NOVA Lite® Monkey Oesophagus IFA Kit/Slides 704145

Per uso diagnostico In Vitro

Codice Prodotto: 704145, 704150, 704155, 704255
504145, 504145.10, 504150, 505150.25
504155.25, 504255.25

Complessita CLIA: elevata

Finalita d’'uso

Los cortes de eséfago de mono se utilizan como substrato para el screening de anticuerpos contra antigenos intra-
epidermales o0 zonas de membrana basal en el suero humano para el apoyo en el diagnéstico de pénfigo y penfigoide
bulloso. Los cortes también se pueden utilizar para la deteccién de anticuerpos endomisiales como apoyo en el
diagnostico de la enfermedad celiaca.

Sumario y Explicacion de la prueba

Los anticuerpos IgG intra-epidermales son caracteristicos para diversas formas clinicas de pénfigo y reaccionan con
antigenos presentes en la superficie de la célula de queratinocitos epidermales. Un resultado positivo da el patron
caracteristico de ‘enrejado de alambre’. En casi todos los casos se encuentra en el tejido un depdsito de
inmunoglobulina. En pacientes con sospecha de dermatitis bullosa se recomienda examinar siempre el sueroy el tejido.
Los autoanticuerpos contra membranas basales epidermales son tipicos para el penfigoide bulloso. En esta enfermedad
la biopsia directa revela un depésito lineal de IgG y C3 a lo largo de la unién dermo-epidermal. Estos autoanticuerpos
estan generalmente, pero no siempre, presentes en el suero de los pacientes afectados. El titulo de anticuerpo no se
correlaciona con el historial clinico, es decir, aun cuando la enfermedad haya remitido, pueden estar presentes los
autoanticuerpos en el suero y en el tejido. Para la deteccion de estos autoanticuerpos se suministra con el kit un
conjugado de IgG anti-humano (H&L) FITC. Los autoanticuerpos endomisiales se dirigen contra fibras tipo reticular en
enfermedades del tejido conjuntivo alrededor de la fibra del masculo en el tracto intestinal de primates. Se ha reportado
una sensibilidad especificidad de casi el 100% para anticuerpos endomisiales de clase IgA activos en la enfermedad
celiaca.? Estos anticuerpos se detectan con el conjugado, suministrado con el kit, IgA FITC anti-humano.

Procedimiento de trabajo

El test se basa en la inmunofluorescencia indirecta.® Tanto las muestras como los controles correspondientes se
incuban con los cortes de tejido y mediante lavado se eliminan los anticuerpos que no han reaccionado y después se
aplica el conjugado de fluorescencia apropiado. El conjugado no ligado se elimina mediante lavado. Los portas son
examinados bajo un microscopio de fluorescencia dando las muestras positivas una fluorescencia de verde manzana en
aquellas zonas de tejido donde se ha ligado el autoanticuerpo.

Reactivos
1. Esofago de mono en portas de 5 6 10 pocillos, con desecante.

Sélo kits 704145y 704150:

2. Dos sueros de control positivo, (procedentes de suero humano), uno con patron ‘enrejado de alambre’y el otro
con tipo reticular endomisio en los cortes de es6fago de mono. Conservante: azida sodica 0,09%, Prediluido y
listo para el empleo.

3. Suero de control negativo, negativo universalmente para todos los autoanticuerpos. Conservante: azida sédica

0,09%. Prediluido y listo para el empleo.

Tampodn (PBS), suministrado en forma liquida concentrado 40 veces.

Conjugado IgG anti-humano (H&L) de cordero purificado por afinidad. Conjugado de fluorescencia adsorbido de

mono y conjugado de fluorescencia IgA anti-humano. Conservante: azida sddica 0,09%. Prediluido. Listo para

el empleo.

Azul de Evans 1%, como contracolorante opcional.

Papel absorbente

Medio de montaje, conteniendo un agente anti-fading.

Cubreobjetos
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Sélo kit 704155:
2. Sueros de control positivo, (procedentes de suero humano), con tipo reticular endomisio en los cortes de
es6fago de mono. Conservante: azida sodica 0,09%, Prediluido y listo para el empleo.

3. Suero de control negativo, negativo universalmente para todos los autoanticuerpos. Conservante: azida sédica
0,09%. Prediluido y listo para el empleo.

4, Tampon (PBS), suministrado en forma liquida concentrado 40 veces.

5. Conjugado de fluorescencia adsorbido de mono y/o conjugado de fluorescencia IgA anti-humano. Conservante:

azida sodica 0,09%. Prediluido. Listo para el empleo.
Azul de Evans 1%, como contracolorante opcional.
Papel absorbente

Medio de montaje, conteniendo un agente anti-fading
Cubreobjetos
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Sélo kit 704255:

Por favor, recuerde que estos portaobjetos no tienen el mismo formato que los descritos en las instrucciones
principales, puesto que son compatibles con pipetas multicanal. Esta diferencia solo afecta a la posicion de los pocillos.
Todas las demas caracteristicas técnicas y operativas de los portaobjetos son las mismas.

1. Esd6fago de mono en multicanal portas de 10 pocillos, con desecante.

2. Sueros de control positivo, (procedentes de suero humano), con tipo reticular endomisio en los cortes de
esofago de mono. Conservante: azida sodica 0,09%, Prediluido y listo para el empleo.

3. Suero de control negativo, negativo universalmente para todos los autoanticuerpos. Conservante: azida sodica
0,09%. Prediluido y listo para el empleo.

4. Tampon (PBS), suministrado en forma liquida concentrado 40 veces.

5. Conjugado de fluorescencia conjugado de fluorescencia IgA anti-humano. Conservante: azida sddica 0,09%.
Prediluido. Listo para el empleo.

6. Azul de Evans 1%, como contracolorante opcional.

7. Medio de montaje, conteniendo un agente anti-fading

8. Cubreobjetos

Advertencias/ Precauciones

El material de partida para la elaboracion de los calibradores y controles proviene de sangre humana (solo los kits).
Cada una de las muestras han sido examinadas y libres de anticuerpos del virus del Sindrome de Inmunodeficiencia
Humana (HIV 1 & 2), Hepatitis C asi como antigenos superficiales de Hepatitis B (HBSAG). No obstante, hasta la fecha
no existen métodos seguros para la exclusion de estos agentes infecciosos ni de otros. Por lo tanto, deben tratarse los
reactivos como potencialmente infecciosos. Tanto la manipulacion como los métodos de eliminacion de desechos
deberéan realizarse conforme a la normativa de materiales infecciosos y solo personal adecuadamente instruido debera
efectuar el test. Algunos kits contienen azida sédica 0,09% y deben tratarse segun las medidas de seguridad
correspondientes. Debe evitarse tanto la ingesta como el contacto con la piel y las mucosas. En caso de contacto,
aclarar con abundante agua y consultar a un médico. La azida sddica puede formar azidas metalicas explosivas en
contacto prolongado con tubos de plomo o cobre. Tras la eliminacion aclarar con gran cantidad de agua con el fin de
evitar depdsitos de azida. Esta prueba solo debera efectuarse para el propdésito indicado y por personal de laboratorio
adecuadamente instruido.

Condiciones de almacenamiento

El kit sin estrenar es estable hasta la fecha de caducidad indicada en el envase almacenandolo entre 2 y 8°C. jNO
CONGELAR! Tras la extraccion de los portas de su embalaje deberan ser empleados inmediatamente. El tampén PBS
diluido puede conservarse durante un mes a 2-8°C. Todos los reactivos deben almacenarse entre 2 y 8°C.

Recoleccion de Muestras

Las muestras de suero se deben recolectar mediante extraccion intravenosa y dejar coagular de forma natural. Separar
rapidamente el suero del coagulo con el fin de evitar hemdlisis. El suero puede conservarse a 2-8°C durante un maximo
de 7 dias antes del ensayo, o para periodos mas largos, distribuir el suero en alicuotas y conservarlo a -20°C, o
temperatura inferior.® Evitar repetidas congelaciones y descongelaciones. No utilizar muestras de suero contaminado
microbiol6gicamente o con particulas, ni tampoco sueros hemoliticos o lipémicos ya que puede darse un titulo inferior o
patrones de fluorescencia poco claros.

Procedimiento

Materiales Suministrados (kits)

704145

1 10 x Monkey Oesophagus — 5-well slide (10 Portas con 5 pocillos con cortes de es6fago de mono)
2 1 x ImL Pemphigus Positive Control (Control positivo pénfigo, prediluido)

3 1 x ImL Endomysial (Celiac) Positive Control (Control positivo endomisio (celiaca), prediluido)

4, 1 x 1mL IFA System Negative Control (Control Negativo del sistema IFA, prediluido)

5. 1x 7mL FITC IgG (H&L), monkey adsorbed Conjugate (Conjugado 1gG (H&L) FITC, adsorbido de mono)
6 1 x 7mL Anti-Human IgA (a) AFF FITC (Conjugado IgA (cadena ) anti-humano FITC)

7 1 x 3mL 7% Evans Blue Counterstain (Azul de Evans 1%)

8 2 x 25mL PBS concentrate (x40) (Tampoén PBS, concentrado 40 veces)

9. 1 x 3mL Mounting Medium (Medio de montaje)

10. 20 x Blotters (Secantes)

11. 10 x Coverslips (Cubreobjetos)

12. 1 instrucciones de empleo

704150

1. 25 x Monkey Oesophagus — 10-well slide (25 Portas con 10 pocillos con cortes de es6fago de mono)
2. 1 x 1ImL Pemphigus Positive Control (Control positivo pénfigo, prediluido)

3. 1 x ImL Endomysial (Celiac) Positive Control (Control positivo endomisio (celiaca), prediluido)

4, 1 x 1mL IFA System Negative Control (Control Negativo del sistema IFA, prediluido)

5. 1 x 15mL FITC IgG (H&L), monkey adsorbed Conjugate (Conjugado 1gG (H&L) FITC, adsorbido de mono)
6. 1 x 15mL Anti-Human IgA (a) AFF FITC (Conjugado IgA (cadena o) anti-humano FITC)

7. 1 x 3mL 1% Evans Blue Counterstain (Azul de Evans 1%)

8. 2 x 25mL PBS concentrate (x40) (Tampén PBS, concentrado 40 veces)

9. 1 x 10mL Mounting Medium (Medio de montaje)

10. 50 x Blotters (Secantes)
11. 25 x Coverslips (Cubreobjetos)
12. 1 instrucciones de empleo



70415

5

1 25 x Monkey Oesophagus — 10-well slide (25 Portas con 10 pocillos con cortes de es6fago de mono)

2. 1 x ImL Endomysial (Celiac) Positive Control (Control positivo endomisio (celiaca), prediluido)

3. 1 x 1mL IFA System Negative Control (Control negativo del sistema IFA, prediluido)

4, 2 x 15mL Anti-Human IgA (a) AFF FITC (Conjugado IgA (cadena o) anti-humano FITC)

5. 1 x 3mL 1% Evans Blue Counterstain (Azul de Evans 1%)

6. 2 x 25mL PBS concentrate (x40) (Tampoén PBS, concentrado 40 veces)

7. 1 x 10mL Mounting Medium (Medio de montaje)

8. 50 x Blotters (Secantes)

9. 25 x Coverslips (Cubreobjetos)

10. 1 instrucciones de empleo

704255

1. 25 x Monkey Oesophagus — 10-well multi-channel slide (25 Mulitcanal Portas con 10 pocillos con cortes de
es6fago de mono)

2. 1 x ImL Endomysial (Celiac) Positive Control (Control positivo endomisio (celiaca), prediluido)

3. 1 x 1mL IFA System Negative Control (Control negativo del sistema IFA, prediluido)

4, 2 x 15mL Anti-Human IgA FITC (Conjugado IgA (cadena o) anti-humano FITC)

5. 1 x 3mL 1% Evans Blue Counterstain (Azul de Evans 1%)

6. 2 x 25mL PBS concentrate (x40) (Tampoén PBS, concentrado 40 veces)

7. 1 x 10mL Mounting Medium (Medio de montaje)

8. 25 x Coverslips (Cubreobjetos)

9. 1 instrucciones de empleo

Material suministrado (portaobjetos)

504145 1 x Portaobjetos Eséfago de mono, 5 pocillos

504145.10 10 x Portaobjetos Eséfago de mono, 5 pocillos

504150 1 x Portaobjetos Eséfago de mono, 10 pocillos
504150.25 25 x Portaobjetos Eséfago de mono, 10 pocillos
504155.25 25 x Portaobjetos Es6fago de mono, 10 pocillos
504255.25 25 x Multicanal Portaobjetos Es6fago de mono, 10 pocillos

Material necesario no incluido
Agua destilada para diluir el concentrado de PBS.
Recipientes para el PBS

Pipetas

y tubos de reaccién desechables

Camara humeda para los pasos de incubacion

Microscopio de campo oscuro con filtros para una longitud de onda de excitacion de 495nm y emisién de 515nm
Botella de plastico para un prelavado con PBS

Otros componentes suministrables de INOVA Diagnostics: PBS (508002), control negativo del sistema IFA (508186),
control positivo pénfigo (504051), control positivo penfigoide (504055), control positivo endomisio (504050), conjugado
FITC (H+L), adsorbido de mono (504011, 504071), conjugado IgA AFF FITC (cadena a) anti-humano (504023, 504045),
conjugado IgA AFF FITC (cadena o) anti-humano adsorbido de mono (504015), Azul de Evans 1% (504049) y medio de
montaje (508001, 508005, 508006).

Procedimiento del test

Control de calidad
Los controles negativos y positivos deben efectuarse cada vez que se dosifican las muestras.

1.
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Dilucién del concentrado PBS. Diluir el PBS concentrado con agua destilada (1 parte PBS + 39 partes de
agua destilada) y mezclar. Nota: Preparar la totalidad del kit, solo si va a utilizarse en un plazo de un mes a
partir de la fecha de preparacion.

Dilucién de muestras de pacientes. Diluir las muestras de paciente 1/10 mezclando 20uL de suero con 180uL
de tampén PBS.

Portaobjetos con substrato. Deje que los portaobjetos alcancen la temperatura ambiente (18-28°C) antes de
sacarlos del envase. Etiquete los portaobjetos correctamente, coléqueles en la camara hiumeda y afiada el
control positivo y negativo en los respectivos pocillos. Aflada 50uL de las muestras diluidas en los pocillos
restantes.

Incubacién de los portas. Incubar los portas durante 30 minutos en la camara himeda y a temperatura
ambiente (18-28°C). (Unas toallitas de papel humedecidas en la base de la cAmara mantendran la humedad.)
Lavado con PBS. Saque los portaobjetos de la cAmara himeda y aclarelos brevemente con el PBS en una
botella de plastico a presién. No rociar directamente en los pocillos. Coloque los portaobjetos en un rack y
sumérjalos en el PBS, luego agite durante 5-10 minutos.

Adicién del conjugado de fluorescencia. Sacudir el exceso de PBS y secar alrededor de los pocillos con los
secantes. Volver a introducir los portas en la cAmara hUmeda e inmediatamente, cubrir cada pocillo con una
gota del conjugado de fluorescencia correspondiente. El conjugado IgG (H&L) FITC anti-humano es para la
deteccion de autoanticuerpos de piel y el IgA (cadena o) FITC anti-humano es para la deteccion de
autoanticuerpos endomisiales. ijNO DEJAR LOS POCILLOS SIN TAPAR MAS DE 15 SEGUNDOS!
Incubacién de portaobjetos. Incube los portaocbjetos durante 20 minutos en una camara himeda a
temperatura ambiente (18-28°C) a oscuras.

Lavado con PBS. Lavar con PBS segun se describe en el punto.5.

Colorante adicional. Afiadir 2-3 gotas de Azul de Evans 1% por cada 100mL de PBS previamente a la
inmersion.



10. Colocacion del cubreobjetos. Sacar de uno en uno los portas del PBS. Secar rapidamente alrededor de los
pocillos y afiadir una gota del medio de montaje a cada pocillo. Cubrir con cuidado el porta con el cubreobjetos
evitando la formacion de burbujas. jEn caso de formarse burbujas, no intente quitarlas! Eliminar el exceso del
medio de montaje de alrededor de los portas.

11. Examen de portaobjetos con el microscopio de fluorescencia. Los portaobjetos pueden conservarse a 2-
8°C a oscuras durante un méaximo de 3 dias, sin una pérdida significativa de fluorescencia.

Resultados

Control de calidad

Los controles positivos deberan dar una fluorescencia verde manzana en el cemento intracelular del epitelio (patron
‘enrejado de alambre’ para fibras pénfigo y patrén reticular en enfermedades del tejido conjuntivo alrededor del misculo
liso para el control endomisial. El control negativo muestra una coloracién verde mate del tejido sin llegar a percibirse
fluorescencia. En caso de no asemejarse los controles a lo antes descrito, el test no es valido y debera repetirse.

Interpretacion de los resultados
En ref. 5 se muestras fotografias en color con ejemplos de estos patrones. Los resultados se indican como positivos o
negativos.

Anticuerpo positivo pénfigo
Coloracion del cemento intracelular del epitelio estratificado.

Anticuerpo positivo penfigoide
Coloracion de las membranas basales epidermales a lo largo de la zona de unién dermo-epidermal.

Anticuerpo positivo endomisial®
Coloracion de las fibras tipo reticular dentro del tejido conjuntivo alrededor de las fibras lisas del musculo.

Nota: Cada laboratorio debe establecer sus propias normas y fijar cuando un resultado positivo es clinicamente
relevante.

Limitaciones del Procedimiento

1. La sensibilidad de la prueba esté influida por la fuente de luz, filtros asi como la éptica de las distintas marcas
de microscopios de fluorescencia. El buen funcionamiento del microscopio esté significativamente influido por
un correcto mantenimiento, centrandose especialmente en la lampara de mercurio y el cambio de la lampara
después del tiempo recomendado.

2. El tejido de eséfago de mono, independientemente del método de fabricacion empleado, produce por
naturaleza una autofluorescencia. Esta autofluorescencia es mas pronunciada en la lamina propia y regiones
submucales. Por lo tanto hay que prestar una especial atencion a aquellas muestras que dan una fluorescencia
en la mucosa muscularis (especialmente endomisio y musculatura lisa).

3. Los autoanticuerpos antinucleares (ANA), antimitocondriales (AMA), y anticuerpos contra la musculatura lisa
(ASMA) asi como anticuerpos de musculo esquelético pueden reaccionar con el substrato de eséfago. La
presencia de estos autoanticuerpos deberia confirmarse con los substratos adecuados.

4. Pueden aparecer reacciones cruzadas a anticuerpos del grupo sanguineo anti-A y anti-B, debido a que la
mucosa del eséfago puede contener diferentes antigenos de grupo sanguineo.® En algunos pacientes estos
anticuerpos de grupo sanguineo pueden simular un patron pénfigo, aunque los anticuerpos de grupo sanguineo
colorean también los capilares de la musculatura del eséfago.

5. Debido a la corta distancia entre los pocillos en los portas de 10 pocillos es posible una contaminacién cruzada
de las muestras y controles. Es importante de una cuidadosa manipulacion, especialmente, en los procesos de
lavado para que esto no ocurra.

6. Este test no es suficiente para un diagndstico por si solo, sino que debe utilizarse como un medio més. Debe
tenerse en cuenta el cuadro clinico asi como otros analisis.
7. El empleo de estos productos no ha sido verificado con reactivos IFT de otros fabricantes, aungue no

necesariamente deben ser excluidos.

Por favor, recuerde que estos portaobjetos no tienen el mismo formato que los descritos en las instrucciones
principales, puesto que son compatibles con pipetas multicanal. Esta diferencia solo afecta a la posicion de los pocillos.
Todas las demas caracteristicas técnicas y operativas de los portaobjetos son las mismas.

Los portaobjetos comercializados por separado se clasifican como “reactivos especificos para los analitos”.
Salvo que se trate de componentes del kit, las caracteristicas analiticas y de rendimiento no estan establecidas.

Valores Esperados

Los portas con es6fago de mono fueron usados para testar pacientes con enfermedades pénfigo y penfigoide asi como
en 20 sueros de donantes sanos elegidos al azar. Se obtuvieron los siguientes resultados:

Positivos
Grupo de NUmero Intercelular Membrana basal
paciente
Pemfigo 12 12 0
Pemfigoide 11 0 9
Normali 20 0 0




Anticuerpos IgA endomisial

Pacientes/diagndstico Positivos/total | % Positivos
Enfermedad celiaca confirmada

Dieta con contenido de gluten 38/38 100
Dieta libre de gluten 17/37 46
Enfermedad celiaca sospechada

Dieta con contenido de gluten 27/30 90
Dieta libre de gluten 5/30 17
Dermatitis herpetiforme (total) 203/253 80
(sub-total) atrofia villous confirmada 42/42 100
Donantes sanos 0/87 0
Grupos de control con enfermedades gastrointestinales

Colitis ulcerosa 0/59 0
Enfermedad de Crohn 0/41 0
Enfermedades hepaticas 0/20 0
Diarrea infecciosa 0/210 0
Diarrea en nifios pequefios 0/170 0
Diarrea recurrente 0/124 0
Sensibilidad a la lactosa 0/60 0
Grupos de control (piel)

Dermatitis bullosa lineal IgA 0/41 0
Otras enfermedades de la piel no dermatitis herpetiforme 0/180 0

Datos recopilados de diferentes estudios, Chorzelski et al 1990’

Caracteristicas especificas de la operacién

Se realiz6 un estudio comparativo con 43 muestras (35 muestras clinicas, 8 muestras de donantes sanos) utilizando
este kit y con otros dos métodos de referencia comerciales. Uno para la determinacion de anticuerpos Pénfigo y
Penfigoide y el otro para la deteccion de anticuerpos endomisiales. Se encontré una buena concordancia con todos
ellos. Pénfigo: 10 muestras de 13 eran positivas con ambos kits. Dos muestras discrepantes estaban en el limite
positivo del kit de. Penfigoide: Las 4 muestras positivas dieron resultados concordantes aunque la fluorescencia de los
métodos alternativos fue mas débil. Anticuerpos endomisiales: Todas las 18 muestras testadas con ambos métodos
dieron positivo. Las 8 muestras normales fueron negativas con los tres métodos.

Resumen del procedimiento

Diluir el PBS con agua destilada.

Diluir las muestras 1/10 con PBS.

Dejar que los portas alcancen temperatura ambiente (18-28°C).

Aplicar 50uL de controles positivos y negativos asi como suero diluido en los pocillos correspondientes.
Incubar en cdmara hiimeda durante 30 minutos.

Lavar en PBS durante 5-10 minutos.

Secar alrededor de los pocillos e inmediatamente cubrir cada pocillo con una gota de conjugado.
Incubar segun descrito punto 5.

Lavar segun descrito en punto 6.

Montar.

Evaluar los portas bajo el microscopio de fluorescencia.
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