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SISTEMA DE TESTE AUTO 1.D.° DE AUTOANTICORPOS PARA
SSA/Ro e SSB/La

Para uso em diagnéstico in vitro
Para uso profissional

USO PRETENDIDO: Este é um sistema de teste de imunodifusdo de Ouchterlony para detecgéo de autoanticorpos
para SSA/Ro, SSB/La outros autoantigenos em soro humano. Os resultados deste sistema de teste podem ser usados
para ajudar a diagnosticar lupus eritematoso sistémico, sindrome de Sjégren ou outras doengas reumaticas.

REsUMO E EXPLICAGCAO DO TESTE

As proteinas celulares sollveis em solugéo salina sdo chamadas antigenos nucleares extraiveis ou ENA. Os anticorpos
para ENA foram associados a varias sindromes autoimunes e parecem ter significancia diagnéstica e/ou prognoéstica
em esclerose sistémica (1, 2), doenga mista do tecido conectivo (3-5), sindrome de Sjoégren (6, 7), polimiosite (8),
dermatomiosite (9), lupus eritematoso sistémico (5) e artrite reumatoide (10). Algumas das especificidades mais
comuns do anticorpo incluem: Smith (Sm); Ribonucleoproteina (RNP ou U1-RNP); SSA/Ro; SSB/La; Jo-1; Scl-70 e
antigeno nuclear de células proliferantes (PCNA) (11). O teste de anticorpo antinuclear (ANA) foi usado como triagem
para esses anticorpos, mas o ANA nao indica a especificidade do anticorpo, e os anticorpos para alguns ENA nao
produzem teste ANA positivo (12, 13). Assim, os testes confirmatérios secundarios para anticorpos para ENA s&o
altamente recomendados (14).

SSA e SSB foram descritos originalmente como antigenos nucleares da proteina-RNA em pacientes com sindrome de
Sjogren (6, 7). Ro e La foram descritos como antigenos citoplasmaticos da proteina-RNA em pacientes com LES (15,
16). Agora, € amplamente aceito que SSA e Ro sdo analogos, SSB e La sdo andlogos, e esses antigenos sao
encontrados no nucleo e no citoplasma. Os autoanticorpos para SSA/Ro sozinhos ou SSA/Ro e SSB/La séo
encontrados em até 70% a 90% de pacientes com lipus cutaneo subagudo (11, 17) e em 85% dos pacientes com
sindrome de Sjogren que desenvolvem vasculite (18). Os anticorpos para SSA/Ro sozinho ocorrem em pacientes que
tém deficiéncia homozigética da fragdo C2 do complemento (11, 19), em pacientes com cirrose biliar primaria que
desenvolvem sindrome de Sjogren (20), e em até dois tergos de pacientes com “LES negativo para ANA” (21).

PRINCIPIO DO TESTE

Existem diversos ensaios para a detec¢ao de anticorpos especificos para antigenos nucleares. Os mais usados séo
imunodifusdo de Ouchterlony, hemaglutinagao passiva, contra-imunoeletroforese e ELISA (14). O método de
imunodifusao (ID) de Ouchterlony €, no momento, o ensaio mais usado devido a conveniéncia e a relativa facilidade de
execugao e interpretacao.

O sistema de teste AUTO 1.D.® de autoanticorpo para SSA/Ro e SSB/La da Immuno Concepts para detecgdo de
anticorpos para antigenos nucleares SSA/Ro e SSB/La usa a técnica de imunodifusdo de Ouchterlony. O teste utiliza a
preparagao exclusiva de antigeno nuclear da Immuno Concepts, que contém uma variedade de antigenos nucleares
que reagem com anticorpos encontrados nos pacientes com doenga reumatica sistémica. O antigeno nuclear é
colocado em um pogo central de uma placa de agarose com amostras de soro de controle e de soro do paciente
colocadas nos seis pogos de amostra circundantes. Depois da incubagdo em temperatura ambiente, forma-se uma
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linha de precipitagdo no gel agarose no qual o antigeno nuclear se difunde e encontra o anticorpo homologo. O soro é
testado quanto a especificidade para antigeno/anticorpo, verificando-se linhas de precipitagcdo de identidade ou
identidade parcial entre as amostras de soro de controle e do paciente. O soro que nao produz linhas de precipitagéo é
considerado negativo. Os anticorpos com diferentes especificidades podem produzir linhas de ndo-identidade quando
comparados com o soro de controle usado no ensaio.

COMPONENTES DO SISTEMA - MATERIAIS FORNECIDOS

Uso: Todas as amostras de soro de controle vém prontas para usar sem necessidade de diluir, compor aliquotas ou de
reconstituigdo. O antigeno nuclear vem liofilizado e deve ser reconstituido com agua destilada ou desionizada antes de
usar.

Armazenamento: Todos os componentes podem ser armazenados em refrigeragdo de 2 °C a 10 °C. O antigeno
nuclear reconstituido deve ser usado dentro de 5 dias ou armazenado em aliquotas congeladas a —20 °C ou menos.

Estabilidade: Todas as amostras de soro de controle sdo estaveis por pelo menos 12 meses a partir da data de
fabricagdo. As placas de agarose sao estaveis por 24 meses a partir da data de fabricagédo. O antigeno nuclear
liofilizado é estavel por pelo menos 12 meses, a partir da data de fabricagdo. Depois da reconstituicdo, o antigeno
nuclear é estavel por 5 dias de 2 °C a 10 °C, ou por 90 dias congelado a —20 °C ou menos. Para ter melhores
resultados, armazenar o antigeno reconstituido em aliquotas de 30 pl a —20 °C ou menos.

REAGENTES REATIVOS

Antigeno nuclear AUTO 1.D.®: N° de Cat. 6050 (0,2 ml). Antigeno nuclear liofilizado extraido de mamiferos que contém
Smith (Sm), Ribonucleoproteina U1 (RNP), SSA/Ro, SSB/La e outros antigenos que normalmente reagem com
anticorpos dos pacientes que tém doenga reumatica sistémica. Cada frasco deve ser reconstituido com 200 pl de agua
destilada ou desionizada antes de usar.

Preparagao: Remover o lacre de metal do frasco de antigeno nuclear. Levantar cuidadosamente a tampa de
borracha do frasco para liberar o ar. Remover a tampa e adicionar 200 ul de agua destilada ou desionizada ao
frasco. Recolocar a tampa de borracha e agitar suavemente para dissolver o conteudo. Deixar o antigeno
reconstituido descansar pelo menos 30 minutos antes de usar para garantir que o antigeno esteja completamente
dissolvido. O antigeno reconstituido pode parecer turvo ou escuro. Agitar imediatamente antes de usar.

Controle positivo para SSA/Ro/SSB/La: N° de Cat. 7002 (0,5 ml). Frasco pronto para usar que contém anticorpos
humanos reativos com antigenos nucleares SSA/Ro e SSB/La. Este soro apresenta fortes linhas de precipitagdo de
identidade para os soros de referéncia dos CDC para esses antigenos.

Controle positivo para SSA/Ro: N° de Cat. 7001 (0,5 ml). Frasco pronto para usar que contém anticorpos humanos
reativos com antigeno nuclear SSA/Ro. Este soro apresenta uma Unica linha de precipitagéo forte de identidade para o
soro de referéncia dos CDC para esse antigeno.

COMPONENTES NAO-REATIVOS
Placas de AUTO I.D.®: N° de Cat. 7010. Placas para agarose com sete pogos pré-numerados para garantir a facil
identificagdo dos pacientes.

Preparagao: Deixar a placa atingir a temperatura ambiente (18 °C a 24 °C) antes de abrir a bolsa de papel
aluminio. Remover cuidadosamente a placa da bolsa de papel aluminio. A condensagao presente na tampa interna
da placa pode ser removida com papel absorvente ou papel-toalha livre de felpas. Evitar o contato com a agarose.

MATERIAIS ADICIONAIS NECESSARIOS - POREM NAO
FORNECIDOS

Pipetas volumétricas para dispensar volumes de 20 pl, 30 ul, 100 ul e 200 pl
Tubos de ensaio

Agua desionizada e destilada

Negatoscépio de imunodifusdo e ampliador

Luvas descartaveis



COMPONENTES OPCIONAIS DISPONIVEIS

Caso se obtenham resultados positivos com linha de precipitina indefinida, existem soros de controle adicionais para
auxiliar a determinagao da especificidade do anticorpo. Repetir o teste com soro de controle pronto para usar colocado
nos pogos adjacentes a amostra do paciente e interpretar de acordo com as diretrizes da secéo “Interpretacao geral”.

Soro de controle positivo para SSB/La: N°de Cat. 7003 (0,5 ml). Frasco pronto para usar que contém anticorpos
humanos reativos com antigeno nuclear SSB/La.

Soro de controle positivo para RNP: N° de Cat. 6001 (0,5 ml). Frasco pronto para usar que contém anticorpos
humanos reativos com antigeno nuclear Ribonucleoproteina U1 (RNP).

Soro de controle positivo para Sm/RNP: N° de Cat. 6002 (0,5 ml). Frasco pronto para usar que contém anticorpos
humanos reativos com antigenos nucleares Smith (Sm) e Ribonucleoproteina U1 (RNP).

Soro de controle positivo para Jo-1: N° de Cat. 6004 (0,5 ml). Frasco pronto para usar que contém anticorpos
humanos reativos com antigeno Jo-1.

Soro de controle positivo para Scl-70: N° de Cat. 6005 (0,5 ml). Frasco pronto para usar que contém anticorpos
humanos reativos com antigeno nuclear Scl-70.

Soro de controle positivo para PCNA: N° de Cat. 6006 (0,5 ml). Frasco pronto para usar que contém anticorpos
humanos reativos com antigeno nuclear com antigeno nuclear de célula proliferante (PCNA).

PRECAUCOES

1. Todos os materiais de origem humana usados neste produto foram testados e foram negativos (ndo-reativos
repetidamente) para anticorpos para o virus da imunodeficiéncia humana-1 (HIV-1), virus da imunodeficiéncia
humana-2 (HIV-2), virus da hepatite C (HCV) e para o antigeno de superficie da hepatite B (HBsAg), segundo
métodos aprovados pela FDA. Contudo, nenhum método de teste pode oferecer garantia total de que HIV-1, HIV-2,
hepatite C, hepatite B ou outros agentes infecciosos estejam ausentes. Assim, todos os materiais do kit devem ser
manuseados da mesma maneira que materiais com potencial infeccioso.

2. A azida sodica (0,09%) é usada como conservante. Ao descartar os reagentes, enxaguar com grandes volumes de
agua corrente para evitar possiveis residuos no encanamento.

3. Nao congele as placas AUTO 1.D.%. Para garantir resultados uniformes, sempre aquecer as placas até a
temperatura ambiente antes de usar.

4. Evitar o congelamento e descongelamento repetitivo do antigeno nuclear reconstituido.

5. Sempre deixar que o antigeno nuclear recém-reconstituido repouse por pelo menos 30 minutos em temperatura
ambiente antes de usar para ter certeza que antigeno esta completamente dissolvido.

6. A substituigdo de componentes de outros Sistemas de teste de autoanticorpos AUTO 1.D.® da Immuno Concepts é
aceitavel. A substituicdo de componentes de outros fabricantes pode gerar resultados incompativeis.

7. As alteragOes subitas da temperatura do ar podem causar a formagao de artefato de linhas de precipitina. Para
obter os melhores resultados, incubar as placas em ambiente com temperatura controlada, longe das correntes de
ar. Nao incubar a 37 °C.

8. Alguns soros podem apresentar resultados falso-negativos devido ao fendmeno pro-zona (excesso de anticorpo).
Se o fendmeno pré-zona for uma preocupagéo, repetir o teste usando diluigdes de soro do paciente em PBS.

9. Algumas amostras de soro dos pacientes, que contém fosfolipideos, formam faixas largas de precipitagdo que
circundam todo o pogo da amostra do paciente. Isso nao deve ser interpretado como reagéao positiva.

10. Este sistema de teste destina-se ao uso para diagndstico in vitro.



METODOS DE TESTE

O teste AUTO I.D.® pode ser definido em protocolos de uma etapa e de duas etapas para atingir o minimo tempo de
processo ou a economia maxima, respectivamente. O que segue sdo recomendacgdes gerais para auxiliar a definigdo
do protocolo ideal para cada requisito especifico do laboratério.

Teste de selegdo e/ou confirmagao de volume
(Método 1)

Poco 1 - Paciente 1

Poco 2 - Controle de anticorpo monoespecifico (SSA/Ro)
Poco 3 - Paciente 2

Poco 4 - Controle de anticorpo misto (SSA/Ro/SSB/La)
Poco 5 - Paciente 3

Poco 6 - Controle de anticorpo misto (SSA/Ro/SSB/La)
Poco do centro - Antigeno nuclear

Auto |.D.®
Plate No.
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Selecgao de alto volume e/ou titulagao

(Método 2)

Poco 1 - Paciente 1

Poco 2 - Paciente 2

Poco 3 - Paciente 3

Poco 4 - Paciente 4

Poco 5 - Paciente 5

Poco 6 - Controle de anticorpo misto (SSA/Ro/SSB/La)
Poco do centro - Antigeno nuclear

@4

Immuno Concepts Inc.
(800) 251-5115 (916) 363-2649
FAX (916) 363-2843

As amostras de soro dos pacientes que apresentam linhas de precipitina pelo Método 2 depois de 18 a 24 horas,
devem ser testadas novamente quanto a especificidade, segundo o Método 1.

COLETA DE AMOSTRA

O soro deve ser coletado por técnica asséptica. O soro deve ser separado do coagulo por centrifugagéo, assim que
possivel para evitar a hemolise. As amostras de soro que apresentarem alto grau de hemdlise, lipemia ou crescimento
microbiano ndo devem ser usadas. O soro pode ser armazenado de 2 °C a 10 °C por até 48 horas antes de ser
usado.Se os testes demorarem mais que isso, o soro deve ser armazenado congelado a —20 °C ou menos.

RESULTADOS — INTERPRETAGCAO GERAL

A interpretacado adequada dos resultados do paciente depende da resolugao nitida da linha de precipitina entre os
pocos de soro do paciente e de antigeno nuclear. A determinagéo da especificidade do anticorpo do paciente depende
da interpretagao apropriada das linhas de precipitina entre os pog¢os de soro do paciente e de controle adjacente. As
seguintes definigbes devem servir como diretriz basica para a interpretagcao de reagbes entre o soro do paciente e o de
controle.

Identity or Fusion Reactions

Control ./\. Patient
®

Antigen

As linhas de precipitina que formam uma linha continua entre o soro do paciente e o de controle indicam que os
anticorpos em cada soro estdo reagindo com antigenos nucleares idénticos. As amostras de pacientes que apresentam
linhas de precipitina de identidade sao relatadas como positivas com especificidade de anticorpo idéntica a do controle.
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Non Identity Reactions

Patient @ @ Control

Antigen

As linhas de precipitina que n&o cruzam entre o soro do paciente e o de controle indicam que os anticorpos em cada
soro estdo reagindo com antigenos nucleares diferentes.

As amostras que apresentem linhas de precipitina sao relatadas como positivas com reatividade de “linha de precipitina
indefinida” (UPL). Recomenda-se realizar mais testes com outros controles para determinar a especificidade do
anticorpo (Ver “Componentes ideais disponiveis”).

Partial Identity Reactions

Control @ @ Patient

Antigen

As linhas de precipitina que formam uma “projegéo” entre o pogo de soro do paciente e o de soro de controle indicam
que os anticorpos do paciente e do controle estdo reagindo com antigeno idéntico, mas que o soro do paciente também
contém um anticorpo que reage com um antigeno diferente que nao reage com o soro de controle.

CUIDADO: As reagdes parciais de identidade sao as mais dificeis de interpretar. Com frequéncia, a linha de precipitina
do controle curva-se para dentro da linha de precipitina do paciente no ponto de contato. Observar meticulosamente as
linhas de precipitina para ter certeza de que a linha de precipitina do paciente ndo cruze a linha de precipitina do
controle.

As linhas de precipitina que formam uma linha continua distorcida entre o soro do paciente e o de controle indicam que
0 soro esta reagindo com antigenos nucleares idénticos, mas que o soro do paciente contém mais ou menos anticorpos
que o de controle.

Skewed |dentity Reactions

Control ./\.Patient

Antigen

As amostras de pacientes que apresentam linhas de identidade distorcidas sao relatadas como positivas para
especificidade idéntica a do controle.



Negative Reactions

Patient @ @ Control

L
Antigen

A linha de precipitina forma-se apenas com o soro de controle. As amostras do paciente que ndo formam linhas de
precipitina sdo relatadas como negativas.

INTERPRETAGCAO TECNICA

SSA/Ro ou SSB/La

Os anticorpos para SSA/Ro e SSB/La em geral demonstram linhas de precipitina que cruzam, indicando n&o-
identidade. As linhas de precipitina do SSA/Ro comumente sdo estreitas e nitidas, ao passo que as de SSB/La podem
aparecer mais largas e menos definidas.

SSA/Ro or SSB/La Reactions SSA/Ro or SSB/La Reactions
SSB/La SSA/Ro SSB/La SSA/Ro
Patient o o Control Patient o o Control
o o
Antigen Antigen

SSA/Ro ou SSA/Ro/SSB/La

Os soros monoespecificos para anticorpos SSA/Ro sdo, em geral, diferenciados dos soros que contém anticorpos para
SSA/Ro e para SSB/La, por meio de avaliagdo das caracteristicas da precipitina e da reatividade com os soros de
controle. Os soros com anticorpos para SSA/Ro sozinho em geral formam um linha de precipitina estreita e nitida, com
identidade para o controle de SSA/Ro. Os soros com anticorpos para SSA/Ro e para SSB/La demonstram linha de
precipitina estreita com identidade para o controle de SSA/Ro e uma linha de precipitina larga, que mostra identidade
com o controle de SSB/La. Em certos soros positivos para anticorpos para SSA/Ro e SSB/La, as duas linhas de
precipitina podem demonstrar fusdo parcial.

SSA/Ro or SSA/Ro/SSB/La Reactions

SSA/Ro ) ) SSA/Ro/SSB/La
Patient Control
O SSB/La
SSA/Ro . SSA/Ro
Antigen




SSB/La ou SSA/Ro/SSB/La

A diferenciagdo dos soros monoespecificos para anticorpos para SSB/La dos soros que contém anticorpos para
SSA/Ro/SSB/La pode ser dificil, porque, normalmente, a linha de precipitina de SSB/La é mais larga e menos definida
que a linha de precipitina de SSA/Ro. Para confirmar que o soro contém anticorpos tanto para SSA/Ro quanto para
SSB/La, ambas as linhas de precipitina precisam ser claramente visiveis. Em geral, observam-se uma linha de
precipitina larga que demonstra identidade para o controle de SSB/La e uma linha de precipitina estreita que demonstra
identidade para o controle de SSA/Ro. A linha de precipitina de SSA/Ro pode parecer parcialmente fundida com a linha
de precipitina de SSB/La. A diluigdo em série dos soros pode melhorar a diferenciagdo das duas linhas de precipitina.

SSB/La or SSA/Ro/SSB/La Reactions

SSB/La ) ) SSA/Ro/SSB/La
Patient /\ Control

@] SSB/La
SSBiLa SSARo

Antigen

Titulagao

Duas diluigdes em série do soro do paciente podem ser usadas para fornecer uma determinagdo semiquantitativa da
quantidade do anticorpo especifico presente nos soros positivos. A titulagdo também pode auxiliar a interpretagéo de
reacdes que ocorrem proximo do pogo de antigeno nuclear na selegéo inicial, devido ao excesso de anticorpo. Relatar
o titulo como reciproca da ultima diluigdo que mostra linhas de precipitina nitidas de identidade para soros de controle.

LIMITAGCOES DO TESTE

1. Embora o resultado positivo possa ser sugestivo de doenga reumatica sistémica, nao deve ser considerado
diagnéstico, mas sim, visto como uma parte do perfil clinico geral do paciente.

2. Os sistemas de teste AUTO 1.D.® da Immuno Concepts sdo otimizados para detectar a maioria dos pacientes com
autoanticorpos para os antigenos Sm, RNP, SSA/Ro, SSB/La, Scl-70, Jo-1 e PCNA. As amostras ocasionais com
niveis muito altos ou muito baixos de anticorpos podem gerar resultados falso-negativos em qualquer sistema de
teste de imunodifusdo de Ouchterlony. A diluigdo das amostras em PBS ou a concentragdo do anticorpo por
enchimento duplo ou triplo dos pogos de amostra do paciente podem ampliar a detec¢ao de anticorpo nessas
amostras.

3. 0O antigeno nuclear AUTO 1.D.® da Immuno Concepts inclui uma mescla de autoantigenos de mamiferos. Assim, o
soro dos pacientes pode apresentar linhas de precipitina com antigenos que ndo mostram reagdes de identidade
com o soro de controle incluido neste sistema de teste. Esses soros devem ser novamente testados com soro de
controle quanto a especificidade para outros antigenos (Ver “Componentes ideais disponiveis”)

VALORES ESPERADOS
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Imunoespecificidade de autoanticorpos para antigenos nucleares (Dados da referéncia 14)

Anticorpos para: | Associagdao com doencas:

Sm | LES: 25-40%; anticorpo marcador
RNP nuclear (U1-RNP) | DMTC: 95-100%; menor frequéncia no LES, lUpus discoide, ESP
SSA/Ro | Sindrome de Sjogren: 60-70%; LES: 30-40%; sindrome do lupus neonatal: 100%
SSB/La | Sindrome de Sjogren: 50-60%; LES: 10-20%
PCNA | LES: 10%; anticorpo marcador
Scl-70 | ESP: 15%-20%; anticorpo marcador
Jo-1 | Polimiosite: 31%; anticorpo marcador
PM-Scl (PM-1) | Sobreposigédo polimiosite/esclerodermia: 64 %;
Abreviagdes: LES = lupus eritematoso sistémico, DMTC = doenga mista do tecido conectivo, ESP = esclerose sistémica
progressiva, Sm = antigeno Smith, PCNA = antigeno nuclear de célula proliferante.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Deteccdo: O Sistema de teste AUTO 1.D.° para autoanticorpo para SSA/Ro/SSB/La da Immuno Concepts foi testado
com um total de 61 amostras positivas e negativas de soro de paciente, obtidas de laboratérios de referéncia
qualificados (22). Houve 96,7% de concordancia em todos os soros testados. Oito soros foram positivos para
anticorpos para SSB/La, um soro foi positivo para anticorpos para SSA/Ro e SSB/La e trés foram positivos para
anticorpos para SSA/Ro. Quinze soros apresentaram “linhas de precipitina indefinidas” (UPLs). Em outros testes com o
Sistema de teste AUTO I.D.® de autoanticorpo para Sm/RNP da Immuno Concepts, 12 dos soros foram positivos para
anticorpos para RNP, dois foram positivos para anticorpos para Sm/RNP e um soro foi positivo para anticorpos para
Sm. Trinta e dois soros foram negativos para qualquer anticorpo detectavel para antigenos nucleares. Os dois soros
discrepantes foram originalmente relatados como positivos para anticorpos para SSA/Ro e SSA/Ro/SSBI/La,
respectivamente. Esses soros foram mais testados com outros testes encontrados no comércio e apresentaram linhas
de precipitina indistintas em comparagao com os controles prototipicos de SSA/Ro, SSB/La, Sm e U1-RNP (no foi
possivel detectar linhas nitidas de identidade ou nao-identidade).

Precisdo: Seis soros positivos para anticorpos para SSA/Ro/SSB/La foram testados em duplicata em trés ocasides.
Em todos os casos, todos os resultados de teste apresentaram especificidades idénticas para anticorpo: cinco soros
foram uniformemente positivos para anticorpos para SSA/Ro e SSB/La e um foi uniformemente positivo para anticorpos
para SSB/La.
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AUTO-I.D.® - PROCEDIMENTO DO TESTE

RECONSTITUIGAO DE ANTIGENO NUCLEAR
Reconstituir o frasco de antigeno nuclear adicionando
200 pl de agua destilada ou desionizada. Deixar o frasco
reconstituido descansar pelo menos 30 minutos em
temperatura ambiente (18 °C a 24 °C) antes de usar para
garantir que o antigeno esteja completamente dissolvido.
Agitar suavemente antes de usar.

NOTA: O antigeno reconstituido pode parecer turvo ou
escuro. Para ter melhores resultados, armazenar o
antigeno reconstituido em aliquotas de 30 ul a-20 °C ou
menos. Deixar o antigeno atingir a temperatura ambiente
antes de usar.

PREPARAGAO DA(S) PLACA(S) DO AUTO I.D.®
Deixar a placa atingir a temperatura ambiente (18 °C a
24 °C) antes de abrir a bolsa de papel aluminio. Remover
cuidadosamente a placa da bolsa de papel aluminio. A
condensagéao presente na tampa interna da placa pode
ser removida com papel absorvente ou papel-toalha livre
de felpas. Evitar o contato com a agarose.

PREPARAGAO DA PLANILHA DO AUTO 1.D.°
Registrar o nimero da placa a especificidade do controle
por numero do pogo e identificacdo dos pacientes por
numero do pogo para cada amostra a ser testada.
Registrar também o numero do lote do Sistema de teste
de autoanticorpo AUTO 1.D.° que estiver sendo usado na
planilha do AUTO 1.D.%.

DILUIGAO DAS AMOSTRAS DO PACIENTE
(OPCIONAL)

As diluicbes das amostras de soro dos pacientes podem
ser desejaveis para titulagdo ou quando se observa um
fendmeno pré-zona (excesso de anticorpo). Preparar
diluicdes das amostras do paciente com solugéo salina
tamponada com fosfato (PBS). Diluir a amostra até 1:2
adicionando 100 pl de amostra nédo diluida do paciente a
100 pl de PBS. Para continuar a titulagao, fazer duas
diluicbes em série da amostra de soro (por exemplo,
1:2,1:4,1:8 ... 1:64), usando PBS.

ENCHIMENTO DOS POGOS

Colocar 20 pl de antigeno nuclear no centro do pogo da
placa DO AUTO I.D.”. Colocar 20 ul da amostra do
paciente ou do soro de controle nos pogos numerados,
seguindo um dos formatos descritos em “Métodos de
teste.” Recolocar a tampa.

6.

ENCHIMENTO COM DUPLA AMOSTRA DE
PACIENTES (OPCIONAL)

As amostras ocasionais com niveis muito baixos de
anticorpos podem gerar resultados muito fracos ou falso-
negativos em qualquer sistema de teste de imunodifusdo
de Ouchterlony. A concentragdo do anticorpo fazendo-se
enchimento duplo ou triplo dos pogos de amostra do
paciente pode ampliar a detec¢cao nessas amostras. A
concentracao das amostras pode ser atingida
reenchendo-se o po¢o de amostra do paciente com mais
20 ul de soro depois de cerca de 30 minutos.

INCUBAGAO DAS PLACAS

Colocar cuidadosamente as placas cheias em uma
pequena caixa para protegé-las de correntes de ar e
incuba-las em temperatura ambiente (18 °C a 24 °C) por
18 a 24 horas. Nao incubar a 37 °C.

CUIDADO: As correntes de ar e as alteragdes abruptas
da temperatura do ar podem causar a formagéo de
artefato de linhas de precipitina. Para obter os melhores
resultados, incubar as placas em ambiente com
temperatura controlada.

LEITURA DAS PLACAS

Ver as placas em um negatoscopio com ampliador
depois de 18 a 24 horas. Consultar as diretrizes
recomendadas para leitura das linhas de precipitina na
secao “Interpretagao”.

NOTA: Para a maioria dos soros, os resultados devem
ser visiveis dentro de 18 horas. Com alguns soros de
titulo baixo, as linhas de precipitina mais distintas podem
ser vistas em 24 e 48 horas.
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