C ANTINUCLEAR ANTIBODIES HEp-2 (ANA-HEp-2) £
Indirect Imnmunofluorescence HEp-2 CELLS §
COD 50059 20 x 12 tests COD 50060 10 x 12 tests
Only for in vitro use in the clinical laboratory Aa'i‘gs,!"o‘;‘tﬁ';m
INTENDED USE

Reagents for the qualitative determination of antinuclear antibodies in human serum by indirect
immunofluorescence. The obtained results are useful as an aid in the diagnosis of several systemic
autoimmune diseases.

PRINCIPLE OF THE METHOD

Serum antinuclear antibodies (ANA) bind to the corresponding antigens present in HEp-2 cells. The resulting
antigen-antibody complexes are detected by means of a fluorescein labeled anti-human immunoglobulin, and
visualized with the aid of a fluorescence microscope.

CONTENTS
COD 50059 COD 50060
Sldes 20X 12tests 10x 12 tests
PBS (10x) 2x100 mL -
ANA-Ho Positive Control 1x1mL -
Negative Control 1x1mL -
19G FITC/Evans 2x5mL -
Mounting Medium 1x5mL -
Coverslips 1x12 -
COMPOSITION
SLIDE HEp-2 cells cultured on each well.
PBS Sodium phosphate 112.5 mmol/L, potassium phosphate 30 mmol/L, sodium chloride 1.15

mol/L, sodium azide 0.95 g/L, pH 7.2.

CONTROL+ Human serum containing antinuclear antibodies (ANA) homogeneous pattern, sodium azide
0.95g/L.

CONTROL - Human serum, sodium azide 0.95 g/L.

CONJUGATE Goat anti-human IgG conjugated with fluorescein isothiocyanate (FITC), Evans blue 0.01 g/L,
sodium azide 0.95 g/L.

MOUNT Mowiol 12%, Glicerol 30%, Tris 20 mmol/L, sodium azide 0.95 g/L.

Human sera used in the preparation of the positive and negative controls have been tested and found to be

negative for the presence of antibodies anti-HIV and anti-HCV, as well as for HBs antigen. However, the

controls should be handled cautiously as potentially infectious.

STORAGE
Store at 2-8°C.

Reagents are stable until the expiry date shown on the label when stored tightly closed and if contamination is
prevented during their use.



Indications of deterioration:

— Liquid components: Presence of particulate material, turbidity.

— Slides: rips in the sealing bag, macroscopic defects on the cell culture like scratches or monolayer peeling

off.

AUXILIARY REAGENTS

PBS PBS (10x)

CONJUGATE IgG FITC/Evans

MOUNT Mounting Medium

CONTROL + ANA-Ho Positive Control

CONTROL + ANA-Sp Positive Control: Human serum containing antinuclear antibodies (ANA) speckled
pattern, sodium azide 0.95 g/L.

CONTROL + ANA-Nu Positive Control: Human serum containing antinuclear antibodies (ANA) nucleolar
pattern, sodium azide 0.95 g/L.

CONTROL + ANA-Ce Positive Control: Human serum containing antinuclear antibodies (ANA) centromer
pattern, sodium azide 0.95 g/L.

CONTROL - Negative Control.

REAGENT PREPARATION

PBS: Dilute Reagent B 1/10 with distilled water. Stable 1 month at 2-8°C, if stored at the recommended
temperature, well closed and care is taken to prevent contamination during its use.

All other reagents are provided ready to use.

ADDITIONAL EQUIPMENT

— Moist chamber

—  Wash tray

— Fluorescence microscope equipped with a 495 nm excitation filter and a 525 nm emission filter for FITC
visualization

SAMPLES

Serum or plasma collected by standard procedures. Stable 7 days at 2-8°C.

Dilute samples 1/80 in PBS (see Reagent Preparation) before the assay.

For titration of positive samples, make two-fold serial dilutions starting from 1/160 in PBS.

However, each laboratory should establish its own sample dilution based on the population characteristics.

PROCEDURE

1. Bring the reagents and samples to room temperature.

2. Place 1 drop (25 pL) of the diluted sample or Control on each slide (A) well, making sure that it is

completely covered (Note 1).

. Incubate the slide for 30 minutes at room temperature (15-30°C) into a moist chamber.

. Drain sample drops off by gently tapping the inclined slide. Avoid cross-contamination of the sera.

. Rinse gently the slide with PBS (see Reagent Preparation). (Note 2).

. Wash thoroughly the slide by immersing in a washing tray filled with PBS for 5 minutes. Change PBS and

repeat wash.

7. Carefully dry off the slides by using the blotting paper provided. Keep the substrate moist along the

procedure.

8. Place 1 drop of Reagent D on each well. Incubate the slide for 30 minutes at room temperature (15-30°C)
into a moist chamber.
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9. Wash (step 6) and dry (step 7).

10. Place several drops of Reagent E on the slide and cover with a coverslip avoiding the formation of air
bubbles.

READING

Examine the slide using the fluorescence microscope (250-400x). For best results, the slides should be read
immediately. Select reading fields in the area indicated in the picture, between the center area and the edge
area. Select fields with uniform spacing between cells and uniform nuclei brightness. Fluorescent intensity in
the center end edge areas is not representative of the slide preparation.

well selected field

Observation of specific fluorescent staining, described as follows at the recommended dilution, should be
considered as a positive result.

ANA: There are different nuclear and cytoplasmic fluorescent staining patterns that are considered as a
positive result for the ANA test. Different staining patterns can coexist in the same serum. Patterns may be
modified with the dilution of the serum. The main antinuclear patterns are described below, following the ICAP
nomenclature (International Consensus on ANA Patterns)2:

AC-1 Nuclear homogeneous: Homogeneous and regular fluorescence across all nucleoplasm. The nucleoli
maybe stained or not stained depending on cell substrate. Mitotic cells (metaphase, anaphase, and telophase)
have the chromatin mass intensely stained in a homogeneous hyaline fashion.

AC-3 Centromere: Discrete coarse speckles (40-80/cell) scattered in interphase cells and aligned at the
chromatin mass on mitotic cells. e.g. anti-CENP B

AC-4 Nuclear fine speckled Fine tiny speckles across all nucleoplasm. The nucleoli may be stained or not
stained. Mitotic cells (metaphase, anaphase, and telophase) have the chromatin mass not stained. e.g. anti-
SS-AIRo, anti-SS-BlLa

AC-5 Nuclear large/coarse speckled: Coarse speckles across all nucleoplasm. The nucleoli may be stained
or not stained. Mitotic cells (metaphase, anaphase, and telophase) have the chromatin mass not stained. e.g.
anti-Sm, anti-U1 RNP

AC-8 Homogeneous nucleolar: Diffuse fluorescence of the entire nucleolus, while the metaphase plate
shows no staining. e.g. anti-PM-Scl, anti-Th/To.

AC-9 Clumpy nucleolar: Irregular staining of the nucleoli and Cajal bodies with a peri-chromosomal staining
at the metaphase plates. e.g. anti-fibrillarin

AC-21 Cytoplasmic reticular/AMA: Coarse granular filamentous staining extending throughout the
cytoplasm. e.g. anti-mitochondrial antibodies

Positive sera may be tittered. The serum titer is defined as the highest dilution showing a positive result.

When none of the above specific stainings are observed, the result should be considered negative for these
autoantibodies.

QUALITY CONTROL

Positive Control (CONTROL +) and Negative Control (CONTROL -) provided with kits cod 50059 should be
tested together with the patients samples, in order to verify the assay performance.

Positive Control (CONTROL +) should give the above described specific staining.



Negative Control (CONTROL -) should not give any specific staining.

Each laboratory should establish its own internal Quality Control scheme and procedures for corrective action
if controls do not recover within the acceptable tolerances.

ASSAY CHARACTERISTICS
The IgG FITC/Evans conjugate is calibrated versus the International Standard of the WHO for sheep anti-
human immunoglobulins conjugated with FITC.

The specificity of the ANA-Ho Positive Control has been verified against the AF/CDC1 reference serum from
the Centers for Disease Control.

DIAGNOSTIC CHARACTERISTICS

ANA: Sensitivity of antinuclear antibodies determination is higher than 95% for systemic lupus erythematosus,
although specificity is fairly low3.

— Nuclear homogeneous (AC-1): Indicative of systemic lupus erythematosus.

— Nuclear speckled (AC4, AC-5): Highly related to systemic lupus erythematosus, mixed connective tissue
disease, Sjogren’s syndrome, polymyositis or scleroderma.

— Nucleolar (AC-8, AC-9): In approximately 50-70% of the patients with overlapping scleroderma and
polymyositis/dermatomyositis syndromes. They are found in up to 33% of patients with systemic
scleroderma, specially those with renal complications?.

— Centromere (AC-3): In patients with systemic sclerosis, especially in a cutaneous limited form of the
disease (80%). Occasionally, in some other connective diseases®.

— Mitochondrial (AC-21): Common in patients with primary biliary cirrhosis, systemic sclerosis, and rare in
other systemic autoimmune rheumatic diseases.

Menarini antinuclear antibodies kit was used to test 140 sera from a variety of autoimmune disease patients

(systemic lupus erythematosus, Sjégren syndrome, scleroderma, CREST syndrome, dermatopolymyositis,

rheumatoid arthritis, autoimmune hepatitis and primary billiary cirrhosis), as well as healthy donors. The results

showed a diagnostic sensitivity and specificity for all the autoimmune diseases of 98,3% and 93%,

respectively.

Clinical diagnosis should not be made on the findings of a single test result, but should integrate both clinical

and laboratory data.

NOTES

1. Avoid touching the cells fixed into the wells along the procedure.

2. Use a squeeze bottle or a pipette to wash the slides, avoiding cross-contamination among the adjacent
samples.
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( € ANTICORPI ANTI-NUCLEO HEp-2 (ANA- HEp-2) z
Immunofluorescenza Indiretta CELLULE HEp-2 E
COD 50059 20 x 12 det. COD 50060 10 x 12 det.
Solo per uso in vitro nel laboratorio clinico A;,ME,!‘JQELN'
USO PREVISTO

Reattivi per la determinazione qualitativa degli anticorpi antinucleo utilizzati nei metodi di immunofluorescenza
indiretta per la rilevazione di anticorpi nel siero umano. | risultati ottenuti sono utili come aiuto nella diagnosi di
diverse malattie autoimmuni sistemiche.

PRINCIPIO DEL METODO

Gli anticorpi antinucleo (ANA) del siero si legano ai corrispondenti antigeni presenti nelle cellule HEp-2. Una
volta uniti, gli anticorpi vengono evidenziati mediante [incubazione con un anticorpo contro le
immunoglobuline umane coniugato con fluoresceina e visualizzati mediante microscopia a fluorescenza.

CONTENUTO

COD 50059 COD 50060
Vetrini 20 x 12 det. 10 x 12 det.
PBS (10x) 2x100 mL -
Cont. Posit. ANA- Ho 1x1mL -
Controllo Negativo 1x1mL -
19G FITC/Evans 2x5mL -
Mounting Medium 1x5mL -
SLD Vetrini coprioggetto 1x12 -
COMPOSIZIONE
SLIDE Cellule HEp2 coltivate in ogni pozzetto.
PBS Fosfato di sodio 112,5 mmol/L, fosfato di potassio 30 mmol/L, cloruro sodico 1,15 mol/L, azide

di sodio 0,95 g/L, pH 7,2.
CONTROL +  Siero umano con anticorpi antinucleo (ANA) standard omogeneo, azide di sodio 0,95 g/L.
CONTROL-  Siero umano, azide di sodio 0,95 g/L.

CONJUGATE Anticorpi di capra anti-immunoglobuline IgG umane coniugati con isotiocianato di fluoresceina
(FITC), blu di Evans 0,01 g/L, azide di sodio 0,95 g/L

MOUNT Mezzo di Montaggio: Mowiol 12%, Glicerolo 30%, Tris 20 mmol/L, azide di sodio 0,95 g/L.

| sieri umani utilizzati nella preparazione del Controllo Positivo e Negativo, é negativo per I’ antigene HBs e
per gli anticorpi anti-HCV e anti-HIV. Tuttavia, iControlli vanno trattati con precauzione come potenzialmente
infettivi.

CONSERVAZIONE

Conservare a 2-8°C.

| reattivi sono stabili fino alla data di scadenza indicata sull' etichetta, purché conservati ben chiusi ed
evitandone la contaminazione durante I'uso.



Indicazioni di deterioramento:

— Componenti liquidi: Presenza di particelle, torbidita.

— Portaoggeti: Rottura della busta contenente i vetrino, difetti macroscopici come distacco o alterzioni delle
cellule.

REATTIVI AUSILIARI

PBS PBS (10x).

CONJUGATE IgG FITC/Evans, coniugato con colorante di contrasto blu di Evans.
MOUNT Mezzo di Montaggio.

CONTROL + Controllo Positivo ANA-Ho.

CONTROL + Controllo Positivo ANA-Sp: Siero umano con anticorpi antinucleo (ANA) pattern punteggiato,
azide di sodio 0,95 g/L.

CONTROL + Controllo Positivo ANA-Nu: Siero umano con anticorpi antinucleo (ANA) pattern nucleolare,
azide di sodio 0,95 g/L.

CONTROL + Controllo Positivo ANA-Ce: Siero umano con anticorpi antinucleo (ANA) pattern centromero,
azide di sodio 0,95 g/L.

CONTROL-  Controllo Negativo.
PREPARAZIONE DEI REATTIVI

PBS: Effettuare una diluizione 1/10 del reagente B con acqua distillata. Stabile 1 mese a 2-8°C, se mantenuto

alla temperatura raccomandata, ben chiuso e se si presta attenzione a evitare la contaminazione durante

l'uso.

Gli altri componenti sono pronti alluso.

MATERIALI AGGIUNTIVI

— Camera umida

— Vaschetta di lavaggio

— Microscopio in fluorescenza equipaggiato con filtri di eccitazione da 495 nm e di emissione da 525 nm per
la visualizzazione del FITC.

CAMPIONI

Siero o plasma raccolti mediante procedimenti standard. Stabile una settimana a 2-8°C.

Diluire i campioni 1/80 in PBS (vedere Preparazione dei Reattivi) prima del test.

Per la titolazione di un campione positivo, realizzare diluizioni doppie in PBS a partire da 1/160.

Tuttavia, ogni laboratorio dovra predisporre un proprio esempio di diluizione sulla base delle caratteristiche

della popolazione.

PROCEDIMENTO

1. Portare i reattivi ed i campioni a temperatura ambiente.

2. Depositare una goccia (25 L) di campione diluito o dei Controlli nei pozzetti del vetrino (A), procurando di
coprirlo perfettamente (Nota 1).

3. Incubare il vetrino in camera umida per 30 minuti a temperatura ambiente (15-30°C).

4. Eliminare le gocce dei campioni inclinando il vetrino e picchiettandolo leggermente. Evitare di mescolare i
sieri.

5. Eliminare il siero rimanente nel vetrino lavandolo con PBS (vedere preparazione del Reattivo). (Nota 2).

6. Lavare il vetrino immergendolo in una vaschetta con PBS per 5 minuti. Cambiare il PBS e ripetere il
lavaggio.

7. Asciugare con cura il vetrino utilizzando la carta bibula fornita. Il substrato deve restare sempre umido.



8. Depositare una goccia di Reattivo D in ogni pozzetto. Collocare il vetrino in una camera umida e incubare
a temperatura ambiente (15-30°C) per 30 minuti.

9. Lavare (vedere punto 6) ed asciugare (vedere punto 7).

10. Depositare alcune gocce di Reattivo E sopra il vetrino e porre un coprioggetti evitando la formazione di
bolle d’ aria.

LETTURA

Esaminare le cellule con un microscopio a fluorescenza (250-400x). Si raccomanda di eseguire la lettura
immediatamente. Per eseguire la lettura, selezionare campi di osservazione della zona indicata nello schema,
tra il centro e la periferia del pozzetto. Selezionare campi con distribuzione di cellule ed intensita di
fluorescenza uniformi. L intensita di fluorescenza alla periferia o al centro del pozzetto non € da tenere in
considerazione.

pozzetto campo selezionato

L’ osservazione del marcaggio fluorescente specifico descritto di seguito indica un risultato positivo alla
diluizione raccomandata.

ANA: Vari pattern di colorazione a fluorescenza nucleare e citoplasmatico sono ritenuti un risultato positivo
nellambito di questo test. In un medesimo siero possono coesistere pattern diversi, eventualmente modificabili
tramite la diluizione del siero medesimo. Di sequito, si descrivono i principali pattern anti-nucleo, secondo la
nomenclatura ICAP (International Consensus on ANA Patterns)?:

AC-1 Nucleare Omogeneo: Fluorescenza omogenea e regolare nel nucleoplasma. | nucleoli potrebbero dare
segnale fluorescente o meno, a seconda del substrato cellulare. Le cellule mitotiche (metafase, anafase e
telofase) hanno un'intensa fluorescenza a livello della cromatina, con colorazione ialina omogenea.

AC-3 Centromero: Punti grossi in numero discreto (40-80/cellula) diffusi nella cellula in interfase, e allineati a
livello della cromatina sulle cellule mitotiche, es. anti-CENP B

AC-4 Nucleare punteggiato fine: Punti fini e piccoli diffusi nel nucleoplasma. | nucleoli potrebbero essere
fluorescenti 0 meno. Le cellule mitotiche (metafase, anafase e telofase) hanno una massa cromatinica non
fluorescente, es. anti-Ro/SSA, anti-La/SSB.

AC-5 Punteggiato nucleare a grossi granuli: Grossi granuli diffusi nel nucleoplasma. | nucleoli potrebbero
essere fluorescenti o meno. Le cellule mitotiche (metafase, anafase e telofase) non mostrano fluorescenza a
livello della massa cromatinica, es. anti-Sm, anti-U1 RNP

AC-8 Nucleolare omogeneo: Fluorescenza diffusa dell'intero nucleolo, assenza di colorazione della piastra
metafasica nelle cellule in mitosi (es. anti-PM/Scl, anti Th/T o)

AC-9 Nucleol lare (granulosita gra lana): Colorazione irregolare dei nucleoli e dei “corpi di
Cajal” con colorazmne perlferlca della piastra metafa5|ca (es. anti-fibrillarina)

AC-21 Citoplasmatico reticolare/AMA: Fluorescenza punteggiata grossolana-filamentosa che si estende
attraverso tutto il citoplasma (es: anticorpi anti-mitocondrio)

| campioni positivi possono essere fitolati. Si definisce il titolo come la diluizione pil alta che da risultato
positivo.

Qualora non si osservi nessuno dei marcaggi specifici descritti, il risultato & negativo per gli autoanticorpi
indicati.

CONTROLLO DI QUALITA’

Il Controllo Positivo (CONTROL+) e il Controllo Negativo (CONTROL-) forniti con i kits cod 50059 debbono
essere testati insieme ai campioni dei pazienti per verificare |a funzionalita del procedimento.




Il Controllo Positivo (CONTROL+) deve presentare il pattern tipico, descritto sopra.

Il Controllo Negativo (CONTROL-) non deve dare luogo a nessun tipo di fluorescenza specifica.

Ogni laboratorio deve stabilire il proprio programma di Controllo di Qualita interno, cosi pure procedimenti di
correzione nel caso che i controlli non rientrino nelle tolleranze accettabili.

CARATTERISTICHE DEL TEST

Il coniugato IgG FITC/Evans & stato calibrato secondo lo standard internazionale dellOMS di

anti-immunoglobuline umane di pecora coniugate con FITC.

La specificita del Controllo Positivo ANA-Ho ¢ verificata contro il siero di riferimento AF/CDC1 dei Centers for

Disease Control.

CARATTERISTICHE DIAGNOSTICHE

ANA: La determinazione degli anticorpi anti-nucleo ha una sensibilita superiore al 95% per il lupus

eritematoso sistemico, e una bassa specificita®.

- Nucleare Omogeneo (AC-1): Indicativo di lupus eritematoso sistemico.

- Nucleare Punteggiato (AC-4, AC-5): Associato al lupus eritematoso sistemico, patologia mista del
tessuto connettivo, sindrome di Sjégren, polimiosite o scleroderma.

= Nucleolare (AC-8, AC-9): In circa un 50-70% di pazienti con scleroderma e polimiosite/dermatomiosite. Si
presenta in un 33% di pazienti con scleroderma sistemico, specialmente con complicazioni renalis.

- Centromero (AC-3): In pazienti con sclerosi sistemica, specialmente nella forma con implicazione
cutanea (80%). Occasionalmente, in altre patologie del connettivo?.

- Citoplasmatico reticolare/AMA (AC-21): Comune in cirrosi biliare primitiva, sclerosi sistemica, raro in
altre SARD.

Ci si & avvalsi del kit Menarini di anticorpi antinucleari per determinare 140 sieri di un ampio spettro di pazienti
affetti da malattie autoimmuni (lupus eritematoso sistemico, sindrome di Sjogren, sclerodermia, sindrome di
CREST, dermatopolimiosite, artrite reumatoide, epatite autoimmune e cirrosi biliare primaria) nonché donanti
sani. Gli esiti hanno evidenziato una sensibilita e una specificita diagnostica per tutte le malattie autoimmuni
pari rispettivamente al 98,3% e al 93%.

Al fini della diagnosi clinica non sara sufficiente I'esito di tale test ma occorrera tener conto anche dei dati
clinici e di laboratorio.

NOTE
1. Evitare di toccare le cellule del pozzetto durante tutta la prova.

2. Utilizzare una spruzzetta o pipetta per questo lavaggio, evitando la possibile contaminazione con i
campioni adiacenti.
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( € ANTI-NUCLEAR ANTIBODIES HEp-2 (ANA-HEp-2) z
Inmunofluorescencia Indirecta - CELULAS HEp-2 E
COD 50059 20 x 12 det. COD 50060 10 x 12 det.
Soélo para uso in vitro en el laboratorio clinico A;,’:QE,!";;'{ELN'
USO PREVISTO

Reactivos para la determinacién cualitativa de anticuerpos antinucleares en suero humano mediante
inmunofluorescencia. Los resultados obtenidos son utiles como ayuda en el diagnéstico de varias
enfermedades autoinmunes sistémicas.

FUNDAMENTO DEL METODO

Los anticuerpos antinucleares (ANA) del suero se unen a sus correspondientes antigenos presentes en las
células HEp-2. Una vez unidos, los anticuerpos se ponen de manifiesto mediante la incubacion con un
anticuerpo contra las inmunoglobulinas humanas conjugado con fluoresceina y se visualizan por microscopia
de fluorescencia.

CONTENIDO
COD 50059 COD 50060
Portaobjetos 20 x 12 det. 10 x 12 det.
PBS (10x) 2x100 mL -
Cont. Posit. ANA- Ho 1x1mL -
Control Negativo 1x1mL -
1gG FITC/Evans 2x5mL -
Mounting Medium 1x5mL -
Cubreobjeto 1x12 -
COMPOSICION
SLIDE Células HEp2 cultivadas en cada pocillo.
PBS Fosfato de sodio 112,5 mmoliL, fosfato de potasio 30 mmol/L, cloruro sédico 1,15 mol/L, azida

de sodio 0,95 g/L, pH 7,2.

CONTROL+ Suero humano con anticuerpos antinucleares (ANA) patron homogéneo, azida de sodio
095glL.

CONTROL-  Suero humano, azida de sodio 0,95 g/L.

CONJUGATE Anticuerpos de cabra anti-inmunoglobulinas IgG humanas conjugados con isotiocianato de
fluoresceina (FITC), azul de Evans 0,01 g/L, azida de sodio 0,95 g/L

MOUNT Medio de Montaje: Mowiol 12%, Glicerol 30%, Tris 20 mmoliL, azida de sodio 0,95 g/L.

Los sueros humanos utilizados en la preparacion del control negativo y el control positivo eran negativos para

el antigeno HBs y para los anticuerpos anti-HCV y anti-HIV. Sin embargo, los controles deben tratarse con

precaucion como potencialmente infecciosos.

CONSERVACION

Conservar a 2-8°C.
Los reactivos son estables hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta siempre que se conserven
bien cerrados y se evite la contaminacion durante su uso.



Indicaciones de deterioro:
— Componentes liquidos: Presencia de particulas, turbidez.

— Portaobjetos: Roturas en el sobre contenedor, defectos macroscépicos como ralladuras o despegues en
el cultivo de células.

REACTIVOS AUXILIARES

PBS PBS (10x).

CONJUGATE IgG FITC/Evans.

MOUNT Medio de Montaje.

CONTROL+  Control Positivo ANA-Ho.

CONTROL+ Control Positivo ANA-Sp: Suero humano con anticuerpos antinucleares (ANA) patron
moteado, azida de sodio 0,95 g/L.

CONTROL+ Control Positivo ANA-Nu: Suero humano con anticuerpos antinucleares (ANA) patron
nucleolar, azida de sodio 0,95 g/L.

CONTROL+ Control Positivo ANA-Ce: Suero humano con anticuerpos antinucleares (ANA) patron
centrémero, azida de sodio 0,95 g/L.

CONTROL-  Control Negativo.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS

PBS: Efectuar una dilucién 1/10 del Reactivo B con agua destilada. Estable 1 mes a 2-8°C, si se conserva a

la temperatura recomendada, bien cerrado y se tiene cuidado para evitar contaminaciones durante su uso.

Los deméas componentes estan listos para su uso.

EQUIPO ADICIONAL

— Camara himeda

— Cubeta de lavado

— Microscopio de fluorescencia equipado con filtros de excitacién de 495 nm y de emision de 525 nm para la

visualizacion del FITC.

MUESTRAS

Suero o plasma recogidos mediante procedimientos estandar. Estable una semana a 2-8°C.

Diluir las muestras 1/80 en PBS (ver Preparacion de los Reactivos) antes del ensayo.

Para la titulacion de una muestra positiva, realizar diluciones dobles en PBS a partir de la 1/160.

Sin embargo, cada laboratorio deberia establecer su propio ejemplo de dilucién basado en las caracteristicas

de la poblacion.

PROCEDIMIENTO

1. Atemperar los reactivos y las muestras a temperatura ambiente.

2. Depositar una gota (25 L) de la muestra diluida o de los Controles en los pocillos del portaobjetos (A),

procurando cubrirlo perfectamente (Nota 1).
3. Incubar el portaobjetos en camara himeda durante 30 minutos a temperatura ambiente (15-30°C).

4. Eliminar las gotas de las muestras inclinando el portaobjetos y golpeéndolo ligeramente. Evitar la mezcla
de sueros.

5. Eliminar el suero remanente en el portaobjetos lavandolo con PBS (ver preparacion del Reactivo).
(Nota 2).

6. Lavar el portaobjetos sumergiéndolo en una cubeta con PBS durante 5 minutos. Cambiar el PBS y repetir
el lavado.

7. Secar cuidadosamente el portaobjetos utilizando el papel secante suministrado. El sustrato debe
permanecer siempre himedo.



8. Depositar una gota de Reactivo D en cada pocillo. Colocar el portaobjetos enuna cémara himeda e
incubar a temperatura ambiente (15-30°C) durante 30 minutos.
9. Lavar (ver paso 6) y secar (ver paso 7).
. Depositar varias gotas de Reactivo E sobre el portaobjetos y colocar un cubreobjetos procurando evitar la
formacion de burbujas de aire.

LECTURA

Examinar las células con un microscopio de fluorescencia (250-400x). Es recomendable realizar la lectura de
inmediato. Para realizar la lectura, seleccionar campos de observacion de la zona indicada en el esquema,
entre el centro y la periferia del pocillo. Seleccionar campos con distribucion de células e intensidad de
fluorescencia uniformes. La intensidad de marcaje de la periferia o del centro del pocillo no es representativa
de la preparacion.

=)

pocillos campo seleccionado

La observacion de marcaje fluorescente especifico descrito a continuacion indica un resultado positivo a la
dilucion recomendada.

ANA: Existen diferentes patrones de fluorescencia nucleares y citoplasmicos que son considerados como un
resultado positivo para la prueba. Distintos patrones pueden coexistir en un mismo suero e incluso
modificarse con la dilucion del mismo. Los principales patrones anti-nucleares se describen a continuacion,
siguiendo la nomenclatura del ICAP (International Consensus on ANA Patterns)

AC-1 Nuclear homogéneo: Fluorescencia homogénea y regular a través de todo el nucleoplasma, los
nucléolos pueden o no fluorecer dependiendo del sustrato celular. Las células en mitosis (metafase, anafase y
telofase) tienen la cromatina intensamente fluorescente de manera homogénea.

AC-3 Centrémero: Granular grueso discreto (40 — 80/célula) dispersos en los nicleos de las células en
interfase y alineados en la masa de la cromatina en las células mitéticas. Por ejemplo anti-CENP-B

AC-4 Nuclear granular fino: Granulos diminutos finos a través de todo el nucleoplasma. EI nucléolo puede
tefiirse o no. Las células mitéticas (metafase, anafase y telofase) tienen la masa de la cromatina no tefiida.
Por ejemplo anti-SS-A/Ro, anti-SS-B/La

AC-5 Nuclear granular grueso/grande: Granulos gruesos a través de todo el nucleoplasma. EI nucléolo
puede tefiirse 0 no. Las células mitéticas (metafase, anafase y telofase) tienen la masa de la cromatina no
tefiida. por ejemplo anti-Sm, anti-U1 RNP

AC-8 Nucleolar homogéneo: Fluorescencia difusa en todo el nucléolo, mientras que la placa metafasica no
muestra tincion. Ej. Anti-PM-Scl, anti Th/To.

AC-9 Nucleolar grumoso: Tincion irregular del nucléolo y cuerpos de Cajal, con tincién peri-cromosomal en
las placas metafésicas. Ej. anti-fibrilarina.

AC-21 Citoplasmico reticular /JAAM: Tincion de filamentos granulares gruesos que se extienden a través del
citoplasma. Ej. anticuerpos anti- mitocondriale

Las muestras positivas pueden titularse. Se define el titulo como la dilucién mayor que da resultado positivo.
Cuando no se observa ninguno de los marcajes especificos descritos, el resultado es negativo para los
autoanticuerpos indicados.

CONTROL DE CALIDAD

El Control Positivo (CONTROL+) y el Control Negativo (CONTROL-) suministrados con los kits cod 50059
deben ser ensayados junto con las muestras de los pacientes para verificar la funcionalidad del procedimiento
de ensayo.

El Control Positivo (CONTROL+) debe proporcionar el marcaje especifico descrito en el apartado anterior.



El Control Negativo (CONTROL-) no debe proporcionar marcaje especifico alguno.
Cada laboratorio debe establecer su propio programa de Control de Calidad interno, asi como procedimientos
de correccion en el caso de que los controles no cumplan con las tolerancias aceptables.

CARACTERISTICAS DEL ENSAYO

El conjugado I9G FITC/Evans esta calibrado frente al Patron Internacional de la OMS de anti-
inmunoglobulinas humanas de oveja conjugadas con FITC.

La especificidad del Control Positivo ANA-Ho esta verificada frente al suero de referencia AF/CDC1 de los
Centers for Disease Control.

CARACTERISTICAS DIAGNOSTICAS

ANA: La determinacion de anticuerpos anti-nucleares tiene una sensibilidad superior al 95% para el lupus

eritematoso sistémico, y una baja especificidad?.

— Nuclear homogéneo (AC-1): Indicativo de lupus eritematoso sistémico.

— Nuclear granular (AC-4, AC-5): Asociado al lupus eritematoso sistémico, enfermedad mixta del tejido
conectivo, sindrome de Sjogren, polimiositis o escleroderma.

— Nucleolar (AC-8, AC-9): En aproximadamente un 50-70% de pacientes con solapamiento de
escleroderma y polimiositis/dermatomiositis. Se presenta en hasta un 33% de pacientes con escleroderma
sistémica, especialmente con complicaciones renales?.

— Centromero (AC-3): En pacientes con esclerosis sistémica, especialmente en la forma de la enfermedad
con implicacién cutanea (80%). Ocasionalmente, en otras enfermedades conectivas*.

— Mitochondrial (AC-21): Comin en cirrois biliar primaria, esclerosis generalizada y raro en otras
enfermedades autoinmunes sistémicas.

El kit Menarini anticuerpos anti-nucleares fue usado para determinar 140 sueros de una variedad de pacientes
con enfermedades autoinmunes (lupus eritematoso sistémico, sindrome de Sjdgren, escleroderma, sindrome
de CREST, dermatopolimiositis, artritis reumatoide, hepatitis autoinmune y cirrosis biliar primaria), asi como
donantes sanos. Los resultados mostraron una sensibilidad y especificidad diagnéstica para el conjunto de
enfermedades autoinmunes del 98,3% y 93%, respectivamente.

El diagnéstico clinico no debe basarse exclusivamente en el resultado de este ensayo, sino que debe integrar
los datos clinicos y de laboratorio.

NOTAS

1. Evitar tocar las células del pocillo durante todo el procedimiento.
2. Utilizar un frasco lavador o pipeta para este lavado, evitando la posible contaminacién con las muestras
adyacentes.
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( € ANTICORPS ANTI-NUCLEAIRE HEp-2 (ANA-HEp-2) z
Immunofluorescence Indirecte HEp-2 CELLS E
COD 50059 20 x 12 tests COD 50060 10 x 12 tests
A utiliser uniquement in vitro dans les laboratoires cliniques A;,’:QE,!";;'{ELN'
USAGE PREVU

Réactifs pour la détermination qualitative d'anticorps antinucléaire dans le sérum humain par
immunofluorescence indirecte. Les résultats obtenus sont utiles pour aider au diagnostic de plusieurs
maladies auto-immunes systémiques.

PRINCIPE DE LA METHODE

Les anticorps antinucléaire du sérum (ANA) se lient aux antigénes correspondants présents dans les cellules
HEp-2. Les complexes antigénes-anticorps résultants sont détectés au moyen dun anticorps anti-
immunoglobuline humaine marqué & la fluorescéine, et visualisés a I'aide d’un microscope a fluorescence!.

CONTENU

COD 50059 COD 50060
Lames 20 x 12 tests 10 x 12 tests
PBS (10x) 2x100 mL -
CONTROL Controle Positif ANA-Ho 1x1ml -
Controle Négatif 1x1mL -
19G FITC/Evans 2x5mL -
Mounting Medium 1x5mL -
Couvre-lames 1x12 -
COMPOSITION
SLIDE Cellules en culture HEp-2 dans chaque puits.
PBS Phosphate de sodium 112,5 mmol/L, phosphate de potassium 30 mmol/L, chlorure de sodium

1,15 mol/L, azide de sodium 0,95 g/L, pH 7,2.

CONTROL + Sérum humain contenant des anticorps antinucléaire (ANA) de profil homogéne, azide de
sodium 0,95 g/L.

CONTROL-  Sérum humain, azide de sodium 0,95 g/L.

CONJUGATE Anticorps de chevre anti-IgG humaine conjugués a lisothiocyanate de fluorescéine (FITC),
bleu Evans 0,01 g/L, azide de sodium 0,95 g/L.

MOUNT Milieu de Montage: Mowiol 12%, Glycérol 30%, Tris 20 mmol/L, azide de sodium 0,95 g/L.

Les sérums humains utilisés pour la préparation des contréles positif et négatif sont négatifs pour I'antigéne

HBs et pour les anticorps anti-HCV et anti-HIV. Cependant, les contréles doivent étre traités avec précaution

comme potentiellement infectieux.

CONSERVATION

Conserver a 2-8°C.

Les réactifs sont stables jusqu'a la date limite indiquée sur 'étiquette & condition d'étre toujours conservés bien fermés
et d'éviter toute contamination pendant leur utilisation.



Indications de dégradation:
- Composants liquides: Présence de particules, turbidité.

— lames: ruptures de I'emballage, défauts macroscopiques des cultures cellulaires comme des éraflures ou des
décollages de la monocouche.

REACTIFS SUPPLEMENTAIRES

PBS PBS (10x).

CONJUGATE IgG FITC/Evans.

MOUNT Milieu de Montage.

CONTROL+  Contréle Positif ANA-Ho.

CONTROL+  Controle Positif ANA-Sp: Sérum humain contenant des anticorps antinucléaire (ANA) de profil
moucheté, azide de sodium 0,95 g/L.

CONTROL+  Contréle Positif ANA-Nu: Sérum humain contenant des anticorps antinucléaire (ANA) de profil
nucléolaire, azide de sodium 0,95 g/L.

CONTROL+ Controle Positif ANA-Ce: Sérum humain contenant des anticorps antinucléaire (ANA) de profil
centromére, azide de sodium 0,95 g/L.

CONTROL-  Contréle négatif.

PREPARATION DU REACTIF

PBS: Effectuer une dilution 1/10 du Réactif B avec de I'eau distillée. Stable 1 mois & 2-8°C, s'il est conservé a
la température recommandée, bien fermé et si des précautions sont prises pour éviter les contaminations
pendant son utilisation.

Les autres réactifs sont préts a 'emploi.

EQUIPEMENT SUPPLEMENTAIRE

— Chambre humide

— Boite de lavage

— Microscope a fluorescence équipé d'un filtre & excitation 495 nm et d'un filtre & émission a 525 nm pour la
visualisation FITC.

ECHANTILLONS

Le sérum ou le plasma est collecté par des procédures standards. Stables 1 semaine a 2-8°C.

Diluer I'échantillon au 1/80 dans du PBS (voir Préparation des Réactifs) avant le test.

Pour titrer les échantillons positifs, faire des doubles dilutions en série & partir de celle au 1/160 dans du PBS.
Toutefois, chaque laboratoire devrait établir son propre exemple de dilution basé sur les caractéristiques de la
population.

PROCEDURE

1. Placer les réactifs et les échantillons a température ambiante.

2. Déposer une goutte (25 pL) de 'échantillon dilué ou du Contrdle dans chaque puits de la lame (A), faire attention
qu'il soit complétement recouvert (Note 1).

3. Incuber la lame 30 minutes a température ambiante (15-30°C) dans une chambre humide.

4. Eliminer les gouttes d'échantillons en tapotant doucement la lame inclinée. Eviter des contaminations entre les
sérums.

5. Rincer doucement la lame avec le PBS (voir Préparation des Réactifs) (Note 2).

6. Bien laver la lame en 'immergeant dans la boite de lavage remplie de PBS pendant 5 minutes. Changer le PBS et
répéter le lavage.

7. Sécher avec précaution les lames en utilisant le papier absorbant fourni. Garder la coupe de tissu humide pendant
la procédure.

8. Déposer 1 goutte de Réactif D dans chaque puits. Incuber la lame 30 minutes & température ambiante (15-30°C)
dans une chambre humide.



9. Laver (étape 6) et sécher (étape 7).
10. Déposer plusieurs gouttes de Réactif E sur la lame et la recouvrir avec un couvre-lame en évitant la formation de
bulles d'air.

LECTURE

Examiner la lame en utilisant un microscope a fluorescence (250-400x). Pour de meilleurs résultats, les lames
doivent étre lues immédiatement. Sélectionner les champs de lecture dans I'aire indiquée sur la figure, entre le
centre de I'aire et le bord de I'aire. Sélectionner les champs avec un espace uniforme entre les cellules et une
brillance des noyaux uniforme. L'intensité de la fluorescence au centre et au bord des régions n'est pas
représentative de la préparation de la lame.

puits Champ selectioné

L'observation d'un marquage fluorescent, décrit ci-dessous a la dilution recommandée, doit étre considérée
comme un résultat positif

ANA: |l existe différents patrons de fluorescence nucléaires et cytoplasmiques qui sont considérés comme un
résultat positif pour le test. Différents patrons peuvent coexister dans un méme sérum et méme se modifier
avec sa dilution. Les principaux patrons anti-nucléaires sont décrit ci-apres, en suivant la nomenclature de
I'ICAP (International Consensus on ANA Patterns)2:

- AC-1 Nucléaire homogene: Fluorescence homogene et réguliére dans tout le nucléoplasme. Les
nucléoles peuvent ou non étre fluorescents selon le substrat cellulaire. Les cellules en mitose (métaphase,
anaphase et télophase) ont la chromatine intensément fluorescente de maniére homogéne.

- AC-3 Centromére: Granulaire gros discontinu (40 — 80/cellule) dispersé dans les noyaux des cellules en
interphase et alignés dans la masse de la chromatine dans les cellules mitotiques. Par exemple
anti-CENP-B

- AC-4 Nucléaire granulaire fin: Minuscules granules fines dans tout le nucléoplasme. Le nucléole peut se
colorer ou non. Les cellules mitotiques (métaphase, anaphase et télophase) ont la masse de la chromatine
non colorée. Par exemple, anti-SS-A/Ro, anti-SS-B/La

- AC-5 Nucléai ail Igrand: Gros granules dans tout le nucléoplasme. Le nucléole peut se
colorer ou non. Les cellules mnonques (métaphase, anaphase et télophase) ont la masse de la chromatine
non colorée. Par exemple anti-Sm, anti-U1 RNP

- AC-8 Nucléolaire homogeéne : Fluorescence diffuse dans tout le nucléole, tandis que la plaque
métaphasique n'est pas colorée. Ex. Anti-PM-Scl, anti Th/To.

= AC-9 Nucléolaire grumeleux: Coloration irréguliere du nucléole et corps de Cajal, avec coloration
péri-chromosomique sur les plaques métaphasiques. Ex. anti-fibrillarine.

- AC-21 Cytoplasmique réticulaire /AAM: Coloration de gros filaments granulaires qui s’étendent dans
tout le cytoplasme. Ex. anticorps anti-mitochondrie

Les sérums positifs peuvent étre titrés. Le titre du sérum est défini comme la dilution la plus élevée donnant un

résultat positif.

Quand aucun des marquages spécifiques ci-dessus n'est observé, le résultat doit étre considéré comme

négatif pour ces anticorps.

CONTROLE DE QUALITE

Le Contréle Positif (CONTROL+) et le Contréle Négatif (CONTROL-) fournis avec les kits cod 50059 doivent
étre testés ensemble sur des échantillons de patients afin de vérifier la performance du test.
Le Controle Positif (CONTROL+) doit donner les marquages spécifiques décrits ci-dessus.




Le Controle Négatif (CONTROL-) ne doit donner aucun marquage spécifique.
Chaque laboratoire doit établir ses propres protocoles et méthodes de Controle de Qualité interne afin
d'apporter les modifications nécessaires en cas de dépassement des tolérances.

CARACTERISTIQUES DU TEST
Le conjugué IgG FITC/Evans est calibré par rapport & I'Etalon International de 'OMS d’anti-immunoglobulines
humaines de brebis conjuguées avec FITC.

La spécificit¢ du Contrdle positif ANA-Ho a été vérifiée par rapport au sérum de référence AF/CDC1 for

Disease Control).

CARACTERISTIQUES DIAGNOSTIQUES

ANA: La sensibilit¢ des anticorps anti-nucléaire est plus élevée de 95% pour le lupus érythémateux

systémique, bien que la spécificité soit plus faible3.

— Nucléaire homogéne (AC-1): Indicatif de lupus érythémateux systémiques.

— Nucléaire granulaire (AC-4, AC-5): Associé au lupus érythémateux systémique, maladie mixte du tissu
connectif, syndrome de Sjogren, polymyositis ou sclérodermie.

— Nucléolaire (AC-8, AC-9): Chez environ 50-70% des patients atteints de syndromes chevauchants de
sclérodermie et de polymyosite/ dermatomyosite. lis sont trouvés chez plus de 33% des malades atteints
de sclérodermies systémique, particulierement celles avec des complications rénales?.

— Centromere (AC-3): Chez les patients atteints de sclérose systémique, particuliérement dans les formes
cutanées de la maladie (80%). Occasionnellement, dans d’autres maladies conjonctives*.

— Mitochondrial (AC-21): Commun dans la cirrhose biliaire primaire, sclérose généralisée et rare dans
d'autres maladies auto-immunes systémiques.

Le kit Menarini d’anticorps anti-nucléaires a été utilisé pour déterminer 140 sérums a partir d'une variété de

patients ayant des maladies auto-immunes (lupus érythémateux systémique, syndrome de Sjégren,

sclérodermie, syndrome de CREST, dermatopolymyosite, arthrite rhumatoide, hépatite auto-immune et
cirrhose biliaire primaire) ainsi que de donneurs sains. Les résultats ont montré une sensibilité et une
spécificité diagnostique pour I'ensemble des maladies auto-immunes de 98,3% et de 93% respectivement.

Le diagnostic clinique ne doit pas se baser exclusivement sur le résultat de ce test, mais doit intégrer les

données cliniques et de laboratoire.

NOTES

1. Eviter de toucher les cellules fixées dans les puits tout au long de la procédure.
2. Utiliser une une pipette pour laver les lames, en évitant les contaminations entre les échantillons adjacents.
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ANTICORPOS ANTINUCLEARES HEp-2 (ANA-HEp-2) z
Imunofluorescéncia Indirecta CELULAS HEp-2 3
H
COD 50059 20 x 12 det. COD 50060 10 x 12 det.
S6 para uso in vitro no laboratorio clinico A;,’:QE,!";;'{ELN'
UTILIZAGAO PREVISTA

Reagentes para a determinagéo qualitativa de anticorpos antinucleares em soro humano pelo método de
imunofluorescéncia indirecta. Os resultados obtidos sdo Uteis como auxilio no diagndstico de diversas
doengas autoimunes sistémicas.

FUNDAMENTO DO METODO

Os anticorpos antinucleares (ANA) do soro unem-se aos seus correspondentes antigenos presentes nas
células HEp-2. Uma vez unidos, os anticorpos manifestam-se através da incubag&o com um anticorpo contra
as imunoglobulinas humanas conjugado com fluoresceina e sdo visualizados por microscopia de
fluorescéncia.

CONTEUDO
COD 50059 COD 50060
Laminas 20 x 12 det. 10 x 12 det.
PBS (10x) 2x100 mL -
Contr. Posit. ANA- Ho 1x1mL -
Controlo Negativo 1x1mL -
1gG FITC/Evans 2x5mL -
Mounting Medium 1x5mL -
Lamelas 1x12 -
COMPOSIGAO
SLIDE Células HEp2 cultivadas em cada pogo.
PBS Fosfato de sddio 112,5 mmol/L, fosfato de potéssio 30 mmollL, cloreto sédico 1,15 mollL,

azida de sodio 0,95 g/L, pH7,2.

CONTROL+. Soro humano com anticorpos antinucleares (ANA) padrao homogéneo, azida de sodio 0,95
glL.

CONTROL-. Soro humano, azida de sédio 0,95 g/L.

CONJUGATE Anticorpos de cabra anti-imunoglobulinas IgG humanas conjugados com isotiocianato de
fluoresceina (FITC), azul de Evans 0,01 g/L, azida de sédio 0,95 g/L

MOUNT Meio de Montagem: Mowiol 12%, Glicerol 30%, Tris 20 mmol/L, azida de sédio 0,95 g/L.

Os soros humanos utilizados na preparagéo do controlo negativo e o controlo positivo eram negativos para o

antigeno HBs e para os anticorpos anti-HCV e anti-HIV. Néo obstante, os controlos devem ser tratados com

precaugdo como potencialmente infecciosos.

CONSERVAGAO
Conservar a 2-8°C.

Os reagentes séo estaveis até a data de caducidade indicada na etiqueta sempre que se conservem bem
fechados e se evite a contaminagéo durante o seu uso.



Indicagdes de deterioragéao:

— Componentes liquidos: Presenca de particulas, turvagéo.

— Laminas: Roturas no pacote contentor, defeitos macroscopicos como raladuras ou descolagens no cultivo
das células.

REAGENTES AUXILIARES

PBS PBS (10x).

CONJUGATE  IgG FITC/Evans.

MOUNT Meio de Montagem.

CONTROL+.  Controlo Positivo ANA-Ho.

CONTROL+.  Controlo Positivo ANA-Sp: Soro humano com anticorpos antinucleares (ANA) padrdo mosqueado,

azida de sodio 0,95 g/L.

CONTROL+.  Controlo Positivo ANA-Nu: Soro humano com anticorpos antinucleares (ANA) padréo nucleolar, azida
de so6dio 0,95 g/L.

CONTROL+.  Controlo Positivo ANA-Ce: Soro humano com anticorpos antinucleares (ANA) padréo centromero,
azida de sodio 0,95 g/L.

CONTROL-.  Controlo Negativo.

PREPARAGAO DOS REAGENTES

PBS: Efetuar uma diluicdo a 1/10 do Reagente B com &gua destilada. Estavel 1 més a 2-8°C se for
conservado a temperatura recomendada, bem fechado e tendo cuidado para evitar contaminagées durante a
sua utilizagao.

Os outros componentes estéo prontos a utilizar.

EQUIPAMENTO ADICIONAL

— Cémara humida

— Cuvete de lavagem

— Microscépio de fluorescéncia equipado com filtros de excitagéo de 495 nm e de emissé&o de 525 nm para
a visualizagdo do FITC.

AMOSTRAS

Soro ou plasma recolhidos através de procedimentos standard. Estavel uma semana a 2-8°C.

Diluir as amostras 1/80 em PBS (ver Preparagéo dos Reagentes) antes do ensaio.

Para a titulagdo de uma amostra positiva, realizar diluigdes duplas em PBS a partir da 1/160.

No entanto, cada laboratério devera estabelecer o seu proprio exemplo de dilugdo baseado nas
caracteristicas da populago.

PROCEDIMENTO

. Temperar os reagentes e as amostras a temperatura ambiente.

2. Depositar uma gota (25 plL) da amostra diluida ou dos Controlos nos pogos da lamina (A), tentar cobrir
perfeitamente (Nota 1).

. Incubar a lamina na cdmara humida durante 30 minutos & temperatura ambiente (15-30°C).

. Eliminar as gotas das amostras inclinando a Iamina e dar golpes suavemente. Evitar a mistura de soros.

. Eliminar o soro restante na lamina lavando-a com PBS (ver preparagéo do Reagente). (Nota 2).

. Lavar a lamina submergindo-a numa cuvete com PBS durante 5 minutos. Substituir o PBS e repetir a
lavagem.

. Secar cuidadosamente a lamina utilizando o papel absorvente fornecido. El substrato deve permanecer
sempre humido.

. Depositar uma gota do Reagente D em cada pogo. Colocar a lamina numa cémara himida e incubar a
temperatura ambiente (15-30°C) durante 30 minutos.
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9. Lavar (ver passo 6) e secar (ver passo 7).
10. Depositar varias gotas do Reagente E sobre a lamina e colocar uma lamela evitando a formagéo de
bolhas de ar.

LEITURA

Examinar as células com um microscopio de fluorescéncia (250-400x). E recomendavel realizar a leitura
imediatamente. Para realizar a leitura, seleccionar os campos de observagéo da zona indicada no esquema,
entre o centro e a periferia do pogo. Seleccionar os campos com distribuigdo de células e intensidade de
fluorescéncia uniformes. A intensidade da marcagéo da periferia ou do centro do pogo néo é representativa da
preparagao.

pogo campo seleccionado

A observagdo da marcagéo fluorescente especifica descrita seguidamente, indica um resultado positivo na
diluiao recomendada.

ANA: Existem diferentes padrdes de fluorescéncia nucleares e citoplasmaticos que so considerados como
um resultado positivo para o teste. Diferentes padrées podem coexistir no mesmo soro, podendo
inclusivamente ser modificados com a diluicdo do mesmo. Os principais padrées antinucleares sdo descritos
seguidamente, de acordo com a nomenclatura do ICAP (International Consensus on ANA Patterns)

AC-1 Nuclear homogéneo: Fluorescéncia homogénea e regular por todo nucleoplasma. Os nucléolos podem
ser corados ou ndo, dependendo do substrato celular. Células em mitose (metafase, anafase e télofase) com
cromatina corada intensamente de modo hialino homogéneo..

AC-3 Centromero: Pontos grosseiros distintos (40-80 grénulos/célula) nas células em interfase e alinhados
na placa de cromatina nas células em mitose. Ex. anti-CENP B.

AC-4 Nuclear finogranular: Fluorescéncia granular de aspecto fino em todo o nucleoplasma. Os nucléolos
podem ser corados ou ndo. Células em mitose (metafase, anafase e télofase) apresentam placa ndo
fluorescente. Ex. anti-SS-A/Ro, anti-SS-B/La.

AC-5 Nuclear Mosqueado: Nucleoplasma totalmente granular grosseiro pontilhado com pontos grosseiros.
Os nucléolos podem ser corados ou ndo. Células em mitose (metafase, anafase e télofase) apresentam
cromatina ndo fluorescente. Ex. Anti-Sm, anti-U1 RNP

AC-8 Nucleolar homogéneo: Fluorescéncia difusa de todo o nucléolo sem fluorescéncia da placa metafésica
cromossomica. Ex. anti-PM-Scl, anti-Th/To

AC-9 Nucleolar Grumoso: Fluorescéncia dos nucléolos com contornos irregulares e dos corpos de Cajal
com coloragéo peri-cromossomica da placa metafasica. Ex. antifibrilarina

AC-21 Citoplasmatico finog! gestivo de AMA: Coloragdo granular grosseira estendendo-se a
partir do citoplasma. Ex. anticorpos antimitocondria

As amostras positivas podem ser tituladas. Define-se o titulo como a diluigdo maior que dé o resultado
positivo.

Quando n&o se observar nenhuma das marcagdes especificas descritas, o resultado é negativo para os auto-
anticorpos indicados.

CONTROLO DE QUALIDADE
O Controlo Positivo (CONTROL+) e o Controlo Negativo (CONTROL-) fornecidos com os kits cod 50059

devem ser ensaiados junto com as amostras dos pacientes para verificar a funcionalidade do procedimento
de ensaio.




O Controlo Positivo (CONTROL+) deve proporcionar a marcagao especifica descrita no item anterior.

O Controlo Negativo (CONTROL-) ndo deve proporcionar nenhuma marcagéo especifica.

Cada laboratorio deve estabelecer o seu proprio programa de Controlo de Qualidade intema, assim como os
procedimentos de correcgdo no caso em que 0s controlos ndo cumpram com as tolerancias aceitaveis.

CARACTERISTICAS DO ENSAIO
O conjugado IgG FITC/Evans esta calibrado face ao Padréo Internacional da OMS de anti-imunoglobulinas
humanas de ovelha conjugadas com FITC.

A especificidade do Controlo Positivo ANA-Ho esta verificada defronte ao soro de referéncia AF/CDC1 dos
Centers for Disease Control.

CARACTERISTICAS DIAGNOSTICAS

ANA: A determinacdo dos anticorpos antinucleares tem uma sensibilidade superior a 95% para o lipus

eritematoso sistémico, e uma baixa especificidade?.

- Nuclear homogéneo (AC-1): Indicativo de ltpus eritematoso sistémico.

- Nuclear Mosqueado (AC-4, AC-5): Associado ao lipus eritematoso sistémico, doenga mista do tecido
conectivo, sindroma de Sjogren, polimiosite ou esclerodermia.

= Nucleolar (AC-8, AC-9): Em aproximadamente um 50-70% dos pacientes com solapamento de
esclerodermia e polimiosite/dermatomiosite. Apresenta-se em até um 33% dos pacientes com
esclerodermia sistémica, especialmente com complicagdes renais?.

- Centrémero (AC-3): Nos pacientes com esclerose sistémica, especialmente na forma da doenga com

implicagéo cutanea (80%). Ocasionalmente, em outras doengas conectivas*.

- Citoplasmatico finog| ivo de AMA (AC-21): Comum na Cirrose Biliar Priméria, Esclerose
Sistémica, raro em outras Doengas Autoimunes Reumaticas Sistémicas.

O kit Menarini de anticorpos anti-nucleares foi usado para determinar 140 soros de uma variedade de
pacientes com doengas auto-imunes (lupus eritematoso sistémico, sindroma de Sjogren, escleroderma,
sindroma de CREST, dermatopolimiosite, artrite reumatéide, hepatite auto-imune e cirrose biliar priméria),
assim como doadores s&os. Os resultados mostraram uma sensibilidade e especificidade de diagnéstico para
o conjunto de doengas auto-imunes de 98,3% e 93%, respectivamente.

O diagnéstico clinico ndo se deve basear exclusivamente no resultado deste ensaio, sendo que deve integrar
os dados clinicos e de laboratorio.

NOTAS

1. Evitar tocar as células do pogo durante todo o procedimento.
2. Utilizar um frasco de lavagem ou uma pipeta para esta lavagem, evitando a possivel contaminag&o com as
amostras adjacentes.

BIBLIOGRAFIA

. Melnicoff MJ. Immunfluorescence Methods for Microscopic Analysis. En: Howard GC ed. Methods in
Nonradioactive Detection. Appleton & Lange, 1993.

. Chan EKL, Damoiseaux J, Carballo OG, Conrad K, Cruvinel WM, Carvalho Francescantonio PL, Fritzler
MJ, Garcia-De La Torre I, Herold M, Mimori T, Satoh M, von Mihlen CA and. Andrade LEC. Report of the
first international consensus on standardized nomenclature of antinuclear antibody HEp-2 cell patterns
2014-2015. Frontiers in Immunology 2015; 6: 1-13

. Hollingsworth PN et al. Antinuclear antibodies. En: James B. Peter and Yehuda Schoenfeld eds.
Autoantibodies. Elsevier, 1996.

. Fritzler MJ, Rattner JB. Autoantibodies to the mitotic apparatus: biological breakthroughs, clinical
application, etiological complexity. En: Konrad K, Humbel RL, Meurer M, Shonfeld Y and Tan EM, eds.
Autoantigens and Autoantibodies: Diagnostic Tools and Clues to Understanding Autoimmunity. Pabst
Science Publishers, 2000.

N

©w

~



ATNINYPHNIKA ANTIZOMATA HEp-2 (ANA- HEp-2)
Eppecog AvooogBopiopdg KYTTAPA HEp-2

Kkwd 50059 20 x 12 mpoadiopiopoi Kkwd 50060 10 x 12 mpoadiopiopoi
X o i i i AMENARINI
Mévo yia in vitro xpfipn o€ kAIVIKS EpyaoTrpio diagnostics
POBAEMOMENH XPHZH

AvTISpaoTApIa yia TOV TIOIOTIKG TTPOGBIOPIoKG QVTITIUPNVIKWY QVTICWUATWY O€ avBpwITivo opd pe £upeao
avooo@bopiopd. Ta amoteAéopara Tou AapBavovrar eival xpRoiya wg BorBnua oTn diAyvwaon apKETWV
OUOTNHATIKWY AUTOAVOOWY VOOWV.

APXH MEOOAOY

Ta avrimupnvika avriowpara (ANA) Tou opoU evivovTal Pe Ta avtioTolka avtiydva Toug, Trapévia ota
KOtTapa HEp-2. Metd v évwon, Ta avTioWuaTa ekdNAGWVOVTAl HE ETTWAOT ME Eva QVTIoWHA KaTd TG
avBpwivng avoooa@aipivng culeuypévo pe @Bopieakivn kal eival opatd dia pikpoakoTTiag eBopiopol’.

NEPIEXOMENO

COD 50059 COD 50060
MAakidio 20 x 12 mpo. 10x 12 mpo.
PBS (10x) 2x100 mL -
Oenikéc Eeyxog ANA- Ho 1x1mL -
CONTROL[—] | Apvnikdg éAeyxog 1x1mL -
1gG FITC/Evans 2x5mL -
Mounting Medium 1x5mL -
KéaAupa 1x12 -
ZYNGEZH
SLIDE Kotrapa HEp2 kaMiepynpéva ot kaBe kolhdtnra.
PBS Dwogopikd varpiou 112.5 mmol/L, guwopopikd kaAiou 30 mmollL, xAwpiolxo vérpio 1.15

mol/L, agidio varpiou 0.95 g/L, pH 7.2.

CONTROL+  AvBpwrivog 0pog e OHOIOYEVEG TTPOTUTIO QVTITIUPNVIKWY avTiowpdTvw (ANA), agidio varpiou
095glL.

CONTROL-  AvBpwrrivog opdg, agidio varpiou 0.95 g/L.

CONJUGATE Avtiowyata aiyég avBpwivng avti-avoooagaipivng IgG ouleuypéva pe 100Beiokuavikr
@pBopieakivng (FITC), kuavé Tou Evans 0.01 g/L, adidio varpiou 0.95 g/L

MOUNT Méao (edgng: Mowiol 12%, Mukepivn 30%, Tris 20 mmol/L, agidio varpiou 0.95 g/L.

O1 avBpwmivol opoi ou xpnaipomolrnkav aTnv mEOEToIuaaia Tou apviTIKoU Kai Tou BeTikou eAEyxou fArav
apvnrikoi yia 10 avryévo HBs kai yia ta avriowpara avri-VCH kai avri-VIH. MapoAa autd, or éAeyxor 6a
TIOEITEI VA XPNOILIOTIOIOUVTAl [IE TTPOTOXI] TTPOS ATTOQPUYI} EVOEXOUEVWV UOAUVOEWV.

OYAASH

®UAagn aToug 2-8°C.

Ta avidpacTipia gival aTaBepd péxP! TNV avaypa@opevn atny eTkETa nuepopnvia Agng, otav guAdaaovTal
KaAd kAeiopéva kai Sev empoAUvovTal KaTd Tn Sidipkeia TG Xprong Toug.



Evdeigeig aAhoiwang:
—  Yypd ouatariké: Epgdvion pikpoowpardiakol uhikol, BoAepomra.

— MNAakidio: IXIOPEG OTN CUCKEUODIa, PAKPOOKOTTIKG eAaTTWPATA OTIWG XapAgels fi amokoAAaEIG otV
KAANIEPYEIT TWV KUTTAPWVY.

BOHOHTIKA ANTIAPAZTHPIA

PBS PBS (10x).

CONJUGATE IgG FITC/Evans.

MOUNT Méoo evgng.

CONTROL+  ©Qertikog éAeyxog ANA-Ho.

CONTROL+  ©Qetikdg EAeyxog ANA-Sp: AvBpwmivog opog pe avimupnvika avriowpata (ANA) oTiktd
mpéTuTIO, agidio varpiou 0.95 g/L.

CONTROL+  @etikdg EAeyxog ANA-Nu: AvBpwrivog opdg pe avtimupnvikd avriowpara (ANA) Tupnviaké
mpéTUTIO, agidio varpiou 0.95 g/L.

CONTROL+ ©Qetikdg EAeyxog ANA-Ce: AvBpwmivog opdg pe avmimupnvikd avriowyara (ANA)
KEVTPOPEPIBIKG TTPoTUTIO, Aidio vaTpiou 0.95 g/L.

CONTROL~-  ApvnTikdg €Aeyx0.

MPOETOIMAZIA ANTIAPAZTHPION

PBS: Apaiwote To AvridpaoTipio B oe avahoyia 1/10 pe ameotaypévo vepd. Xtabepd yia 1 priva oe
Beppokpaaia 2-8°C, epdoov GUAGCTETaI OTN TUVIOTWHEVN Beppokpaaia, kaAd kAEIOTO, kal Gobei n déouoa
TIPOCOXN WOTE va amotpaTei TUXOV podAuvan kard Tn dIGPKEIa TNG XPAONG.

Ta uméAoITra oUCTATIKG TTapéxovTal £TOINA TTPOG XPASN.

NPOZOETOZ EZONAIZMOZ

— Yypog Bahapog

— Kuyehida mAvong

— Mikpookdmio gBopiopol pe @iktpa Siyepng Twv 495 nm kal ékhuong Twv 525 nm yia TV OTITIKA
Tapouaiaon Tou FITC.

AEIFMATA

Opog 1 TAaopa TTou GUMEYovTal Pe TIg ouviiBeig Siadikaaieg. Z1abepd pia eBdopdda aToug 2-8°C.
Apaiwote Ta deiypara 1/80 o€ PBS (BA. Mpoetoipacia Avridpaompiwy) mpiv amé my e&étaon.

Tia mv TiTAoTToinan evog BeTikol deiyparog, TpaypatoToloTe apaiwoelg SimAég oe PBS mavw amé 1/160.

Kabe epyaompio dpwg, Ba Tpémel va opioel To Sikd Tou Tapadelypa apaiwang Baciopévo aTa XapakTnPIOoTIKA Tou
TAnBuopoU.

AIAAIKAZIA

1. Oépre Ta avmidpaoTipia Kai Ta deiypata ot Beppokpaaia dwyariou.

2. Pigre pia otayova (25 pl) Tou apaiwpévou Beiypatog f Twv EAéyxwv 0TI koIAdTTEG Tou TrAGKIiou (A),
oKemmagovtdg To evieAws (Mapatpnaon 1).

3. Emwaote To mAakidio ae uypd BaAapo yia 30 AerTd ot Beppokpaaia dwuariou (15-30°C).

4. AmoppiyTe TIg oTay6VES Twv SEIYPATWY YEPVOVTag To TAAKISIO Kal XTUTIWVTAG To eEAappd. ATToQUyeTe TV avapign
OpuV.

5. Amoppiyrte Ta umoAippata opol amé 1o TAakidio gemAévovtdg To pe PBS (BA. mpoetolpacia AvtidpaoTnpiou).
(NMapampnan 2).

6. TAGvere To TAakidio BuBifovtdg To o€ pia Kuwehida pe PBS yia 5 Aerrma. AMAge 1o PBS kai emavahdBare Ty
TAUO.

7. ZTEYVWOTE TIPOCEKTIKA TO TACKIBIO Pe TO €1BIKO amoppopnTIkd XapTi. To UTOOTPWHA TTPETEN Va TTaPApEVE! TIAVTA
uypo.



8. Pigre pia atayéva AvridpaoTnpiou D oe kdBe koiAdtnTa. TomoBetioTe To mAakidio o€ évav uypd Baiapo kai
€MWAOTE O Beppokpaaia dwpartiou (15-30°C) yia 30 Aerrrd.

9. MAOvere (BA. Brpa 6) kai ateyviate (BA. Bripa 7).

10. Pigre pepikég oTayoveg Avnidpaammpiou E mavw oTo TAakidIo kai ToTToBETAOTE éval KAAUPPA TIPOTEXOVTAG VAl N
OXNUaTIOTOUV QUOCAIDES.

ANATNQZH

E¢eraote 1o KOTTApa pe éva  pIKpookomio  gBopiopol (250-400x). ZuvioTatar n avayvwon va
TIpayparoToleital auéowg. MNa va TpayuaroToinoeTe TNV avdyvwan, emAETE Tedia Taparipnang g
TIEPIOKNAG TIOU UTIOJEIKVUETAI OTO OXAHA, PETAEU TOU KEVTPOU Kal TNG TEPIGEPEIAgG TG KOIAGTNTaG. ETrAESTE
Tedia Pe opoIOUOPPN KaTavopr KUTTGpwY kai éviaon gBopiopol. H éviaon g Xpwang g TEPIPEPEIAG 1

KoINOTNTa ETMIAEVLEVO TTEDIO

H Taparipnon Mg ouykekpIpévng Xpwong GBopIGHOU TToU TEPIYPAPETal OTN GUVEXEID UTTODEIKVUEI BETIKO
QToTéAEOO OTNV TTPOTEIVOKEVN ApaiwaT).

ANA: Ymapyouv Toikiha TrupnvIkG kai KuTtapoTTAaopaTKa pBopiovta TTpaTUTIa TTou BEwpoUvTal wg BETIKG
amotéAeapa piag dokiprig ANA. ZTov id0 0pd PTTopoUV Vo GUVUTIAPXOUV TTOIKIA TIPGTUTI Ta OTTOI PTTOPOUV
paAioTa va TpomrotroinBolv pe v SiGAuan Tou opoU. XTn OuvEXEId TIEPIYPAQOVTaI Ta KUPIGTEPA QVTI-
TIUpnVIKa TpdTUTIa, He Baon Ty ovopatoloyia ICAP (International Consensus on ANA Patterns)

AC-1 Opoloyevég Tupnvikd: Opoloyevég Kkai kavovikd @Bopifov TpétuTo  Slapéow OAou Tou
TupnvomAdoparog. O Tupnviokol UTTopEi va XpwaTouv 1 Oxl, avaAoya e To KUTTapIKG uTooTpwya. Ta
MITWTIKG KOTTapa (METAgaan, avagaan Kai TEAG@aan) £xouv Ty pada g Xpwuarivng éviova gBopifouca pe
TPOTIO OOIOYEVH.

AC-3 Kevrpopepég: Kokkol petpiou Téxoug (40 — 80/kUTTapo) 3IGOTIETOI OTOUG TIUPIAVEG TWV KUTTAPWY O€
€vOIGpEan QAo kal euBuypapiopévol oTn Pada TG xpwuartivng oTa pImwrikG kittapa. MNa Tapadelypa avti-
CENP-B.

AC-4 Mupnvikd AemToU KOKKOU: AETITOi PIKPOOKOTTIKOI KOKKOI Siapéow 6Aou Tou TrupnvotAdoparog. O
TIUpnViokol uTropei var xpwaTtouv fi Ox1. Ta pitwrika KOTTapa (PeTagacn, avagaacn kal TeAdpaan) €xouv v
pada Tng xpwparivng pn @Bopidouaa. INa mapadelypa avri-SS-A/Ro, avri-SS-Blla

AC-5 Mupnvikd Tayéog/ueyahou kokkou: [axeig kokkol Slapgéow 6Aou Tou TupnvomAdoparog. O
TIUpNVioKoI PTTOpET var XpwaTouv fi 6x1. Ta pItwrika KOTTapa (PETagacn, avapaacn kal TeAdpaan) €xouv v
pada Tng xpwpartivng pn @Bopidouaa. IMa mapadelypa avti -Sm, avti-U1 RNP

AC-8 Mupnviakd opoloyevég: Aicxutog pBopIoP6G ae GAOV ToV TTIUPNVITKO, EVW N HETAQATTIKY TTAGKA Oev
Trapouaiader xpwon. M.x. Avri-PM-Scl, avti Th/To.

AC-9 Nupnviakd BpopBwdeg: AkavoviaTn xpwaon Tou Trupnviokou kai awpara Tou Cajal, pe xpwon Tepi-
XPWHOOWHATIKA OTIG LETAQATIKES TTAAKES. [.X. avTi-QIpTpiAapivn.

AC-21 KuttapomAaopariké Siktuwtd /AAM: Xpwon Traxéwv KOKKwWY IVISiwv TTou exTeivovTal diapéow
TOU TTUPNVOTIAAOATOG. I.X. QVTI-PITOXOVPIOKA QVTICWHATA.

Ta Betikd amoteAéopara pmopolv va TiThotroinBolv. Qg TiTAog opidetain  peyaAiTepn apaiwon Tou divel
BeTIKG amotéAeapa.

Ye Tepimwon Tou Oev TIAPATNPEITAI KOG OTO TIG OUYKEKPIPEVEG XPWOEIG TIOU TIEPIYPAQOVTal, TO
amotéAeopa gival apvnTIKO yia Ta UTTODEIKVUOKEVT aUTOAVTIoWHATA.

MOIOTIKOZ EAEFX0Z

O Getikdg EAeyxog (CONTROL+) kai o Apvntikdg EAeyxog (CONTROL-) Trou mrapéxovial padi pe Ta KIT kwd
50059 Ba mpémel va eAéyxovtal TapdAAnAa pe Ta deiypata Twv acBevav yia T emaAfBeucn TG ykupoTnTag
NG avaAuang.



O Oerikdg EAeyxog (CONTROL+) Ba mipémel va TapoudIGlel Tn GUYKEKPILEVN XPWOon TToU TeplypdgeTal
avwTEPW.

O Apvnrikdg EAeyxog (CONTROL-) dev Tipéel va TTapoudiadel Kapia GUYKEKPIPEVN Xpwarn.

KaBe epyaotripio Ba mpémel va kaBiepwael To SIkd Tou oxfApa eowtepikol MolotikoU EAEyxou, kabug Kai
€mMOIopBwTIKEG SladIKATES yia TNV TEPITITWON TTOU 01 EAeyX01 dev BpioKovTal EVIOG TWV CTTODEKTWV Opitwv.

ANAAYTIKA XAPAKTHPIZTIKA

To aUpmhoko IgG FITC/Evans éxer perpnBei pe Baon 1o Aiebvég Mpdtumo mg M.0.Y. yia avBpwmivn avi-
avogoapaipivn amé mpdBara aueuypévo pe FITC.

H eidikétra Tou OetikoU EAéyxou ANA-Ho emaAnBedetar évavi Tou opol avagopdg AF/CDC1 twv Centers
for Disease Control.

AIATNQZTIKA XAPAKTHPIZTIKA

ANA: O TpoadIopIoO TwV QVTITIUPNVIKWY avTIoWHATWY Trapouctadel euaiobnaia uynAdtepn amé 95% yia

Tov Si1diXuTo £pUBNUATWAN AUKO, Kal XapnAr edIkoTnTaS.

- Mupnvikoé opoioyevég (AC-1): EveIKTIKO TOU GUGTNHIKOU £pUBNUaTWON AUKOU.

- Mupnviké kokkwdeg (AC-4, AC-5): Xxeti(etal pe TOV OUOTNHIKG €pUBNUATWAN AUKO, TNV WEIKTH VOO0
TOWV GUVBETIKWY I0TWY, To aUvdpopo Tou Sjogren, v ToAupuoaiTida i Tnv okAnpodeppia.

- MNupnvioké (AC-8, AC-9): MMepimou oto 50-70% aoBeviov pe aMnlokdhuyn okAnpodeppieg 1
moAupuoaiTidag/depparopuoaindag. Eveaviletar oe mooootd péxpl 33% maoxoviwv amd diaxum
okAnpodepyia, 151K e VEQPIKEG ETTITTAOKEGS.

- Kevipopepidikd (AC-3): Ze mdoyovieg amd dicxum OKApwon, KUpiwg OTn GUVODEUGPEVN aTIO
OeppaTIKEG EMITTAOKEG (80%). Ze OPITUEVES TIEPITITWOEIG, OE AANEG TUVBETIKEG VOTOUGH.

- Mitoxovdpiaké (AC-21): Koivd omv mpwromadr} xoAikr Kippwaon, yevikeupévn akAfpuvon kal oTravio
0t GG TUOTNUIKEG AUTOAVOTEG VOTOUG,

To KIT avTimupnvikwv avTiowpdTwy Menarini xpnaipotomrénke oTov Tpoadiopiaué 140 opuv SIOPOPETIKWY

arépwv pe autodvooeg TaBAoelg (didxutog epubnuatwdng Aukog, oUvdpopo Sjdgren, okAnpodeppia,

ouUvdpopo CREST, deppatiki ToAupuoairida, peuparik apBpinda, autoavoon nrarimda kai Tpwromabrg

YoMk} kippwon), kaBwg kal uyikv Swpntwv. Ta amoreAéopara édeigav pia SlayvwaoTiki euaiodnaia kai

€151ko™Ta yIa To UvoAo Twv autodvoowv Tabaewv TG Tagewg Tou 98,3% Kkai 93%, avtioTolxa.

H khivikiy Sidyvwan dev Ba Tpémer va Bacileral oto amotéeaua piag povo egEtaang, aAd va ouvekTiud
1600 Ta KAIVIKG 600 Kal Ta epyaaTnpiakd dedopéva.

MAPATHPHEEIZ

1. Mnv ayyidete Ta kiTTapa TG koIAdTTaG KAB' 6AN T didipKeia TG diadikaaiag.
2. Xpnoiporoleite @iGAn TAUONG 1 TITTTA YIa auth TRV TTAUGN, ammo@edyovTag Ty Tibavi) empudAuvon amd
Ta TTApaKEipeva deiypara.
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ANTI-NUCLEARE ANTIKORPER HEp-2 (ANA-HEp-2) z
Indirekte Immunfluoreszenz HEp-2 Zellen 3
H
COD 50059 20 x 12 Bestimmungen COD 50060 10 x 12 Bestimmungen
In-vitro-Diagnostikum fiir das klinische Labor A;,’:QE,!";;'{ELN'

VERWENDUNGSZWECK

Testreagenzien qualitativen zur Bestimmung von antinucledren Antikdrpern in Humanserum mittels indirekter
Immunfluoreszenz verwendet werden. Die erhaltenen Ergebnisse sind als Hilfe bei der Diagnose mehrerer
systemischer Autoimmunerkrankungen niitzlich.

METHODENPRINZIP

Antinucleére Antikorper (ANA) aus dem Serum binden an die entsprechenden Antigene, die auf der HEp-2
Zelle prasentiert werden. Der entstehende Antigen-Antikrperkomplex wird durch Fluorescein markierte Anti-
human Immunglobuline nachgewiesen und mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops' sichtbar gemacht.

INHALT

COD 50059 COD 50060
Objekttrager 20 x 12 Best. 10 x 12 Best.
PBS (10%) 2x100mL .
ANA-Ho Posit. Kontrolle Txtml -
[ conTROL]—] | Negative Kontrolle 1x1mbL -
19G FITC/Evans 2x5mL -
Mounting Medium 1x5mL -
SLD| | Deckglaschen 1x12 -
ZUSAMMENSETZUNG
SLIDE kultivierte HEp-2 Zellen pro Auftragsstelle.
PBS Sodium phosphate 112.5 mmol/L, potassium phosphate 30 mmol/L, sodium chloride 1.15 mol/L, sodium

azide 0.95g/L, pH7.2.

CONTROL+ Humanes Serum, das Antinucledre Antikorper (ANA) mit homogenem Muster enthalt, sodium azide
0.95g/L.

CONTROL-  Humanes Serum, sodium azide 0.95 g/L.

CONJUGADO Ziege-Anti-humanes IgG Konjugat mit Fluorescein Isothiocyanate (FITC), Evans blue 0.01 g/L, sodium
azide 0.95g/L.
MOUNT Eindeckmedium: Mowiol 12%, Glycerol 30%, Tris 20 mmol/L, sodium azide 0.95 g/L.

Alle Seren humanen Ursprungs, die fiir die Herstellung von Negativ- oder Positivkontrollen benutzt wurden, sind auf
Vorhandensein von HIV Antikdrpern, HCV Antikérpern und HBs Antigen getestet worden und als negativ bewertet
worden. Dennoch sollten alle Kontrollen als potentiell infektiés behandelt werden.

LAGERUNG

Lagerung bei 2-8°C.

Die Reagenzien sind bis zum auf dem Etikett angegebenen Verfallsdatum haltbar, wenn sie gut verschlossen
gelagert werden und keine Verunreinigung wahrend des Gebrauchs auftritt.



Hinweise zum Nichtgebrauch:

— Flissige Bestandteile: Triibung oder Vorhandensein von Niederschlégen.

— Objekttrager: Risse in der versiegelten Verpackung, makroskopisch sichtbare Defekte in der Zellkultur wie
Kratzer oder Abldsen der Zellschicht.

ZUSATZREAGENZIEN

PBS PBS (10x).

CONJUGATE IgG FITC/Evans.

MOUNT Eindeckmedium.

CONTROL+  ANA-Ho positive Kontrolle.

CONTROL+  ANA-Sp Positive Kontrolle: Humanes Serum, das Antinucleére Antikorper (ANA) gesprenkeltes
Muster, sodium azide 0.95 g/L.

CONTROL+ ANA-Nu Positive Control: Humanes Serum, das Antinucledre Antikérper (ANA) nucleoldres
Muster, sodium azide 0.95 g/L.

CONTROL+ ANA-Ce Positive Control: Humanes Serum, das Antinucledre Antikorper (ANA) zentromeres
Muster, sodium azide 0.95 g/L.

CONTROL-  Negative Kontrolle.

REAGENZIENVORBEREITUNG

PBS: Stellen Sie eine Verdiinnung der Reagenz B 1/10 mit destilliertem Wasser her. Diese ist 1 Monat lang
stabil, falls sie immer bei 2-8°C gelagert, dicht verschlossen gehalten und wenn sorgféltig darauf geachtet
wird, jegliche Kontamination wahrend des Gebrauchs zu vermeiden.

Alle anderen Reagenzien sind gebrauchsfertig.

ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

—  Feuchte Kammerr

—  Wasch-Kiivette

—  Fiir das Sichtbarmachen der FITC Markierung wird ein Fluoreszenz Mikroskop mit einem Anregungsfilter von 495
nm und einem Emissionsfilter von 525 nm benétigt.

PROBEN

Fiir den Test kann Serum oder Plasma eingesetzt werden. Diese sollten innerhalb einer Woche verwendet werden und

bei 2-8°C gelagert werden.

Die Proben werden 1/80 in PBS (siehe Vorbereitung der Reagenzien) vorverdiinnt bevor sie in den Test eingesetzt
werden. Fiir die weitere Titration positiver Proben, diese in zweifachen Verdiinnungsschritten, ausgehend von 1/160 in
PBS weiterverdinnen.

Jedes Labor muss jedoch ein eigenes Verdinnungsverhéltnis ermitteln, das die Besonderheiten der
Bevélkerungsstruktur beriicksichtigt.

VERFAHREN

1. Alle Reagenzien und Proben auf Raumtemperatur bringen.

2. Von den verdiinnten Proben oder Kontrollen je einen Tropfen (25 L) auf ein Feld des Objekttragers (A) tropfen. Es
ist wichtig, dass das Feld vollstandig bedeckt ist (Anmerkung 1).

30 min in der Feuchtkammer bei Raumtemperatur (15-30°C) inkubieren.

Uberschiissige Tropfen vorsichtig abschiitteln, dabei Kreuz-Kontamination der Seren vermeiden.

Den Objekttréger vorsichtig mit PBS (siehe Vorbereitung der Reagenzien) abspilen (Anmerkung 2).

Den Objekttrager in einer mit PBS gefilllten Wasch-Kiivette 5 min waschen. Das PBS wechseln und das Waschen
wiederholen.

7. Den Objekttrager mit Hilfe des mitgelieferten Blotting Papiers vorsichtig trocknen. Das Substrat darf nicht
austrocknen
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8. Einen Tropfen von Reagenz D auf jedes Feld auftragen. Den Objekttrager dann fiir 30 min bei Raumtemperatur (15-
30°C) in der Feuchtkammer inkubieren.
9. Wiederum waschen (Punkt 6) und trocknen (Punkt 7).

Einige Tropfen von Reagenz E auf den Objekttrédger geben und mit einem Deckglas abdecken, dabei das Bilden
von Luftblasen vermeiden.

AUSWERTUNG

Den Objekttrager mit einem Fluoreszenzmikroskop (250-400x) auswerten. Um optimale Ergebnisse zu erreichen solite
der Objekttrager sofort abgelesen werden. Der Bereich, der zum Ablesen herangezogen werden sollte, ist in der
Zeichnung verdeutlicht. Es sollte sich um einen Bereich zwischen Zentrum und Rand handeln. Die Fluoreszenz im Rand
oder Zentrumsbereich gilt nicht als reprasentativ.

o

Auftragsfeld Ausgewahlter Ausschnitt

Die in der empfohlenen Verdiinnung als spezifische beurteilte Fluoreszenz, sollte nach folgendem Mustern als positiv
gewertet werden.

ANA: Es gibt verschiedene nukleére und zytc ische Fluoreszenzmuster, die als positives Testergebnis betrachtet
werden. Verschiedene Muster konnen in ein und demselben Serum koexistieren und sich bei dessen Verdiinnung sogar
verandern. Nachfolgend werden die wichtigsten antinukledren Muster beschrieben, wobei die Nomenklatur des ICAP
(International Consensus on ANA Patterns)? verwendet wird:

AC-1 Nukledr homogen: GleichmaRig verteilte homogene Fluoreszenz des Nukleoplasmas. Die Kernkdrperchen
(Nukleolen) kénnen in Abhéngigkeit von der verwendeten HEp-2 Zelle angeférbt sein oder nicht. In mitotischen Zellen
(Meta-, Ana- und Telophase) wird das Chromosomenmaterial intensiv hyalin angefarbt.

AC-3 Zentromer: Diskrete grosse Granula (40-80 pro Zelle) verteiltim Kern der Interphasezellen und ausgerichtet in der
Region kondensierten Chromatins von mitotischen Zellen

AC-4 Nukledr fein gesprenkelt: Feine kleine Granula verteilt im gesamten Nukleoplasma. Die Kernkérperchen
(Nukleolen) kénnen angefarbt sein oder nicht. Keine Anfarbung des kondensierten Chromosomenmaterials mitotischer
Zellen (Meta-, Ana-, Telophase).

AC-5 Nukledr grob gesprenkelt: Grobe Granula im gesamten Nukleoplasma. Kernkérperchen (Nukleolen) kénnen
angeférbt sein oder nicht. Keine Anfarbung des kondensierten Chromosomenmaterials mitotischer Zellen (Meta-, Ana-,
Telophase).

AC-8 Homogen nukleoldr: Diffuse Fluoreszenz der Kernkdrperchen (Nukleolen). Das kondensierte
Chromosomenmaterial der Metaphase-Zellen wird nicht angefarbt

AC-9 Schollig nukleolar: UnregelméaRige Anfarbung der Kernkdrperchen (Nukleolen) und der Cajal-Kérper mit einer
peri-chromosomalen Anfarbung in mitotischen Zellen.

AC-21 Reticuldr passend zu AMA: Grobgranuldre perlschnurartige Anfarbung im gesamten Zytoplasma.
Positive Seren sollten austitriert werden. Als Serum Titer wird die Verdiinnung bezeichnet, bei der noch eine positive

Fluoreszenz zu sehen ist. Wenn keine der beschriebenen Férbungen zu erkennen sind, sollte das Ergebnis als negativ
fiir die Autoantikorper bezeichnet werden.

QUALITATS KONTROLLE

Die im Testkit cod 50059 enthaltende positive (CONTROL+) und negative Kontrolle (CONTROL-) sollten zusammen mit
den Patientenseren angesetzt werden, um die Durchfiihrung als giltig zu bezeichnen.

Die positive Kontrolle (CONTROL+) sollte die oben beschriebene spezifische Fluoreszenz liefern.

In der negativen Kontrolle (CONTROL-) sollte keine spezifische Farbung zu sehen sein.

Jedes Labor sollte sein eigenes internes Labor Qualitasschema fiir die korrekte Durchfiihrung aufstellen, falls Kontrollen
nicht in der angegebenen Zeit reagieren sollten.




TEST CHARAKTERISIERUNG

Der IgG FITC/Evans Konjugat ist gegen Internationalen Muster der WHO von menschlichen Anti-immunoglobulin von
Schaf kalibriert und mit FITC-Konjugiert.

Die Spezifitat der ANA-Ho positiven Kontrolle wurde mit dem AF/CDC1 Referenzserum des Centers for Disease
Control tiberpriift.

DIAGNOSTISCHE EIGENSCHAFTEN

ANA: Die Sensitivitat der Bestimmung von antinucléren Antikdrpern bei Sy 1en Lupus Er ist hoher

als 95%, obwohl die Spezifitat ziemlich niedrig ist?.

— Nukledr Homogen (AC-1): Hinweis fiir Systemischen Lupus Erythematosus.

— Nukledr Gesprenkelt (AC-4, AC-5): Enge Assoziation zu Sy 1en Lupus Ery Connective Tissue
Disease, Sjogren’s Syndrom, Polymyositis oder Sklerodermie.

— Nucleoldir (AC-8, AC-9): In ungefshr 50-70% der Patienten mit Uberlappungssyndrom und
Polymyositis/Dermatomyositis Syndrom beschrieben. Bis zu 33% werden diese Antikorper auch bei Patienten mit
systemischer Sklerodermie, besonders mit Nierenbeteiligung® beschrieben.

— Zentromer (AC-3): Bei Patienten mit Systemsklerose, besonders bei der Form, die auf die Haut beschrénkt bleibt
(80%). Glegentlich auch bei einigen anderen Kollagenosen®.

— Reticuldr passend zu AMA (AC-21): haufig bei primére bilidre Leberzirrhose, selten bei Systemsklerose und
anderen SARD.

Der Satz antinukledrer Antikorper Menarini wurde zur Untersuchung von 140 Seren einer Reihe von Patienten mit
Autoimmunkrankheiten ~ (Lupus  erythematodes, ~ Sjogren-Syndrom, ~ Sklerodermien, ~ CREST-Syndrom,
Dermatopolymyositis, rheumatische Arthritis, Autoimmunhepatitis und primére bilidre Leberzirrhose) sowie von
gesunden Spendern eingesetzt. Die Ergebnisse zeigten eine Empfindlichkeit und diagnostische Spezifitét fiir den
Komplex der Autoimmunerkrankungen von 98.3% bzw. 93%.

Die klinische Diagnose darf sich nicht allein auf das Ergebnis dieses Tests berufen, sondern muss alle klinischen und
laboranalytischen Daten einbeziehen.

ANMERKUNGEN

1. Die fixierten Zellen auf dem Objekttrager wahrend der Durchfiihrung nicht beriihren.

2. Beim Waschen der Objekttrager eine Spritzflasche oder eine Pipette verwenden, um Kreuzreaktionen der
benachbarten Felder zu vermeiden.
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