NOVA Lite® Rat Liver, Kidney, Stomach 704170

Para Diagnostico In Vitro

Caodigo do Produto: 704170, 704180
504170.10, 504180.25

Complexidade CLIA: Elevada

Aplicacao Diagndstica

Este produto destina-se a pesquisa e quantificacdo de autoanticorpos existentes no soro humano, como complemento
ao diagnostico e tratamento de varias doencas autoimunes. Os quatro principais grupos de autoanticorpos detectados
séo: anticorpos anti-nucleares (ANA), anticorpos anti-mitocondriais (AMA), anticorpos anti-musculo liso (ASMA) e
anticorpos anti-células gatricas parietais (AGPCA).

Resumo e Explicac&o do teste

A imunofluorescéncia indirecta é o método de referéncia para o despiste e quantificacéo de autoanticorpos no soro. As
seccdes de tecido animal, e.g. de ratazana, sdo geralmente preferidos em relacdo aos substratos usuais incluindo
secgdes de tecido humano e preparacdes celulares devido a falta de interferéncia entre HLA e/ou outros anticorpos do
sangue. A utilizacdo de trés tecidos diferentes (figado, rim e estdbmago) torna mais facil a identificacdo dos
autoanticorpos comparando os resultados obtidos em cada tecido.

Os autoanticorpos estéo associados a um grande nimero de doengas. Os ANA encontram-se presentes no soro de
doentes com LUpus eritimatoso sistémico (SLE) mas sdo também comuns nos casos de doencgas reumatoide e do
tecido conjuntivo. Os AMA estao frequentemente relacionados a casos de cirroses biliares primarias e outras doencas
hepaticas. Os ASMA estdo associados a hepatites crénicas e cirroses biliares primarias, no entanto encontramo-los em
baixas concentra¢ges noutras situacdes. Os AGPCA aparecem maioritariamente em doentes com anemia perniciosa.
Na os relséultados seccdo sera dada uma descricdo mais detalhada de quais os autoanticorpos associados a cada
doenca.™

. ;. .
Principio do Procedimento

A imunofluorescéncia indirecta é utilizada quando as amostras dos doentes e os controlos apropriados sao incubados
com o substrato das laminas.*® Os anticorpos que ndo reagem s&o eliminados por lavagem e é aplicado um conjugado
marcado com fluoresceina. O conjugado que nao se liga ao substrato é também eliminado por lavagem, e procede-se a
visualizagdo da lamina num microscopio de fluorescéncia. As amostras positivas apresentardo uma fluorescéncia
“verde-macéd” que corresponde a areas da secgéo congelada onde o anticorpo se ligou.

Reagentes

1. Seccdes de figado, rim e estbmago de ratazana em laminas de 5 ou 10 pogos, com excicante

Somente os kits:

2. Soro controlo positivo homogéneo para ANA Padrédo, contendo 0,09% de azida de sédio. Prédiluido, pronto a
usar.

3. Soro controlo negativo IFA Sistema contendo 0,09% de azida de sodio. Prédiluido, pronto a usar.

4, IgG (H+L) de cabra anti-humana, purificada e conjugada com isocianato de fluoresceina (FITC) contendo
0,09% de azida de sodio. Prédiluido, pronto a usar.

5. Soro controlo positivo Mitocondrial (AMA) Padrao, contendo 0,09% de azida de sodio. Prédiluido, pronto a
usar.

6. Soro controlo positivo Mdsculo Liso (ASMA) Padréo contendo 0,09% de azida de sodio. Prédiluido, pronto a
usar.

7. 1% de Evans Blue, contrastante opcional

8. Tampéo fosfato (PBS), concentrado 40x na forma liquida.

9. Papel absorvente “Blotters”, para absorver o excesso da lamina apos a lavagem

10. Meio de montagem, com agente que evita a perda de fluorescéncia (DABCO) 1,4 octanato dazabiciclo [2.2.2]

11. Lamelas

Adverténcias/Precaucdes

Todos os dadores de soro fornecido nos kits foram analisados e considerados negativos para o antigénio da Hepatite B,
anticorpos contra o virus da Hepatite C e para o Virus de Imunodeficiéncia Humano (HIV 1 & 2). No entanto estes testes
nao garantem a auséncia de agentes infecciosos. Deverdo ser tomadas medidas adequadas quando se procede ao
manuseamento e eliminacdo de todo o material potencialmente infectado; os métodos deverdo ser executados por
pessoal especializado e treinado.

O Azul de Evans e os controlos contém 0,09% de azida de sddio como conservante e devem ser manuseados com
cuidado — ndo ingerir nem permitir o contacto com a pele ou membranas mucosas. No caso de contacto lavar
abundantemente com 4gua e procurar um médico. Podem formar-se azidas metalicas explosivas nas canalizacdes de
cobre e aluminio, quando eliminar o reagente lavar abundantemente com agua de modo a impedir a formacéo das
azidas. Este produto deve ser utilizado por pessoal treinado e deve ser utilizado apenas para os fins a que se propde.
Recomenda-se seja seguido o procedimento descrito.



Condicdes de Armazenamento

Os kits e as laminas fechados devem ser armazenados a 2-8°C e podem ser utilizados até a data de validade inscrita na
embalagem. NAO CONGELAR. Desde que as laminas sejam retiradas do invélucro de aluminio em que se encontram,
devem ser utilizadas imediatamente. O PBS diluido pode ser armazenado durante um més a 2-8°C. Todos os reagentes
devem ser armazenados a 2-8°C.

Colheita de Amostras

As amostras de sangue devem ser colhidas por venepunctura, deixar coagular naturalmente e separar o SOro o mais
rapidamente possivel para evitar a hemolise. O soro pode ser conservado de 2-8°C até 7 dias antes do teste'*, ou em
aliquotas a -20°C ou menos, para periodos mais prolongados. NAO congelar e descongelar o soro mais do que uma
vez. Evitar a utilizacdo de soro contaminado com lipidos, hemolisados ou micrébios dado que pode ocorrer uma
coloracao fraca e diminuicao dos titulos.

Procedimento
Material fornecido (kits)
704170

1 10 x Rat liver, kidney, stomach slide (5-well) (Laminas com figado, rim e estdmago de ratazana, 5-pogos)
2 1 x ImL ANA Homogeneous Pattern (ANA Homogéneo Padrao, prédiluido)

3 1 x 1mL IFA System Negative Control (Controlo negativo IFA Sistema, prédiluido)

4, 1 x ImL Mitochondrial (AMA) Pattern (Mitocondrial (AMA) Padrao, prediluido)

5. 1 x 1mL Smooth Muscle (ASMA) Pattern (Musculo liso (ASMA) Padréao, prédiluido)

6 1 x 7mL FITC IgG (H&L) Conjugate (IgG (H+L) conjugada com FITC)

7 1 x 3mL 1% Evans Blue Counterstain (1% Contrastante Evans Blue)

8 2 x 25mL PBS Buffer (Tampé&o PBS, x40 conc)

9 1 x 3mL Mounting Medium (Meio de montagem)

10. 20 x Blotters (Discos absorventes)

11. 10 x Coverslips (Lamelas)

12. 1 x Instruction Leaflet (1 x folheto de instrucdes)
704170

1 25 x Rat liver, kidney, stomach slide (10-well) (Ldminas com figado, rim e estdmago de ratazana, 10-pogos)
2 1 x ImL ANA Homogeneous Pattern (ANA Homogéneo Padrao, prédiluido)

3 1 x ImL IFA System Negative Control (Controlo negativo IFA Sistema, prédiluido)

4, 1 x 1mL Mitochondrial (AMA) Pattern (Mitocondrial (AMA) Padr&o, prediluido)

5. 1 x ImL Smooth Muscle (ASMA) Pattern (Musculo liso (ASMA) Padréo, prédiluido)

6 1 x 15mL FITC IgG (H&L) Conjugate (IgG (H+L) conjugada com FITC)

7 1 x 3mL 1% Evans Blue Counterstain (1% Contrastante Evans Blue)

8 2 x 25mL PBS Buffer (Tampé&o PBS, x40 conc)

9 1 x 10mL Mounting Medium (Meio de montagem)

10. 50 x Blotters (Discos absorventes)
11. 25 x Coverslips (Lamelas)
12. 1 x Instruction Leaflet (1 x folheto de instrucdes)

Material fornecido (laminas)

1. 504170.10 — 10 x Rat liver, kidney, stomach slide (5-well) (LAminas com figado, rim e
estbmago de ratazana com 5 poc¢os)
Ou

2. 504180.25 — 25 x Rat liver, kidney, stomach slide (10-well) (Laminas com figado, rim e
estbmago de ratazana com 10 poc¢os)

3. 1 x folheto de instrucdes

Material adicional necessario

Agua destilada para diluir o PBS concentrado

Recipiente para o tampao PBS

Micropipetas e pontas descartaveis para aplicacdo das amostras dos doentes

Cémara humida para os passos de incubacéo

Microscopio de fuorescéncia com filtro excitador de 495nm e um filtro barreira de 515nm.

Esguicho de plastico para a lavagem com PBS

Se estéo a utilizar apenas as laminas pode obter os componentes adicionais na INOVA Diagnostics: PBS (508002),
controlo negativo IFA Sistema (508186), homogéneo de ANA (504054), mitocondrial (AMA) Padrao (504052), misculo
liso (ASMA) Padrao (504053), IgG (H+L) conjugada com FITC (504021, 504071), meio de montagem (504046, 504047),
1% Evans Blue (504049).

Procedimento

Controlo de qualidade
Os controlos positivos e negativos deverao ser utilizados sempre que é testado um lote de amostras.

1. Meio de montagem. Retirar o meio de montagem do frigorifico de forma a que este fique a temperatura
ambiente (18-28°C) antes de ser utilizado.
2. Diluir o PBS concentrado. Diluir o PBS concentrado com agua destilada (1 parte de PBS concentrado + 39

partes de agua destilada) e misturar bem. O PBS ira servir para diluir as amostras dos pacientes e como
tampao de lavagem.



3. Diluir as amostras do paciente.
Despiste: Diluir as amostras do paciente 1/20 adicionando 50uL do soro a 950uL de PBS.
Quantificacdo: Efectuar diluicBes sucessivas das amostras positivas com tampao PBS (eg. 1/20 1/40, 1/80,
1/160 and 1/320 etc). Por exemplo: Retirar 100uL da diluicdo 1/20, misturar com 100uL de PBS para dar uma
diluicdo de 1/40. Repetir para outras diluigdes.

4. Laminas substrato. Deixar as laminas atingirem a temperatura ambiente (18-28°C) antes de retira-las dos
invélucros. Rotular as laminas adequadamente, coloca-las na camara himida e adicionar uma gota de cada um
dos controlos positivo e negativo nos pogos adequados. Adicionar 50uL das amostras diluidas nos restantes

pOGoS.

5. Incubacédo das laminas. Incubar as laminas durante 20 minutos na cdmara himida a temperatura ambiente
(18-28°C) e no escuro.

6. Lavagem com PBS. Retirar as laminas da camara himida e lavar ligeiramente com o esguicho de PBS. N&o

deitar o tampé&o directamente nos pocos. Colocar as lamina num suporte, e emergi-las em PBS, agitar durante
5-10 minutos.

7. Adic&o do conjugado fluorescente. Sacudir o excesso de PBS e em volta dos poc¢os absorver com os discos
fornecidos. Colocar as laminas novamente na camara himida e cobrir imediatamente cada pogo com uma
gota de conjugado fluorescente. NAO DEIXAR OS POCOS DESCOBERTOS DURANTE MAIS DE 15
SEGUNDOS. Se o substrato secar os resultados serdo seriamente afectados.

8. Incubacédo dalamina. Incubar as laminas durante 20 minutos na cAmara himida a temperatura ambiente (18-
28°C) no escuro.

9. Lavagem com PBS. Lavar novamente as laminas como descrito no passo 8.3.6. Contraste opcional. Adicionar
até 2-3 gotas de 1% de Azul de Evans por 100mL de PBS antes de emergir as laminas.

10. Montagem das laminas. Remover uma lamina de cada vez do PBS. Secar rapidamente os pocos e adicionar

a cada um uma gota do meio de montagem. Cuidadosamente colocar a lamela, evitando a formacéo de bolhas
de ar, mas se existirem nao tente remové-las. Limpar o excesso de meio de montagem em volta da lamela.

11. Visualizacdo das laminas no microscépio de fluorescéncia. As laminas podem ser armazenadas até 3 dias
a 2-8°C, na escuriddo, sem perder significativamente a fluorescéncia.

Resultados

Controlo de qualidade

O controlo positivo para ANA devera apresentar um padrao homogéneo verde brilhante nos nicleos das células. O
controlo positivo mitocondrial devera apresentar uma coloracéo verde-maca brilhante nos tubulos renais e células
gastricas parietais. O controlo positivo masculo liso devera paresentar coloracéo verde brilhante na camada muscular
do estbmago. O controlo negativo devera presentar uma coloracao verde baco em todos os tecidos, sem fluorescéncia.
Se os controlos ndo se apresentarem como descrito, o teste esta invalido e devera ser repetido.

Interpretacao dos resultados

Resultados negativos

S&o visualizados com coloragéo verde baco em todas secg¢fes, sem fluorescéncia. As reacgfes que se serem fracas
devem ser repetidas com uma diluicdo mais elevada (ex. 1/40). Se os resultados repetidos forem iguais aos originais, o
teste é dado como negativo.

Resultados positivos
Estes sao vistos com fluorescéncia bem marcada em areas especificas do tecido dando um ou mais dos seguintes
padrdes:

Anticorpos antinucleares (ANA)

Os ANA marcam os nlcleos das estruturas seguintes: células hepaticas, tibulos renais distais e proximais, células
géastricas parietais e principais. Quase todos os doentes com SLE possuem ANA no seu soro, mas estes podem
também ser encontrados em varias doencas do tecido conjuntivo incluindo artrite reumatoide. Os ANA podem também
ser encontrados nos casos de hepatite crénica activa e cirrose biliar primaria e em resposta a tratamentos com
determinadas drogas.

Pode obter-se informagéo adicional interpretando os padrdes nucleares obtidos para os ANA (ver abaixo). E
recomendavel que todas as amostras positivas para ANA sejam tituladas até ao fim para assegurar que possiveis
reaccOes misturadas sejam detectadas, dado que de outra forma podiam ser perdidas. E aconselhavel efectuar outros
testes a estas amostras para os autoanticorpos anti-dsDNA e antigénios nucleares extraiveis (ENA).

Padréo Antigénios Associacdo a doencgas
comuns
involvidos
Homogéneo ds DNA, histonas | SLE

Artrite Reumatoide (AR)
Doenca do tecido conjuntivo
Drogas indutoras de lupus
SLE

Periferial (Rim) | Primitivo/ds DNA

Mosqueado Antigénios Escleroderma
nucleares Sindroma de Sjogren
extraiveis Doenca do tecido conjuntivo
Ribonucleoprotein | SLE
as,
Scl-70,
SSB

Nucleolar 4-6S sRNA Escleroderma

Sindroma de Sjogren
SLE, AR e esclerose sistémica progressiva




Padrfes de marcacdo de autoanticorpos especificos do tecido incluem:

Anticorpo Tecido associado Pdr|nC|pa|s
oencas
Anticorpos Citoplasma do tubulos distal e proximal (numa extensao inferior) Citoplasma de Cirrose biliar
anti- células hepaticas (figado) e citoplasma de células gastricas parietais (estbmago) | primaria e
mitocondrias outras
(AMA) doengas do
figado
Anticorpos Camadas musculares (estdbmago). Camada muscular das arteriolas (outros Hepatite
anti- masculo | tecidos) cronica activa
liso (ASMA)
Anticorpos Células parietais (estdmago) Anemia
anti-células perniciosa
gastricas
parietais
(AGPCA)
Anticorpos Fibras peritubulares e capsulas de Bowman (rim). Membranas de Doenca de
anti-reticulina | célulashepaticas e paredes sinusoidais (figado) Crohn
(ARA) Doenca
celiaca
Dermatite
hepetiforme

Nota: Cada laboratério deve estabelecer qual o ponto para o qual um resultado positivo é considerado clinicamente

significante.

leltagoes do Procedimento

Este teste s6 por si ndo pode ser considerado diagnéstico. Todos os outros factores incluindo histéria clinica
dos doentes e outros resultados serolégicos ou bidpsias também devem ser considerados.

Os padrdes mundam frequentemente a medida que a amostra € quantificada até ao fim. Este fenémeno deve-
se a presenca de mais do que um anticorpo, especialmente para os ANA.

Um resultado negativo com este kit pode dever-se a auséncia de doenca ou a presenca de autoanticorpos nao
detectados por esta técnica.

A sensibilidade da técnica pode ser influénciada pela fonte de luz, filtros e Opticas de microscépios de
fluorescéncia diferentes. A qualidade do microscépio é significativamente influénciada pela correcta
manutencao, especialmente centrando a lampada de mercurio a vapor e mudando-a no periodo recomendado.
Os autoanticorpos podem ser activados ou induzidos por varias drogas incluindo contraceptivos orais e
antibioticos.

Dada a curta distancia entre os po¢os nas laminas com 10 pocos, € possivel contaminagdo cruzada de
amostras e controlos. Deve ser tomado especial cuidado nomeadamente nos passos de lavagem, para
assegurar que tal ndo aconteca.

Na&o foi testado a utilizacdo de reagentes de IFA comercializados por outras casas pelo que néo se sabe se séo

adequados, no entanto a sua utilizacdo ndo devera ser necessariamente excluida.

As laminas vendidas em separado tém a classificacdo de “Reagentes especificos de analitos”.
Excepto como componente do kit, as caracteristicas analiticas e de desempenho ndo foram estabelecidas.

Valores Esperados e Caracteristicas de desempenho especificas
Valores de referéncia

Normais
Anticorpo | Percentagem de ocurréncia | Referéncia
ANA 0-2 2
AMA 0-8 7
ASMA 3 2
ARA 5 8
AGPCA 10-15 (idosos) 9
Anormais
Diagn@stico clinico PERECIIEEI (12 anci
9 ocorréncia Referéncia
SLE 99 4
Doenca do tecido conjuntivo 90 3
ANA Outras doencas autoimunes 15-50 3,5
(AR, escleroderme, sindroma
de Sjogren, dermatomiosite)
AMA | Cirrose biliar primaria >95 3
Hepatite crénica 70 3
ASMA Cirrose biliar primaria 50 3
Doenca de Crohn 24 6
ARA Doenca celiaca 38-50 3,6
Dermatite herpetiforme 22 6
AGPCA | Anemia perniciosa 90 9




Estudo comparativo

Foi feito um estudo comparativo em 96 amostras clinicas utilizando este kit um método de referéncia comercial. 93
amostras das 96 testadas obtiveram resultados identicos pelos dois métodos. Para os padrdes descritos na secgao
resultados, a sensibilidade realtiva variou entre os 89-100%, a especificidade relativa foi de 100% em todos os casos e
a concordancia relativa variou dos 93-100%. Para as amostras que diferiam, obteve-se uma marcacdo fracamente
positiva para os ANA ou SMA em cada caso, com apenas o método de referéncia, sugerindo que estas amostras
estavam na zona limite para aquele padrao e/ou que existe ligeiras diferencas na sensibilidade dos dois métodos.

Sumario do procedimento

1 Equilibrar o meio de montagem para a temperatura ambiente.

2 Diluir o tampédo PBS em 4gua destilada.

3 Diluir o soro do doente 1/20 em PBS.

4, Equilibrar as laminas com substrato para a temperatura ambiente (18-28°C).

5. Aplicar 50uL dos controlos positivo e negativo e do soro diluido nos pogos apropriados.

6 Incubar na cdmara himida durante 20 minutos.

7 Lavar durante 5-10 minutos em PBS.

8 Absorver o excesso em volta de cada poco e cobrir imediatamente com uma gota de conjugado.
9 Incubar como no passo 6.

10. Lavar como no passo 7.
11. Montar.
12. Visualizar as laminas no microscopio de fluorescéncia.
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