EN
General Immunofluorescence Assay Method

PRODUCT INSERT

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

SUMMARY AND EXPLANATION

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

PRINCIPLES OF PROCEDURE

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

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

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

Substrate Slide Conjugate Positive Control Specimen Sample Incubation Time
Dilution
[REF] Description [REF] Description [REF] Description
2123 Primate 2099 Anti-human IgG FITC 2279 Adrenal 1:4 30 minutes
Adrenal Gland with Evans Blue Antibody
Slide, 6 well Counterstain, 5ml Positive
(primate-adsorbed) Control
2124 Primate 2099 Anti-human IgG FITC 2201 ANA Homogeneous 1:10 30 minutes
Salivary Gland with Evans Blue Control
Slide, 6 well Counterstain, 5ml

(primate-adsorbed)

21254 Primate Ovary 2099 Anti-human TgG FITC 2206 Steroidal Cell 1:10 3 hours
Slide, 4 well with Evans Blue Antibody
Counterstain, 5ml Positive
(primate-adsorbed) Control
2127 Primate 2099 or Anti-human TgG FITC 2201 ANA Homogeneous 1:10 30 minutes
pituitary 2100 with Evans Blue control
slide, 6 well Counterstain, b5ml

(primate—adsorbed)

2128 Primate 2099 Anti-human TgG FITC 2280 Hu Antibody 1:10 30 minutes
Cerebellum with Evans Blue Positive
Slide, 6 well Counterstain, b5ml Control

(primate—adsorbed)

2134 Primate 2140 Goat antihuman IgM 2209 MAG Antibody 1:10 30 minutes
Sciatic Nerve FITC with Evans Blue Positive
Slide, 6 well Counterstain, b5ml Control
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2147 Primate Split 2099 Anti-human IgG FITC 2213 Intercellular 1:10 30 minutes
Skin Slide, 6 with Evans Blue and/or Antibody
well Counterstain, bml 2217 Positive
(primate—adsorbed) Control and/or
BMZ Antibody
Positive
Control
2148 Rat 2100 Goat anti-human IgG 2201, ANA  (Homo) 1:10 30 minutes
Kidney/Stomach FITC with Evans Blue 2210 Positive
Slide, 8 well Counterstain, bml Control , AMA
(primate—adsorbed) Positive
Control
2149 Primate 2140 Goat antihuman IgM 2209 MAG Antibody 1:10 30 minutes
Nerve/Bovine FITC with Evans Blue Positive
Nerve Slide, 6 Counterstain, bml Control
well
2155 Primate 2100 (or Goat anti-human IgG 2213 Intercellular 1:10 30 minutes
Esophagus 2099) FITC with Evans Blue and/or Antibody
Slide, 6 well Counterstain, b5ml 2217 Positive
(primate—adsorbed) Control and/or
BMZ Antibody
Positive
Control
2156 Transitional 2100 Goat anti—human IgG 2241 PNP positive 1:10 30 minutes
Epithelium FITC with Evans blue Control
slide 6 well counterstain
2157 Primate Heart 2099 Anti-human IgG FITC 2235 Heart/ Skeletal 1:10 30 minutes
Muscle Slide, with Evans Blue Muscle Antibody
6 well Counterstain, 5ml Positive
(primate-adsorbed) Control
2158 Primate 2099 Anti-human IgG FITC 2235 Heart/ Skeletal 1:10 30 minutes
Skeletal with Evans Blue Muscle Antibody
Muscle Slide, Counterstain, 5ml Positive
6 well (primate-adsorbed) Control
2169 Mouse Stomach 2100 Goat anti-human IgG 2201 ANA Homogeneous 1:10 30 minutes
Slide, 6 well FITC with Evans blue control
counterstain
2172 Rat Skeletal 2100 (or Goat anti-human TgG 2201 ANA Homogeneous 1:10 30 minutes
muscle, 6 well 2099) FITC with Evans Blue control
Counterstain, b5ml
(primate-adsorbed)
2180 Primate 2099 Anti-human IgG FITC 2239 Thyroid/ 1:10 30 minutes
Thyroid Slide, with Evans Blue Microsomal
6 well Counterstain, 5ml Antibody
(primate-adsorbed) Positive
Control

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

Optional components

[REF]
2099
2100
2100x
2100x-8
2100-15

Description
Primate—adsorbed goat anti—human IgG FITC with Evans blue counterstain

Goat
Goat
Goat
Goat

2100-15x  Goat

2107
2107x
2113
2113x
2113-15
2130
2130x
2130-15

Goat
Goat
Goat
Goat
Goat
Goat
Goat
Goat

anti—human
anti—human
anti—human
anti—human
anti—human
anti—human
anti—human
anti—human
anti—human
anti—human
anti—human
anti—human
anti—human

IgG FITC with Evans blue counterstain

IgG FITC without Evans blue counterstain

I1gG FITC

IgG FITC with Evans blue counterstain

IgG FITC without Evans blue counterstain

IgA FITC with Evans blue counterstain

IgA FITC without Evans blue counterstain

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

2140 Goat anti—human IgM FITC with Evans blue counterstain 5ml
2140x Goat anti—human IgM FITC without Evans blue counterstain 5ml
2200 IFA Negative Control 0. 5ml
2201 ANA Homogeneous Positive Control 0. 5ml
2206 anti-Steroidal Cell Positive Control 0. 5ml
2209 anti-MAG Positive Control 0. 5ml
2210 AMA Positive Control 0. 5ml
2210-1 Low titer AMA Positive Control 0. 5ml
2210-50 AMA Positive Control 50ml
2211 ASMA Positive Control 0. 5ml
2212 AGPA Positive Control 0. 5ml
2213 anti—-IC Positive Control 0. 5ml
2214 anti-1C Positive Control (pemphigus vulgaris) 0. 5ml
2216 anti—IC Positive Control (pemphigus foliaceus) 0. 5ml
2217 anti-BMZ Positive Control (pemphigoid) 0. 5ml
2235 anti-Heart/Skeletal Muscle Positive Control 0. 5ml
2239 anti-Thyroid/Microsomal Positive Control 0. 5ml
2243 IgG FITC Conjugate with Evans Blue 60 ml
2261 Ribosomal Positive Control 0. 5ml
2279 anti-Adrenal Positive Control 0. 5ml
2280 anti—Hu Positive Control 0. 5ml
2281 anti-Yo (PCA-1) Positive Control 0. 5ml
2301 PBS for 1 liter
2302 Sample Diluent 60ml
2500 Microscope Slide Coverglass (24x60mm) box of 12
2505 Mounting Medium Dropper Vial 5ml
2506 Mounting Medium Dropper Vial 60ml
2510% Evans Blue Counterstain 1. Oml

Symbols used on labels:
[LOT] Lot number
[REF]  Catalog number
[IVvD] In vitro diagnostic use
e Use by
t Storage temperature
I Consult instructions for use
s Number of tests
Manufacturer
Date of Manufacture

M

@ * 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
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* Staining dish (e.g. Coplin jar)

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

* 1 liter container

* Wash bottle

* Paper towels

* Incubation chamber

WARNINGS AND PRECAUTIONS

For in vitro Diagnostic Use. All human derived components used have been tested for HbsAg, HCV,
HIV-1 and 2 and HTLV-I1 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 (NaN3) may react with lead and copper plumbing to form highly explosive
metal azides. Upon disposal of liquids, flush with large volumes of water to prevent azide
buildup. Sodium azide may be toxic if ingested. If ingested, report incident immediately to
laboratory director or poison control center.

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

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

PROCEDURE

Test Method

A. Screening

1. Dilute each patient serum with the Buffered Diluent according to the dilution recommended
in the Materials Provided section. 1:4 (0.1 ml serum + 0.3 ml diluent) or 1:10 (10 m1l
serum + 90 n1l diluent). Do not dilute Positive or Negative Controls to be used. Save the
undiluted sera to determine antibody titers if screening tests are found to be positive.

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

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

4. Invert dropper vial and gently squeeze to apply 1 drop (or enough to assure well coverage)
of the Negative Control to well #1. If applicable, apply 1 drop of Positive Control to well
#2. Avoid overfilling the wells

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

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

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

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

9. Repeat steps 7 and 8 for each slide

10. Replace the 1lid 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
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12.

13.

14.
15.

PBS for 10 minutes. If optional conjugate without counterstain is used (see optional
components in Materials Provided Section), 2-3 drops of Evans Blue counterstain may be
added to the final wash. Repeat for the remaining slides. NOTE: Improper washing may lead
to increased background fluorescence

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

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

Repeat steps 12 and 13 for each slide.

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

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

B. Endpoint Determination (titration)

A serum positive in the screening test may be further tested following steps 5 through 13 to
determine the titer. Make serial two—fold dilutions starting at the initial screening dilution
The reciprocal of the highest dilution producing a positive reaction is the titer. Tables for
standard screening dilutions are provided below:

Preparation of Serial Dilutions Starting at 1:4

Number six tubes 1 through 6. Add 0.3 ml of Sample Diluent to tube 1 and 0.2 ml to tubes 2
through 6. Pipette 0.1 ml of undiluted serum to tube 1 and mix thoroughly. Transfer 0.2 ml from
tube 1 to tube 2 and mix thoroughly. Continue transferring 0.2 ml from one tube to the next

after mixing to yield the dilutions depicted in the following table:

Tubes 1 2 3 4 5 6
Serum 0.1 ml
+
Buffered Diluent 0.3ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2 ml
2 2 2 2 2
Transfer 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2 ml
Final dilution 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 etec.

Preparation of Serial Dilutions Starting at 1:10
Number six tubes 1 through 6. Add 0.9 ml of Sample Diluent to tube 1 and 0.2 ml to tubes 2

through 6. Pipette 0.1 ml of undiluted serum to tube 1 and mix thoroughly. Transfer 0.2 ml from

tube 1 to tube 2 and mix thoroughly. Continue transferring 0.2 ml from one tube to the next
after mixing to yield the dilutions depicted in the following table:

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

QUALITY CONTROL

Page 5 of 49



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

Control should show no specific fluorescence. The laboratory must determine the appropriate

performance characteristics of the Positive Control used.

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

continue to occur with the controls, these may be due to:

*  Turbidity. Discard and use another control

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

* Allowing the slide to dry during the procedure.

INTERPRETATION OF RESULTS

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

LIMITATION OF THE PROCEDURE

Results of all positive indirect immunofluorescence tests along with the results of other
laboratory tests and the clinical condition of the patient when making a diagnosis
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evikn MéBodog Aokiung AvocogpBopiouou
ENOETO NPOIONTOZ

ZKOMOYMENH XPHZH
Ta ouoTatikd TTou avaypagovTal oTnv evotnTa “YAIKE” pTTopouv va XpnolhoTroinBouv yia TV avixveuon
QAVTICWUATWY OTOV avOpWITIVO 0pd PE EUPETO avOooPBOoPIoUO.

MEPIAHWH KAI AITIOAOIIA

O1 TTopouceg 0dnyieg yia Xprion TTApEXOUV TTPWTOKOAAO VEVIKAG XPNAONG QVTIKEIUEVOPOPEG TTAAKEG
UTTOOTPWHATOG KAl OUZEUEEIG KATAAANAEG IO PEAETEG EUUECOU avOGOPBOPITUOU. AUTOAVTICWHATA EVOEXETAI
va OTITIKoTToINBoUv O¢ pIa TTOIKIAIG 10TOTEPAXiWVY KOl KUTTAPOKOAAIEPYEIOG OE UTTOOTPWHATA PE TN XPron
OueuKkTIKOU cuoTApaTog avTiowpdtwy FITC. H apyr Tng diadikaciag TTepiypd@eTal oTNV ETOUEVN EVOTNTA.
ZEXWPIOTA EPYATTHPIO EVOEXETAI VA XPNOIMOTTOIOUV QUTO TO €VOETO TTPOIGVTOC WG 0BNYO WaTOCO Ba TTPETTE
Va TIPOYUATOTIOIE EGWTEPIK TEKPUNPIWON ECWTEPIKWY TIPWTOKOAAWY PE TN XPAON QUTWY TWV UAIKWV.

APXEZX AIAAIKAZIAZ

Ta ouoTaTik@ TTou avaypd@ovTtal oTnv evotnta “YAIKG” utmopolv va XpnoiuotroinBolv oe TTpwTOKOAAQ
duecou avooo@Bopioyol. e auTd TO TTPWTOKOAAO OpPOG TOUu 0a0BevoUg ETTWALETAI OE QVTIKEINEVOPOPO
TTAGKO UTTOOTPWHOTOG WOTE VA ETTITPETTEI T OECUEUCT AVTIOWUATWY. Ta adé0PEUTa aVTIOCWHPATA aQaAIPOUVTal HE
v TAUon. Ta avriowpara karnyopiog IgA, 1gG kai/y IgM, 1Tou éxouv deoueuBei OTTwg KaBopileTal 0N
Xpnolgotroloupevn oUZeun, avixveEUOVTaI PE TNV ETTWOOT TOU UTTOOTPWHATOG PE CUZEUKTIKO avTiowa Katd
™G avlpwTTivng avoooo@aipivng TO OTIoI0  gival O£onUaouévo e  @AOUOpPOOKEivn.  AvTidpdoeig
TTapaTNEOUVTAl KATW a1rd PIKPOOKOTIIO avooo@Bopiouol eCoTTAIcuéVO pe KaTAAAnAa @iATpa. H trapouaia
TWV avTIOPACEWY TWV QVTIOWUATWY OJIATTICTWVETAI PE TNV Trapoucia @Bopiouol €éviovou TPdcivou
XPWHOTOG O€ OUYKEKPIMEVES I0TOAOYIKEG OOPEG OTO uTTéOTpwUa. O TiTAOG pTTOPEl va KaBopIoBei e
diadoyIk apaiwaon Tou deiypartog. O TiTAOG gival TO avTioTpo@o TNG PEYOAUTEPNG apaiwong TTou £dwoe
Betikn avtidpaon'.

NAHPO®OPIEZ MPOIONTOX

®UAagn Kal TpoETOINATIia

®uAagTe OAa Ta avTidpacThApia oToug 2-8°C. Ta avTidpacTipia gival £Toiya yia XprRon epdoov ¢Bdoouv ot
Bepuokpaacia dwpariou.

YAIkd

O1 TTapoloeg 0dnyieg TTapEXOVTal yia Xpron Je EEXwPIOTA OUOTATIKA, CUUTTEPIAGUBAVOUEVWY TWV KWIIKWV
TTPOIOVTOG TTOU avaypd@ovTal KaTtwTépw. O1 avTIKEIUEVOPOPOI UTTOOTPWHATOS avaypdagovTtal diTTAa aTnv
ou0geugn TToU gival KATAAANAN yia TV Avixveuon avTICWHATWY OTO CUYKEKPIPEVO UTTOGTPWHA.

AvTIKEINEVOPOPOI YTTOOTPWHATOG Z0geuén OeTik6G ‘EAgyxog Apaiwon Xpoévog Emraong
Asiyparog Asiyparog*
[REF] Nepiypagn [REF] Nepiypagn [REF] Nepiypagn
2123 MpwTevouca 2099 FITC (1c08¢g10kuavikr 2279 OeTIKOG ‘EAeyxog 1:4 30 AemrTdt
AvVTIKEINEVOPOPOG @Aouopgeiaivn) avti- AvTiowpaTWwY
MAGka avBpwivng IgG aiyag pe Emiveppidiwv
MpwTtevovTog uTTAE avTixpwon Evans,
Emvegppidiou, 6 5ml (ammoppdenon
BuBiopaTwy TIPWTEUOVTWYV)
2124 MpwTtevouoa 2099 FITC avt-avBpwmvng IgG 2201 Opoloyevig 1:10 30 AerTd
AvTIKEINEVOPOPOG aiyag Ye PTTAE avTixpwon ‘EAeyxog ANA
MAdka Ziehoydvou Evans, 5ml (amroppdgnon
Adévog, 6 TIPWTEUOVTWV)
BuBiopdaTwv
2125-4 MpwTevouca 2099 FITC avti-avBpwivng IgG 2206 OeTIKOG ‘EAeyxog 1:10 3 wpeg
AvTIKEINEVOPOPOG aiyag Ye PTTAE avTixpwon ZTEPOEIBWV
MAdka Qobrkng, 4 Evans, 5ml (amroppégnon Kuttdpwy
BubigpdaTwy TTIPWTEUOVTWYV)
2127 MpokaBripevog Tng 2099 or FITC avt-avBpwmvng IgG 2201 ANA Opoyeveig 1:10 30 AerTd
uégpuong Slide , 4 2100 aiyag Je PTTAE avTixpwon EAéyxou
Kai Evans, 5ml (amroppdgnon
TIPWTEUOVTWV)
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2128 MpwTevouca FITC avti-avBpwivng IgG OeTIKOG ‘EAeyxog 110 30 AemrTdt
AVTIKEINEVOPOPOG 2099 aiyag Pe PTTAE avTixpwon 2280 Avtiowpatwy Hu
MAGka Evans, 5ml (amroppégnon
Mapeykepahidag, 6 TIPWTEUOVTWYV)
BuBiopaTwy
2134 Mpwrtevouoa 2140 FITC avr-avBpwmvng IgM 2209 OeTik6G EAeyxog 110 30 AerrTd
AVTIKEIHEVOPOPOG aiyag Pe PTTAE avTixpwaon Avtiowpatwy MAG
MAdka loxiakou Evans, 5ml (ammoppdenon
Neupou, 6 TTPWTEUOVTWV)
BuBiopaTwy
2147 Mpwrtevouoa 2099 FITC avt-avBpwmvng IgG 2213 kailf OeTIKGG EAeyx0g 110 30 AerrTd
AVTIKEINEVOPOPOG aiyag Je PTTAE avTixpwon 2217 EvSoKUTTOpIKWV
MAdka Evans, 5ml (amroppdgnon AvTiowpdTwy Kai/f
AlaoTracpévou TIPWTEUOVTWV) OeTIKOG EAeyx0g
Aépparog, 6 Avtiowpdatwy BMZ
BuBiopaTwy
2148 Rat Slide Negpou / 2100 FITC avt-avBpwmvng IgG 2201, ANA ( Homo ) 110 30 AerTd
oToudy! , 8 Kal aiyag Je PTTAE avTixpwon 2210 O€TIKOG HdpTUPAG ,
Evans, 5ml (amroppdgnon AMA ©eTIk6g
TIPWTEUOVTWV) HapTUPOG
2149 MMpwtevhv T 2140 FITC avTi-avBpwivng IgM 2209 Octikdg EAeyxog 110 30 AetrTd
WV aiyag Je PTTAE avTixpwon AvTtiowpdtwv MAG
VeEUVD LK@V/ Evans, 51m| (amroppoégnan
Booe iS¢y TIPWTEUOVTWV)
v evp o Slide,
6 kK a A&
2155 MpwTevouca 2100 (4 FITC avti-avBpwivng IgG 2213 kai/f OeTIkOG ‘EAeyxog 110 30 AemrTdt
AVTIKEINEVOPOPOG 2099) aiyag Pe PTTAE avTixpwon 2217 EVOOKUTTAPIKWYV
MAdka Oicogayou, Evans, 5ml (amroppégnon AvTiowpdatwy Kai/f
6 BuBiopdTwyv TIPWTEUOVTWYV) OeTIkOG ‘EAgyxog
Avtiowpdtwv BMZ
2156 HeTABATIKO 2100 FITC avt-avBpwmvng IgG 2241 PNP 110 30 AerTd
emonAio MAdka, 6 aiyag Pe PTTAE avTixpwon OeTIKOG EAeyx0g
BuBiopaTwy Evans
2157 MpwTevouca 2099 FITC avti-avBpwivng IgG 2235 OETIKOG 0pOG 110 30 Aemrtdt
AVTIKEINEVOPOPOG aiyag Ye PTTAE avTixpwon eAéyxou
MAdka Mudg, 6 Evans, 5ml (amroppégnon Kapdlokwv/ZKeAETI
BuBiopdaTwv TTIPWTEUOVTWV) KoU Mudg
AVTICWHPATWY
2158 Mpwtevouoa 2099 FITC avt-avBpwmvng IgG 2235 O€TIKOG 0pOG 110 30 AerTd
AVTIKEINEVOPOPOG aiyag Ye PTTAE avTixpwon eAéyxou
MAdka ZKkeAETIKOU Evans, 5ml (amroppdgnon KapSiakwv/ZKeAETI
Muég, 6 TIPWTEUOVTWV) KoU Mudg
BuBiopdaTwv QAVTIOCWHATWYV
2169 TTOVTiKI GTOHAX! 2100 FITC avt-avBpwmvng IgG 2201 ANA Opoyeveig 110 30 AerTd
Slapaveia 6 KaAd aiyag Pe PTTAE avTixpwon EAéyxou
Evans
2172 Siapaveia 2100 (4 FITC avti-avBpwrivng IgG 2201 ANA Opoyeveig 110 30 AemrTdt
OKEAETIKO YU 2099) aiyag Pe PTTAE avTixpwon EAéyxou
apoupaiou 6 Kahd Evans, 5ml (amroppégnon
TIPWTEUOVTWYV)
2180 Mpwtevouoa 2099 FITC avt-avBpwmvng IgG 2239 O€TIKOG 0pOG 110 30 AerTd
AvVTIKEINEVOPOPOG aiyag Ye PTTAE avTixpwon eAéyxou
MAdka Evans, 5ml (amroppdgnon QAVTIBUPEOEIBIKWV/HI
Oupeoeidolg, 6 TIPWTEUOVTWV) KPOOWHIAKWY
BuBiopdaTwv QAVTIOCWHATWYV
* H delTepn emmwaon (ETwaon ouleuéng) o€ OAeg TIG TTEPITITWOEIG Eival 30 AETTTA.
MPOoALPETIKA CUCTATIKA
[REF] Mepiypagn UM
2099 FITC (ammoppdenon TTpwTeudvTWY) avTi-avlpwrivng IgG aiyag pe PtrAe avtixpwon Evans  5mi
2100 FITC avti-avBpwrivng IgG aiyag pe utrAe avrixpwon Evans 5mi
2100x FITC avr-avBpwivng IgG aiyag Xwpig YTTAE avTixpwon Evans 5ml
2100x-8  FITC avt-avBpwTivng IgG 8ml
2100-15  FITC avt-avBpwTivng IgG aiyag pe PTrAe avtixpwon Evans 15ml
2100-15x  FITC avTi-avBpwTivng IgG aiyag xwpig utrAe avrixpwon Evans 15mi
2107 FITC avTi-avBpwivng IgA aiyag e PTTAe avtixpwaon Evans 5mi
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2107x FITC avt-avBpwtrivng IgA aiyag xwpig utrAe avtixpwon Evans 5mi
2113 FITC avTi-avBpwrivng aiyag moAucBevikA (IgG/IgA) pe uTAe avtixpwon Evans 5mi
2113x FITC avti-avBpwrivng aiyag moAuaBevikn (IgG/IgA) xwpig putrAe avtixpwaon Evans 5mi
2113-15  FITC avmi-avBpwTivng aiyag TToAuaBevikr (IgG/IgA) ue putrAe avtixpwaon Evans 15mi
2130 FITC avti-avBpwrivng aiyag moAuaBevikn (IgG/IgA/IgM) e ptTAe avtixpwonEvans 5mi
2130x FITC avt-avBpwivng aiyag ToAuoBevikn (IgG/IgA/IgM) xwpig uTTAe avtixpwon Evans 5ml
2130-15  FITC avti-avBpwTrivng aiyag ToAucBevikn (IgG/IgA/IgM) pe ptTAe avtixpwonEvans 15ml
2130-15x  FITC avti-avBpwTrivng aiyag ToAucBevikn (IgG/IgA/IgM) xwpig pTtAe avtixpwon Evans  15ml
2140 FITC avti-avBpwtrivng IgM aiyag e putrAe avrixpwon Evans 5mi
2140x FITC avr-avBpwrivng IgM aiyag xwpig utrAe avrixpwon Evans 5ml
2200 ApvnTikOG 0p6G eAEyxou IFA 0.5ml
2201 OeTIkKdG 0pAG opoioyevoUg eAéyxou ANA 0.5ml
2206 OEeTIKOG 0PAG EAEYXOU QVTIOWUATWY AVTIOTEPOEIBWV KUTTAPWY 0.5ml
2209 OeTIKOG 0pAG eAéyxou avTiowpaTwy anti-MAG 0.5ml
2210 AMA 0 e T 1 ko) e Adéy xowv 0. 5ml
2210-1 Xaun}\(’)g T[T)\Og AMA GeTLK(’)g op(’)g e Ay X0 0. 5ml
2210-50 AMA 0 e 11 x o) e Ady X0 50ml
2211 OEeTIKOG 0pOG eAéyxou ASMA 0.5ml
2212 OeTIKOG 0p6¢ eAéyxou AGPA 0.5ml
2213 OEeTIKOG 0pOG eAEyxOU avTiIowpdaTwy anti-IC 0.5ml
2214 OeTIKOG 0pdG eAéyxou avTi-IC (kovh méupiya) (pemphigus vulgaris) 0.5ml
2216 OeTIKOG 0pBG eAéyxou avTi-IC (puAAwdng méupiya) (pemphigus foliaceus) 0.5ml
2217 OeTIKOG 0pOG eAEyxou avTi-BMZ (méugiya) (pemphigoid) 0.5ml
2235 OeTIKOG 0pBG eAEyXoU avTi-Kapdiakwv/ZkeAeTIKOU MUGG avTIowPATWY 0.5ml
2239 OEeTIKOG 0pOG EAEYXOU aVTIOUPEOEIBIKWV/UIKPOCWHIAKWY AVTICWHATWY 0.5ml
2243 IgG ouptrAdkou FITC pe Evans Blue 60ml
2261 PiBoowpiké P BeTIKOG 0pdg eAEyXOU 0.5ml
2279 OETIKOG 0POG EAEYXOU QVTI-ETTIVEQPISIAKWY AVTICWHATWY 0.5ml
2280 OeTIKOG 0pAG eAEyXOU QVTICWHATWY anti-Hu 0.5ml
2281 OeTIKOG 0pAG eAEyXOU QVTICWHATWY anti-Yo 0.5ml
2301 PBS yia 1 Aitpo
2302 AidAupa Apaiwong AgiyuaTog 60mi
2500 AvTikelpevo@opog MNMAdka MikpookoTriou Coverglass (24x60mm) KouTi Twv 12
2505 Z1ayovoperpo Mounting Medium 5mi
2506 Z1ayovoperpo Mounting Medium 60ml
2510* Avtixpwon Evans Blue 1.0ml

ZUuBoAa TTOU XPNOIMOTTOIOUVTAl OE ETIKETEG:

[LOT]

[REF]

(VD]
e

@&lm — ~+

Ap1Bpés MapTidag

Ap1Bu6G kKataAdyou

AlayvwoTIKA xpron in vitro

Xpnon éwg

O¢epuokpacia atTodAkeuoNng
>upPBouAeurteite TIG 0dnyieg Xprong
Ap1BU6S SoKIPwY

KataokeuaoThg

Huepopnvia kataokeung

* Kivouvog. MTropei va trpokaAéoel Kapkivo. E@odiaoTeite pe TG €10IKEG odnyieg TTpIv atmd TN
xpnon. Mnv 1o xpnoigotroinoeTe TpIv OIaBACETE KAl KATAVONCETE TIG 00nyieg TTpo@uAagng. ZE
MEPINTQXH ékBeong A mBavéTnTag €KBeONG: ZupPBouAeuBeite / ETioke@Beite yiatpd. Na @opdre
TIPOOTATEUTIKA YAVTIa/ TTPOOTOTEUTIKG evdUpaTta/ péoa OTOMIKAG TTpooTaciag yia ta pdama /
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TpoowTro. Puldooetal kKAeIdwpévo. PuAdooeTal KAeIdwPEVO. AIGBETT TOU TTEPIEXOUEVOU/TTEPIEKTN
OTO €YKeKPIYEVO O1GBeanG atToRANTWV.

YAIKa TOU atraiToUvTal aAAd Sev TrapéxovTal
* MikpookéTTio @BopicuoU

* Mikpotmitréta fj iTéTa Pasteur

* OpOoAOYIKEG TTITTETEG

* TpUBAIo xpwong (11.x. doxeio Coplin)

* Mikpoi BOKINAOTIKOi CWANVEG (TT.X. dlaoTdoewy 13 X 75 mm) Kal popéag SOKIHAOTIKWY CWARVWY
* ATTECTOYMEVO 1] OTTIOVIOUEVO VEPD

* MepiékTng 1 AiTpou

* ®1GAN ékTTAUONG

* ATTOPPOPNTIKEG XAPTIVEG XEIPOTTETOETEG

* ©dAapog eTWwaAONG

MPOEIAONOIHZEIZ KAl MPO®YAAZEIX

MNa in vitro dilayvwoTikh xprion. OAa Ta ouoTaTIKA avOPWTTIVNG TTPOEAEUCNG TTOU XPNOIUOTTOIOUVTAl £XOUV
eheyxBei yia Tnv Tapouaia Tou avtiyovou HbsAg, Twv 1wv HCV, HIV-1 kai 2, kaBwg kai Tou 100 HTLV-I kai
éxouv Bpebei apvnTikG, cupwva pe TIg e¢eTdoelg Tou arraitei o Opyavioudg Tpoipwv kal Papudkwy Twv
HIMA (FDA). OAa 1a dciypata avBpwtrivou opol Kal TTpoidviwy avBpwTrivng TTpoéAeuong Ba TTpETTeEl va
avTIgeTWTTIovTal WG duvnTIKA €mmikivduva, avegdptnta amd Tnv TPoéAeuar Toug. AKoAouBnoTe TIG opBEg
£PYOAOTNPIAKEG TIPAKTIKEG KATA TN QUAAEN, TNV €KXUCN KAl TNV aTTOPPIYN TWV UAIKWV QUTWV2.
MPOEIAOMNOIHEH — To agidio Tou vaTtpiou (NaN3) evdéxetal va avTidpdoel ye cwAnvwoelig ammd péAudo i
XOAKO Kal va oXnNMATioel 1I0XUpwe eKPNKTIKG adidia peTdAAwv. Katd tnv améppiyn Twv uypwv, EKTTAUVETE PE
MeyAAeg TTOOOTNTEG vEPOU, £TOI WOTE va amo@euxBei n cucowpeuon adidiwv. To alidio Tou varpiou
evOéxeTal va €ival TOEIKO OE TTEPITITWON KOTATIOONG. € TTEPITITWAON KATATIOONG, AVAQEPETE AUECWS TO
TTEPIOTATIKO OTO JIEUBUVTA TOU £pYACTNEIOU ] OTO KEVTPO €AEyXoU OnANTNPIdcEwWV.

ZYAAOIH AEIrMATOZ KAI MPOETOIMAZIA

Oa TpéTmel va Xpnaoiyotrolouvtal pévo deiypata opou yia auTth Tn diadikacia. AgiypaTta TTou €Xouv UTTOOTEN
peydAou BaBuou aigdAuon, Airaipiké f deiypgata yoAuopéva pe HIKPORIa EVOEXETAI VA ETTNPEACOUV ThV
amédoon autig TG avdAuong kai dev Ba Tpémel va XpnolgotroloUvTtal. PuAagte Ta deiyparta o€
Bepuokpaaia 2-8°C yia didoTnua Ox1 HEYaAUTEPO TNG Hiag Bdouadag. MNa euAagn peyaAuTtepng didpkelag, o
0pA8G¢ Ba TpéTrel va katayuxetal atoug -20°C. Na atrogelyetal n eTaveIAnuuévn Kartdyuén Kal atroyuén Twv
OEIYUATWV.

AIAAIKAZIA

Mé&Bodog AoKIpnAg

A. Aiohoyn

1. ApaiwoTte ToV 0p6 KGBe aoBevoug pe 1o PuBuiomikd AidAupa cUp@wva pe 1o didAupa TTou cuvioTdral
otnv evotnTa Mapexodueva YAIKG . 1:4 (0.1 ml opoU + 0.3 ml didAupa apaiwong) A 1:10 (10 pl opot + 90
pl didAupa  apaiwong). Mnv apaiwvere Ta diaAupata OctikoUu 1 Apvnmikou EA€yxou Tou Ba
xpnoigotroinBouv. GUAGETE TOUG U apaIWPEVOUG 0pouG yia va KOBOPIOETE TOUG TITAOUG QVTICWHATWY,
€dv ol avaAuoeig dioAoyng BpeBolv BeTIKEG.

2. AgnoTte TIG BAKEG TTOU TIEPIEXOUV TIG QVTIKEINEVOPOPOUG Tou uTtooTpwuatog e 10-15 Aemrtd,
TIPOKEIYEVOU va @TACOUV Ot Bepuokpacia dwyaTiou. AQAIPECTE TTPOCEKTIKA TIG QAVTIKEINEVOPOPOUG
XWPIG va ayyigeTe To UTTOOTPWHA.

3. ZNMAVETE TIG AVTIKEIUEVOPOPOUG KOl TOTTOBETACTE TIG 0€ £éva BAAAUO €TTWOONG TTOU EXETE KAAUWEI e
ATTOPPOPNTIKO XOPTi SIOBPEYPEVO PE VEPOD, VIO Va ATTOTPEWETE TUXOV atToghpavan.

4. AvaoTpéyTe TO OTAYOVOUETPO Kal TECTE TO €Aa@pd yia va TTpocbéoete 1 oTtayoéva (H apkerd yia va
eCao@alioel TNV KGAuwn KaAd) Tou diaAupaTtog ApvnTikoU EAéyxou otnv kuweAida utr' apiBudv 1. Me
Tov 10 TpOTTO, TTPpoabéaTte 1 oTtaydva SiaAlpatog OeTikou EAéyxou otnv kuyweAida utr' apiBuov 2.
ATtTo@UYETE TNV UTTEPTTARPWON TWV KUWEAIdWV.

5. XpnolgoTroivTag pia PIKPOTITTETa ) TiTéta Pasteur, rpooBéote 1 otaydva ammd Tov apalwuévo opod
Tou agBevolg (H apkeTd yia va egaag@alioel Tnv KAAuwn KaAd) oTig UTTOAOITTEG KUWEAIDEG. ATTOQUYETE
TNV UTTEPTTANPWOT TWV KUWEAIBWV.
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11.

12.

13.

14.
15.

ToTTOBETACTE TO KATTIAKI OTO BAAQUO £TTWACNG KAl ETTWACTE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG O€ Bepuokpaaia
Owpartiou cUP@Wva Pe Tov Xpoévo ETTwacng AgiyuaTtog TTou GUVIOTATAI OTNV evOTNTA Mapexoueva YAKA.
A@aipéoTe pia avTIKEIUEVOPOPO atrd To BAAapo eTTwaong. KpatAaTe TNV avTIKEINEVOPOPO aTTd TO AKPO
TTOU Qépel Ta aToIxEia Kal eKTTAUVETE e Trepirou 10 ml PBS xpnoigotroiwvTag pia TITETa 1) eKTTAUVETE
TNV QVTIKEIUEVOQOPO g€ ToTHpI (€0cwg TToU Trepiéxel PBS. Mn xpnoiuoTTolEiTe @IGAN €KTTAUCNG.
MeTagEépeTe TNV AVTIKEINEVOPOPO auéows aTo doxeio Coplin kal ekTTAUveTE €TTi 10 AeTrTd. ETravaAdaBete
TN O1adIKacia e OAEG TIG UTTOAOITTEG AVTIKEINEVOPOPOUG.
AgaipéoTe  TNV(TIG) avTIKEIpevo@Opo(oug) ammd To doxeio Coplin. ZTumwoTe TV GKpn NG
QVTIKEINEVOPOPOU HE ATTOPPOPNTIKO XapTi yia va agaipéoete Tnv Tepiooeia PBS. TomoBetriote tnv
avtikelpevopdpo otov Bdlapo enwaocng. AvOOTPEWPTE APECWG TO OTOYOVOUETPO ME TO OUEUKTIKO
QAVTIOWWA Kal TTECTE TO JAAOKA yia va TTpocBéoete 1 oTaydva o€ KaBe kuyweAida.
EtmravaAdBete Ta Briparta 7 kai 8 yia KGBe avTIKEINEVOPOPO.

ToTTOBETACTE TO KATTAKI OTO BAAQUO ETTWOCNG KaI ETTWACTE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG £TTi 30 AeTTTd O€
Bepuokpacia dwpariou.
A@aipéoTe pia avTIKEIUEVOPOPO atrd To BAAapo eTwaong. KpatAaTe TNV avTIKEINEVOPOPO aTTd TO AKPO
Kal eUPuUBioTE TNV avTIKEIEVOPOpPO Ot TTOTAPI (éocwg Tou Trepiéxel PBS yia va agaipéoete Tnv
Tepiooeia ouleugng. TotroBeTOTE TNV(TIG) AVTIKEINEVOPOPO(0UG) o€ TPURAIO xpwang yeudTo e PBS yia
10 Aemrtd. EAQv xpnoigotroleital TTpoaipeTik oUleugn Xwpig avtixpwaon (OeiTe TTPOAIPETIKA CUOTATIKA
otnv Evotnra Mapexopeva YAIkd), propouv va TpoateBolv 2-3 ataydveg amd avtixpwon Evans Blue
oTtnv TeNIKN TTAUoN. ETTavaAdBete Tn diadikaoia pe OAeG TIG UTTOAOITTEG aVTIKEINEVOPOpOoUG. SHMEIQZH:
o@aAuévn TTAUON evdéxeTal va odnyroel o€ aunuévo ¢BoPIoUG UTTOOTPWHATOG.
AQaIpEOTE PIO AVTIKEIUEVOPOPO aTTd TO TPUBAIO XpWONG. ZTUTTWOTE TO AKPO TNG AVTIKEINEVOPOPOU OF
ATTOPPOPNTIKA XAPTIVI XEIPOTTETOETA yIa va a@aipéceTe Trepicoeia PBS. MNa va amo@uyete Tnv
amoffpavon TNG OVTIKEIHEVOPOPOU, TIPOXWPNOTE OPEOWSG OTO EMOHEVO BAPO evw N
AVTIKEIMEVOPOPOG Eival aKOHN Uypn.
Z1npite TNV KAAUTITPIdO ePapudlovTag 3 oTayoveg Tou Mounting Medium opaAd otnv KoAuTTTpida Kal
TOTTOBETAOTE TNV KAAUTITPIOO TTAVW aTrd TNV AVTIKEIUEVOPOPO. ATTOQUYETE TNV £QAPUOYT UTTEPROAIKAG
TTieong Kal PTTodioTe TNV TTAEUPIKK| Kivnon TNG KAAUTTTPIdAG.

EmavaAdBete Ta Brpata 12 kai 13 yia KAOe avTIKEINEVOPOPO.

E&etdoTe yia €101kd @BopIouS e HIKPOOKOTIO pBopiopol os peyEBuvan 200x 1 yeyaAuTepn.
O1 avTikeigevo@opol utropoulv va diafactolv POAIG TTpogTolyacToulv. QoTd00, eCaITiag TNG TTApouaiag
TTapayovra TrpooTaciag @Bopiopol oTo Péco KaBAAwaNg, 8ev eu@avifeTal onUAvTIKA OTTWAEIA TNG
€vTaong TnNG xpwong, €av kabuateprioel n avayvwon £wg kal 48 wpeg. O1 avTiKeInevo@oOpol Ba TTPETTE
va QUAdooovTal o€ OKOTEIVO XWPO, o€ Bepuokpaaia 2-8°C.

B. KaBopiopdg Tehkol Enpeiov (tithodotnon)

‘Evag opdg 1ou Ba Bpebei BeTIkOG aTnv avaAuon diaAoyng UtTopei va avaAuBei repaitépw, akoAoubBwvTag
Ta BApara 5 £éwg 13 yia va kaBopioTei o TiTAog Tou. EkTeAéoTE B1ad0XIKEG DITTAEG OPAIWOEIG EEKIVWVTAG aTTO
TNV apxikA apaiwaon diahoyAs. O TiITAOG €ival To avTioTPoYo TNG PeyaAlTeEPNG apPaiwaong TToU £dwWaoE BETIKN
avTtidpaon. Mivakeg yia TTPOTUTTEG APAIWOEIG SIAAOYHG TTOPEXOVTAI KATWTEPW:

MpogToipacia Twv AlaSoxIKWV ApaIWOEWY ZEKIVWVTAG OTO 1:4

ApiBunoTe €€ ocwAnvdapia amd 10 1 éwg 10 6. Mpoobéate 0.3 ml AlaAUpaTog Apaiwong Aciydatog oTo
owAnvépio 1 kai 0,2 ml ota ocwAnvdpia 2 ¢wg 6. Metagépete pe mimmeéTa 0,1 ml yn apaiwpévou opol aTO
owAnvapio 1 kai avapi€te empeAwg. Metagépete 0,2 ml o116 T0 CWANVAEPIO 1 0TO CWANVAPIO 2 Kal avopi§Te
EMUEAWG. 2uvexiote Tn peta@opd 0,2 ml amd 10 éva OwANVAPIO OTO ETTOPEVO META aTTd QvAMIEN,
TTPOKEIYEVOU Va ETTITUXETE TIG APAIWOEIG TTOU ATTEIKOVICOVTAI OTOV TTOPAKATW TTIVOKA:

ZwAnvapia 1 2 3 4 5 6
0pog 0.1 ml

+
ApaLwTIKO PUOULOTIKO
LGAvpa 0.3ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2 ml

2 2 2 2 2

Metadopa 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2 ml 0.2 ml
TeAkA apaiwon 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 k..
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MposToipacia Twv AladoxIKwv ApaiWoEwWY TTOU ZgKivouv oTo 1:10

ApiBunoTe €1 owAnvapia ammé 10 1 éwg 10 6. MpooBéoTe 0.9 ml AlaAUpaTog Apaiwong Atiyparog oTo
owAnvapio 1 kai 0,2 ml ota ocwAnvapia 2 £éwg 6. Metagépete pe mméra 0,1 ml pun apaiwpévou opol OTO
owAnvdpio 1 kai avapigre empeAws. Metagépete 0,2 ml atrd 1o cwAnvdpio 1 6To cwAnvApIo 2 Kal avauigTe
EMUEAWG. Xuvexiote Tn peta@opd 0,2 ml amd 10 éva OWANVAPIO OTO ETTOPEVO META aTTd QVAMIEN,
TTPOKEIPJEVOU VA ETTITUXETE TIG APAIWTEIG TTOU ATTEIKOVICOVTAI GTOV TTOPOKATW TTiVAKA:

ZwAnvapia 1 2 3 4 5 6
0pog 0.1 ml

+
ApaLwTIKO PUOULOTIKO
AldAvpa 0.9ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2 ml

2 2 2 2 2

Metadopa 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2 ml 0.2 ml
TeAkn apaiwon 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 k.Am.

NOIOTIKOZ EAErX0Oz

Tooo 0 OeTIKOG 600 Kal 0 ApvnTiKOG Opdg udpTupa Ba TrpéTrel va cuuTTepIAapBdavovTal o KABe eKTEAEDN

dokiung. O ApvnTik6g Opdg pdpTupa dev Ba TIPETTEl va TTAPOUCIAdEl OUYKEKPINEVO @Bopiopd. To

epyaoTripio Ba TTpéTTel va KaBopilel Ta KATAANAG XapakTnpIoTIKA eKTEAEONG TOU OeTIKOU OpoU PGPTUP TTOU

XpnolgoTrolgiTal.

Edv dev AaBete Ta avapevopeva armoteAéapara, Ba TpETel va eTravaldBete Tnv avaAuon. Edv ouveyiouv

va ePQavifovTal aveTTOPKN OTTOTEAEOUATA UE T SIOAUMATA EAEYXOU, QUTA EVOEXETAI VO OPEIAOVTOI OE:

*  OoAepoTnTa. ATToppiwTe TO JIGAUNA EAEYXOU KAl XPNOIKOTIOINOTE éva GAAO

*  [MpoBAruara pe 1o OTITIKG GUCTAUA TOU PIKPOOKOTTIOU @BOPIocHOU. Z€ auTA PTTOPET va TrepIAauBdavovTai:
akatdAANAn euBuypduuion, TapéAeuan TNG WEEAIMNG diIdpKelag CWAG TNG AUXVIAG, KATT.

*  Amognpavon TnG avTIKEIHEVOPOPOU KaTA Tn didpKeia TnG O1adIKaaiag.

EPMHNEIA AMOTEAEZMATQN

Ta atmoteAéoparta SOKIPWY avooo@BopIcHoU ava@EéPOoVTal YEVIKWGS WG apvnTIKA PE TITAO MIKPOTEPO aTTd TNV
apaiwon dIaAoyAG, BETIKA Pe TITAO peyaAUTepo ammod A ico pe Tnv apaiwon dIaAoyAG 1}, Katd TTpoTiunon,
OeTIKA pE OUYKEKPIYEVO TITAO TEAIKOU onueiou. Ta epyacTrpia TTPETTEI VA TEKUNPIWVOUV TIPWTOKOAAD Xpriong
AUTWYV TWV UNIKWV KAl va eKTTAIOEUOUV TOUG TEXVIKOUG WOTE va dlaBadouv GuyKekpipéva poTifa ¢Bopiouou
KATGAANAQ TTPOG T UNIKA TTOU XPNOIUOTTOIOUVTAI KOI TOUG EAEYXOUG TTOU EKTEAOUVTAI.

MNEPIOPIZMOI AIAAIKAZIAZ

Ta amroteAéopata OAwV Twv BETIKWY OOKINWY GUETOU avooo@BopIouoU Padi e Ta atroTeAéoaTa GAAWY
€pYaoTNPIaKWY OOKIPWY Kal N KAIVIKF) KaTtdaTaon Tou acBevoUg KaTd Tnv TTpayparoTroinan tng didyvwaong.

Page 12 of 49



ES
Método de ensayo de inmunofluorescencia general

ETIQUETA DEL PRODUCTO

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

RESUMEN Y EXPLICACION

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

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

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

INFORMACION DEL PRODUCTO

Almacenamiento y preparacioén

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

Materiales

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

Muestra de sustrato Con jugado Control positivo Dilucién de Tiempo de incubacién de la
espécimen muestrak
[REF] Descripeisén [REF] Descripcién [REF] Descripeisén
2123 Muestra de 2099 TgG antihumano de 2279 Control positivo 1:4 30 minutos
gléandula cabra FITC con anticuerpos
suprarrenal contratincion azul suprarrenales
de primate, 6 de Evans, 5ml
pocillos (adsorbido primate)
2124 Muestra de 2099 I1gG antihumano de 2201 Control homogéneo 1:10 30 minutos
gléndula cabra FITC con ANA
salivar de contratincion azul
primate, 6 de Evans, 5ml
pocillos (adsorbido primate)
21254 Muestra de 2099 IgG antihumano de 2206 Control positivo 1:10 3 horas
ovario de cabra FITC con anticuerpos
primate, 4 contratincién azul células
pocillos de Evans, 5ml esteroideas
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(adsorbido primate)

2127 Primate 2099 or 1gG antihumano de 2201 el control 30 minutos
diapositiva 2100 cabra FITC con homogéneo ANA
pituitaria, 6 contratincion azul de
pocillos Evans, 5ml (adsorbido
primate)
2128 Muestra de 2099 IgG antihumano de 2280 Control positivo 30 minutos
cerebelo de cabra FITC con anticuerpos anti—
primate, 6 contratincion azul Hu
pocillos de Evans, 5ml
(adsorbido primate)
2134 Muestra de 2140 IgM antihumano de 2209 Control positivo 30 minutos
nervio cabra FITC con anticuerpos anti—
cidtico de contratincion azul MAG
primate, 6 de Evans, 5ml
pocillos
2147 Muestra de 2099 TgG antihumano de 2213 y/o Control positivo 30 minutos
piel de cabra FITC con 2217 anticuerpos
espesor contratincion azul intercelulares
parcial de de Evans, 5ml y/o control
primate, 6 (adsorbido primate) positivo
pocillos anticuerpos anti—
BMZ
2148 Rata de 2100 1gG antihumano de 2201, 2210 ANA ( homo ) 30 minutos
diapositivas cabra FITC con Control Positivo ,
de rifion / contratincién azul de AMA control
estébmago, 8 Evans, 5ml (adsorbido positivo
pocillos primate)
2149 Primate del 2140 IgM antihumano de 2209 Control positivo 30 minutos
nervio/bovino cabra FITC con anticuerpos anti—
nervio contratincion azul MAG
Deslice, 6 de Evans, 5ml
pocillos
2155 Muestra de 2100 (o IgG antihumano de 2213 y/o Control positivo 30 minutos
es6fago de 2099 ) cabra FITC con 2217 anticuerpos
primate, 6 contratincion azul intercelulares
pocillos de Evans, 5ml y/o control
(adsorbido primate) positivo
anticuerpos anti—
BMZ
2156 Muestra de 2100 Conjugado IgG 2235 Control positivo 30 minutos
epitelio de antihumano de cabra anticuerpos
transicion, 6 FITC con Anti-PNP
pocillos contratincion azul
de Evans
2157 Muestra de 2099 TgG antihumano de 2235 Control positivo 30 minutos
corazoén de cabra FITC con anticuerpos de
primate, 6 contratincion azul misculo
pocillos de Evans, 5ml esquelético/coraz
(adsorbido primate) 6n
2158 Muestra de 2099 IgG antihumano de 2235 Control positivo 30 minutos
misculo cabra FITC con anticuerpos de
esquelético contratincion azul misculo
de primate, 6 de Evans, 5ml esquelético/coraz
pocillos (adsorbido primate) on
2169 diapositiva 2100 Conjugado IgG 2201 el control 30 minutos
del estémago antihumano de cabra homogéneo ANA
de raton, 6 FITC con
pocillos contratincion azul
de Evans
2172 diapositiva 2100 (o 1gG antihumano de 2201 el control 30 minutos
de musculo 2099 ) cabra FITC con homogéneo ANA
esquelético contratincion azul
de rata, 6 de Evans, 5ml
pocillos (adsorbido primate)
2180 Muestra de 2099 TgG antihumano de 2239 Control positivo 30 minutos

tiroides de
primate, 6
pocillos

cabra FITC con
contratincion azul
de Evans, 5ml
(adsorbido primate)

de anticuerpos
microsomales/tiro
ideos

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

Componentes opcionales
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[REF] Descripcion U/M
2099 Conjugado IgG antihumano de cabra FITC adsorbido primate con
contratincion azul de Evans 5ml
2100 Conjugado IgG antihumano de cabra FITC con contratincién azul de Evans 5ml
2100x Conjugado IgG antihumano de cabra FITC sin contratincién azul de Evans 5ml
2100x-8 Conjugado IgG antihumano 8ml
2100-15 Conjugado IgG antihumano de cabra FITC con contratincién azul de Evans 15ml
2100-15x  Conjugado IgG antihumano de cabra FITC sin contratincioén azul de Evans 15ml
2107 Conjugado IgA antihumano de cabra FITC con contratincién azul de Evans 5ml
2107x Conjugado IgA antihumano de cabra FITC sin contratincién azul de Evans 5ml
2113 Conjugado polivalente (IgG/IgA) antihumano de cabra FITC con contratincién azul de
Evans 5ml
2113x Conjugado polivalente (IgG/IgA) antihumano de cabra FITC sin contratincién azul de
Evans 5ml
2113-15 Conjugado polivalente (IgG/IgA) antihumano de cabra FITC con contratincién azul de
Evans 15ml
2130 Conjugado polivalente (IgG/IgA/IgM) antihumano de cabra FITC con contratincién azul
de Evans 5ml
2130x Conjugado polivalente (I1gG/IgA/IgM) antihumano de cabra FITC sin contratincién azul
de
Evans 5ml
2130-15 Conjugado polivalente (IgG/IgA/IgM) antihumano de cabra FITC con contratincién azul
de Evans 15ml
2130-15x  Conjugado polivalente (IgG/IgA/IgM) antihumano de cabra FITC sin contratincién azul
de Evans 15ml
2140 Conjugado IgM antihumano de cabra FITC con contratincién azul de Evans 5ml
2140x Conjugado IgM antihumano de cabra FITC sin contratincién azul de Evans 5ml
2200 Control negativo IFA 0, 5ml
2201 Control positivo homogéneo ANA 0, 5ml
2206 Control positivo células anti-estereoideas 0, 5ml
2209 Control positivo anti—-MAG 0, 5ml
2210 Control positivo AMA 0, 5ml
2210-1 Titulo bajo Control positivo AMA 0, 5ml
2210-50 Control positivo AMA 50ml
2211 Control positivo ASMA 0, 5ml
2212 Control positivo AGPA 0, 5ml
2213 Control positivo anti—IC 0, 5ml
2214 Control positivo anti—IC (pemphigus vulgaris) 0, 5ml
2216 Control positivo anti-IC (pemphigus foliaceus) 0, 5ml
2217 Control positivo anti-BMZ (pemphigoid) 0, 5ml
2235 Control positivo anticuerpos anti-misculo esquelético/corazén 0, 5ml
2239 Control positivo anticuerpos anti-microsomales/tiroideos 0, 5ml
2243 Conjugado IgG FITC con Evans Blue 60m1
2261 Control positivo de P ribosomal 0, 5ml
2279 Control positivo anti—suprarrenal 0, 5ml
2280 Control positivo anti-Hu 0, 5ml
2281 Control positive anti-Yo 0,5ml
2301 PBS para 1 litro
2302 Diluyente de muestra 60ml
2500 Ldmina para cubrir muestras de microscopio (24x60mm) caja de 12
2505 Vial cuentagotas mediano 5ml
2506 Vial cuentagotas mediano 60ml
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2510% Contratincion azul de Evans 1, Oml

Simbolos utilizados en las etiquetas:
[LOT] Nudmero de lote
[REF]  Numero de catalogo
[IvD]  Utilizacion diagndstica in vitro
e Utilizar antes de
t Temperatura de almacenamiento
I Consulte las instrucciones de uso
Numero de analisis
Fabricante

Fecha de fabricacion

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

Material necesario pero no suministrado

* Microscopio de fluorescencia

* Micropipeta o pipeta Pasteur

* Pipetas seroldgicas

* Cubeta para tincién (por ejemplo, cubeta Coplin)
* Tubos de ensayo pequenos (por ejemplo, de 13 x 75 mm) y rejilla para tubos de ensayo
* Agua destilada o desionizada

* 1 recipiente de 1 litro

* Frasco de lavado

* Toallitas de papel

* Cdmara de incubaciodn

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

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

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

RECOGIDA Y TRATAMIENTO DE ESPECIMENES

En este procedimiento s6lo deberian utilizarse especimenes de suero. Los especimenes muy

hemolizados, lipémicos o contaminados microbioldgicamente pueden afectar al funcionamiento del
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andlisis y no deberian ser utilizados. Guarde los especimenes entre 2° C y 8° C durante un
maximo de una semana. Para periodos de almacenamiento mds prolongados, el suero deberia ser
congelado a —20°C. Evite congelar y descongelar las muestras repetidamente

PROCEDIMIENTO

Método de andlisis

A. Reconocimiento

1. Diluya cada muestra de suero del paciente con el Diluyente Tamponado siguiendo las
cantidades de dilucién recomendadas en la seccién Materiales proporcionados. 1:4 (0,1 ml
suero + 0,3 ml diluyente) o 1:10 (10 w1l suero + 90 unl diluyente). No diluya los Controles
Positivos o Negativos que va a utilizar. Guarde el suero no diluido para determinar las
titulaciones de los anticuerpos si los andlisis de reconocimiento dan positivo

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

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

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

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

6. Tape la camara de incubacioén e incube las muestras a temperatura ambiente en funcioén del
tiempo de incubacion de muestras recomendado en la seccién Materiales proporcionados

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

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

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

10. Vuelva a tapar la cdmara de incubacion. Incube la muestra 30 minutos a temperatura
ambiente.
11. Saque la muestra de la incubadora. Sujete la muestra por un extremo y métala en un vaso

de precipitados con PBS para retirar el exceso de conjugado. Coloque las muestras en una
cubeta para tinci6n llena de PBS durante 10 minutos. Si utiliza conjugado opcional sin
contratincion (consulte los componentes opcionales dentro de la seccién Materiales
proporcionados), puede anadir 2-3 gotas de contratincién azul de Evans en la inmersién
final. Repita la operacién para las muestras restantes. NOTA: Si no sumerge las muestras
adecuadamente podria existir un aumento de la fluorescencia de fondo.

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

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

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

15. Examine 1la fluorescencia especifica bajo un microscopio de fluorescencia con una
aumento de 200x o superior.

Page 17 of 49



ES

Las muestras pueden ser estudiadas nada mds prepararlas. Sin embargo, gracias a la
presencia de agente antidebilitamiento en el medio de montaje, no se perderd demasiada
intensidad en la tincién si estudia la muestra hasta 48 horas mds tarde. Las muestras
deberian guardarse en un lugar oscuro a 2-8°C

B. Determinacién final (titulacién)

Un suero que ha dado positivo en el andlisis de reconocimiento puede volver a ser analizado
siguiendo los pasos 5 a 13 para determinar su titulacioén. Realice diluciones dobles en serie
empezando con la dilucién de reconocimiento inicial. El reciproco de la dilucidén mds elevada
que dé una reaccién positiva es la titulacién. A continuacién se incluyen tablas para las
diluciones de reconocimiento estdndar:

Preparacién de diluciones en serie empezando por 1:4

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

Tubos 1 2 3 4 5 6

Suero 0,1 ml
+

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

Preparacion de diluciones en serie empezando por 1:10

Numere seis tubos del 1 al 6. Anada 0,9 ml de Diluyente de Muestra en el tubo 1 y 0,2 ml en los
tubos 2 a 6. Aplique 0,1 ml de suero sin diluir en el tubo 1 y mézclelo bien. Transfiera 0,2 ml
del tubo 1 al tubo 2 y mézclelo bien. Siga transfiriendo 0,2 ml de un tubo a otro después de
mezclarlo para conseguir las diluciones que aparecen en la tabla siguiente:

Tubos 1 2 3 4 5 6
Suero 0,1 ml
+
Diluyente tamponado 0,9 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
= = = = =
Transferencia 0,2ml 0,2ml 0,2ml 0,2ml 0,2 ml
Dilucién final 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 etec.

CONTROL DE CALIDAD

Deberian incluirse un Control Positivo y un Control Negativo en cada andlisis. El Control

Negativo no deberia mostrar una fluorescencia especifica. El laboratorio debe determinar las

caracteristicas de rendimiento adecuadas del Control Positivo utilizado.

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

obteniéndose resultados inadecuados con los controles, podria deberse a:

*  Turbidez. Tirelo y utilice otro control.

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

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

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

LIMITACION DEL PROCEDIMIENTO

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

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

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

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

GRUNDSATZE DES VERFAHRENS

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

PRODUKTINFORMATION

Lagerung und Vorbereitung

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

Materialien

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

Substrat-Objekttrager Konjugat Positivkontrolle Probenverdiinnung Probeninku
[REF] Beschreibung [REF] Beschreibung [REF] Beschreibung bationszeit*
2123 Primatennebenni 2099 Ziege anti-menschliches 2279 Nebennieren- 1:4 30 Minuten
eren- 1gG FITC mit antikoérper-
Objekttrager, 6 Gegenfarbstoff Evans Positivkontrolle
Vertiefungen Blau, 5ml
(primatenabsorbiert)
2124 Primatenspeichel 2099 Ziege anti-menschliches 2201 ANA, Homogene 1:10 30 Minuten
drisen- 1gG FITC mit Kontrolle
Objekttrager, 6 Gegenfarbstoff Evans
Vertiefungen Blau, 5ml
(primatenabsorbiert)
2125-4 Primateneierstoc 2099 Ziege anti-menschliches 2206 Steroidale Zellen- 1:10 3 Stunden
k-Objekttrager, 4 1gG FITC mit Antikorper-
Vertiefungen Gegenfarbstoff Evans Positivkontrolle
Blau, 5ml
(primatenabsorbiert)
2127 Primas 2099 or Ziege anti-menschliches 2201 ANA Homogene 1:10 30 Minuten
Hypophysen 2100 1gG FITC mit Kontrolle
Rutsche, 6 Gegenfarbstoff Evans
Vertiefungen Blau, 5ml
(primatenabsorbiert)
2128 Primatenkleinhirn 2099 Ziege anti-menschliches 2280 Hu-Antikérper- 1:10 30 Minuten
-Objekttrager, 6 1gG FITC mit Positivkontrolle
Vertiefungen Gegenfarbstoff Evans
Blau, 5ml
(primatenabsorbiert)
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2134 Primatenhiftnerv- | 2140 Ziege antimenschlicher 2209 MAG-Antikorper- 1:10 30 Minuten
Objekttrager, 6 IgM FITC mit Positivkontrolle
Vertiefungen Gegenfarbstoff Evans
Blau, 5ml
2147 Primatenspalthau 2099 Ziege anti-menschliches 2213 Interzellulare 1:10 30 Minuten
t-Objekttrager, 6 1gG FITC mit und/oder Antikorper-
Vertiefungen Gegenfarbstoff Evans 2217 Positivkontrolle
Blau, 5ml und/oder BMZ-
(primatenabsorbiert) Antikorper-
Positivkontrolle
2148 Ratte Niere / 2100 Ziege anti-menschliches 2201, ANA (Homo ) 1:10 30 Minuten
Magen Slide, 8 1gG FITC mit 2210 Positivkontrolle ,
Vertiefungen Gegenfarbstoff Evans AMA Positive
Blau, 5ml
(primatenabsorbiert)
2149 Primas 2140 Ziege antimenschlicher 2209 MAG-Antikorper- 1:10 30 Minuten
Nerv/Rind IgM FITC mit Positivkontrolle
Nerven Gegenfarbstoff Evans
schieben, 6 Blau, 5ml
Vertiefungen
2155 Primatenésophag 2100 Ziege anti-menschliches 2213 Interzellulare 1:10 30 Minuten
us-Objekttrager, (oder 1gG FITC mit und/oder Antikorper-
6 Vertiefungen 2099) Gegenfarbstoff Evans 2217 Positivkontrolle
Blau, 5ml und/oder BMZ-
(primatenabsorbiert) Antikorper-
Positivkontrolle
2156 overgangs- 2100 Ziege anti-menschliches 2241 PNP Antikorper- 1:10 30 Minuten
epitheel- 1gG FITC mit Positivkontrolle
Objekttrager 6 Gegenfarbstoff Evans
Vertiefungen Blau
2157 Primatenherzmus 2099 Ziege anti-menschliches 2235 Herz-/Skelettmuskel- 1:10 30 Minuten
kel-Objekttrager, 1gG FITC mit Antikorper-
6 Vertiefungen Gegenfarbstoff Evans Positivkontrolle
Blau, 5ml
(primatenabsorbiert)
2158 Primatenskelettm 2099 Ziege anti-menschliches 2235 Herz-/Skelettmuskel- 1:10 30 Minuten
uskel- 1gG FITC mit Antikorper-
Objekttrager, 6 Gegenfarbstoff Evans Positivkontrolle
Vertiefungen Blau, 5ml
(primatenabsorbiert)
2169 Maus Magen 2100 Ziege anti-menschliches 2201 ANA Homogene 1:10 30 Minuten
Objekttrager, 6 1gG FITC mit Kontrolle
Vertiefungen Gegenfarbstoff Evans
Blau
2172 Ratte 2100 Ziege anti-menschliches 2201 ANA Homogene 1:10 30 Minuten
Skelettmuskulatur (oder 1gG FITC mit Kontrolle
Objekttrager, 6 2099) Gegenfarbstoff Evans
Vertiefungen Blau, 5ml
(primatenabsorbiert)
2180 Primatenschilddr 2099 Ziege anti-menschliches 2239 Schilddriisen- 1:10 30 Minuten
Usen- 1gG FITC mit /Mikrosomen-
Objekttrager, 6 Gegenfarbstoff Evans Antikorper-
Vertiefungen Blau, 5ml Positivkontrolle
(primatenabsorbiert)

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

Optionale Komponenten

[REF]
2099

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

ml
2113x
ml
2113-15
ml

Beschreibung UM
Primatenabsorbierte Ziege anti—menschlicher IgG FITC mit Gegenfarbstoff

Evans Blau 5 ml
Ziege anti—menschliches IgG FITC mit Gegenfarbstoff Evans Blau 5 ml
Ziege anti—menschliches IgG FITC ohne Gegenfarbstoff Evans Blau 5 ml
Ziege anti-menschliches IgG 8ml
Ziege anti—menschliches IgG FITC mit Gegenfarbstoff Evans Blau 15 ml
Ziege anti-menschliches IgG FITC ohne Gegenfarbstoff Evans Blau 15 ml
Ziege anti-menschliches IgA FITC mit Gegenfarbstoff Evans Blau 5 ml
Ziege anti—menschliches IgA FITC ohne Gegenfarbstoff Evans Blau 5 ml

Ziege anti-menschliches polyvalentes FITC (IgG/IgA) mit Gegenfarbstoff Evans Blau 5

Ziege anti—menschliches polyvalentes FITC (IgG/IgA) ohne Gegenfarbstoff Evans Blau 5

Ziege anti—menschliches polyvalentes FITC (IgG/IgA) mit Gegenfarbstoff Evans Blau 15

Page 21 of 49



DE

2130 Ziege anti-menschliches polyvalentes FITC (IgG/IgA/IgM) mit Gegenfarbstoff Evans

Blau 5 ml
2130x Ziege anti-menschliches polyvalentes FITC (IgG/IgA/IgM) ohne Gegenfarbstoff

Evans Blau 5 ml
2130-15 Ziege anti-menschliches polyvalentes FITC (IgG/IgA/IgM) mit Gegenfarbstoff

Evans Blau 15 ml
2130-15x  Ziege anti-menschliches polyvalentes FITC (I1gG/IgA/IgM) ohne Gegenfarbstoff

Evans Blau 15 ml
2140 Ziege anti-menschliches IgM FITC mit Gegenfarbstoff Evans Blau 5 ml
2140x Ziege anti—menschliches IgM FITC ohne Gegenfarbstoff Evans Blau 5 ml
2200 IFA-Negativkontrolle 0,5 ml
2201 ANA Homogene Positivkontrolle 0,5 ml
2206 antisteroidale Zellen—Positivkontrolle 0,5 ml
2209 Anti-MAG-Positivkontrolle 0,5 ml
2210 AMA-Positivkontrolle 0,5 ml
2210-1 AMA-niedrige Titer positiv-Kontrolle 0,5 ml
2210-50  AMA-Positivkontrolle 50 ml
2211 ASMA-Positivkontrolle 0,5 ml
2212 AGPA-Positivkontrolle 0,5 ml
2213 Anti-IC-Positivkontrolle 0,5 ml
2214 Anti-IC-Positivkontrolle (Pemphigus vulgaris) 0,5 ml
2216 Anti-IC-Positivkontrolle (Pemphigus foliaceus) 0,5 ml
2217 Anti-BMZ-Positivkontrolle (Pemphigoid) 0,5 ml
2235 Anti-Herz—/ Skelettmuskel-Positivkontrolle 0,5 ml
2239 Anti-Thyroid—/Mikrosomen—-Positivkontrolle 0,5 ml
2243 IgG FITC Konjugat mit Evans Blau 60 ml
2261 Ribosomale P Positivkontrolle 0,5 ml
2279 Anti—-Nebennieren-Positivkontrolle 0,5 ml
2280 Anti-Hu-Positivkontrolle 0,5 ml
2281 Anti-Yo Positivkontrolle 0,5ml
2301 PBS fur 1 Liter
2302 Probenverdiinnungsmittel 60 ml
2500 Objekttrager-Deckglas (24x60 mm) Kastchen mit 12
2505 Eindeckmedium-Tropfflaschchen 5 ml
2506 Eindeckmedium—Tropfflaschchen 60 ml
2510% Gegenfarbstoff Evans Blau 1,0 ml

Auf Etiketten verwendete Symbole
[LOT] Chargennummer

[REF]  Katalognummer
[IVD]  In vitro diagnostischer Gebrauch

e Verwenden bis
Lagertemperatur
Finden Sie Anweisungen fiir die Verwendung
Anzahl an Tests

t
|
S
‘ Hersteller

@ Herstellungsdatum

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

Erforderliche aber nicht bereitgestellte Materialien
* Fluoreszenzmikroskop

» Mikropipette oder Pasteurpipette

« serologische Pipetten

«-Farbekasten (z. B. Coplin-Becher)

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

+-Behalter fur 1 Liter

«-Spritzflasche

« Papierhandtiicher

* Inkubationskammer

WARNUNGEN UND VORSICHTSMARNAHMEN

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

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

PROBENENTNAHME UND VORBEREITUNG

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

VERFAHREN

Prifmethode

A. Screening

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

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

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

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

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

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

7. Einen Objekttrager aus der Inkubationskammer entfernen. Den Objekttrager am Laschenende halten
und sanft mit etwa 10 ml PBS unter Verwendung einer Pipette spllen oder im mit PBS gefiillten Becher
spulen. Keine Spritzflasche verwenden. Den Objekttrager unmittelbar in den Coplin-Becher ibertragen
und 10 Minuten waschen. Den Vorgang mit allen verbleibenden Objekttragern wiederholen.
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8. Objekitrager aus dem Coplin-Becher entnehmen. Die Kante des Objekttragers auf einem
Papierhandtuch blotten, um (bermaRiges PBS zu entfernen. Den Objekttrager in die
Inkubationskammer legen. Unmittelbar das Konjugat-Tropfflaschchen umdrehen und sanft pressen, um
1 Tropfen in jede Vertiefung zu geben.

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

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

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

12. Einen Objekttrager aus dem Farbekasten entnehmen. Die Kante des Objekttrdgers auf einem
Papierhandtuch blotten, um {bermaRiges PBS zu entfernen. Um zu verhindern, dass der
Objekttrager trocknet, unmittelbar mit dem nachsten Schritt fortfahren, wahrend der
Objekttrager immer noch nass ist.

13. Das Deckglas aufbringen, indem 3 Tropfen des Eindeckmediums gleichmaRig auf dem Deckglas
verteilt werden und das Deckglas (iber dem Objekttrager platziert wird. UberméaRige Druckausiibung
und eine seitliche Bewegung des Deckglases vermeiden.

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

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

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

B. Endpunktbestimmung (Titration)

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

Vorbereitung von seriellen Verdiinnungen beginnend bei 1:4

Sechs Reagenzglaser von 1 bis 6 nummerieren, 0,3 ml des Proben-Verdiunnungsmittels in Reagenzglas 1
und 0,2 ml in die Reagenzglaser 2 bis 6 hinzufiigen. Dann 0,1 ml des unverdiinnten Serums mit der Pipette
in Reagenzglas 1 geben und griindlich mischen. 0,2 ml von Reagenzglas 1 zu Reagenzglas 2 Gbertragen
und grindlich mischen. Weiterhin 0,2 ml nach dem Mischen von einem Reagenzglas zum Nachsten
Ubertragen, um die in der folgenden Tabelle angegebenen Verdinnungen hervorzubringen:

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

+
Gepuffertes
Verdiinnungsmittel 0,3m 02ml 02ml 02ml 02ml 0,2ml

= = = = =

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

Vorbereitung von seriellen Verdiinnungen, beginnend bei 1:10

Sechs Reagenzglaser von 1 bis 6 nummerieren, 0,9 ml des Proben-Verdiinnungsmittels in Reagenzglas 1
und 0,2 ml in die Reagenzglaser 2 bis 6 hinzufigen. Dann 0,1 ml des unverdiinnten Serums mit der Pipette
in Reagenzglas 1 geben und grundlich mischen. 0,2 ml von Reagenzglas 1 zu Reagenzglas 2 Ubertragen
und grundlich mischen. Weiterhin 0,2 ml nach dem Mischen von einem Reagenzglas zum N&chsten
Ubertragen, um die in der folgenden Tabelle angegebenen Verdiinnungen hervorzubringen:
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Reagenzglas 1 2 3 4 5 6
Serum 0,1 ml

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

2 2 2 2 2

Ubertragung 02m 02m 02ml 02ml 0,2ml
Endgiiltige
Verdiinnung 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 usw.

Qualitatskontrolle

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

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

Leistungseigenschaften der verwendeten Positivkontrolle bestimmen.

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

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

«  Tribheit. Wegwerfen und eine andere Kontrolle verwenden.

*  Probleme mit dem optischen System des Fluoreszenzmikroskops. Diese kénnen falsches Ausrichten,
eine Glihlampe, welche die zu erwartende Gebrauchsdauer iberschritten hat, usw einschlieRen.

*  Zulassen, dass der Objekttrager wahrend des Verfahrens trocknet.

AUSDEUTUNG VON RESULTATEN

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

BEGRENZUNG DES VERFAHRENS

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

DESCRIPTION DU PRODUIT

UTILTSATION VISEE
Les composants listés dans la section “Matériel” peuvent étre utilisés pour la détection
d’ anticorps dans le sérum humain par immunofluorescence indirecte.

RESUME ET EXPLICATION

Ces instructions d’ utilisation fournissent un protocole général pour 1’ utilisation des porte—
objets de substrats et des conjugués appropriés pour les analyses d immunofluorescence
indirecte. Les anticorps peuvent &tre visualisés sur une variété de sections de tissus et de
substrats de culture de cellules en utilisant un systéme de conjugué de FITC. Le principe de la
procédure est décrit dans la section suivante. Les laboratoires individuels peuvent utiliser ce
descriptif de produit comme guide mais doivent réaliser une validation interne des protocoles
internes en utilisant ce matériel.

PRINCIPES DE LA PROCEDURE

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

INFORMATIONS SUR LE PRODUIT

Stockage et préparation

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

Matériel

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

Porte—objet Con jugué Contrdle Positif Dilution de Temps
R ’ N
[REF] Description [REF] Description [REF] Description Spécimen d Incubation de
1’ Bchantillon*
2123 Porte—-objet de 2099 Anticorps anti-IgG 2279 Controle 1:4 30 minutes
Glande humaine couplé a la Positif
Surrénale de FITC de Chévre avec Anticorps Anti
Primate, 6 bleu d’ Evans, 5ml surrénale
puits (adsorbé primate)
2124 Porte—-objet de 2099 Anticorps anti-IgG 2201 Controle 1:10 30 minutes
Glande humaine couplé a la Homogéne ANA
Salivaire de FITC de Chévre avec
Primate, 6 bleu d’ Evans, 5ml
puits (adsorbé primate)
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21254 Porte-objet 2099 Anticorps anti-IgG 2206 Controle 1:10 3 heures
d’ Ovaire de humaine couplé a la Positif
Primate, 4 FITC de Cheévre avec d’ Anticorps de
puits bleu d’ Evans, 5ml Cellule
(adsorbé primate) Stéroide
2127 slide pituitaire 2099 or Anticorps anti-IgG 2201 ANA commande 1:10 30 minutes
Primate, 6 puits 2100 humaine couplé a la Homogeéne
FITC de Chévre avec
bleu d'Evans, 5ml
(adsorbé primate)
2128 Porte-objet de 2099 Anticorps anti-IgG 2280 Contrdle Positif 1:10 30 minutes
Cervelet de humaine couplé a la Anticorps Hu
Primate, 6 puits FITC de Chévre avec
bleu d'Evans, 5ml
(adsorbé primate)
2134 Porte-objet de 2140 Anticorps anti-IgM 2209 Controle Positif 1:10 30 minutes
Nerf Sciatique humaine couplé a la Anticorps MAG
de Primate, 6 FITC de Cheévre avec
puits bleu d'Evans, 5ml
2147 Porte-objet de 2099 Anticorps anti-lgG 2213 Controle Positif 1:10 30 minutes
Peau de humaine couplé a la et/ou Anticorps
Primate, 6 puits FITC de Chévre avec 2217 Intercellulaire
bleu d'Evans, 5ml et/ou Contréle
(adsorbé primate) Positif Anticorps
BMZ
2148 Reins / 2100 Anticorps anti-IgG 2201, ANA (Homo) 1:10 30 minutes
Estomac Rat humaine couplé a la 2210 contréle positif,
Slide, 8 puits FITC de Chévre avec AMA contréle
bleu d'Evans, 5ml positif
(adsorbé primate)
2149 Primate 2140 Anticorps anti-IgM 2209 Controle Positif 1:10 30 minutes
nerf/Bovine nerf humaine couplé a la Anticorps MAG
Slide, 6 puits FITC de Chévre avec
bleu d'Evans, 5ml
2155 Porte-objets 2100 (ou Anticorps anti-IgG 2213 Controle 1:10 30 minutes
d’ @sophage de 2199) humaine couplé a la et/ou Positif
Primate, 6 FITC de Chévre avec 2217 Anticorps
puits bleu d’ Evans, 5ml Intercellulaire
(adsorbé primate) et/ou Controle
Positif
Anticorps BMZ
2156 Porte—objets 2100 Anticorps anti-IgG 2241 Controle 1:10 30 minutes
d’ épithélium humaine couplé a la Positif PNP
de transition FITC de Chévre avec
contre—colorant bleu
d’ Evans
2157 Porte—-objet de 2099 Anticorps anti-IgG 2235 Controle 1:10 30 minutes
Muscle de humaine couplé a la Positif
Ceur, 6 puits FITC de Chévre avec Anticorps
bleu d’ Evans, 5ml Muscle de Ceur
(adsorbé primate) / Squelette
2158 Porte-objet de 2099 Anticorps anti-IgG 2235 Controle 1:10 30 minutes
Muscle de humaine couplé a la Positif
Squelette de FITC de Chévre avec Anticorps
Primate, 6 bleu d’ Evans, 5ml Muscle de Ceur
puits (adsorbé primate) / Squelette
2169 Porte-objet de 2100 Anticorps anti-IgG 2201 ANA commande 1:10 30 minutes
estomac de humaine couplé a la Homogéne
souris 6 puits FITC de Chévre avec
contre—colorant bleu
d’ Evans
2172 Porte-objet de 2100 (ou Anticorps anti-IgG 2201 ANA commande 1:10 30 minutes
muscle 2199) humaine couplé a la Homogéne
squelettique FITC de Chévre avec
du rat 6 puits bleu d’ Evans, 5ml
(adsorbé primate)
2180 Porte-objet de 2099 Anticorps anti-IgG 2239 Controle 1:10 30 minutes
Thyroide de humaine couplé a la Positif
Primate, 6 FITC de Chévre avec Anticorps de
puits bleu d’ Evans, 5ml Thyroide /
(adsorbé primate) Microsomal
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* La seconde incubation (incubation de conjugué) est de 30 minutes dans tous les cas.

Composants Optionnels

[REF]
2099

2100

2100x

2100x-8
2100-15

2100-15x

2107

2107x

2113

2113x

2113-15

2130

2130x

2130-15

2130-15x

2140

2140x

2200
2201
2206
2209
2210
2210-1
2210-50
2211
2212
2213
2214
2216
2217
2235
2243

Description

Anticorps anti—IgG humaine couplé ¢

bleu d’ Evans adsorbé primate

Anticorps anti—IgG humaine couplé ¢

d’ Evans
Anticorps anti—IgG humaine
d’ Evans

couplé

couplé

anti—IgG humaine
anti—IgG humaine

Anticorps
Anticorps
d’ Evans
Anticorps anti—IgG humaine couplé
d’ Evans
Anticorps
d’ Evans
Anticorps

d’ Evans

anti—IgA humaine couplé

anti—IgA humaine couplé

couplé &

FITC de
FITC de
FITC de

FITC
FITC

a la

a la de

a la FITC de

a la FITC de

a la FITC de

Chévre

Chévre

Chévre

Chévre

Chévre

Chévre

Chévre

avec

avec

sans

avec

sans

avec

sans

contre—colorant

contre—colorant

contre—colorant

contre—colorant

contre—colorant

contre—colorant

contre—colorant

Anticorps anti-humain polyvalent (IgG/IgA) couplé & la FITC de Chévre avec

contre—colorant bleu d Evans
Anticorps anti—humain polyvalent
contre—colorant bleu d’ Evans
Anticorps anti—humain polyvalent
contre—colorant bleu d’ Evans
Anticorps anti—humain polyvalent
contre—colorant bleu d Evans
Anticorps anti—humain polyvalent
contre—colorant bleu d Evans
Anticorps anti—humain polyvalent
contre—colorant bleu d’ Evans
Anticorps anti—humain polyvalent
contre—colorant bleu d’ Evans
Anticorps anti—IgM humaine couplé
d’ Evans

Anticorps anti—IgM humaine couplé
d’ Evans

Controle Négatif IFA
Controle Positif Homogéne ANA

(1gG/I1gA) couplé & la FITC de Chévre sans

(1gG/I1gA) couplé & la FITC de Chévre avec

bleu

bleu

bleu

bleu

bleu

bleu

(IgG/IgA/IgM) couplé & la FITC de Chévre avec

(IgG/I1gA/IgM)
(IgG/IgA/IgM)
(IgG/IgA/IgM)
a la FITC de

a la FITC de

Controle Positif Cellule anti Stéroide

Contrdole Positif anti-MAG
Controle Positif AMA

Faible titre AMA contréle positif
Controle Positif AMA
Controble Positif ASMA
Controble Positif AGPA
Controle Positif anti-IC
Controle Positif
Controle Positif
Controle Positif
Controle Positif
Conjugué IgG FITC avec Evans Blue

anti—-IC (pemphigus vulgaris)
anti—-IC (pemphigus foliaceus)
anti-BMZ (pemphigoide)
Muscle Ceur/Squelette

Page 28 of 49

couplé

couplé

couplé

Chévre

Chévre

a la

FITC de Chévre sans

a la FITC de Chévre avec

a la

avec

sans

FITC de Chévre sans

contre—colorant

contre—colorant

bleu

bleu

U/M
5ml
5ml

5ml
8ml

15ml
15ml
5ml
5ml
5ml
5ml
15ml
5ml
5ml
15ml
15ml
5ml
5ml
0. 5ml
0. 5ml
0. 5ml
0. 5ml
0. 5ml
0,5ml
50ml
0.5ml
0.5ml
0. 5ml
0. 5ml
0. 5ml
0. 5ml

0. 5ml
60m1
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2261 Controle Positif Ribosomal P 0. 5ml
2239 Contrdle Positif anti Thyroide/Microsomal 0. 5ml
2279 Controle Positif anti Surrénale 0. 5ml
2280 Controle Positif anti-Hu 0. 5ml
2281 Controle Positif anti-Yo 0. 5ml
2301 PBS pour 1 litre
2302 Diluant pour Echantillon 60ml
2500 Lamelle couvre—objet pour Porte—objet de Microscope (24x60mm) bolte de 12
2505 Fiole Compte—-Gouttes pour Milieu de Montage 5ml
2506 Fiole Compte—-Gouttes pour Milieu de Montage 60ml
2510% Contre—colorant Bleu d’Evans 1. Oml

Symboles utilisés sur les étiquettes :
[LOT]  Numéro de Lot
[REF]  Numéro catalogue
[IVD] Utilisation a diagnostic in vitro
A utiliser avant
Température de stockage
Consulter les instructions d’emploi
Nombre de tests
Fabricant

Date de fabrication

& CRo - - -

*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 requis mais non fourni

* Microscope a fluorescence

* Micropipette ou pipette Pasteur

* Pipettes sérologiques

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

* Récipient d’un litre

* Flacon laveur

* Serviettes en papier

* Chambre d’ incubation

AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS

Pour Utilisation en Diagnostic in vitro. Tous les éléments dérivés du corps humain utilisés ont
été testés pour les virus HbsAg, HCV, HIV-1 et 2 et HTLV-1 et le résultat des tests était
négatif, conformément aux exigences de la FDA. Tous les spécimens de sérum humain et les
produits dérivés du corps humain sont traités comme potentiellement dangereux, quelle que soit
leur origine. Veuillez suivre les bonnes pratiques de laboratoire lors du stockage, de la
délivrance et de 1’ élimination de ces matériaux.’
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AVERTISSEMENT - L’ azoture de sodium (NaN3) peut réagir avec la tuyauterie en plomb ou en cuivre
et former des azotures métalliques explosifs. Lors de 1’ élimination des liquides, jetez—les
avec une quantité importante d’ eau pour éviter 1’ accumulation d’ azotures. L’ azoture de sodium
peut étre toxique s’ il est ingéré. En cas d ingestion, veuillez en informer immédiatement votre
directeur de laboratoire ou votre centre antipoison.

COLLECTE DES SPECIMENS ET PREPARATION

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

PROCEDURE

Méthode de Test

A. Dépistage

1. Diluer chaque sérum de patient avec le Diluant Tampon selon la dilution recommandée dans la
section Matériel Fourni. 1:4 (0.1 ml de sérum + 0.3 ml de diluant) ou 1:10 (10 w1 de sérum
+ 90 w1l de diluant). Ne pas diluer les Controles Positifs et Négatifs & utiliser. Garder
les sera non dilués pour déterminer les titres d anticorps si les tests de dépistage ont
des résultats positifs

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

3. Etiqueter les porte—objets et les placer dans une chambre d’ incubation ol des serviettes en
papier humidifiées avec de 1’ eau sont disposées pour prévenir le séchage.

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

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

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

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

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

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

10. Replacer le couvercle sur la chambre d’ incubation. Laisser incuber pendant 30 minutes &
température ambiante
11. Oter le couvercle de 1’ incubateur. Maintenir le porte—objet par son extrémité et le

tremper dans le vase & bec contenant le PBS pour enlever 1’ excés de conjugué. Placer le ou
les porte—objet(s) dans une cuve & coloration remplie de PBS pendant 10 minutes. Si un
conjugué optionnel sans contre—colorant est utilisé (voir les composants optionnels dans la
Section Matériel Fourni), il est possible d ajouter 2-3 gouttes de Bleu d Evans au lavage
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final. Répéter 1 opération pour les porte-objets restants. REMARQUE : Un lavage non
effectué correctement peut causer une augmentation de la fluorescence de fond

12. Enlever un porte-objet de la cuve & coloration. Sécher les extrémités du porte-objet
avec une serviette en papier pour enlever 1 excés de PBS. Pour prévenir le séchage du
porte—objet, passez immédiatement & 1’ étape suivante tant que le porte—objet est encore
humide.

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

objet.
14. Répéter les étapes 12 et 13 pour chaque porte—objet
15. Rechercher une fluorescence spécifique & 1’ aide d un microscope & fluorescence avec un

grossissement de 200x ou plus.

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

B. Détermination du Point final (titrage)

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

Préparation de Dilutions en Série Débutant & 1:4

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

Tubes 1 2 3 4 5 6
Sérum 0.1 ml
+
Diluant Tampon 0.3ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2 ml
= = = = =
Transfert 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2 ml
Dilution finale 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 etc.

Préparation de Dilutions en Série Débutant & 1:10

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

Tubes 1 2 3 4 5 6
Sérum 0.1 ml
+
Diluant Tampon 0.9ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2 ml 0.2 ml
2 2 2 2 2
Transfert 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2 ml
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Dilution finale 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 etc.

CONTROLE QUALITE

Un Controle Positif ainsi qu un Controle Négatif doivent étre inclus avec chaque exécution du

test. Le contrdle négatif ne doit pas afficher de fluorescence spécifique. Le laboratoire doit

déterminer les caractéristiques de performance appropriées du Controle Positif utilisé

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

résultats inappropriés continuent de se produire avec les controles, cela peut &tre du a :

*  Turbidité. Jeter la solution et utiliser un autre controle

*  Problémes liés au systéme optique du microscope & fluorescence. Il se peut que 1’ alignement
ne soit pas correct, que la lampe ait dépassé sa date limite d utilisation, etc.

* Laisser les porte—objets sécher pendant la procédure

INTERPRETATION DES RESULTATS

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

LIMITES DE LA PROCEDURE

Les résultats de tous les tests d immunofluorescence indirecte doivent étre utilisés avec les
résultats d autres tests laboratoires en prenant compte de la condition clinique du patient
lors de 1’ établissement d un diagnostic
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Metodo generico di dosaggio per immunofluorescenza

FOGLIO ILLUSTRATIVO DEL PRODOTTO

USO PREVISTO
1 componenti elencati nella sezione “Materiali” possono essere utilizzati per il rilevamento
degli anticorpi nel siero umano mediante immunofluorescenza indiretta

RIASSUNTO E SPIEGAZIONE

Queste istruzioni per 1'uso forniscono un protocollo generale per 1'utilizzo di vetrini
substrato e coniugati appropriati per gli studi di immunofluorescenza indiretta. Gli
autoanticorpi possono essere visualizzati su una varietd di substrati di sezioni tissutali e
colture cellulari utilizzando un sistema coniugato con FITC. La sezione seguente descrive il
principio della procedura. I singoli laboratori possono utilizzare questo foglio illustrativo
del prodotto come guida, ma devono eseguire la convalida dei protocolli interni usando questi
materiali.

PRINCIPI DELLA PROCEDURA

1T componenti elencati nella sezione “Materiali” possono essere utilizzati nei protocolli di
immunofluorescenza indiretta. In questo tipo di protocollo, i sieri dei pazienti vengono
incubati su di un vetrino substrato per consentire il legame degli anticorpi. Tutti gli
anticorpi non legati vengono eliminati per risciacquo. Gli anticorpi legati delle classi IgA,
IgG e/o IgM, come stabilito in base al coniugato utilizzato, vengono rilevati mediante
incubazione del substrato con coniugato anti—-umano marcato con fluoresceina. Le reazioni sono
osservate sotto un microscopio a fluorescenza dotato di filtri adeguati. La presenza degli
anticorpi pud essere dimostrata da una fluorescenza color verde mela di specifiche strutture
istologiche nel substrato. Il titolo pud essere determinato mediante diluizioni seriali del
campione. Il titolo & il reciproco della maggior diluizione che produce una reazione positiva.

INFORMAZIONI SUL PRODOTTO

Conservazione e preparazione

Conservare tutti i reagenti a 2-8 ° C. I reagenti sono pronti per 1 uso dopo il raggiungimento
dell’ equilibrio a temperatura ambiente.

Materiali

Queste istruzioni sono fornite per 1 utilizzo con i singoli componenti, compresi i codici di
prodotto elencati di seguito. 1 vetrini substrato sono elencati a fianco del coniugato
appropriato per il rilevamento degli autoanticorpi su quel particolare substrato

Vetrino substrato Coniugato Controllo positivo Diluizione dei Tempo di
[REF] Descrizione [REF] Descrizione [REF] Descrizione campioni incubaz?one del
campionex
2123 Vetrino con 2099 Anticorpi anti-IgG umane 2279 Controllo 1:4 30 minuti
ghiandola di capra coniugati con positivo
surrenale di FITC, colorazione di anticorpi anti-—
primate, 6 contrasto blu di Evans, surrenal i
pozzetti 5 ml (assorbiti su
primate)
2124 Vetrino con 2099 Anticorpi anti-IgG umane 2201 Controllo 1:10 30 minuti
ghiandola di capra coniugati con omogeneo ANA
salivare di FITC, colorazione di
primate, 6 contrasto blu di Evans,
pozzetti 5 ml (assorbiti su
primate)
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21254 Vetrino con ovaio 2099 Anticorpi anti-IgG umane 2206 Controllo 1:10 3 ore
di primate, 4 di capra coniugati con positivo
pozzetti FITC, colorazione di anticorpi anti-—
contrasto blu di Evans, cellule steroidee
5 ml (assorbiti su
primate)
2127 Primate scivolo 2099 or Anticorpi anti-lgG umane di 2201 ANA di controllo 1:10 30 minuti
pituitaria , 6 2100 capra coniugati con FITC, omogeneo
pozzetti colorazione di contrasto blu
di Evans, 5 ml (assorbiti su
primate)
2128 Vetrino con 2099 Anticorpi anti-IgG umane 2280 Controllo 1:10 30 minuti
cervelletto di di capra coniugati con positivo
primate, 6 FITC, colorazione di anticorpi anti-Hu
pozzetti contrasto blu di Evans,
5 ml (assorbiti su
primate)
2134 Vetrino con nervo 2140 Anticorpi anti-IgM umane 2209 Controllo 1:10 30 minuti
sciatico di di capra coniugati con positivo
primate, 6 FITC, colorazione di anticorpi anti-—
pozzetti contrasto blu di Evans, MAG
5 ml
2147 Vetrino con 2099 Anticorpi anti-IgG umane 2213 Controllo 1:10 30 minuti
sezioni di cute di capra coniugati con e/o positivo
di primate, 6 FITC, colorazione di 2217 anticorpi
pozzetti contrasto blu di Evans, intercellulari
5 ml (assorbiti su e/o controllo
primate) positivo
anticorpi anti-—
BMZ
2148 Rat scorrere rene / 2100 Anticorpi anti-lgG umane di 2201, ANA ( Homo ) 1:10 30 minuti
stomaco , 8 capra coniugati con FITC, 2210 controllo positivo ,
pozzetti colorazione di contrasto blu AMA controllo
di Evans, 5 ml (assorbiti su positivo
primate)
2149 Primate del 2140 Anticorpi anti-lgM umane di 2209 Controllo positivo 1:10 30 minuti
nervo/bovino nervo capra coniugati con FITC, anticorpi anti-MAG
Slide, 6 pozzetti colorazione di contrasto blu
di Evans, 5 ml
2155 Vetrino con 2100 (o Anticorpi anti-IgG umane 2213 Controllo 1:10 30 minuti
esofago di 2199) di capra coniugati con e/o positivo
primate, 6 FITC, colorazione di 2217 anticorpi
pozzetti contrasto blu di Evans, intercellulari
5 ml (assorbiti su e/o controllo
primate) positivo
anticorpi anti-—
BMZ
2156 Vetrino con 2100 Anticorpi anti-IgG umane 2241 Controllo 1:10 30 minuti
epitelio di di capra coniugati con positivo
transizione 6 FITC, colorazione di anticorpi anti-
pozzetti contrasto blu di Evans PNP
2157 Vetrino con 2099 Anticorpi anti-IgG umane 2235 Controllo 1:10 30 minuti
muscolo cardiaco di capra coniugati con positivo
di primate, 6 FITC, colorazione di anticorpi anti-—
pozzetti contrasto blu di Evans, muscolo
5 ml (assorbiti su cardiaco/scheletr
primate) ico
2158 Vetrino con 2099 Anticorpi anti-IgG umane 2235 Controllo 1:10 30 minuti
muscolo di capra coniugati con positivo
scheletrico di FITC, colorazione di anticorpi anti-—
primate, 6 contrasto blu di Evans, muscolo
pozzetti 5 ml (assorbiti su cardiaco/scheletr
primate) ico
2169 Vetrino con 2100 Anticorpi anti-IgG umane 2201 ANA di controllo 1:10 30 minuti
stomaco del di capra coniugati con omogeneo
mouse, 6 pozzetti FITC, colorazione di
contrasto blu di Evans
2172 Vetrino con 2100 (o Anticorpi anti-IgG umane 2201 ANA di controllo 1:10 30 minuti
muscolo 2199) di capra coniugati con omogeneo

scheletrico del
ratto, 6 pozzetti

FITC, colorazione di
contrasto blu di Evans,
5 ml (assorbiti su
primate)
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2180 2099 2239 Controllo 1:10
positivo
anticorpi anti-—
tiroidei/microsom

ali

Anticorpi anti-IgG umane
di capra coniugati con
FITC, colorazione di
contrasto blu di Evans,
5 ml (assorbiti su
primate)

Vetrino con
tiroide di
primate, 6
pozzetti

30 minuti

% In tutti i casi, la seconda incubazione (incubazione

Componenti opzionali

del coniugato) & di 30 minuti.

[REF] Descrizione U/M
2099 Anticorpi anti—IgG umane di capra coniugati con FITC, assorbiti su primate
colorazione

di contrasto blu di Evans, 5 ml
2100 Anticorpi anti—IgG umane di capra coniugati con FITC, colorazione di contrasto blu

di Evans, 5 ml
2100x Anticorpi anti—-IgG umane di capra coniugati con FITC, senza colorazione di contrasto

blu di Evans, 5 ml
2100x-8 Anticorpi anti—IgG umane di capra coniugati con FITC, 8ml
2100-15 Anticorpi anti—IgG umane di capra coniugati con FITC, colorazione di contrasto blu

di Evans, 5 ml
2100-15x  Anticorpi anti—IgG umane di capra coniugati con FITC, senza colorazione di contrasto

blu di Evans, 15 ml
2107 Anticorpi anti—IgA umane di capra coniugati con FITC, colorazione di contrasto blu

di Evans, 5 ml
2107x Anticorpi anti—IgA umane di capra coniugati con FITC, senza colorazione di contrasto

blu di Evans, 5 ml
2113 Anticorpi polivalenti (IgG/IgA) anti-umani di capra coniugati con FITC, colorazione
di

contrasto blu di Evans 15 ml
2113x Anticorpi polivalenti (IgG/IgA) anti-umani di capra coniugati con FITC, senza
colorazione

di contrasto blu di Evans 5 ml
2113-15 Anticorpi polivalenti (IgG/IgA) anti—-umani di capra coniugati con FITC, colorazione

di contrasto blu di Evans 15 ml
2130 Anticorpi polivalenti (IgG/IgA/IgM) anti-umani di capra coniugati con FITC,
colorazione

di contrasto blu di Evans 5 ml
2130x Anticorpi polivalenti (IgG/IgA/IgM) anti-umani di capra coniugati con FITC, senza

colorazione di contrasto blu di Evans 5 ml
2130-15 Anticorpi polivalenti (IgG/IgA/IgM) anti-umani di capra coniugati con FITC,
colorazione

di contrasto blu di Evans 15 ml
2130-15x  Anticorpi polivalenti (IgG/IgA/IgM) anti-umani di capra coniugati con FITC, senza

colorazione dicontrasto blu di Evans 15 ml
2140 Anticorpi anti—IgM umane di capra coniugati con FITC, colorazione di contrasto blu

di Evans, 5 ml
2140x Anticorpi anti—IgM umane di capra coniugati con FITC, senza colorazione di contrasto

blu di Evans, 5 ml
2200 Controllo Negativo IFA 0,5 ml
2201 Controllo positivo omogeneo ANA 0,5 ml
2206 Controllo positivo anticorpi anti—cellule steroidee 0,5 ml
2209 Controllo positivo anticorpi anti-MAG 0,5 ml
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2210
2210-1
2210-50
2211
2212
2213
2214
2216
2217
2235
2239
2243
2261
2279
2280
2281
2301
2302
2500
2505
2506
2510

Controllo positiva AMA
Controllo positive AMA a basso titolo
Controllo positiva AMA

Controllo positivo
Controllo positivo
Controllo positivo
Controllo positivo
Controllo positivo
Controllo positivo
Controllo positivo
Controllo positivo
IgG FITC coniugato
Controllo positivo
Controllo positivo
Controllo positivo
Controllo positivo
PBS

anticorpi
anticorpi
anticorpi
anticorpi
anticorpi
anticorpi
anticorpi
anticorpi

anti—ASMA

anti—AGPA

anti—-IC

anti-IC (pemfigo volgare)

anti-IC (pemfigo foliaceo)
anti-BMZ (pemfigoide)
anti-muscolo cardiaco/scheletrico
anti-tiroidei/microsomali

con Blu di Evans

di ribosomal p

anticorpi
anticorpi
anticorpi

Diluente per campioni
Vetrini coprioggetto per microscopio (24 x 60 mm)
Flaconcino contagocce per mezzo di montaggio

anti—surrenali
anti—-Hu
anti-Yo

Flaconcino contagocce per mezzo di montaggio

Colorazione di contrasto blu di Evans

Simboli usati sulle etichette:

[LOT]
[REF]
[IVD]

@&Lm — ~+ ®

Codice del lotto

Numero di catalogo

Per uso diagnostico in vitro

Utilizzare entro

Temperatura di conservazione

Consultare le istruzioni per I'uso

Numero di test
Fabbricante

Data di fabbricazione

0,5 mi
0,5ml
50 mi

0,5 ml
0,5 ml
0,5 ml
0,5 ml
0,5 ml
0,5 ml
0,5 ml
0,5 ml
60 ml

0,5 ml
0,5 ml
0,5 ml
0,5 ml

per 1 litro

60 ml

confezione da 12
5 ml

60 ml

1,0 ml

*Pericolo. Pud provocare il cancro. Procurarsi istruzioni specifiche prima dell’'uso. Non manipolare

prima di avere letto e compreso tutte le avvertenze.
esposizione, consultare un medico.

IN CASO di esposizione o di possibile
Indossare guanti/indumenti protettivi/Proteggere gli occhi/il

viso. Conservare sotto chiave. Smaltire il prodotto/recipiente nello smaltimento dei rifiuti

approvato.

Materiale richiesto ma non fornito
* Microscopio a fluorescenza
* Micropipetta o pipetta di Pasteur

* Pipette per sierologia
* Piastra di colorazione (ad es. vaso di Coplin)

* Provette piccole (ad es. 13 x 75 mm) e rastrelliera per provette
* Acqua distillata o deionizzata
* Contenitore da 1 litro

* Spruzzetta
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* Carta assorbente
* Camera di incubazione

AVVERTENZE E PRECAUZIONI

Per uso diagnostico in vitro. Tutti i componenti di derivazione umana utilizzati sono stati
testati per HBsAg, HCV, HIV-1, HIV-2 e HTLV-I, risultando negativi ai test richiesti dalla FDA.
Tutti 1 campioni di siero umano e 1 prodotti di derivazione umana vanno trattati come
potenzialmente pericolosi, a prescindere dalla loro origine. Seguire le buone pratiche di
laboratorio per la conservazione, la fornitura e lo smaltimento di questi materiali.’
ATTENZIONE: il sodio azide (NaN3) pud reagire con le tubature in piombo e rame formando azidi
metalliche altamente esplosive. Durante lo smaltimento dei liquidi, risciacquare con grandi
quantita d acqua per evitare 1 accumulo di azidi. 11 sodio azide pud essere tossico se
ingerito. In caso di ingestione, informare immediatamente il direttore del laboratorio o il
centro antiveleni.

PRELIEVO E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Utilizzare solo campioni di siero per questa procedura. 1 campioni macroscopicamente
emolizzati, lipemici o contaminati da batteri possono interferire con le prestazioni di questo
test e non vanno utilizzati. Conservare i campioni a 2-8 ° C per non pilt di una settimana. Per
una conservazione prolungata, congelare il siero a -20 ° C. Evitare cicli ripetuti di
congelamento e scongelamento dei campioni.

PROCEDURA

Metodo analitico

A. Screening

1. Diluire tutti 1 campioni di siero del paziente con il diluente tamponato secondo la
diluizione raccomandata nella sezione Materiali forniti. 1:4 (0,1 ml di siero + 0,3 ml di
diluente) oppure 1:10 (10 pl di siero + 90 w1l di diluente). Non diluire i controlli
positivi o quelli negativi da wutilizzare. Mettere da parte i sieri non diluiti per
determinare i titoli anticorpali se i test di screening risultano positivi.

2. Lasciare che le buste contenenti i vetrini substrato raggiungano 1’ equilibrio a temperatura
ambiente per 10-15 minuti. Rimuovere con cura i vetrini senza toccare il substrato.

3. Etichettare i vetrini e metterli in una camera di incubazione foderata con carta assorbente
inumidita con acqua per evitare 1’ essiccamento

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

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

6. Mettere il coperchio sulla camera di incubazione e incubare 1 vetrini a temperatura
ambiente, secondo il tempo di incubazione campioni raccomandato nella sezione Materiali
forniti.

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

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

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

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

11. Togliere un vetrino dalla camera di incubazione. Tenere il vetrino all estremitd della
linguetta e immergerlo in un becher contenente PBS per rimuovere il coniugato in eccesso.
Mettere i vetrini in una piastra di colorazione piena di PBS per 10 minuti. Se si utilizza
il coniugato opzionale senza colorazione di contrasto (vedere i componenti opzionali nella
sezione Materiali forniti), si possono aggiungere al lavaggio finale 2-3 gocce di
colorazione di contrasto blu di Evans. Ripetere 1 operazione per i vetrini restanti. NOTA:
I1 lavaggio scorretto pud aumentare la fluorescenza di fondo.

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

13. Montare il vetrino coprioggetto applicandovi wuniformemente 3 gocce del mezzo di
montaggio e mettere il vetrino coprioggetto sul vetrino. Evitare 1 applicazione di una
pressione eccessiva ed evitare il movimento laterale del vetrino coprioggetto

14. Ripetere i passaggi 12 e 13 per ogni vetrino

15. Cercare la fluorescenza specifica con un microscopio a fluorescenza e un ingrandimento

di 200x o superiore.
I vetrini sono pronti per la lettura non appena preparati. Tuttavia, data la presenza di un
agente antiscolorimento nel mezzo di montaggio, non si verifica alcuna perdita
significativa nell’ intensita di colorazione se la lettura viene posticipata per un massimo
di 48 ore. I vetrini vanno conservati al buio a 2-8 ° C.

B. Determinazione dell’ endpoint (titolazione)

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

Preparazione delle diluizioni seriali a partire da 1:4

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

Provette 1 2 3 4 5 6
Siero 0,1 ml
+
Diluente tamponato 0,3 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
2 2 2 2 2
Trasferire 0,2ml 0,2ml 0,2ml 0,2ml 0,2 ml
Diluizione finale 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128, ecc

Preparazione delle diluizioni seriali a partire da 1:10

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

Provette 1 2 3 4 5 6
Siero 0,1 ml
+
Diluente tamponato 0,9 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
> > > > >
Trasferire 0,2ml 0,2ml 0,2ml 0,2ml 0,2 ml

Diluizione finale 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320, ecc

CONTROLLO DI QUALITA

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

controllo negativo. Il controllo negativo non deve mostrare alcuna fluorescenza significativa

I1 laboratorio deve determinare le caratteristiche prestazionali appropriate del controllo

positivo utilizzato

Se 1 risultati non corrispondono a quelli previsti, il test deve essere ripetuto. Se persistono

risultati inadeguati con i controlli, cid pud essere dovuto a:

. Torbidita. Gettare il controllo e utilizzarne un altro.

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

* Vetrino lasciato asciugare durante la procedura.

INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

I risultati del dosaggio per immunofluorescenza sono generalmente refertati negativi con un
titolo inferiore alla diluizione di screening, positivi con un titolo superiore o pari alla
diluizione di screening o, preferibilmente, positivi con il titolo dello specifico endpoint. I
laboratori devono convalidare i protocolli per 1’ impiego di questi materiali e i tecnici
addestrati a leggere i pattern di fluorescenza specifici per 1 materiali in uso e i test
eseguiti.

LIMITAZIONI DELLA PROCEDURA

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

FOLHETO DO PRODUTO

AMBITO DE UTILIZACRO
Os componentes listados na sec¢ao “Materiais” podem ser utilizados para a detec¢ao de anticorpos
no soro humano por imunofluorescéncia indirecta

RESUMO E EXPLICAGAO

Estas instrug¢oes de utilizag¢dao fornecem um protocolo geral para o uso de laminas de substrato e
conjugados adequados para estudos de imunofluorescéncia indirecta. Os autoanticorpos podem ser
visualizados numa série de secg¢oes de tecido e em substratos de culturas de células, utilizando um
sistema conjugado FITC. O principio do procedimento é descrito na sec¢ao seguinte. Os laboratérios
podem utilizar individualmente este folheto do produto como um guia, mas devem realizar a
validagao interna dos seus protocolos para a utilizagao destes materiais.

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

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

INFORMACAO SOBRE O PRODUTO

Armazenamento e preparagao

Armazenar todos os reagentes a 2-8° C. 0Os reagentes estao prontos a utilizar apoés ficarem a
temperatura ambiente

Materiais

Estas instrug¢oes destinam—se a ser utilizadas com componentes individuais, incluindo os coédigos de
produtos listados em seguida. As laminas do substrato sao listadas ao lado do conjugado apropriado
para a detecg¢ao de autoanticorpos no substrato especifico

Lamina de Substrato Con jugado Controlo Positivo Diluig¢do da Tempo de
[REF] Descrigao [REF] Descrigao [REF] Descrigao Amostra Incubagdo da
Amosgtrak
2123 Lamina de Glandula 2099 TgG anti-humana de 2279 Controlo Positivo 1:4 30 minutos
Adrenal de Primata, cabra, marcada com Anticorpo Anti-—
6 pogos FITC, com Corante Adrenal

Azul de Evans, 5ml
(adsorvido de

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

Azul de Evans, 5ml
(adsorvido de
primata)
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21254 Lamina de Ovario de 2099 TgG anti—humana de 2206 Controlo Positivo 1:10 3 horas
Primata, 4 pogos cabra, marcada com Anticorpos Células
FITC, com Corante Esteroidais
Azul de Evans, 5ml
(adsorvido de
primata)
2127 Primata pituitaria slide, 2099 or 1gG anti-humana de 2201 ANA controle 1:10 30 minutos
6 pogos 2100 cabra, marcada com Homogéneos
FITC, com Corante Azul
de Evans, 5ml
(adsorvido de primata)
2128 Lamina de Cerebelo 2099 TgG anti—humana de 2280 Controlo Positivo 1:10 30 minutos
de Primata, 6 pogos cabra, marcada com Anticorpo Hu
FITC, com Corante
Azul de Evans, b5ml
(adsorvido de
primata)
2134 Lamina de Nervo 2140 IgM de cabra anti- 2209 Controlo Positivo 1:10 30 minutos
Ciatico de Primata, humano com Corante de Anticorpo MAG
6 pocos Azul de Evans, 5ml
2147 Lamina de Split Skin 2099 TgG anti—humana de 2213 Controlo Positivo 1:10 30 minutos
de Primata, 6 pogos cabra, marcada com e/ou Anticorpos
FITC, com Corante 2217 Intercelulares
Azul de Evans, 5ml e/ou Controlo
(adsorvido de Positivo
primata) Anticorpos BMZ
2148 Rat Deslize rim / 2100 1gG anti-humana de 2201, ANA (Homo ) 1:10 30 minutos
estdbmago , 8 pogos cabra, marcada com 2210 Controlo Positivo ,
FITC, com Corante Azul AMA Controle
de Evans, 5ml Positivo
(adsorvido de primata)
2149 Primata bovina/nervo 2140 IgM de cabra anti— 2209 Controlo Positivo 1:10 30 minutos
nervo deslize, 6 po¢os humano com Corante de Anticorpo MAG
Azul de Evans, 5ml
2155 Lamina de Eséfago de 2100 (ou IgG anti—humana de 2213 Controlo Positivo 1:10 30 minutos
Primata, 6 pogos 2199) cabra, marcada com e/ou Anticorpos
FITC, com Corante 2217 Intercelulares
Azul de Evans, b5ml e/ou Controlo
(adsorvido de Positivo
primata) Anticorpos BMZ
2156 Lamina de epitélio de 2100 IgG anti—humana de 2241 Controlo Positivo 1:10 30 minutos
transicdo Primata, 4 cabra, marcada com PNP
pogos FITC, com Corante
Azul de Evans
2157 Lamina de Muasculo 2099 IgG anti—humana de 2235 Controlo Positivo 1:10 30 minutos
Cardiaco de Primata, cabra, marcada com Anticorpos Musculo
6 pogos FITC, com Corante Cardiaco/Esqueléti
Azul de Evans, b5ml co
(adsorvido de
primata)
2158 Lamina de Misculo 2099 TgG anti—humana de 2235 Controlo Positivo 1:10 30 minutos
Esquelético de cabra, marcada com Anticorpos Musculo
Primata, 6 pogos FITC, com Corante Cardiaco/Esqueléti
Azul de Evans, 5ml co
(adsorvido de
primata)
2169 Lamina de estomago 2100 TgG anti-humana de 2201 ANA controle 1:10 30 minutos
de rato, 6 pogos cabra, marcada com Homogéneos
FITC, com Corante
Azul de Evans
2172 Lamina de estomago 2100 (ou TgG anti-humana de 2201 ANA controle 1:10 30 minutos
de rato, 6 pogos 2199) cabra, marcada com Homogéneos
FITC, com Corante
Azul de Evans, 5ml
(adsorvido de
primata)
2180 Lamina de Tirdide de 2099 IgG anti—humana de 2239 Controlo Positivo 1:10 30 minutos

Primata, 6 pogos

cabra, marcada com
FITC, com Corante
Azul de Evans, b5ml
(adsorvido de
primata)

Anticorpo
Microssomal/Tiréid
e
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* A segunda incubag¢ao (incubac¢ido do

Componentes opcionais

[REF]
2099
2100
2100x
2100x-8
2100-15
2100-15x
2107
2107x
2113
2113x
2113-15
2130
2130x
2130-15
2130-15x
2140
2140x

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

Descric¢ao

IgG de cabra anti—-humano
IgG anti—humana de cabra,
IgG anti—humana de cabra,
IgG anti—humana de cabra,
IgG anti—humana de cabra,
IgG anti—humana de cabra,
IgA anti—humana de cabra,
IgA anti—humana de cabra,
FITC de cabra anti—humano
FITC de cabra anti-humano
FITC de cabra anti-humano
FITC de cabra anti—humano
FITC de cabra anti-humano
FITC de cabra anti—humano
FITC de cabra anti—humano

Controlo Negativo IFA
Controlo Positivo Homogén

conjugado) é, em todos os casos, de 30 minutos.

adsorvido de

marcada
marcada
marcada
marcada
marcada
marcada
marcada

com
com
com
com
com
com
com

polivalente
polivalente

polivalente
polivalente
polivalente
polivalente
polivalente
IgM de cabra anti—humano FITC com Corante Azul de Evans
IgM de cabra anti—humano FITC sem Corante Azul de Evans

eo ANA

primata FITC com Corante Azul de Evans
FITC, com Corante Azul de Evans

FITC, sem Corante Azul de Evans

FITC

FITC, com Corante Azul de Evans

FITC, sem Corante Azul de Evans

FITC, com Corante Azul de Evans

FITC, sem Corante Azul de Evans
(I1gG/1gA) com Corante Azul de Evans
(IgG/IgA) sem Corante Azul de Evans
(IgG/IgA) com Corante Azul de Evans
(I1gG/1gA/IgM) com Corante Azul de Evans
(IgG/IgA/I1gM) sem Corante Azul de Evans
(I1gG/1gA/IgM) com Corante Azul de Evans
(I1gG/1gA/IgM) sem Corante Azul de Evans

Controlo Positivo Anti—Células Esteroidais

Controlo Positivo Anti-MA
Controlo Positivo AMA

G

Controlo de AMA positivo baixo titulo

Controlo Positivo AMA
Controlo Positivo ASMA
Controlo Positivo AGPA
Controlo Positivo anti—IC

Controlo Positivo anti-IC (pemphigus vulgaris)

Controlo Positivo anti-IC (pemphigus foliaceus)
Controlo Positivo anti-BMZ (penfigdide)

Controlo Positivo anti—s Mudsculo Cardiaco/Esquelético
Controlo Positivo anti-Microssomal/Tiréide

IgG FITC Conjugado com Evans Azul

Controlo Positivo de ribo
Controlo Positivo Anti-Ad
Controlo Positivo Anti-Hu
Controlo Positivo Anti—-Yo
PBS

Diluente da Amostra

Cobertura de Vidro de Laminas de Microscopia (24x60mm)

somal P
renal

Ampola Conta-Gotas Meio de Montagem
Ampola Conta—-Gotas Meio de Montagem

U/M
5ml
5ml
5ml
8ml
15ml
15ml
5ml
5ml
5ml
5ml
15ml
5ml
5ml
15ml
15ml
5ml
5ml

0, 5ml
0, 5ml
0, 5ml
0, 5ml
0, 5ml
0, 5ml
50ml
0, 5ml
0, 5ml
0, 5ml
0, 5ml
0, 5ml
0, 5ml
0, 5ml
0, 5ml
60ml
0, 5ml
0, 5ml
0, 5ml
0, 5ml

para 1 litro
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2510% Corante Azul de Evans 1, Oml

Simbolos utilizados nos rétulos:

[LOT] Numero de lote
[REF]  Numero de catélogo
[IVD] Utilizagao diagndstica in vitro
e Utilizagéo por
t Temperatura de armazenamento
I Consulte as instrugdes de utilizagédo
S Numero de testes
E Fabricante

Data de fabricagao

*Perigo. Pode provocar cancro. Pedir instrugdes especificas antes da utilizagdo. Nao manuseie o
produto antes de ter lido e percebido todas as precaugdes de seguranca. EM CASO DE exposigao ou
suspeita de exposicdo: consulte um médico. Usar Iluvas de protecgdo/vestuario de
protecgao/protecgdo ocular/protecgao facial. Armazenar em local fechado a chave. Armazenar em
local fechado a chave. Eliminar o conteudo/recipiente em eliminagéo de residuos aprovada.

Material necessdrio mas nao fornecido

* Microscopio de fluorescéncia

* Micropipeta ou pipeta Pasteur

* Pipetas sorolégicas

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

* Recipiente de 1 litro

* Garrafa de lavagem

* Toalhetes de papel

* Camara de incubagao

ADVERTENCIAS E PRECAUCOES

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

ADVERTENCIA - A azida sédica (NaN3) pode reagir com o chumbo e o cobre das canalizagdes, formando
azidas de metal altamente explosivas. Aquando da eliming¢ao dos liquidos, lave com dgua abundante,
a fim de prevenir a formagao de azidas. A azida sdédica pode ser toxica se ingerida. No caso de
ingestao, comunicar de imediato o incidente ao director do laboratério ou ao centro de controlo de

venenos.

COLHEITA E PREPARACAO DAS AMOSTRAS
S6 devem ser utilizadas amostras de soro para este procedimento. As amostras excessivamente
hemolizadas, lipémicas ou contaminadas microbiologicamente podem interferir nos resultados deste
teste, nao devendo ser utilizadas. Armazenar as amostras a uma temperatura entre 2° a 8° C durante
no mdximo uma semana. Para um armazenamento de maior dura¢ao, as amostras de soro devem ser
congeladas a —-20° C. Evitar o repetido congelamento e derretimento das amostras.
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PROCEDIMENTO
Método de teste

A
1.

11.

12.

13.

14.
15.

Rastreio

Diluir o soro de cada paciente com o Diluente Tamponado, de acordo com a dilui¢dao recomendada
na sec¢ao Materiais Fornecidos. 1:4 (0,1 ml soro + 0,3 ml diluente) ou 1:10 (10 11l soro + 90
ul diluente). Nao diluir os Controlos Positivo ou Negativo a utilizar. Guardar o soro nao
diluido para determinar as titragens de anticorpos, caso os resultados dos testes de rastreio
sejam positivos.

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

Etiquetar as laminas e colocd—las numa camara de incubag¢dao forrada com toalhetes de papel
humedecidos em agua para evitar a secagem.

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

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

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

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

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

Repetir os passos 7 e 8 para cada lamina

Substituir a tampa da camara de incuba¢dao. Incubar durante 30 minutos & temperatura
ambiente.

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

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

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

Repetir os passos 12 e 13 para cada lamina

Examinar relativamente a fluorescéncia especifica através de um microscépio de

fluorescéncia com uma amplia¢ao de 200x ou superior.
As laminas podem ser analisadas assim que forem preparadas. No entanto, devido & presen¢a de
um agente anti—descoloragao no meio de montagem, nao ocorre perda significativa da intensidade
de coloragao se a leitura for adiada até um maximo de 48 horas. As laminas devem ser guardadas
em local escuro a uma temperatura compreendida entre 2-8° C
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B. Determinagdo final (titulagdo)

Um soro positivo no teste de rastreio pode ser novamente testado, seguindo os passos de 5 a 13
para determinar a titragem. Realizar dilui¢oes seriadas em duplicado, come¢ando na dilui¢ao de
rastreio inicial. A reciproca da maior dilui¢ao que produzir uma reac¢ao positiva é a titragem
Sao seguidamente fornecidas tabelas das dilui¢oes de rastreio padrao.

Preparagao das dilui¢oes seriais com inicio em 1:4

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

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

Preparagao das dilui¢des seriais com inicio em 1:10

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

Tubos 1 2 3 4 5 6
Soro 0,1 ml
+
Diluente Tamponado 0,9 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
2> 2> 2> 2> 2>
Transferéncia 0,2ml 0,2ml 0,2ml 0,2ml 0,2 ml
Diluig¢ao final 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 etc

CONTROLO DE QUALIDADE

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

nao deve revelar fluorescéncia especifica. 0 laboratdério deve determinar as caracteristicas de

desempenho adequadas do Controlo Positivo utilizado

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

resultados inadequados com os controlos, estes podem ser devidos a:

*  Turva¢ao. Eliminar e utilizar outro controlo

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

* Permitir que a lamina seque durante o procedimento

INTERPRETACAO DOS RESULTADOS
Os resultados do teste de imunofluorescéncia sao geralmente comunicados como negativos com uma
titragem inferior & dilui¢ao de rastreio, positivos com uma titragem superior ou igual & diluicgao
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de rastreio ou, preferencialmente, positivos com uma titragem final especifica. Os laboratoérios
devem validar protocolos para a utilizag¢ao destes materiais e formar os técnicos, de modo a lerem
os padroes de fluorescéncia especificos adequados aos materiais utilizados e ao teste efectuado

LIMITAGAO DO PROCEDIMENTO

Os resultados de todos os testes positivos de imunofluorescéncia indirecta a par dos resultados de
outros testes laboratoriais e da condi¢ao clinica do paciente durante o diagnéstico
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For technical assistance please contact:

d IMMCO Diagnostics, Inc.
10 Earhart Drive
Buffalo, NY 14221-7078 USA
Telephone: (716) 691-0091
Fax: (716) 691-0466
Toll Free USA/Canada: 1-800-537-TEST
E-Mail: info@immco.com

or your local product distributor

EC REP

EMERGO Europe.
Westervoortsedijk 60
6827 AT Arnhem
The Netherlands
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