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L'italiano
Titolo del test:

Test IFA di screening i le n

Uso previsto:

Il test di i indiretta &
screening per gli (ANA),
(MA), anticellula parietale (PCA) antimuscolatura liscia (SMA) e
antireticolina in circolazione nel siero del paziente.

 come test di

Principi:

La reazione primaria del test implica la circolazione nel siero del
paziente di anticorpi che si legano ai loro antigeni omologhi. Cié si
verifica durante il periodo di incubazione, quando il siero ricopre la
superficie dell'antigene. Successivamente ad un periodo di
risciacquo necessario per la rimozione degli anticorpi umani non
legati, avviene una reazione secondaria. Il reagente utilizzato nella
reazione secondaria & un coniugato antiglobulina umana marcato
con fluoresceina. La superficie dellantigene viene quindi
completamente risciacquata in modo da eliminare il coniugato non
legato e quindi osservata con un idoneo microscopio a
fluorescenza.

Materiali in dotazione:
Conservazlone e stabilita dei componenti

Preparazione del reagente:
1. Confezione tampone n. 1601. Reidratare il tampone con 1 litro
di acqua distillata sterile.

Raccolta dei campioni
Raccogliere i campioni sierologici in condizioni asettiche. L'emolisi
viene evitata separando tempestivamente il siero dal coagulo
Conservare il siero a una temperatura di 2-8°C se questo deve
essere analizzato entro pochi giorni. E possibile conservare il siero
per un periodo di 3-6 mesi a una temperatura pari o inferiore a -20°
C. Evitare il siero lipemico e fortemente emolitico. Se i campioni
vengono spediti a temperatura ambiente, si raccomanda I'aggiunta
di un conservante quale (timerosal) 0,01% o sodio azide 0,095%.

ni per il test:
ing: diluire i sieri da testare 1:20 in tampone fosfato.
Titolazioni: impostare diluizioni di siero al raddoppio a partire da
120(0\09120 1:40, 1:80, 1:160, 1:320, ecc.)
Quando i vetrini raggiungono la temperatura ambiente,
Iinvolucro in dell'apposita tacca.
Rimuovere con cautela il vetrino dall'involucro evitando di
toccare le aree su cui & presente I'antigene. Il vetrino & pronto
per l'uso.

2. Versare una goccia di siero diluito (da 20 a 30 pi) e i controlli
sui pozzetti dell'antigene.

Rene/stomaco di ratto o topo auna 3. il vetrino con il siero del paziente e i controlli in

di 2-8°C). una camera umida a temperatura ambiente (circa 24°C) per
2. Fegatofrene/stomaco di ratto o topo (conservare a una 30 minut.

temperatura di 2-8°C). 4. Rimuovere il vetrino dalla camera umida e battere

3. Controllo positivo MA

4. Controllo positivo ANA di tipo omogeneo (conservare a una
temperatura di 2-8°C).

5. Controllo positivo SMA (conservare a una temperatura di 2-8°
C),

6. Controllo negativo universale (conservare a una temperatura
di 2-8°C).

7 Comugalo FITC 19G H&L (conservare a una temperatura di 2-
8°C) op|

8. Coniugato FITC IgG H&L con Evans Blue (conservare a una
temperatura di 2-8°C).

9. Confezione tampone n. 1601 - Tampone fosfato. Il tampone
contiene conservanti e deve essere
a una temperatura di 2-8°C.

10.  La soluzione di montaggio FITC n. 1610 rimane stabile se
conservata a una temperatura di 2-8°C

Materiali aggiuntivi richiesti ma non in

dotazione:
Provette per test e cestello o sistema per microtitolazione
Pipette monouso
Vaschetta per colorazione e pinze per vetrini
Camera umida
Pallone volumetrico (500 ml)
Acqua distilata
Microscopio a fluorescenza
Carta assorbente che non lasci residui
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leggermente con il polpastrello su un lato del vetrino per fare
gocciare il siero su un pezzo di carta assorbente. Risciacquare
delicatamente il siero rimanente sul vetrino con spruzzetta per
lavaggio facendo attenzione a non dirigere il getto
direttamente sul pozzetto

5. Lavare in tampone fosfato per cinque minuti. Ripetere la
procedura utilizzando tampone fosfato fresco.

6. Posizionare un tampone di carta assorbente sul tavolo del
laboratorio con il lato assorbente rivolto verso [alto.
Rimuovere il vetrino dal tampone fosfato e capovolgerlo in
modo che il lato su cui & applicato il campione di tessuto sia a
contatto con il lato assorbente del tampone. Allineare i pozzetti
con i fori del tampone. Posizionare il vetrino sulla parte
superiore del tampone. Non lasciare asciugare il tessuto.
Pulire la parte posteriore del vetrino con carta assorbente
asciutta che non lasci residui. Assorbire il tampone fosfato con
la carta esercitando una leggera pressione ed accertarsi che il
vetrino sia asciutto.

7. Versare 1 goccia (20-30 i) di coniugato in ciascun pozzetto di
antigene. Ripetere le fasida3a 6.

8. Versare 4-5 gocce di soluzione di montaggio sul vetrino,

9. Applicare un vetrino coprioggetto da 22 x 70 mm. Esaminare il
vetrino al microscopio a fluorescenza.

Nota: per la il vetrino
montato in una camera umida all'interno di un refrigeratore al
buio.

Controllo di qualita:

1. I controlli di siero positivo e negativo devono essere inclusi in
tutti i test del giorno per confermare la riproducibilita, la
sensibilita e la specificita della procedura.



2 Il controllo di siero negativo deve visualizzare una
fluorescenza minima (+) o nulla. Una eventuale fluorescenza
evidente di questo controllo indica un problema a livello di
controllo, di antigene, di coniugato o di procedura tecnica.

La Proclina (0,045%) & compresa in controlli € coniugato.
Non utilizzare componenti scaduti.

Per garantire risultati validi, seguire le istruzioni procedurali
me vengono descritte in questo inserto.

3 Il controllo di siero positivo deve vi una
evidente da 3+ a 4+. Una eventuale fluorescenza minima o
nulla di questo controllo indica un problema a livello di
controllo, di antigene, di coniugato o di procedura tecnica.

4, In aggiunta ai controlli di siero positivi e negativi, eseguire un
controllo con tampone fosfato per stabilire se il coniugato &
libero da colorazioni non specifiche del substrato dell'antigene.
Se I'antigene mostra una fluorescenza evidente nel controllo
con tampone fosfato, ripetere la procedura utilizzando
coniugato fresco. La presenza continua di fluorescenza indica
un problema a livello del coniugato o dell'antigene stesso.

Interpretazione del titolo:
1l titolo & Ia diluizione pi alta del siero del paziente che mostra una
fluorescenza debole (1+).

Inferiore a 1:20 Normale: praticamente esclude il lupus
eritematoso sistemico (LES) attivo se il paziente
non & stato sottoposto a terapia
immunosoppressiva o non & in fase di
remissione

1:20-1:80 Test positivo spesso riscontrato nell'artrite
reumatoide e in altre malattie del tessuto
connettivo. Ripetere il test su un campione di
siero fresco dopo due settimane. Un aumento
del titolo suggerisce LES attivo. L'assenza di
cambiamenti nel titolo indica una possibile altra
malattia autoimmune in una condizione statica,
un caso di LES trattato o un altro processo
autoimmune.

1:160 o superiore  Elevata possibilita di LES, anche se altre
malattie autoimmuni e alcuni farmaci possono
indurre titoli elevati

Risultati
ANA: Risultato positivo se viene osservato uno dei quattro quadri di
colorazione di base individualmente o in diverse combinazioni. |
quadri caratteristici vengono meglio osservati con obiettivi a secco
ad alto ingrandimento.
Omogeneo (diffuso) - fluorescenza dell'intero nucleo uniforme
e diffusa.

2. Periferico (bordato, irregolare) - la membrana nucleare ha una
fluorescenza piu intensa dell'area centrale.

3 Granulare - numerose piccole "macchie” di fluorescenza in

tutto il nucleo.

4. Nucleolare - | nucleoli sono colorati uniformemente e nei
nuclei si osservano da 1 a 5 grandi aree sferiche di
fluorescenza.

Precauzwnl'

Tutti i componenti umani sono stati testati mediante test
radioimmunologico per (HBsAg) e HTLVIILAV con metodo
approvato dalla FDA e sono risultati negativi (non reattivi
ripetutamente). Tuttavia, questo non garantisce I'assenza di
HBsAg o HTLVIIILAV. Tutti i componenti umani devono essere
manipolati con estrema cautela

Per uso diagnostico in vitro.

Manipolare i vetrini prendendoli dai bordi in quanto la pressione
diretta sui pozzetti dell'antigene pud danneggiare l'antigene
stesso.

Dopo aver iniziato la procedura, non fare asciugare I'antigene

nel pozzetto. Cio pud comportare risultati falsi  negativi o
artefatti inutili
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El espaiiol
Nombre de la prueba:_

Ensayo de criba IFA 1y Autos-
creen Il

Aplicacion:

La prueba de indirecta se como

prueba de criba
(ANA), anhmltocondnales (AMA), anti células parietales (PCA), anti

musculo liso (AML) y antireticulina en suero del paciente.

Principio:

La principal reaccién de la prueba consiste en la union de anticuer-
pos circulantes del suero del paciente a sus antigenos homélogos.
Esto sucede durante el periodo de incubacion en el que el suero
recubre la superficie de antigeno.Tras un periodo de lavado para
eliminar los anticuerpos humanos que no se han unido se procede a
una reaccién secundaria. El reactivo utilizado en la reaccién secun-
daria es un conjugado de globulina humana marcados con fluores-
ceina. A continuacion, la superficie de antigeno se aclara a fondo
para eliminar el conjugado que no se ha unido y se examina en un
microscopio de fluorescencia adecuado

Materiales suministrados:

y os
1. Rata o raton (rifion/ estémago) (almacenar a 2-8 °C)

2, Rata o raton (higado/ rifién/ estémago) (almacenar a 2-8 °C)

3. Control positivo AMA

4. Control positivo homogéneo ANA (almacenar a 2-8 °C).

5. Control positivo de musculo liso AML (almacenar a 2-8 °C).

6. Control negativo universal (almacenar a 2-8 °C).

7. Conjugado IgG (H y L) de FITC (almacenar a 2-8 °C), o bien,

8. Conjugado IgG (H y L) de FITC con azul de Evans (almacenar
22-8°C)

9. Sobre de tampOn n.° 1601 - tampén fosfato salino (PBS, el

tampén no contiene conservantes y debe alma-

cenarse a 2-8 °C)

10.  El medio de mon(aje FITC n.° 1610 es estable cuando se
almacena a 2-8 °C.

Otros materiales necesarios pero no sumi-
nistrados:

Tubos de ensayo y gradila, o sistema de micro-titulacion

Pipetas desechables

Placa de tincion y pinzas para portaobjetos

Cémara himeda

Matraz volumétrico (500 ml)

Agua destilada

Microscopio de fluorescencia

Toallas de papel que no dejen pelusa

Preparacion del reactivo:
1. Sobre de tampon n. 1601. Rehidratar el tampon con 1 litro de
agua destilada esteril

Toma de muestras:

Las muestras serologicas deben extraerse en condiciones asépti-
cas. La hemolisis se evita separando rapidamente el suero del coa-
gulo. Si se va a analizar en pocos dias, el suero debe almacenarse
a 2-8 °C. Puede conservarse de 3 a 6 meses a una temperatura
de -20 °C o inferior. No conviene utilizar sueros lipémicos o fuerte-
mente hemoliticos. Si las muestras se guardan a temperatura am-
biente, es altamente recomendable afiadir un conservante, como
por ejemplo timerosal al 0,01% o azida sédica al 0,095%.

Instrucciones del ensayo:

Criba (screening): diluya los sueros de prueba en proporcion 1:20

en PBS.

Titulaciones: prepare diluciones de suero seriadas en proporcién

2x a partir de 1:20 (es decir, 1:10, 1:20, 1:40, 1:80,1:160, etc.).

1 Una vez que el portaobjetos alcance la temperatura ambiente,
rasgue el envoltorio tirando de la pestafia. Saque cuidadosa-
mente el portaobjetos, evitando tocar las zonas de antigeno.
El portaobjetos esta listo para usar.

2 Ponga una gota del suero diluido (de 20 a 30 ) y de los con-
troles en los pocillos de antigeno.

3. Cologue el portaobjetos con el suero del paciente y los contro-
les en una camara humeda a temperatura ambiente
(aproximadamente 24 °C) durante 30 minutos

4. Retire el portaobjetos de la camara humeda, sujételo de canto
sobre una toalla de papel y dele unos golpecitos para vaciar el
suero. Utilice un frasco lavador para aclarar suavemente los
restos de suero del portaobjetos procurando no dirigir el cho-
rro directamente hacia el pocillo.

5. Lavelo en PBS durante cinco minutos. Repita la operacién
con PBS nuevo.

6. Coloque un secante sobre la poyata de laboratorio con la cara
absorbente hacia arriba. Retire el portaobjetos del PBS, dele
la vuelta de modo que la cara de tejido quede orientada hacia
la cara absorbente del secante.Alinee los pocillos con los
orificios del secante. Coloque el portaobjetos sobre el secan-
te. No deje que el tejido se seque Seque el dorso del portaob-
jetos con una toalla de papel que no deje pelusa. Al secarlo,
aplique al portaobjetos la presion necesaria para absorber el
tampoén.

7. Ponga 1 gota (20-30 pl) de conjugado en cada pocillo de anti-
geno. Repita los pasos 3 a 6.

8. Ponga4 65 gotas de medio de montaje en el portaobjetos.

9. Coloque un cubreobjetos de 22 x 70 mm. Examine el portaob-
jetos con un microscopio de fluorescencia.
Nota: para mantener la fluorescencia, guarde el portaobjetos
montado en la nevera dentro una cdmara himeda y a oscu
ras,

Control de calidad:
Para confirmar la y
del ensayo es necesario incluir controles de suero positivo y
negativo en los andlisis todos los dias

2. Elresultado del control de suero negativo debe ser poca (+) o
ninguna fluorescencia. Si este control muestra una fluores-
cencia brillante, el problema puede estar en el control, el anti-
geno, el conjugado o en la técnica.

3. El resultado del control de suero positivo debe ser una fluores-
cencia brillante del orden de 3+ a 4+. Si este control muestra
poca o ninguna fluorescencia, el problema puede estar en el




control, el antigeno, el conjugado o en la técnica.

4. Ademas de los controles de suero positivo y negativo, debe
analizarse un control de PBS para confirmar que el conjugado
no tifie el substrato de antigeno de manera inespecifica. Si el
antigeno presenta una fluorescencia brillante en el control de
PBS, repita el andlisis usando conjugado nuevo. Si el antigeno
sigue presentando fluorescencia, el problema puede estar en
el conjugado o en el antigeno.

Interpretacion del titulo:
El titulo es la dilucién mas alta de suero del paciente que muestra
una fluorescencia débil (1+).

Menor de 1:20 Normal: descarta virtualmente la existencia
de LES activo, siempre que el paciente no
esté bajo terapia inmunosupresora o en
remision

1:20-1:80 Prueba positiva, se da a menudo en la AR
y otras enfermedades del tejido conectivo.
Las muestras frescas deben probarse an-
tes de dos semanas. Si el titulo aumenta,
indica LES activo. Si no hay cambio en el
titulo, puede haber otra enfermedad autoin-
mune en estado estatico, un caso de LES
tratado y controlado u otro proceso autoin-
mune.

1:160 0 mayor Sugiere claramente LES, aunque hay otras

enfermedades  autoinmunes y farmacos

que pueden inducir estos titulos elevados

Resultados:

ANA: los resultados positivos se observan en forma de uno de los

cuatro patrones basicos de tincion vistos individualmente o en diver-

sas combinaciones. Los patrones caracteristicos se ven mejor

cuando se observan bajo objetivos de alto aumento en seco.

1. Homogéneo (difuso) - Se observa una fluorescencia uniforme,
finamente difusa en todo el nucleo.

2. Periférico (en el borde, filamentoso) - La fluorescencia de la
membrana nuclear es mas intensa que la del area central

3. Moteado - Numerosas "motas" pequefias de fluorescencia por
todo el nucleo.

4. Nucleolar - Los nucleolos se tifien uniformemente y aparecen
como de 1 a 5 grandes areas esféricas de fluorescencia dis-
persas por el nticleo.

Precaucmnes‘
Todos los componentes humanos han sido probados mediante
radioinmunoensayo para (HBsAg) y HTLVII/LAV con un méto-
do aprobado por la FDA, y han dado resultados negativos (no
repetidamente reactivos). No obstante, esto no garantiza la
ausencia de HBsAg o HTLVII/LAV. Todos los componentes
humanos deben manipularse con las debidas precauciones.

2. Los controles y el conjugado contienen Proclin (0,045%)

3. No utilice ningiin componente que haya sobrepasado la fecha
de caducidad.

4. Para garantizar la validez de los resultados, siga las instruccio-
nes del procedimiento exactamente como aparecen aqui.

5. Para uso diagnéstico in vitro.

Suijete los portaobjetos por los bordes, ya que la presién directa
sobre los pocillos puede estropear el antigeno.

Una vez iniciado el procedimiento, no deje que el antigeno de
los pocillos se seque. Esto podria dar falsos negativos o pro-
ducir artefactos innecesarios.




Francais
Intitulé du test:

Préléevement des échantillons:
Les echan(\llons de sang doivent étre prélevés dans des conditions
Une hémolyse est évitée par une séparation rapide du

anticorps anti-tissul I et n
par IFI
Application:
Le test d'i mdlrecte est destiné au screening des
ti-cellul

parie-
tales, anti- muscle lisse et anti- ré(lculme circulant dans le sérum de
patients

Principe:

La principale réaction du test implique des anticorps circulant dans
le sérum du patient qui s'attachent a leurs antigénes homologues.
Ceci se produit pendant la période d'incubation alors que le sérum
recouvre la surface de l'antigéne. Une réaction secondaire suit
alors une période de ringage qui élimine tous les anticorps humains
libres. Le réactif utilisé lors de la réaction secondaire est un conju-
gué d'anti-globuline humaine marquée a la fluorescéine. La surface
de I'antigéne est ensuite soigneusement rincée pour éliminer I'exces
de conjugué libre, et visualisée sous un microscope a fluorescence
adapté.

Matériel fourn
Conservation et stabilité des composants
Rat ou souris (rein estomac) (conserver entre 2 et 8 °C)

2. Rat ou souris (foie rein estomac) (conserver entre 2 et 8 °C)
3. Contrdle mitochondries positif
4. Controle i i positif
(conserver entre 2 et 8 °C)
5. role i le lisse positif (conserver

Contr

entre 2 et 8 °C).

6. Contrdle négatif universel (conserver entre 2 et 8 °C).

7 Conjugué ITCF anti-lgG H&L (conserver entre 2 et 8 °C), ou

8. (Zlor(\jggge) ITCF anti-IgG H&L au bleu d'Evans (conserver entre
ot8°

9. Sachetde tampon N° 1601 - Tampon phosphate salin (tampon
reconstitué qui ne contient pas d'agents conservateurs et doit
étre conservé a 2-8 °C).

10. Le milieu de montage ITCF N° 1610 est stable lorsqu'il est
conserve entre 2 et 8 °C

Matériel supplémentaire requis mais non

fourn
Tubes 4 essai et portoir ou plaques de microtitration
Pipettes jetables
Bac de coloration et pinces pour lames
Chambre humide
Ballon volumétrique (500 ml)
H20 distillée
Microscope a fluorescence
Serviettes en papier (non pelucheuses)

Préparation des réactifs:
1 Sachet de tampon N° 1601. Réhydrater le tampon avec 1 litre
d'eau distillée stérile.
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sérum du caillot. Le sérum doit étre conservé & 2-8 °C en cas
d'analyse prévue dans un délai de quelques jours. On peut garder
le sérum pendant 3 a 6 mois en le conservant & une température
maximale de -20 °C Eviter les sérums lipémiques et extrémement
Lorsque les é sont expédiés a tempéra-
ture ambiante, I'ajout d'un agent conservateur tel que 0,01 %
(thimérosal) ou 0,095 % d'azide de sodium est fortement conseille.

Instructions du test:
Test de screening: diluer les sérums du test & 1:20 dans du PBS
Titrages: préparer des dilutions sérielles du sérum & partir de 1:20
(asavmr 1:10 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, etc.)
Une fois les lames parvenues & température ambiante, ouvrir
le conditionnement des lames en le déchirant & l'encoche.
Retirer la lame avec soin et éviter de toucher les parties ou se
situent les antigénes. La lame est maintenant préte a I'emploi.

2 Déposer une goutte de sérum dilué (20 & 30 pl) et des contrd-
les sur les puits contenant les antigénes.

3. Placer la lame comportant le sérum du patient et les controles
dans une chambre humide a température ambiante pendant
30 minutes (environ 24 °C).

4. Enlever la lame de la chambre humide et la tapoter sur le cote
pour permettre au sérum de s'écouler sur un morceau de
serviette en papier. A laide d'une pissette, rincer délicatement
le reste de sérum de la lame en prenant soin de détourner le
jet de ringage du puits.

5. Laver dans du PBS pendant cing minutes. Répéter l'opéra-
tion en utilisant du PBS frais.

6. Placer un buvard sur la table de laboratoire avec le coté ab-
sorbant tourné vers le haut. Retirer la lame du PBS et la
retourner de maniére & placer le coté frottis en face du coté
absorbant du papier buvard. Aligner les puits pour absorber le
contenu des trous a l'aide du buvard. Placer la lame sur le
buvard. Ne pas laisser les tissus sécher. Essuyer le dos de la
lame avec une serviette en papier seche et non pelucheuse.
Exercer suffisamment de pression sur la lame tout en l'es-
suyant pour absorber le tampon.

7. Déposer 1 goutte (20 a 30 pl) de conjugué dans chaque puits
Répéter les étapes 3 a 6.

8. Déposer 4 & 5 gouttes de milieu de montage sur la lame.

9. Déposer une lamelle couvre-objet de 22 x 70 mm. Examiner
la lame sous un microscope a fluorescence.
Remarque: Pour maintenir la fluorescence, conserver la lame
montée dans une chambre humide placée a I'obscurité dans
un réfrigérateur.

Controle de qualité:
Des controles de sérum positif et négatif doivent étre inclus
dans chaque série pour confirmer la reproductibilité, sensibilite
et specificité du mode opératoire du test

2. Le controle de sérum négatif devrait faire apparaitre peu (+)
ou pas de fluorescence. La mise en évidence d'une
fluorescence vive par ce controle peut résulter du controle, de
I'antigéne, du conjugué ou de la technique.

3. Le contréle de sérum positif devrait étre & I'origine d'une fluo-
rescence vive de 3+ & 4+ La mise en évidence d'une
fluorescence faible ou inexistante par ce contréle peut résulter



du controle, de I'antigéne, du conjugué ou de la technique.

4. En plus des contrles de sérum positif et négatif, effectuer un
controle au PBS pour s'assurer que le conjugué ne provoque
pas de coloration non spécifique du substrat antigénique. Si
I'antigéne montre une fluorescence vive avec le controle au
PBS, répéter l'opération & 'aide d'un nouveau conjugué. Une
fluorescence continue de I'antigéne peut résulter du conjugué
ou de 'antigéne.

Interprétation de titre:

Le titre est la dilution de sérum de patients la plus élevée qui montre

une faible (1+) fluorescence.

Inférieur a 1:20 a normal Exclut pratiquement le LED actif & condi-
tion que le patient ne soit pas sous théra-
pie immuno-suppressive ou en rémission

De 1:20 4 1:80 Test positif frequemment observé dans le

s de la PR et celui d'autres maladies
des tissus conjonctifs. Tester un nouvel
échantillon endéans les deux semaines.

Une augmentation du fitre suggére un

LED évolutif. L'absence de changement

de titre indique une autre maladie auto-

immune possible non évolutive, un LED
traité et stabilisé ou un autre processus
d'auto-immunisation.

1:160 ou supérieur Suggére fortement un LED bien que d'au-

tres maladies auto-immunes et médica-

ments puissent induire ces titres élevés.

Résultats:
Autoanticorps anti-nucléaires: On observe diverses images apparte-
nant aux 4 familles classiques mais pouvant étre associées.
Homogéne (diffus): On voit une fluorescence homogéne, légére-
ment diffus du noyau entier.
1 iy

ord, a nucléaire est
d'une fluorescence plus intense que la partie centrale.

2. Mouchetée: De nombreuses pefites « taches » de fluores-
cence sur I'ensemble du noyau

3. Nucléolaire: Les nucléoles sont colorés de maniére uniforme
et se présentent sous forme de 14 5 larges zones sphériques
de fluorescence dispersées sur l'ensemble du noyau.

Précautions:

1. Le HBsAg et le HTLV-IIILAV ont été testés par dosage
radioimmunologique pour tous les composants d'origine
humaine, par une méthode approuvée par la FDA, et se sont
avérés négatifs.  Ceci ne garantit toutefois pas I'absence de
HBsAg ou de HTLV-III/LAV. Tous les composants d'origine
humaine doivent étre manipulés avec les précautions
appropriées.

2. Les controles et le conjugué contiennent du Proclin (0,045%).

3. Ne pas utiliser les composants aprés leur date de péremption

4. Suivre les instructions de la méthode exactement comme elles
figurent dans cette notice afin de garantir des résultats
valables.

5. Reéserve au diagnostic in vitro.

6. Manipuler les lames par les bords car une pression appliquée

directement sur les puits contenant les antigénes peut altérer
I'antigéne.

7.

Une fois la procédure lancée, ne pas laisser sécher les antige-
nes des puits. Ceci peut entrainer l'obtention de résultats
faussement négatifs ou I'apparition d'artéfacts superflus.
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Deutsch

Testtitel:

IFT i lund 1l
Verwendungszweck:

Der indirekte wird als fur

ir i (ANA), i (MA),
Parietalzellen- (PCA), Glatte-Muskel- (SMA) und Retikulin-
i im

Prinzip:
Die primére Testreaktion erfasst im Serum des Patienten
zirkulierende Antikorper, die sich an ihre homologen Antigene
anlagern. Dies findet in der Inkubationszeit statt, wahrend das
Serum die Antigenoberfliche bedeckt. Auf einen
, in dem alle humanen Antikérper
entfernt werden, folgt eine sekundére Reaktion. Das in der
sekundéren Reakt\cn verwendete Reagens st ein
Die
Antigenoberflache wird danach volistandig von ungebundenem
Konjugat freigespilt und unter einem geeigneten
Fluoreszenzmikroskop betrachtet.

Bereitgestellte Materialien:

Lagerung und Stabilitat von Komponenten
Ratte oder Maus (Niere-, Magen-Gewebeschnitte) (bei 2-8 °C
lagern)

~

Ratte oder Maus (Leber-, Niere-, Magen-Gewebeschnitte) (bei
28 °C lagern)

MA Positivkontrolle

ANA homogene Positivkontrolle (bei 2-8 °C lagern)

SMA Glatte-Muskulatur-Positivkontrolle (bei 2-8 °C lagern)
Universelle Negativkontrolle (bei 2-8 °C lagern)

FITC IgG H&L Konjugat (bei 2-8 °C lagern), oder

FITC IgG H&L Konjugat mit Evans-Blau (bei 2-8 °C lagern)

© @ N o o os W

Probennahme:

Serologische Proben sollten unter aseptischen Bedingungen
genommen werden. Hamolyse wird durch umgehende Trennung
des Serums vom Koagulat vermieden. Serum sollte bei 2-8 °C
gelagert werden, wenn es innerhalb weniger Tage analysiert werden
soll. Serum lasst sich bei -20 °C oder darunter 3 bis 6 Monate lang
lagern.  Lipamisches und stark hamolytisches Serum sollte

vermieden  werden. Wenn Proben bei Raumtemperatur
bereitgestellt werden, wird die Zugabe eines Konservierungsmittels
wie 0,01% (Thi oder 0,095% sehr
Testanweisung:

Screening: verdunnen Sie Testsera 1:20 in PBS.
Titrationen: setzen Sie die Serumverdiinnungen in jeweils zweier
Verdunnungsstufen an, beginnend bei 1:20 (d. h. 1:10, 1:20, 1:40,
1 80, 1:160 usw.)
Wenn die Objekttrager Raumtemperatur erreicht haben,
reiBen Sie die Objekttragerhille an der Kerbe auf. Entnehmen
Sie den Trager vorsichtig, ohne die Antigenbereiche zu
berthren. Der Objekttrager ist nun einsatzbereit

2. Geben Sie jeweils einen Tropfen gelostes Serum (20 bis 30 pl)
und Kontrolle auf die Antigenkavitaten

3. Legen Sie den Objekttrager mit dem Patientenserum und den
Kontrollen 30 Minuten lang in eine Feuchtkammer bei
Raumtemperatur (ungefahr 24 °C)

4 Nehmen Sie den Objekttrager aus der Feuchtkammer, und
lassen Sie das Serum auf ein Stick Papiertuch ablaufen,
indem Sie seitich auf den Trager tippen. Spilen Sie
verbleibende Sera mit einer Waschflasche vom Objekttrager,
wobei Sie sorgfaltig darauf achten, den Spulstrahl nicht direkt
auf die Kavitét zu richten

5. Funf Minuten in PBS waschen. Wiederholen Sie den Vorgang
mit frischem PBS.

6. Legen Sie ein Loschblatt auf den Labortisch, mit der
absorbierenden Seite nach oben. Nehmen Sie den
Ob]ekttrager aus dem PBS und drehen Sie ihn um, so dass

Seite des L
zugewand( ist. Richten Sie die Kavitaten auf die
Loschblattischer aus.  Legen Sie den Objekttrager auf die
L i Das Gewebe darf nicht austrocknen.

Pufferpackung Nr. 1601 —
(rekonstituierter Puffer enthalt keine Konservierungsmittel und
sollte bei 2-8 °C gelagert werden)

10.  FITC Einbettungsmittel Nr. 1610 Iasst sich bei 2-8 °C stabil
lagem

Weitere erforderliche, aber nicht

bereitgestellte Materialien:
Reagenzglaser und Gestell- oder Mikrotitersystem
Einmalgebrauchspipetten
Farbeschale und Objekttragerpinzette
Feuchtkammer
Messkolben (500 ml)
Destilliertes H,0
Fluoreszenzmikroskop
Nichtfasernde Papiertiicher

Reagensvorbereitung:
1. Pufferpackung Nr. 1601. Puffer mit 1 Liter sterilem
destilliertem Wasser rehydratisieren
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Wischen Sie die Tr mit einem
Papiertuch ab. Uben Sie beim Abwischen zum Absorbieren
des Puffers geniigend Druck auf den Objekttrager aus.

7. Geben Sie 1 Tropfen (2030 pl) Konjugat auf jede
Antigenkavitat. Wiederholen Sie die Schritte 3-6.

8. Geben Sie 4-5 Tropfen Einbettungsmittel auf den

Objekttrager.

9. Setzen Sie ein Deckglas von 22 x 70 mm auf. Untersuchen
Sie den
Hinweis: Um dle F\uoreszenz au!rech\zuerhallen lagern S|e

den in einer F in einem
dunklen Kuh\schrank

Qualltaiskontrolle-
Positive und negative Serumkontrollen missen taglich beim
Testen einbezogen werden, um die Reproduzierbarkeit,
Empfindlichkeit und Spezifitat der Testprozedur zu bestatigen

2. Die negative Serumkontrolle sollte zu geringer (+) oder
ausbleibender Fluoreszenz fuhren. Sollte sich bei dieser
Kontrolle helle Fluoreszenz zeigen, ist die Kontrollprobe, das



Antigen, das Konjugat oder die Vorgehensweise
mcgllcherwelse fehlerhaft.

Die positive Serumkontrolle solite zu heller Fluoreszenz von
3+ bis 4+ fuhren. Sollte sich bei dieser Kontrolle geringe oder
keine zeigen, ist die K , das Antigen,
das Konjugat oder die Vorgehensweise moglicherweise
fehlerhaft.

Zusétzlich zu posmven und negativen Serumkontrollen solite
eine PBS-Kontrol werden, um

dass das Kon]uga( frei von unspezwfscher Farbung des
Antigensubstrats ist. Wenn das Antigen bei der PBS-Kontrolle
helle Fluoreszenz zeigt, wiederholen Sie mit frischem
Konjugat. Wenn das Antigen noch immer fluoresziert, ist das
Konjugat oder das Antigen méglicherweise fehlerhaft

Titer-Interpretation:

Der
sich

Weniger als 1:20

1:20-1:80

1:160 oder dartiber

Titer ist die hochste Verdunnung von Patientenserum, bei der
schwache Fluoreszenz (1+) zeigt.
Negativ: schlieRt aktive SLE praktisch aus,
vorausgesetzt, der Patient befindet sich
nicht in immunosuppressiver Therapie oder
in Remission.

Positiver Test, der haufig bei RA und
anderen Bindegewebskrankheiten
vorkommt. Nach zwei Wochen sollte eine
frische Probe getestet werden
Zunehmender Titer lasst auf aktive SLE
schlieBen. Unveranderter Titer zeigt
mogliche andere Autoimmunkrankheit in
statischem  Zustand oder einen
behandelten und kontrollierten SLE-Fall
oder einen anderen Autoimmunprozess an

Positiv: Starker Hinweis auf SLE, auch
wenn andere Autoimmunkrankheiten und
diese hohen Titer

konnen

Ergebnisse:
ANA: Ein Ergebnis ist positiv, wenn eines der vier grundlegenden

Fluoreszenzmuster einzeln oder in verschiedenen Kombinationen
auftreten. Dle charaktenstlschen Muster lassen sich am besten mit

stark

1

Homogen (d\ffus) — Es zeigt sich eine gleichmaBige, fein
verteilte Fluoreszenz des gesamten Nucleus.

Peripher  (randstandig, zottig) - Die Nucleusmembran
fluoresziert intensiver als der zentrale Bereich.

Gefleckt — Zahlreiche kleine "Flecken” von Fluoreszenz uber
den gesamten Nucleus.

Nucleolar - Die Nucleoli sind gleichméRig gefarbt und
erscheinen als 1 bis 5 groBe kugelformige
Fluoreszenzbereiche, die tber den Nucleus verstreut sind.

Vorswhtsmal&nahmen'

Alle humanen Bestandteile wurden mit Radioimmuntest auf
(HBsAg) und HTLVII/LAV mit einer FDA-anerkannten Methode
negativ getestet. (Nicht wiederholt reaktiv.) Dies gewahrleistet
jedoch nicht die Abwesenheit von HBsAg oder HTLVIII/LAV.
Alle humanen soliten mit Sorgfalt
gehandhabt werden.

Den Kontrollproben und dem Konjugat ist Proclin (0,045%)

beigefugt.

Sie keine uber das Ver

hinaus.

Befolgen Sie die methodischen Anweisungen genau wie in
dieser Beilage beschrieben, um giltige Ergebnisse zu
gewahrleisten

Die Tests sind fur die diagnostische Verwendung in vitro
bestimmt

Fassen Sie die Ob]ektlrager an den Kanten an, da direkter
Druck auf die das Antigen kann.

Nach Beginn der Prozedur darf das Antigen in den Kavitaten
nicht austrocknen. Dies kann zu falsch negativen
Testergebnissen oder unnétigen Artefakten fithren.
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Manufactured by
Prodotto da

Terosatven

Potential biological risk
Potenziale rischio biclogico
Riesgo ol oiogico

Potontate idgische Gefarrdung

Catalog number

Ready for use

Gebrauchsfertig

Charge

Concentration
oncentrazione

Konzentration

£C Autharzed Representtve
resentante Autorizzato CE

Represen\an\e Autotaado CE
Représentant

£6 Simansonet Bovalmachictor

Wash Bufer
Tampone d avaggio
Tampon de

‘Tampon de \avaga
Waschpuffer

Ce

EC Declaration of Conformity

Sample Diluent
Diluente del campione

Decaracién de Conformidad CE Diyerie de mussra
 Déclaration de Conformité ‘Tampon

EG Konformitatserklarung Fromomarsimmngsiosung

Number of tests Micropiate Str

Numero ditest

Nimero de dstarminacones
bre de

A se Tose

trips
Strip per Micropiastra
Tiras de micro piaca

Microplague
Mikotterplatiensireifen

- Sse nsirctons or use Conjugate

Sieaione boccante

Solucion de Parada
Solution darrét

Stopplosung

Calibrator(s)

C:
Kalibrator(en)

For in viro diagnostic use

Per uso diagnostico in vitro
2 uso solon viro

Usage in vitr
T ihiro dagnostsche Vervendung

CONTROLI -

Controllo Negativo
Control Negativo

Contrdle negative
Negative Kontrolle

For research use only
Solo peri
Parauso 80 en invesigacén
Pour recherct

Nurfor Fmschungszwecke

CONTROL I +

Conrolopositro
Control Positiv
Contrla posi

Positive Kontrolle

Formvestgatonal use oly

1o per uso investigativo
Para o oo investigacion
Pour investigation
Nur for Forschungszwecke

Pes

Prosphae Buferd Saine

Tampone salino fosf
Fostbia Saing Tamponado
‘Tampon phosphate salin
PES
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Enhancement Solution
Sokaione d rrferzo
Solucion de realce
Sotiion dampitcation
Verstarkungsiosung

Sorvent
Assorbente
Sorbente
Absorbant
Sorvens

Tissue Substrate Slide
Velrini con substrato di tessuto
Pora ojetos de Sustat de Taldo
me portant le substrat tissul
Govetenmarar Ob‘eknregar

Mounting Medium

Liquide de montage
Eindeckmedium

Counterstain
Colorante di contrasto
Contraste
Contrecolorant
Gegenfarbung

Coverslip
Coprioggetto

Cubre portacbietos
Lamelles couvre-objet
Deckglaschen

Posiive Conjugate
Coniugato Positivo
Coniugado Positvo
Conjugué
et

Negative Conjugate
Coniugato Negativo
Conjugado Negativo
Conjugué Negatif
Negativkonjugat
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