA

Nel metodo IF indiretto usato in questo kit, il siero del paziente & incubato su substrati di cellule HEp-2 che consentono il
legame di anticorpi. Tutti gli anticorpi non legati sono rimossi col risciacquo. Gli anticorpi legati della classe 1IgG sono
rilevati per incubazione del substrato con coniugato IgG antiumano di fluoresceina. Le reazioni sono osservate con un
microscopio fluorescente dotato di appositi filtri. La presenza di ANA, ASMA e AMA é dimostrata da una fluorescenza
mela verde di strutture specifiche nelle cellule. Una maggioranza di cellule presenti hanno il gene psipl inattivato il quale
previene la formazione di siti di collegamento LEDGF in queste cellule. Questo consente la differenziazione di pattern a
reazione macchiata e omogenei di ANA dai pattern DSF70™. | titoli (il reciproco della diluizione piu alta che produce
una reazione positiva) sono determinati poi testando diluizioni senah 19,

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
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Materiali forniti

Kit per substrato HEp-2 / DFS70 inattivato
1108 60 determinazioni
1108-120 120 determinazioni
1108-240 240 determinazioni

Substrato HEp-2 SORBJSLD[12] Vetrino con codice a barra a 12 pozzetti con substrato HEp-2/DFS70
inattivato (5x 1108, 10x [REF]1108-120, 20x [REF]1108-240)

1x0,5ml [CONTROL[+JANA-HOMO]  Controlli positivi ANA. Contiene siero umano.

1x0,5ml CONTROL[+]JDFS70 Controllo positivo anticorpi DFS70. Contiene siero umano.

1x0,5ml CONTROL Controllo negativo. Contiene siero umano.

5ml IgG-CONJ[FITCJEB] Coniugato IgG FITC anti-umano contenente il colorante di contrasto Evan's
Blue. Proteggere dalla luce. (1x 1108, 2x 1108-120, 3x
1108-240)

60 ml Diluenti tamponati. (1x 1108, 1108-120, 2x 1108-240)

fiale BUF|WASH Soluzione salina con tampone fosfato (PBS). Sciogliere ogni fiala in 1L di
acqua distillata o deionizzata. (2x 1108, 1108-120, 3x 1108-240)

5mi [MOUNTINGIMEDIUM]| Mezzo di montaggio. Non congelare. (1x 1108, 1108-120, 2x
1108-240)

12 per confezione COVER[SLD] Vetrini coprioggetti. (1x 1108, 2x 1108-120, 4x 1108-240)

Componenti opzionali

5ml 19gG-CONJ|FITC|EB] Coniugato FITC anti IgG umane. Proteggere dalla luce. 2100x.

1ml EVANS Colorante di contrasto Blu di Evans. 2510*.

Simboli utilizzati sulle etichette
Codice del lotto

—
@]
3

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

@L<l

*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 non forniti
* Microscopio a fluorescenza
* Micropipetta o pipetta Pasteur

+ Pipette sierologiche
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* Vaschetta per colorazione (ad es. vaschetta Coplin)

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

« Contenitore da 1 litro

* Flacone di lavaggio

+ Salviette di carta

+ Camera umida per l'incubazione

AVVERTENZE E PRECAUZIONI

Per uso diagnostico in vitro. Tutti i componenti di derivazione umana sono stati analizzati per HbsAg, HCV. HIV-1 e 2
e HTLV-I e sono risultati negativi nei test prescritti dalla FDA. Tuttavia 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 (NaNs3) 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 micro-
biologicamente contaminati possono interferire con le prestazioni del test e non devono quindi essere usati. Conservare
i campioni a 2-8°C per non oltre una settimana. Per la conservazione prolungata, i campioni di siero dovrebbero essere
congelati a -20°C. Evitare congelamenti e scongelamenti ripetuti dei campioni.

PROCEDURA

Metodo del test

A. Screening

Il siero del paziente che deve reagire sui vetrini con substrato HEp-2 deve essere diluito usando la diluizione di

screening 1:40. Sul'HEp-2 una reazione specifica 1:40 o titolo superiore € considerata positiva.

1. Sciogliere il siero del paziente 1:40 (siero 10 pl + diluente 390 pl). Non diluire controlli positivo e negativo. Mettere
da parte i sieri non diluiti per determinare i titoli anticorpali se i test di screening sono risultati 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. Invertire la fiala contagocce e gentilmente strizzare per applicare 1 goccia (ca. 50 ul) del controllo negativo al
pozzetto nr. 1. Applicare allo stesso modo 1 goccia di controllo positivo ANA al pozzetto nr. 2. Non riempire
eccessivamente i pozzetti.

5. Usando una micropipetta o pipetta Pasteur, applicare 1 goccia di siero diluito del paziente (circa 50 ul) 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 l'estremita e irrorare delicatamente con circa 10 ml di PBS
usando una pipetta, oppure sciacquare il vetrino in un recipiente contenente PBS. Non usare flaconi di lavaggio.
Trasferire immediatamente il vetrino in una vaschetta Coplin di lavaggio e attendere per 10 minuti. Ripetere la
procedura per tutti gli altri vetrini.

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

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

10. Riposizionare il coperchio sulla camera umida e incubare 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
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sezione Materiali Forniti), possono essere aggiunte 2-3 gocce di Blu di Evans nel lavaggio finale. Ripetere la
procedura per irestanti vetrini. NOTA: Un lavaggio inadeguato puo 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
e ancora umido.

13. Montare il vetrino coprioggetto applicando 3 gocce di soluzione 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 a fluorescenza con ingrandimento 200x o superiore.

| vetrini possono essere letti appena montati. Tuttavia, per la presenza di un agente antiscolorimento nella soluzione di
montaggio, non si verificano perdite significative di intensita di colorazione e la lettura puo essere effettuata nelle 48 ore
successive alla preparazione. | vetrini devono essere conservati in assenza di luce a 2-8°C.

B. Determinazione Endpoint (titolazione)

Un siero risultato positivo al test di screening pud essere analizzato ulteriormente per determinare la diluizione di
screening appropriata per il substrato seguendo i passaggi da 5 a 13. Ogni esecuzione del test deve includere il

controllo negativo e positivo. Preparare le diluizioni duplici seriali del siero iniziando con 01:40. Il reciproco della

diluizione piu alta che produce una reazione positiva € il titolo.

Preparazione delle Diluizioni Seriali a partire da 1:40

Per creare diluizioni seriali di un campione di paziente da 1:40 a 1:1280, iniziare numerando sei provette da 1 a 6. Altre
provette possono essere usate se si desidera una diluizione finale piu alta. Aggiungere 3,9 ml di diluente campione alla
provetta 1 e 0,2 ml alle provette dalla 2 alla 6. Pipettare 0,1 ml di siero non diluito nella provetta 1 e miscelare
accuratamente. Trasferire 0,2 ml dalla provetta 1 alla provetta 2 e miscelare accuratamente. Continuare a trasferire 0,2
ml da una provetta a quella successiva dopo la miscelazione per produrre le diluizioni previste come indicato nella
seguente tabella:

Provette 1 2 3 4 5 6
Siero 0,2 ml
+
Diluente tamponato 3,9ml 0,2ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
2 2 2 2 2
Trasferimento 0,2ml 0,2ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
Diluizione finale 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280 etc.

CONTROLLO DI QUALITA

Ogni esecuzione del test deve includere, sia un siero di controllo positivo, sia un siero di controllo negativo. Il controllo
negativo non mostra fluorescenza specifica dei nuclei. Il controllo positivo ANA dovrebbe avere un'intensita di colorazione
di 2+ o0 maggiore dei nuclei con pattern prevalentemente omogeneo.

Se non si ottengono i risultati attesi, la procedura dovrebbe essere ripetuta. Se i controlli continuano a produrre risultati
discordanti, cid pu¢ essere dovuto a:

« Torbidita. Smaltire e usare un nuovo controllo.

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

» Aver lasciato asciugare il vetrino durante la procedura.

INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

| risultati devono essere negativi, positivi o, se viene rilevato titolo a punto finale, positivo con titolo. Si consiglia che i
campioni del paziente che dimostrano reazioni di fluorescenza specifica ad una diluizione di 1:40 siano valori normali da
considerare per differenze in sistemi microscopici, personale e formazione.

Campi a sola lettura che contengono colorazione specifica delle cellule HEp-2 e i pattern osservati per ANA, AMA e
ASMA. Tutte le altre reazioni devono essere negative.

ANA puo essere quantificato sulle cellule HEp-2. | pattern di colorazione nucleare osservabili sono omogenei, periferali
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(bordo), macchiati, nucleolari e centromeri. Questi pattern con macchie nucleari sono descritti di seguito. Possono
essere uno o una combinazione di piu pattern di colorazione. Gli ultimi sono il risultato di reazioni di diversi antigeni
nucleari.

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

Membranoso Fluorescenza accentuata della membrana nucleare con intensita di fluorescenza del
nucleare: nucleoplasma dimunente verso il centro del nucleo.

Macchiato: Fluorescenza a macchie tondeggianti da granulari a finemente granulari nell'intero nucleo.
Nucleolare: Fluorescenza deinucleoli come corpi solidi multipli all'interno del nucleo.

Centromerico: Fluorescenza puntiforme di numero finito. L'antigene reattivo € segregato con icromosomi

condensati in cellule in fase mitotica®.

Cellule HEp-2 standard (HEP2): Nel 10% di cellule di ogni pozzetto, un pattern con macchie fini
viene rilevato sul nucleo interfase. La colorazione associata alla cromatina e vista su nuclei mitotici.

Cellule HEp-2 ingegnerizzate (eHEP2): Il restante 90% di cellule HEp-2 presenta il gene psipl, che
codifica 'antigene LEDGF, inattivato e, di conseguenza, non produrra un pattern simile.

Se il 10% delle cellule HEp-2 presenza fluorescenza pit luminosa corrispondente al pattern DFS70
e il resto delle cellule presenta altri pattern o segni di macchie fini superiori al cut-off, si ha la
presenza di pattern misti. L'analisi pit profonda di tali pattern & fondamentale per confermare quale
altra specificita degli anticorpi & presente oltre al pattern DFS70 associato a LEDGF/psip1l.

DFS70:

La specificita di alcuni anticorpi che presentano i pattern di colorazione su menzionati pud essere ulteriormente
identificata da test per anticorpi a nDNA e a vari antigeni nucleari estraibili. Quetsi possono essere di importanza
diagnostica come indicato nella Tabella 1.

Tabella 1. Importanza diagnostica di anticorpi antinucleari

Pattern di colorazione IF [Natura dell'antigene |Malattia associata

Omogeneo dsDNA/istoni LES
Membranoso nucleare Laminina SLE, vasculite o epatite cronica
Macchiato RNP SLE o MCTD*
Sm LES
SS-A/SS-B LES o sindrome di Sjogren
Scl-70 Sclerodermia
Nucleolare RNAP-| Sclerodermia
Pm-Scl
RNA/probabilmente U3
RNA

Centromerico/cinetocoro |piastre interne ed Sindrome di CREST

esterne di cinetocoro

DFS70™ " pattern con macchie
fini (positivo nel 10% di
cellule o segnale a
fluorescenza
relativamente piu alta

nel 10% di cellule)

Associazione negativa con malattie
autoimmuni sistemiche; rilevato in
dermatite atopica, alopecia aerate,
malattia di Vogt-Koyanagi-Harada
(VKH), oftalmia simpatetica, malattia di
Behcet e degenerazione retinale
atipica.

* Malattia del tessuto connettivo misto

Gli anticorpi citoplasmatici rilevabili includono anticorpi anti-mitocondriali (AMA) e anticorpi anti muscolo liscio (ASMA).
In un pattern AMA il citoplasma sembra granulare, mentre il pattern ASMA €& una rete fibrillare di colorazione in tutto il
citoplasma. Entrambi i pattern devono essere refertati negativi per I'ANA.

LIMITAZIONI DELLA PROCEDURA

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

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

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

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

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

| test per anticorpi nucleari sono usati per lo screening di LES e alcune malattie immunologiche. Gli AMA si presentano
in piu del 90% di casi di cirrosi biliare primaria e 3-11% di casi di epatite cronica. Gli ASMA si presentano nella
maggioranza dei casi di epatite attiva cronica.

Tabella 2: Incidenza di anticorpi antinucleari (ANA) rilevati da immunofluorescenza indiretta su cellule HEp-2

Condizione clinica Nr. di siero % positivi
LES 12 100
LE cutaneo subacuto (SCLE) 7 86
Sclerodermia 6 100
Artrite reumatoide 10 50
Controlli normali 15 0

PERFORMANCE DEL TEST

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

| risultati sono riassunti nelle tabelle che seguono:

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

% Positiva
Condizione Clinica N. di Sieri Immco Altri
LES 12 100 100
LE cutaneo subacuto (SCLE) 7 85 85
Scleroderma 6 100 100
Artrite reumatoide 10 50 30
Controlli normali 15 0 0
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*IMMCO |FA HEp-2 / DFS70
Inativado BULA

VD]

REF| 1108 Kit de substrato HEp-2/DFS70 inativado 60 determinacdes
REF| 1108-120 Kit de substrato HEp-2/DFS70 inativado 120 determinagfes
REF| 1108-240 Kit de substrato HEp-2/DFS70 inativado 240 determinagbes
APLICACAO

Teste de anticorpos por imunofluorescéncia indireta (IFA) para detecdo e quantificacido de anticorpos antinucleares
(ANA) no soro humano.

RESUMO E EXPLICAGAO

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

Os Anticorpos Anti-mitocondriais (AMA) apresentam-se em mais de 90% dos casos com cirrose biliar primaria, em 3
a 11% dos doentes com hepatite cronica activa e estdo ausentes nos doentes com obstrucdo biliar extra-hepatica
e noutras doencas do figado. A presenga universal de anticorpos anti-mitocondriais na cirrose biliar priméria e a sua
auséncia virtual em ictericia extra-hepatica torna a sua detec¢éo de valor consideravel no diagnéstico diferencial®*?.

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

Os anticorpos anti-DFS70 produzem um padrdo nuclear de imunofluorescéncia pontilhado fino denso (DSF70) em
células HEp-2. Estes autoanticorpos visam um antigeno 70 kDa, também conhecido como fator de crescimento
derivado do epitélio de cristalino (Lens Epithelium Derived Growth Factor, LEDGF). Inicialmente, foi relatado que
ocorriam em soros de pacientes com testes positivos para ANA, mas sem evidéncia clinica de doenca reumética
autoimune sistémica (DRAS). A sua presenca foi inicialmente documentada em pacientes com determinadas doencas
inflamatorias e individuos "aparentemente” saudaveis™’. Os anticorpos DFS70 produzem um padrdo que pode ser
confundido como homogéneo (associado ao DNA, histones e nucleossomas) ou padrdo pontilhado fino associado a
DRAS. Nas laminas que receberam este kit, HEp-2 padrdo (HEP2) sdao misturados com HEp-2 com o gene psipl
inativado (eHEP2) numa proporgdo 1:9. As células HEP2 sdo capazes de detetar todas as especificidades de
autoanticorpos ANA. As células eHEP2 sdo capazes de detetar todas as especificidades de autoanticorpos exceto
DFS70 associados a psipl/FCDEC. Portanto, a utilizacdo deste produto oferece uma funcionalidade adicional para
ajudar na discriminacao precisa de padrées homogéneos, pontilhados e pontilhados finos densos. Assim, o laboratério
podera obter mais informag@es para selecionar ensaios de confirmacéo apropriados.

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

No método de IF indireta utilizado neste kit, sdo incubados soros de pacientes em substratos de células HEp-2 para
permitir a ligagdo de anticorpos. Os anticorpos nao ligados serdo removidos por lavagem. Os anticorpos ligados da
classe IgG sao detetados por incubacao do substrato com conjugado IgG anti-humano marcado com fluoresceina. As
reacOes sdo observadas num microscopio de fluorescéncia equipado com filtros apropriados. A presenga de ANA,
ASMA e AMA é demonstrada por uma fluorescéncia verde maca de estruturas especificas nas células. A maioria das
células presentes tem o gene psipl inativado, o que evita a formagdo de locais de ligagdo do LEDGF nestas células.
Isso permite estabelecer uma diferenciagdo entre padrées de reacéo pontilhados e homogéneos de ANA e padrbes
DSF7018. Em seguida, os titulos (recgorocos a diluicdo mais elevada fornecendo uma reagdo positiva) sao

determinados testando diluicbes em série™®.

INFORMACAO SOBRE O PRODUTO
Conservagao e preparagao
Conserve todos os reagentes entre 2 e 8°C. Os reagentes estdo prontos a usar depois de terem estabilizado
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a temperatura ambiente.

Materiais fornecidos
Kit de substrato HEp-2/DFS70 inativado

1108 60 determinagdes

1108-120 120 determinagdes

1108-240 240 determinagdes

Substrato de Hep-2 [SORB Lamina de substrato HEp-2/DFS70 inativado com 12 pogos (5x 1108,
10x 1108-120, 20x 1108-240)

1x0,5ml [CONTROLO[+[ANA-HOMO]  Controlo positivo para ANA. Contém soro humano.

1x0,5ml [CONTROLO[+|DFS70] Controlo positivo para anticorpos DFS70. Contém soro humano.

1x0,5ml CONTROLO Controlo negativo. Contém soro humano.

5ml IgG-CONJ[FITCIEB] Conjugado FITC IgG anti-humano com corante de contraste azul de Evans.
Proteger da luz. (1x 1108, 2x 1108-120, 3x 1108-240)

60 ml Diluentes tamponados. (1x 1108, 1108-120, 2x 1108-240)

frascos BUF|WASH Soro fisiolégico tamponado com fosfato (PBS). Dissolva cada frasco em 1L
de 4gua destilada ou deionizada. (2x 1108, 1108-120, 3x 1108-
240)

5ml [MOUNTING]MEDIUM] Meio de montagem. N&o congelar. (1x 1108, 1108-120, 2x
1108-240)

12 por caixa COVERJ[SLD Lamelas. (1x 1108, 2x 1108-120, 4x 1108-240)

Componentes opcionais

5ml IgG-CONJ[FITC Conjugador de IgG anti-humana IgG com FITC. Proteger da luz. 2100x.

1ml EVANS Contracorante azul de Evans. 2510.

Simbolos utilizados nos rétulos:

—
(@]
3

Numero de lote

Numero de catalogo

Utilizac&o diagndstica in vitro
Utilizacao por

Temperatura de armazenamento
Consulte as instru¢des de utilizagdo
Numero de testes

Fabricante

Data de fabricagéo

SLEdE~uxFf

*Perigo. Pode provocar cancro. Pedir instrugdes especificas antes da utilizagdo. Ndo manuseie o produto antes de ter lido e percebido
todas as precaugdes de seguranga. EM CASO DE exposi¢do ou suspeita de exposigdo: consulte um médico. Usar luvas de
proteccdo/vestudrio de protec¢do/proteccdo ocular/protecgio facial. Armazenar em local fechado a chave. Armazenar em local
fechado a chave. Eliminar o contetdo/recipiente em eliminagdo de residuos aprovada.

Material necessario mas nao fornecido
* Microscopio de fluorescéncia
* Micropipeta ou pipeta de Pasteur
» Pipetas seroldgicas
* Recipiente de coloracéo (ex: Coplin)
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* Tubos de ensaio pequenos (ex.: 13 x 75 mm) e suportes para tubos de ensaio
+ Agua destilada ou desionizada

* Recipiente de 1 litro

* Frasco de lavagem

* Toalhetes de papel

+ Céamara de incubacéo

AVISOS E PRECAUCOES

Para uso em diagnéstico 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 requeridos pela FDA. Todas as amostras de soro
humano e produtos de origem humana devem ser tratados como sendo potencialmente perigosos, independentemente
da sua olrégem. Devem-se respeitar as boas praticas laboratoriais de conservagao, distribuicdo e eliminacdo destes
materiais™.

AVISO: A azida de sodio (NaNs) pode reagir com as canalizagbes de cobre ou chumbo e formar azidas metalicas
altamente explosivas. Quando eliminar os liquidos deve deitar grandes quantidades de agua para evitara formacéo
dessas azidas. A azida de sodio 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 validos. Ndo trocar componentes dos kits
com outros de outras origens diferentes do mesmo nimero de catalogo da Immco Diagnostics Inc. N&o utilize se
estiverem fora do prazo de validade.

COLHEITA E PREPARAGCAO DAS AMOSTRAS

Nestas operacdes s6 devem ser usadas amostras de soro. As amostras muito hemolisadas, lipémicas ou contaminadas
com micrébios podem interferir no rendimento deste teste e ndo devem ser usadas. Conservar entre 2 e 8 °C por nao
mais de uma semana. Para uma conservacdo mais prolongada devem ser congeladas a -20 °C. Evite congelacdes
e descongelacgdes repetidas.

PROCEDIMENTO
Método do teste
A. Despiste

Os soros de pacientes cuja reacdo sera analisada em laminas com substrato de HEp-2 devem ser diluidos utilizando

diluicdo de detecdo 1:40. Numa reagédo especifica de HEp-2, um titulo 1:40 ou superior é considerado positivo.

1. Dilua o soro de cada paciente 1:40 (10 pl de soro + 390 pl de diluente). N&o dilua controlos positivos nem
negativos. Guarde os soros ndo diluidos para determinar titulos de anticorpos se os testes de dete¢do 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 atencao sem tocar no substrato.

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

4. Inverta o frasco conta-gotas e aperte suavemente de modo a aplicar 1 gota (aproximadamente 50 pl) do controlo
negativo no pogo n.° 1. De igual modo, aplique uma gota de controlo positivo ADA no pogo n.° 2. Evite encher
demasiado 0s pocos.

5. Com uma micropipeta ou pipeta de Pasteur, deite 1 gota do soro diluido do doente (cerca de 50 pl) nos outros
pocos. Evite encher demasiado o0s pogos.

6. Coloque a tampa na camara de incubacao 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 aldmina 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. Passe o bordo da lamina num toalhete de papel para eliminar
0 excesso de PBS.

Coloque alamina na camara de incubagédo. Inverta imediatamente o frasco conta-gotas do Conjugado e aperte
ligeiramente para deitar 1 gota (aproximadamente 50 ul) em cada poco.

9. Repita 0s passos 7 e 8 em cada lamina.
10. Coloque a tampa na camara de incubacé&o. Incube por 30 minutos a temperatura ambiente.
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11. Retire uma lamina da cdmara 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 coloracdo com PBS durante
10 minutos. Se optar por usar conjugado sem contrastante (consultar componentes opcionais na sec¢do Materiais
fornecidos), podera adicionar 2 a 3 gotas de contrastante azul de Evans alavagem final. Repita a operagdo nas
laminas restantes. NOTA: Uma lavagem incorrecta pode levar a um aumento da fluorescéncia de fundo.

12. Retire alamina do recipiente de coloracdo. Passe a aresta da |&dmina num toalhete de papel para eliminar
o0 excesso de PBS. Para evitar que alamina seque, salte imediatamente ao passo seguinte enquanto
a lamina ainda esta humida.

13. Monte a lamela aplicando 3 gotas de Meio de Montagem uniformemente na lamela e coloca-la sobre a [amina. Nao
faga muita presséo e evite o deslizamento lateral da lamela.

14. Repita 0s 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 antidescoloragédo
no meio de montagem, ndo ha perdas significativas de intensidade de coloragéo, se a leitura for adiada até 48 horas.
As laminas devem ser conservadas as escuras entre 2 e 8°C.

B. Determinacao final (titulagao)

Um soro positivo no teste de detecdo pode ser novamente testado seguindo os passos 5 a 13 para determinar a
diluicdo de detecdo apropriada para o substrato. Cada série de testes deve incluir os controlos positivos e negativos.
Faca duplas diluicbes em série comegando em 1:40. O reciproco da diluicdo mais elevada que produz uma reagéo
positiva é o titulo.

Preparacéo de diluicBes em série comecando em 1:40

Para criar diluicbes em série da amostra de um paciente de 1:40 a 1:1280, comece numerando seis tubos de 1 a 6. E
possivel utilizar mais tubos caso se pretenda obter uma diluicéo final superior. Adicione 3,9 ml de diluente de amostras
ao tubo 1 e 0,2 ml aos tubos 2 a 6. Pipete 0,1 ml de soro néo diluido no tubo 1 e misture bem. Transfira 0,2 ml do tubo 1
para o tubo 2 e misture bem. Continue a transferir 0,2 ml de um tubo para o seguinte ap6s misturar para produzir as
diluicBes representadas na seguinte tabela:

Tubos 1 2 3 4 5 6
Soro 0,1 ml
+
Diluente tamponado 3,9ml 0,2ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
2 2 2 2 2
Transferir 0,2ml 0,2ml 0,2ml 0,2 ml 0,2 ml
Diluic&o final 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280 etc.

CONTROLO DE QUALIDADE

Deve incluir tanto um controlo positivo quanto um controlo negativo com cada série de testes. O controlo negativo ndo
deve mostrar fluorescéncia especifica dos nucleos. O controlo positivo ANA deve ter uma intensidade de coloragdo dos
ndcleos 2+ ou superior com um padrao predominantemente homogéneo.

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:

« Turvagdo. Elimine e use outro controlo.

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

* A lamina secou durante o processo.

INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

determinado, positivos com titulo. Recomenda-se que as amostras de pacientes que demonstrarem reagOes de
fluorescéncia especificas com uma diluicdo de 1:40 sejam valores normais para explicar as diferengcas em sistemas
microscopicos, equipas e formacoes.

Leia apenas os campos que contém coloragdo especifica das células HEp-2 e os padrdes observados para ANA, AMA
e ASMA. Todas as outras reacBes devem ser relatadas como negativas.

Os anticorpos ANA podem ser quantificados nas células HEp-2. Os padrdes de coloragdo nuclear observaveis incluem
homogéneo, periférico (rebordo), pontilhado, nucleolar e centromero. Estes padrdes de coloragdo nuclear estédo
descritos abaixo. Pode existir um padrédo de coloragdo ou varios. Os Ultimos devem-se a reacdes a diferentes antigenos
nucleares.
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Homogénea: Todo o nucleo adquire fluorescéncia uniformemente com um padréo de coloracdo difuso.

Membrana A membrana nuclear mancha o mais intensa como o teste padrdo muito bem linear com
nuclear: intensidade de mancha de diminui¢cdo do membrana para o centro do nicleo.

Mosqueada:  Algumas manchas discretas, de grosseiras a finas, adquirem fluorescéncia por todo o nucleo.
Nucleolar: A coloragao dos nucléolos como corpos so6lidos miltiplos dentro dos nucleos.

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

DFS70: HEp-2 do tipo selvagem: em ~10% das células de cada pogo, serd observado um padrédo
pontilhado fino denso no niicleo interfasico. E observada coloragéo associada a cromatina em
ndcleos mitéticos. Os restantes ~90% das células HEp-2 tém gene psipl a codificar o antigeno
LEDGF inativado e, portanto, ndo produzirdo um padréo semelhante.

Se 10% das células HEp-2 tiverem uma fluorescéncia mais brilhante correspondente ao padrao
DFS70 e as restantes células apresentarem padrdes adicionais ou sinal pontilhado fino acima do
valor de corte, isso indica a presenca de padrdes mistos. E essencial efetuar uma analise mais
minuciosa desses padres para confirmar que outra especificidade de anticorpos esta presente
além do padrdo DFS70 associado ao LEDGF/psip1.

Figura 1. Reagoes de referéncia

Reagcdao homogénea a ANA

Células HEp-2 padrao (HEP2)

Engenharia de células HEp-2
(eHEP2)

As células HEP2 e eHEP2
apresentam o mesmo padrao

Reacao de anticorpos DFS70

eHEP2
HEP2

As células eHEP2 nao tém
fluorescéncia nuclear especifica

A especificidade de alguns dos anticorpos que apresentam os padrdes de coloragdo acima pode ser identificada
através de testes de anticorpos para nDNA e para varios antigenos nucleares extraiveis. Estes podem apresentar uma
relevancia diagnéstica conforme listado na tabela 1.

Tabela 1. Importancia dos anticorpos antinucleares para o diagnostico

Padrdo de coloracédo de |Natureza do antigeno [Doenca associada

IF
Homogéneo dsDNA/Histones LES
Membranas nucleares Lamininas LES, vasculite ou hepatite cronica
Pontilhado RNP LES ou DMTC
Sm LES
SS-A/SS-B LES ou sindrome de Sjogren
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Scl-70 Esclerodermia
Nucleolar RNAP-| Esclerodermia
Pm-Scl
RNA/provavelmente
U3 RNA
Centrémero/cinetocoro placas internas e Sindrome CREST

externas de cinetdcoro

DFS70™" Padréo pontilhado fino |Associagéo negativa a doencas
denso (positivo em autoimunes sistémicas, relatada em
~10% das células ou |dermatite atdpica, alopecia aerata,
sinal de fluorescéncia |doenca de Vogt-Koyanagi-Harada
relativamente superior [(VKH), oftalmia simpética, doenca de
em ~10% das células) [Behcet e degeneracao atipica da
retina.

* Doencga mista do tecido conjuntivo

Os anticorpos citoplasméticos incluem anticorpos antimitocondriais (AMA) e anticorpos antimisculo liso (ASMA). Num
padrdo de AMA, o citoplasma surge granular, enquanto o padrdo ASMA é uma rede fibrilar de coloragdo por todo o
citoplasma. Ambos os padres devem ser relatados como negativos para ANA.

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

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

Nalguns casos a presenca de dois ou mais anticorpos hum soro 0s quais sejam reactivos com o mesmo substrato pode
provocar uma interferéncia na sua detec¢do por imunofluorescéncia. Esta interferéncia podera provocar a falta de
detecgdo de ANA ou a supresséo da sua titulagdo se o anticorpo de interferéncia tiver uma titulacao superior a ANA.
Deverao ser registadas todas as reac¢des ANA.

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

Um ANA positivo ndo deverd ser considerado, por si s6, como diagnéstico de LES. Também se apresentam em
doentes com outras doengas do tecido conjuntivo e alguns medicamentos tais como procainamida e hidralazina podem
provocar um resultado ANA positivol. Para além disso, o soro de doentes com doencas infecciosas e malignas também
pode dar ANA positivozo.

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 laboratorio e a condigédo clinica do doente.
VALORES PREVISTOS

Os testes de anticorpos nucleares séo utilizados para detetar LES e determinados outros distlrbios imunoldgicos. Os
anticorpos AMA ocorrem em mais de 90% dos casos de cirrose biliar priméaria e 3 a 11% dos casos de hepatite crénica.
Os anticorpos ASMA ocorrem na maioria dos casos de hepatite ativa crénica.
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Tabela 2: incidéncia de anticorpos antinucleares (ANA) detetados por imunofluorescéncia indireta em células
HEp-2

Quadro clinico N.°de soros % positiva
LES 12 100

LE cutaneo subagudo (LECS) 7 86
Esclerodermia 6 100
Artrite reumatoide 10 50
Controlos normais 15 0

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

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

Comparacao de Kits usando Substrato de Células HEp-2 para a Detec¢éo de Anticorpos Anti-nucleares

% Positiva
Condicéao Clinica N.° de Soro Immco Outro
LES 12 100 100
LE Cutanea subagudo (LECS) 7 85 85
Esclerodermia 6 100 100
Artrite Reumatoide 10 50 30
Controlos Normais 15 0 0
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