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Kit para determinagdo qualitativa e semi-quantitativa de
anticorpos antinucleares (ANA) no soro humano, por
imunofluorescéncia indireta.

An indirect immunofluorescence kit for the qualitative and semi-
quantitative detection of antinuclear antibody (ANA) in human
serum.

Kit para la determinacion cualitativa y semi-cuantitativa de
anticuerpos antinucleares (ANA) en el suero humano, por
inmunofluorescencia indirecta.
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PORTUGUES

IMPORTANCIA CLINICA
Os anticorpos antinucleares (ANA) sdo comumente encontrados no soro de pacientes com
doenga do tecido conjuntivo. Perfis distintos de ANA estéo associados a certos distrbios e
s&o considerados marcadores para algumas doengas. Por exemplo, anticorpos ao antigeno
Smith (anti-Sm) e ao DNA (anti-DNA) estdo i ao Lupus Erif
Sistémico (LES), enquanto os anticorpos anticentromeros estéo associados a uma forma
limitada de esclerodermia, a variante CREST. Os ANAs s@o mais apropriadamente
denominados auto-anticorpos, porque, em certas doengas reumaticas, eles sdo também
dirigidos a componentes celulares extranucleares, como elementos citoplasmaticos e do
citoesqueleto.
Em 1982, a American Rheumatism Association incluiu um teste positivo para ANA como um
dos critérios para o diagnéstico de LES. Logo, um resultado negativo descarta um LES, porém
néo é ifico, ja que paci com outras er do tecido conjuntivo, tais como
artrite reumatdide, esclerodermia, sindrome de Sjégren e dermatomiosite sdo
freqiientemente ANA positivos. Além do que, ANA positivo com titulos baixos também pode
ser encontrado em infecgdes, neoplasias e individuos normais com idade avangada.
A imunofluorescéncia indireta € o método de referéncia para ANA, onde se utiliza, como
substrato, corte de tecido (figado ou rim de rato) ou células epiteliais humanas (HEp-2). Ao
contrario do corte do tecido, as células HEp-2 expressam a maioria dos antigenos de
importancia clinica, inclusive centromero, Ro (SSA), La (SSB), Scl-70, ANCP etc.
Os reagentes deste kit estdo ajustados para detectar anticorpos clinicamente relevantes,
usando como subslrato células HEp-2 e conjugado IgG, os quais eliminam resultados falsos
positivos T devido a baixos titulos de IgM especifica.
FRINCIPIO Do METODO

antinucleares pi no soro se ligam bstrato antigénico (células HEp-2) e
séo revelados por uma antigamaglobulina especifica marcada com isotiocianato de
fluoresceina.
APRESENTAGAO DO KIT
[Red 12100-1 (100 determinagaes)
Laminas com 10 areas reativas de células HEp-2 (10 laminas)
Antigamaglobulina G marcada com isotiocianato de fluoresceina (1x5ml)
Tampao fosfat lino (PBS) 20 x (1x50ml)
Glicerina tamponada (1x4ml)
Soro controle positivo homogéneo (1x0,5ml)
Soro controle positivo centromérico (1x0,5ml)
Soro controle negativo (1x1ml)
Azul de Evans (1x2ml)
Laminulas (10 unidades)
10.Instrugbes para uso
12200-1 (200 determinagdes)
1. Laminas com 10 areas reativas de células HEp-2 (20 laminas)
2. Antigamaglobulina G marcada com isotiocianato de fluoresceina (2 x5ml)
3. Tampéo fosfato-salino (PBS) 20 (2X50ml)
4. Glicerinatamponada (2x4ml)
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5. Soro controle positivo homogéneo (1x1ml)

6. Soro controle positivo centromérico (1x1ml)

7. Soro controle negativo (1x1ml)

8. Azul de Evans (1x2ml)

9. Laminulas (20 unidades)

10.Instrugdes para uso

PREPARACAO E ESTABILIDADE DOS REAGENTES

+LAMINAS COM CELULAS HEp-2 (1): deixa-las em temperatura ambiente por 15 minutos,
antes de retira-las di | Estavei geladeira (2-8°C), até a data do vencimento.

+ ANTIGAMAGLOBULINA HUMANA (IgG) MARCADA (2): pronta para uso. Estavel em
geladeira (2-8°C), até a data do vencimento. Proteger da luz. Contém azida sédica 0,95%.

« TAMPAO FOSFATO-SALINO (PBS) 20 x CONCENTRADO (3): diluir o PBS concentrado

RESULTADO DAS LEITURAS

Reagio Negativa: AUSENCIA de fluorescéncia verde-magé caracteristica. A imagem

nuclear da amostra d | trol negatlvo

Reagdo Positiva: PRESEN A de fit énci caracteristica. A imagem

nuclear e/ou citoplasmética da amostra é de fluorescéncia maior que o controle negativo.

INTERPRETAGAO

1. Padrao Homogéneo: é uma solida coloragao de todo nicleo em interfase, com ocasionais

nlcleos negativos. Aregido cromossomica das células em metafase é positiva. Os antigenos

nucleares em ordem decrescente de freqiiéncia sdo: DNP, histona, DNAde dupla/simples fita

(dSDNA/sSDNA).

Interpretagao: titulos altos sao sugestivos de LES idiopatico e um teste mais especifico e
itativo para anti-DNA deve ser realizado Titulos mais baixos ocorrem, ocasionalmente,

com agua destilada/deionizada: 1 parte do PBS + 19 parles de agua i lizada.

Conservar em geladeira, em recipiente limpo e fechado. E estavel por 1 més. Descartar se

ocorrer turvagao. O PBS diluido é usado como tampao de lavagem e diluente das amostras

do paciente.

*GLICERINATAMPONADA (4): pronta para uso. Estavel em geladeira (2-8°C), até adata do
NAO CC iras inferiores a 2°C para evitar cri:

naartrite 6ideeno LES i einduzid S.

2. Padrao Periférico: ¢ uma solida coloragdo ao redor da membrana nuclear, com débil
coloragao no centro do ntcleo, em interfase. A regido cromossémica das células mitdticas é
positiva, como no padrdo homogéneo. Os antigenos sdo principalmente DNA de dupla hélice
eraramente DNAde fita simples DNP ou histonas.

Contém azida sédica 0,95%.

+ SORO CONTROLE POSITIVO HOMOGENEO (5): pronto para uso. Manter em geladeira

(2-8°C). Contém azida sédica 0,095%. Estavel até a data do vencimento.

+ SORO CONTROLE POSITIVO CENTROMERICO (6): pronto para uso. Manter em

geladeira (2-8°C). Contém azida sddica 0,095%. Estavel até a data do vencimento.

* SORO CONTROLE NEGATIVO (7): pronto para uso. Manter em geladeira (2-8°C). Contém

azida sodica 0,095%. Estavel até a data do vencimento.

+AZUL DE EVANS (8): pronto para uso. Conservar em geladeira (2-8°C). Estavel até a data

do vencimento.

Obs.: O kit mantém o mesmo desempenho apés a primeira utilizagéo e ¢ estavel até a data de

validade descrita no rétulo, desde que seja mantido na temperatura indicada (2-8°C).

AMOSTRAS

Soro livre de hemodlise, lipemia e contaminagdo. Os soros podem ser conservados em

geladelra (2 8°C) até 72 horas. Para um tempo maior, devem ser guardados em freezer a
20°C.E e

MATERIAL NECESSARIO MAS NAO FORNECIDO

*Microscopio de fluorescencla

* Tubos de ensaio

« Pipetas sorologicas

« Jarra de Coplin ou similiar

« Agua destilada ou deionizada

«Frasco para 1litro

«Camara de incubagao

« Papel absorvente

PROCEDIMENTO

a) Teste Qualitativo (screening): para triagem e eliminagao dos soros nao-reagentes.

1. Diluir o soro de cada paciente a 1/40 com tamp&o PBS diluido (3) (10ml de soro + 390ml de

tampé&o PBS diluido).

2. Deixar a(s) lamina(s) atingir(em) a temperatura ambiente por 15 minutos, antes de retira-

la(s) do envelope. Rt la(s), sem tocar no , rotula-la(s) e coloca-la(s) em

camara imida.

3. Pingar 1 gota dos controles positivo homogéneo (5), positivo centromérico (6) e negativo

(7), sem diluir nas areas 1, 2 e 3 da(s) lamina(s), respectivamente. Evitar transbordar as

éreas.

4. Pingar 1 gota dos soros desconhecidos, diluidos 1/40 nas areas restantes, evitando

transbordar.

5. Incubar na cdmara umida por 30 minutos, em temperatura ambiente.

6. Remover a(s) Iamina(s) da camara Umida. Segura-la(s) por uma extremidade e lava-la(s)

com aproximadamente 10ml de tampao PBS diluido (3). Usando uma pipeta, dirigir o PBS

pela borda longitudinal da lamina, tendo o cuidado de n&o atingir diretamente as areas

reativas, evitando, com isso, prejudicar o substrato. Colocar a(s) lamina(s) em uma jarra de

Coplin ou similar e lava-la(s) 2 vezes com PBS diluido (3), por 5 minutos cada vez, agitando

suavemente o Coplin algumas vezes.

7. Remover a(s) lamina(s) do Coplin, uma de cada vez. Tirar o excesso de PBS, sacudindo-

a(s) sobre papel absorvente. Secar em torno das areas reativas e ir IMEDIATAMENTE para a

etapa 8 para nao secar o local da reagdo. A SECAGEM DO SUBSTRATO AFETARA

SERIAMENTE OS RESULTADOS.

8. Retornar a camara Umida. Pingar 1 gota da antigamaglobulina marcada (2) em cada area

da(s)laminas(s), tendo o cuidado de recobri-las totalmente.

9. Incubar em camara umida por 30 minutos, em temperatura ambiente, protegendo do

excessodeluz.

10.Remover a(s) lamina(s) da camara timida e mergulha-la(s) em uma jarra de Coplin ou

similar contendo PBS, para remover o excesso de conjugado. Transferir a(s) lamina(s) para

outra jarra de Coplin ou similar com PBS diluido e lava-la(s) 2 vezes, por 5 minutos cada vez,

agitando suavemente o Coplin algumas vezes. Pingar 2 a 3 gotas de azul de Evans (8) no

Coplin desta tltima lavagem.

11.Remover a(s) Iamina(s) do Coplin, uma de cada vez. Tirar o excesso de PBS, sacudindo-

a(s) sobre papel absorvente. Secar em torno das areas reativas e ir IMEDIATAMENTE para a

etapa 12 para nao secar o local dareagéo.

12.Pingar 3 a4 gotas de glicerina tamponada (4) entre as areas reativas. Cobrir a(s) lamina(s)

com laminula(s), evitando a formagéo de bolhas. Secar o excesso da glicerina com papel

absorvente. Limpar o dorso da lamina.

13.Ler em microscopio de fluorescéncia. E conveniente fazer a leitura no mesmo dia.

Entretanto, no caso de n&o ser possivel, conserva-la(s) ladeira (2-8°C), p! ) da

luz (no escuro), por até 1 semana, sem perda significante da fluorescéncia.

b) Teste Semi-Quantitativo. (titulagao): para determinar o titulo de anticorpos dos soros

positivos no teste screening.

1. Diluir os soros positivos com tampéo PBS diluido (3), obedecendo a razéo 2. Exemplo:

1/40, 1/80, 1/160, 1/320, ...., 1/2560 ou mais.

2. Deixar a(s) lamina(s) atingir(em) a temperatura ambiente por 15 minutos antes de retira-

la(s) do envelope. Remové-la(s) sem tocar no substrato, rotula-la(s) e coloca-la(s) em camara

umida.

3. Pingar 1 gota dos controles positivo homogéneo (5), positivo centromérico (6) e negativo

(7), sem diluir nas areas 1, 2 e 3 da(s) lamina(s), respectivamente. Evitar transbordar as

dreas.

4. Pingar 1 gota do(s) soro(s) diluido(s) do(s) paciente(s) nas &reas restantes, usando uma

area para cada diluigo. Evitar transbordar as areas.

5. Seguir as etapas de 5 a 13 do teste de triagem (screening).

1 Gao: tltulos altos sao sugestlvos de LES idiopatico, devendo ser realizadas

inagd e i de anti-DNA. Titulos baixos sugerem outras
doencgas de tecido conjuntivo.

3. Padriao Pontilhado: observa-se uma coloragao fina ou granulosa detamanho uniforme ou

varidvel no nicleo em interfase, sem do nucléolo. Os

sdo, U te, mas a regido fora da area cromossdmica
cora-se de modo variavel, dos anti Os anti  para este
padrao incluem Sm, RNP, Scl-70, SS-B/La, /Ro e muitos outros

Interpretagao: presenga de Sm sugere LES, RNP pode estar presente em doenga mlsla do
tecido conjuntivo, miosite, esclerodermia ou LES, Scl-70, na esclerodermia. SS-B/La e SS-
A/Ro, na sindrome de Sjogren, embora o SS-A/Ro possa dar padroes diferentes de
coloragao.

4. Padréo Nucleolar: observam-se granulos espessos dentro do nicleo, geralmente menos
que 6 por células, com ou sem ocasionais finas granulagées. A regido cromossdmica das
células mitdticas é negativa. Antigenos nucleolares podem apresentar diferentes relagdes de
locais com o ciclo celular. Os antigenos sdo Pm-Scl, nucleotin, Ku e outros desconhecidos.
Interpretagao: ocorre no fenémeno de Raynaud e outras formas de esclerodermia e suas
variantes, mas raramente no LES. Altos titulos podem estar associados, além da
esclerodermia, a sindrome de Sjogren.

5. Padrao Centromérico: é o Unico que pode ser fidedignamente definido. Observa-se nele
uma 3o ligei granular, mdiltiplo de 46, muito discreta. Na HEp-2
ocorre coloragéo caracteristica das células mitéticas na érea cromossdmica e no nicleo
interfasico.

Interpretag@o: o anticorpo anti-centrémero é altamente sugestivo de uma variante de
esclerodermia chamada CREST (calcinose, fenémeno de Raynaud, dismotilidade esofagica,
esclerodactilia e telangiectasia).

6. Padrdo Mitocondrial: grosselrus grénulos |rregulares eslendendo -se em forma de
filamentos do nucl todo Oar M2,

Interpretagao: este padrdo é comum na cirrose blllar priméaria e muito raro em doenga do
tecido conjuntivo.

LIMITACOES DO METODO

Em alguns casos, soros positivos para fluorescéncia nuclear, tanto podem ser fraco-
reagentes ou negativos na diluigéo inicial (fendmeno prozona). Em tais casos duvidosos, o
soro deve ser triado a diluiges mais altas, e, se positivo, os titulos de anticorpos devem ser
determinados.

Um alto titulo de ANA sugere uma enfermldade do tecido conjuntivo. Porém, nem todo ANA
positivo deve ser i ico. Os re do teste deverao ser analisados
junto com outros resultados sorolégicos, como também, com o exame clinico do paciente.
Uma mesma amostra pode apresentar dois ou mais tipos de padres de fluorescéncia. Este
fendmeno pode ser observado quando a amostra é titulada até seu ponto final.

Aincidéncia de ANA posmvo aumem.a com a idade do paciente, bem oomo pode ocorrer em
uma pequena p om doencas il i elou

Combinagoes de au(o -anticorpos podem induzir a padroes homogéneos e/ou pontllhados e,
portanto, & que testes para anti-dsDNA e ENA (antigenos
nucl is) sejam reali emtodas as om padrdo homogéneo.

A fonte de luz, filtros e a dptica das diferentes marcas de microscopios de fluorescéncia
influenciaréo a sensibilidade do teste.

PRECAUCOES E ADVERTENCIAS

1. Reagentes somente para uso diagnéstico in vitro.

2.Okitdevera ser conservado em geladeira entre 2-8°C.

3. Aconservagao das laminas pode ser feita selando as bordas da laminula com esmalte de
unha e guardando-as no escuro entre 2-8°C por, no maximo, 2 meses.

4. Como se emprega azida sédica a 0,095;% como conservante, o descarte dos reagentes
deve ser acompanhado de grandes volumes de agua para evitar o acumulo de residuos de
azida nos encanamentos, pois esta pode reagir com chumbo ou cobre formando sais
altamente explosivos. Além disso, a azida é toxica quando ingerida.

5. Todos os materiais humanos usados na preparagdo dos controles foram testados, com
resultados negativos para anticorpos anti-HIV, anti-HCV e antigeno de superficie de hepatite
B (HBsAg), porém, como nenhum método diagnostico oferece completa seguranga da
auséncia destes e de outros agentes infecciosos, recomenda-se tratar os soros controles

6. Nao substituir componentes deste kit com o de outros fabricantes, nem usar componentes
de lotes e cadigos diferentes.

7.Descartaro ma(ena\ de acordo comas regulamenlaqoes locais.

8. Descart it locais.

9. Realizar manutengao perlodlca do microscopio, pois a extrapolagao da vida util dalampada
podera prejudicar a analise dos resultados.

10. Seguir as boas praticas laboratoriais (BPLs) na conservagao, manuseio e descarte dos
materiais.

TERMO DE GARANTIA

AWAMA Diagnostica garante a troca deste conjunto diagnéstico, desde que o mesmo esteja
dentro do prazo de validade e que seja comprovado por sua assessoria técnica que nao
houve falhas na execug&o, manuselc e conservagao deste produto. A WAMA e seus

distribuidores nao se re porfalhasr dokitsob
ENGLISH

SUMMARY
Antinuclear antibodies (ANA) are present in the serum of patients with connective tissue

disorders.

Antinuclear antibodies (ANA) are related to certain disturbs and they are regarded as markers
for some diseases. For exemple, antibodies against Smith antigen (anti-Sm) and against DNA|
(anti-DNA) are hlghly assoclated to Systemic Lupus Erythematosus (SLE) whereas the anti-
i to alimited form of scleroderma, variant CREST.

ANAs are regarded as auto-antlbod\es because in some rheumatic diseases they are also
directed to components of extranuclear cells such as cytoplasmatic elements and cyto-
skeletal.

In 1982, American Rheumatism Association included a positive test for ANA as a criterion for
Systemic Lupus Erythematosus (SLE) diagnosis. Therefore,a negative result discard SLE,
however, it is not specific, since patients with connective tissue disorders such as arthritis
rheumatoid, scleroderma, Sjogren Syndrome and dermatomiosis are frequently ANA positive.
Besides, positive ANA with low titers can also be found in infecctions, neoplasia and on
healthy erderly people.

Indirect immunnofluorescence method is considered to be the standard for ANA, in which
tissue cut (mouse's liver or kidney) orhuman epithelial cells (Hep-2) is used as substrate
Hep-2 cells, unlike tissue cut, express almost all antigens, including centromere, Ro (SSA),
La (SSB), Scl-70,ANCP etc.

The reagents of this kit are aimed at detecting important antibodies by using Hep-2 cells and
1gG conjugate which eliminate i ical false positive results nomally present
due to low titers of specific IgM.

PRINCIPLE OF THE METHOD

Antinuclear antibodies present in the serum bind to the antigenic substrate (Hep-2 cells) and
they are detected by an antigamma globulin labelled with FITC.

KIT PRESENTATION

12100-1 (100 determinations)

1.10-well Hep-2 cells Slide (10 slides).

2.FITCIgG conjugate (1x5ml).

3. Phosphate Buffered Saline (PBS) 20x (1x50ml).

4. Mounting Medium (1x4ml)

5. Homogeneous positive control serum (1x0.5ml)

6. Centromere positive control serum (1x0.5ml)

7. Negative control serum (1x1ml)

8. Evansblue (1x2ml)

9. Coverslips (10 unidades)

10.Package insert

12200-1 (200 determinations)

1.10-well Hep-2 cells Slide (20 slides).

2.FITC IgG conjugate (2x5ml).

3. Phosphate Buffered Saline (PBS) 20x (2x50ml).

4. Mounting Medium (2x4ml)

5. Homogeneous positive control serum (1x1ml)

6. Centromere positive control serum (1x1ml)

7. Negative control serum (1x1ml)

8. Evansblue (1x2ml)

9. Cover slips (20 unidades)

10.Package insert

REAGENT STABILITY AND STORAGE

+10-WELL Hep-2 CELLS SLIDE (1):Let the pouch reach to room temperature for 15 minutes,
then remove the slide. Stable if stored at 2-8° C up to expiration date.

« FITC IgG CONJUGATE(2): Ready for use. Stable if stored at 2-8°C up to expiration date.
Protect from light. It contains sodium azide 0.095%

+ PHOSPHATE BUFFERED SALINE (PBS)20x (3): Dilute PBS on distilled or deionized
water: 1 PBS + 19 distilled or deionized water. Stable for 1 month if stored at 2-8°C in a clean
and sealed container. Discard if turbidity is present. Diluted PBS is used as washing buffer and
diluent for patient specimens.

*MOUNTING MEDIUM (4): Ready foruse. Stablef stored at2-8°C up to expiration date. DO
NOT STORE below 2°C to avoid crystallization. It contains sodium azide 0.095%.
*HOMOGENEOUS POSITIVE CONTROL SERUM (5):Ready foruse. Store at 2-8°C. Stable
up to expiration date. It contains sodium azide 0.095%

*CENTROMERE POSITIVE CONTROL SERUM (6): Ready for use. Store at 2-8°C. Stable up
to expiration date. It contains sodium azide 0,095%.

* NEGATIVE CONTROL SERUM (7): Ready for use. Store at 2-8°C. Stable up to expiration
date. Itcontains sodium azide 0.095%

«EVANS BLUE (8): Ready foruse. Store at 2-8°C. Stable up to expiration date.

Note. The kit retains the same performance after first use and is stable until the expiration dara
described on the label, provided it is kept at the indicated temperature (2-8 ° C).

SPECIMEN COLLECTION AND STORAGE

Only serum specimens should be used for this procedure. Grossly haemolysed, lipaemic or
microbially contaminated specimens may interfere with the performance of this test and
should notbe used. Store serum at2-8°C up to 72 hours. For longer storage, the serum should
be stored in freezer at - 20°C. Avoid repeated thawing and freezing of specimens.

MATERIAL REQUIRED BUT NOT PROVIDED

+ Fluorescence microscope

*Micropipette

«Test tube

+Serological pipettes

+Coplin jar or similiar

«Distilled or deionized water

«1liter container

*Incubation chamber

«Paper towel

PROCEDURE

Qualitative Test (screening): Itis intended to screening and removal of negative serum.

1. Dilute patient serum 1:40 with diluted PBS (3) [10pl of serum + 390pl of diluted PBS].

2. Allow the pouch reach to room temperature for 15 minutes, then remove slide. Carefully
remove the slide without touching on the substrate. Label it and store in the moisture chamber.
3. Add 1 drop of homogeneous positive control (5), centromere positive (6) and negative
control serum (7), undiluted, in the wells 1,2 and 3 respectively. Avoid overfilling the wells.

4. Add 1 drop of unknown serum diluted at 1:40 in the remaining wells. Avoid overfilling the
wells.

5. Incubate the slide for 30 minutes at room temperature.

6. Remove the slide from the incubation chamber. Hold the slide at tab end and rinse it using
10ml PBS(3). With a pipette, lead PBS by the longitudinal edge of the slide. Be sure not to
touch reagent wells to avoid damaging the substrate. Transfer the slide into the Coplin jar or
similar and wash it twice with diluted PBS (3) ,for 5 minutes, gently shake the jar.

7. Remove the slide from the Coplin jar, one by one. Blot the edge of the slide on a paper towel
to remove PBS excess. Dry around reactive wells. To prevent slide wells from drying,go




IMMEDIATELLY to step 8.

SUBSTRATE DRYING MAY AFFECT THE RESULTS .

8. Place the slide back to incubation chamber. Apply 1 drop of FITC IgG conjugate (2) in each
well. Be sure tofill the well completely.

9. Incubate the slide for 30 minutes at room temperature. Protect it from light.

10. Remove the slide from incubation chamber then transfer itinto a Coplin jar or similar with
PBS to remove conjugate excess. Transfer the slide to another Coplin jar or similar with
diluted PBS and wash twice for 5 minutes each. Gently shake the jar. Apply 2to 3 drops of
Evansblue (8)into Coplinjarin this last washing.

11. Remove the slide from Coplin jar, one by one. Blot the edge of the slide on a paper towel to
remove PBS excess. Dry around reactive wells. To prevent wells from drying, go
IMMEDIATELLY to step 12.

12. Apply 3 to 4 drops of Mounting Medium (4) in the reactive wells. Cover the slide with cover
slip. Avoid air bubbles. Dry the excess of Mounting Medium with a paper towel.

13.Slide must be read under a fluorescence microscope as soon as possible. However, if itis
not possible, store the slide at 2-8°C and protectitfrom light (dark room) for up to aweek.

b. Semi-quantitative Test. (Titration): It is intended to determine the titers of antibodies for
positive serum through the screening test.

1. Dilute positive serum with diluted PBS (3) following ratio 2. Ex: 1:40, 1:80, 1:160, 1:320 ,...
1:2560 and so on.

2. Allow the pouch equilibrate room temperature for 15 minutes, then remove the slide.
Carefully remove the slide without touching on the substrate. Label it and store in the
incubation chamber.

3. Add 1 drop of homogeneous positive control (5), centromere positive (6) and negative (7),
undiluted, on1, 2and 3 wells respectively. Avoid overfilling the wells.

4.Add 1 drop of patient’s diluted serum in the other wells, using one well for each dilution.
Avoid overfilling the wells.

5. Follow the steps 5 through 13 of the screening tests.

READING OF RESULTS

Negative: ABSENCE of a typical apple-green fluorescence color. The nuclear image of the
specimen should be always similar to that of negative control.

Positive: PRESENCE of a typical apple-green fluorescence color. The nuclear and/or
cytoplasmatic image of the specimen is more fluorescent than that of negative control.
INTERPRETATION.

1. Homogeneous pattern: A solid color of all nucleus in interphase, with occasional negative
nucleus .Chromosomal region of the cells in metaphase is positive. Nuclear antigens in
decrescent order of frequency are: DNP, histone, DNAdobble/simple strip (dsDNA/ssDNA).
Interpretation: High titers are suggestive of idiopathic SLE and a test for anti-DNA more
specific and quantitative should be performed. Low titers are present, occasionally, in
rheumatoid arthritis, idiophatic LES and induced by drugs.

Peripheral pattern: A solid color around the nuclear membrane with weak color in the core of
the nucleus, in interphase. Chromosomal region of mitotic cells is positive, like homogeneous
pattern. Antigens are DNAdouble spiral and rarely DNAsimple strip, DNP or histone.
Interpretation: High titers are suggestive of idiopathic LES. Specific and quantitative
determinations of anti-DNA should be performed. Low titers suggest other conjunctive tissue
diseases.

3. Dotted pattern: Granulous or thin color, uniform or variable size of the nucleus in interphase
is visible, normally colorless nucleolus.The chromosomes are negative, but the outside region
of the chromosomal area presents variable color depending of antigens. Nuclear antigens are
Sm, RNP, Scl-70, SS-B/La, SS-A/Roand many other antigen-antibody systems.
Interpretation: Sm presence suggests SLE. RNP may be present in combinated diseases of
the conjunctive tissue, myositis, scleroderma or SLE, Scl-70 in the scleroderma, SS-BLa and
SS-A/Roin the Sjogren syndrome, although SS-A/Ro can present different patterns of color.

4. Nucleolar pattern: Thick granulous inside the nucleus is visible, normally less than 6 per
cell with or without thin granulous. The chromosomal region of mitotic cells is negative.
Nucleolar antigens can present different sites with celular cycle. Antigens are Pm-Scl,
nucleotin, Ku and others unknown.

Interpretation: It occurs on Raynaud fenomenon and other ways of scleroderma and its
variant, but rarely on SLE. High titers can be linked, besides scleroderma, to Sjogren
syndrome.

5. Centromere pattern: Only pattern regarded as defined. A slight granular color, multiple of
46, very discreet is observed. In the HEp-2 occurs a typical color of mitotic cells in the
cromosomal areaand in the interphase nucleus.

Interpretation: Anti-centromere antibody is highly suggestive of a scleroderma variant known
as CREST (calcinosis, Raynaud fenomenon, dismotility of oesophagus, sclerodactilia and
telangiectasis)

Mitochondrial pattern: Irregular thick granules, in filaments format through all cytoplasm.
Antigenis M2.

Interpretation: This pattern is typical in primary bilial cirrose and rare on conjunctive tissue
disease.

METHOD LIMITATION

In some cases, positive serum for nuclear fluorescence are weak reagent or negative in the
initial  dilution (prozone effect). In such doubtful cases, the serum should be screened to
higher dilutions, and, if positive, the titers of the antibodies ~should be determined. Ahigh titer
for ANA suggests a conjunctive tissue disease. But not all positive ANA should be regarded
as diagnostic. The test results should be evaluated together with other serological results as
well as patient's clinical assay. The same specimen can present two or more types of
fluorescence patterns. This fenomenon can be observed when the specimen is titered up to
its end point.

Theincidence of positive ANAincreases with the patient's age. This incidence can also occurs
in a small proportion of patients with infectious and/or neoplasical diseases.

Combinations of auto-antibodies can induce to homogeneous and/or dotted patterns and
therefore, it is recommended that specific tests for anti-dsDNA and ENA are performed with all
homogeneous pattern specimens.

Fluorescence microscopes with different light source, filters and optic and also from different
brands can affect sensitivity of the tests.

PRECAUTIONS AND WARNINGS

1.Forin vitro Diagnostic use only.

2. The kit should be stored at 2-8°C.

3. The conservation of the slide is done by sealing the coverslip edge with nail varnish and
storing at 2-8°Cinadarkroom for 2 months.

4. Sodium Azide 0.095% is used and it can react with lead and cooper plumbing forming highly
explosive metal azides. Upon disposal, flush with large volumes of water to prevent azide
buildup. Sodium azide is toxic ifingested.

5. Al human components have been tested for HBsAg, anti-HIV, anti-HCV and found to be
negative. However, this does not assure the absence of these and other infectious diseases.
Allhuman components should be handled as potentially hazardous.

6. Do not interchange kit components with those from sources other than the same code
number from WAMADIAGNOSTICA.

7.Do notuse components beyond their expiration date.

8. Disposal in accordance with local regulations.

9. The periodical maintenance of the microscope is recommended since an expired lamp can
interfere in the result analysis..

10. Follow good laboratory practices (GLP) related to storage, dispensing and material
disposal.

WARRANT

WAMA Diagndstica replaces this kit since it is not beyond expiration date. The returned kit
must be evaluated by Wama's technical support. The warranty will be invalid and kit will not be
replace if technical support finds evidence that running, handling and storage were not
properly fallowed.

ESPANO

IMPORTANCIACLINICA

Los anticuerpos antinucleares (ANA) son comtnmente encontrados en el suero de pacientes

con enfermedad del tejido conjuntivo. Perfiles distintos de ANA estan asociados a ciertos

disturbios y son considerados marcadores para algunas enfermedades. Por ejemplo,

anticuerpos al antigeno Smith (anti-Sm) y al DNA (anti-DNA) estén altamente asociados al

Lipus Eritematose Sistémico(LES), mientras los anticuerpos anticentromeros estan

asociados a una forma limitada de esclerodermia, la variante CREST. Los ANAS son mas

adecuadamente denominados auto anticuerpos porque, en cierta enfermedades reumaticas,

ellos son también dirigidos a componentes celulares extra nucleares, como elementos

citoplasmaticos y del cito esqueleto.

En 1982, laAmerican Rheumatism Association incluye el teste positivo para ANA como uno de

los cntenos para dlagnostlco de LES. Luego, un resultado negativo, descarte un LES, pues no

es i ya que con otras del tejido conjuntivo, tales como

artritis reumatoides, esclerodermia, sindrome de Sjogren y dermatomiositis son

frecuentemente ANA positivos. Ademas, ANA positivo con titulos bajos también puede ser

encontrado en infecciones, neoplasias y \ndlvwduos normales con edad avanzada.

La inmunofluorescencia indirecta es el método de referencia para ANA, donde se utiliza,

como substrato, corte del tejido (higado o n de rato) o células epiteliales humanas (HEp-

2). Al contrario del corte del tejido, las células HEp-2 expresan la mayoria dos antigenos de

importancia clinica, inclusive centromero , Ro(SSA), La(SSB),SCI-70, ANCP, etc.

Los reactivos de este Kit estan ajustados para detectar anticuerpos clinicamente relevantes,

usando como subslralo células HEp-2 y conjugado IgG, los cuales eliminan resultados falso

positivos icos que ocurren nc debido a bajos titulos de IgM especifica.

PRINCIPIO DEL METODO

Anticuerpos antinucleares presentes en el suero se Ilgan al substrato antlgemco (células

HEp-2) y son por una marcada con de

fluoresceina.

PRESENTACION DELKIT

12100-1 (100 determinaciones)

1.Laminas con 10 dreas reactivas de células HEp-2 (10 laminas)

2.Antigamaglobulina G marcada con isotiocianato de fluoresceina (1x5ml)

3.Tapon fosfato salino (PBS) 20x concentrado(1x50ml)

4 .Glicerina taponada (1x4ml)

5.Suero control positivo homogéneo (1x0,5ml)

6. Suero control positivo centromérico (1x0,5ml)

7.Suero control negativo (1x1ml)

8.Azul de Evans (1x2ml)

9. Laminuelas (10 unidades)

10. Instrucciones para el uso

2200-1(200 determinaciones)

1.Laminas con 10 areas reactivas de células HEp-2 (20 laminas)

2.Antigamaglobulina G marcada con isotiocianato de fluoresceina (2x5ml)

3.Tapon fosfato salino (PBS) 20x concentrado(2x50ml)

4 .Glicerina taponada (2x4ml)

5.Suero control positivo homogéneo (1x1ml)

6. Suero control positivo centromerico (1x1ml)

7.Suero control negativo (1x1ml)

8.Azul de Evans (1x2ml)

9. Laminuelas (20 unidades)

10. Instrucciones para el uso

PREPARACION Y ESTABILIDAD DE LOS REACTIVOS

-LAMINAS CON CELULAS HEP-2 (1): dejar en temperatura ambiente por 15 minutos antes

de retirarlas del sobre. Estables en nevera (2-8°C) hasta la fecha de caducidad.

-ANTIGAMAGLOBULINA HUMANA (IGG) MARCADA (2):Lista para el uso Estable en

nevera (2-8°C), hasta la fecha de caducidad. Proteger de la luz.

-TAPON FOSFATO SALINO (3): diluir el PBS concentrado con agua destilada e/o

deionizada: 1 parte do PBS + 19 partes de agua destilada/deionizada. Conservar en nevera

en un recipiente limpio y cerrado. Es estable por 1 mes. Descartar si ocurrir turbacion. EI PBS

diluido es usado como tapén de aclaracion diluyente de las muestra del paciente.

-GLICERINA TAPONADA (4): lista para el uso. Estable en nevera (2-8°C) hasta la fecha de

caducidad.

No conservar en temperaturas inferiores a 2°C para evitar cristalizacion. Contiene azida

sodica 0,95%. i

-SUERO CONTROL POSITIVO HOMOGENEO (5): listo para el uso. Mantener en nevera (2-

8°C). Contiene azida sédica 0,095%.Estable en nevera (2-8°C) hasta la fecha caducidad.

-SUERO CONTROL POSITIVO CENTROMERICO (6): listo para el uso. Mantener en nevera

(2-8°C). Contiene azida sddica 0,095%. Estable hasta la fecha de caducidad.

-SUERO CONTROL NEGATIVO (7): Listo para el uso. Mantener en nevera (2-8°C). Contiene

azida sodica 0,095%. Estable hasta la fecha de caducidad.

AZUL DE EVANS (8): Listo para el uso. Conservar en nevera (2-8°C) . Estable hasta la fecha

de caducidad.

Obs.:El kit mantiene el mismo desempefio del primer uso, y es estable hasta la fecha de

caducidad desde que sea mantenido em ea temperatura de 2-8°C.

MUESTRA

Solamente unhzar muestra de  suero. Las muestras con la contaminacion bacteriana,
deben ser Los sueros pueden ser conservados en

nevera (2- B°C) hasta 72 horas. Para un tempo mayor, deben ser guardados en congelador a

-20°C. Evitar repetidos y

MATERIAL NECESARIO, PERO NO FORNECIDO
-Microscopio de fluorescencia

-Pipetas suerolégicas

-Jarrade Coplin o similar

-Tubos yrack

-Agua destilada o deionizada

-Frasco para 1 litro

-Camara de incubacion

-Papel absorbente

PROCEDIMIENTO

a. Teste Cualitati : para 6n de los sueros no reactivos.

1. Diluir el suero de cada paciente a 1/40 con lapon diluyente (3) (10ul de suero + 390ul de
tampon PBS diluido).

2.Dejar las laminas atingieren la temperatura ambiente por 15 minutos antes de retirarlas del
sobre. Removerlas sin tocar en el substrato, rotularlas y colocarlas encamara humeda
3.Pingar 1 gota (50ul) de los controles positivo 5), positivo ico (6) y
negativo (7), sin diluir, en areas 1e 2 e 3 de las laminas, respectivamente. Evitar transbordar
elérea.

4.Pingar 1 gota de sueros desconocidos diluidos 1/40 en &reas restantes evitando
transbordar.

5.Incubar en camara himeda por 30 minutos, en temperatura ambiente.

6.Removerlas laminas de lacamara hiumeda. Aguantarlas por una extremidad y lavarlas con
tapon fosfato salino (PBS) (3), aproximadamente 10ml. Usando una pipeta dirigir el PBS por
la borda longitudinal de las laminas, teniendo el cuidado de no atingir directamente areas
reactivas, evitando con eso perjudicar el substrato. Colocar las laminas en una jarra de Coplin
osimilary lavar 2 veces con PBS diluido (3) por 5 minutos cada vez, agitando suavemente el
Coplinalgunas veces.

7.Remover las laminas del Coplin, una de cada vez. Sacar el exceso de PBS sacudiendo la
sobre papel absorbente. Secar en torno de areas reactivas y irinmediatamente para la etapa
8 para no secar el local de la reaccion. EI SECAJE DE LOS SUBSTRATOS AFECTARA
SERIAMENTE LOS RESULTADOS.

8. Retornar ala cdmara himeda. Pingar 1 gota de la antigamaglobulina marcada (2) en cada
area de las laminas , teniendo cuidado de recubrirlas totalmente.

9.Incubar las laminas por 30 minutos en cadmara humeda, en temperatura ambiente,
protegiendo del exceso de luz.

10.Remover las laminas de la cdmara himeda y sumergir en una jarra de Coplin o similar
conteniendo PBS, para remueve el exceso del conjugado. Transferirlas laminas para otra
jarra de Coplin o similar con PBS diluido y lavar 2 veces, por 5 minutos cada vez, agitando
suavemente el Coplin algunas veces. Pingar 2 a 3 gotas de azul de Evans(8) en el Coplin de
esta Ultima aclaracion.

11.Remover las laminas del Coplin, una de cada vez. Tirar el exceso de PBS sacudiendo las
sobre papel absorbente. Secar en torno de dreas reactivas y irinmediatamente para la etapa
12 para no secar el local de la reaccion.

12.Pingar 3 a 4 gotas de glicerina taponada (4) entre areas reactivas. Cubrirlas laminas con
una laminuela evitando la formacion de burbujas. Secar el exceso de la glicerina con papel
absorbente. Limpiar el dorso de las laminas.

13. Leer en microscopio de fluorescencia. Es conveniente hacer la lectura en el mismo dia.
Pero en el caso de no ser posible, conservarlas en nevera (2-8°C) protegida de la luz en el
oscuro por 1semana, sin perdida significantes de la fluorescencia.

b. Teste Semi-Cuantitativo: (Titulacion): para determinar el titulo del anticuerpo de los sueros
positivos en el teste Cualitativo(screening).

1.Diluir los sueros positivos con tapén PBS diluido(3), obedeciendo la razén 2. Ejemplo: 1/40,
1/80,1/160, 1/320... 1/2560 o mas.

2.Dejar las laminas atingieren la temperatura ambiente por 15 minutos antes de retirarlas de
sobre. Removerlas sin tocar en el substrato, rotularlasy colocarlas en camara himeda.
3.Pingar 1 gota del control positivo F (5), positivo cer 6)y negahvo( ).
sindiluir, en areas 1,2 e 3de las laminas, respectivamente. Evitar transbordar en el area.
4.Pingar 1 gotade Ios sueros diluidos de los pacientes en las areas restantes usando una area
para cada dilucion. Evitar transbordar las areas.

5.Seguir las etapas 5a 13 del teste de seleccion (screening).

RESULTADODE LAS LECTURAS

Reaccion Negativa: AUSENCIA de fluorescencia verde-manzana caracteristica. El imagen
nuclear de las muestras deben ser siempre igual al control negativo.

Reaccion Positiva: PRESENCIA de fluorescencia verde-manzana caracteristica. El imagen
nuclear e/o citoplasmatica de la muestra es de fluorescencia mayor que el control negativo.
INTERPRETACION

1.Patrén Homogéneo: es una sélida coloracion de todo y nticleo en interfase, con ocasionales
nucleos negativos. La region cromosdmica de las células en metafase es positiva. Los
antigenos nucleares en orden decreciente de frecuencia son: DPN, histona, DNA de
dupla/simples cinta (dsDNA/ssDNA)

Interpretacion: este patrén es comin en la cirrosis biliar primaria y muy raro en enfermedades

deltejido conjuntivo.

LIMITACIONES DEL METODO

En algunos casos, sueros positivos para fluorescencia nuclear, tanto pueden ser débil-

reactivos o negativos en la dilucion inicial (fenémeno prozona). En tales casos dudosos, el

suero debe ser triado las diluciones mas altas, y, si positivo, los titulos de anticuerpos deben

ser determinados.

Un alto titulo de ANA sugiere enfermedad del tejido conjuntivo. Pero, ni todo ANA alto puede
diagnostico. Los del teste deberan ser analizados junto con otros

resultados sueroldgicos, como también, con el examen clinico del paciente.

Una misma muestra puede presentar dos o mas tipos de padrones de fluorescencia. Este

fenomeno pode ser observado cuando la muestra es titulada até su ponto final.

Laincidenciade ANA pusmvu aumenta con la edad del paclente tal como puede ocurriren una

pequefia proporcion de con ir elor

Combinaciones de auto-anticuerpos pueden inducir a elopu

y, por lo tanto es, recomendado que testes especificos para dsDNA y ENA (antigenos
nucleares ibles) sean entodas las con patron homogeneo

La fuente de luz, filtros y la dptica de las diferentes marcas de microscopios de fluorescencia
influenciaron a la sensibilidad del teste.

PRECAUCIONES YADVERTENCIAS

1. Reactivos solamente para uso de diagnostico in vitro

2. Las laminas deben ser conservadas en congelador a -20°C evitando el congelamlenlo y
descongelamlenlo elrestante del kit debera ser conservado en nevera entre 2-8°C

3. La conservacion de la lamina puede ser hecha sellando las bordas de laminuelas con
esmalte de ufias y guardando las en el oscuro ente 2-8°C por en el maximo 2 meses.

4. Como se emplea azida a 0,095% como conservante el descarte de los reactivos deben ser
acompafiados de grandes volumenes de agua para evitar el acumulo de azida en las tuberias
pues esa puede reaccionar con el plomo y cobre formando sales altamente explosivos
Ademés la azida sodica es toxica cuando ingerida.

5. Todos los materiales humanos usados en la preparacion de los controles fueron testados
con resultados negativos para el anticuerpo anti VIH anti HCV y anfigenos de superficie de
hepatitis B (HBsAg) pero como ningtin método diagnostico ofrece completa seguridad de la
ausencia de estés y otros agentes infecciosos recomienda se tratar los sueros controles como
materiales potencialmente infecciosos.

6. No sustituir componentes de eses kit con los de otros fabricantes ni usar componentes de
lotes y codigos distintos

7. No usar fuera de la fecha de caducidad

8. Descarte de lo material de acuerdo con las regulaciones locales.

9. Realizar un mantenimiento regular del microscopio, ya que la extrapolacion de la vida de la
lampara podrian afectar el andlisis de los resultados.

10. Seguir las buenas practicas de laboratorio (BPL) en la conservacion manoseo y descarte e
los materiales

TERMINO DE GARANTIA

La WAMA Duagnoshca garanhza el camblo de este oonjunto diagnostico si desde el momento
queel | plazo de y se: porsu ia técnicade
que no hubieron fallos en la ejecucion, manoseo y conservacion de este producto. La WAMA
y sus distribuidores no se responsabilizan por los fallos en el desemperio del kit bajo sobre
estas condiciones.
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Interpretacion: titulos altos son sugestivos de LES idiopatico es un teste mas y
cuantitativo para anti-DNAdebe ser realizado. Titulos mas bajos ocurren, ocasionalmente, en
artritis reumatoide y en LES idiopaticoy inducido por drogas.

2. Patrén Periférico: es una sélida coloracién en torno de la membrana nuclear, con débil
coloracion en el centro del nicleo, en interfase. La region cromosomica de las células
mioticas es positiva, como en el patrén homogéneo. Los antigenos son principalmente DNA
de dupla hélice y raramente Dna de cinta simples, DNP o histonas.

Interpretacion: titulos altos son sugestivos de LES idiopatico, debiendo ser realizadas
determinacién especificas e cuantitativas de anti-DNA. Titulos bajos sugieren otras
enfermedad del tejido conjuntivo.

3.Patrén Puntilleado: observase una coloracion fina o granulosa de (amano uniforme o
variable en el nicleo en interfase, y:l sin del nucléolo.
Los son 3 ivos, pero la region fuera da area cromosémica
corase de modo variable, dependlendo de los antigenos. Los antigenos nucleares para ese
patrén incluyen Sm, RNP, Scl-70, SS-B/La e SS-A/Ro y muchos otros antigenos y
anticuerpos.

Interpretacion: presencia de Sm sugiere LES, RNP puede estar presente en enfermedad
mixta del tejido conjuntivo, miosotis, esclerodermia o LES, Scl-70, en la esclerodermia, SS-
B/La y SS-A/Ro, en la sindrome de Sjorgren, aun que el SS-A/Ro pueda dar patrones
diferentes de coloracion.

4.Patron Nucleolar: observase granulos espesos dentro del nicleo, generalmente menos
que 6 por células, con o sin ocasionales finas granulaciones. La region cromosdémica de la
células midticas es negativa. Antigenos nucleolares pueden presentar diferentes relaciones
de locales con el ciclo celular. Los antigenos son Pm-Scl, nucleotin, Ku o otros desconocidos.

Interpretacion: ocurre en el fenémeno de Raynaud y otras formas de esclerodermia y sus
variantes, pero raramente en el LES. Altos titulos pueden estar asociados , ademas de
esclerodermia, alasindrome de Sjorgren.

5.Patrén Centromérico: es el Uinico que puede ser fidedignamente definido. Observase en el
una coloracién ligeramente granular, generalmente multiplo de 46, muy discreta. Enla HEp-2
ocurre coloracion caracteristica de las células miéticas en la drea cromosémica en el nicleo
interfasico.

Interpretacion: el anticuerpo anti de una variante de
esclerodermia llamada CREST (calc\cosls Venomeno de Raynaud, dismotilidad esofégica,
esclerodermia y telangiectasia)

6.Patron Mitocondria: groseros granulos irregulares, extendiéndose en forma de filamentos
del nicleo para todo el citoplasma. El antigeno involucrado es el M2.
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O conteudo é suficiente para ( n ) testes
Quantity sufficient for (n) tests

O contenido es suficiente para (n ) testes

Data limite de utilizagao
Expiry Date
Fecha de la caducidad

Produto diagnéstico in vitro
In vitro diagnostic
Produto diagnéstico in vitro

Consultar instrugdes para uso
Refer to user's instructions
Consultar las instrucciones para el uso

Representante Europeu
[ECIREP| European Representative

Representante Europeu

Ntmero do lote
Lot Number
Ntmero del lote

Numero do catalogo
Catalog Number
Numero del catalogo

Limite de temperatura
Temperature
Limite de temperatura

Proteger do calor
Keep away fron sunlight
Proteger del calor
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